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Nota Prévia

O presente relatorio foi escrito em regime de confidencialidade, pelo que nele
ndo serdo mencionados nomes nem formulacdes de produtos ensaiados, nem qualquer
tipo de informacgéo relevante que, de algum modo, possa ser usada para beneficio
proprio.

Por esta razao, matérias primas e produtos acabados ensaiados ao longo da
realizagcdo deste trabalho séo referidos, neste relatério, de forma codificada.
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Resumo

Na industria, devido a enorme diversidade de produtos, é dificil dedicar um
tanque de formulagdo ou uma linha de producdo a apenas um. Assim, a limpeza de
tanques e linhas é essencial para que os produtos finais ndo sofram contaminacdo
cruzada. A par da limpeza, a andlise dos produtos é também necesséria, de forma a
cumprir a politica de qualidade da empresa e requisitos legais e de cliente. O objetivo
deste estagio foi a otimizacdo de métodos de quantificacdo de principios ativos em
inseticidas por cromatografia gasosa (GC) e a implementacdo de um método de
espetroscopia de infravermelho (FTIR), complementar a analise sensorial, para
verificacdo de limpezas. Relativamente a primeira parte do trabalho, os métodos de
guantificacdo de inseticidas ja existentes encontravam-se ajustados para uma outra
coluna, pelo que a sua adaptacao foi necessaria. Aquando desta adaptagéo, 6 métodos
foram otimizados ao nivel de tempo de analise, e/ou ao nivel de qualidade dos
resultados. Foram obtidas melhorias entre 55% e 62% no tempo de analise em 5 dos
métodos, e uma melhoria na resolucdo, quando possivel. Todos os métodos foram
testados com amostras reais, tendo sido obtidos resultados sempre coerentes com o
valor esperado, e com baixos coeficientes de variacdo. Quanto ao método FTIR, este
foi desenvolvido para solventes de limpeza dos tanques de formulagédo e linhas de
enchimento. Este método consiste na identificacao de picos caracteristicos dos produtos
contaminantes no solvente de limpeza (alcool isopropilico, IPA), diminuindo a possivel
subjetividade da interpretacao do utilizador. O limite de detecédo do método € 1,5%, e 0s
mesmos limites sdo aplicaveis a andlise de odor. Os limites definidos estdo de acordo
com as especificagcdes internas, pois uma contaminacdo < 1% é aceite, visto que
posteriormente ainda existe a fase de enxaguamento do solvente de limpeza (remocéo
do solvente) ou purgas de produto. O método foi validado ainda para a robustez,
especificidade e repetibilidade. Para complementar a validacdo foi efetuada a
comparacgéo de resultados entre o FTIR e a analise sensorial, feita com um painel de
cinco analistas de odor previamente treinados e qualificados para este propdésito. A
comparacgdo de amostras apresenta uma concordancia total entre os dois métodos, o
que comprova a eficacia de ambos a detetar contaminac¢des. Desta forma, ambos se
complementam, dando uma maior seguranca na tomada de decisbes, evitando

contaminagdes entre produtos e consequentes custos para a empresa.

Palavras chave: cromatografia gasosa, GC, inseticidas, espetroscopia de infravermelho,

FTIR, limpezas, contaminagdes, validagédo, analise sensorial, odor.
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Abstract

In industry, due to the huge variety of products, it is difficult to dedicate a
formulation vessel or a filling line to just one. So, the cleaning of vessels and lines is
essential so that the final products do not suffer cross contamination. Beside the
cleaning, the product’s analysis is also necessary in order to assure the company’s
quality policies, as well as legal requirements or from the customer. The aim of this
internship was the optimization of gas chromatography (GC) methods to quantify active
ingredients in insecticides, and also the development of an infrared spectroscopy (FTIR)
method, complementary to sensory analysis, to verify the cleaning procedures. As for
the first part of the project, the already existing quantification methods for insecticides
were adapted to an old chromatographic column, so their revision was necessary. When
revising them, 6 methods were optimized on their analysis time and/or the quality of the
results. There were obtained improvements of 55% to 62% in analysis time on 5 of the
methods, and an improved resolution when possible for all of them. All the methods were
tested using real samples and the obtained results were always coherent with the
expected value, and with a low coefficient of variation. As for the FTIR method, it was
developed for analyzing cleaning solvents from formulation vessels and filling lines. This
method identifies characteristic peaks from the contaminant products in the cleaning
solvent (isopropyl alcohol, IPA), reducing the possible subjective interpretation of the
analyst. The detection limit of the method is 1.5%, and the same values apply to the odor
analysis. These limits are defined according to internal specifications, because a
contamination < 1% is accepted, since after the cleaning it still exists the rinsing of the
cleaning solvent (removal of the solvent) phase or product purges. The method was also
validated for its robustness, specificity and repeatability. To complement the validation,
the results from the FTIR method were compared with the ones from odor analysis
performed by a panel of five analysts previously trained and qualified for this purpose.
The comparison shows total agreement of the two methods, which proves the efficiency
of both at detecting contaminations. Therefore, the methods complement each other,
providing more security on decision making, avoiding contaminations between products

and the consequent costs for the company.

Keywords: gas chromatography, GC, insecticides, infrared spectroscopy, FTIR,

cleaning, contaminations, validation, sensory analysis, odor.
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Lista de Abreviaturas

CPD — Consumer Products Division

ACOA — The Alliance of Colep & One Asia

GC — Gas Chromatography (Cromatografia Gasosa)

FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Espetroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier)

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia)

WCOT — Wall Coated Open Tubular Column (Coluna Capilar com Parede Recoberta)
SCOT - Supported Coated Open Tubular Column (Coluna Capilar com Suporte
Recoberto)

PLOT — Porous Layer Open Tubular Column (Coluna Capilar com Camada Porosa)
NPD - Nitrogen Phosphorus Detector (Detetor de Azoto e Fésforo)

FID — Flame lonization Detector (Detetor de lonizacdo de Chama)

ECD - Electron Capture Detector (Detetor de Captura Eletrénica)

TCD - Thermal Conductivity Detector (Detetor de Condutividade Térmica)

MSD — Mass Selective Detector (Detetor Seletivo de Massa)

MS — Mass Spectrometry (Espetroscopia de Massa)

DDT - Diclorodifeniltricloroetano

IPA — Isopropyl alcohol (Alcool isopropilico ou propan-2-ol)

NIR — Near-infrared spectroscopy (Espetroscopia de infravermelho préximo)

IR — Infrared (Infravermelho)

SIT — Smell Identification Test (Teste de lentificacdo de Cheiros)

OCIT — Odor Component Identification Test (Teste de Identificacdo de Componentes
de Odores)

ATR - Attenuated Total Reflectance (Reflexao Total Atenuada)

PET — Polietileno Tereftalato

DTGS — Deuterated triglycine sulfate detector (detetor de sulfato de triglicina deuterada)
MCT — Mercury cadmium telluride (detetor de telureto de mercurio e cddmio)

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada)

ISO — International Standards Organization (Organizacéo Internacional de Padrdes)
ASTM — American Society for Testing and Materials (Sociedade Americana para Testes

e Materiais)
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Organizacao do relatério de estagio

O presente relatério inicia-se com uma introdugéo sobre a Colep Portugal, S.A.,
empresa de acolhimento onde foi realizado o estagio. Este relatério encontra-se depois
dividido em trés grandes partes:

e Parte I: Trabalho com Cromatografia Gasosa (GC);

o Parte II: Trabalho de Analise Sensorial e Espetroscopia de Infravermelho

(FTIR);

e Parte lll: Outros projetos desenvolvidos.

Na parte | é descrito o trabalho de adaptacdo e melhoramento dos métodos, ja
existentes, de quantificacdo de principios ativos em inseticidas. Esta sec¢éo € iniciada
com um enquadramento tedrico sobre cromatografia gasosa e ainda sobre os mais
comuns principios ativos presentes em inseticidas. Sao ainda mencionados os materiais
e equipamentos. De seguida sdo apresentados e discutidos os resultados de cada
método trabalhado. Com os resultados sdo depois apresentadas as conclusdes e
oportunidades de melhoria. Este topico é finalizado com a apresentagdo de um plano
de manutengdo autonoma desenvolvido para o equipamento GC.

Na parte Il é relatado o trabalho desenvolvido em Andlise Sensorial e ainda com
Espetroscopia de Infravermelho (FTIR), com dois objetivos diferentes:

e Treino sensorial a equipa do Controlo da Qualidade, para analise de

solventes finais de limpeza de linhas e tanques de produgéo;

e Desenvolvimento de um método FTIR, e respetiva implementacéo, com vista

a criacdo de um método complementar a andlise sensorial, para verificacao
de limpezas.

Esta secc¢éo do relatério € iniciada com um enquadramento tedrico sobre anélise
sensorial, nomeadamente o odor, e ainda sobre espetroscopia de infravermelho (FTIR).
E ainda abordada a importancia da limpeza das linhas de enchimento e tanques de
formulagdo para evitar contaminagbes cruzadas de produtos. Sao também
mencionados os materiais e equipamentos. De seguida sdo apresentados os planos de
treino e métodos desenvolvidos, bem como os seus resultados, sendo estes ultimos
discutidos. Com isto sdo depois apresentadas as conclusbes e oportunidades de
melhoria.

Na parte 11l s&o mencionados outros projetos que foram desenvolvidos ao longo
do estagio, como qualificacdo de equipamentos, doseamento de anticorrosivos,

elaboracdo de procedimentos, entre outros.
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1. Objetivos do trabalho

O trabalho no qual se baseia este relatorio foi desenvolvido no &mbito do estagio
curricular do Mestrado em Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto.
O estagio foi realizado na fabrica de enchimento (Consumer Products Division) da Colep
Portugal, S.A., em Vale de Cambra.

A parte | deste trabalho teve dois objetivos, sendo o primeiro adaptar e melhorar
os métodos de quantificacdo de principios ativos em inseticidas, por cromatografia
gasosa, a uma nova coluna cromatografica. Este trabalho visava colocar novamente os
métodos em funcionamento e melhorar a eficacia do processo, quer a nivel de
separacdo e resolugdo de picos, quer a nivel de tempo de andlise. O segundo foi
elaborar um plano de manutencdo autonoma do equipamento, nomeadamente em
relacdo & mudanca de componentes essenciais de desgaste e a limpeza de injetor,
coluna e detetor.

A parte |l deste trabalho teve como objetivos dar treino sensorial aos analistas
de odor qualificados, para detetar contaminacdes nos produtos de limpeza de linhas e
tanques de formulagédo e desenvolver um método de andlise FTIR, complementar a
andlise sensorial, para verificagéo de limpezas, garantindo a limpeza eficaz de tanques
de formulagé&o e linhas de enchimento.

A parte Il deste estagio teve como objetivo a integracdo no ambiente industrial
e dar ferramentas de gestédo e conhecimento global dos processos, homeadamente no
processo de gestdo de métodos/procedimentos e equipamentos. Nesta parte 0s
principais projetos foram fazer a qualificacéo de equipamentos, ajudar no melhoramento
de um sistema de doseamento de anticorrosivos, elaborar procedimentos de

manutencéo e de libertacdo de produto acabado, entre outros.

2. A empresa: Colep Portugal, S.A.

Em 1965 o Eng. llidio Costa Leite Pinho fundou a Colep (nome originado pelas
iniciais dos seus apelidos), em Vale de Cambra, Portugal. Esta come¢ou como uma
oficina de pequenas dimensdes, apenas com maquinas em segunda e terceira maos,
gue se dedicava ao fabrico de embalagens metdlicas para bolachas. Dez anos depois
a Colep expande o seu negdcio ao enchimento de aerosso6is com recurso a contratos
com outras empresas (contract manufacturing). A partir de 1989, a Colep expandiu-se
através da aquisicdo de varias fabricas em paises como Inglaterra, Alemanha e

Espanha. Em 2000/2001, a Colep foi adquirida na totalidade pelo grupo RAR, dando
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seguimento ao seu crescimento. Uma fabrica de enchimento de aerossois foi construida
na Polénia em 2002, contribuindo para a expanséo da empresa. Em 2004 o grupo CCL
juntou-se a Colep, formando-se a ColepCCL. Esta jungdo continuou com o
desenvolvimento do grupo, tendo langcado um centro de inovacdo em 2006 e iniciado a
producdo de latas em 2008 na Polonia, entre outros. Em 2010 a ColepCCL entrou no
mercado brasileiro, com fabricas de enchimento de aerossois e liquidos. J4 em 2011 o
nome da empresa voltou a Colep. Em 2013 a empresa iniciou a sua atividade no México
com a abertura de uma fabrica de enchimento, e no Médio Oriente com um contrato com
a Scitra. Ainda em 2013 iniciou-se a alianca com a One Asia, tendo sido registada em
2014 como ACOA (The Alliance of Colep & One Asia). Dando continuidade a expansao,
em 2015, foram adquiridas na totalidade as trés fabricas no Brasil. Nesse mesmo ano,
a Colep celebrou o seu 50° aniverséario. Ja em 2016 foi construida uma fabrica de
enchimento de liquidos na Polonia. Esta evolugao cronoldgica encontra-se representada
na Fig. 1.1
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Apds mais de 50 anos de experiéncia, a Colep é hoje considerada lider global
na producdo de embalagens e manufatura por contrato de bens de consumo. Os seus
produtos sdo essencialmente de higiene pessoal e do lar, sendo as suas areas de
atividade a producdo de embalagens metdlicas e plasticas, e ainda o enchimento de
aerossois e liquidos. Atualmente possui 11 fabricas por todo o mundo, e ainda outras 7
provenientes da alianca ACOA (Fig. 2), empregando milhares de pessoas.? Em 2016,
o seu volume de negodcios foi de 464,5 milhdes de euros.F! Apesar da dimensédo da

empresa, esta ndo possui marca prépria, continuando apenas a trabalhar por contrato
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Fig. 2. Presenca da Colep a nivel global.?
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1. Cromatografia

De forma a garantir que internamente todos os parametros de especificacao
definidos pelo cliente sdo cumpridos, é necessario proceder a andlise dos produtos
intermédios e finais. Sao entdo realizadas diversas analises ao produto para verificar se
este atinge das expetativas do cliente, garantindo a sua qualidade, e dando também um
bom estatuto & empresa que o produz.

Um dos parédmetros essenciais é a verificagdo de quantidade de principios ativos
presentes num produto, sendo necesséria a sua quantificacdo antes do processo de
enchimento. Uma das técnicas utilizadas pela Colep para a quantificacdo de principios

ativos nos seus produtos € a cromatografia gasosa.

A cromatografia € uma técnica de separacdo de componentes de uma mistura.
A mistura a separar é dissolvida num liquido ou gas e denomina-se fase mével, que é
depois levada ao longo de uma estrutura com outro material, a fase estacionaria. A
separacdo é conseguida devido as diferentes velocidades com que o0s varios
constituintes da mistura se movem no meio. A separacao baseia-se nas diferengas entre
coeficientes de particdo, que resultam numa maior ou menor retengcdo na fase
estacionéria.

A cromatografia, apesar de ser uma técnica de separacao, € muito usada com
fins quantitativos.

A origem da primeira técnica cromatografica € discutivel, podendo ter sido
inventada em 1900 por M. S. Tswett!, um botanico russo, durante os seus estudos
sobre a clorofila (pigmentos fotossintéticos presentes nas plantas®!). Foi o primeiro a
usar o termo “cromatografia” em 1906. Uma outra possivel origem remonta a 1897, por
D. T. Day, aquando da sua investigacao sobre os métodos como o petréleo natural era
formado e transformado. Contudo, a origem da técnica é atribuida a Tswett pela maior
parte da comunidade cientifica.

Um dos marcos mais importantes na evolucdo da cromatografia foi a transicéo
do método de camadas, usado por Tswett apenas com o objetivo de separar
componentes, para 0 método da curva de eluicdo. Este ultimo, juntamente com o
desenvolvimento de detetores, permitiu tornar a cromatografia num método analitico
fiavel para a obtencéo de resultados qualitativos e quantitativos.[”? Foi com o trabalho de
A. J. P. Martin e R. L. M. Synge sobre cromatografia de particdo, condecorado com um
prémio Nobel, que surgiu a cromatografia como hoje a conhecemos.® Esta técnica

consistiu numa cromatografia liquido-liquido, na qual um liquido se encontrava em
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estado estacionario, e o outro se movia pelo tubo. A separacao dava-se de acordo com
um coeficiente de particdo entre os dois liquidos.% Este trabalho facilitou, mais tarde,
o0 aparecimento da cromatografia gasosa (GC), e da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).'Y Em 1952, Martin e James criaram a hoje conhecida cromatografia
gasosa nho seu trabalho de separacdo de acidos gordos por cromatografia de particao.
Este trabalho viu-se rapidamente reconhecido pela industria petroquimica, o que
potenciou o seu desenvolvimento.l*?

Hoje em dia a cromatografia ndo tem grandes desenvolvimentos no que toca a
diferentes técnicas, sendo dada importancia a continua otimizacdo dos métodos e
equipamentos ja existentes, o que contribui para um alargamento das aplicacbes e

melhoria da eficacia do processo.™*?

1.1. Cromatografia Gasosa

Na atualidade, a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
sao as duas principais técnicas cromatograficas utilizadas. A HPLC usa uma fase mével
liguida para transportar componentes, enquanto a GC utiliza uma fase mével gasosa.
Ambas utilizam uma fase estacionaria sdélida, numa coluna cromatogréafica, sendo que
a GC pode também utilizar uma coluna oca, cuja fase estacionaria € um liquido
polimérico. As colunas de GC sao geralmente de diametro interno inferior e mais longas
que as colunas de HPLC. A cromatografia gasosa € uma técnica sofisticada, capaz de
separar misturas complexas de analitos volateis.*#

A cromatografia gasosa pode ser de dois tipos: gas-liquido ou gas-sélido, sendo
que a separacdo se baseia nos mesmo principios gerais. A separacdo cromatografica
em GC, tal como nas restantes formas de cromatografia, tem por base a forma como os
analitos se distribuem entre a fase mével e a fase estacionaria. Esta distribuicao consiste
numa reacgdo de equilibrio, cuja constante consiste na razdo das atividades do analito
em ambas as fases. Porém, esta constante de distribuicdo ndo é medida facilmente,
pelo que a separagdo é avaliada com base nos tempos de retengdo. Estes tempos
consistem no tempo que um analito demora a ser eluido. Sendo que os tempos variam
consoante maior ou menor seja a interacdo do analito com a coluna, estes estdo
relacionados com a constante de distribuicdo anteriormente referida. Com recurso a
estes tempos de retencdo e ao tempo morto (tempo que uma espécie ndo retida leva a
ser eluida) € possivel calcular velocidades lineares, tanto de solutos, como da prépria
fase movel. Estes dados, juntamente com as dimensdes da coluna, permitem o célculo
do fluxo/pressdo na coluna, pardmetro essencial no ajuste das condi¢cdes

cromatogréficas. !
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A separacdo cromatografica da origem entdo a um cromatograma com o sinal

do detetor em funcdo do tempo de retencao, tal como € apresentado na Fig. 3.

0.383 0.962
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° ﬁ ) -
L e
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Fig. 3. Exemplo de um cromatograma (resposta do detetor em fungdo do tempo de retengéo).4

Através de um cromatograma como o anterior € possivel avaliar a qualidade da
separacao e a eficiéncia da coluna, nomeadamente devido & forma dos picos. Para se
atingir uma boa separacdo, € necessario que os picos sejam bem definidos e se
encontrem bem resolvidos entre si, isto €, que sejam picos singulares, com forma
Gaussiana (pico assinalado a 0.383 min na Fig. 3 ndo se encontra completamente
separado do pico a 0.422 min, por exemplo). Quando a forma de um pico se afasta da
Gaussiana, provoca um efeito de arrastamento, denominado de fronting ou tailing,
consoante se verifica a esquerda ou a direita do centro do pico, respetivamente (pico a
0.962 min na Fig. 3 apresenta tailing, por exemplo). Este arrastamento pode surgir
devido a inlmeras situacdes, como por exemplo, o processo de injecdo, danos na
coluna, ou concentracdo da amostra.®

A forma Gaussiana dos picos cromatograficos pode ainda sofrer um alargamento
na base, pois as moléculas do analito ndo chegam todas ao mesmo tempo ao detetor.
Estas diferencas de tempo provocam variac@es na forma Gaussiana do pico, originando
diferentes desvios padréo. Estes desvios permitem avaliar a eficiéncia da coluna pelo
calculo do numero de pratos teéricos, introduzida em cromatografia por James e Martin
em 195212 Cada prato tedrico é visto como um equilibrio entre o analito e a fase
estacionaria. Desta forma, um elevado nimero de equilibrios remete para uma melhor
separacdo cromatogréafica. Este numero de pratos tedricos pode ser calculado

experimentalmente através da equacdo 1:*%
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N = (t—R)2 =16 (t—“)2 )

onde N representa o niumero de pratos teoricos, tr 0 tempo de retencdo, ¢ 0 desvio

padréo e wpa largura do pico na base.

Sendo o valor anterior conhecido, € ainda possivel calcular a altura do prato

tedrico, com recurso a equagao 2:1%

H= (2)

2=

onde H representa a altura do prato teérico, L o comprimento da coluna, e N o nhimero

de pratos tedricos.

Estes dois parametros sdo muito utilizados na comparagcdo de colunas
cromatogréficas, sendo que o ideal seria uma coluna ter um elevado nimero de pratos
tedricos (N), e uma altura do prato reduzida (H). Podem ainda ser calculados como
valores efetivos, sendo que o tempo de retencdo usado na equacao 1 seria o tempo de
retencdo subtraido do tempo morto. Contudo, estes parametros variam com a
temperatura, fluxos e o proprio soluto, pelo que devem ser comparados apenas em
condi¢cBes isotérmicas. Mais ainda, estes parametros sdo obtidos com recurso a um
modelo simplificado, pelo que os valores obtidos n&o representam totalmente a
realidade, nem séo capazes de explicar o alargamento dos picos.*® Devido as variaveis
presentes, foi proposto um modelo cinético tedérico por Van Deemter em 19561¢, com o
objetivo de fundamentar teoricamente a eficiéncia do processo de separacdo. O seu
trabalho deu entdo origem a equacao 3, a versao condensada da conhecida equacao

de Van Deemter: 1517
B —
H=A+ p +C.u (3)

onde H é a altura do prato tedrico, A o coeficiente de dispersdo, B o coeficiente de
difus&o longitudinal, C o coeficiente de transferéncia de massa, e ¢ a velocidade linear

média da fase movel.

Nesta equacao, Van Deemter tem em conta as propriedades fisicas, cinéticas e
termodindmicas da separagdo, permitindo avaliar e otimizar a eficiéncia da coluna.

Assim, sendo o termo A independente da velocidade, o termo B diminui com o aumento
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da velocidade, e o0 oposto se verifica para o termo C. Deste modo, existe uma velocidade

linear ideal, a qual a altura do prato tedrico é a minima.*> 171 Tal é visivel na Fig. 4:

H1 H(h) = A +B/Q + C

“"‘————_

_—-
]

e

Fig. 4. Gréfico da curva de Van Deemter com H em fungéo de 4.

Para colunas capilares, o termo A é removido da equagéo, dando origem a
equacdo de Van Deemter com apenas os termos B e C. Esta equa¢ao denomina-se por
equacao de Golay. Cada um destes termos sofre algumas alteracdes em si préprio para
ser adaptado as colunas capilares, mas o principio teérico mantém-se.*®!

Até aqui apenas foi descrito o comportamento de um analito na coluna
cromatogréfica. Porém, a cromatografia pretende separar varios analitos numa mistura
complexa, pelo que um outro parametro a ter em consideracao € a resolucdo, ou seja,
0 grau de separacao de picos adjacentes. Esta resolucéo é dada pela equacao 4, para

picos de altura semelhante e sem arrasto:*°

— _R@~r@
R - Wb(2)+wb(1) (4)

2

onde R é a resolucao, tra) € tr) S@0 0s tempos de retencao do primeiro e segundo
picos, respetivamente, e Wpa) € Wiy S80 as larguras da base do primeiro e segundo

picos, respetivamente.

Assim, quanto maior for o valor de R, maior sera a distancia entre dois picos
adjacentes. Porém, um valor de R demasiado grande ndo sera vantajoso, pois 0S picos
encontrar-se-iam muito distantes. Deste modo, o valor de R = 1,5 é o valor desejado,
pois corresponde a uma distancia minima, a qual dois picos adjacentes, nas condicdes
anteriormente referidas, se encontram completamente separados. Esta resolucdo

possibilita a aplicacdo da técnica para uma andlise quantitativa.*®
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1.1.1. Separacéo

Como ja foi referido anteriormente, em GC o analito encontra-se na fase mével
gasosa, que passa por uma fase estacionaria liquida ou sélida. A separacdo dos
componentes da mistura processa-se maioritariamente devido a dois fatores:
volatilidades relativas e interacdo do analito com a coluna. Quanto ao primeiro fator,
cada analito tem uma pressdo de vapor caracteristica, 0 que permite vaporiza-los
seletivamente. Desta forma, um analito ir4 percorrer a coluna primeiro do que o outro,
separando-se facilmente.l*® Porém, isto nem sempre é possivel devido a pressdes de
vapor semelhantes, pelo que se torna necessario o segundo fator, as interagées do
analito com a coluna, que podem ser muito variaveis. Estas intera¢cdes estao geralmente
associadas a polaridade do analito e da coluna, seguindo a regra que “semelhante atrai
semelhante”. Desta forma, uma coluna ira reter mais intensamente os analitos cuja
polaridade for semelhante a sua, separando os componentes da mistura. Estas
interagbes devem-se as forgas intermoleculares de Van der Waals: dispersivas
(London), dipolos e pontes de hidrogénio. As combinac¢des destas for¢as possibilitam a
separacao cromatografica, uma vez que analitos com determinadas caracteristicas irdo
ser eluidos em tempos diferentes dos outros, sendo possivel deteta-los
individualmente. 1415

Apesar das caracteristicas dos analitos e da coluna, para que a separagao ocorra
de forma eficaz, é necessario o ajuste das condicbes cromatogréaficas. Assim,
temperaturas e fluxos devem ser cuidadosamente selecionados, pois é necessario
tempo suficiente para que as interagbes com a coluna consigam separar 0S
componentes, e que a temperatura seja adequada a amostra.l*®! Para que o anterior

seja valido assume-se a escolha adequada da coluna cromatografica.

1.1.2. Equipamento

Um cromatografo gasoso é geralmente constituido seis partes que trabalham em
conjunto: uma fonte de gases, um injetor, uma coluna, um forno, um detetor, e um
sistema de aquisicdo de dados.'® Um esquema exemplificativo deste equipamento

encontra-se representado na Fig. 5.
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Fig. 5. Esquema de um cromatografo gasoso.*

A fonte de gases deve fornecer o gas de arrasto para a fase mével, bem como
0s outros gases necessarios. Estes gases devem ser de elevada pureza (>99,99%) e
ainda filtrados. O gas de arrasto é, na maior parte dos casos, escolhido entre azoto (N>)
ou hélio (He), sendo também possivel usar hidrogénio (H.). Esta escolha é baseada em
dois grandes fatores: a qualidade da separacdo dos compostos e o custo dos gases.
Em relacdo ao primeiro fator, esta relacionado com o alargamento longitudinal dos picos
devido a massa molar do gas, e a velocidade linear. Quanto ao segundo fator, o custo
do azoto ¢é inferior ao do hélio, sendo o primeiro o mais usado.*® Estes fatores devem
ser tidos em conta e a escolha do gas devera ser feita para cada caso em particular.

Como a pressao esta relacionada com a temperatura, uma analise GC, cuja
temperatura ndo seja constante, esta sujeita a variagdes na pressao do gas ao longo da
andlise, afetando a separacédo, introduzindo erros e diminuindo a repetibilidade.*3 A
pressao/fluxo do gas necessita de ser controlada em varios pontos para garantir o
correto processamento da analise, assegurando assim a qualidade e repetibilidade dos
ensaios. Deste modo, a pressdo do gas deve ser controlada antes de chegar ao
aparelho, e depois controlada pelo equipamento, desde o injetor até ao detetor, através
de controladores de pressdo pneumaticos, acionados eletronicamente (aparelhos mais
antigos podem ter reguladores manuais). Com estes sistemas de controlo de presséo,

as andlises GC hoje em dia tém uma elevada repetibilidade.**

Quanto a injecdo, esta é considerada o elo mais fraco da cromatografia, devido
as imensas variaveis em causa aquando da medicdo do volume e da prépria injec&o.*®
O mais comum € o0 equipamento possuir um injetor capaz de receber amostras liquidas,
com recurso a uma microseringa (este processo de injecdo é muitas vezes

automatizado). Existe ainda a possibilidade de o injetor receber amostras gasosas, com
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recurso a uma seringa de gases, por exemplo. E ainda possivel injecéo via pirélise, onde
uma amostra sélida é aquecida até a sua decomposicdo térmica, e depois injetada na

coluna. Contudo, o injetor mais comum € o injetor split/splitless, representado na Fig. 6.

syringe barrel

syringe needle

top of

instrument

carrier gas in

injector’s
heater block

oven liner

capillary
column

Fig. 6. Esquema de um injetor split/splitless.?

Este tipo de injetor recebe a amostra via microseringa, furando o septo. A
amostra é entdo volatilizada no interior, e segue para a coluna cromatografica. Neste
tipo de injetor, em modo split, apenas uma parte da amostra segue para a coluna, sendo
a restante parte libertada pela split vent, resolvendo assim problemas de concentracao
da amostra ou saturacao da coluna, bem como assegurar que nao ficam residuos no
injetor. Em modo splitless, toda a amostra injetada segue para a coluna. Existem ainda
saidas para purgar impurezas provenientes da decomposic¢ao natural do septo (septum

purge), e assim evitar o aparecimento de picos fantasma.?!!

Apoés a injecdo na coluna, sob a forma de vapor, a amostra deve manter-se neste
estado durante toda a analise. Deste modo, é necessario que a coluna esteja a uma
temperatura suficientemente elevada para que tal acontega. Assim, o equipamento GC
possui um forno, normalmente capaz de manter a coluna entre 40 °C e 350 °C. Estes
fornos sdo capazes de manter a temperatura estavel, ou ainda fazer programas de
temperatura pré-configurados, de forma extremamente exata. Consistem num
compartimento fechado, no qual um fio metalico é aquecido através de corrente elétrica,
dissipando energia sob a forma de calor. Esta energia € depois distribuida igualmente
pelo compartimento, com recurso a uma ventoinha. O forno esta equipado com

termostatos para assegurar que a temperatura desejada é mantida.*® A capacidade de
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variacdo de temperatura do forno é também elevada, assegurando um melhor controlo
da temperatura.i*4!
Dentro deste forno encontram-se as ligagdes do injetor e do detetor, bem como
a coluna cromatogréfica, que se encontra suspensa para evitar o contacto com as

superficies do forno. Um exemplo de um forno encontra-se representado na Fig. 7.

Fig. 7. Exemplo de um forno de um GC, com uma coluna instalada.??

Um dos componentes mais importantes do equipamento GC é aquele que
possibilita a separagédo dos constituintes da mistura a analisar, a coluna cromatografica
(Fig. 7). Esta coluna contém uma fase estaciondaria que permite reter alguns compostos
mais do que outros, fazendo a sua separagdo. As colunas usadas em GC podem ser
divididas em dois grupos, colunas empacotadas ou colunas capilares.

As colunas empacotadas sdo geralmente feitas de ago inoxidavel ou vidro, e
contém pequenas particulas solidas, que podem ou néo ser revestidas com um liquido
nao volatil, como fase estacionaria. Tipicamente tém entre 3 mm e 6 mm de diametro e
entre 1 m e 5 m de comprimento. A fase sélida no seu interior € normalmente silica que
sofreu uma reacéo de silanizacéo!?® (ligacdo do grupo alcoxisilano ao grupo hidroxilo da
silica) para reduzir as interac6es do hidrogénio com solutos polares. Tém ainda uma
grande capacidade para amostra. Estas colunas podem ser usadas para separar
misturas cujos componentes sdo pouco retidos, como, por exemplo, gases leves.?4

Por outro lado, existem as colunas capilares, que sdo as mais comuns
atualmente. Estas colunas séo geralmente feitas de silica fundida, revestidas com um
filme (fase estacionéaria) capaz de suportar altas temperaturas. Este revestimento pode
ser liquido (WCOT, fase estacionaria liquida depositada na parede interior da coluna,
de espessura entre 0,1 um e 5 um), ou sélido (SCOT, fase estacionéria liquida ligada a
particulas solidas, ou PLOT, fase estacionaria soélida). Os revestimentos da coluna
podem ser de vérias naturezas, o que confere uma enorme aplicabilidade deste tipo de
colunas. No lado exterior do tubo, encontra-se uma camada de poliimida que permite a

coluna resistir & humidade ambiente, e confere-lhe suporte e protecdo. As dimensdes
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mais comuns deste tipo de colunas encontram-se entre os 0,10 mm e 0,53 mm de
didmetro, e entre os 15 m e 100 m de comprimento. Face as colunas empacotadas, as
capilares oferecem uma resolucdo superior, menor tempo de analise e maior
sensibilidade, sendo, portanto, as mais utilizadas.?*

Sendo as mais usadas, a escolha de uma coluna capilar estd diretamente
relacionada com o tipo de amostra a analisar. Dado que um equipamento GC
geralmente analisa mais do que um tipo de amostra, a coluna deve ser escolhida para
possibilitar a melhor separacdo possivel de todos os componentes a analisar.*® Como
recomendacdo de fabricantes, uma coluna capilar deve possuir a fase estacionéaria
menos polar possivel, que possibilite a separacdo dos componentes da amostra, devido
a maior longevidade deste tipo de coluna. Contudo, a polaridade da coluna deve ser o
mais semelhante possivel a da amostra. O didmetro da coluna depende novamente da
amostra, mas deve ser o mais reduzido possivel para melhorar a eficiéncia. Apenas
deve ser escolhido um didmetro superior quando é necessario um maior fluxo de gas ou
maior capacidade da coluna. Quanto ao comprimento da coluna, o mais comum é entre
25 m e 30 m, sendo que apenas deve ser inferior caso a amostra tenha componentes
que se separem facilmente e superior caso nao seja possivel obter resolucéo de outra
forma. A espessura dos filmes deve encontrar-se entre 0,18 um e 0,53 pm para a maior
parte dos analitos. Deve ser mais espessa para a separacdo de componentes muito
volateis e menos espessa quando é necessario minimizar a retengdo de solutos com

elevados pontos de ebulicdo e massa molecular.!®

Apds a amostra ter percorrido a coluna cromatogréafica e 0os seus componentes
se terem separado, é necessario um detetor capaz de responder a presenca dos
analitos. O detetor responde a propriedades fisico-quimicas do analito, amplificando a
resposta, e transforma-a num sinal elétrico. Existem detetores especificos para
determinado tipo de compostos, como, por exemplo, o detetor de azoto e fosforo (NPD),
sensivel a compostos com azoto e fésforo. Estes detetores séo aplicados quando é
necessario apenas um tipo de andlise. De entre os tipos de detetores mais universais
disponiveis, destacam-se os seguintes: detetor de condutividade térmica (TCD), detetor
de ionizacdo de chama (FID) e detetor de espetroscopia de massa (MSD).[13:14.24]

O TCD é um detetor que responde a todos os analitos, baseado na condutividade
térmica dos mesmos. Este detetor € usado com hélio, que possui uma elevada
condutividade térmica. Esta é reduzida com a presenca de analitos, sendo esta
diferenca medida pelo detetor, dando origem a um sinal. Apesar de universal, o TCD €&

um detetor com sensibilidade reduzida, pelo que a sua aplicacdo é limitada a
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quantidades de analito consideraveis, sendo apenas aplicado a colunas empacotadas
ou capilares de diametro superior a 0,53 mm.?4

Atualmente, um dos detetores mais completos € o MSD. Este detetor consiste
em utilizar a espetroscopia de massa como meio de detecdo de analitos em GC. A
espetroscopia de massa (MS) possui uma elevada seletividade que facilita a analise,
diminuindo a necessidade de preparacdo de amostras e pode ainda eliminar a
necessidade de separacdo cromatografica total. A elevada seletividade permite ainda
um aumento na razao sinal-ruido. Uma vez que a MS necessita de sistemas capazes
de produzir alto vacuo para eliminar colisbes entre moléculas, o excesso de matéria
proveniente da cromatografia seria um problema. Porém, a GC utiliza colunas capilares
cujo eluato néo interfere com a capacidade das bombas de vacuo, pelo que a juncao
destas duas técnicas se revelou possivel e adequada. Desta forma, um MSD pode ser
ligado a coluna capilar, dando origem a um sistema de analise muito completo e versatil,
sendo considerado o detetor universal.l?4

Um dos detetores mais usados, e também o que foi utilizado neste trabalho, é o
FID (Fig. 8).

Ignition Coil “%

Collector
Electrode

Cathode (-ve)

200- 300V

Anode (+ve)
Jet (Electrode)

Py P Capillary Column
Fuel + Makeup Gas 1 {Carrier Effluent)

Fig. 8. Esquema de um detetor FID.

Este detetor funciona com base na ionizagédo de atomos de carbono, produzindo
radicais CH, que por sua vez originam ides CHO" e eletrdes. Nem todos os atomos de
carbono produzem estes iBes, porém, a produgéo € proporcional ao nimero de atomos
gue chega a chama, pelo que é possivel obter resultados quantitativos. Este detetor
responde perante praticamente todos os hidrocarbonetos e € insensivel aos outros
compostos, como por exemplo, N> ou He que sdo normalmente os gases de arrasto.

Estas capacidades tornam o FID num detetor com uma elevada gama de aplicacéo e,
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tendo uma sensibilidade muito superior ao TCD e um custo muito inferior ao MSD, é

geralmente o detetor a escolher para a analise de hidrocarbonetos.?*

Por fim, toda a informacdo proveniente do detetor tem de ser amplificada e
posteriormente convertida de forma a obter-se um cromatograma (Fig. 3). Esta
conversdao é feita pelos sistemas de dados, que associam os tempos de retencao dos
analitos a resposta do detetor, dando origem ao cromatograma, que pode apresentar

automaticamente os resultados dos calculos de areas e alturas de picos, por exemplo.*

Nas mesmas condi¢cdes cromatogréficas, cada analito tem um tempo de
retencdo caracteristico, que permite a sua identificagdo. Mais ainda, a resposta do
detetor é proporcional a quantidade relativa do analito na amostra, pelo que é possivel
gquantifica-los. Estes sistemas de dados podem ser programados para fazer a
identificacdo e calibrados para quantificar automaticamente, o que facilita todo o
processo. Estas funcionalidades estdo presentes em praticamente todos o0s

equipamentos atuais.*®!

1.2.3. Amostras a analisar

A andlise de amostras por cromatografia gasosa permite obter excelentes
separacdes e quantificar os componentes, porém, nem todos os compostos tém a
possibilidade de ser analisados por esta técnica. Como foi mencionado anteriormente,
a cromatografia gasosa requer que os compostos passem pela coluna sob a forma de
vapor, pelo que a pressao de vapor dos mesmos tem de ser tida em conta. Assim sendo,
para uma amostra ser analisada por GC, esta deve ter uma pressdo de vapor
significativa abaixo dos 250 °C, para que possa passar pela coluna sem qualquer
problema.’¥ Com vista a resolver esta limitacdo sdo sugeridas reacbes de
derivatizagdo. Estas reagfes consistem em modificar quimicamente os compostos a
analisar, transformando-os em compostos com propriedades adequadas a andlise por
GC (maior volatilidade, por exemplo). Apesar desta técnica alargar a aplicabilidade da
técnica, introduz alguns erros, pelo que s6 deve ser usada caso seja mesmo

necessaria. 1420l

2. Métodos de calibracéo
Para que uma separacdo cromatogréfica possa ter significado como analise
quantitativa é necessario integrar um método de andlise. Os métodos conhecidos e

amplamente utilizados sdo baseados em retas de calibracdo: método do padréo externo,
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método da adi¢cao de padréo e método do padrao interno. No método do padréo externo,
uma série de solucbes padrdo, de concentracdo rigorosamente conhecida, séo
analisadas e o sinal que as mesmas produzem € associado a sua concentracao. Esta
associacao permite estabelecer uma relagédo sob a forma de uma equacao, ou seja, uma

reta de calibracéo (Fig. 9).®
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Fig. 9. Exemplo de uma reta de calibragdo com a resposta do detetor em fung&o da concentragéo do analito.?”

Através da equacdo da reta de calibracdo, qualquer sinal obtido, para uma
concentracdo desconhecida, pode ser convertido num valor de concentracdo. Para
obter resultados validos, esta converséo implica que a gama de utilizacdo da reta de
calibracdo seja linear, e inclua a concentracéo da amostra desconhecida.®

Apesar da aplicabilidade deste método, a sua simplicidade deixa-o sujeito a
falhas provocadas pelo efeito de matriz ou variaces de volume, por exemplo.®

Com vista a solucionar as variacdes resultantes das falhas anteriormente
mencionadas, sugiram métodos de calibracdo capazes de as eliminar ou minimizar.
Estes métodos sao o método da adicdo de padréo e o método do padrao interno.

O método da adicdo de padrdo surge como forma de eliminar as possiveis
variagbes devidas aos efeitos de matriz. Consiste na adicdo de quantidades
rigorosamente conhecidas de analito padrdo a amostra, sendo que através do aumento
do sinal é possivel obter uma reta de calibragdo e assim calcular a quantidade de analito
na amostra original .4

O método do padrao interno tem em vista eliminar as interferéncias no resultado
provocadas por variagbes da quantidade de amostra analisada ou flutuagbes no sinal
do detetor ao longo do tempo. Este método consiste na adicdo de uma quantidade igual,
e rigorosamente conhecida, de uma solucdo padréo interno as solugcbes padrdo e
amostra. O padrao interno deve ser o mais semelhante possivel ao analito,
preferencialmente o analito deuterado, para garantir respostas semelhantes.
Posteriormente, o sinal obtido ndo é usado diretamente nos calculos, mas sim a razao

entre os sinais do analito e do padrédo interno, eliminando assim os erros mencionados
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acima, uma vez que se supde que acontecem na mesma propor¢do em ambos 0s
compostos. E entdo obtida uma reta de calibrag&o, a partir da qual é possivel determinar
a concentracdo de analito na amostra desconhecida.?* Apesar de ndo ser o
procedimento mais indicado, o método do padrdo interno permite fazer uma comparacao
direta entre o sinal do padrado interno, cuja concentracdo € rigorosamente conhecida, e
o do analito, dando origem a um valor de concentracdo do analito. Este procedimento
da origem a um resultado com um erro associado elevado, pelo que devera apenas ser
utilizado em analises esporadicas, cujo resultado ndo necessite de ser obtido com o

maximo rigor.

3. Pesticidas

Os pesticidas séo produtos utilizados na eliminagdo de pestes, entendidas como
animais, plantas, ou microrganismos indesejados. Podem ser de origem quimica ou
biolégica e visam afetar ou destruir a capacidade de uma espécie, considerada como
peste, competir com os outros organismos.?82%3% Dentro dos pesticidas existem quatro
grandes grupos: os herbicidas, usados para o controlo de plantas, os fungicidas para o
controlo de fungos, os antibacterianos para controlo de microrganismos, e 0s inseticidas,

usados para o controlo de insetos.?%

3.1. Inseticidas

Os inseticidas podem ser divididos em quatro grupos: sintéticos organicos,
sintéticos inorganicos, botanicos e agentes biol6gicos."

Os inseticidas sintéticos organicos, tal como o nome indica, possuem uma
estrutura base de carbono e hidrogénio. Os inseticidas inorganicos foram os primeiros
a surgir e sdo constituidos por materiais abundantes em minas, tais como o enxofre,
mercurio, selénio e arsénio. Hoje em dia, devido a perigos inerentes as substancias
mencionadas, a sua utilizacdo é minima, sendo que apenas 0 arsénio é usado sob a
forma de arseniato de chumbo. Os inseticidas botanicos séo de origem natural pois, tal
como o0 nome indica, sdo provenientes das plantas. Sdo produtos de degradacéo rapida,
0 que diminui os riscos da sua utilizacdo. Os agentes bioldgicos possibilitam o controlo
de pestes interferindo diretamente com o alvo, afetando o seu desenvolvimento ou

comportamento.031

3.1.1. Piretréides

A excecdo de uma substancia reguladora de crescimento (agente bioldgico),

todos os principios ativos de inseticidas utilizados neste estagio sdo da familia dos
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piretroides. Esta familia de compostos inclui-se no grupo dos inseticidas botanicos,
tendo origem nas flores da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium.B Hoje em dia
sdo os inseticidas mais comercializados para uso doméstico, a nivel global.®2 A sua
grande utilizagdo deve-se muito ao trabalho de Rachel Carson®3, em 1962, que criticou
0 uso de pesticidas sintéticos, sugerindo o uso do piretro, um inseticida natural, pouco
toxico para o0 Homem, e com baixo potencial para contaminar o ambiente.*

Os piretréides sao inseticidas derivados das piretrinas (Fig. 10), ou seja, ésteres
dos acidos crisantémico e pirétrico com os grupos hidroxilo das cetonas piretrolona,

cinerolona e jasmolona.4

Fig. 10. Estrutura base de uma piretrina.

Existem seis tipos de piretrinas naturais, dependendo do acido e do alcool
anteriormente mencionados. Os ésteres derivados do acido crisantémico formam o
grupo | e os derivados do acido pirétrico formam o grupo Il, cada um com trés
elementos. 3435

A grande variedade de estruturas pode afetar a atividade biolégica, pelo que
existe a possibilidade de alterar as moléculas, melhorando as suas caracteristicas, quer
a nivel de eficicia, quer a nivel de toxicidade para humanos e para o meio ambiente.
Perante este cenario surgiram os piretréides sintéticos, particularmente derivados das
piretrinas do grupo |, sendo que o primeiro a surgir foi a aletrina, sintetizada pela primeira
vez por Schechter em 1949.B43¢1 Muitos outros foram sintetizados e utilizados desde
entdo, sendo que estes piretréides sintéticos demonstram uma elevada eficacia como
inseticidas e ainda um bom grau de compatibilidade com as plantas. Mais ainda,
possuem uma baixa toxicidade em humanos.®! O uso de piretréides sintéticos
possibilitou ainda a alteracéo de caracteristicas de durabilidade no meio, dando origem
a piretroides fotoestaveis. Estes inseticidas possuem uma estabilidade suficientemente
elevada para poderem ter uma aplicacao agricola. A sua maior estabilidade aumenta a
preocupagdo com o meio ambiente, porém, a sua eficacia superior implica o uso de uma
dose menor, minimizando os possiveis problemas. Mais ainda, no solo, estes piretroides
podem transformar-se em produtos menos téxicos do que a molécula original, reduzindo

ainda mais os riscos para o ambiente. Porém, o uso desregulado dos mesmos provoca
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graves problemas no meio ambiente, sendo particularmente téxico para organismos
aguaticos, pelo que é necessario controla-lo e desenvolver métodos de detecéo e
eliminacdo dos mesmos.43°
Alguns exemplos destas moléculas usadas como inseticidas encontram-se

representados na Fig. 11.
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Fig. 11. Exemplos de moléculas de piretréides usadas como inseticidas.

Estes piretréides atuam no sistema nervoso central e periféricos dos insetos,
mas apenas de forma temporaria. Para que o efeito perdure e o objetivo final de controlar
a praga seja atingido, é necessario o0 uso de um composto sinergético, como, por
exemplo, o butéxido de piperonilo, para potenciar a atividade dos principios ativos.!!

A toxicidade dos piretroides varia com a sua estrutura quimica e configuragao.
Uma vez que os piretréides consistem em misturas de isémeros, cada um com diferente
grau de atividade, as misturas tém diferentes eficacias. Mais ainda, as piretrinas naturais
ou sintéticas derivadas dos grupos | e Il tém diferentes tipos de a¢do nos insetos. As do
grupo | causam a morte do inseto devido a sua capacidade de se dissolverem em lipidos
(lipofilicidade), enquanto as do grupo Il séo responsaveis pelo efeito de knockdown, uma

paralisia temporaria, devido a sua maior polaridade.?%

3.2. Aplicacéo de GC a Inseticidas

Os piretroides sao substancias toxicas, pelo que sédo controlados por entidades
competentes. Estas entidades, para além de outros trabalhos publicados, utilizam e
recomendam a cromatografia gasosa para a determinacéo de piretroides.3"-39

Estas substancias possuem uma massa molecular, geralmente, abaixo dos 500

g/mol, pontos de ebulicdo perto de 300 °C e uma pressédo de vapor significativa a
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temperaturas entre os 250 °C e 300 °C. Sdo ainda soluveis em compostos organicos,
como alcoois, e ndo se decompdem com a temperatura. A combinacdo de todas estas
caracteristicas indica que sdo substancias cuja separacdo e quantificacdo por GC é

adequada.

4. Parte Experimental

4.1. Reagentes e Material

Os reagentes abaixo mencionados foram usados para a preparacao de solucdes
amostra e padrdo de principios ativos de inseticidas. Os reagentes utilizados como
padrdes ndo serao identificados e serdo apresentados sob a forma de cédigo (Al, A2,
B1, B2, por exemplo). Todos os padrdes eram provenientes de fornecedores aprovados
pelo cliente e encontravam-se dentro do seu prazo de validade. Foram ainda
reanalisados sempre que necessario, de acordo com as regras internas do CPD,
garantindo assim a sua qualidade. Os solventes e padrdes internos (homes néao
mencionados) usados ha preparacado das solu¢cdes mencionadas encontram-se listados
na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes utilizados na preparacéo de solugfes a analisar.

Reagente Marca
Alcool Isopropilico _ _
Fisher Chemical
(HPLC grade)
Acetona ] )
Fisher Chemical
(HPLC grade)
Padrdes Internos Acros Organics
(97% a = 99%) Alfa Aesar

Para o processo de cromatografia gasosa foram utilizados os gases necessarios
para o correto funcionamento do cromatdgrafo e adequados as amostras a analisar:
Azoto (> 99,9999%), Hélio (> 99,9999%), Ar Sintético (> 99,999%) e Hidrogénio (>
99,9999%). Estes gases foram fornecidos pela Alphagaz™ em garrafas metélicas
pressurizadas a 200 bar.

Para a preparacdo de todas as solugfes necessarias foi utilizado material de
laboratorio de vidro como baldes volumétricos de 50 mL e 100 mL (classe A), pipetas
volumétricas de 5 mL e 10 mL (classe B), gobelés de 50 mL e 100 mL, bem como

espatulas metalicas, seringas descartaveis de 5 mL e pipetas de Pasteur descartaveis
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de 3 mL. Ainje¢&o no equipamento GC foi feita com uma microseringa Agilent PN 5190-
1483 de 10 pL.

4.2. Equipamentos

Nesta parte do trabalho foi utilizado um cromatégrafo gasoso 6890 plus da
Agilent Technologies Inc. (Fig. 12), com injegdo manual. A coluna utilizada foi uma
coluna capilar DB-1 (100% dimetilpolisiloxano, apolar)*® da Agilent Technologies Inc.,
com as dimensdes 30 m x 0,53 mm x 1,50 um. Este equipamento encontra-se numa
sala com temperatura e humidade controladas (temperatura entre 21°C e 24°C, e
humidade inferior a 60%). O software de aquisicdo de dados usado foi o ChemStation,
na verséo A.10.02 Rev. 1757.

Fig. 12. Cromatografo gasoso Agilent 6890 plus.

Foi ainda utilizado o banho de ultrassons Telsonic AG TPC-15 para a
homogeneizagdo de solugbes, e a balanca analitica Mettler Toledo AG204 para

pesagens.

4.3. Procedimento experimental

As solugbes padréo interno, padrdo e amostra a analisar por GC-FID foram
preparadas medindo a massa de cada um dos padrdes, padrdo interno e amostra, num
baldo volumétrico, perfazendo o volume total com o solvente adequado. Os métodos
encontram-se codificados sob a forma “Insetic #”. Encontram-se listadas as quantidades
nas Tabelas 2 — 7, onde PI representa padréo interno, SPI solu¢do padréo interno, SP

solucao padrao, SA solucao amostra, e IPA alcool isopropilico.
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Tabela 2. Resumo da preparagéo de solugBes para o método Insetic 1.

Volume Final

Solucéo | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
PI lg
SPI N/A
IPA 99g
Padréo Al 0,1500 g
SP Padrédo A2 0,1800g 100,0
SPI 10,00 mL
Amostra 549
SA 50,00
SPI 5,00 mL

Tabela 3. Resumo da preparagéo de solugdes para o método Insetic 2.

Volume Final

Solucéao | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
SPI PI lg 100
Padrédo B1 0,3000 g
SP Padréo B2 0,0500 g 100,0
SPI 10,00 mL
Amostra 49
SA 50,00
SPI 5,00 mL

Tabela 4. Resumo da preparagéo de solugdes para o método Insetic 3.

Volume Final

Solucéo | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
PI 1lg
SPI N/A
IPA 99g¢
Padrédo C1 0,1500 g
SP Padrédo C2 0,1600 g 100,0
SPI 10,00 mL
Amostra 59
SA 50,00
SPI 5,00 mL
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Tabela 5. Resumo da preparagdo de solugBes para o método Insetic 4.

Volume Final

Solucéo | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
PI lg
SPI N/A
IPA 99g
Padréao D1 0,1700 g
SP Padréo D2 0,1000 g 100,0
SPI 10,00 mL
Amostra 549
SA 50,00
SPI 5,00 mL

Tabela 6. Resumo da preparagéo de solugdes para o método Insetic 5.

Volume Final

Solucgédo | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
PI 19
SPI N/A
IPA 99g¢
Padrdo E1 0,2200 g
SP Padréo E2 0,110049 100,0
SPI 10,00 mL
Amostra 59
SA 50,00
SPI 5,00 mL

Tabela 7. Resumo da preparacao de solugbes para 0 método Insetic 6.

Volume Final

Solucédo | Componente | Quantidade
com IPA (mL)
PI lg
SPI N/A
IPA 99g
Padréao F1 0,1500 g
Padréao F2 0,1500 g
SP 100,0
Padrao F3 0,1600 g
SPI 10,00 mL
Amostra 10g
SA 50,00
SPI 5,00 mL
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As solugbes mencionadas nas tabelas anteriores foram depois colocadas num
banho de ultrassons durante aproximadamente 5 minutos, para homogeneizar e/ou
dissolver os componentes. As solucdes que continham padrdes no estado sélido
permaneceram no banho de ultrassons durante cerca de 10 minutos.

E importante referir que os métodos descreviam a preparacéo das solucdes com
acetona, mas que o seu uso nao foi recomendado devido a maior propenséo a degradar
a coluna. Por este motivo foram feitos testes de solubilidade em IPA e posterior analise
em GC. A comparacao de resultados nao indicou diferencas, pelo que o IPA foi o
solvente escolhido para as analises. Foi ainda reduzida a quantidade a preparar de
solucBes amostra de 100 mL para 50 mL com vista a minimizar a utiliza¢do de solventes.

Apoés as solucdes terem sido preparadas, foram injetadas no equipamento GC,
com diversos parametros de temperaturas e pressodes/fluxos, que foram sendo

ajustados de forma a otimizar o tempo de analise e a qualidade da separacéo.

4.4, Céalculos

Os célculos da concentragcdo de cada principio ativo nas amostras analisadas

foram feitos com base na seguinte equacao:

Massa corrigida do Padrao * 1.A./P.I. Amostra * Volume final da Amostra * 100 (5)

0 . . —
% Ingredlente Ativo 1.A./P 1. Padrao * Volume final do Padrio * Massa da Amostra

onde a massa corrigida do padrao representa a massa do padrdo tendo em conta a
pureza, |.A./P.l. representa a razao das areas dos picos do ingrediente ativo e do padrao
interno.

Esta férmula foi usada num ficheiro Excel, no qual se inserem as purezas,
massas e areas dos picos obtidos. Parte desta folha de célculo encontra-se

representada na Fig. 13.
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@colep

FOLHA DE CALCULO PARA INSETICIDAS COM 2 INGREDIENTES ATIVOS

Produto: | | Codigo:

Lote: |

Nome do composto

Ingrediente Ativo 1

Ingrediente Ativo 2

P (5) M ) Massa Volume final
= |l (mL)
Amostra N/A N/A
Padr3o Interno
Ingrediente Ativo 1
Ingrediente Ativo 2
Areas picos LA.JP.I. Areas picos LAJP.I.
Padr3o pA.s) Padr3c |Amostra [pA.s)| Amostra
Amostra N/A N/A N/A N/A
Padr3o Interno N/A N/A
Ingrediente Ativo 1
Ingrediente Ative 2

Resultados (36)

Ingrediente Ativo 1

Ingrediente Ativo 2

Fig. 13. Parte da folha Excel desenvolvida para o célculo da percentagem de 2 ingredientes ativos em inseticidas.

A folha de calculo apresenta o resultado final de todos os principios ativos sob a

forma de percentagem.

5. Resultados e Discussao

Devido a diversidade de métodos de quantificacdo existentes, foi determinado
internamente que nao existiriam métodos de calibracdo baseados em retas. Assim,
todas as analises foram realizadas por comparacgédo direta com uma solucéo padrédo de
concentracao conhecida, o que dé origem a resultados de confianca suficiente, mas sem
gastar tempo a preparar e manter retas de calibragdo. As solu¢bes padrédo foram
analisadas antes de qualquer série de injecdes, e repetidas sempre que necessario
(caso se verificasse alguma alteragédo no sinal, ou apds um maximo de cinco injecdes

consecutivas, por exemplo). Desta forma a empresa consegue obter resultados
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fidedignos, sem a exigéncia de tanto tempo para calibrar e validar os métodos, bem
como a sua manutencao.

Com a mudanca da coluna cromatografica, os métodos anteriormente usados
deixaram de ser aplicaveis. Assim, a sua adaptacdo a nova coluna foi necessaria, tendo
sido aproveitada a oportunidade para fazer a otimizacdo dos métodos, nomeadamente
a nivel de tempo de andlise e qualidade da separacéo. Neste trabalho foram otimizados
6 métodos de quantificacdo de principios ativos em inseticidas. De seguida sera descrito
o procedimento detalhado da otimizacdo de um dos métodos, sendo que os resultados
obtidos para os restantes serdo apresentados de forma resumida no final, uma vez que

as alteracdes aplicadas em todos foram da mesma natureza.

5.1. Método de Limpeza da Coluna

A coluna cromatografica encontrava-se instalada no equipamento GC, porém
estava inutilizada ha algum tempo, pelo que o processo se iniciou com um programa de
limpeza. Este programa foi desenvolvido com base nas recomendacdes do fabricante*!!
e encontra-se descrito na Tabela 8. Consiste numa combinacdo de temperaturas e
pressdes suficientemente elevadas para remover grande parte das contaminagfes
presentes. Este programa foi incluido num procedimento de manutencao, descrito mais
a frente, e a sua utilizacéo deve ser feita uma vez por semana. A frequéncia pode ser

alterada mediante a utilizagéo dada ao equipamento.

Tabela 8. Condigbes cromatograficas do programa de limpeza.

Componente Programacéo
) Temperatura: 300 °C
Injetor _
Split: 7,6:1
Coluna Presséo (N2): 80,0 kPa
Temperatura inicial: 50 °C (10 min)
Forno Rampa: 50 °C/min
Temperatura final: 300 °C (30 min)
Detetor Temperatura: 350 °C
Tempo de .
] 45 min
Limpeza
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5.2. Otimizacédo do Método Insetic 1

ApoOs a limpeza inicial, iniciou-se o trabalho com o primeiro método, aqui
denominado por “Insetic 1”. As soluc¢des foram preparadas de acordo com o método ja
existente, sendo apenas aplicadas as mudancas ja referidas de solvente e quantidade
a preparar (Tabela 2).

A primeira injecdo foi feita com as condi¢bes presentes no equipamento GC
(Tabela 9), ainda adaptadas a coluna anterior, e o resultado encontra-se visivel na Fig.
14.

Tabela 9. Condig6es cromatogréaficas iniciais do método Insetic 1, para uma anélise com 33,33 min.

Componente Programacéo
_ Temperatura: 250 °C
Injetor ]
Split: 2,8:1
Coluna Presséo (He): 100,7 kPa
Temperatura Inicial: 165 °C
Forno Rampa: 3 °C/min
Temperatura Final: 265 °C
Detetor Temperatura: 250 °C
pALR
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Fig. 14. Cromatograma obtido apds a primeira inje¢édo de solugao amostra com o método Insetic 1.

Neste cromatograma é visivel um pico do solvente aos 0,477 min que, devido a
sua grande dimensdo, torna os restantes picos muito pequenos para serem facilmente
visiveis. Devido a limitacdes no software, alterar a escala do eixo das ordenadas
implicaria que todos os métodos instalados no equipamento fossem afetados pela
mesma. Uma vez que os métodos tém picos com diferentes dimensdes entre si, a
alternativa encontrada foi deixar a escala automatica e limitar tempos de detecédo a
apresentar no relatorio. Desta forma, todos os cromatogramas apresentados daqui para
a frente apenas apresentam no eixo das abcissas a regido que contém os picos de

interesse. Apesar desta apresentacdo, os cromatogramas foram verificados na integra,
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garantido que ndo existia nenhum problema, nomeadamente devido & complexidade
das amostras.

De forma a garantir que 0s picos se encontravam corretamente identificados,
foram injetadas 3 solu¢des padrdo individuais, preparadas da forma apresentada na
tabela 3, mas apenas com padrao Al, padrdo A2 ou padréo interno. Assim 0 pico aos
9,3 min foi identificado como o padréo interno, os picos aos 20,9 min e 21,4 min
correspondem ao padrdo Al e os picos aos 23,1 min e 23,5 min ao padrdo A2. Apds
esta identificacédo, foi efetuada nova injecéo, jA com o gas de arrasto azoto (N.). Apesar
de teoricamente este gas ndo ser tdo adequado como o hélio (He) para uma analise
com estas caracteristicas de velocidade linear™®, foi testado devido ao seu custo inferior.
O cromatograma ajustado no eixo das abcissas para o0s picos de interesse encontra-se
representado na Fig. 15.
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Fig. 15. Cromatograma ajustado para a solu¢gdo amostra com o método Insetic 1.

Ao contrario do esperado, verificou-se um resultado muito semelhante com os
dois gases de arrasto, sendo que a analise com N foi selecionada devido ao seu custo
inferior. ApOds o0s picos estarem identificados, iniciaram-se os testes de otimizagao.
Analisando o cromatograma da Fig. 15, o tempo global da analise pode ser reduzido,
bem como o intervalo de tempo entre o pico do padréo interno e os restantes. Contudo,
a separacao entre os dois picos de cada um dos padrbes Al e A2 ndo deve ser piorada.

Para acelerar o processo, a primeira tentativa consistiu num aumento da
temperatura inicial da analise para 180 °C, com uma rampa de 5 °C/min até aos mesmos
265 °C finais. A andlise teria cerca de 17 min, mas foi prolongada até aos 20 min para

garantir que todos os componentes seriam eluidos. O resultado encontra-se na Fig. 16.
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Fig. 16. Cromatograma para a solugdo amostra com o método Insetic 1 ap6s alteragdo da temperatura inicial para
180 °C e rampa de 5 °C/min até 265 °C.

Verificou-se uma reducdo nos tempos de eluicdo dos componentes, sem que a
qualidade da separacédo fosse muito reduzida. Uma vez que 0s picos cuja separacao
nao é total representam isobmeros do mesmo principio ativo, a sua separagao nao ideal
nao representa uma preocupacao neste caso.

Desta forma tentou-se um aumento ainda maior da temperatura inicial,
compensando com uma rampa ligeiramente menor. Foi entdo feita uma analise com a
temperatura inicial de 220 °C e uma rampa de 4 °C/min até aos 265 °C. O tempo de

analise ficou pelos 11,25 min. O resultado estéa representado na Fig. 17.
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Fig. 17. Cromatograma para a solugdo amostra com o método Insetic 1 ap6s alteragdo da temperatura inicial para
220 °C e rampa de 4 °C/min até 265 °C.
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Na Fig. 17, os tempos de retengdo diminuiram, mas a qualidade da separagéo
foi ligeiramente afetada. Alguns picos de pequenas dimensdes foram detetados
imediatamente antes dos picos caracteristicos, o que indica que a separacao poderia
nao se estar a processar idealmente.

Desta forma, decidiu-se usar um programa com uma temperatura inicial
ligeiramente inferior: 200 °C com rampa de 5 °C/min até 265 °C. Além disto, tentou-se
reduzir o intervalo de tempo entre o pico do padréo interno e os picos dos principios
ativos introduzindo uma rampa de pressdo. Esta rampa consistiu em manter os
100,7 kPa iniciais durante 4 min, aumentar para 150 kPa a 70 kPa/min, mantendo a
pressdo final durante 2 min. Por dltimo, diminuir para 80 kPa a 100 kPa/min. Os

resultados obtidos encontram-se na Fig. 18, numa analise com 13 min.
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Fig. 18. Cromatograma para a solugdo amostra com o método Insetic 1 apos alteragdo da temperatura inicial para
200 °C e rampa de 5 °C/min até 265 °C e rampa de pressao: 100,7 kPa durante 4 min, aumentando a 70 kPa/min até

150 kPa, que s@o mantidos durante 2 min, até diminuir a 100 kPa/min para 80 kPa.

Estes resultados com rampa de pressdo nao representam uma grande melhoria
face a pressdo constante, causando ainda um maior arrastamento dos picos. Assim,
esta opc¢do foi descartada. Optou-se entdo por uma pressao constante, mas inferior a
inicialmente apresentada, com o objetivo de melhorar a qualidade da separacéo devido
ao aumento de temperatura, mas sem afetar muito os tempos de retencéo. Foi entdo
usada a rampa de temperatura igual a anterior (de 200 °C a 265 °C a um ritmo de
5 °C/min) e uma pressao constante de 74,6 kPa. Os resultados obtidos encontram-se

na Fig. 19, para uma analise com 13 min.
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Fig. 19. Cromatograma para a solu¢gdo amostra com o método Insetic 1 ap6s alteragdo da temperatura inicial para
200 °C e rampa de 5 °C/min até 265 °C, com pressédo constante de 74,6 kPa.

Verificou-se entdo uma boa relagdo entre tempo e qualidade de separagéo. Mais
ainda, a mudanca do gés de arrasto ndo teve influéncia na separacao, tendo até tornado
a linha de base ligeiramente mais estavel. Assim, as condi¢cdes desta ultima andlise
foram as definidas para o método. Estas condi¢cdes encontram-se resumidas na Tabela
10.

Tabela 10. Condi¢des cromatogréficas finais do método Insetic 1, para uma andlise com 13 min.

Componente Programacéo
Injetor Temperatura: 250 °C
Split: 2,8:1

Coluna Presséo (N.): 74,6 kPa
Temperatura Inicial: 200 °C

Forno Rampa: 5 °C/min
Temperatura Final: 265 °C

Detetor Temperatura: 250 °C

O resumo geral do processo de otimizacdo encontra-se representado no

esquema da Fig. 20.
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*Mudanca de géas de arrasto para N,;

*Resultados semelhantes ao He.

*Aumento da temperatura inicial e da rampa;

*Diminuicdo do tempo de retencdo e picos com separacao nao ideal, mas ndo relevante

devido a serem isbmeros, ambos de interesse.

*Novo aumento da temperatura inicial e diminuicdo da rampa;

*Separacao de pior qualidade.

*Diminuicdo da temperatura inicial (intermédia entre os melhoramentos 2 e 3) com a

rampa do melhoramento 2, e introducdo de rampa de pressao;

*Ligeiro arrastamento dos picos.

*Eliminacéo da rampa de presséo e diminui¢do da pressao original (mantida constante);

*Reducao do tempo de analise e a boa qualidade de separacéo.

Fig. 20. Esquema resumo do processo de otimizacdo do método Insetic 1.

Desta forma o método Insetic 1 sofreu uma redugéo no tempo de analise de 61%,
melhorando ligeiramente a resolugcdo dos picos. Mais ainda, a alteracdo do solvente
para IPA ajuda a prevenir o desgaste da coluna cromatogréfica (e também tem um custo
inferior face & acetona), e a alteragdo do gas de arrasto para azoto reduz o custo da

analise, sem comprometer a qualidade dos resultados.

5.3. Otimizacao dos restantes métodos

Os restantes métodos foram otimizados com base nos mesmos principios, tendo
sido feitas as alteracdes de gases de arrasto e solventes mencionadas anteriormente,

e ainda as alteracdes resumidas na Tabela 11.
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Tabela 11. Resumo das alterag@es feitas aos restantes métodos.

Método Alteracbes

Eliminacdo da rampa de temperatura: de 165 °C — 265 °C, a 3 °C/min,
Insetic 2 | para 250 °C constante

Reducao da presséao: de 68,9 kPa para 64,9 kPa

Insetic 3 | Semelhantes a “Insetic 17, mas aplicado a principios ativos diferentes

Eliminag&o da rampa de temperatura: de 165 °C — 265 °C, a 2,5 °C/min,
Insetic 4 | para 250 °C constante
Aumento da pressao: de 68,9 kPa para 73,6 kPa

Eliminagéo da rampa de temperatura: de 165 °C — 255 °C, a 2,5 °C/min,
Insetic 5 | para 250 °C constante
Aumento da pressao: de 68,9 kPa para 87,3 kPa

Alteracdo da rampa de temperatura: de 165 °C — 265 °C, a 4 °C/min, para
Insetic 6 | 200 °C — 265 °C, a 5 °C/min
Reducéo da presséo: de 100,7 kPa para 74,6 kPa

As alteracdes acima descritas provocaram uma diminuicao no tempo de analise
dos métodos, melhorando, ou ndo comprometendo, a qualidade de separacdo dos
componentes da amostra. Os resultados dos parametros melhorados encontram-se

resumidos na Tabela 12.

Tabela 12. Melhorias verificadas nos restantes métodos.

Método Tempo de anélise Resolucéo visualmente Reducéo de
(%) melhorada custos
Insetic 2 +38,6 Sim Sim
Insetic 3 - 61,0 Ligeiramente Sim
Insetic 4 -61,1 Sim Sim
Insetic 5 -61,1 Nao Sim
Insetic 6 -55,0 Ligeiramente Sim
5.4. Teste dos meétodos otimizados

Com as condic¢@es finais definidas, os métodos foram testados com amostras
reais, sempre que possivel, ou entdo com bulks preparados em laboratorio, de acordo

com as instrucdes de fabrico. Estas amostras possuem valores especificados da
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quantidade de cada principio ativo. As especificacdes sdo definidas internamente de
acordo com os requisitos do cliente, sob a forma de um intervalo de percentagens. Os
intervalos de especificacdo ndo serdo apresentados aqui pois algumas amostras usadas
foram produzidas em laboratério, numa pequena escala. Assim, as variacbes a que
estas estao sujeitas foram maiores, pelo que se optou por representar o valor esperado,
adequado a cada uma delas. Assim, os valores esperados da percentagem dos
principios ativos foram calculados com base nas instru¢cées de fabrico, no caso das
amostras reais, e com base nas quantidades medidas, no caso das amostras
preparadas em laboratério. Na Tabela 13 apresentam-se os resultados obtidos para 5

ensaios por produto, cada um analisado com o método indicado.

Tabela 13. Resultados obtidos na analise de produtos com os métodos otimizados.

39

. Principio Valor - Resultadgs (%) - — Média

Método | Produto ALiVO Esperado | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio | Ensaio (%)
(%) 1 2 3 4 5

L Al 2,150 | 2,102 | 2,163 | 2,210 | 2,199 | 2,201 | 2,175

Insetic A2 1,120 1,103 | 1,129 | 1,128 | 1,121 | 1,120 | 1,120

1 R Al 3,160 | 3,231 | 3,166 | 3,112 | 3,086 | 2,981 | 3,115

A2 1,110 1,168 | 1,134 | 1,114 | 1,095 | 1,098 | 1,122

Insetic 3 B1 6,140 | 6,000 | 6,112 | 6,146 | 6,150 | 6,148 | 6,111

2 B2 0,620 | 0,620 | 0,624 | 0,628 | 0,632 | 0,616 | 0,624

Insetic A c1 1,490 1,502 | 1,492 | 1,463 | 1,431 | 1,491 | 1,476

3 c2 1,510 1,517 | 1,522 | 1,505 | 1,502 | 1,513 | 1,512

Insetic s D1 0,730 | 0,762 | 0,756 | 0,713 | 0,724 | 0,720 | 0,735

4 D2 0,205 | 0,209 | 0,208 | 0,203 | 0,208 | 0,206 | 0,207

Insetic 6 El 0,150 | 0,145 | 0,153 | 0,151 | 0,153 | 0,153 | 0,151

5 E2 1,970 1,997 | 2,007 | 1,960 | 1,933 | 2,063 | 1,992

_ F1 0,115 | 0,098 | 0,128 | 0,127 | 0,128 | 0,130 | 0,122

'”Sg“c 7 F2 0,600 0,613 | 0,586 | 0,600 | 0,605 | 0,615 | 0,604

F3 0,140 | 0,118 | 0,148 | 0,140 | 0,141 | 0,156 | 0,141

De forma a garantir a qualidade dos resultados, estes foram submetidos a
calculos de parametros estatisticos. Assim, foram calculados os desvios padréo e os
coeficientes de variagdo. Mais ainda, foi efetuado um teste t de student para verificar se
os resultados médios eram estatisticamente diferentes do valor esperado.? Nao foram
efetuados testes estatisticos mais aprofundados, como por exemplo ANOVA'’s devido
as diferencas nas gamas a analisar quer entre métodos, quer dentro do préprio método.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 14.
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Tabela 14. Célculos de parametros estatisticos para os resultados da Tabela 13.

Princibio Valor Média Desvio Coeficiente Teste t
Método | Produto Ativg Esperado (%) Padrdo | de Variacédo de
(%) 0 (%) (%)* student

1 Al 2,150 2,175 0,045 2,0 1,254

Insetic 1 A2 1,120 1,120 0,010 0,9 0,043

! ) Al 3,160 3,115 0,093 3,0 1,073

A2 1,110 1,122 0,030 2,7 0,876

. B1l 6,140 6,111 0,064 1,0 1,005
Insetic 2 3

B2 0,620 0,624 0,006 1,0 1,414

. C1 1,490 1,476 0,029 2,0 1,097
Insetic 3 4

Cc2 1,510 1,512 0,008 0,5 0,486

. D1 0,730 0,735 0,022 3,0 0,500
Insetic 4 5

D2 0,205 0,207 0,002 1,2 1,686

. El 0,150 0,151 0,003 2,3 0,645
Insetic 5 6

E2 1,970 1,992 0,049 2,5 0,994

F1 0,115 0,122 0,014 111 1,186

Insetic 6 7 F2 0,600 0,604 0,012 1,9 0,729

F3 0,140 0,141 0,014 10,1 0,095

1 valor em percentagem, ndo relacionado com os valores esperados, médias e desvios padrdo

Com os resultados anteriores verifica-se que o coeficiente de variagdo é
praticamente sempre igual ou inferior a 3%, com a excec¢do de dois casos onde ronda
0s 10%. Nestes dois casos o valor esperado € muito reduzido, pelo que a andlise é mais
suscetivel a variagcbes. De acordo a diretiva SANTE/11813/2017 da Comissdo
Europeial®®, o CV deve ser inferior a 20%, critério que se verifica nos resultados obtidos.

O valor critico de t, para um grau de confianca de 95% e 4 graus de liberdade,
num teste bilateral, é de 2,776.1?l Comparando os resultados obtidos para o teste t com
o valor critico pode-se concluir que nenhum dos resultados médios obtidos €
estatisticamente diferente do valor esperado. Desta forma foi possivel comprovar a
eficacia dos 6 métodos otimizados com amostras reais, tendo sido obtidos resultados

concordantes com os valores esperados.

5.5. Procedimento de manutencao de equipamentos GC

A Colep Portugal, S.A. da uma utilizacao recorrente aos equipamentos de GC,
pelo que a sua manutencdo autbnoma € necessaria. Assim, foi desenvolvido um
procedimento que visa incluir boas praticas de utilizacdo do equipamento, alguns tépicos
de manutencao basica, e ainda uma listagem com problemas comuns e respetivas
solucdes.*l Abaixo encontram-se listados alguns dos tdpicos cobertos por este
procedimento, com vista a garantir a qualidade dos resultados e a longevidade dos

cromatografo e componentes adjacentes:
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e Utilizagdo do equipamento:
o Ligar o cromatégrafo cerca de 1h antes de qualquer analise;
o Lavagem da microseringa com o solvente a utilizar;
o InjecBes apenas com solvente para limpar residuos:
o Utilizacdo de um método de baixo consumo para evitar desligar o
equipamento desnecessariamente;
¢ Manutencao basica:
o Mudanca do septo do injetor;
o Substituicdo de liners;
o Testes com misturas padrédo de verificagéo;
o Limpeza com o método apresentado na tabela 8;
o Problemas e solugbes:
o Ruido nalinha de base — verificar o estado dos componentes e utilizar
0 método de limpeza;
o Aparecimento de picos “fantasma” — verificar o estado do injetor e as

pressdes dos gases.

6. Conclusdes e Propostas de Melhoria

Foram adaptados e otimizados com sucesso seis métodos de quantificacdo de
principios ativos em inseticidas. Cinco destes métodos apresentaram melhorias entre
55,0% e 61,1% no tempo de analise, melhorando ou ndo comprometendo a resolucao
dos picos. Um dos métodos viu o0 seu tempo de andlise aumentar em 38,6%, mas a
gualidade da separagéo aumentou visivelmente. Todos os métodos foram testados com
amostras reais ou feitas em laboratério, dando origem a resultados estatisticamente
semelhantes aos esperados. Dentro de cada método, os coeficientes de variacdo foram
baixos, a exce¢do de dois principios ativos no método Insetic 6. Esta maior variacao
pode ser explicada com a baixa concentragcédo dos analitos na amostra. Apesar de tudo,
todos os coeficientes encontram-se dentro dos limites tedricos estabelecidos.

Como melhoria a estes métodos foi feita a sugestdo de implementar retas de
calibracdo, bem como uma validacao simples.

Foi ainda desenvolvido o procedimento de manutengdo autbnoma para
preservar o estado dos equipamentos GC e garantir a qualidade dos resultados obtidos.
Até ao momento o procedimento tem sido aplicado pelas pessoas responsaveis, porém
foi feita a sugestdo de sensibilizar todos os utilizadores dos equipamentos, para que
todos estejam aptos a utiliza-los nas melhores condicdes e resolver problemas se assim

for necessério.
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1. Analise Sensorial

Com o objetivo de garantir a eficicia de limpezas de linhas e a conformidade dos
produtos, a Colep Portugal, S.A. recorre a andlise sensorial, nomeadamente a analise
do odor de solventes de limpeza. O odor e aspeto de produtos finais sdo comparados
com um padrdo, para além das restantes analises fisico-quimicas. Para dar uma maior
confianga ao operador na tomada de decisfes, introduzir um método analitico

complementar seria vantajoso.

A andlise sensorial existe desde que o ser humano avalia o estado de tudo o que
possa ser consumido ou usado, tal como comida, &gua ou abrigos. Com o crescimento
dos negoécios de trocas de bens esta avaliacdo de qualidade foi-se tornando cada vez
mais importante, tal como o processo de amostragem. Estas necessidades levaram ao
aparecimento de avaliagbes e consequentemente de avaliadores especializados no
inicio do séc. XX." E normalmente descrita de acordo com a definicdo dada pelo
Institute of Food Technology, como sendo um método cientifico usado para evocar,
medir, analisar e interpretar as respostas perante produtos através dos sentidos da
visdo, olfato, palato e audicdo.“"

O termo “teste organolético” foi introduzido em 1979 por Pfenninger,
representando uma avaliacdo qualitativa, mas supostamente objetiva, de propriedades
de produtos, como sabor, odor e tato, por exemplo.*s! Na realidade, este tipo de
avaliacdo pode dividir-se em dois tipos: subjetiva e objetiva. Por natureza, estes testes
sdo normalmente bastante subjetivos, pelo que as interpretacdes de cada analista estdo
sujeitas a variaveis diferentes. Esta variabilidade permite um estudo do desempenho de
um produto em condi¢cbes reais do consumidor. Porém, é ainda possivel obter
resultados objetivos, sendo necesséria a utilizacdo de um painel de analistas treinados
para avaliar determinadas caracteristicas num produto.”**4 Assim, combinando estes
dois tipos de andlise, o produto esta a ser testado por utilizadores, cuja opinido ira refletir
qualidades e defeitos presentes, e ainda é possivel relacionar as propriedades
sensoriais com propriedades fisico-quimicas. A utilizacdo deste tipo de andlise permite
um teste com uma excelente rela¢do custo-beneficio, reduzindo o risco de fracasso de
um produto.®!

Para que a analise sensorial seja uma ferramenta a usar com sucesso, €
necessario que sejam definidos objetivos claros e delinear uma estratégia robusta. O
treino adequado € essencial, bem como estudos estatisticos para assegurar 0S

resultados. A atitude dos analistas e coordenadores é também uma pec¢a fundamental,
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sendo necessaria disponibilidade e dedicagdo para que toda a equipa funcione

corretamente.?!

1.1. Odor

A andlise do odor estéa diretamente relacionada com as moléculas detetadas pelo
ser humano ao nivel dos cilios recetores na mucosa nasal (Fig. 21). Para que um odor
ou um aroma sejam detetados, é necesséria a presenca de moléculas volateis
transportadas pelo ar até ao nariz ou boca. Caso cheguem pelo nariz, denomina-se
odor, caso cheguem pela boca, aroma.** A quantidade de compostos volateis que s&o
libertados de um produto varia com a natureza do mesmo, e ainda com a temperatura,
sendo que existe uma variagdo exponencial com a mesma. A volatilidade varia ainda

com a superficie onde a amostra se encontra.4

Olfactory Nerve Olfactory Bulb
Mitral Cell

ONactory Tract -

Glomeruli
Olfactory Nerve filaments
Cribriform (hone)
Axons
o7 :‘--
Oltactory Receplor Neurons r i (A L 000 A, 8] 4 £k r--_] 1 -
JOALE TR PR T ™ Epithetium
Cilia in Mucosa — — §lucosa
“
Odorant Molecules

Fig. 21. Representacdo de uma mucosa nasal.l*’!

Devido a enorme sensibilidade do nariz humano, existem milhares de odores
para 0s quais a andlise sensorial consegue ser mais sensivel do que os melhores
métodos de cromatografia gasosa.[*!l Apesar disto, muitos odores podem causar uma
saturacao do local onde o estimulo é provocado, reduzindo assim a capacidade de
detecdo de um odor particular. Apesar de a asnomia (perda total do olfato) ser um
fenémeno raro, a sensibilidade reduzida a algum odor particular € um caso comum. !
Deste modo, analistas de odor devem ser testados para a sua sensibilidade perante os

odores em estudo antes de serem treinados para formar um painel.
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Existem cerca de 17000 substancias volateis, sendo que um odor pode ser
composto por varias.*4! Consoante a volatilidade, existem notas que s&o
imediatamente identificadas e outras apenas passado algum tempo. Estas notas sao
denominadas de topo, médias ou de base, consoante a sua volatilidade (decrescente
pela ordem apresentada aqui). A descricdo destes odores é bastante complexa, uma
vez que um odor pode ser identificado com uma substancia ou entdo com uma
categoria. Porém, uma descricao pode ser usada para mais do que um composto, o que
torna esta avaliagdo muito dificil de “traduzir”.*) Assim, o treino sensorial € uma
ferramenta necessaria para que se possa afunilar e uniformizar as descricbes dadas
pelos analistas, de forma a ir ao encontro do objetivo do projeto. Mesmo com analistas
treinados, a variabilidade continua presente, pelo que um painel deve ter sempre o0 maior
ndamero de analistas possivel, de modo a serem representativos da populacdo em

geral.*4

1.2. CondicOes de analise

De forma a criar uma igualdade de circunstancias para todos os analistas, as
andlises devem ser feitas num espaco dedicado e preparado para tal. Dentro deste
topico deve ser realcada a escolha de um espaco sem cores fortes e com iluminagéo
pouco intensa de modo a minimizar distragfes e altera¢des visuais nas amostras. A sala
de odor deve ter uma circulagcdo constante de ar, que deve ser filtrado, e a temperatura
e humidade controladas. Este espaco deve ser dedicado apenas a andlise sensorial,
sendo que a preparacdo e armazenamento de amostras deve ser feito noutro local,
evitando assim contaminagdes. As amostras devem ser preparadas em material de vidro
ou plastico, e devem ser apresentadas de forma codificada. No caso da analise de odor,
0s recipientes devem ser opacos ou entdo tapados com algum material inerte. A

temperatura das amostras aquando da andlise deve ser igual.[*¥

1.3. Treino Sensorial

Esta metodologia apresentada para um treino sensorial € baseada no trabalho
de Meilgaard et al.*¥, que por sua vez se baseou nas normas ASTM STP 758 (1981)19
e 1ISO 8586 (1993)5%,

Tal como foi referido anteriormente, os analistas, como instrumentos de medicéo,
estao sujeitos a variabilidades em si, e entre si, bem como a tendéncias. Para além do
que ja foi referido, para minimizar estes efeitos, as anélises devem ser repetidas sempre
gue possivel, e devem ser estabelecidas regras a seguir, nomeadamente em relacao ao

método de andlise.*4

47



Otimizagao de Métodos GC-FID & Desenvolvimento de um Método FTIR, Complementar a Anélise SenFs((:)tiJ;

Consoante o0 objeto de andlise, o teste sensorial deve ser adaptado de forma a
satisfazer o objetivo do projeto.*> Em primeiro lugar, o objetivo deve ser bem definido e
todos os critérios devem ir de encontro ao mesmo. De seguida, deve ser estabelecida
uma metodologia de analise, consoante o produto a analisar e o0 orcamento. Esta
metodologia deve incluir o modo de apresentacdo de amostras, que pode ser feito com
um dos seguintes testes: teste triangular (selecionar a amostra diferente num conjunto
de 3), teste duo-trio (comparacdo de duas amostras com um padrdo e selecdo da
diferente), ou teste de comparacdo emparelhada (comparacdo direta com um
padr&o).’Y Devem ainda ser definidos critérios de aceitacdo que devem ser mantidos
ao longo dos treinos, sendo possivel a sua adaptacdo perante problemas revelados nas
sessoes.[*)

Uma vez definidos os critérios referidos, € necessaria a selecdo de possiveis
analistas para serem treinados. E feita uma pré-selecdo que deve ter em conta a
disponibilidade da pessoa e problemas de saude que possam afetar os sentidos. Apds
esta fase, deve ser feita uma triagem para a sua capacidade de discriminacdo dos
atributos em estudo. Nesta fase devem ser efetuados testes de correspondéncia,
detecéo e discriminacao, e ainda de utilizagdo de escalas de intensidade. Existem testes
de identificacdo de odores (SIT, Smell Identification Test, e OCIT, Odor Component
Identification Test, por exemplo) que sdo também excelentes critérios de pré-selecao.
Apods esta fase, os candidatos aprovados devem ser submetidos ao treino sensorial.’®!!

Aquando das sess0fes praticas, 0s analistas devem respeitar as regras impostas,
nomeadamente ndo usar cosméticos perfumados, ndo fumar ou comer 30 minutos antes
e informar o coordenador do projeto caso algum problema possa afetar o treino. Durante
as primeiras sessfes devem ser ensinados os procedimentos corretos para a analise
sensorial em questdo, como por exemplo, cheirar levemente uma fragrancia numa
andlise de odor. Apds esta adaptacdo devem ser introduzidas amostras dos produtos
em estudo, com um grau de dificuldade baixo, de forma a explicar aos analistas o que
devem ter em consideracdo no ambito do projeto. Nesta fase deve ser introduzida
também a terminologia indicada para as descricdes. Nas fases seguintes o grau de
dificuldade deve ir aumentado gradualmente e devem ser introduzidas amostras
distintas, com o intuito de manter os analistas em alerta. Durante todas as etapas o
painel deve ser mantido sob controlo, pelo que ao ser verificado um desvio face ao
esperado, devem ser tomadas medidas, tais como treino focado em alguma
caracteristica, ou eliminacdo de um analista do painel, por exemplo. No caso de testes
descritivos, os critérios a aplicar devem ser mais apertados, nomeadamente ao nivel do

uso da terminologia adequada e diferenciacéo de atributos. 451
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Para controlar os painéis sdo normalmente utilizadas ferramentas estatisticas,
nomeadamente ao nivel da tendéncia e variabilidade. Assim, sdo avaliados parametros
de tendéncia de amostras de teste perante amostras padréo, verificando se o analista
responde conforme seria esperado. Mais ainda, a variabilidade é estudada pelo desvio
padrdo das avaliacbes dadas a um numero de repeticbes da mesma amostra.
Frequentemente, sdo também usados testes de hipdteses. Este estudo estatistico
implica a realizagdo de um nimero elevado de repetigdes. !

Ao longo de toda a fase de treinos é essencial manter o painel interessado e
motivado. Este estado de espirito pode ser atingido passando a informacdo de que o
trabalho que estdo a desenvolver € importante e ira ter uma aplicacéo no futuro. Assim,
um painel motivado ird ter um melhor desempenho, melhorando a qualidade dos

resultados obtidos.4

2. Espetroscopia de Infravermelho

Atualmente, a espetroscopia de infravermelho é uma das técnicas de andlise
mais importantes. Tem como principal vantagem o facto de praticamente qualquer
amostra, em qualquer estado fisico, poder ser estudada, sem que seja destruida. O
desenvolvimento da instrumentagdo permitiu o aparecimento de novas técnicas de
elevada sensibilidade, tornando possivel analisar amostras sob a forma de pdés, liquidos,
solucdes, ou até mesmo gases, numa gama de concentracées muito ampla.®? A técnica
permite medir qualitativamente, ou quantitativamente, as interacdes da radiacédo
infravermelha (IV) com a amostra. Alguns exemplos de técnicas de infravermelho sédo a
Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), o FTIR de
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), o FTIR de reflexdo difusa ou espetroscopia Raman.
Os resultados sédo apresentados sob a forma de um espetro da energia absorvida ou
emitida em fungdo da energia, frequéncia, comprimento ou numero de onda da

radiacéo.b

A espetroscopia de infravermelho baseia-se na regido do infravermelho do
espetro eletromagnético. Esta regido foi descoberta por Friedrich William Herschel®* em
1800. No seu trabalho, Herschel usou um prisma de vidro para que a radiacdo se
decompusesse nas varias cores do espetro visivel. O seu objetivo era estudar os efeitos
térmicos ao longo do espetro. Nas medicdes de controlo reparou que na regido apos a
radiacdo vermelha, ainda se verificava presenca de calor radiante. Porém, apesar de
provar a existéncia de radiacdo para além do visivel, Herschel ndo continuou com esta

investigacdo. S6é em 1882 Abney e Festing™ se interessaram pelo tema, tendo obtido
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espetros de absorcdo de radiacdo infravermelha para mais de 50 compostos.
Conseguiram relacionar a presenca de algumas bandas de absor¢cdo com a presenca
de certos grupos organicos nas moléculas analisadas. Dando continuidade ao trabalho
anterior, Willem Henri Julius®®, em 1892, apresentou o espetro de 20 compostos
organicos, tendo concluido que os grupos metilo absorviam a radiacdo a comprimentos
de onda caracteristicos. Estas investigacdes continuaram, e em 1903 William Weber
Coblentz®" iniciou um estudo que lhe permitiu catalogar centenas de espetros de
compostos organicos e inorganicos.3

A aquisicdo de espetros era um processo muito complexo, sendo necessario
construir e calibrar o préprio instrumento e respetivos componentes. A aquisicdo de um
Unico espetro poderia demorar entre 3 e 4 horas.¥ Assim, a evolucéo da espetroscopia
de infravermelho foi lenta, até que, em 1944, surgiu um dos primeiros espetrofotémetros
comerciais, o0 Model 12 da PerkinElmer.®2%8 Desde entdo o desenvolvimento dos
equipamentos prosseguiu, sendo que em 1957 a mesma empresa comercializou um
espetrofotdmetro com um custo mais reduzido.®® Pelo meio, em 1949, Peter Fellgett
obteve o primeiro espetro com transformada de Fourier™, porém tratava-se de um
processo complexo e demorado, apenas ao alcance de grupos de investigacdo com
MUitos recursos.

O maior marco na evolucdo da espetroscopia de infravermelho foi a introducéo
da transformada rapida de Fourier em 1965, por Cooley e Tukey®, que veio agilizar o
processo de aquisicdo de um espetro infravermelho. Este algoritmo melhorou
drasticamente a qualidade dos resultados, minimizando o tempo de aquisicdo
necessario. Juntamente com a evolucéo do poder computacional, aliar o FTIR com um
computador veio trazer ainda mais melhorias. Foi em 1976 que a PerkinElmer
comercializou o primeiro equipamento completamente controlado por computador,
sendo ainda hoje esta a base da espetroscopia de infravermelho.®258 O principio base
de funcionamento pouco se alterou desde entéo, tendo sido apenas otimizado. Assim,
tem sido dada maior importancia ao melhoramento da qualidade dos resultados e

também a miniaturizacéo e portabilidade dos equipamentos. ¢!

2.1. Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os atomos e moléculas ndo sdo estaticos pois vibram em torno das suas
posicbes de equilibrio, qualquer que seja o seu estado fisico. As vibracdes dependem
das massas dos atomos, comprimento e forca das ligacfes, que séo caracteristicas de

cada ligacao. Estas vibracdes ocorrem em frequéncias especificas dentro da gama de
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1,20x10™ Hz a 1,20x10%** Hz. Qualquer fonte de energia com esta frequéncia, como a
radiagdo, por exemplo, € capaz de intensificar estas vibracdes. Este intervalo

corresponde a regido do infravermelho no espetro eletromagnético, representado na
Fig. 22.
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Fig. 22. Espetro eletromagnético da radiac&o./*d

Tal como foi referido, a regido do infravermelho corresponde ao intervalo de
frequéncias da radiacdo que pode entdo estimular as vibracbes moleculares. Para que
a molécula absorva a radiagé@o IR € necessario que esta possua momentos dipolares,
ou seja, alcenos ou alcinos simétricos ou moléculas diatémicas simétricas ndo absorvem

este tipo de radiacdo.®® Alguns tipos de vibracdes moleculares encontram-se
representados na Fig. 23.
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Fig. 23. Exemplos de vibragdes moleculares.!
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As vibragfes stretching implicam um aumento/diminuigcdo do comprimento da
ligacdo, enquanto que as bending provocam uma mudanca no angulo da ligacédo. Ao
intensificar estas vibraces, a radiacdo € absorvida pelas moléculas como fonte de
energia, sendo esta insuficiente para causar mudancas em niveis de energia. Esta
absorcéo de radiacao é o principio base da espetroscopia de infravermelho, sendo que
as diferencas entre a radiacdo emitida e a detetada permitem analisar a composi¢ao da
amostra. A analise permite verificar a presenca de certas ligacdes, nomeadamente de
grupos funcionais caracteristicos.64

A regido do infravermelho conhecida como “mid-IR” localiza-se entre os 4000 e
400 cm?, e é a mais comum nas andlises FTIR, sendo que aqui estdo incluidas as
vibragBes caracteristicas de praticamente todos os grupos funcionais existentes. Mais
ainda, as bandas séo estreitas e de elevada intensidade, facilitando a interpretacdo dos
resultados.®® E ainda muito comum a utilizacdo do NIR (near-infrared spectroscopy),
que usa a regido do infravermelho superior a 4000 cm™. Esta Ultima tem por base a
presenca de sobretons (overtone), ou seja, a combinacéo de frequéncias de vibracoes.
Apesar das vantagens do NIR, tais como a possibilidade de usar a &gua como solvente
e 0S menores custos de materiais, as bandas presentes nesta regido tendem a ser de
intensidade mais baixa e a sua interpretagcao é mais dificil face a do “mid-IR”.1% Assim,
para este trabalho, a regiao a utilizar sera a do “mid-IR”, devido a sua eficacia e maior
simplicidade.

Como ja foi mencionado, para atomos e ligagbes semelhantes, as vibragbes
ocorrem a numeros de onda idénticos, pelo que existem dados tabelados para vibracdes
caracteristicas de grupos funcionais.® Existem tabelas de correlacéo para a regido do
“mid-IR”, que relacionam o numero de onda com a vibracdo caracteristica, tal como €&

representado na Fig. 24, onde v representa vibragdes stretching e & vibragdes bending.
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Fig. 24. Exemplo de uma tabela de correlag&o para FTIR.[9

As técnicas convencionais de infravermelho fazem a radiacdo passar por um

monocromador de forma a selecionar a frequéncia a analisar no momento. Pelo

contrario, no FTIR atual é usado um unico feixe de radiagédo infravermelha, pelo que

todas as frequéncias sdo analisadas simultaneamente. A interferéncia da radiacdo é

feita num interferémetro (normalmente o interferémetro de Michelson), sendo depois

detetada num dos varios tipos de detetores, dando origem a um interferograma (Fig.

25).
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Fig. 25. Exemplo de um interferograma.®”

Os dados séo depois interpretados por um computador usando um algoritmo

matematico, a transformada rpida de Fourier, cujas equacdes se encontram

representadas abaixo.[6364
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1(6) = [;/" B(¥) cos(2nv6) dv (6)
B(¥) = [ 1(6) cos(2nv8) dé 7)

Nas fungdes, a intensidade da radiacdo a chegar ao detetor, 1(§), € relacionada
com a densidade da poténcia a um nuimero de onda especifico, B(v). A equacgéo 6
mostra a varia¢cdo na densidade da poténcia em funcéo da diferenca no percurso da luz
no tempo, representando um padrao de interferéncia. A equacdo 7 mostra a variagao
da intensidade em funcdo do nimero de onda.?%¥ Assim é possivel obter um espetro
de mais facil interpretacdo, que sao normalmente apresentados na forma de
percentagem de transmitancia em funcao do nimero de onda, tal como € representado

no exemplo da Fig. 26.
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Fig. 26. Exemplo de um espetro FTIR de CHCI,.[%!

Nos espetros FTIR, a regido entre 3500 cm™ e 1600 cm™ é conhecida como a
regido dos grupos funcionais, e a regido entre 1400 cm™ e 600 cm™* é denominada regido
fingerprint. No espetro acima, e com recurso aos dados da Fig. 24, conclui-se a
presenca da ligacdo C-H stretching a 3020 cm™, C-H bending a 1220 cm? e C-Cl
stretching a 765 cm™, o que é caracteristico da molécula analisada, o cloroférmio.°

Através de interpretacdes de espetros feitas da mesma forma € possivel

identificar a presenca de mudltiplas ligacdes ou grupos funcionais, o que permite
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confirmar se a amostra em andlise € a correta, detetar produtos contaminantes,

conhecer estruturas moleculares, entre muitas outras possibilidades.

2.2. Equipamento

Os equipamentos FTIR mais comuns sdo geralmente compostos por seis partes
basicas: a fonte de radiacéo, interferometro, detetor, amplificador de sinal, conversor de
sinal e sistema de dados.®? Uma representacdo esquematica de um equipamento FTIR

encontra-se na Fig. 27.

_
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Fig. 27. Esquema de um equipamento FTIR com o interferémetro de Michelson. !

A fonte de radiacdo para um equipamento FTIR é normalmente escolhida entre
duas opgodes: Globar ou lampada de Nernst, sendo que ambas emitem radiacdo na zona
do “mid-IR”. A Globar é uma lampada com um filamento de carbeto de silicio (SiC),

enquanto a de Nernst (Fig. 28) usa um filamento ceramico levado a incandescéncia.b?

)

Glower

Resistor

Shifter (relay)
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5 12103H) 9qn]| JNe3H
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L

Fig. 28. Esquema de uma lampada de Nernst.[%%

Caso seja necessario usar o “far-IR” &€ usada uma lampada de mercurio de alta

pressao, e para o “near-IR” sdo usadas lampadas de tungsténio-halogénio.
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Relativamente ao interferbmetro, o mais comum nos equipamentos FTIR € o

interferémetro de Michelson, representado na Fig. 29.
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Fig. 29. Esquema do interferometro de Michelson.[®

Este interferometro consiste em dois espelhos planos perpendiculares, sendo
que um deles pode mover-se numa direcdo perpendicular ao seu plano, originando
percursos com diferentes distancias relativamente ao beam splitter, o que causa
diferentes interacbes entre as ondas eletromagnéticas apés se recombinarem. Este
beam splitter € um filme semi-refletivo que bisseta os planos dos dois espelhos
mencionados. O material do qual este é feito depende da regido do infravermelho se
pretende analisar. Alguns exemplos sdo brometo de potassio ou iodeto de césio
revestidos com germanio ou oxido de ferro, para as regides do “mid-IR” e “near-IR”, e
filmes organicos finos, como o polietileno tereftalato (PET) para o “far-IR”. Idealmente,
0 beam splitter divide a radiacdo em 50% de reflexao e 50% de transmisséo. O colimador
tem como fungé&o direcionar os feixes de radiagéo, orientando-os paralelamente entre
Si.[52’71]

Para detetar a radiagdo que se recombina, ou seja, apos sofrer interferéncias, é
necessario o uso de um detetor. Na regiao do “mid-IR” sdo usados dois tipos de detetor:
piroelétrico de sulfato de triglicina deuterada (DTGS), representado na Fig. 30, ou
mercurio cddmio telureto (MCT), sendo usados para andlises de rotina ou trabalhos com
maior sensibilidade, respetivamente. Para funcionar corretamente, este Gltimo necessita

de temperaturas muito baixas, semelhantes as do azoto liquido.
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Fig. 30. Exemplo de um detetor DTGS para FTIR na regido “mid-IR”."4

Relativamente ao “near-IR”, os detetores mais comuns sao fotocondutores de
sulfureto de chumbo (PbS). No “far-IR” sdo usados detetores de germénio (Ge) ou
antimoneto de indio (InSb), que funcionam a temperaturas semelhantes a do hélio
liquido.[2 71

O amplificador, tal como o nome indica, tem como fungdo amplificar o sinal
proveniente do detetor para ser convertido de analdgico em digital pelo conversor. Apés
esta conversdo, o sinal digital chega ao sistema de dados para ser aplicada a
transformada de Fourier. Os sistemas de dados, como os computadores, sdo uma pega
fundamental do FTIR moderno, uma vez que, para além das transformacdes
matematicas do sinal, sdo capazes de controlar o equipamento FTIR e ajustar os seus
parametros. Permitem ainda a programacdo de comandos para facilitar andlises
complexas, e ainda a manipulagéo dos espetros por forma a melhorar a qualidade dos

resultados.®?

3. Limpezas

Para que os produtos concebidos sejam de qualidade elevada, é necessario que
o estado de higiene do local de producéo e enchimento seja o indicado. Estas regras de
boas praticas sdo estabelecidas em normas, como a que é seguida na Colep Portugal,
S.A,, a ISO 22716:2007.11 De acordo com a IUPAC, uma superficie limpa é uma
superficie sem quaisquer contaminacdes visiveis pelo método em uso.

A limpeza de produtos de base ndo aquosa, como ndo esta sujeita a presenca
de microorganismos, pode ser dividida em trés etapas gerais: remocao de residuos
grosseiros, limpeza, e enxaguamento do solvente de limpeza. A primeira etapa destina-
se a efetuar uma purga dos residuos do produto anterior, removendo assim os residuos
maiores. De seguida, é efetuada a limpeza com o solvente de limpeza indicado, com o
objetivo de remover os restantes residuos, nomeadamente nas superficies e locais mais

dificeis de alcancgar. Este solvente deve ser capaz de dissolver os residuos, facilitando
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a sua eliminacdo. Estando o solvente e os residuos removidos, a limpeza é finalizada
com o0 enxaguamento do solvente de limpeza, removendo-o, e preparando as
superficies para receber o produto seguinte. Este enxaguamento € feito com o produto
base ou solvente do produto seguinte.”

Cumpridos estes requisitos, para avaliar se uma limpeza foi eficaz, a analise do
solvente de limpeza permite verificar se existem contaminacées com os produtos que
se encontravam antes nos tanques ou linhas. Este solvente deve ser amostrado na
Ultima saida possivel, ao longo do percurso, assegurando assim que o solvente passou
por todos os pontos do sistema. Através da andlise deste produto € possivel detetar
contaminacodes e, caso a limpeza ndo se revele eficaz, o processo pode ser repetido,
evitando assim gastar solventes no enxaguamento de uma limpeza a repetir. Esta
monitorizacdo das limpezas da as empresas uma seguranca extra, garantindo que os

seus produtos tém um risco baixo de sofrer contaminagdes cruzadas.

3.1. Produtos a analisar

Nesta parte do trabalho, os produtos a analisar serdo solventes de limpeza,
provenientes de limpezas em tanques de formulagdo e linhas de enchimento. As
limpezas dos produtos a serem estudados sdo efetuadas com o alcool isopropilico, IPA,
um produto indicado para ser usado como solvente de limpeza. A sua férmula de

estrutura encontra-se representada na Fig. 31.
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Fig. 31. Férmula de estrutura do alcool isopropilico (IPA).

Na molécula do IPA encontram-se presentes quatro tipos de ligagbes cujas
vibragbes podem ser detetadas por FTIR. Estas ligagdes sédo: C-H, C-C, C-O e O-H.
Assim, seria de esperar a existéncia de bandas caracteristicas destas ligacdes, nos
intervalos apresentados na tabela de correlacdo da Fig. 24.

Os contaminantes do IPA, que ndo serdo mencionados visto estarem incluidos
na formulacao dos produtos, possuem também ligacdes cujas vibracdes sdo detetadas
no FTIR. Algumas ligacdes sdo semelhantes as do produto de limpeza, porém existem
outras que ndo ocorrem em numeros de onda coincidentes com os do IPA, permitindo
gue estes sejam detetados. Estas diferencas nos numeros de onda séo a base do

trabalho desenvolvido.
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4. Parte Experimental

4.1. Reagentes e Material

Os reagentes utilizados nesta parte do trabalho destinaram-se a preparacao de
solucBes, em laboratério, de solvente de limpeza contaminado. Na preparacdo das

solucdes representativas de contaminacdes foi usado o reagente da Tabela 15.

Tabela 15. Reagentes utilizados na preparacéo de solugdes.

Reagente Marca

Alcool Isopropilico (IPA
prop (IPA) Shell + Exxon

Grau cosmeético (> 99,9%)

Os produtos contaminantes foram retencdes de bulks aprovadas e dentro do
prazo de validade. Estes bulks sdo produtos feitos na Colep Portugal, S.A.,,
nomeadamente antitranspirantes (APDs) e desodorizantes (Deos), cujas formulacdes
ndo serdo mencionadas.

As amostras foram analisadas por FTIR com células de NaCl Specac. Para
preparar as solugdes foram usados frascos plasticos estéreis de 120 mL, pipetas de
Pasteur de 3 mL e seringas descartaveis de 5 mL.

4.2. Equipamentos

Nesta parte do trabalho foi utilizado um espetrometro de infravermelho (FTIR)
Nicolet Avatar 360 FT-IR, representado na Fig. 32.

Fig. 32. Espetrometro de Infravermelho Nicolet Avatar 360 FT-IR.

Este equipamento encontra-se numa sala com temperatura e humidade
controladas (temperatura entre 21 °C e 24 °C, e humidade inferior a 60%). O software
de aquisicdo de dados usado foi o OMNIC na verséo 7.0.
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Para a preparacéo de solucdes foi utilizada uma balanga analitica Mettler Toledo

AG204 para pesagens do solvente de limpeza e produto contaminante.

4.3. Procedimento Experimental

As solucdes de solvente de limpeza contaminado foram preparadas por medi¢éao
de massas de solvente de limpeza e produtos contaminantes. Os produtos
contaminantes foram pesados no frasco de plastico estéril, medindo uma massa para
obter a concentragéo final desejada e perfazendo o total com IPA. As concentracdes
preparadas variaram entre 10% e 0,1%, com diversos produtos contaminantes dentro
da gama dos APDs e Deos. A massa final da solucéo foi de 50 g, e as massas medidas

de cada um dos componentes encontram-se representadas na Tabela 16.

Tabela 16. Resumo das massas medidas para a prepara¢éo de solu¢des de IPA contaminado.

Concentragéo (%) | Massade bulk (g) | Massa de IPA ()
10 5,0000 45,0000
5 2,5000 47,5000
2 1,0000 49,0000
1 0,5000 49,5000
0,7 0,3500 49,6500
0,5 0,2500 49,7500
0,2 0,1000 49,9000
0,1 0,0500 49,9500

Os frascos com as soluc¢des foram guardados no frigorifico, tendo sido retirados
atempadamente para estabilizarem a temperatura ambiente, aquando das analises a
realizar.

A preparacdo das amostras para analise FTIR foi feita de acordo com um
procedimento interno, baseado na norma ASTM E1252-98 (2013)."%! As analises FTIR

foram feitas com 32 scans e resolucéo 4.

5. Resultados e Discussao

A Colep Portugal, S.A. produz inimeros produtos distintos, entre 0s quais 0S
antitranspirantes (APDs) e os desodorizantes (Deos). Dentro destas duas classes
existem ainda varios produtos que, apesar de terem matrizes semelhantes entre si, ndo

sdo exatamente iguais e possuem diferentes perfumes. Devido & enorme diversidade
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de produtos, € dificil dedicar um tanque de formulagdo ou uma linha de enchimento a
apenas um. E necessario garantir a eficacia das limpezas para que ndo ocorram
contaminacdes cruzadas. Desta forma € assegurado que os produtos finais cumprem
os padrbes de qualidade da empresa, e os exigidos pelo cliente.

Para garantir a eficicia das limpezas, o controlo dos solventes é feito por andlise
sensorial. Os solventes sdo analisados pelo odor e, quando possivel, pelo aspeto visual.
Aquando do estagio, novos procedimentos de limpeza, com IPA, estavam a ser
validados, o que motivou o desenvolvimento do método FTIR e a qualificacdo de
analistas de odor. A analise de odor, tal como j& foi referido, é uma ferramenta muito util
na detecdo de contaminacdes por identificacdo de odores ndo caracteristicos no
solvente de limpeza. Este tipo de andlise permite detetar contaminagbes numa
percentagem extremamente reduzida, porém esta sujeita a alguma variabilidade e pode
ser por vezes dependente da sensibilidade do analista.

Para minimizar esta variabilidade associada e complementar os resultados
obtidos por analise de odor, foi desenvolvido um método FTIR que visa detetar
contaminacdes presentes no solvente de limpeza (IPA).

O solvente de limpeza (IPA) ndo contaminado apresenta um espetro como o da
Fig. 33. Os templates usados para representar 0s espetros apresentam o espetro
completo na parte superior, e uma parte da regiao fingerprint em baixo, cujo objetivo é

tornar visualmente mais fécil a identificacéo de picos caracteristicos.
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Fig. 33. Espetro de infravermelho do IPA ndo contaminado.

Verifica-se a presenca de bandas caracteristicas das vibrag6es da molécula do

IPA, como por exemplo a banda a cerca de 3380 cm™ que representa a ligacdo O-H, as

61



Otimizagao de Métodos GC-FID & Desenvolvimento de um Método FTIR, Complementar a Anélise SenFs((:)tiJ;
bandas a cerca de 2980 cm?, 1390 cm™ e 820 cm™ que representam as ligagées C-H,
a banda a cerca de 950 cm™ que representam as ligacdes C-C, e ainda as bandas a
cerca de 1150 cm™ que representam a ligacédo C-O.

Para determinar quais os produtos contaminantes mais faceis de detetar, foram
feitos espetros das varias matérias primas que sdo incluidas em todos os produtos,
dentro das gamas de APDs e Deos. Idealmente, o produto contaminante a ser detetado
deveria ser 0 que se encontra em maior percentagem na férmula do produto, ou seja, o
seu solvente base. Por comparacdo com IPA, estes dois produtos (um base de APDs e
outro base de Deos) permitem a identificacdo de algumas das suas bandas
caracteristicas. Estes produtos sdo o ciclopentasiloxano, no caso dos APDs, e o etanol
desnaturado, no caso dos Deos. Abaixo, nas Fig. 34 e Fig. 35 , encontram-se
sobrepostos os espetros FTIR de IPA n&o contaminado e de IPA contaminado com APD
e Deo, respetivamente, a 10%. Os cddigos internos dos produtos contaminantes

encontram-se tapados nos espetros.
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Fig. 34. Sobreposi¢ao dos espetros de IPA nédo contaminado e de IPA contaminado com APD a 10%.
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Fig. 35. Sobreposicao dos espetros de IPA ndo contaminado e de IPA contaminado com Deo a 10%.

E entdo possivel identificar uma banda caracteristica do solvente de APDs a
cerca de 1260 cm, assinalada no espetro da Fig. 34. Quanto aos Deos, existem dois
picos caracteristicos, assinalados na Fig. 35, a cerca de 1050 cm™ e 880 cm™.

Determinou-se entdo que o FTIR é capaz de detetar contamina¢des dos
produtos base de APDs e Deos no IPA de limpeza. Uma vez que apés a lavagem com
o solvente de limpeza ainda sera feito 0 enxaguamento com o produto base da produgéo
seguinte, € considerada aceite uma contaminagéo igual ou inferior a 1%.

A validacdo deste meétodo qualitativo foi efetuada com base nos guias
RELACRE!"" e Eurachem!, e ainda no trabalho de Miller & Miller2. Assim, foram
validados os seguintes parametros: especificidade, limite de detecdo, robustez e
repetibilidade. Mais ainda, de forma a avaliar o método, foram realizados testes de

comparacgao com os resultados obtidos por um painel de analistas de odor qualificados.

5.1. Especificidade

Para validar o método para a sua especificidade foram efetuados grupos de
produtos dentro dos APDs e Deos, consoante os seus constituintes. Foram entdo
criados quatro grupos, dois para APDs e dois para Deos, representativos da gama de
produtos. Dentro de cada grupo foi selecionado aleatoriamente um produto e foram
preparadas contaminacfes de IPA a 10%, conforme foi descrito anteriormente. De
seguida as amostras foram analisadas por FTIR, sendo que os resultados obtidos para
contaminacfes com APDs se encontram na Fig. 36, e os resultados para contaminacdes

com Deos na Fig. 37. Foi definido internamente que o critério de aceitacdo seria nao
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existir nenhuma outra banda num intervalo de + 30 cm™ em redor dos picos de interesse,

garantindo assim que n&o ocorreria qualquer interferéncia.
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Fig. 36. Espetros FTIR das duas contaminagdes com APDs.
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Fig. 37. Espetros FTIR das duas contaminacdes com Deos.

Tal como é visivel nos espetros acima, ndo se verificam diferengas visualmente

significativas entre cada um dos grupos, particularmente nas zonas dos picos de

interesse, que se encontram sombreadas. Outras matrizes foram testadas dentro de

cada grupo de produtos e as diferencas detetadas foram minimas, sendo que na zona

das bandas das contaminac¢des ndo ocorreu qualquer tipo de interferéncia.

Quanto ao critério de aceitacdo, ndo se verifica a presenca de qualquer outra

banda no intervalo de + 30 cm™. Desta forma, o método encontra-se validado a nivel de
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especificidade, ndo havendo qualquer interferéncia com os picos caracteristicos das

contaminacoes.

5.2. Limite de Detecao

Para validar o limite de detecdo do método FTIR, foram selecionados
aleatoriamente quatro produtos contaminantes, dois APDs e dois Deos. Apds esta
selecdo, foram feitas contaminacdes de IPA com os produtos, em concentracdes de
10%, 5%, 2%, 1,5%, 1%, 0,5% e 0,1%. As amostras foram analisadas no FTIR e os

resultados para APD encontram-se na Fig. 38 e para Deo na Fig. 39.
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Fig. 38. Sobreposicéo dos espetros FTIR de IPA contaminado com APD, em concentragdes de 10% a 0,1%.
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Fig. 39. Sobreposicao dos espetros FTIR de IPA contaminado com Deo, em concentracdes de 10% a 0,1%.
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Nos espetros acima, nas zonas sombreadas, verifica-se uma diminuicdo no
tamanho dos picos dos produtos contaminantes, acabando por se tornar praticamente
indistinguiveis da linha de base. Avaliar uma contaminacao visualmente introduz uma
grande variabilidade, uma vez que o resultado fica sujeito a interpretacdo do analista.
Com o intuito de eliminar esta influéncia do analista, foi utilizada uma funcéo do sistema
para detetar os picos. A funcao “Find Peaks” faz parte do software OMNIC, assinalando
0S picos com o0 seu numero de onda. Esta funcdo permite ainda um ajuste de
sensibilidade.

A funcao foi entdo utilizada para identificar as bandas, sendo que se o0s picos
caracteristicos dos contaminantes estiverem assinalados com o respetivo nimero de
onda, a amostra € considerada contaminada. Foram feitos testes com diversas
sensibilidades e concluiu-se que a sensibilidade 75 permite assinalar o maximo de
bandas possivel, ainda sem as confundir com o ruido da linha de base ou da amostra.
Mais ainda, esta sensibilidade permite obter um limite de dete¢cdo concordante com o
critério de aceitacao interno das amostras contaminadas.

Assim, os espetros das amostras anteriormente mencionadas foram analisados
com recurso a fungéo “Find Peaks”, tendo sido obtidos os resultados representados na

Fig. 40 para APD e na Fig. 41 para Deo.
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Fig. 40. Espetros FTIR na funcéo “Find Peaks” de uma contaminagdo de IPA com APD, a 1,5% e 1%.
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Fig. 41. Espetros FTIR na funcéo “Find Peaks” de uma contaminagao de IPA com Deo, a 1,5% e 1%.

Nos espetros acima é visivel que para as concentragfes de 1,5% os picos dos
contaminantes encontram-se assinalados, mas o0 mesmo ndo se verifica para as
concentracdes de 1%. O mesmo foi verificado nas restantes amostras analisadas, tendo
sido detetadas todas as concentragfes iguais ou superiores a 1,5% e nenhuma abaixo
o foi. Assim sendo, o limite de dete¢do do método FTIR € 1,5%, o que esta de acordo
com as especificagdes internas. Desta forma, 0 método encontra-se validado a nivel de

limite de detecao, tendo sido ainda eliminada a influéncia da interpretacéo do analista.

5.3. Robustez

Para validar a robustez do método foi necessario avaliar os fatores que poderiam
introduzir variabilidade. As amostras a analisar serdo provenientes de tanques de
formulacéo ou linhas de enchimento, pelo que ndo existe qualquer tipo de preparacéo.
A andlise dos espetros seré feita com recurso a ferramenta de software “Find Peaks”,

pelo que a influéncia do analista neste caso nédo é aplicavel. Assim, o Unico fator que
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podera ter alguma variabilidade seria a preparacdo da amostra nas células de NacCl.
Apesar de ser feito de acordo com um procedimento padrdo, existem pequenas
variacbes que podem ter alguma influéncia. Desta forma, cinco analistas diferentes
analisaram dois tipos de contamina¢des, uma de APD e uma de Deo, aleatoriamente
selecionados. Dentro de cada tipo de contaminagdo foram feitas trés concentracoes
diferentes: uma contaminacdo significativa (5%), uma contaminacdo no limite de
rejeicdo que ainda deve ser detetada (1,5%), e uma contamina¢cdo minima que seria
aceite (0,5%). Seria esperado que as duas primeiras fossem sempre detetadas, e a

ultima nunca fosse. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados obtidos no teste de robustez com cinco analistas diferentes.

. ~ Picos detetados? (Find Peaks, Sensibilidade 75) N° de
Tipo de | Concentracao . . . . .
produto (%) Analista | Analista | Analista | Analista | Analista re_sultados
1 2 3 4 5 diferentes
Sim Sim Sim Sim Sim 0
5 Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
APD 1,5 Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
Nao Nao Nao Nao Nao 0
0,5 Nao Nao Nao Nao Nao 0
Nao Nao Nao Nao Nao 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
5 Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
Deo 1,5 Sim Sim Sim Sim Sim 0
Sim Sim Sim Sim Sim 0
Nao Nao Nao Nao Nao 0
0,5 Nao Nao Nao Nao Nao 0
Nao Nao Nao Nao Nao 0

Com os dados anteriores verifica-se que as concentracdes de 5% e 1,5% séo
sempre detetadas, enquanto que as concentracdes de 0,5% nunca s&o. Mais ainda,
entre os analistas, ndo se registou nenhum resultado diferente para a mesma amostra.

Assim, todos o0s resultados sdo concordantes entre os analistas e face ao

esperado, o que valida a robustez do método FTIR.

5.4. Repetibilidade

Com o objetivo de verificar se 0 método FTIR origina uma resposta precisa, foi
efetuado um teste de repetibilidade. Para realizar o teste foram escolhidos

aleatoriamente um APD e um Deo. Foram preparadas solucdes de IPA contaminado
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com os produtos a 5%, 1,5% e 0,5%. Estas concentragdes foram escolhidas pelos
mesmos critérios apresentados para o teste de robustez. Cada solucdo foi analisada
dez vezes, sendo que o critério de aceitacdo € que todas as repeticdes originem o
mesmo resultado, sendo este de acordo com o esperado para cada concentracdo. Nas
Fig. 42 e Fig. 43 encontram-se sobrepostos os dez espetros obtidos para as

contaminacfes com APD e Deo, respetivamente.
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Fig. 42. Sobreposigao dos espetros FTIR das dez repeticdes para a contaminagao de IPA com APD a 5%.
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Fig. 43. Sobreposicao dos espetros FTIR das dez repeticdes para a contaminacdo de IPA com Deo a 5%.

Visualmente os dez espetros sdo muito semelhantes, o que indica que os
resultados sao aparentemente também repetiveis. As restantes concentracdes foram

testadas e os espetros analisados pela fungéo “Find Peaks”. Os resultados obtidos para
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todas as concentracdes usadas no teste de repetibilidade encontram-se apresentados
na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados obtidos no teste de repetibilidade com 10 repeti¢des.

Tipo de | Concentracéo Picos detetados? (Find Peaks, Sensibilidade 75) N° de

produto (%) 1123 |4|5s5|6]| 7|81 9]10 resultados
diferentes

5 Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim 0

APD 15 Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim 0

0,5 Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao 0

5 Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim 0

Deo 1,5 Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim 0

0,5 Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Ndo | Nao | Nado | Nao | Nao 0

Tal como é visivel na tabela anterior, todas as concentragbes originaram o
resultado esperado: picos detetados a 5% e 1,5% e néo detetados a 0,5%. No que diz
respeito as repeti¢des, todos os resultados foram coerentes, ndo se tendo verificado
nenhum resultado diferente dentro de cada concentracdo. Assim, o método encontra-se

validado para a repetibilidade.

5.5. Analise Sensorial

Sendo o objetivo do método FTIR ser aplicado como complemento a analise
sensorial, os resultados obtidos foram comparados com os de um painel de analistas de

odor qualificados para complementar a validagéo.

5.5.1. Método de Andalise de Odor

Para que os resultados da analise de odor sejam concordantes as especificagcbes
internas, 0 método de analise deve ser estabelecido de forma a que as amostras
contaminadas em percentagem superior ao aceite sejam reprovadas, e vice-versa.
Sendo uma contaminacgao < 1% considerada aceite, um analista de odor deve aprovar
amostras contaminadas em < 1%, e reprovar amostras com contaminagées > 1%.

O solvente de limpeza (IPA), tem um odor muito forte, pelo que no inicio pode
mascarar praticamente qualquer outro odor. Porém, ap0s a sua evaporagdo completa,
qualquer outro odor seria detetado, mesmo que se encontrasse em concentracdes muito
baixas (< 0,01% foi detetado ap6s evaporacao total). Esta detecdo ndo é vantajosa, uma
vez que a empresa poderia estar a consumir solvente de limpeza em excesso,
desnecessariamente, pois existe uma etapa final de enxaguamento do solvente de
limpeza, que remove o odor residual. Assim, foi necessario desenvolver um método que

permitisse detetar contaminacdes até a gama de 1%, para que as limpezas sejam
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eficazes e vao ao encontro das especificacdes internas, sem criar custos extra para a
empresa.

O método desenvolvido consiste em dar algum tempo para que o odor do IPA
perca intensidade, mas sem desaparecer por completo. Varios métodos foram testados,
e um deles revelou-se capaz de originar resultados validos e semelhantes ao FTIR.
Neste método, apoés mergulhar o papel na amostra, deve-se aguardar cerca de 15
segundos, abanando ligeiramente o papel até que este fique apenas humido. Apés este
tempo a amostra deve ser analisada apenas durante aproximadamente 5 segundos. A
amostra devera ser comparada com IPA ndo contaminado e avaliada de acordo com a

escala apresentada na Tabela 19.

Tabela 19. Escala e descrigdo para avaliagao de amostras de IPA de limpeza.

Nota | Escala de Odor Comentarios

N&o sou capaz de detetar a presenga de qualquer odor caracteristico de
Sem diferen¢a |algum produto que ndo seja IPA. A amostra de teste é igual ao padrdo de
IPA.

Posso detetar uma nota ndo caracteristica do IPA, com uma intensidade

(I;;:quena baixa, e praticamente ndo identificAvel. A amostra de teste é
irerenca essencialmente o mesmo que o padrdo de IPA.

Posso detetar a presenga de um produto distinto de IPA com uma

3 Diferenca intensidade moderada. No entanto, a amostra ainda representa o carater

moderada de odor do padrdo, sendo que a contaminagdo ndo tem intensidade

suficiente para se sobrepor ao IPA.

Posso detetar a presenca de um produto distinto do IPA, com uma
Diferenca intensidade elevada. A contaminagcdo da amostra tem intensidade

significativa |suficiente para ser facilmente detetada e representa uma contaminagéo

significativa que pode contaminar o produto seguinte.

Posso detetar a presenca de um produto distinto do IPA, com uma

Diferenca intensidade muito elevada. A contaminagdo da amostra tem intensidade
grande suficiente para se sobrepor ao IPA e representa uma contaminagéo severa

gue ird contaminar o produto seguinte.

As notas individuais devem ser depois convertidas na média dos resultados, e,
de acordo com a escala anterior, a média tem o seguinte critério de aceitacao:
e 5/4 —amostra aceite;
e 3 —amostra aceite, exceto se algum resultado do panel test for 1 ou 2;

e 2/1 —amostra rejeitada.

Tendo em consideragéo a escala anterior, as concentracdes das contaminacgoes
de IPA testadas foram associadas a uma nota, com o objetivo de avaliar o painel. As
associacdes foram feitas de acordo com os critérios de aceitacdo internos, e ainda as

caracteristicas das amostras contaminadas. As notas sdo apresentadas na Tabela 20.
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Tabela 20. Associacéo de notas de avaliagdo de odor a concentragfes de contaminagées de IPA.

Concentragéo Nota esperada

c25%
1,5% <c<5%
1% <¢c<1,5%
0,5% <c<1%
< 0,5%

QB [WIN]|F-

Desta forma, as concentracfes aceites foram associadas aos valores 4 e 5 e as
rejeitadas aos valores 1 e 2. A nota 3, sendo a que reflete maior divida e tem critérios
especificos, foi associada ao intervalo de concentragfes mais dificeis de analisar, no

qual 1% j& seria aceite.

5.5.2. Limite de Detecao

Para verificar se todos os tipos de produtos sdo detetados nas concentragfes a
serem aceites ou rejeitadas, foi testado o limite de detecdo. Este teste ndo teve como
objetivo avaliar o grau de contaminagéo, apenas verificar se € detetado algum odor n&o
caracteristico no IPA. Foram feitos quatro grupos de produtos que podem ter diferencas
no tipo ou na intensidade do odor: APDs com aluminio, APDs sem aluminio, Deos, e
ainda produtos com perfumes encapsulados. Dentro destes grupos foram selecionados
0s produtos mais e menos intensos, e um de cada foi escolhido para as contaminacdes
de IPA, por grupo. Varias solucdes foram preparadas a concentracdes de 1,5%, 1%,
0,5% e 0,2% e analisadas por cinco analistas. Cada analista avaliou a amostra de
acordo com o método descrito anteriormente, mas sem aplicar a escala de avaliagéo.
Neste caso a resposta € “Sim” ou “Nao”, a questdo se é detetado algum odor nao
caracteristico do IPA. Neste teste, detetar o odor ndo significa que a amostra seja
considerada contaminada.

Para que a andlise de odor seja concordante com o FTIR, as contaminacdes a
1,5% tém de ser detetadas por todos os analistas. Com os testes do método de analise
de odor, seria de esperar que as concentracfes de 1,5% fossem sempre detetadas,
sendo este o limite de detecdo. As contaminagfes a 1% também podem ser detetadas
por todos, mas abaixo disso ndo devem ser detetadas por todos. Assim, o limite de
detecdo esperado deveria ser 1,5% ou 1%, sendo que, pelo menos numa das
concentracdes, todos os analistas devem detetar o odor ndo caracteristico. Os

resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Resultados obtidos no teste de limite de detegdo do odor de amostras de IPA contaminado.

Tipo de Produto Concentragéo Contaminacéo detetada pelo avaliador?
produto (%) A B C D E
1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
A 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Nao Nao Nao Nao Nao
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
APD ¢/ Al 15 Sim Sim Sim Sim Sim
B 1 Sim Nao Sim Sim Sim
0,5 N&ao Nao Sim Nao Nao
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
c 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Sim Sim Nao Sim Sim
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
APD s/ Al 15 Sim Sim Sim Sim Sim
D 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Sim Sim Nao Nao Sim
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
E 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Nao Nao Nao Sim Sim
Deo 0,2 N_f?\o N_éo N_éo N_Slo Nﬁo
1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
= 1 Sim Nao Nao Nao Nao
0,5 N&ao Nao Nao Nao Nao
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
G 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Nao Nao Nao Sim Nao
Perfume 0,2 Nao Nao Nao Nao Nao
Encapsulado 1,5 Sim Sim Sim Sim Sim
H 1 Sim Sim Sim Sim Sim
0,5 Sim Nao Sim Sim Sim
0,2 Nao Nao Nao Nao Nao

De acordo com os resultados anteriores, em todos os tipos de contaminagdes
testados, o limite de detecdo foi 1,5% ou 1%, o estd de acordo com o critério de
aceitacdo proposto. Assim, verificou-se que o método de andlise de odor é adequado

para comparacao de resultados com o FTIR, tendo um limite de detec&o semelhante.

5.5.3. Qualificacao

Sendo o objetivo da analise de odor a comparagcédo com os resultados do FTIR
para complementar a validacdo, € necessario que o0s analistas sejam treinados e
qualificados para proceder a avaliacdes fiaveis. Assim, foi elaborado um plano de treino
sensorial com o objetivo de treinar os analistas quer a nivel de identificacdo de odores,
quer a nivel de utilizacdo de escalas. Este plano foi elaborado de acordo com uma

guideline interna, tendo sido feitas ligeiras alteragfes para ser adaptado as amostras
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em teste. O plano consistiu em quatro fases: treino inicial, treinos praticos | e Il, e
gualificacdo. O treino inicial (6 amostras, 1 ndo contaminada) teve como objetivo dar a
conhecer a escala de avaliacdo e os odores das contaminacfes numa gama ampla de
concentracdes. No treino pratico | (8 amostras, 1 ndo contaminada) a gama de
concentracdes foi reduzida e foram incluidas todas as matrizes de produtos
contaminantes. O treino pratico Il (8 amostras, 1 ndo contaminada) foi uma fase extra,
com amostras diferentes e concentracdes inferiores face ao treino I. Foi introduzida com
0 objetivo de reduzir ainda mais a gama de andlise e para uniformizar o painel,
principalmente a nivel de amplitude de resultados. Finalmente, a fase da qualificacéo (8
amostras, 1 ndo contaminada) teve um layout semelhante ao treino Il, apenas com
amostras diferentes.

De acordo com a guideline interna referida, para que um analista possa ser
qualificado tem de ter passado num teste de pré-selecédo (SIT). Dentro do grupo de
pessoas que tinham passado este teste, 5 foram escolhidas para o treino sensorial.
Idealmente, o numero de analistas deveria ser superior, mas devido a reduzida
disponibilidade apenas estes puderam fazer parte deste estudo.

Para que o treino atingisse o seu objetivo, o painel foi controlado através de
critérios de aceitacdo definidos internamente. Para isso foram criados dois critérios:
desvio face ao resultado esperado e amplitude do painel. Quanto ao primeiro, foi
definido que cada analista deveria dar a nota esperada para a cada amostra
contaminada, apresentadas na Tabela 20, com uma tolerancia de + 1. Neste critério,
cada analista pode dar apenas uma nota fora do intervalo de aceitacdo por fase de
treino. Quanto ao segundo critério, em cada panel test, a amplitude dos resultados
(Amplitude = nota maxima — nota minima), por amostra, deve ser sempre < 2. Apenas
uma amplitude superior a 2 é tolerada, por fase de treino. Os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Resultados obtidos no treino sensorial.

Critério Fase A BAnallsté\/PalneID E Resultado
NGmero de Inicial 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6
respostas dentro Prético | 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 Aceite
do intervalo Préatico Il 7/8 8/8 8/8 8/8 718
esperado Qualificacdo| 7/8 8/8 7/8 8/8 7/8
Inicial Todas as amplitudes < 2
Amplitude do Pratico | Todas as amplitudes < 2 Aceite
panel test Prético Il Apenas uma amplitude = 3
Qualificacao Apenas uma amplitude = 3
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Quanto a comparacdo face aos resultados esperados, todos os analistas
cumpriram o critério de aceitacdo, tendo ho maximo uma resposta errada por fase de
treino. Relativamente aos painéis, nenhuma fase de treino teve mais do que uma
amplitude superior a 2, pelo que o critério de aceitacao foi também cumprido.

E importante realcar que nos treinos inicial e pratico | se detetou alguma
discrepancia nos resultados obtidos face aos esperados nas ultimas amostras de cada
fase. Isto poderia dever-se a serem as fases iniciais do treino, ou ainda ao intenso odor
do IPA que satura a mucosa nasal. Estas amostras foram repetidas de forma cega fora
dos treinos, tendo-se verificado que os resultados se aproximaram do valor esperado.
Novas repeti¢cdes foram realizadas e os resultados mantiveram-se concordantes com o
esperado. Com estes resultados, as fases seguintes do treino foram divididas em duas
partes, com quatro amostras cada. Um dos analistas necessitou de repetir a fase de
qualificacao, tal como é previsto na guideline. No final, os 5 analistas de odor foram
qualificados.

5.6. Comparacao de Resultados

Como foi referido anteriormente, com o intuito de complementar a validacao
foram feitos testes de comparacao dos resultados FTIR com os da anélise sensorial. As
amostras testadas foram amostras reais de IPA de limpeza, proveniente de tanques de
formulacao e linhas de producao, apds limpeza de APDs ou Deos. Como foi provado na
validagdo, os espetros de IPA contaminado n&o diferem entre matrizes de produtos
contaminantes, dentro dos respetivos grupos (APDs e Deos). Portanto, a detecéo de
contaminacdes baseou-se apenas em dois grandes grupos, APDs e Deos. Dentro dos
APDs serao apresentados resultados para com e sem aluminio, apenas para simplificar
monitorizacdes internas das limpezas. Porém, a detecdo nos dois é feita da mesma
forma, para o0 mesmo produto contaminante. Dentro do grupo dos Deos néo foi feita
qualquer distin¢éo.

As amostras reais foram analisadas por FTIR, em triplicado, e por analise de
odor feita pelos 5 analistas qualificados, também em triplicado. O critério de aceitagédo
para o FTIR é que as trés repetigdes originem o mesmo resultado: “Contaminado” ou
“Limpo”. Para a analise de odor, a avaliagao é feita de acordo com a escala da Tabela
19, e os critérios sdo que cada analista apenas pode ter uma amplitude < 1 nos seus
trés resultados individuais, por amostra, e a amplitude do painel tem de ser < 2. Quanto
ao resultado final, a amostra apenas é considerada aprovada caso os resultados do

FTIR e da andlise sensorial sejam ambos “Limpo”. Caso sejam discordantes ou ambos
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“Contaminado”, a amostra deve ser considerada contaminada e, portanto, rejeitada. Foi
estabelecido que pelo menos 95% dos resultados devem estar concordantes entre si.

Foi criado um template numa folha de calculo em Excel para fazer o registo e
tratamento dos dados. Nesta folha foram registados os cédigos e lotes dos produtos
analisados (aqui ndo referidos) e a folha automaticamente preenchia as tabelas para os
resultados das analises FTIR e sensorial. Apés inserir os resultados, a folha classificava
a amostra como “Limpa” ou “Contaminada” em cada uma das analises, mediante os
critérios de aceitacdo jA mencionados. Por fim, a folha apresentava um resumo, no qual
os dois resultados eram considerados e a deciséao final sobre a amostra era apresentada
(“Aprovado” ou “Reprovado”). As tabelas apresentadas de seguida sdo versdes
codificadas da folha de calculo referida.

Os resultados obtidos pelo método FTIR, para amostras reais de IPA de limpeza,
sao apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Resultados obtidos para as amostras reais de IPA de limpeza, pelo método FTIR.

Amostra | Tipo de Picos detetgd_o_s? (Find
o produto Peaks, Sensibilidade 75) Resultado
1 2 3

1 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
2 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
3 Deo Sim Sim Sim Contaminado
4 Deo Sim Sim Sim Contaminado
5 Deo Nao Nao N&o Limpo

6 Deo N&o N&o Nao Limpo

7 Deo Nao Nao N&o Limpo

8 Deo Nao Nao N&o Limpo

9 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
10 APD c/ Al Nao Nao N&o Limpo

11 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
12 APD c/ Al Nao Nao N&o Limpo

13 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
14 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
15 APD c/ Al Nao Nao N&ao Limpo

16 APD c/ Al Sim Sim Sim Contaminado
17 APD c/ Al Nao Nao N&ao Limpo

18 Deo Sim Sim Sim Contaminado
19 Deo Sim Sim Sim Contaminado
20 Deo Sim Sim Sim Contaminado
21 Deo N&o N&o Nao Limpo

22 APD s/ Al Sim Sim Sim Contaminado
23 APD s/ Al N&o N&o Nao Limpo
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Foram entdo analisadas as amostras possiveis de acordo com as producdes,
sendo que os APDs com aluminio e os Deos foram testados no minimo dez vezes cada.
Quanto aos APDs sem aluminio, devido ao baixo nimero de produ¢des aquando dos
testes, ndo foram testados tantas vezes como 0s restantes. De qualquer das formas,
todas as matrizes a testar estdo representadas.

Com os resultados apresentados verifica-se que, em todas as amostras
testadas, os resultados do FTIR s&o consistentes, tendo as trés repeticdes por amostra
originado sempre o mesmo resultado, o que cumpre ao critério de aceitacdo
estabelecido.

As mesmas amostras foram também sujeitas a referida andlise de odor, tendo
sido efetuado o panel test com os cinco analistas qualificados. Cada um analisou a
mesma amostra trés vezes. Os resultados séo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Resultados obtidos para as amostras reais de IPA de limpeza, por andlise sensorial.

Amostra | Tipo de Resultados do Panel Test Média Resultado

ne produto A B C D E

1 APDCc/Al |1 |1|21|21|1|2|1|1(1]2|2|2]|]1|1|1 1 Contaminado
2 APDCc/Al |3|2(2]|2]|2(2]3[|2|2]3|3|3]33|3 3 Contaminado
3 Deo 2121212|2(2]2|2|2]|2|2|2]3|3|3 2 Contaminado
4 Deo 21212122222 (2]|2|2|2]3|3|3 2 Contaminado
5 Deo 514|1413|4|4|5(4|4|5|5|4|4/|4 |4 4 Limpo

6 Deo 5(4|41414|4]|3|4|4]|5|5|5]|4|4]|5 4 Limpo

7 Deo 414|414 |14|4]13|3|4|4|4|4]|4|4|4 4 Limpo

8 Deo 4141414 (4414441454444 4 Limpo

9 APDCc/Al |1 |1|1|1|1|2|2|1(1]1|21|1]1/1/1 1 Contaminado
10 APDC/Al |4 |4 (4|5|4(4|4|4|4|4|4|4]|4|4 |4 4 Limpo

11 APDCc/Al |2|2|2|2|1|1]12|2|2]1|1|2]3|3|3 2 Contaminado
12 APDC/Al |4 |4|4|4|4|4]13|3|4|4|4|4]|4|4|4 4 Limpo

13 APDC/Al |11 /1|21(1(1|2|2|2]1|1|1]2|2]|2 1 Contaminado
14 APDCc/Al |2|2(2]|2]|2|2]3|3|3]|3|2|2]|]22|2 2 Contaminado
15 APDC/Al |54 4|34 |3|4|5(4|4|4 4|44 |4 4 Limpo

16 APDCc/Al |2|2|2|1|1|1]1]|2|2]2|2|2]|]1]|1|1 2 Contaminado
17 APDC/Al |3|3|3|3|3|3|4|4|4|4|4|4]4|4]|4 4 Limpo

18 Deo 2(21211)1)1)1|1|1}]3|3|3|1|1]1 2 Contaminado
19 Deo 2121211)1|1)1|1|1]2|2|2|3|2]|2 2 Contaminado
20 Deo 3122|2222 |1|2]|2|2|2|2|2|2 2 Contaminado
21 Deo 4|4 |4|4|4|4]14|4(4]14|4|4]|14|4|4 4 Limpo

22 APDs/Al |1 |1 (1|2|1|1|1|1|1]|2|2|2]|3|2]|2 2 Contaminado
23 APDsS/Al |5|4|4|4|4|4|14|4|4]14|4|4]|4|4|4 4 Limpo
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As amostras foram entdo avaliadas pela média, de acordo com os critérios de
aceitacdo ja referidos. Para controlar o painel, os critérios estabelecidos foram
verificados, e nenhum dos analistas teve uma amplitude superior a 1 nos seus
resultados individuais, por amostra. O painel em si, por amostra, também nunca teve
amplitude superior a 2. O perfil do painel esta representado na Fig. 44, comparando a

média dos resultados individuais de cada analista, com a média do painel, por amostra.

Profile plot: Nota

Amostra 9
Amostra 1
Amostra 13
Amostra 22
Amostra 16
Amostra 18
Amostra 19
Amostra 11
Amostra 20
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 14
Amostra 2
Amostra 17
Amostra 7
Amostra 8
Amostra 5
Amostra 6

Amostra 12
Amostra 15
Amostra 21
Amostra 10
Amostra 23

Fig. 44. Perfil do painel, comparando a resposta média dos analistas com a média global, por amostra.

Com o gréfico verifica-se que os resultados cumprem os critérios de aceitagédo
estabelecidos anteriormente, como a amplitude de resultados individuais e do painel.

Verificou-se que em amostras consideradas “Contaminadas” existem por vezes
resultados individuais com a nota 3, o que reflete duvida quanto a aceitacdo da amostra.
Futuramente, no caso de uma analise individual, para evitar a aprovagédo de amostras
incorretamente, foi estabelecido que perante a nota 3 é obrigatério realizar um panel
test.

Finalmente, foi feita a comparac¢do dos resultados obtidos no FTIR com os da

analise de odor. Esta comparacédo esta apresentada na Tabela 25, bem como a deciséo
final sobre as amostras.
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Tabela 25. Comparacéo de resultados do FTIR e da andlise de odor, com a respetiva decisdo sobre a amostra.

Amostra | Tipo de Resultado Resultado Resultado | DecisAo

ne produto FTIR Sensorial Final

1 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado _
2 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado

3 Deo Contaminado | Contaminado | Contaminado

4 Deo Contaminado | Contaminado | Contaminado

5 Deo Limpo Limpo Limpo

6 Deo Limpo Limpo Limpo -
7 Deo Limpo Limpo Limpo

8 Deo Limpo Limpo Limpo -
9 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado

10 APD c/ Al Limpo Limpo Limpo _
11 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado -
12 APD c/ Al Limpo Limpo Limpo

13 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado -
14 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado

15 APD c/ Al Limpo Limpo Limpo

16 APD c/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado

17 APD c/ Al Limpo Limpo Limpo

18 Deo Contaminado | Contaminado | Contaminado -
19 Deo Contaminado | Contaminado | Contaminado

20 Deo Contaminado | Contaminado | Contaminado

21 Deo Limpo Limpo Limpo

22 APD s/ Al | Contaminado | Contaminado | Contaminado

23 APD s/ Al Limpo Limpo Limpo

Verificou-se entdo que o0s

resultados obtidos no FTIR foram sempre

concordantes com o0s da andlise sensorial. Nas amostras testadas, o grau de
concordancia entre os resultados das duas analises foi de 100%, pelo que o critério de

aceitagao foi cumprido.

6. Conclusodes e Melhorias Futuras

A analise dos solventes de limpeza na Colep Portugal, S.A. era feita apenas por
analise sensorial. Para complementar esta andlise, e dar mais confianga ho momento
da deciséo, foi desenvolvido um método FTIR capaz de detetar contaminagbes em
solventes de limpeza de APDs e Deos, provenientes de limpezas em tanques de
formulacéo e linhas de enchimento. Sendo o IPA o solvente de limpeza, o objetivo foi
detetar contaminacdes presentes no mesmo. Assim, foram testadas contaminacdes
com varias matérias primas, tendo sido concluido que a contaminagdo mais facil de

detetar é através dos produtos base de APDs e Deos. Sendo o produto base o que esta
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presente em maior percentagem é também a contaminacgéo ideal para ser detetada.
Dentro de cada grupo, APDs e Deos, o produto base € o mesmo, pelo que foi possivel
desenvolver um método geral que se aplica a todos os produtos dentro destes grupos.
O método foi validado nos parametros de especificidade, limite de detecéo, robustez e
repetibilidade, tendo todos os resultados cumprido os critérios de aceitacéo.

Para complementar os resultados foi feita a comparacdo com um painel de
analistas de odor qualificados. Foram treinados cinco analistas de acordo com a
guideline interna, tendo os cinco sido qualificados. Estes analistas formaram um painel
que analisou todas as amostras de IPA provenientes de limpezas, tendo 0s seus
resultados sido comparados com os do FTIR. Nas amostras analisadas todos os
resultados das duas analises foram concordantes, superando o critério de aceitagéo.
Assim, o método encontra-se validado, estando a sua eficacia demonstrada. Sera agora
aplicado nas limpezas, complementando a andlise sensorial, apés a implementagcédo do
novo método de limpeza.

Como proposta de melhoria foi sugerido que o método FTIR substitua a andlise
de odor na totalidade, visto que a exposi¢ao continua ao IPA pode provocar problemas
de saude, tais como pele seca, inflamagcbes ou perda de memdéria. Contudo, a
substituicdo total deve apenas ser feita apds um maior niumero de testes ter sido feito,
garantindo assim a eficicia na dete¢do de todos os tipos de contaminacdes.
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1. Outros Projetos

Ao longo do estégio foram realizados outros projetos como forma de integragédo
no ambiente empresarial e fornecer ferramentas de gestéo laboratorial. Assim, alguns
projetos foram realizados, nomeadamente ao nivel da gestdo de procedimentos e
equipamentos e ainda na melhoria de processos industriais. De todos os projetos
realizados, irdo ser destacados alguns que de alguma forma foram mais enriquecedores
perante os restantes.

Foi feita a qualificacdo de equipamentos, a nivel de instalacdo, operagéo e
desempenho. Este trabalho consistiu na recolha e organizacdo de informacéo relativa
aos equipamentos, para estabelecer critérios e verificar se s&o cumpridos,
nomeadamente ao nivel da sua localizacdo, requisitos elétricos e de seguranga,
calibragbes, entre outros. Estes critérios foram depois testados, garantindo que o
equipamento se encontrava devidamente instalado e localizado, que estava calibrado,
e que funcionava corretamente em condi¢des reais. Com os resultados foi elaborado
um relatorio de qualificagéo.

Ainda relativamente a equipamentos, foi feita uma revisdo das fichas cadastro
dos equipamentos do laboratério, tendo sido atualizadas com dados em falta. Foram
ainda adicionados detalhes sobre a sua calibracéo e utilizacéo, de forma a que qualquer
pessoa que tenha acesso a ficha possa facilmente perceber para que é usado.

Relacionado com o trabalho feito, o método de limpeza presente no
procedimento de manutencdo GC, mencionado na parte | deste trabalho, foi adaptado
as colunas dos restantes equipamentos, estando agora a ser aplicado em todos os
cromatografos de gas do laboratério.

Foi também feito um levantamento dos reagentes em utilizagéo no laboratério de
forma a inseri-los em sistema informéatico e facilitar assim a sua gestao, nomeadamente
ao nivel de prazos de validade e stock. Foram ainda associados os reagentes aos
métodos de analise, possibilitando ainda uma melhor gestdo de necessidades.

No que toca ao processo industrial, foi preparado um procedimento detalhado
sobre a libertagdo de produto acabado no sistema informético, bem como o
preenchimento dos respetivos certificados de andlise, para que o procedimento a seguir
figue registado. Foi ainda efetuado um levantamento dos requisitos de limites de
aceitacdo por cliente, para garantir que estdo atualizados.

Outro projeto consistiu no melhoramento de uma doseadora de uma solucdo
anticorrosiva para os banhos das linhas de produg&o, em conjunto com o departamento

de engenharia. Neste projeto foi desenvolvido um método para quantificar a substancia
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de interesse nos banhos através de uma titulacdo, verificando assim o seu correto
doseamento, mediante especificacdes internas. Foi dada formacao aos colaboradores,
estando a ser implementada esta rotina. Mais ainda, com o objetivo de reduzir o nimero
de preparacdes da solucdo stock, foi testada a possibilidade de aumentar a sua
concentracdo, diminuindo a quantidade a dosear. Concluiu-se que existia essa
possibilidade, sendo entdo a concentracdo da solucdo aumentada e o seu doseamento
por litro reduzido. O processo encontra-se funcional, faltando apenas a introducao de
uma sonda de nivel na bomba, para que os funcionarios sejam alertados quando é
necessario preparar a solucao.

Por ultimo, juntamente com o departamento técnico, foram acompanhadas
algumas limpezas de tanques de formulagéo e linhas de enchimento, e, recorrendo aos
resultados provenientes da andlise FTIR e de odor, foram feitas sugestdes para otimizar
0 processo de limpeza. Estas sugestbes consistiram na reducdo do consumo de
solventes de limpeza, quando aplicavel, e na possibilidade de encontrar formas de
promover a evaporacao do solvente, acelerando o processo e melhorando a qualidade
da limpeza.

Todos estes projetos foram enriquecedores em varias areas, dando
oportunidade de lidar com varios departamentos dentro da fabrica e conhecer melhor o
processo. Mais ainda, foram adquiridos conhecimentos de gestdo laboratorial e
industrial que complementaram a formacgéo e experiéncia adquiridas ao longo do

estagio.
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