Programa de Desenvolvimento Educativo para Portugal
PRODEP

Controlo
de Qualidade

Validagdo do Método de Analise de TCA em
Rolhas de Cortiga

Estagio com a colaboragdo do Departamento I&D da empresa
Amorim & Irmaos

Zulmira Alexandra Freitas dos Santos

Supervisionado por: Prof. Doutora Arminda Alves (FEUP)
Com a orientacdo de: Prof. Doutor Miguel Cabral (Departamento I&D)

66(047.3) Abril 2003
LEQ 2002/SANz

UNIAO EUROPEIA
Fundo Social Europeu

plheah



Programa de Desenvolvimento Educativo para Portugal
PRODEP

Controlo
de Qualidade

Validacdo do Método de Analise de TCA em
Rolhas de Cortica

Estagio com a colaboragdo do Departamento I1&D da empresa
Amorim & Irmaos

Zulmira Alexandra Freitas dos Santos

Supervisionado por: Prof. Doutora Arminda Alves (FEUP)
Com a orientacdo de: Prof. Doutor Miguel Cabral (Departamento I&D)

Abril 2003

UNIAO EUROPEIA Mest Eduoagie.

Fundo Social Europeu



) do sy 9 1
* i"mnse eob asﬁeﬂ squéxslA gicnIUS

(QUEH) aaviA Bhni srojuca JA079 10q obbno;amsqﬂ '
‘s:hsqsd) lmds’.‘.) isu 1011}0(3 3019 :sb ofasinaho 5:mo

EOOS 1hdA ¥



Antes de iniciar a apresentacdo deste relatério de Estagio, ndo posso deixar de agradecer a
Prof. Doutora Arminda Alves o acompanhamento e disponibilidade sempre demonstrados ao
longo de todo o estagio e ao departamento de Investigacdo & Desenvolvimento do grupo
Amorim & Irmdos, S. A., nomeadamente ao Prof. Doutor Miguel Cabral, 'por ter tornado este
estagio possivel, a Dr. Isabel Roseira e ao Doutor Stefan Dahl, pelo acolhimento e

L™

disponibilidade por todos demonstrado.



indice

1. RESUMO 3
2. INTRODUCAO 5
2.1. O TCA NAS ROLHAS DE CORTICA E O “'GOSTO A ROLHA” NOS VINHOS 5
2.2. CARACTERISTICAS Fisico QuimMicas po TCA 6
2.3. QUANTIFICACAO DO TCA 6
2.3.1. EXTRACCAO POR SPME 6
2.3.2. QUANTIFICAGCAO POR GC-ECD 8
2.3.3. QUANTIFICAGAO POR GC-MS 9
2.3.4. VALIDACAO DO METODO DE DETERMINAGAO DO TCA E ANALISE DE

INCERTEZAS 11
2.3.4.1. Especificidade/Selectividade |
2.3.4.2. Linearidade 11
2.3.4.3. Limiares Analiticos: Limite de Detecgdo e de Quantificagao 12
2.3.4.4. Sensibilidade 12
2.3.4.5. Precisao 13
2.3.4.5. Exactidao 13
2.3.4.6. Incerteza Global associada ao resultado 13
3. MATERIAL E METODOS 15
3.1. QUANTIFICAGAO DO TCA 15
3.1.1. CONDICOES EXPERIMENTAIS - SPME 16
3.1.2. CONDICOES EXPERIMENTAIS — GC-ECD 17
3.1.3. CONDICOES EXPERIMENTAIS — GC-MS 18
3.2. VALIDACAO DO METODO DE DETERMINAGAO DO TCA 19
3.2.1. LINEARIDADE DA RESPOSTA 19
3.2.2. LIMIARES ANALITICOS 20
3.2.3. SENSIBILIDADE 20
3.2.4. PRECISAO 20
3.2.4.1. REPETIBILIDADE 20
3.2.4.2. Precisdo Intermédia 20
3.2.5. EXACTIDAO 21
3.3. EFEITO DA “STOCKAGEM" DAS AMOSTRAS 21
4.RESULTADOS E DI SA _23
4.1. LINEARIDADE 23
4.1.1. LINEARIDADE — GC-ECD 1 23
4.1.2. LINEARIDADE - GC-ECD 2 23
4.1.3. LINEARIDADE - GC - MS 24
4.2. LIMIARES ANALITICOS 24
4.3. SENSIBILIDADE 25
4.4. PRECISAO 25
4.4.1. REPETIBILIDADE 25



4.4.1.1. Repetibilidade - GC-ECD 1

Z5

4.4.1.2. Repetibilidade - GC-ECD 2 26
4.4.1.3. Repetibilidade - GC-MS 27
4.4.2. PRECISAO INTERMEDIA 28
4.4.2.1. Diferentes Operadores 28
4.4.2.1.1. Diferentes Operadores - GC-ECD 1 28
4.4.2.1.2. Diferentes Operadores - GC-ECD 2 29
4.4.2.1.3. Diferentes Operadores - GC-MS 30
4.4.2.2. Diferentes Equipamentos 31
4.5. EXACTIDAO 31
4.5.1. EXACTIDAO - GC-ECD 1 33
4.5.2. EXACTIDAO — GC-ECD 2 32
4.5.2. EXACTIDAO - GC-MS 33
4.6. ANALISE DE INCERTEZAS 36
4.6.1. INCERTEZA ASSOCIADA A PREPARACAO DOS PADROES 36
4.6.2. INCERTEZA ASSOCIADA A RECTA DE CALIBRAGCAO 37
4.6.3. INCERTEZA ASSOCIADA A PRECISAO 37
4.6.4. INCERTEZA ASSOCIADA A EXACTIDAO 38
4.7. EFEITO DA “"STOCKAGEM" DAS AMOSTRAS 40

. CONCLUSOE 44
REFERENCIAS 46
APENDICE A 47
A.1. EXEMPLO DE CALCULO DOS PARAMETROS DA VALIDACAO DO METODO 47
APENDICE B 50
B.1. EXEMPLO DE CALCULO DA INCERTEZA GLOBAL 50



Capitulo I - Resumo

1. Resumo

O presente estdgio foi realizado, no ambito do Programa de Desenvolvimento
Educativo para Portugal - Prodep, no departamento de Investigacdo e Desenvolvimento
da empresa Amorim & Irmédos, tendo a duragdo de seis meses.

Como principal objectivo foi proposto ao estagiario efectuar a Validacdo do Método
de Determinacdo de TCA (2,4,6-tricloroanisol) implementado no laboratério do
departamento I&D. O laboratério encontra-se apetrechado com trés equipamentos de
cromatografia gasosa, dois com detecgdo por captura de electrdes (GC-ECD 1 e GC-ECD
2) e um com detecgdo por espectrometria de massa (GC-MS), que permitem efectuar,
de uma forma rigorosa, a detecgdo do TCA.

A realizagdo deste estdgio permitiu assim, aprofundar e colocar em pratica os
conhecimentos adquiridos durante a licenciatura sobre Validagdo de Métodos Analiticos
e Andlise de Incertezas e aferir sobre o desempenho dos trés cromatografos gasosos na
quantificagdo do TCA.

Para validar um método analitico é necessario proceder a sua caracterizagao,
quantificacdo e avaliagdo da fiabilidade.

Relativamente a caracterizacdo, verificou-se que os trés equipamentos
cromatograficos sdo especificos e selectivos ao TCA.

No que diz respeito a quantificagdo, constatou-se que 0s trés cromatografos
apresentam limiares analiticos muito semelhantes. Assim, 0 limite de detecgao para os
dois GC-ECDs é de 0.6 ppt, sendo o limite de detecgdo do GC-MS de 0.5 ppt. O limite de
quantificagdo dos GC-ECDs é respectivamente de 2,0 e 1,5 ppt, para o GC-ECD 1 e para
o GC-ECD 2, sendo o do GC-MS de 1,7 ppt.

Os ensaios realizados com vista o estudo da exactiddo conduziram a percentagens
de recuperagdo muito proximas para os trés GCs: 97.2% para 0 GC-ECD 1, 92.2% para
0 GC-ECD 2 e 96.4% para o GC-MS.

Convém referir, que relativamente ao GC-MS, os resultados obtidos na validagdo
evidenciaram (inesperadamente, tendo em consideragdo o tipo de equipamento)
problemas de repetibilidade e precisdo, os quais ndo foram solucionados apesar das
iniGmeras tentativas para os resolver, pelo que este equipamento vai ser o mais breve
possivel sujeito a uma avaliagdo por parte do fabricante.

A andlise de incertezas evidenciou a diferenca de desempenhos entre os
cromatografos gasosos com detecgdo por captura de electrdes e o cromatografo com
deteccdo por espectrometria de massa. Enquanto que para 0s dois GC-ECDs a incerteza
global varia entre os 7% para um nivel de concentracgdo de 5 ppt e 0s 2% para um nivel
de concentragdo de 20 ppt, no caso do GC-MS, a incerteza varia entre 0s 6,5 e 0s 28%
para os mesmos niveis de concentracdo. Esta diferenca ja era esperada, uma vez que
nos ensaios de repetibilidade, os coeficientes de variagdo observados na quantificacao
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Capitulo I - Resumo

do TCA dos padrdes preparados para vérios niveis de concentragdo (de 2 a 6 ppt) no
GC-MS rondam os 50%, enquanto que nos GC-ECDs rondam os 6-10%.

Variacbes tdo acentuadas em ensaios de repetibilidade sdo incompativeis com o
rigor que é exigido no controlo de qualidade efectuado neste laboratério, pelo que
enquanto ndo for conhecida uma solugdo para os maus resultados que estdo a ser
obtidos pelo GC-MS, este devera ser apenas utilizado na identificacdo de compostos e
ndo na quantificacdo do TCA.

Foi também realizado um estudo realizado sobre o efeito da stockagem das
amostras que ddo entrada no laboratério para quantificagdo do TCA. Esse estudo
permitiu concluir que no caso de ndo ser possivel analisar as amostras no dia em
chegam ao laboratério, estas devem ser colocadas no frigorifico, durante um prazo de
oito dias, devendo-se proceder a sua preparagdo para andlise apenas no dia em que
seja possivel coloca-las no auto-sampler do GC.

- PRODEP - Validagdo do Método de Determinagdo do TCA 4




Capitulo II - Introdugdo

2. Introducgao

2.1. O TCA nas rolhas de cortica e o "gosto a rolha” nos vinhos

A producdo de rolhas de cortica ocupa um lugar relevante na inddstria
transformadora Portuguesa, e na economia nacional, uma vez que Portugal é o maior
produtor mundial de cortica.

O processo de fabrico engloba um periodo de repouso das pranchas de cortica apds
a cozedura, designado por maturacdo, onde os bolores cobrem totalmente as pranchas.
A importdncia do desenvolvimento microbiano sobre as pranchas de cortica é
controversa, havendo autores que consideram a colonizagdo das pranchas como parte
do processo de maturagdo da cortica, e outros que consideram a actividade
microbiolégica a grande responsavel pelo aparecimento de compostos passiveis de
provocar o “gosto a rolha” no vinho.

O verdadeiro “gosto a rolha” num vinho é raro e faciimente identificado pelos
endlogos. No entanto, o uso indiscriminado desta designagdo conduziu a que esta
expressdo estivesse associada a uma grande ambiguidade. Apesar de este “gosto a
rolha” estar correlacionado com varios compostos, nomeadamente os cloroaniséis, o
composto 2,4,6-tricloroanisol (TCA) é actualmente apontado como sendo o principal
responsavel por este problema em vinhos.

O “gosto a rolha” provoca nas empresas produtoras de vinho perdas econdémicas
significativas, pelo que o controlo do processo de preparagdo das rolhas assume uma
importancia crescente, sendo urgente clarificar quais 0s passos dos processos, quer da
indUstria corticeira, quer da inddstria vitivinicola, que podem estar na origem de
defeitos deste tipo.

O aparecimento de produtos alternativos, nomeadamente as rolhas em matéria
plastica ou em ceradmica e as embalagens desprovidas de rolha (do género tetrapack),
que apesar de certamente ndo serem substitutos da rolha de cortica natural, uma vez
que esta desempenha um papel fundamental na conservacdo e envelhecimento do
vinho de qualidade engarrafado, contribui juntamente com a problematica do “gosto a
rolha” para um decréscimo da utilizagdo da rolha de cortica natural!,

E neste contexto que na empresa Amorim & Irmados, S.A., a maior empresa mundial
de producdo de rolhas de cortica, é criado o departamento de Investigacdo e
Desenvolvimento (I&D), com o objectivo de definir estratégias curativas e preventivas
que permitam de uma forma eficaz resolver o problema do TCA. Este departamento tem
um laboratério apetrechado com trés equipamentos de cromatografia gasosa, dois com
deteccdo por captura de electrdes e um com detecgdo por espectrometria de massa,
que permitem efectuar de uma forma rigorosa a deteccdo do TCA. As analises de TCA
efectuadas neste laboratério ndo passam apenas pela cortica em geral (rolhas, discos,
aglomerados,...). Sdo efectuadas igualmente analises a vinhos, nomeadamente vinho do
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Porto, efluentes, as aguas com que sdo efectuadas as lavagens das rolhas, colas,
lubrificantes, etc.

Contudo, como foi referido, ndo é apenas no TCA que reside a origem do “gosto a
rolha”. Em amostras em cuja andlise sensorial é detectado o “gosto a rolha”, mas cuja
andlise cromatografica garante a auséncia de TCA é efectuado um SCAN (no GC-MS),
no qual se tentam identificar os possiveis responsdveis pelo resultado da analise
sensorial. S30 também analisados quando solicitado analises a CACPs (cloroanisois e

clorofendis).
2.2. Caracteristicas Fisico Quimicas do TCA

As principais caracteristicas fisico-quimicas do TCA encontram-se apresentadas de
seguida %

- Formula molecular: C;HsCls0

- Peso molecular: 211.47 g/mol

- Ponto de fusdo. 60-62°C

- Ponto de ebulicdo: 132°C (28 mmHg)

- Sublima, lentamente, a temperatura ambiente

- Volatil com vapor

- Solubilidade: praticamente insolivel em agua e solivel em metanol, benzeno e

ciclohexanona.
2.3. Quantificacdo do TCA

O limiar de percepcdo organoléptica do TCA num vinho branco é de 4 ng/! (ppt)t.
Desta forma, a quantificacdo do TCA requer a utilizagdo de técnicas de analise muito
apuradas, de forma a ser possivel efectuar um rigoroso controlo de qualidade.

O método implementado no departamento I&D conjuga uma técnica eficaz de
extraccdo do TCA, a microextraccdo em fase solida - SPME (Solid-Phase
Microextration), com um método analitico suficientemente sensivel para este composto,
a cromatografia gasosa com detector de captura de electrdes - GC-ECD e a
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa - GC-MS.

2.3.1. Extraccao por SPME

Existem varias técnicas que podem recuperar compostos organicos de amostras
aquosas, através da sua concentragdo na fase de extracgdo, nomeadamente a extracgao
liquido-liquido - LLE, a extracgdo em fase sélida - SPE e a extraccdo em fase gasosa -
GPE. Contudo estes métodos apresentam algumas desvantagens, como é o facto de a
eficiéncia de extracgdo proporcionada por estas técnicas variar em funcdo do
comportamento de particdo dos analitos e de necessitarem de volumes de amostra
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relativamente elevados, de um manuseamento mais elaborado e, muitas vezes, da
utilizacdo de solventes organicos.

O método de extraccdo utilizado neste trabalho a micro-extracgdo em fase sdlida -
SPME (Solid-Phase Microextraction) - necessita de volumes de amostra relativamente
reduzidos, um manuseamento mais simples, € um menor consumo de material ou
reagentes.

Esta é uma técnica que recorre a utilizacdo de uma fibra com um revestimento de
um polimero a base de silica, que extrai selectivamente analitos organicos existentes na
matriz de uma amostra. A extraccdo consegue-se inserindo a fibra directamente na
amostra aquosa (extracgdo em imersdo) ou, no caso de analitos mais volateis, no meio
gasoso existente acima da amostra (extraccdo em headspace). Os analitos migram para
a fibra, sendo a eficiéncia de extracgdo de cada analito determinada pelas suas
propriedades, tempo de contacto, espessura da fibra e sua polaridade, pH e forga i6nica
da amostra, e agitagdo da amostra.

Em SPME, existe um conjunto de pardmetros que devem ser optimizados de modo a
ser conseguida uma extraccdo o mais eficiente possivel, nomeadamente a polaridade e
a espessura da fibra, o tempo de extracgdo, a temperatura da extracgdo, o pH, a adigdo
de sal e o tempo de dessorgao da fibra no injector.

Um parametro bastante importante nas extracges em SPME € a polaridade da fibra.
Atendendo ao facto de apenas 1 cm da fibra estar exposto a matriz da amostra, o
revestimento de uma fibra de SPME deve ser apolar, ou entdo fortemente polar.

A espessura da fibra influencia igualmente os resultados da extracgcao, visto a
difus3o do analito desde a matriz da amostra até ao revestimento da fibra de SPME ser
proporcional a espessura deste. Um filme mais espesso retém compostos volateis e
transfere-os até aos locais de injeccdo do cromatégrafo gasoso sem perdas. Pelo
contrario, em compostos com pontos de ebulicdo mais elevados, um filme pouco
espesso assegura uma mais rapida difuséo e libertagéo do analito durante a dessorgao
térmica no cromatégrafo gasoso. Um filme espesso remove efectivamente da matriz
compostos com ponto de ebuligdo elevados, no entanto, a velocidade de dessorgdo sera
menor, correndo-se o risco de transportar os analitos até a préxima extraccao.

A escolha do modo de extraccdo (imersdo ou headspace) assume igualmente
especial relevancia. Analitos que exibem pressdo de vapor podem ser extraidos através
da imers3o directa da fibra na amostra (extraccdo em imersdo), bem como através da
colocacdo da fibra no meio gasoso acima da amostra (extraccdo em headspace). Pelo
contrario, analitos que ndo exibem pressdo de vapor devem obrigatoriamente ser
extraidos por imersdo da fibra.

A extraccdo em headspace apresenta a vantagem de proteger o revestimento da
fibra de moléculas com maior peso molecular e outras interferéncias ndo-volateis
presentes na matriz da amostra. O modo de headspace permite ainda modificagées na
matriz, tais como mudancas no valor do pH, sem danificar a fibra. Em relagdo a
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quantidade extraida, comparando o modo de headspace e imersdo, esta € a mesma no
equilibrio, desde que os volumes de amostra e gas sejam os mesmos.

Relativamente ao tempo de extraccdo, este afecta directamente a quantidade de
analito sorvido na fibra. A sorcdo deve ser inicialmente rapida, seguindo-se uma fase de
sorcdo mais lenta & medida que a superficie da fibra comega a ficar saturada e o
equilibrio é atingido. Logo, apesar de um tempo de extraccdo mais elevado melhorar a
recuperagdo, a partir de um certo tempo, o ganho adicional em sensibilidade ndo
justifica 0 aumento do tempo de extracgao.

No que diz respeito a adigdo de sal a amostra, ou a alteragdo do pH desta antes da
extraccdo, estas podem em alguns casos provocar um aumento da forca ionica da
matriz, reduzindo a solubilidade de alguns analitos, beneficiando como tal a particdo do
analito pela superficie da fibra. Por outro lado, tais medidas podem provocar um
aumento na solubilidade de certos analitos.

A agitacdo beneficia a extracgdo, reduzindo o tempo de extraccdo, sobretudo no
caso de analitos com pesos moleculares mais elevados e coeficientes de difusdo
também elevados. No entanto, é necessaria uma agitagdo consistente, sob risco de

serem obtidos resultados com baixa precisdo'®.

2.3.2. Quantificacao por GC-ECD

Na cromatografia gasosa com detector de captura de electrbes utiliza-se uma fonte
de electrdes B para bombardear o gas de arraste que atravessa uma camara de
ionizacdo. Deste modo, forma-se uma corrente de ides positivos, radicais e electrdes
térmicos através de uma série de colisdes. Cada electréo g é capaz de gerar entre 100 e
1000 electrdes térmicos com energias médias de 0,02 a 0,05 eV. Por aplicagdo de uma
diferenca de potencial a célula de captura electrénica, estes electrdes gerados sao
recolhidos, formando a corrente de base do detector. Quando um composto com
capacidade de captar electrdes entra nessa célula, pode capturar um electrdo térmico,
produzindo quer um ido molecular negativo (equagdo 1), quer um fragmento do ido
(equacdo 2), se ocorrer dissociagao.

AB+e — AB” (1)

AB+e” > A*4B” (2)

Estes ides tém uma massa superior a do electrdo original e uma capacidade
substancialmente maior para se recombinarem com ides positivos. A perda de electrées
térmicos origina uma diminuicdo da corrente de base, constituindo o fundamento as
determinacBes quantitativas, através da qual a resposta do detector se relaciona com a
concentragdo do soluto. '

A escolha do gés de arraste para o uso com o ECD estd limitada ao hidrogénio, aos
gases nobres e ao azoto. O argon puro e o hélio ndo sdo aconselhaveis porque formam
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rapidamente ides metastaveis que podem transferir a sua energia de excitagdo por
colisdo com vapores do soluto, resultando dai efeitos de ionizacdo indesejaveis.

Deste modo, os gases mais utilizados como make-up para o ECD sdo o argon-
metano (95/5) e o azoto isento de oxigénio. Como gas de arraste, € conveniente a
utilizacdo de hélio ou hidrogénio, de modo a maximizar a eficiéncia das colunas
tubulares abertas e minimizar o tempo de analise®..

O detector de captura electrénica é utilizado para a detecgdo e analise de compostos
que possuem uma elevada afinidade electrénica, nomeadamente os compostos
halogenados. Dentro destes, situam-se os pesticidas, insecticidas, halocarbonetos,

compostos clorados (TCA), entre outros™’.

2.3.3. Quantificacdo por GC-MS

Na maioria dos problemas analiticos, as amostras sdo apresentadas sob a forma de
misturas mais ou menos complexas. O grande impacto dos métodos cromatograficos
em geral, reside na sua capacidade para separar os componentes de misturas. Porém, o
processo cromatografico ndo possui em si mesmo uma capacidade analitica. Na
auséncia de informacdo complementar, o método cromatografico apenas permite
analisar, quer qualitativa como quantitativamente componentes cuja existéncia na
amostra j& é conhecida a priori. Este paradoxo sé pode ser eliminado se for possivel
dispor de um detector especifico, isto é, de um sistema de detecgdo tal que gere para
cada substancia detectada informacdo caracteristica e susceptivel de a distinguir de
todas as outras.

Quando substéncias puras sd@o introduzidas num sistema de alto vacuo, onde as
suas moléculas se movam livremente, estas podem ser excitadas pelo fornecimento de
energia até um ponto onde, em busca de estabilidade, algumas ligagdes se quebram.
Geram-se desta forma fragmentos iénicos que podem ser separados de acordo com a
relacdo massa/carga (m/z) dando origem a um padrdo bem definido do nimero de ides
(I) presentes por cada valor daquela relagdo. Este padrdo de distribuicéo I versus m/z é
chamado o espectro de massa e contém informacéo Unica, caracteristica da substancia.
Os espectros produzidos através do impacto electrénico séo reprodutiveis e Unicos para
a grande maioria dos compostos organicos. Esta facto permite o estabelecimento de
bases de dados digitalizadas para comparagdo espectral e identificagdo computorizada
de compostos desconhecidos.

Um sistema de GC-MS é capaz de gerar uma enorme quantidade de dados que
devem ser recolhidos, armazenados e tratados. Esta riqueza em informacdo exige o uso
de computadores poderosos, dedicados a tarefas especificas, através de um software
adequado. ]

Controlado que é por um computador em todas as fases de obtencao, recolha,
armazenamento e tratamento de dados, um sistema de GC-MS corre o risco de se
transformar numa caixa preta determinando a qualidade dos resultados. A qualidade
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dos dados obtida é uma primordial condigdo para a utilizagdo eficiente e com elevado
grau de confianca de um instrumento de tdo elevadas capacidades. O operador é o
elemento insubstituivel na geracdo de resultados de elevado grau de confianga.

Como foi referido, a formacdo de um grupo de ides caracteristicos de uma
substancia a partir da sua molécula original implica que a esta seja fornecida energia
que conduza a formagdo desses ides. Existem multiplos processos de ionizacdo com
diferentes aplicagdes, nomeadamente a ionizagdo por impacto de electrbes, a ionizacao
quimica. No GC-MS existente no departamento I&D a ionizagdo € efectuada por impacto
de electrdes. As substancias eluindo da coluna cromatografica entram na cadmara de
ionizacdo que se encontra a uma pressdo muito baixa, da ordem dos 10" Torr. Os
electrdes provenientes de um filamento incandescente sdo focados através da camara
de ionizacdo e obrigados a atravessd-la por accdo de um eléctrodo com potencial
positivo, cujo valor pode ser fixo ou varidvel, consoante o tipo de instrumento. Quando
uma substancia é introduzida na cdmara de ionizagdo em concentragdo adequada,
aumentando a pressdo, por exemplo, para 10 Torr, tém lugar colisdes entre as
moléculas da substincia e os electrdes radiantes, dando lugar a formagdo de ides
positivos. A pressdo tem um valor importante na obtengdo de espectros reprodutiveis .
E necessario que durante este processo o percurso médio do ido ou molécula seja
superior as dimensdes da cAmara de modo a que as moléculas ou ides ndo sofram
colisdes entre si, o que alteraria o padréo de fragmentacdo e daria lugar a espectros
ndo reprodutiveis.

A abundancia relativa dos ides depende também da temperatura a qual tem lugar a
ionizacdo. A formacdo dos ides pode ser olhada como uma reacgdo entre um electrao
animado de uma dada energia e uma molécula orgénica para a qual é transmitida a
energia. A energia da molécula é, deste modo, aumentada até um ponto em que leva a
sua decomposicdo através de sequéncias reaccionais que produzem ides e fragmentos
neutros. A temperatura determina a magnitude dessas reacgdes e, consequentemente,
as abundéncias relativas dos diversos ides.

Os espectrometros de massa sdo habitualmente classificados de acordo com o
método usado para levar a cabo a separacdo das massas ionicas. Os instrumentos de
maior utilizacdo agrupam-se em dois tipos principais: instrumentos de quadropolo ou
armadilha de ides. O GC-MS existente no departamento de I&D é do tipo quadrapolo.
Num espectrémetro de massa deste tipo a separagao € levada a cabo por passagem do
feixe de ides emergente da cdmara de ionizagdo pelo centro de um conjunto de quatro
barras metalicas paralelas. Num quadrapolo a separagdo de massas é efectuada através
da aplicacdo simultdnea de voltagens de radiofrequéncia (RF) e corrente continua (cc)
as barras diagonalmente opostas. Para um dado valor de razdo RF/cc apenas ides com
um determinado valor de m/z passam pelo interior do quadrapolo sem chocar com as
barras alcancando assim o detector. I8es cujo valor m/z é diferente de daquele sao
desviados do eixo do conjunto e descarregam-se nas barras do quadrapolo. A massa
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que pode passar através do quadropolo estd linearmente relacionada com a amplitude

da voltagem. Os instrumentos de quadropolo sdo mais baratos e mais pequenos™.

2.3.4. Validacdo do Método de Determinacdo do TCA e Anélise de Incertezas™

A razdo de existéncia de um laboratdrio quimico é a obtengdo de resultados de
andlises, os quais, para serem validos, tém de satisfazer determinados requisitos de
qualidade.

A validacio de um método analitico visa avaliar as caracteristicas do método,
controlar as varidveis que afectam a obtengdo do resultado e introduzir o conceito de
incerteza global associada ao resultado. Validar um método de analise significa
conhecer as caracteristicas no proprio laboratério e, se possivel, entre laboratorios.

Um dos pontos fundamentais para a avaliagdo da qualidade de um resultado é a
validagdo do método analitico utilizado para obter esse resultado.

A validacdo de um método analitico pode ser apresentada através da descricdo de
trés parametros globais:

- caracterizacdo: engloba a especificidade e a selectividade, dando a indicagdo de
para que é que o método serve e quais as condicdes de restricdo que lhe estdo
associadas.

- quantificacdo: engloba o estudo da linearidade, os pardmetros estatisticos
associados, bem como os limites de deteccéo e quantificacdo e a sensibilidade.

- Fiabilidade: engloba a precisdo intra e interlaboratorial e a exactidao.

Apbs a fase de estudo da técnica analitica, e apés a fase de validagdo do método
analitico no préprio laboratério, este deve exercer um controlo da sua execucao, de
modo a garantir que as condigdes de validade se mantém.

2.3.4.1. Especificidade/Selectividade

Um método é especifico quando permite discriminar o analito relativamente a outras
substancias, ou seja, quando garante que a grandeza medida provém apenas do
analito.

A selectividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito em
particular numa mistura complexa, sem a interferéncia dos outros componentes.

Assim serd necessdrio averiguar a possivel interferéncia de outras substancias
eventualmente presentes na amostra, utilizando para o efeito uma amostra complexa
(multicomponente).

2.3.4.2. Linearidade

0O estudo da linearidade de resposta dos detectores ECD e MS dos cromatografos
utilizados assume especial relevdncia uma vez que permite aferir acerca da
sensibilidade e linearidade de resposta desses mesmos detectores a concentragdes
varidveis do TCA analisado e concluir qual o nivel maximo de concentragdo a partir do

- PRODEP - Validacdo do Método de Determinagdo do TCA 11




Capitulo II - Introdugdo

qual a resposta dos detectores deixa de apresentar comportamento linear para o
composto em estudo.

Deste modo, devem ser efectuados os ensaios necessdrios para a obtengdo de uma
recta de calibragdo, com o minimo de 5 pontos, que relacione o sinal do detector em
funcdo da concentragdo de TCA. A avaliagdo da linearidade é efectuada com base nas
seguintes condigoes:

R ) 0.995 (3)

—Sbi (5% (4)

em que b é o declive da recta e s, é o desvio padrdo que lhe esta associado.
a-5,0¢(a+s, (5)

em que a e S, sdo, respectivamente, a ordenada na origem e 0 desvio padrao

associado.

2.3.4.3. Limiares Analiticos: Limite de Deteccdo e de Quantificagdo

O limite de deteccdo, x.o, corresponde ao teor minimo medido, a partir do qual é
possivel deduzir a presenga do analito, com uma certeza estatistica determinada:
xLD=b+3'Sb (6)

Este limiar analitico corresponde & mais pequena quantidade de substancia a
analisar que pode ser detectada numa amostra, mas ndao necessariamente quantificada
como valor exacto. Uma leitura inferior ao limite de detecgdo ndo significa a auséncia do
analito a medir. Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a
concentracdo do componente em causa sera inferior a um certo valor.

O limite de quantificagdo, x.q, corresponde a mais pequena concentracdo de analito
que é possivel medir, com um grau de exactiddo e de repetibilidade definidos no
método:

X0 =b+10-s, (7)

A actualizacdo destes limites deve ser efectuada sempre que ocorram alteragbes nas
condicdes de operacdo e sempre que sejam efectuadas novas rectas de calibragao.
Contudo, se forem sido obtidos valores de limites estaveis ao longo de todas as curvas
de calibragdo, podem ser usados valores médios.

2.3.4.4. Sensibilidade

No que diz respeito & sensibilidade, esta avalia a capacidade de um método para
distinguir pequenas diferencas de concentragdo de um analito. Se a curva de calibragao
for definida por um modelo linear, a sensibilidade seré constante ao longo da gama de
trabalho.
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A sensibilidade pode ser definida como sendo o quociente entre o acréscimo do valor
lido Ay e a variagdo da concentragao Ax:

Sensibilidade = 2Y. (8)
AX

2.3.4.5. Precisao

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condicbes definidas.

Existem trés medidas extremas para avaliar a dispersdo: a repetibilidade, a
reprodutibilidade e a precisdo intermédia.

A repetibilidade exprime a precisdo de um método efectuado em condigdes
idénticas, isto é, sobre uma mesma amostra e em condicbes tao estaveis quanto
possivel.

A reprodutibilidade consiste num estudo comparativo interlaboratorial.

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o0 mesmo método, no mesmo laboratdrio ou
em laboratérios diferentes, mas definindo exactamente quais as condigdes a variar, tais

como diferentes laboratorios, operadores e equipamentos.

2.3.4.5. Exactidao

A exactiddo pode ser definida como sendo a capacidade de recuperar um dado composto
existente em solucdo. O resultado é obtido em termos de aproximagdo entre a média dos
valores obtidos e o valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro.

A exactiddo pode ser estimada através de Materiais de Referéncia Certificados (MRC) ou
através de ensaios de recuperagdo, utilizando uma série de amostras, com a mesma
matriz, em que se varia apenas a concentracdo do analito em propor¢cdes bem
conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Deve ser obtida uma taxa de
recuperacdo proxima de 100% (entre 80-120%) para que 0 método possa ser
considerado exacto.

_ Concentragdo obtida (padréo + amostra)
Concentragdo esperada

(9)

2.3.4.6. Incerteza Global associada ao resultado'®

De acordo com as normas Eurachem (2000) a incerteza global representa uma
estimativa da possivel variabilidade do resultado.

A avaliacdo da incerteza associada a um método analitico que foi validado é a etapa
final da validacdo, que conduz a emissdo de:

resultado + a incerteza
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A avaliagdo da incerteza global combina as contribuicdes de todas as fontes de erro,
julgadas significativas pelo operador, sendo que na maioria dos casos, as mais
relevantes sdo:

- U1 - Incerteza associada a preparagdao dos padroes:
Calcula-se a incerteza relativa (s/x) associada a preparagdo de cada um dos padrdes
(pesagens e diluigdes) e utiliza-se a incerteza maior.

- U2 - Incerteza associada a recta de calibragdo:
Calcula-se a incerteza relativa associada ao célculo do valor de concentragdo obtido
pela recta (Sxo).

- U3 - Incerteza associada a precisdo do método:
A partir dos dados de validagdo para a precisdo intermédia calcula-se a incerteza
relativa através de:
S

it %
4 Jn xC

em que s é o desvio padrdo das n medigdes da mesma amostra e C a concentragao

(10)

média do composto a analisar.

- U4 - Incerteza associada a exactiddo do método:
Realizam-se ensaios de adicdo de padrdo a uma amostra, calculam-se as % de
recuperacdo (R) obtidas e o valor da incerteza é dado por:
Rosx — R
U, = max in 11
Rmédio * ‘/H (11)

A Incerteza Global é dada por:

T TN T, (12)
Frequentemente a incerteza global é afectada por um factor de seguranga que

engloba outros provaveis fontes de incerteza:

U'=K.U (13)
em que K é um factor estatistico, dependente do nimero de graus de liberdade, mas
que para a maior parte dos casos é assumido como sendo, K = 2.
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3. Material e Métodos

Atendendo ao objectivo deste estdgio, vai ser apenas descrito nesta secgao do
relatério a metodologia levada a cabo para efectuar a validagdo do método de
determinacio do TCA. Como este método de determinacéo é idéntico nos trés GCs que
se encontram no laboratério, o procedimento executado na validagdo foi semelhante
para os diferentes GCs.

Devido ao elevado nimero de amostras que diariamente chegam ao laboratério,
nem sempre é possivel proceder a andlise das mesmas no proprio dia em que ddo
entrada no laboratério. Assim, procedeu-se a realizagdo dos ensaios necessarios, para
avaliar o efeito que o armazenamento dessas amostras, em diferentes condicdes,
poderia exercer na quantificagdo do TCA.

E igualmente necessario conhecer o procedimento que é realizado neste laboratoério
no controlo de qualidade (quantificagio do TCA) das amostras de rolhas e vinhos, para
ser assim possivel compreender o procedimento seguido na validagdo do método

analitico em questdo.
3.1. Quantificacdao do TCA

As amostras que ddo entrada no laboratério com vista a determinagdo do seu teor
em TCA podem ser, na grande maioria dos casos, de dois tipos. Podem corresponder a
amostras de maceracdes de rolhas, discos ou granulados de cortica, ou a amostras de
vinhos.

A maceracdo consiste em colocar num frasco de 2L um determinado numero de
rolhas (normalmente 50, podendo também ser individuais, em frascos mais pequenos),
discos (normalmente 200-250) ou granulado (quantidade dependente dos objectivos
das andlises) e encher o frasco com solugdo etandlica a 10% durante 24 hr, a
temperatura ambiente). Independentemente da origem das amostras, a sua
preparagdo, para posterior quantificagdo por cromatografia, consiste nos seguintes
passos:

- Em viais de 20 ml colocam-se 10 ml de amostra (medidos com uma micropipeta
de 5000 pl)

- Adicionam-se 100l de padrdo interno. E neste passo que reside a Unica diferenca
na preparacdo das amostras que sdo analisadas no GC-MS ou nos GC-ECDs. Assim, se
as amostras vdo ser analisadas no GC-MS, o padrdo interno a utilizar é o D5-TCA de
concentracdo 20 ppb, enquanto que se a quantificagdo do TCA for efectuada num dos
GC-ECDs, o padrdo interno é o DCT (diclorotolueno) de concentragdo 25 ppb.

- De forma a ndo ocorrer volatilizacdo do TCA ou do padrdo interno, deve-se tapar o
vial de uma forma réapida, com tampas apropriadas (metdlicas munidas de um septum).

As amostras estdo assim prontas para serem analisadas.
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Como ja foi referido o método implementado no departamento de I&D conjuga uma
técnica eficaz de extraccdo do TCA, SPME, com a cromatografia gasosa com detector de
captura de electrdes (dois equipamentos iguais) e a cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa (um equipamento). Os GCs encontram-se munidos de um
auto-sampler com a capacidade de 64 amostras, pelo que todo o processo de analise é
automatizado. Os GCs encontram-se programados para efectuar a extracgdo por SPME
e a quantificacdo por cromatografia gasosa de uma forma ciclica e continua.

Apresentam-se de seguida as condicdes experimentais em que é realizada a
extraccdo por SPME do TCA.

3.1.1. Condigbes Experimentais - SPME

As condicdes experimentais em que é efectuada a extracgdo por SPME encontram-se
apresentadas na tabela 1. Convém salientar que estas ndo sao as condicdes Optimas de
extraccdo do TCA por SPME. A grande quantidade de amostras que diariamente da
entrada no laboratério exige uma grande rapidez na andlise de cada uma delas. As
condicdes apresentadas sdo as que conseguem conjugar da melhor forma a rapidez de
extraccdo e a eficiéncia do processo de SPME. Um exemplo é a utilizagdo de sal. Apesar
de a utilizacdo de sal permitir a obtengdo de um aumento do sinal, quer nos GC-ECDs
como no GC-MS, optou-se por deixar de o utilizar, uma vez que para além de se poupar
bastante tempo na preparacdo das amostras, conseguiu-se aumentar de uma forma
bastante significativa o tempo de vida util das fibras de SPME.

Tabela 1 - CondicBes experimentais em que é efectuada a extracgdo por SPME do TCA.

Modo de T.d.on;io tnxtr-cqio Td‘uorqio tdcuon;aé
extraccdo (°C) (min) (°C) (min)
GC-ECD .
Ambiente 12
GC-MS headspace (220C) & 270 4

Inicialmente as condigdes experimentais eram exactamente iguais para os GC-ECDs
e também para o GC-MS. Contudo, como vai ser justificado na secgdo dos resultados e
discussdo deste relatério, houve a necessidade de proceder a uma pequena alteragdo no
programa de temperaturas do GC-MS. Essa alteracdo provocou um aumento do tempo
de corrida de cada andlise, o que por sua vez conduziu a um aumento do tempo de
adsorgdo de 12 para 14 min.

E importante referir que sendo o tempo de adsorgdo uma varidvel critica que
condiciona a eficiéncia de extraccdo, é fundamental avaliar o efeito que diferentes
tempos de adsorcdo podem induzir nos resultados obtidos pelo GC-MS e pelos GC-
ECDs, para que seja possivel efectuar, com seguranca, comparagdes entre 0s
desempenhos de cada um dos cromatégrafos. .

Como ja foi referido ndo é utilizado sal, nem é efectuada qualquer correcgdo do pH

das amostras.
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As fibras de SPME utilizadas sdo da marca Varian, especificas para a utilizagdo num
auto-sampler (figura 1) e apresentam um revestimento de 100 pm em
polidimetilsiloxano (PDMS).

Figura 1 - Imagem do auto-sampler de um dos GC-ECDs no momento em que esta a ser
efectuada a extraccao por SPME.

3.1.2. Condicdes Experimentais - GC-ECD

As condigbes de operagdao, bem como as caracteristicas dos dois GC-ECDs utilizados
sdo descritas de seguida:
- Cromatografo gasoso com detector de captura electrénica Varian CP-3800;
- Coluna: WCOT Fused Silica da Varian, referéncia CP-SIL 8CB Low Bleed/MS (30 m
de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0.25 um de filme);
- Gas de arraste: azoto, com um caudal de 1.0 mi/min;
- Temperatura do injector: 270° C;
- Temperatura do detector: 280° C;
- Programa de Temperaturas:
- Manter a 55° C durante 2 minutos;
- Aumentar a temperatura até 255° C, a 25° C/min;
- Aumentar a temperatura até 265° C, a 30° C/min;
- Manter a 265° C durante 1 minuto;

Na figura 2 apresenta-se uma imagem do aparelho de cromatografia com detecgao
por captura electronica utilizado.
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Figura 2 - Imagem de um dos GC-ECDs existentes no laboratério.

3.1.3. Condicbes Experimentais - GC-MS

As condicbes de operagao, bem como as caracteristicas GC-MS utilizado sdo
descritas de seguida:
- Cromatografo gasoso Agilant 6890 Series, com detector de espectroscopia de
massa Agilant 5973 Network;
- Coluna: Agilant HP-5MS (low bleed), referéncia 19091S-433 (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0.25 um de filme);
- Gas de arraste e de make-up: Helio, com um caudal de 1.0 mi/min;
- Temperatura do injector: 270° C;
- Temperatura do detector: 280° C;
- Temperatura do Transfer Line: 280°C:
- Programa de Temperaturas:
- Manter a 55° C durante 2 minutos;
- Aumentar a temperatura até 255° C, a 25° C/min;
- Aumentar a temperatura até 265° C, a 30° C/min;
- Manter a 265° C durante 2 minutos;

Na figura 3 apresenta-se uma imagem do cromatégrafo gasoso com deteccao por
espectrometria de massa.
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Figura 3 - Imagem do GC-MS existente no laboratdrio.

3.2. Validacdo do Método de Determinagcdo do TCA

Nesta secgdo do relatério vai fazer-se referéncia a metodologia seguida para avaliar
cada um dos pardmetros que constituem a validagdo de um Método analitico.

Para efectuar a validacdo foi necessario preparar varios padrées de diferentes
concentragdes de TCA. A preparacdo desses padrdes é efectuada com solucdo etandlica
a 10% e a partir duma solucdo mée de TCA de concentragdo 1040 ppt (1.04 ppb). Por
exemplo, para um padrao de 5 ppt:

- colocam-se 10 ml de solucdo etandlica a 10% num vial de 20 ml de capacidade;

- adicionam-se 20 pl da solugdo-mdae de TCA a 1.04 ppb;

- adicionam-se 100 pul de padrao interno;

- tapa-se o vial com uma tampa apropriada.

3.2.1. Linearidade da Resposta

Em andlises quantitativas, a calibragdo indica um processo pelo qual a resposta dum
sistema de medida se relaciona com uma concentragdo ou uma quantidade de
substancia conhecida.

E com base na calibragdo que se pode aferir sobre a linearidade e os limiares
analiticos.

A gama de trabalho ja tinha sido previamente estudada e estabelecida: de 0 a 20
ppt, pelo que a linearidade foi avaliada para esta gama de concentracdes. Assim,
procedeu-se:

- a preparacdo, em duplicado, de padrdes de concentragdo 2, 5, 10, 15 e 20 ppt
(padrdes distribuidos equitativamente pela gama de trabalho);

- a medicdo no equipamento analitico, nas mesmas condicbes das amostras a
analisar;

- a construcdo do grafico de calibragdo que relaciona o sinal do equipamento com a

concentracao;
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A avaliacdo da linearidade é entdo efectuada com base na representacdo grafica
anterior e com o célculo e andlise do coeficiente de correlagao.

3.2.2. Limiares Analiticos

Como foi referido no ponto anterior, é com base na calibragdo que se pode aferir
sobre os limiares analiticos. O procedimento realizado para a obtencdo da recta de
calibracdo ja foi apresentado anteriormente.

3.2.3. Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade que um método apresenta para distinguir pequenas
diferencas de concentragao de um analito.

Para saber se os trés GCs apresentam sensibilidades semelhantes é necessario
representar graficamente as rectas de calibragéo obtidas para cada um deles. O declive
de cada uma delas da-nos indicacdo de qual o GC que apresenta maior sensibilidade,
uma vez que um maior declive significa uma maior variacdo do sinal do equipamento
para a mesma variagdo na concentragao.

3.2.4. Precisdo

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade e da precisao
intermédia.

3.2.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada em condigbes tdo estaveis quanto possivel (mesmo
analista, mesmo tipo de reagentes), no mais curto espaco de tempo € com um numero
de medicdes, n>10, para cada nivel de concentragdo. Assim, procedeu-se a analise em
cada um dos equipamentos, de 10 padrdes de concentragoes, 2, 3, 5, 5.5 e 6 ppt.

3.2.4.2. Precisdo Intermédia

As varidveis estudadas na precisdo intermédia foram, diferentes operadores e
diferentes equipamentos, uma vez que estas sdo as varidveis que se pensa poderem
influenciar os resultados obtidos de uma forma significativa.

Desta forma, foram preparados diariamente (durante 13 dias), por cada um dos
operadores e para cada um dos GCs, um padrdo de concentragdo 5 ppt e um de 15 ppt.
A andlise destes padrdes permite avaliar a influéncia que a preparacdo das amostras
por diferentes operadores podera exercer nos resultados obtidos e igualmente se a
andlise de uma mesma amostra em diferentes GCs poderd conduzir a diferentes

resultados.
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3.2.5. Exactiddo

Para avaliar a possivel existéncia de interferéncias que pudessem comprometer a
exactiddo do método de determinacdo do TCA implementado, recorreu-se ao método de
adicdo de padrdo. Para tal, procedeu-se, em cada um dos GCs, a extracgdo em
duplicado de:

- uma amostra escolhida aleatoriamente, amostra A

- padrdo de concentragao 10 ppt

- de uma amostra que continha 50% da amostra A e 50% do padrdo a 10 ppt, ou
seja num vial de 20 ml, colocaram-se 5 ml de amostra A, 5 ml de padrdao de
concentracdo 10 ppt e 100 pl de padrdo interno.

- de uma amostra que continha 25% da amostra A e 75% do padrdo a 10 ppt, ou
seja num vial de 20 ml, colocaram-se 2.5 ml de amostra A e 7.5 ml de padrao de
concentracdo 10 ppt e 100 ul de padréo interno.

- de uma amostra que continha 75% da amostra A e 25% do padrdo a 10 ppt, ou
seja num vial de 20 ml, colocaram-se 7.5 ml de amostra A e 2.5 ml de padrao de
concentragdo 10 ppt e 100 ul de padrao interno.

Ao conhecer a resposta do GC para a amostra A e para o padrao de 10 ppt, pode-se
prever a resposta que o mesmo GC deveria dar para as trés amostras que contém
percentagens conhecidas de Amostra A e de padrdo. A recuperagdo é calculada com
base nesse valor tedrico previsto e no valor que foi realmente obtido.

3.3. Efeito da "Stockagem” das amostras

O armazenamento das amostras pode ser efectuado de varias formas. As amostras
podem ser guardadas tal e qual como d&o entrada no laboratério, isto €, em frascos de
vidro de 100 (com tampas azuis) ou 50 ml (com tampas brancas) de capacidade ou ja
preparadas nos viais. Neste Ultimo caso podem ser utilizados dois tipos de tampas,
tampas magnéticas, normalmente usadas para scans, (amarelas) ou sem magnetismo
(cinzentas).

Independentemente de as amostras serem previamente preparadas nos viais ou
deixadas nos frascos de vidro o seu armazenamento pode ser efectuado a temperatura
ambiente ou no frigorifico.

Desta forma, foram efectuados dois ensaios. Num primeiro estudou-se o efeito do
armazenamento das amostras previamente preparadas em viais, testando-se a
influéncia do tipo de tampas e da temperatura de armazenamento. Para tal preparam-
se dezasseis padrdes de 5 ppt com tampas cinzentas, dos quais oito foram
armazenados no frigorifico e os restantes deixados a temperatura ambiente. O mesmo
procedimento foi efectuado para as tampas amarelas. '

Num segundo ensaio avaliou-se o efeito do armazenamento das amostras tal e qual
ddo entrada no laboratério. Escolheram-se aleatoriamente dois frascos de amostras de
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tampa azul, colocando-se um deles no frigorifico e o outro a temperatura ambiente.
Relativamente aos frascos de tampa branca, como estes apresentam uma pequena
capacidade, procedeu-se a distribuigdo, do contelido de uma maceragdo de um frasco
de 2L, por 10 frascos de tampa branca que foram mantidos a temperatura ambiente e
de uma outra maceracdo igualmente de um frasco de 2L, por outros 10 frascos de
tampa branca que foram guardados no frigorifico.

Adicionalmente, avaliou-se o efeito que o headspace poderia ter no armazenamento
das amostras. Para tal, distribuiu-se o conteido de uma maceragdo por quatro frascos
de tampa branca, dos quais dois foram mantidos a temperatura ambiente e os restantes
no frigorifico.

Diariamente procedeu-se a preparagdo e quantificagdo do TCA no GC-ECD 1 de cada
uma das amostras referidas, tendo o cuidado de deixar elevar até a temperatura
ambiente as amostras guardadas no frigorifico, retirando-as para a bancada cerca de 1

hr antes de se proceder a sua preparagao.
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4.Resultados e Discussao

Nesta seccdo do relatério apresentam-se os resultados obtidos na validacao do
método de determinacdo do TCA implementado no Laboratério do Departamento de
Investigacdo e Desenvolvimento do Grupo Amorim & Irméos, na analise de incertezas e
igualmente no estudo do efeito da stockagem das amostras.

Os resultados serdo apresentados para cada um dos trés GCs existentes no
laboratério.

4.1. Linearidade

4.1.1. Linearidade - GC-ECD 1

A recta de calibracdo obtida para o estudo da linearidade da resposta do GC-ECD1 Sl
a descrita pela equagao (13).

y=5.63x10".x -3.04x10™* (14)

O coeficiente de correlagdo associado a esta recta de calibragdo €,
R =0.999) 0.995 (15)

pelo que respeita a condigdo de linearidade de ter que ser superior a 0.995.

As outras duas condicdes sdo igualmente respeitadas, isto €, de acordo com os
resultados obtidos constata-se que a recta de calibragdo obtida cumpre as exigéncias
normalmente admitidas para métodos analiticos convenientemente validados, pois o
erro do declive é de 1.7%, o que é inferior a 5% e o intervalo de confianca para a

ordenada na origem, P2.6x10—3 :2.0x 10'31, inclui a propria origem.

4.1.2. Linearidade - GC-ECD 2

A recta de calibracdo obtida para o estudo da linearidade da resposta do GC-ECD2 é
a descrita pela equagado (15).

y=6.73x103.x -3.15x10™* (16)

O coeficiente de correlacdo associado a esta recta de calibragdo €,
R =0.999) 0.995 (17)
pelo que respeita a condigdo de linearidade de ter que ser superior a 0.995.

As outras duas condicdes sdo igualmente respeitadas, isto é, o erro do declive é de
1.5%, o que é inferior a 5% e o intervalo de confianga para a ordenada na origem,

l—2.3><10‘3 ;1.6x10‘3J, inclui a prépria origem.
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4.1.3. Linearidade - GC - MS

A recta de calibragdo obtida para o estudo da linearidade da resposta do GC-MS éa
descrita pela equagado (17).

y=7.06x1073.x-2.27x107* (18)

O coeficiente de correlacdo associado a esta recta de calibragdo €,
R =0.999) 0.995 (19)

pelo que respeita a condigdo de linearidade de ter que ser superior a 0.995.
As outras duas condicdes sdo igualmente respeitadas, isto €, o erro do declive é de
2.5% o que é inferior a 5% e o intervalo de confianga para a ordenada na origem,

P4.3><10'3 ; 3.8x10‘3], inclui a prépria origem.

4.2. Limiares Analiticos

Os limiares analiticos foram igualmente determinados com base nas rectas de
calibragdo apresentadas no ponto anterior.

Apesar de apenas ser apresentada uma recta de calibracdo para cada um dos GCs, a
qual serviu de base para o estudo da linearidade e dos limiares analiticos, convém
salientar que, no que diz respeito aos CC-ECDs, uma vez por semana procede-se a
determinacdo de uma nova recta de calibragdo. O histérico dessas rectas evidencia um
comportamento estavel dos cromatdgrafos, isto €, os limiares analiticos e o coeficiente
de correlacdo mantém-se constantes ao longo do tempo. Desta forma, e juntamente
com a manutengdo que é efectuada igualmente uma vez por semana aos cromatografos
com deteccdo por captura de electrdes, pode-se garantir a fiabilidade dos resultados.

Relativamente ao GC-MS, os factos ja sdo outros. O histérico das rectas de
calibracdo indica uma grande variagdo, quer dos limiares analiticos como do coeficiente
de correlacdo. Alids, nem sempre é obtida uma recta de calibragdo que obedegca as
condicdes de linearidade, sendo necessario proceder a repeticdo dos ensaios
necessarios para a obtengdo de uma nova recta. Desta forma, relativamente aos
limiares apresentados de seguida para o GC-MS, convém salientar que estes
correspondem a valores intermédios do conjunto de resultados que foram obtidos ao
longo de todo o processo de validagao.

Na tabela seguinte apresentam-se os limiares analiticos obtidos para cada um dos
GCs.
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Tabela 2 - Limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para cada um dos GCs.

GC-ECD 1 GC-ECD 2 GC-MS
X0 (PPt) 0.6 0.5 0.9
X (PPt) 2.0 1.5 2.7

Estes resultados evidenciam simultaneamente uma semelhanca dos limiares
analiticos entre os dois GC-ECDs, mas também uma diferenca significativa entre os
limiares obtidos para os GC-ECDs e para o GC-MS, apresentando este Ultimo, limites de
deteccdo e de quantificagdo bastante superiores.

4.3. Sensibilidade

De acordo com a definicio de sensibilidade, este pardmetro pode ser avaliado
através do declive da recta de calibracdo. Quanto maior for o declive da recta, mais
sensibilidade apresenta um método, uma vez que um maior declive significa uma maior
diferenca no sinal do equipamento, Ay, para a mesma variagdo na concentragao, Ax.

Assim, de acordo com os resultados apresentados anteriormente, é o GC-MS que
apresenta maior sensibilidade, seguindo-se o GC-ECD 2, sendo o GC-ECD 1 o
cromatoégrafo que apresenta uma menor sensibilidade.

4.4. Precisao

4.4.1. Repetibilidade

Os ensaios efectuados para analisar a repetibilidade foram todos eles efectuados em
condigdes experimentais idénticas e num curto intervalo de tempo.

4.4.1.1. Repetibilidade - GC-ECD 1

Na figura 4 encontra-se apresentada a representagao grafica dos valores de
concentracdo de TCA obtidos para cada um dos dez padrdes analisados para cada um
dos niveis de concentracdo estudados: 2, 3, 5, 5.5 e 6 ppt, no GC-ECD 1.
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Figura 4 - Representacdo gréfica dos valores de concentragdo de TCA obtidos para cada um dos
dez padrbes analisados para cada um dos niveis de concentragdo estudados: 2, 3, 5, 5.5 e 6 ppt,
para o GC-ECD 1.

A figura anterior evidencia que o GC-ECD 1 apresenta uma boa repetibilidade nos
seus resultados, sendo observada uma variacdo muito pouco significativa no sinal do
equipamento para padroes com a mesma concentragao de TCA.

4.4.1.2. Repetibilidade - GC-ECD 2

Na figura 5 encontra-se apresentada a representacdo grafica dos valores de
concentracdo de TCA obtidos para cada um dos dez padrdes analisados para cada um
dos niveis de concentragdo estudados: 2, 3, 5, 5.5 e 6 ppt, no GC-ECD 2.
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Figura 5 - Representacdo gréfica dos valores de concentragdo de TCA obtidos para cada um dos
dez padrbes analisado para cada um dos niveis de concentragdo estudados: 2, 3, 5, 5,5 e 6 ppt,
para o GC-ECD 2.
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Mais uma vez é observada uma pequena variagdo do sinal do equipamento na
quantificacdo do TCA de padrGes com a mesma concentragdo de analito. Contudo, as
figuras anteriores evidenciam uma maior variagdo do sinal no GC-ECD 2 do que no GC-

ECDiLs

4.4.1.3. Repetibilidade - GC-MS

A representacdo grafica dos valores de concentracdo de TCA obtidos para cada um
dos dez padrdes analisados para cada um dos niveis de concentracdo estudados: 2, 3,
5, 5.5 e 6 ppt, no GC-MS encontra-se apresentada na figura seguinte.
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1
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Figura 6 - Representacdo gréfica dos valores de concentracdo de TCA obtidos para cada um dos
dez padrbes analisados para cada um dos niveis de concentracdo estudados: 2, 3, 5, 5.5 e 6 ppt,
para o GC-MS.

Como evidencia a figura anterior, o GC-MS apresenta, com a excepcdo do nivel de
concentracdo de 2 ppt, grandes oscilagdes em todos os niveis de concentragao
estudados. Para além das grandes oscilagdes, verifica-se que em todos os niveis de
concentracdo os resultados obtidos pelo GC-MS, néo apresentando deste modo uma
repetibilidade satisfatoria.

Como a repetibilidade deve ser avaliada para trés niveis de concentragdo,
apresentam-se na tabela seguinte o valor médio do teor de concentragdo obtido e o
respectivo coeficiente de variagdo resultantes da andlise 