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Resumo

Resumo

A realizacdo desta dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento e validagdo de um
método para analise de BTEX: Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, m-xileno, p-xileno e o-xileno,
resultante da preocupacdo e exigéncia com a qualidade da &gua de consumo humano, &guas

superficiais e subterraneas.

O método de ensaio foi desenvolvido com base no método analitico de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa recorrendo a técnica de microextracao em fase sélida
para preparacdo de amostra, SPME-GC/MS.

No desenvolvimento do método, houve a necessidade de identificar cada um dos
compostos pelos tempos de retencdo respetivos, por cromatografia gasosa, e selecionar os ides
caracteristicos mais abundantes de cada composto, por espectrometria de massa em modo Full
Scan. A otimizagdo da técnica de preparagdo da amostra, SPME, bem como a validagdo do

método de ensaio foram efetuadas usando o modo SIM do espectrometro de massa.

A otimizacdo da técnica SPME foi efetuada de modo a garantir uma melhor sensibilidade
e seletividade através de varios pardmetros obtendo os seguintes resultados: uso da fibra
PDMS/DVB, tempo e temperatura de adsor¢do de 4 minutos a 30°C, desadsorcéo de 1 minuto,
agitacdo a 250 rpm, modo de extracdo headspace e sem adicdo de sal, e a otimizagdo do método
cromatografico que envolveu a escolha do modo de injecéo splitless e a otimizacdo do tempo de

splitless (1 min)

Com as condicOes anteriores otimizadas seguiu-se a validacdo do método, no qual se
obteve coeficientes de correlacdo superiores a 0,995 e com a analise de residuos e Teste de Mandel
confirmou-se a linearidade. Nos estudos de repetibilidade e precisdo intermédia os valores de
RSD, foram inferiores a 16% e 21%, respetivamente. Globalmente, as percentagens de
recuperacdo obtidas em diversas matrizes de &gua foram entre 85 a 91%. Relativamente a

estimativa da incerteza expandida, foi inferior a 40% para todos 0s compostos.

Palavras-chave: BTEX, SPME-GC/MS, validacdo, otimizacdo
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Abstract

Abstract

The aim of this dissertation was the development and validation of a method for analyzing
BTEX: benzene, Toluene, Ethylbenzene, m-xylene, p-xylene and o-xylene, to assure the
requirement with the quality of water intended for human consumption, surface water and

groundwater.

The assay method was developed based on the analytical method of gas chromatography
coupled to mass spectrometry using solid-phase microextration technique as sample preparation,
SPME-GC/MS.

In the development of the method there was a need to identify each of the compounds
under consideration through the respective retention times using gas chromatography and
selecting the most abundant characteristic ions of each compound, using mass spectrometry in
Full Scan mode. The optimization of sample preparation technique, SPME, as well as the

validation of the assay, were performed using the SIM mode of the mass spectrometer.

The optimization of the SPME technique was made in order to assure a better sensitivity
and selectivity through different parameters and the following results were obtained: the use of
fiber PDMS/DVB, time and temperature of adsorption of 4 minutes at 30° C, 1 minute of
desorption time, with agitation of 250 rpm, in headspace adsorption without salting out and the
optimization of the gas chromatographic method envolved the choice of the splitless injection
mode and the study of the splitless time (1 min).

The method validation was performed after its optimization. The linearity studies were
performed using statistical methods: residue analysis and Mandel test and the calibration curves
showed a correlation coefficient greater than 0,995. In the repeatability and intermediate precision
studies the relative standard deviation, RSD, values were less than 16% and 21%, respectively.
Overall, the global recovery percentages obtained using several matrices were between 85 to 91%.
Relatively to the estimation measurements of the expanded uncertainty, were less than 40% for

all compounds.

Keywords: BTEX, SPME-GC/MS, validation, optimization
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Capitulo 1. Introducdo

Capitulo 1. Introducéao

1.1 Contexto e Motivagao

A dagua € uma das maiores comodidades que o0 Homem mais tem explorado que outro
qualquer recurso para a sua propria sustentabilidade. Desde o consumo préprio , a urbanizacéo, a
agricultura e a industrializagdo, a procura por dgua é demasiado grande tentando acompanhar com
todos os recursos disponiveis (Aguas subterraneas, aguas superficiais) [1]. Contudo, com a procura
vem a necessidade e a preocupacdo de garantir uma maior qualidade da agua através de
tratamentos a partir de novas metodologias mais eficientes e menos dispendiosas. Apesar de no
presente ser exigido um maior controlo na qualidade de &gua consumida, o cuidado no seu
consumo ja vem dos tempos primordiais com o uso de técnicas de tratamento inovadoras para a
época. Originalmente, os primeiros métodos de tratamento focavam-se nas condigdes
organoléticas da agua, sendo datados a 4000 a.C descritos na literatura sénscrita e grega. A
filtracdo através de carvao, a exposicdo a luz solar e o uso da fervura eram tratamentos aplicados
na altura. Com o evoluir do tempo novos métodos apareciam, como em 1500 a.C, através da
comunidade Egipcia com a adi¢do de alimen que permitia a filtracdo das impurezas suspensas.
Porém s6 a nivel organolético existiam tratamentos, ndo havendo solugbes para possiveis
substancias quimicas presentes nas aguas. Ja s no séc. XVII com a invengdo do microscopio a
comunidade cientifica ganhou uma melhor compreensdo das fontes e dos efeitos dos
contaminantes presentes na agua de consumo, pela observacgdo dos primeiros microrganismos. A
titulo de exemplo, em 1855, o epidemiologista John Snow conseguiu provar que a célera era uma
doenca com origem nas &guas provenientes dos esgotos e Louis Pasteur, no fim do século XIX,
que demonstrou pela “Teoria de Germes”, como 0s microbios podem transmitir doengas através
da agua. De realgar que em 1914, é implementada a primeira regulamentag&o para a qualidade de
agua nos Estados Unidos, vindo a sofrer alteragdes com o surgimento de novos pardmetros de
analise [2,3].

A medida que a populag&o e a procura de 4gua potavel aumentam, é importante examinar
a qualidade da &gua e identificar contaminantes que venham a surgir nas fontes de agua quando
frequentemente sdo expostas a grandes quantidades de substancias originarias de atividades
antropogénicas. Dos contaminantes possiveis de surgir nas aguas estdo 0s compostos organicos
volateis, VOCs, introduzidos no meio aquatico, principalmente, pela industria [4].

No ambito desta tese serdo estudados alguns compostos organicos volateis, em detalhe
no subcapitulo 1.2, através do desenvolvimento de um método de ensaio por SPME-GC/MS de
acordo com as normas associadas e com vista a um maior controlo na qualidade da agua, sendo

assim capazes de monitorizagdo quando antes ndo o eram observados.
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1.2 Compostos em estudo

Segundo a diretiva da EU 2008/112/EC e a Royal Society of Chemistry os compostos
organicos volateis, VOCs, por defini¢do, sdo compostos organicos que a 20°C possuem uma
pressdo de vapor igual ou superior a 0,01 kPa, mas inferior a 101,3 kPa, presentes na atmosfera
como resultado da atividade humana. Estes incluem uma grande gama de compostos nos quais se
inserem os hidrocarbonetos [5].

No contexto deste trabalho serdo estudados o Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e os
isomeros do Xileno, especificamente, 1,2-dimetilbenzeno (orto-xileno), 1,3-dimetilbenzeno
(meta-xileno) e 1,4-dimetilbenzeno (para-xileno), compostos designados por BTEX e
classificados como hidrocarbonetos aromaticos com base no anel benzénico presente na sua

estrutura quimica, sendo observaveis na Tabela 1.1 [6].

Tabela 1.1 — Estrutura quimica carateristica de cada um dos compostos em estudo

Composto Estrutura quimica
Benzeno @
CH,
Tolueno @
CH,CH,
Etilbenzeno @
CH,
m-xileno @
CH,
CH,
p-xileno ©
CH,
CH
o-xileno CH

Q




Capitulo 1. Introducdo

Todos 0s compostos em estudo séo liquidos e incolores com um odor carateristico, com
elevada volatilidade (pressdo de vapor carateristica a cada um dos compostos encontra-se no
Anexo I1), tendo como fonte o em petréleo bruto, podendo ser encontrados nas aguas devido aos
depdsitos de gas natural e das refinarias de petréleo. As principais libertacGes de BTEX, no meio
ambiente, ocorrem através das emiss@es dos veiculos a motor. A titulo de exemplo, o Tolueno é
um dos compostos presentes na composicdo de um cigarro. A preocupacao é grande com estes
compostos, pois estdo entre os mais produzidos no mundo com uma grande variedade de
aplicac@es, entre os quais, produtos petroliferos (gasolina), bens de consumo, tintas, produtos de
borracha, cosméticos e produtos farmacéuticos [7, 8].

O perigo destes compostos, em particular do Benzeno que possui efeitos carcinogénicos,
ja levou a que existam estudos de forma a proceder a sua monitoriza¢do, contudo ha a necessidade
de complementar esse estudo de acordo com as normas e legislacdo vigentes para a qualidade da
agua [9 — 11].

1.3 Legislacéo

A necessidade de proteger o meio aquético, principalmente a gua de consumo produzida
a partir de aguas superficiais e subterraneas em relacao ao aparecimento de substancias perigosas
a salde humana, obrigou varios paises da Unido Europeia a adotar medidas de monitorizagéo e
controlo da qualidade da agua. Um exemplo é o DL 236/98 de 1 de agosto que define os niveis
de qualidade das &guas superficiais e subterraneas destinadas a producéo de agua para consumo
humano. Este DL néo referia a obrigatoriedade de andlise de BTEX em &guas superficiais e
subterraneas. Posteriormente, surgiu o DL 103/2010 de 24 de setembro e, mais tarde, o DL
218/2015 de 7 de outubro que estabelece as normas de qualidade ambientais (NQA) para as
substancias prioritarias e para outros poluentes em aguas superficiais. Estes DL resultam da
transposicdo das diretivas europeias 2008/105/CE de 16 de dezembro, e 2013/39/EU de 12 de
agosto, respetivamente. Nestes decretos é referida a obrigatoriedade de monitorizacdo do
Benzeno indicando uma concentracdo maxima admissivel para aguas superficiais de 50 pg/L.

Em relagdo aos compostos em estudo, apenas o0 Benzeno esta incluido na legislacdo
nacional relativa a 4gua de consumo humano. De acordo com o decreto-lei 306/2007 de 27 de
agosto que resulta da transposic¢do da Diretiva 98/83/CE de 3 de novembro, indica que o valor
paramétrico para o Benzeno é de 1 ug/L (Anexo 1) e que o limite de detecdo do método de ensaio
realizado deve ser 25% do valor paramétrico.

Apesar de ndo existir legislacdo nacional aplicada ao Tolueno, Etilbenzeno e Xilenos, ha
organizacgdes altamente reconhecidas como a Organizacdo Mundial de Satde (WHO) e a National
Health and Medical Research Council (Australia) que apresentam diretrizes para a qualidade de

agua apresentando valores guias para estes, como é possivel observar pela Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Limites de referéncia estabelecidos para 0s compostos em estudo [8, 12]

Valor Guia (ug/L) Valor Guia (ug/L)  Valor Paramétrico

Composto
(WHO) (NHMRC) (ug/L)
Benzeno 10 1 1
Tolueno 700 800 s/limite
Etilbenzeno 300 300 s/limite
Xilenos 500 600 s/limite
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Capitulo 2. EPAL

A EPAL, atualmente Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A, é a sucessora da
Companhia das Aguas de Lisboa (CAL) empresa que entre 1868 e 1974 foi responséavel pelo
abastecimento de agua a cidade de Lisboa. A partir de 1974 foi criada a EPAL que transitou de
nome até se fixar no atual, em 1991, aquando da sua transformacao em sociedade anénima de
capitais integralmente publicos.

A empresa tem como responsabilidade a melhoria de acesso a agua de consumo humano
bem como, a melhoria da sua salvaguarda, protecdo e gestdo sustentavel, no presente, agilizando
o futuro. Com a misséo de conceber, explorar, construir e gerir a EPAL foi crescendo de forma
sustentada e atualmente é responsavel pela exploragdo e gestdo do sistema multimunicipal de
abastecimento de gua e do saneamento do Vale do Tejo, juntamente com Aguas do Vale do Tejo,
abrangendo 88 municipios correspondentes a uma area de 33% do territdrio nacional servindo 3,8
milhGes de pessoas.

O sistema de abastecimento de 4gua integra o sistema de produgdo e transporte e o sistema
de distribuigdo. Inserido no sistema de producdo, o subsistema de captagdo compreende duas
fontes superficiais localizadas na Albufeira de Castelo de Bode (Rio Zézere) e no rio Tejo, em
Valada, e cerca de 20 captagdes subterraneas particularmente no rio Alviela (Nascente dos Olhos
de Agua) e os pocos nas Lezirias, Alenquer e OTA. O mais importante nos subsistemas referidos
é a Albufeira de Castelo de Bode representando cerca de 75% da capacidade total de producédo da
empresa. O transporte e o sistema de distribuicdo desenrolam-se com acesso a adutores,
reservatorios, estacOes elevatdrias, entre outros, chegando assim ao seu destino.

Com a preocupacao focalizada na qualidade da dgua para abastecimento da populagéo,
existem dois laboratérios de ensaio, um localizado em Lisboa e outro na ETA de Vale da Pedra,
que sdo responsaveis pela analise das aguas desde a sua captacao até a casa dos consumidores, no
qual, sdo possuidores de equipamento de Gltima geragdo e recursos humanos altamente
qualificados permitindo a execucdo de ensaios obrigatérios presentes na legislagdo em vigor, com
critérios de qualidade rigorosos viabilizando a garantia de exatiddo e precisdo dos resultados
obtidos. Para cumprir todos os requisitos e garantir a competéncia dos tratamentos de agua
realizados, os laboratdrios sdo acreditados pela Norma NP EN ISO/IEC 17025 sendo analisados
110 parametros da qualidade da &gua correspondendo a 198 compostos e realizados 135 métodos
analiticos para ensaios em &guas divididos entre &reas analiticas distintas: Microbiologia e

Biologia, Quimica Inorgénica e Quimica Organica [13].
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Capitulo 3. Método de Preparacdo da Amostra

3.1 Introducéo

A necessidade de analisar compostos encontrados em diversas matrizes liquidas, inclui
uma variada gama de areas de interesse: farmacéutica, analises clinicas, ambiental, medicina
legal, entre outras. Um meio de investigar substncias presentes neste tipo de matrizes (agua,
plasma, soro, urina, etc.) é através de andlise cromatografica que requer geralmente um pré-
tratamento da amostra. As razdes para tal se verificar sdo inimeras, destacando-se a complexidade
das matrizes, onde estdo inseridos os compostos; a existéncia de proteinas em fluidos bioldgicos
gue sdo incompativeis com as colunas cromatograficas e a concentracdo das substancias a estudar
a nivel vestigial nas matrizes ambientais.

O objetivo final é a obtencdo de uma sub-frac¢do da amostra inicial enriquecida com os
analitos de interesse em estudo, garantindo uma maior sensibilidade do método de ensaio, de
forma a se realizar uma separagdo cromatografica livre de potenciais interferentes, garantindo
uma maior seletividade do método e uma maior robustez e reprodutividade independente de
variagcdes da matriz da amostra, com um nivel de detecdo apropriado e um razoavel tempo de
analise.

As técnicas normalmente mais utilizadas sdo: extracdo liquido-liquido, extragdo em fase
solida para compostos ndo-volateis e microextracdo em fase sélida para compostos volateis
[9,14].

3.2 Microextracdo em fase solida

Relativamente recente e usada com sucesso, a microextragdo em fase sélida (SPME) tem
sido apresentada como uma alternativa moderna aos métodos de preparacdo de amostras
tradicionais. Surgiu em 1989 por Pawliszyn e seus colaboradores numa tentativa de melhorar as
inerentes limitaces das técnicas mais tradicionais, como a extracéo liquido-liquido (LLE) e a
extracdo em fase sélida (SPE). Num Unico passo, integra a amostragem, extracdo e concentracao
da amostra, isenta de solventes organicos, sendo uma das principais vantagens bem como a sua
facil utilizacdo, aplicabilidade a muitos tipos de analitos, uma diminuicdo substancial dos tempos
de analise, uma capacidade de automatizacdo maior referente ao passo de preparacdo de amostra
e custos de processo mais baixos. A técnica de SPME possui a capacidade de melhorar os limites
de detecdo na ordem dos ppt (ng/L), tanto para compostos volateis como semi-volateis,

comparativamente as outras técnicas [15, 16].
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3.3 Processo de funcionamento do SPME

O dispositivo de microextragdo em fase sélida(SPME) contém uma fibra de silica fundida
de 1 cm de comprimento, revestida com um filme polimérico estando ligada a um émbolo de aco
inoxidavel no qual esta instalado um suporte similar a uma seringa. A fibra de silica movimenta-
se para dentro e para fora do interior da agulha com o auxilio do émbolo, sendo que esse
movimento é controlado por um pequeno parafuso que se direciona somente no eixo dos zz. A

Figura 3.1, representa a estrutura de uma seringa de SPME [15, 17].

Embolo

Parafuso de
reténgdo do émbole

Agutha
Fibra

Figura 3.1 — Design de um dispositivo de SPME (Adaptado de [69])

Esta unidade realiza uma sequéncia de procedimentos, iniciada pelo processo de extracao
(representada na Figura 3.2), em que consiste no deslocamento da fibra em dire¢do a agulha,
passando a agulha através do septo que veda o frasco da amostra (A), pressiona-se o0 émbolo para
baixo expondo a fibra em contacto com a amostra ou com o headspace sobre a amostra onde
ocorre a adsor¢do dos analitos organicos pelo revestimento da fibra até suceder o equilibrio de
adsorcdo, geralmente entre 2 a 30 minutos, de acordo com o tipo de analitos em andlise (B), e de
seguida é recolhida a fibra para dentro da agulha, que desta forma mantém a integridade do
revestimento, e a agulha é removida do frasco que contém a amostra (C).

O segundo passo e o final, o processo de desadsor¢éo (representado na Figura 3.3), da-se
quando a agulha é introduzida no injetor do cromatografo gasoso (D), expondo a fibra a altas
temperaturas onde os analitos adsorvidos sofrem desadsorcdo térmica, e sdo libertados para a
coluna de GC (E). Por fim, recolhe-se a fibra e retira-se a agulha do injetor (F). Para além do
método analitico de GC/MS esta técnica de preparacdo de amostra também pode ser usada em
HPLC [5, 6, 20].
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Processo de extracio

Figura 3.2 — Processo de extracdo da amostra por SPME-GC: A — Introducdo da seringa na amostra; B — Exposicao e
adsorcdo de analitos pela fibra; C- Recolha da seringa (Adaptado [18])

Processo de desadsorcio

Figura 3.3 — Processo de desadsorcdo da amostra por SPME-GC: D — Introducéo da agulha no Injetor, E —
Desadsorcéo dos analitos, F — Recolha da seringa. (Adaptado de [18])

3.4 Fundamentos teoricos

O principio elementar na técnica de SPME é a extracdo dos analitos da amostra pela fibra
revestida por um filme polimérico. O processo, no caso de sé se considerarem duas fases, é
considerado completo quando a concentracdo do analito chega a um equilibrio de distribuicdo
entre a matriz e a fibra adsorvente. O coeficiente de distribuicdo ou particdo, Ky, dos analitos

entre a matriz da amostra e a fibra adsorvente é dado pela equagdo 3.1.

9
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Kpg = — (Equacgéo 3.1)

Onde Cs € a concentracdo de analito na fibra adsorvente e Cs é a concentracdo de analito
na amostra. Na prética, significa que quando é atingido o equilibrio a quantidade extraida é
constante dentro dos limites do erro experimental e é independente de aumentos adicionais do

tempo de extracdo. As condic¢des de equilibrio podem ser descritas pela equacao:

KesV:Co Vs
fsVf-oVs ~
n=-———— Equacao 3.2
KoV 1, (Equag )
Onde n é a quantidade de analito adsorvido pelo revestimento da fibra, Co é a
concentragdo inicial de analito nas amostra e Vre Vsé o volume do revestimento da fibra e volume
da amostra, respetivamente. A partir da Equagéo 3.2, quando se verifica um volume da amostra
bastante superior (isto é, Vi<<<V;) a quantidade de analito extraido pelo revestimento da fibra é

independente do volume da amostra, referido na Equacao 3.3:
n = K¢ Vi Co (Equagio 3.3)

Na prética, ndo ha necessidade de recolher uma amostra definida antes da analise, dado
que a fibra pode ser exposta diretamente ao ar ambiente, a 4gua, ou a um efluente (analise de
campo). A quantidade de analitos extraidos tem correspondéncia direta com a concentracdo de
analitos existentes inicialmente na matriz da amostra, sem ser dependente do volume da amostra
[21].

Como mencionado inicialmente neste subcapitulo, as equagOes apresentadas sdo
referentes a duas fases, o revestimento da fibra e a matriz da amostra. No caso de haver uma

terceira fase, headspace, a quantidade de analito adsorvido é dado pela seguinte equacao:

K¢ Ve CoV
fsVftoVs ~
n= (Equacio 3.4)
KrsVy + KnsVi + Vs e

Ou seja, soma-se ao denominador da equacdo 3.4 a parcela KnsVh, coeficiente de
distribuicdo headspace/amostra e volume de headspace, respetivamente, que indica a capacidade

de conter o analito nessa fase [16, 20, 21, 22].

10
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3.5 Otimizacéo do processo de SPME

Sao varias as aplicagbes que utilizam a técnica de SPME como ferramenta de
investigacdo. Tal preponderancia implica a necessidade de otimizar o processo para cada situagéo
obtendo resultados reprodutiveis e precisos, garantindo assim o éxito no resultado final do ensaio
[16].

De forma a garantir esse sucesso, varios parametros sao estudados e otimizados consoante
as propriedades intrinsecas (afinidade com a fibra, solubilidade, volatilidade entre outros) dos
analitos de interesse. Os parametros a ser estudados e otimizados neste trabalho passam pela
selecdo do tipo de fibra, 0 modo de extracdo de SPME, o tempo de extracdo, a temperatura de
extracdo, a temperatura de desadsorgéo, agitacdo e o uso de salting out.

3.5.1 Selecéao da fibra

Para uma dada aplicacdo a escolha do revestimento da fibra a utilizar é de extrema
importancia de forma a garantir um maior sucesso de extragdo. O revestimento ¢ escolhido tendo
por base a massa molecular, a polaridade, e concentragéo do analito, mas também a complexidade
da matriz.

Em relacdo a massa molecular este determina a velocidade que um analito migra entre o
revestimento da fibra e a amostra, influenciando a capacidade de adsor¢do. Um analito com uma
massa molecular pequena move-se a uma maior velocidade e por conseguinte necessita de menos
tempo para atingir o equilibrio de adsor¢do, enquanto que um analito de massa molecular maior
conduz a uma velocidade menor resultando num maior tempo para atingir o equilibrio de
adsorcdo. Assim existem fibras com revestimentos de maior espessura que aumentam a
sensibilidade e a seletividade. Esta variacdo de espessura estd relacionada com o tempo de
equilibrio, te, e como consequéncia influenciam o tempo de extracdo. O tempo de equilibrio é
atingido quando cerca de 95% da quantidade de analitos em equilibrio é extraido da amostra,

demonstrado pela seguinte equagdo [16, 21, 23]:

(b — a)? <
te = tosy, = T (Equacgio 3.5)

A Equacdo 3.5 indica que o coeficiente de difusdo do analito para o revestimento, Dy, e a
espessura do revestimento, o termo (b -a), estdo diretamente correlacionados com o tempo de

equilibrio.

11
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A Figura 3.4 é ilustrativa dos termos que surgem na Equacao 3.5.

|=+—— Vareta de silica

—+———— Revestimento da fibra

Figura 3.4 — Sistema de extracdo de SPME: a — Raio interno do revestimento; b — Raio exterior do revestimento;
D¢— Coeficiente de difusdo do analito no revestimento da fibra (Adaptado de [70])

De extrema importancia na escolha do revestimento da fibra a utilizar é a polaridade do
analito, a regra de “igual atrai igual” ¢é aplicada nesta selecéo, pois para compostos polares sdo
usados revestimentos polares e para compostos apolares e semipolares o principio utilizado é o
mesmo [24].

Na Tabela 3.1 esta apresentada a lista de fibras disponiveis comercialmente a ser usadas
no SPME:

Tabela 3.1 — Lista de fibras disponiveis comercialmente e respetivas aplicacoes [25]

Tipo de revestimento ESF()Szi;J ra Aplicagoes
PDMS 7 GC/HPLC para compostos apolares de elevado PM
PDMS 30 GC/HPLC para compostos semi-volateis apolares
PDMS 100 GC/HPLC para volateis
PDMS/DVB 65 GC/HPLC para compostos volateis e aminas
PA 85 GC/HPLC para semi-volateis polares
PEG 60 GC/HPLC para alcoois e compostos polares
CAR/PDMS 75/85 GC/HPLC para gases e compostos de baixo PM
DVB/CAR/PDMS 50/30 GC/HPLC para aror\rllglt;:ir;tes: volateis e semi-
PDMS/DVB 60 HPLC para aminas e compostos polares

A escolha do revestimento da fibra para além da relacdo com os analitos de interesse em
estudo tem de ter em conta a sua resisténcia a condi¢des quimicas (pH, sais, aditivos) e fisicas
(elevadas temperaturas) [20].

12
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3.5.2 Modos de extragéo
O modo de extracdo em SPME pode ser efetuado de trés formas diferentes: por extracao
direta, extracdo por headspace e extracdo com recurso a uma membrana protetora. A Figura 3.5

exemplifica esses trés modos de extracao:

Headspace Fibra Membrana

\ Al
AR [

VoL
s N /7 B\ C

Amostra Revestimento polimérico

H

Figura 3.5 — Modos de extracdo em SPME: A — Extracdo direta; B — Headspace; C — Utilizacdo de membrana
protetora (Adaptado de [20])

Na extragdo direta o revestimento da fibra é imerso na amostra e os analitos s&o extraidos
diretamente da matriz da amostra. Este modo de extragdo é mais utilizado quando 0s compostos
em estudo n&o sdo tdo volateis.

Na extracdo por headspace, os analitos sdo extraidos da fase gasosa acima da matriz da
amostra. A razdo primaria para este modo € a prote¢do da fibra de interferentes com elevado peso
molecular presentes na matriz da amostra, como por exemplo proteinas. Também permite
modifica¢des na matriz, como ajustamentos de pH, sem interferir com a fibra. Este modo de
extracdo é mais aconselhado para compostos de elevada volatilidade [16].

Para compostos volateis, geralmente os tempos de equilibrio séo menores no modo
headspace do que por imersdo direta, pois existe j& uma consideravel quantidade de analitos
presentes em headspace e pelo facto de os coeficientes de difusdo na fase liquida serem inferiores
aos da fase gasosa [22].

O terceiro modo de extracdo é o menos utilizado que consiste no uso de uma membrana
seletiva que possibilita apenas a passagem de certos analitos. A utilizacdo deste modo é mais
necessaria quando os analitos de interesse sdo pouco volateis e ndo permitem extrair por
headspace e a matriz da amostra se encontra com interferentes de elevado peso molecular e outros
contaminantes o que conduz ao uso de uma membrana de forma a proteger a fibra. Todavia, este
processo comparativamente aos outros dois apresentados anteriormente é mais lento dado que

para haver difusdo dos analitos até ao revestimento hé necessidade de atravessar amembrana [20].

13
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3.5.3 Tempo de extracao

O tempo de extracdo é definido como o tempo que é necessario para a quantidade de
analito alcancar o equilibrio entre a amostra e o revestimento da fibra.

O tempo de equilibrio é definido como o tempo que apds uma quantidade de analito
extraida se mantém constante, independentemente do aumento do tempo de extracdo e dentro do
limite do erro experimental. Fatores como o tamanho dos analitos, o tipo de fibra selecionada, a
temperatura de extracdo, o uso de agitacdo, e a concentracdo do analito na amostra tém
preponderancia no tempo que é necessario para se atingir o equilibrio.

N4o obstante, é necessario ter em conta que, ha casos em que uma grande diminuigao na
curva da massa extraida em funcéo do tempo de extracdo ndo corresponde ao tempo de equilibrio.
Esse fendmeno tem lugar quando se trabalha no modo de extracdo headspace em amostras
aquosas, onde um rapido aumento da curva de equilibrio, condizente a extracdo de analito
presente no headspace, é seguido por um aumento lento relativo a transferéncia de analito da

matriz aquosa, através da headspace, atingindo o equilibrio mais tarde [16].

3.5.4 Temperatura de extracao

A temperatura tem um papel importante na otimizacdo do SPME. Um aumento da
temperatura de extracdo causa um aumento na velocidade de extracdo, mas ao mesmo tempo
provoca um decréscimo na constante de distribuicdo, isto é a concentracdo de analito na fase
aquosa diminui. Este principio é essencialmente aplicado quando o modo de extracdo a ser
utilizado é de imerséo direta, pois as altas temperaturas provocam a evaporagdo dos analitos
conduzindo a uma diminui¢do da concentracdo dos mesmos na matriz.

Em contrapartida, no modo de extracéo por headspace 0 aumento da temperatura vai atuar
na pressdo de vapor dos analitos favorecendo o coeficiente de distribuicdo relativo ao headspace,
uma vez que ha movimento dos analitos presentes na matriz da amostra para o headspace

contribuindo para o seu contacto com o revestimento da fibra [22].

3.5.5 Tempo de desadsorcéo
O instrumento que mais tem sido utilizado com a técnica de SPME é o cromatdgrafo gasoso. Ap6s
0 processo de extracdo segue-se 0 processo de desadsorcdo, no qual a agulha é inserida no injetor
do GC expondo a fibra para se dar a desadsor¢éo dos analitos.

Em relaco ao tempo de desadsorcéo, este deve ser o suficiente para que 0s compostos
sejam desadsorvidos na totalidade da fibra garantindo desta forma que ndo ocorre carry-over, ou

seja, que ndo haja efeitos de transferéncia de analitos em injegdes posteriores [24].

14



Capitulo 3. Método de Preparacdo da Amostra

3.5.6 Agitacéao

Em amostras gasosas, 0 tempo necessario para atingir o equilibrio € menor do que em
relacdo a amostras aquosas. A esse tempo a razdo associada € a limitacdo pela velocidade de
difusdo dos analitos para o revestimento [20].

A manipulacdo do parametro da agitacdo, tem um papel semelhante ao pardmetro de
temperatura de extracao, pois 0 aumento de agitacdo e de temperatura, vao provocar uma maior
eficiéncia de extracdo, diminuindo o tempo necessario para se atingir o equilibrio. No entanto,
com ou néo realizagdo de agitacéo, pelo modo de extracdo por headspace ocorrem similaridades
verificadas em amostras gasosas, onde mesmo antes de se iniciar o processo de extracdo, a maioria
dos analitos ja se encontra na fase gasosa. Como tal, o uso de agitacdo pode ter maior
preponderancia na eficiéncia de extracdo no modo de imersdo direta onde é necessaria agitacao
para promover uma maior facilidade no transporte de massa entre a amostra aquosa e a fibra.

Nos ensaios manuais, a agitacdo magnética € mais utilizada na técnica de SPME, e
consiste na colocacdo de um agitador magnético dentro do vial; uma alternativa automatizada é o
uso de um vértex que reproduz um movimento circular no vial contendo a amostra [22].

Ao utilizar a agitacdo no processo de extracdo ha que ter em conta outras variaveis
adjacentes a eficiéncia de extracéo, ou seja, hd que identificar a agitacdo mais adequada que possa
aumentar a eficiéncia de extragdo sem danificar a fibra e, por conseguinte, diminuir o tempo de

vida Gtil da mesma.

3.5.7 Salting Out

Comumente mais utilizada na técnica de extracdo por headspace, a adi¢do de sal aumenta
a forca ionica da fase aquosa de uma amostra, diminuindo a solubilidade dos analitos presentes
na matriz, o que conduz a uma migracdo dos mesmos para headspace aumentando a eficiéncia de
extracdo. O efeito deste parametro tem uma acentuacdo maior, particularmente, para compostos
polares e volateis.

Porém, uma adi¢do de sal a amostras contendo analitos com elevadas constantes de
distribuicdo, pouco ou nada, vai melhorar a eficiéncia de extracdo podendo até mesmo criar picos
interferentes.

Em relacdo aos compostos a serem estudados nesta tese, o esperado é um impacto pouco
consideravel ao adicionar o sal, e tal se justifica pela pouca solubilidade dos analitos de interesse

com a matriz aquosa e pela sua natureza apolar [18, 22, 26].
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Capitulo 4. Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa

4.1 Cromatografia Gasosa

4.1.1 Introducao

A cromatografia é uma técnica analitica bastante utilizada na identificacdo, determinacéo
e separacdo de compostos quimicos em misturas complexas. Descoberta pela primeira vez em
1903, pelo botéanico russo, M.Tswett, a técnica foi aplicada para separar 0s varios pigmentos de
plantas por uma coluna de vidro empacotada com carbonato de célcio, CaCOs. Nos anos 40, 0s
primeiros avangos nos fundamentos tedricos da cromatografia foram estabelecidos pelo trabalho
de A.J.P Martin e Singe, onde é sugerida a possibilidade da existéncia de uma fase mével gasosa
para compostos volateis. Contudo foi em 1952 que surgiu verdadeiramente a invencdo da
cromatografia gasosa, GC, e consequente maior desenvolvimento, com a publicacdo de Martin e
A.T James [27, 28].

O principio basico de um processo cromatografico baseia-se, na distribuicdo de uma
mistura entre duas fases distintas, uma fase mdvel e uma fase estacionaria. A fase mével (liquida
ou gasosa) dissolve e transporta os compostos da mistura movimentando-se através da fase
estacionaria (liquido viscoso ou sélido) que se encontra fixa no interior de uma coluna. A particdo
dos compostos entre as duas fases vai depender das propriedades fisico-quimicas dos analitos
presentes na amostra, 0 grau de interacdo com a fase estacionaria, resultando dai diferentes
velocidades de migracdo e a sua separagdo no final da coluna [29].

O processo pelo qual ocorre a separacao € designado por elui¢do, podendo ser observado
pela Figura 4.1, a partir de uma amostra com dois compostos diferentes e o seu deslocamento ao
longo do cromatdgrafo. A fase mével transporta os compostos ao longo da fase estacionaria, onde
os analitos com maior afinidade com esta véo ficando retidos e deslocam-se a uma velocidade
menor, em contraste com 0s outros que tendo maior afinidade com a fase mdvel e menor peso
molecular possuem uma velocidade de migragdo maior. As moléculas mais rapidas, naturalmente,
abandonam a coluna mais cedo obtendo tempos de retencdo mais pequenos, ou seja, O
correspondente aos primeiros picos, seguindo-se os analitos que ainda se encontram a deslocar
pela coluna, favorecendo assim a separacdo. A largura dos picos difere consoante os analitos, as

condi¢des usadas e a coluna cromatografica.
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Figura 4.1 — Separacédo de uma amostra através de um processo cromatografico: a) Injecéo da amostra no
cromatégrafo; b) Deslocacéo através da coluna dos compostos; ¢) Primeiro pico no cromatograma; d) Ultimo
composto a sair da coluna e respetivo aparecimento do pico no cromatograma (Adaptado [30])

4.1.2 Fundamentos Teoricos

Para perceber o comportamento da metodologia cromatografica, especificamente, o
cromatografo gasoso e compreender as suas potencialidades é necessario conhecer 0s conceitos
basicos que se encontram ligados ao seu funcionamento.

Varios destes parametros atraves da sua otimizagdo, conduzem a melhores resultados

analiticos.

e Constante de Distribuicdo, K

Ao longo da coluna, fatores como a temperatura na coluna cromatografica, as
propriedades dos compostos ou o tipo de fase estacionaria vao influenciar a separagéo dos analitos
entre a fase movel e a fase estacionéria. A relagdo de particdo, de um qualquer composto, entre
as duas fases é dada pela constante de distribui¢do, K, definida como a raz&o entre a concentragdo

na fase estacionaria e a concentracdo na fase mével, como demonstra a Equagéo 4.1:

C
k=5

= (Equagdo 4.1)
Cu

No qual os termos Cse Cw, representam a concentracdo do analito na fase estacionaria e

a concentracdo do analito na fase movel, respetivamente.
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O sucesso na separacdo dos compostos, estd dependente das constantes de distribuigéo,

onde o K tem de ser diferente para cada um, caso contrario, vai ocorrer co-eluicdo, indicativo
gue 0s compostos tém o mesmo tempo de retencdo [30].

e Tempo de Retencao, tr

Um dos pardmetros mais importantes é o tempo de retencdo, tg, definido como o tempo
necessario que um analito demora a percorrer a coluna cromatogréfica ou ainda o tempo entre a
injecdo da amostra e o aparecimento do pico cromatografico maximo, ap6s chegar ao detetor.

O tempo morto, twm, € 0 tempo que as moléculas passam na fase mével, ou seja, o tempo
necessario para que os compostos que ndo sejam retidos pela fase estacionaria sejam detetados.
A diferenca no tempo de retencdo para cada analito, verifica-se no tempo que cada um permanece

na fase estacionaria da coluna, sendo este designado como tempo de retengdo ajustado, t’r[30].
Pode ser determinado matematicamente a partir da Equacéo 4.2:

(Equacio 4.2)

Sinal

i

¥

lnt— t25 —ae

EVAN

Figura 4.2 — Modelo representativo de um cromatograma (Adaptado de [31])

Fator de Retencao, k

O fator de retengdo, k, também conhecido por razdo de particdo ou ainda fator de

capacidade, é uma medida usada para descrever a velocidade de migracdo de um analito na coluna

cromatografica, ou seja, € a afinidade de um componente para com a fase estacionaria permitindo
comparar com outros compostos, e pode ser determinada pela Equacgéo 4.3.

19



Capitulo 4. Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa

K tr—ty tp CsVs
oty ty CyVy

(Equagio 4.3)

Onde Vsé o volume da fase estacionaria e Vim 0 volume da fase movel.
Se a fase movel percorrer a coluna suficientemente devagar, de forma a estar préxima do
equilibrio, a razdo Cs/Cwm pode ser substituida pela constante de distribuicdo, K. Desta forma, a

equacdo poder ser representada do seguinte modo:

Vs <
k=K— (Equacio 4.4)
Vu

Quanto maior o fator de retengdo, maior é a quantidade de analito na fase estacionéria,
isto é, fica retido durante mais tempo na coluna, e consequentemente considera-se k como uma

medida de retencgdo [25, 26].

e Fator de Seletividade, a

A separagdo de dois picos pode ser afetada pelo coeficiente de distribuicdo, como pela
eficiéncia da coluna. Uma medida de separacao relativa entre dois analitos adjacentes, é designada
por fator de seletividade, também conhecido por fator de separagdo, o, € pode ser expressa do

seguinte modo:

_Kz_kz

a= Kk (Equagio 4.5)

Onde K e K5, sdo o coeficiente de distribuicdo dos analitos 1 e 2, respetivamente; e ki e
k. sdo os fatores de retencdo, de modo respetivo, dos analitos 1 e 2.

Pela definigdo, o, é sempre superior a 1, o que indica que o analito 2 fica retido mais tempo
no sistema cromatografico que o analito 1. Todavia, se o fator de seletividade for igual a 1, ocorre

o fendmeno designado de co-elui¢do, ja supracitado no subcapitulo 4.1.1 [34].

e Eficiéncia da Coluna, N

A eficiéncia estd relacionada com a capacidade da coluna de produzir picos bem
definidos. Pode ser medida através do numero de pratos teodricos, N, conceito com base nas
colunas de destilacéo, apesar de na pratica uma coluna cromatografica ndo dispor de pratos de
destilacdo. Quanto maior for o niumero de pratos, menor sera a largura das bandas e melhor ¢ a

eficiéncia. O nimero de pratos tedricos pode ser calculado usando a seguinte equacao:
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t 2
N = 5,545 (—R> (Equagio 4.6)
W

Onde tr € 0 tempo de retencdo do pico e Wh a largura do pico a meia altura.
Outra medida da eficiéncia da coluna € a altura equivalente de um prato teérico, HETP,
ou simplesmente altura do prato, H, sendo determinada da seguinte forma:

L
H = 5 (Equacao 4.7)

Onde L é o comprimento da coluna. Uma menor altura dos pratos, vai corresponder a um
maior nimero de pratos por metro, garantindo desta forma uma maior eficiéncia da coluna.

O calculo de H, apesar de permitir determinar a eficiéncia da coluna, ndo explica como
funciona o alargamento das bandas. Como tal, surge a equacéo de Van Deemter que explica este

fendmeno. A equacao expressa a altura de um prato da seguinte forma:
B <
H=A+ Z +Cu (Equagio 4.8)

Onde A, B e C sédo constantes e % é a velocidade linear da fase movel.
A Figura 4.3, corresponde a uma representacdo grafica, para uma melhor compreensao,
da equacdo de Van Deemter:

* H=A+B/u+Cu

u (cm/s)

Figura 4.3 — Representacdo grafica da equacdo de Van Deemter (Adaptado de [71])

21



Capitulo 4. Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa

O termo A corresponde ao alargamento da banda causada pelo efeito de disperséo,
também conhecida por difusdo de Eddy, ou seja, os diferentes percursos que as moléculas de
analito percorrem até ao fim da coluna, traduzindo-se em diferentes tempos de percurso.

O termo B/u representa o alargamento da banda por difuséo longitudinal das moléculas
de analito na fase movel. A difusdo é maior para gases em comparagdo a liquidos, e dessa forma
este termo tem um maior impacto no GC. Uma diminuicdo da difusdo em gases envolve um gas
de arraste com uma maior densidade, mas em contrapartida influéncia a transferéncia de massa
diminuindo-a na fase movel.

O termo Cu refere-se ao alargamento da banda causado pelo atraso do analito, devido a
transferéncia de massa entre a fase movel e a estacionaria. A transferéncia de massa pode ser
influenciada por caracteristicas da coluna como o didmetro interno da coluna e a espessura do
filme da fase estacionéria.

Todavia esta equacdo é inicialmente aplicada para colunas de enchimento com fase
estacionaria liquida. Deste modo o equipamento GC/MS que tipicamente opera com colunas
capilares, é expresso pela equacgao condensada de Golay:

B
H = 7 + (Cs + Cppu (Equacio 4.9)

Onde Cs e Cwy, descrevem a transferéncia de massa na fase estacionaria e movel
respetivamente.

As modificagdes na equacdo condensada prendem-se com a auséncia do termo A cujo
valor para colunas capilares é nulo e com os efeitos no alargamento dos picos promovido pela
difusdo na fase gasosa.

Para uma maior eficiéncia da coluna, o valor de H tem de ser minimo, dessa forma as
colunas trabalham utilizando uma velocidade de gas ideal acima do étimo de modo a reduzir o

tempo de analise [32, 35].

e Resolucdo, Rs
A resolucdo, Rs, é descrita como uma grandeza que melhor avalia a eficiéncia de um

sistema cromatografico, e define uma medida da separacdo entre dois analitos adjacentes, sendo

expressa pela Equacéo 4.10:

tp, —t
R =2 (u) (Equacio 4.10)
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No qual, tr1 e tr2 S80 0S tempos de retencdo dos picos 1 e 2, respetivamente; e Wie W»
sdo a largura do pico na base dos analitos 1 e 2, respetivamente.
A resolucdo também se encontra relacionada com o nimero de pratos tedricos, fator de

seletividade e fator de retengdo, podendo ser descrita pela Equacdo 4.11:

a—1 k, .
Rg = \/N( = )(k2 n 1) (Equacgdo 4.11)

De forma a obter a melhor resolucéo possivel, os trés termos tém de ser maximizados. O
aumento do tamanho da coluna representa maior eficiéncia da mesma; com a diminuicdo da
temperatura ha uma maior seletividade; e através de um aumento da espessura do filme ou
diminuicdo do didmetro da coluna permitem um aumento do fator de retencdo, vantajoso para
compostos volateis, e deste modo a relagao entre os fatores tende para a otimizagdo da resolugdo
[35, 36].

4.1.3 Constituicdo de um cromatografo gasoso
O cromatdgrafo gasoso tem na sua constituicdo seis componentes essenciais: 0 gas de

transporte, o injetor, o forno, a coluna, o detetor e a unidade de aquisi¢do de dados e controlo.

e Gasde Arraste
O gés de vapor, também conhecido por gas de arraste, € utilizado para designar a fase
movel. A escolha do gas vai depender da coluna e do tipo de detetor, mas mais importante da
velocidade do tempo de andlise e da detetabilidade. Este deve possuir como carateristicas ainda
elevado grau de pureza para impedir a presenca de contaminantes na coluna e ser inerte. Os gases
geralmente utilizados sdo o hélio, o hidrogénio e o azoto.
A velocidade e o tipo de gas de transporte possuem um papel relevante na separacéo

cromatografica, onde a velocidade linear média pode ser descrita pela seguinte equagéo:
u=— (Equacgdo 4.12)

Onde L € o comprimento da coluna e tm 0 tempo morto.
Como j& mencionado anteriormente, para uma maior eficiéncia da coluna, o H tem de ser
minimo e para tal utiliza-se uma velocidade acima do 6timo, que pode ser observada pela Figura

4.4, para os trés gases de arraste.
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U dtimo
(maior eficiéncia)
AN I I S I
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Velocidade linear média (cm/s)

Figura 4.4 — Relagdo entre o H e a velocidade linear média para o azoto (N-), hélio (He) e hidrogénio (H>)
(Adaptado de [42])

O grafico demonstra que existe um & 6timo que corresponde ao valor minimo de um H
na curva. A velocidade linear média para 0 azoto é mais baixa o que possibilita um maior tempo
de andlise, ao contrario do hélio e do hidrogénio que possuem um % mais elevado promovendo
um menor tempo de analise, com uma perda insignificante de eficiéncia.

Né&o obstante, o hidrogénio tem como desvantagem o facto de ser explosivo, pelo que o

gas de arraste frequentemente mais utilizado seja o hélio [22, 29, 37].

e Injetor

Num sistema cromatogréafico, a injecdo de uma amostra é determinante para garantir
resultados com qualidade, podendo a titulo de exemplo reduzir a resolugédo na coluna entre outros
fatores.

O tipo de injetor deve ser selecionado de forma cuidadosa dependendo da analise a
realizar e usado para garantir a maxima eficiéncia da coluna cromatografica, com elevada precisdo
analitica e reprodutibilidade dos resultados. De forma a conseguir uma maior eficiéncia da coluna
€ necessario que a amostra, em quantidade adequada, seja introduzida rapidamente e de forma
integral, pois uma injecdo mais lenta para provocar o alargamento dos picos cromatograficos.

Na cromatografia gasosa, a introducdo da amostra na coluna é efetuada sobre a forma de
vapor, sendo essa vaporizacdo conseguida através do injetor, mais comumente, do tipo

split/splitless, representado na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Representacdo de um injetor do tipo split/splitless (Adaptado de [39])

O modo de funcionamento de um injetor do tipo split/splitless é descrito pela inser¢do da
amostra através de um septo de borracha, num injetor aquecido, passando para uma camara de
vaporizacdo, onde se encontra um liner, cujo propdsito é impedir a degradacdo e aumentar a
vaporizacdo dos analitos presentes, a uma temperatura elevada o suficiente para acontecer a
volatilizacdo da amostra. O gas de arraste é introduzido na cAmara também, onde vai ocorrer a
sua mistura com a amostra.

No modo split o injetor divide a amostra em duas partes distintas, onde apenas uma fragdo
da amostra vai para a coluna e a maior fragdo é eliminada pela valvula de split. A relagdo entre a
guantidade de gas de arraste, que transporta a amostra, que sai pela valvula e o fluxo de gas que
entra para a coluna, é dada pela razdo de split.

No caso da andlise de amostras com concentracgdes vestigiais, escolhe-se o tipo de inje¢éo
splitless, onde a totalidade da amostra vai para a coluna. Neste modo, a valvula de split encontra-
se fechada aquando da injecdo da amostra, na qual o fluxo de gas a entrar é igual ao fluxo que
atravessa para a coluna. Contudo, s6 se encontra fechada num determinado intervalo de tempo
manipulavel, e otimizado, garantindo assim a eliminacdo de vestigios que se encontrem presentes

na camara de vaporizacdo [34, 38, 39].
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e Forno

No GC a relacéo entre o tempo de retencdo e a temperatura é fundamental, onde o forno
ocupa um papel de extrema importancia como seu constituinte. A coluna reside no interior do
forno cuja temperatura é controlada com elevada precisao.

Quanto maior a temperatura, mais rapidamente os compostos sao eluidos, isto é, o tempo
de retencéo é menor e o contrario acontece quando hd um decréscimo da temperatura.

A monitoriza¢do da temperatura por parte deste componente é fundamental na obtencdo
do melhor resultado analitico possivel, j& que o analista muitas vezes lida com amostras de

natureza desconhecida, como a quantidade ou a volatilidade dos compostos, entre outros [40].

e Coluna Cromatografica

A coluna cromatografica, contendo a fase estacionaria, € um dos constituintes
fundamentais do GC, tendo influéncia direta no tempo de retencdo dos compostos em
consequéncia de fatores como o comprimento, o didmetro, a temperatura, a estrutura quimica e a
guantidade da fase estacionaria da coluna cromatografica.

Existem dois tipos de colunas que podem ser aplicadas num cromatégrafo gasoso: as
colunas de empacotamento e as colunas capilares.

As colunas empacotadas podem ser produzidas a partir de vidro, aco inoxidavel ou
aluminio, de 2 a 6 metros de comprimento, possuindo ainda um didmetro interno compreendido
entre 0s 2 e 0s 4 milimetros. O empacotamento da coluna é feito com recurso a pequenas particulas
esféricas e uniformes, com impacto na eficacia da separacdo dos compostos, revestidas com uma
camada de fase estacionaria. O uso deste tipo de coluna tem como vantagem uma maior
capacidade de amostra.

Porém, no GC/MS, geralmente, a escolha da coluna a utilizar recai sobre as colunas
capilares. Apresenta como vantagens uma maior resolugdo, menores tempos de analise e uma
maior sensibilidade em comparacdo com as colunas de empacotamento.

Tém um comprimento entre 0s 25 e 150 metros e entre 0,25 e 0,75 milimetros de diametro
interno. A constitui¢do da coluna é apresentada na Figura 4.6.

A constituicdo de uma coluna capilar envolve trés partes distintas: o revestimento em
poliimida, com o objetivo de proteger e suportar a coluna a fatores externos, um tubo de silica

fundida e ligado as paredes internas deste tubo est4 um filme fino, designado por fase estacionaria.
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Fase estaciondria

Tubo de silica fundida

Revestimento de
poliimida

Figura 4.6 — Representacdo de uma coluna capilar (Adaptado de [41])

A fase estacionaria de uma coluna influencia a seletividade e a sua escolha vai depender
do tipo de aplicacéo pretendida. Muitas das fases estaciondrias utilizadas tém a estrutura geral do

polisiloxano, representado na Figura 4.7:

R R R

R—3Si—0 Si—0 Si—R

R R R
n

Figura 4.7 — Estrutura geral da fase estacionaria de polisiloxano (Adaptado de [42])

O tipo de substituintes da cadeia principal e a quantidade destes vai distinguir a fase e as
suas propriedades. Outra caracteristica importante é a espessura do filme, uma vez que no caso
do estudo de compostos volateis, uma espessura maior garante uma maior capacidade de retengédo
[35, 42].

e Detetor
O detetor de um cromatografo gasoso deteta os analitos que séo eluidos da coluna com o
proposito de converter a informacdo que recebe num sinal elétrico, sendo enviado,
posteriormente, para uma unidade de aquisicao de dados.
As carateristicas mais importantes que devem ser apresentadas num detetor sdo a
sensibilidade para detetar em quantidades residuais, ser fiavel, e demonstrar linearidade na relagcdo

sinal/concentracdo ao longo de uma vasta gama de concentragdes.
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Os detores mais comumente utilizados sdo o detetor de captura eletrénica (ECD), o
detetor de ionizacdo de chama (FID) e o espetrometro de massa (MS), pendendo a sua escolha
para o tipo de aplicacdo pretendida.

De salientar, que o detetor a utilizar no ambito deste trabalho serd o MS onde ira ser

abordado mais em detalhe no ponto 4.2 [22, 31].

e Unidade de Aquisicdo de Dados e Controlo

Esta ultima unidade é responsavel pela rececdo, processamento e tratamento de dados
onde, por exemplo, permite a identificacdo de compostos com recurso a uma base de dados de
referéncia, como a desenvolvida pela NIST, e também do controlo e manipulacéo de diferentes
variaveis como programas de temperatura, velocidade do fluxo do gas de transporte, escolha do

modo split/splitless entre outros, através de um ou mais softwares.

4.2 Espectrometria de Massa

4.2.1 Introducao

A espectrometria de massa desde o seu primeiro aparecimento, em 1912, por J.J
Thomson, evoluiu exibindo-se como uma das técnicas analiticas de maior importancia.
Destacando-se como uma técnica que faculta informagdes qualitativas e quantitativas dos mais
variados compostos de interesse (organicos, inorganicos, entre outros) em amostras complexas,
ao nivel da sua estrutura molecular, apresentando também possibilidade de fornecer informacdes
de compostos desconhecidos existentes nas amostras [35].

Considerado um método de analise destrutivo, uma vez que ap6s a analise ser efetuada
ndo é possivel recuperar a amostra, esta técnica é dividida em trés fases, onde tem como
particularidade operar a vacuo de forma a impedir a colisdo entre iGes evitando a sua
desfragmentacdo e mudancas de direcdo desfavoraveis, para a obtencdo de resultados fidveis e
reprodutiveis.

A primeira etapa consiste na producdo de ibes, podendo ser efetuada a partir de varios
métodos diferentes dependendo dos iGes em causa. Um desses métodos é a eletroionizacdo, El,
onde as moléculas da amostra sdo expostas a um feixe de eletrdes, levando a perda de eletrdes e
formacdo de ides radicais positivos, podendo fragmentar uma ou mais vezes em ifes mais
estaveis. De seguida, os iGes sdo conduzidos até ao analisador de massas, que atraves da aplicagdo
de determinadas voltagens, tendo por base a razdo massa/carga proporciona a diferenciacdo dos
mesmos.

Por fim, derivado ao elevado nimero de fragmentos que sdo analisados e consequente

perda de sensibilidade, sera necessario recorrer & amplificacdo do sinal com recurso a um
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multiplicador eletronico. Este amplifica o sinal correspondente & abundancia relativa dos ides em
funcdo da sua razdo massa/carga. A informacdo é enviada para um sistema de rece¢do e

processamento de dados, sendo representada a partir de um espectro de massa [44].

4.2.2 Constituicdo de um espectrémetro de massa
Como ja foi mencionado na introdugdo a espectrometria de massa, um espectrometro de
massa é constituido por trés importantes componentes: a fonte de ioniza¢do, o analisador de

massas € o detetor de ifes.

e Fonte de lonizacdo

As moléculas nas amostras tém de ser, primeiramente, ionizadas de forma a serem
detetadas e analisadas num espetrémetro de massa. Uma variedade de técnicas de ionizagéo é
utilizada na espetrometria de massa, e enquanto algumas técnicas sdo mais energéticas e causam
uma extensa fragmentagdo, outras sdo mais “macias” e apenas produzem ides de espécies
moleculares.

A electroionizagdo, El, e a ionizag¢do quimica, CI, sdo as duas técnicas, mais utilizadas e
adequadas para GC/MS, assim 0 seu uso é limitado a compostos suficientemente volateis e
termicamente estaveis. Destas duas técnicas, a mais utilizada a nivel global é a de
electroionizacdo, sendo definida uma abordagem mais detalhada neste subcapitulo para esta
técnica. Na Figura 4.8, esta representado 0 mecanismo de ionizacdo, EI.

A fonte de ionizacdo consiste numa pequena camara, onde os analitos, vindos da coluna
capilar, sdo bombardeados com um feixe de eletrGes altamente energizados entre 0os 50 e 70 eV.

A emissdo dos eletrdes é produzida a partir de um filamento incandescente feito de uma
liga de tungsténio-rénio, na direcdo da fonte ionica. A intersecdo entre o feixe e as moléculas da
amostra, provenientes de trajetdrias perpendiculares, tem lugar no centro da fonte, onde algumas
das moléculas perdem um eletrdo, ficando positivamente carregadas.

Para 0s compostos organicos a energia de ionizagdo situa-se entre os 5 e 15 eV, deste
modo, 0 método apresentado contém um excesso de energia que ndo sd expulsa um ou dois
eletrdes da molécula, como fornece energia suficiente para ocorrer a fragmentacdo do primeiro
ido formado, produzindo ifes fragmento.

Por fim, os ides formados s&o submetidos a um campo magnético que os conduz para fora
da fonte, sendo feita a sua focalizag8o para o analisador de massas, com auxilio das lentes de

focagem [44].
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Figura 4.8 — Representacdo esquematica de uma fonte de ionizagdo El (Adaptado de [44])

e Analisador de massas

Uma vez que os ifes moleculares e iGes fragmentos se encontram misturados,
provenientes da fonte de ionizacao, é necessario identificar e separar essa informagé&o.

Em particular, a separacgdo é efetuada pela medicao das propriedades fisicas de cada ido
a partir da razdo massa/carga, m/z, resultante de um campo elétrico ou magnético por parte do
analisador. Existem inimeros analisadores, onde a diferenca na escolha do tipo de analisador
assenta no modo como cada campo (elétrico ou magnético) é utilizado de forma a alcancar a
separacao.

No GC/MS, o analisador de massas mais utilizado é o quadrupolo, sendo abordado em
maior detalhe. N&o obstante, outros tipos de analisadores podem ser vistos num espetrometro de
massa com mengao ao ion trap e ao time-of- flight.

O quadrupolo, caracterizado na Figura 4.9, é composto por quatro hastes elétricas
estritamente alinhadas, a uma determinada distancia e paralelas entre si. Os p6los opostos estdo
ligados, em pares, a geradores de radio-frequéncia e de corrente continua fazendo com que seja
aplicada uma voltagem que afeta a trajetdria dos iGes que atravessam o quadrupolo por entre as
quatro hastes. Para uma dada voltagem, somente alguns ides com uma determinada razdo m/z
reagem de forma estvel mantendo a trajetoria definida, ao passo que outros tornam-se instaveis

acabando por embater nas barras neutralizando-se.
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Figura 4.9 — Representacdo esquematica de um quadrupolo (Adaptado de [48])

Os quadrupolos sdo bastante utilizados apresentando como vantagens o baixo custo, a
aplicacdo com outros sistemas analiticos, a facilidade de operar em analises tanto qualitativas
como quantitativas e manuseamento por parte do operador.

Outra das carateristicas apreciada é a capacidade de aumentar a sensibilidade através do
modo de operacdo de monitorizacdo por ides selecionados (SIM). Este modo de operar, permite
que apenas sO determinados valores de m/z sejam detetados, escolhidos pelo analista e
representativo dos analitos a analisar. A sensibilidade deste modo pode ser superior entre 10 a
100 vezes comparativamente aoc modo Full Scan.

Contrariamente, em Full Scan, todos os compostos presentes na amostra dentro dos
limites da gama de massas m/z definida pelo analista sdo detetados sendo que a informacéo obtida

dessa analise é representada através de um espectro de massa [32, 33, 34].

e Detetor de 18es

Os i0es apds serem gerados na fonte de ionizagado e separados de acordo com o valor de
m/z no analisador de massas, estes irdo ser recebidos por um detetor transformando-se num sinal
possivel de ser quantificado. Os detetores sdo capazes de gerar uma corrente elétrica proporcional
a abundancia dos ifes presentes.

No GC/MS, como o processo de El é pouco eficiente, isto é, 0 nimero de ides positivos
que chegam ao detetor € muito pequeno, sera necessario a amplificagdo do sinal. Assim sendo,
neste equipamento, a forma de detecdo mais utilizada é o multiplicador de eletrGes.

Existem dois tipos de multiplicador de eletrdes: o continuo e o discreto. O multiplicador
eletronico de dinodo continuo apresenta a forma de um canal num tubo feito de vidro revestido,
onde as paredes interiores, constituidas por dinodos, possuem uma resisténcia elétrica uniforme
ao longo do seu comprimento. A colisdo dos iGes nas paredes internas ird libertar eletrdes
secundarios, acelerados por um campo elétrico, causando mais colisdes ao longo do tubo
amplificando assim o sinal. Por outro lado, o multiplicador de eletrdes de dinodo discreto é

constituido em série, por 12 a 20 dinodos, ligados eletricamente entre si, com boas propriedades
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de emissdo secundéria. O ido inicial colide no primeiro dinodo, resultando na emissdo de eletrdes
acelerados por uma certa voltagem, que irdo colidir com o segundo dinodo e assim
sucessivamente, amplificando o sinal como é ilustrado na Figura 4.10 para os dois tipos de

multiplicador abordados.

I8es
Multiplicador de eletrdes IGes
: TN

de dinodo continuo .
Amplicador do

sinal elétrico

\ : - mo Multipicador de eletrdes

de dinodo discref
Amplificagio do Dinodo odo discreto
sinal elétrico

Figura 4.10 — Representacao esquematica de um multiplicador de eletres: continuo e discreto (Adaptado de [45])

A amplificacdo do sinal no multiplicador de eletrdes, pode atingir um valor superior até
10°, dependendo da voltagem aplicada. Por fim, os resultados obtidos passam para uma unidade

de aquisicdo e processamento de dados, ja referida neste capitulo [32, 33, 34].

4.2.3 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massa

A cromatografia gasosa/ espectrometria de massa, GC/MS, consiste na jungdo das duas
técnicas analiticas, jA abordadas neste capitulo: a cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometria de massa (MS).

O primeiro GC/MS surgiu nos anos 50, desenvolvido por Roland Gohlke onde a
combinagdo entre o cromatografo gasoso, cujo objetivo é a separacdo de analitos, e o
espectrometro de massa, onde o seu proposito compreende a identificagcdo e quantificacdo dos
compostos, possibilita a aplicacdo nas mais variadas areas como em analises ambientais, em
processos industriais, controlo de qualidade na industria farmacéutica, analises forenses e
toxicoldgicas, entre outros [35].

Neste momento, a técnica GC/MS é uma das mais utilizadas ferramentas de anélise,
principalmente em volateis, alcancando informacdes quantitativas e qualitativas com baixos

limites de detecdo, de forma fiavel e eficaz [25, 35].
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O sistema tipico desta técnica é representado na Figura 4.11:

-

_— Injetor
D Coluna
L

/ y Fonte de ionizag3o
Gas 4
/] /“;' . Detetor
oo L 1§ Anatisador de massas
Cromatografo Gasoso Espéctrometro de Massa

Cromatograma

I\

Espectro de masza

—Lu-—l—‘—m

Figura 4.11 — Esquema tipo de um sistema de GC/MS (Adaptado de [72])

Como ilustrado na Figura 4.11, a mistura da amostra € injetada no cromatdgrafo gasoso,
onde é vaporizada e conduzida por um gas ao longo da coluna, separando-se em virtude das
interacOes dos varios compostos presentes na mistura com a fase estacionaria. De seguida, estes
compostos, separadamente, atravessam para o interior do espetrdmetro de massa através de uma
interface que permite reduzir a pressdo antes da entrada na fonte de ionizagdo, onde as moléculas
serdo ionizadas e os ifes dai resultantes sdo detetados, num detetor. Por fim, a informagéo é

processada e armazenada, a partir de uma unidade de aquisicédo e de processamento de dados.
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Capitulo 5. Validacdo de Métodos de Ensaio

5.1 Introducao

Cada vez mais é exigido, na sociedade moderna, as instituicdes atingir os patamares de
exceléncia de qualidade em analises quimicas através da sua comparabilidade, rastreabilidade e
ainda confiabilidade, ndo obstante que a obtencdo de resultados analiticos ndo confiaveis pode
provocar prejuizos financeiros e perda de credibilidade.

Para garantir que um método analitico cumpra os objetivos pretendidos com um
desempenho consistente obtendo resultados interpretaveis, robustos, e reprodutiveis consoante as
condi¢des definidas, vai ser necessario proceder a sua validagao.

A validacdo de um método de ensaio permite determinar os requisitos analiticos e as
caracteristicas de desempenho de um método, assegurando que as especificidades sdo cumpridas
e garantindo que o método aplicado é robusto. Com vista a implementar a validacdo de um
método, o laborat6rio tem de seguir uma norma ou um guido que indique os requisitos de gestao
e técnicos dos métodos de ensaio. De referir que a regulamentacdo a seguir na implementacéao de
um método pode deferir da entidade reguladora de cada pais [49, 50].

Dependente do tipo de método de ensaio em causa, 0S requisitos minimos para a sua
validacdo sdo os seguintes:

e Seletividade/Especificidade;

e Limites de detecdo e quantificac&o;
e Linearidade e Gama de trabalho;

e Sensibilidade;

e Precisdo;

e [Exatiddo.

O processo de validacdo abrange o estudo de parametros por avaliagdo direta e por

avaliagdo indireta [51].

5.2 Parametros de avaliacao indireta

5.2.1 Seletividade/Especificidade
A seletividade de um método €é a sua capacidade de detetar e identificar o analito de
interesse numa matriz complexa, sem interferéncia dos outros compostos. A causa destas

interferéncias pode-se dever a quantificacdo ou identificacdo dos analitos.
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Uma forma de testar este pardmetro é fortificando as amostras com contaminantes que
tipicamente se esperam que estejam presentes nas amostras e verificar se existem ou néo
alteracdes. No caso de existirem alteracdes 0 método devera permitir identificacbes e correcdes.

Neste trabalho em estudo, a seletividade é dada pelo método de extragdo SPME, pela
coluna cromatografica que permite a separa¢do dos compostos a analisar e pelo uso do modo SIM
na aquisicdo de dados pelo espectrémetro de massa.

JA um método é considerado especifico quando consegue medir com precisdo e
especificamente o analito de interesse na presenca de outros Compostos que se espera que estejam
presentes na matriz da amostra. Este pardmetro na pratica pode ser avaliado pela analise de
misturas de matrizes complexas, tal como através da realizacdo de testes de recuperacéo.

Dependendo do tipo de metodologia analitica e dos analitos de interesse em estudo, um
método analitico pode ser denominado de seletivo e especifico quando ap6s 0s ensaios de
recuperacao, se verificar que as taxas de recuperacdo sdo proximas de 100% [51, 52].

5.2.2 Quantificacao
Para se desenvolver um método quantitativo € necessario interpretar os dados
experimentalmente obtidos, e como tal é preciso definir retas de calibracdo, analisar os limiares

analiticos de quantificacdo e dete¢do e ainda estudar a sensibilidade.

e Curvas de calibracdo

A calibragdo é um parametro muito importante num método quantitativo, pois permite
estabelecer uma relacdo entre um sinal medido pelo sistema de medida, altura ou area do pico
cromatografico, e a concentragdo ou quantidade de analito. Esta relagdo é expressa através de uma
representacdo matematica permitindo a construgdo de uma curva de calibracéo.

A calibragdo analitica do equipamento, em métodos instrumentais de anélise processa-se
de forma geral, pelo método do padrdo externo, da seguinte maneira: o analista prepara uma série
de solucdes de calibragdo em que as concentra¢fes do composto séo conhecidas, com as solucdes
padrdo distribuidas equitativamente pela gama de trabalho estabelecida de modo a que as amostras
do analito contendo uma certa concentragdo se apresentem dentro deste intervalo pré-
estabelecido. As solucBes padrdo de calibragdo sdo medidas num equipamento analitico, nas
mesmas circunstancias das amostras a analisar. Com os dados experimentais obtidos, é realizado
um grafico de calibragdo correspondente ao sinal do equipamento em fungdo da concentragdo.
Para a elaboragdo da curva de calibracdo é necessario no minimo haver 5 pontos de calibracéo.

Adicionalmente, existem mais outros dois modos de efetuar calibracdo analitica cuja
realizacdo é mais adequada para condicdes especificas. O método do padrdo interno é efetuado

quando existem variacdes do tamanho da amostra analitica ou variagdes do volume de injecdo
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cromatografica ou ainda variabilidade da precisdo do método por interferéncia da matriz em
analise. Enquanto que o método de adicdo de padrdo, pode ser usado guando: existem poucas
amostras a analisar; o composto a analisar se encontra presente em matrizes complicadas; a
inexisténcia de um branco da amostra e a variabilidade da resposta do analito de interesse em
matrizes diferentes.

E desejavel que a calibracéo analitica se realize a par das amostras a analisar, devendo
existir critérios de aceitacdo definidos internamente relativos a linearidade e a estabilidade entre
calibracfes. A norma ISO 8466-1 deve-se utilizar como referéncia nas calibrac6es, recomendando
as regressoes lineares pelo método dos minimos quadrados como controlo. No método dos
minimos quadrados (Anexo Ill), representa-se no eixo vertical, ou eixo yy, a resposta do
equipamento e no eixo horizontal, ou eixo xx, as concentracfes dos padrdes, uma vez que é
assumido que o erro associado ao valor da concentracdo sdo desprezaveis em relagdo ao erro do

equipamento [51].

e Linearidade
A linearidade corresponde a capacidade do método analitico para fornecer uma resposta
que seja diretamente proporcional a concentragdo do analito, dentro de uma faixa de concentragéo.
Pela norma ISO 8466-1, a linearidade pode ser avaliada pelo teste de Mandel (Anexo 1V),
ou através da andlise de residuos (Anexo I1). Igualmente sdo efetuados os testes de Rikilt (Anexo
V) e das &reas normalizadas (Anexo V1), no estudo da linearidade, de forma a avaliar se existe a
necessidade de realizar uma reta de calibracdo em cada sequéncia de anélises, ou se se pode optar

pelo método de calibragéo pelo fator de resposta.

e Gama de trabalho

A gama de trabalho de um método analitico corresponde ao intervalo entre a concentracdo
limite mais baixa e a concentracdo limite mais alta de analito presente na amostra que podem ser
identificados e detetados, com precisao, exatiddo e linearidade requeridas, sob 0 método de ensaio
aplicado.

Quando a metodologia utilizada envolve curvas de calibrago, a gama de trabalho tem de
ser avaliada podendo usar-se o teste de homogeneidade das variancias (Anexo VII). Caso a curva
de calibragdo apresente um modelo linear é aconselhavel usar a norma ISO 8466-1, no entanto se

apresentar um modelo polinomial de 2° grau utiliza-se a norma I1SO 8466-2 [51, 53].
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e Limiares analiticos

» Limite de detecéo (LOD)
O limite de dete¢do, LOD, é a concentracdo minima de analito ha amostra que pode ser
detetado com consideravel seguranca, mas nao necessariamente quantificado como valor exato.
O conceito de limite de dete¢do também pode ser definido como a concentragdo minima
que se verifica possivel de se distinguir do branco, ou seja de uma amostra que tem a mesma
matriz, mas ndo contém o analito.

Em termos quantitativos este parametro é obtido por trés metodologias diferentes:

e A partir da razdo sinal/ruido, injetando no cromatografo uma solugdo padrdo de um
analito de interesse a uma concentragéo vestigial conhecida, de modo a produzir um sinal
diferente do branco no qual deve originar um pico cromatografico com uma razéo sinal-
ruido o mais baixo possivel, neste caso, um racio de 3:1. Pode ser calculado em fungao

do limite de quantificag&o:
0
LOD = = (Equacio 5.1)

e Através da determinacdo de analises repetidas (ensaios de repetibilidade) de uma série de

padrdes ou brancos correspondente ao limite inferior da gama:
LOD = 3XS,, (Equacgio 5.2)

Onde Sy € 0 desvio padrdo associado a varias leituras de padrdo ou branco com a

concentragdo mais baixa da gama.

e Ou ainda, através de um método que envolve a utilizagdo de uma calibracéo linear:

 33XSy,

LOD (Equacio 5.3)

No qual o termo m corresponde ao declive da reta de calibragdo e o termo Sy 0 desvio

padrdo residual da reta de calibragéo.
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» Limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de quantificacdo, LOQ, corresponde a mais pequena concentracdo que é medida
gue se pode guantificar com elevado grau de confianga. Teoricamente, o limite de quantificacdo
deve ser sempre inferior ou igual ao padrdo de menor concentracdo da gama de linearidade. Na
préatica, corresponde a concentracdo de padrdo mais baixa da curva de calibracdo que pode ser
determinada com precisdo e exatidao aceitavel.

Tal como o limite de detecdo, o limite de quantificacdo pode ser calculado de 3 formas

diferentes:

e Através da razdo sinal/ruido, originando um pico cromatografico com uma razdo

sinal/ruido superior a 10:

LOQ = (Equagio 5.4)

Onde Cp é a concentracdo do padrdo e S/N a raz&o sinal-ruido.
e Através de andlises repetidas (ensaios de repetibilidade):
LOD = 10XS,, (Equagdo 5.5)

Onde Sy € 0 desvio padrdo associado a varias leituras de padrdo ou branco com a

concentragdo mais baixa da gama.

e E ainda, através do desvio padréo residual da curva de calibracéo:

_ 1O><Sy/x

LOD = (Equacgio 5.6)

De realcar que das trés formas de determinar os limiares analiticos, geralmente a mais
utilizada é através dos ensaios de repetibilidade, pois é a que oferece mais seguranca nos
resultados obtidos. Em relacdo ao racio sinal/ruido este apresenta-se como pouco fiavel,
particularmente, na escolha da regido do espectro a analisar sendo dessa forma bastante subjetivo
e na determinacdo do limite de detecdo onde por vezes nao é possivel visualizar o pico de interesse
nesse limite de concentracdo. Enquanto a determinacdo dos limiares com recurso a curva de
calibragdo esta pode ndo ser possivel de efetuar, pois invariavelmente a escolha do método de

determinacdo vai sempre depender do método analitico em questao [49, 54, 55].
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e Sensibilidade
A sensibilidade, S, de um procedimento analitico é a capacidade do método para
discriminar as pequenas varia¢@es na concentracdo de analito na amostra. Pode-se considerar que
um método € sensivel quando pequenas variages na concentracdo originam grandes alteraces

na resposta medida. Este critério pode ser definido pela Equacgédo 5.7:

AL

S=R

(Equagéo 5.7)

Onde AL ¢ a variagdo do sinal analitico obtido e AC a varia¢do da concentragao que esta
associada a variagdo do sinal de resposta. Sendo a sensibilidade definida pelo declive da curva de
calibragdo, no caso de estas duas variaveis serem diretamente proporcionais, vai existir
linearidade, ou seja, a sensibilidade é dada pelo declive da reta que sera constante ao longo de

toda a gama de trabalho.

5.2.3 Precisao

A precisdo representa a concordancia entre 0s resultados obtidos em ensaios
independentes, nas mesmas condi¢des analiticas, repetidos sobre amostras idénticas, permitindo
de modo geral avaliar a dispersdo dos resultados. O estudo deste pardametro sera mais objetivo no
caso de incidir preferencialmente sobre amostras, minimizando os efeitos da matriz.

A avaliacdo da precisdo do método pode ser efetuada de trés formas, especificamente, a

partir da repetibilidade, da reprodutibilidade e da precisao intermédia.

e Repetibilidade
A repetibilidade, ou limite de repetibilidade (r), exprime a precisdo de um método de

ensaio efetuado em condi¢des idénticas e consistentes, isto €, medidas efetuadas, no mesmo dia,
no mesmo equipamento, pelo mesmo analista, com o mesmo material e reagentes.

A partir da seguinte expressao, r, pode ser avaliado:

r = 2,8XS, (Equacio 5.8)

O termo S, corresponde ao desvio padrao da repetibilidade para um nivel de confianca de
95%. Esta forma de determinacdo da repetibilidade & posteriormente usada na andlise de
resultados de duplicados de padrées de controlo. Na pratica, os resultados de duas determinacGes
de padrbes de controlo efetuadas (Xi, Xz), sdo aceites se |X1-Xo|<r, em contrapartida, se 0O
resultado for superior ao limite, devera ser feita uma analise critica, e caso haja necessidade a
repeticdo de ensaio, segundo a Norma 1SO 5725-2 e ISO 5725-6 [56].
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e Reprodutibilidade

A reprodutibilidade, ou limite de reprodutibilidade (R), exprime a precisdo de um método
realizado da mesma forma, numa sucessdo de ensaios idénticos, mas em condicBGes de medigéo
diferentes, como por exemplo diferentes analistas, laboratorios, equipamentos ou em dias

diferentes. Recorre-se a seguinte expressdo para avaliar, R:
R = 2,8XSy (Equagéo 5.9)
Onde Sr € 0 desvio padrédo da reprodutibilidade para um nivel de confianca de 95%, e o
R € o valor abaixo do qual se deve situar a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio

obtidos nas condicdes referidas, tal como é referido na situagdo de determinag&o da repetibilidade,

para ser aceite [56].

e Precisdo intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada a partir da mesma amostra, ou
amostras idénticas, utilizando o mesmo método, mas predefinindo as condicdes especificas a
variar, tais como: realizagdo por analistas diferentes, variagdo dos dias de analise ou ainda
alteracdo do equipamento a usar.

Esta medida é a que mais se aproxima da variabilidade dos resultados que ocorrem num

laboratédrio, sendo a mais recomendada a aplicar.

5.3 Parametros de avaliacao direta

5.3.1 Exatidao

A exatiddo consiste num método de avaliagdo direta, sendo este pard@metro definido como
a concordancia entre os resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceite como verdadeiro.
Isto €, esta designado como a capacidade de um método em dar resultados o mais similar possivel
ao valor real.

Existem varios processos que podem avaliar a exatiddo de um método analitico,
nomeadamente, Materiais de Referéncia Certificados, MRC, ensaios interlaboratoriais ou ensaios

de recuperacao.

e Materiais de Referéncia Certificados

Os Materiais de Referéncia Certificados, MRC, consistem em materiais de referéncia em
que o valor de uma, ou mais, propriedades foi certificado segundo um processo techicamente

valido, tendo uma incerteza e sendo rastreavel com um documento pela entidade certificadora.
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Ou seja, um MRC vai possuir um valor de concentracdo para cada parametro e uma incerteza
associada.

Estes materiais constituem uma excelente ferramenta no controlo externo da qualidade de
uma andlise para avaliar o desempenho do laboratério, através da comparacdo entre o valor
experimental obtido e o valor da concentracdo certificado, por uma entidade reconhecida e
credivel. Uma vez que ndo se verifique que o resultado obtido esteja dentro do intervalo de
concentracdes definido pela incerteza do valor de referéncia vai permitir que seja elaborado um
plano de acdes corretivas resultando numa reavalia¢do do ensaio, de modo a obter os resultados
desejados.

De realgar, que nem sempre se pode usar este processo porque ndo se encontrarem MRC

comercialmente disponiveis para certos parametros organicos [51, 57].

e Ensaios interlaboratoriais

A participacdo em ensaios interlaboratoriais, EIL, permite a um laborat6rio evoluir
tecnicamente e aferir a garantia de qualidade, comparando o seu desempenho com outros
laboratorios.

Neste enquadramento, uma entidade organizadora fornece uma amostra para analisar a
varios laboratérios, ja com condicdes de trabalho previamente estabelecidas e com os objetivos,
seja a determinacdo de um ou Vvarios parametros, bem definidos.

Os ensaios interlaboratoriais podem ser divididos em cinco tipos diferentes:

» Ensaio de aptiddo ou competéncia — Consiste na determinagdo do desempenho do analista
ou do laboratério em si, tendo por base a exatiddo e a precisdo dos resultados. Existe
liberdade de escolher o método de anélise.

» Ensaio colaborativo — Determina as caracteristicas para a realizacdo de um método de
analise. Todos os laboratorios participantes utilizam o mesmo protocolo.

» Ensaio comparativo — Compara 0s Varios resultados obtidos com os diferentes métodos
de analise. Os protocolos sdo selecionados consoante a capacidade de cada laboratério.

» Ensaio de consenso ou conformidade — Determina o valor a utilizar. Os Vvarios
laboratérios analisam um material ou mais com vista a caracterizar as suas propriedades.
Pode servir para futuros estudos ou para controlo de qualidade.

» Ensaio de certificacdo — Analise de um material proposto a material de referéncia
certificado usando o método mais adequado, permitindo fixar valores reais as diferentes

caracteristicas do mesmo e com um determinado grau de incerteza.
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O desempenho nos ensaios interlaboratoriais é avaliado através do Z-score, sendo este
uma escala de discordancia entre o resultado assumido como verdadeiro fornecido pela entidade

organizadora e o resultado obtido pelo laboratério [58].

e Ensaios de recuperacdo

Os ensaios de recuperacdo sdo o0 método mais frequentemente utilizado para a avaliagéo
da exatiddo, pois muitas vezes ndo existem materiais de referéncia certificados ou ensaios
interlaboratoriais que contemplem os compostos a validar. A realizacdo deste método permite
verificar se ha existéncia de interferentes numa dada matriz.

Nestes ensaios fortifica-se a matriz da amostra com uma concentragdo conhecida do
analito de interesse, seguindo-se a sua extragdo e quantificacdo de forma a verificar a percentagem

de recuperacdo. Esta percentagem é dada pela seguinte equacéo:

C
% recuperagio = C_e x100 (Equacio 5.10)
t

Em que Ce é a concentragio do composto na amostra fortificada obtida
experimentalmente e C; a concentracgdo tedrica do composto na amostra fortificada.

Estes ensaios de recuperacao também podem avaliar a eficiéncia do processo extrativo,
como tal considerando que existe variacdo da percentagem de recuperagdo consoante a variacao
da concentracao, é aconselhado que se proceda a estes ensaios usando os dois extremos da gama
de trabalho (gama baixa e gama alta). Para além das percentagens de recuperacéo, o desvio padrdo
relativo associado a cada ensaio € tido em conta, ndo podendo exceder tipicamente os 25% no

caso de parametros organicos na matriz agua de consumo.
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6.1 Equipamento e Material

e Cromatdgrafo gasoso Agilent 6890N, com uma coluna Agilent J&W/ DB-VRX, 60 m X
0,32 mm x 1,80 um, acoplado a um espetémetro de massa, Agilent 5973N;
e Software para aquisi¢do de dados, ChemStation MSD;
o Fibras para SPME, Supelco:
» Black — CAR/PDMS 75 um;
» Green—PDMS 7 um;
> Yellow — PDMS 30 pm;
» Red - PDMS 100 pm;
> White — PA 85 um;
» Blue - PDMS/DVB 65 um;
» Grey — DVB/CAR/PDMS 30/50 pum;
e Sistema de agua ultra pura, Mili Q, Milipore;
e Pipeta automatica e pontas de plastico, Finnpipette;
e Seringas de vidro de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 uL, da Agilent;
e Pipetas de Pasteur, Normax;
e Vials de vidro de 20 mL, Gerstel;
e Capsulas magnéticas com septo de borracha natural/PTFE para vials de 20 mL, Gerstel;
e Capsulador;
e Balanca analitica, Mettler Toledo XS204;
o Vortex, MS3 Digital IKA;
e Baldes de vidro de 10, 50 e 100 mL Hirschmann;
e Meétodos de aquisi¢do no MS:
> Full Scan - VOCFSPEDRO;
» SIM-VOCSIMPEDRO.

6.2 Reagentes

6.2.1 Padrdes Certificados
e Benzeno, 99,5%, C¢Hs, CAS:71-43-2, Chem Service;
e Tolueno, 99,8%, C;Hs, CAS:108-88-3, Carlo Erba Reagents;
e Etilbenzeno, 99,5%, CsHio, CAS:100-41-4, Chem Service;
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e m-Xileno, 99,5%, CgHi, CAS:108-38-3, Chem Service;
o p-Xileno, 99,5%, CgHi9, CAS:106-42-3, Chem Service;
e 0-Xileno, 99,2%, CgH19, CAS:95-47-6, Chem Service.

6.2.2 Solventes
e Aguas engarrafadas Carvalhelhos, Evian e Vitalis;
e Agua ultra pura;
e Agua desmineralizada;
e Metanol, 99,9%, CH3sOH, CAS:67-56-1, Carlo Erba Reagents;
e Cloreto de Sodio, 99,5%, NaCl, CAS:7647-14-5, Merck.

6.2.3 Amostras
e Agua destinada ao consumo humano proveniente da rede de distribuicdo da EPAL;
e Agua superficial da Captacio de Castelo de Bode (Rio Zézere);
e Agua superficial da Captacio da Valada do Ribatejo (Rio Tejo);

e Agua subterranea de furos das Lezirias.

6.3 Procedimento Experimental

6.3.1 Preparacao das Solucdes de Trabalho (Padré&o)

A preparacdo das solugdes padrdo mae individuais e as solucOes intermédias conjuntas
foram efetuadas usando como solvente o metanol e mantidas conservadas por refrigeracdo a 5+ 3
°C. As solucBes padrdo de trabalho foram preparadas no momento de cada andlise, em &gua
ultrapura.

O procedimento efetuado na preparagdo das solugdes padréo, para a validagdo do método
cromatografico, foi o seguinte:

Solucdo padrédo _individual: como os padrdes certificados se encontravam todos em

solucdo, o0 modo de preparacao foi idéntico para todos. Num baldo volumétrico de 100 mL, foi
adicionado metanol, solvente, quase até ao traco de afericdo, deixando espaco suficiente para a
adicdo do padrao individual na concentracdo desejada. Com auxilio das seringas de vidro, retirou-
se a quantidade pretendida de padréo e adicionou-se ao baldo volumétrico, mergulhando a ponta
da seringa no solvente para evitar perdas, dada a carateristica volatil dos compostos em estudo.
Afere-se 0 baldo até ao traco com metanol.

A Tabela 6.1 sumariza a concentracdo de padrdo na solucdo individual.
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Tabela 6.1 — Concentracdo das solucdes padrdo individuais preparadas
Soluc¢éo Padréo Individual

Compostos
(mg/L)
Benzeno 871,62
Tolueno 863,27
Etilbenzeno 861,67
m-xileno 856,70
p-xileno 856,70
o-xileno 872,96

Solucao padrao conjunta intermédia 1

Num baldo de 50 mL, foi adicionado metanol, como solvente, quase até ao traco de
afericdo, deixando espago suficiente para a adicdo das solugbes padréo individuais. Foram
adicionados no baldo de 50 mL, 400 pL individualmente de benzeno e tolueno, 150 uL de
etilbenzeno, 140 pL individualmente de m-xileno e p-xileno e 280 UL de o-xileno. Com o cuidado
novamente de mergulhar a ponta da seringa no solvente, de forma a evitar perdas e no final aferiu-

se com metanol até ao trago.

Solucdo padrdo conjunta intermédia 2

Num baldo de 10 mL, foi adicionado mais uma vez metanol, quase até ao traco de
afericdo, assegurando o espago necessario para a adicdo da solucdo padrdo conjunta 1. Foram
medidos e adicionados 250 L da solucdo padrdo conjunta, mais uma vez, com o0 cuidado de
mergulhar a ponta da seringa no solvente e por fim aferiu-se com metanol até ao trago.

As concentragdes dos compostos na solugdo padrdo conjunta 1 e 2 encontram-se em
detalhe na Tabela 6.2:

Tabela 6.2 — Concentracdo da solucdo padrdo conjunta intermédia 1 e 2 preparada

Sol. Padréo conjunta Sol. Padré&o conjunta

Compostos intermédia 1 intermédia 2
(mg/L) (Mg/L)
Benzeno 6,97 174,32
Tolueno 6,91 172,65
Etilbenzeno 2,59 64,63
m-xileno 2,40 59,97
p-xileno 2,40 59,97
o-xileno 4,89 122,21
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Solucdes padréo de trabalho: A 16 vials de 20 mL contendo 15 mL de &gua ultra pura,
foram adicionados diferentes volumes, da solucdo padrdo conjunta intermédia 2, com recurso a
seringas, tendo o cuidado de mergulhar a ponta da seringa, aquando da adi¢do, no solvente.

Daqui para a frente, considera-se que o m-xileno e p-xileno sdo um Unico composto, ou
seja, a concentracdo adicionada de cada um dos dois compostos na preparacao da solugdo padrdo
conjunta é somada, considerando como um Unico composto, dado que possuem 0 mesmo tempo
de retencéo.

A Tabela 6.3 apresenta os diferentes volumes e concentracdes das solu¢des padrdo de

trabalho:
Tabela 6.3 — VVolumes e concentragfes das solucdes dos padrées de trabalho
Volume Concentracéo
Adicionado (ug/L)
Padrdes
ao vial
(L) Benzeno Tolueno  Etilbenzeno  m-, p-xileno o-xileno
P1 25 0,29 0,29 0,11 0,20 0,20
P2 30 0,35 0,35 0,13 0,24 0,24
P3 45 0,52 0,52 0,19 0,36 0,37
P4 60 0,70 0,69 0,26 0,48 0,49
P5 80 0,93 0,92 0,34 0,64 0,65
P6 90 1,05 1,04 0,39 0,72 0,73
P7 105 1,22 1,21 0,45 0,84 0,86
P8 120 1,39 1,38 0,52 0,96 0,98
P9 140 1,63 1,61 0,60 1,12 1,14
P10 160 1,86 1,84 0,69 1,28 1,30
P11 175 2,03 2,01 0,75 1,40 1,43
P12 190 2,21 2,19 0,82 1,52 1,55
P13 210 2,44 2,42 0,90 1,68 1,71
P14 225 2,61 2,59 0,97 1,80 1,83
P15 240 2,79 2,76 1,03 1,92 1,96
P16 260 3,02 2,99 1,12 2,08 2,12

6.3.2 Condic¢Oes de otimizagdo de SPME
J& referida e detalhada na introducgdo, a técnica de SPME pode ser otimizada em varios
parametros, como tal, a sua otimizacéo incidiu, especificamente, sobre: o tipo de fibra a utilizar,

0 modo de extracdo, o tempo e a temperatura de extracdo, a temperatura de desadsorcdo, a
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agitacdo da amostra e o salting out. As condi¢des de extracdo e desadsorcao 6timas obtidas, estdo

descritas na Tabela 6.4:

Tabela 6.4 — Condicdes de SPME 6timas obtidas

Pré-Incubagao(min) 15
Tipo de fibra PDMS/DVB
Tempo de adsorgdo (min) 4
Temperatura de adsor¢éo (°C) 30
Tempo de desadsorc¢do (min) 1
Agitacédo (rpm) 250
Modo de extracdo headspace
Massa de NaCl s/ NaCl

6.3.3 Condi¢cdes do Método Cromatografico

As condigdes relevantes ao método cromatografico encontram-se nas Tabelas 6.5 a 6.12:

Tabela 6.5 — Condic8es do Injetor
Condigdes do Injetor

Temperatura (°C) 200
Modo de injecao Splitless
Tempo de splitless (min) 1

Tabela 6.6 — Condicoes da Coluna
Condicbes da Coluna

Tipo de coluna DB-VRX; 60 m x 320 pum x 1,80 pm
Gas de arraste/Fluxo (mL/min) He/1,6

Tabela 6.7 — Condigdes Operacionais do forno para Full Scan.
Condicbes Operacionais do Forno- Full Scan

Inicio 50 °C/ 4 min hold
Rampa 1 15°C/min 160 °C
Rampa 2 5°C/min 250 °C/ 5 min hold
Tempo total de analise 34,33 min
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Tabela 6.8 — Condicdes Operacionais do forno para SIM

Condicdes Operacionais do Forno-SIM

Inicio 50°C
Rampa 1 15°C/min 160 °C
Rampa 2 5°C/min 200 °C/ 4 min

Tempo total de analise 19,33 min
Tabela 6.9 — Condi¢des da interface
Condig0es da interface
Temperatura (°C) 250
Tabela 6.10 — Condicoes do detetor
Condigdes do detetor
Tipo de detetor Espéctrometro de massa
Temperatura da fonte (°C) 230
Temperatura do quadrupolo (°C) 150
Tipo de ionizagdo El
Energia de ionizagéo (eV) 70
Tabela 6.11 — Modo de pesquisa do MS
Modo Intervalo Cromatografico o/
(min)
Full Scan 3-35 50-450
SIM 3-7,1 77,78
7,1-19,33 91, 92; 105; 106
Tabela 6.12 — I8es de interesse escolhidos para modo SIM
Compostos 18es de Quantificagdo (m/z)
Benzeno 77,78
Tolueno 91; 92
Etilbenzeno 91; 106
Xilenos 91; 105; 106
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Capitulo 7. Apresentacéo e Discusséao de Resultados

7.1 Identificacdo dos Compostos em Estudo

Numa primeira fase no ambito deste estudo, foi necessaria a identificacdo dos compostos
injetando individualmente cada um numa matriz de 4gua ultrapura, de forma a determinar assim
0 seu tempo de retencdo e o espectro de massa caracteristico de cada composto.

Sabendo que o tempo de retencdo ndo permite uma identificacdo inequivoca dos
compostos, sendo necessario recorrer a espectrometria de massa de modo a obter total fiabilidade
na identificacdo do composto a ser analisado foi usado para 0 GC/MS o modo de aquisicdo Full
Scan que, como ja supracitado, efetua um varrimento total dos ides obtidos por fragmentacéo das
moléculas presentes na amostra, apresentando o tempo de retengdo e o espectro de massa
carateristico de cada composto. Através da analise dos espectros de massa foram escolhidos dois
a trés ides caracteristicos de cada composto em funcéo da sua abundancia de modo a realizar,
posteriormente, a analise em modo de aquisicdo SIM no espectrometro de massa.

As Figuras 7.1, 7.2, 7.4 e 7.5 apresentam o0s espectros de massa obtidos correspondentes
a cada composto em estudo e 0s seus ides caracteristicos.
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Figura 7.1 — Espectro de massa do composto Benzeno

Na observacéo do espectro de massa do benzeno, Figura 7.1, foram escolhidos como ides
representativos os picos de maior intensidade e abundancia correspondentes as razbes m/z 77 e
78, ndo havendo possibilidade nem necessidade de escolher um outro pico devido ao facto de
poder a vir a interferir com a identificagdo do composto.

Uma das caracteristicas dos espectros de massa dos hidrocarbonetos aromaticos é a
obtencdo de i6es moleculares bastante intensos, neste caso o ido de m/z 78, devido a sua grande

estabilidade, onde dificilmente ocorrem reagdes de fragmentacao posteriores.
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Figura 7.2 — Espectro de massa do composto Tolueno

Relativamente ao Tolueno, os picos selecionados foram os de razbes m/z 91 e 92 pois
apresentam uma maior intensidade. Novamente ndo se escolheu um terceiro pico devido a
possibilidade de eventuais interferéncias na identificagdo do composto.

Na Figura 7.3 é apresentado um mecanismo possivel de originar o ido caracteristico

selecionada com m/z de 91:
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Figura 7.3 — Mecanismo de formac&o do ido caracteristico m/z 91
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Figura 7.4 — Espectro de massa do composto Etilbenzeno
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Através da andlise do espectro de massa do Etilbenzeno os ides caracteristicos
selecionados para o modo de aquisicdo SIM foram os de razdes de m/z de 91 e 106, novamente

foram escolhidos pela elevada intensidade que estes picos possuem.
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Figura 7.5 — Espectro de massa do composto Xileno

Na Figura 7.5, estd representado o espectro de massa referente ao meta, para e orto-
xileno, onde os ides caracteristicos selecionados foram os correspondentes as razdes de m/z de
91, 105 e 106. Apesar do espectro de massa ser 0 mesmo, 0 m-,p- Xileno vao apresentar um tempo
de retencdo diferente do o-xileno, derivado do ponto de ebuligdo e da polaridade. Com base nas
propriedades fisico-quimicas facultadas no Anexo Il, o m-,p- xileno sdo mais volateis
apresentando um ponto de ebulicdo de 139°C e 138°C, respetivamente, tendo um tempo de
retencdo menor comparativamente ao o-xileno que possui um ponto de ebulicdo de 145 °C. Em
relacdo a polaridade, os trés compostos sdo apolares, mas apresentam momentos dipolares
diferentes, enquanto que o p-xileno apresenta um momento dipolar nulo, 0 m-xileno apresenta
um momento dipolar diferente de zero mas menor que 0 momento dipolar apresentado pelo o-
xileno. Assim sendo, apesar da diferenca de polaridade entre 0 meta e o para-xileno, esta ndo
influéncia ao ponto de se obter tempos de retencdo diferentes numa coluna cromatogréafica de
caracter apolar. O o-xileno possui um tempo de retengdo superior devido ao seu maior ponto de
ebuligéo.

Depois da obtencdo dos ides individuais de cada um dos compostos, seguiu-se a analise
conjunta dos seis compostos, designados por BTEX, em Full Scan para confirmacéo de separacao

dos compostos.
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Por fim, foi realizada a analise em modo SIM recorrendo aos ides anteriormente

escolhidos, cujo cromatograma se encontra representado na Figura 7.6.
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Figura 7.6 — Cromatograma da solugédo conjunta de BTEX

7.2 Otimizacédo do método de preparacao da amostra

De modo a estudar as condig¢fes 6timas para o equilibrio de extragdo e adsor¢do dos
compostos, entre outros, foram otimizados varios parametros do método de SPME. Os parametros
de preparacéo da amostra alvo de estudo, incluem o tipo de fibra, 0 modo de extragdo, o tempo
de extracéo, a temperatura de extragdo, o tempo de desadsorcéo, a aplicacéo de agitagdo ou néo e
adicdo de sais, salting out.

De salientar, 0 uso do modo SIM na otimizacdo destes parametros, recolhendo os dados
e comparando as areas obtidas para cada composto, elegendo as condi¢des mais favoraveis.

Para o inicio do estudo foram utilizadas as seguintes condigdes, apresentadas na Tabela

7.1, usadas ja em rotina na EPAL para a analise de outros compostos organicos volateis.

Tabela 7.1 — Condigdes iniciais utilizadas de SPME

Tipo de fibra DVB/CAR/PDMS

Modo de extragéo Headspace
Tempo de Extragdo (min) 4
Temperatura de extracéo (°C) 40
Tempo de Desadsorgéo (min) 4

Agitacdo (rpm) Sem agitacao

Massa de NacCl (g) Sem NaCl

Tempo de Splitless (min) 2
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7.2.1 Selecéao do Tipo de Fibra

Para estudar o tipo de fibra que melhor extracdo proporciona dos compostos em estudo,
foram analisadas varias solu¢des de &gua com a mesma concentracao destes VOCs, mantendo as
mesmas condicdes de ensaio, variando Unica e exclusivamente a fibra a ser utilizada. As fibras
utilizadas neste estudo foram as seguintes: PDMS 7 um, PDMS 30 um, PDMS 100 um, PA 85
um, PDMS/DVB 65 um, CAR/PDMS 75 um e DVB/CAR/PDMS 30/50. Na Figura 7.7

apresentam-se 0s resultados obtidos:

Tipo de Fibra
3,50E+06 -
H 7 um PDMS
3,00E+06 - Poliacrilato
30um PDMS
100 um PDMS
2,50E+06 # 75 um CAR/PDMS
M 30/50 um DVB/CAR/PDMS
< 2,00E+06 - W 65 um PDMS/DVB
< 1 506406 -
1,00E+06 -
5,00E+05 -
0,00E+00 _II
Benzeno Tolueno Etilbenzeno m-,p-xileno o-xileno

Figura 7.7 — Comparagdo entre fibras de SPME através da variacdo das areas dos compostos em funcgao do tipo de
fibra

Pela analise da Figura 7.7 é possivel observar que para o composto Benzeno a fibra mais
adequada é a DVB/CAR/PDMS pois possui uma estrutura mais simples capaz de ser mais
adsorvida por constituintes de carvao ativado presentes na fibra, enquanto que para os restantes
compostos a mais promissora é a PDMS/DVB. A ultima fibra possui propriedades bipolares e é
adequada para compostos volateis , nos quais se inserem os compostos em estudo, com MM entre
50 a 300.

Deste modo, foi necessério optar pela fibra que apresentava uma maior sensibilidade no

conjunto dos compostos a serem estudados, sendo essa a PDMS/DVB.
7.2.2 Modo de Extracéao

Neste parametro o estudo incidiu sobre a influéncia em realizar a extracdo por headspace

ou por imersdo direta. As condigdes operatorias mantiveram-se iguais, tal como as concentragdes
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dos compostos em estudo nas analises realizadas. Num vial de 20 mL, para 0 modo de extra¢éo
por headspace foram utilizados 15 mL ao passo que para a imersao direta foram 18 mL.

Na Figura 7.8 encontram-se 0s resultados obtidos:

Modo de Extracéo

2,50E+06

2,00E+06 Imersdo

1,50E+06 - B Headspace

1,00E+06 -+
5,00E+05 I
0,00E+00 l .—

Benzeno Tolueno Etilbenzeno m-,p-xileno o-xileno
Composto

Area

Figura 7.8 — Variacdo das areas dos compostos em estudo em fun¢do do modo de extracdo

Pela analise da Figura 7.8, verifica-se que 0 modo de extracdo que apresenta uma maior
sensibilidade nas areas dos compostos é por headspace, sendo desta forma o escolhido por
apresentar uma maior eficacia na extrag&o.

Os resultados obtidos permitiram confirmar que para compostos volateis 0 modo de

extracdo mais favoravel é por headspace, tal como verificado.

7.2.3 Tempo de Extragao

No estudo dos tempos de extracdo foram realizadas analises onde variou-se apenas o
tempo de extracdo mantendo as mesmas condic¢des de ensaio e concentracdo. Foi variado o tempo
de adsorc¢do entre 1 e 6 minutos, com aumento de 1 minuto para cada amostra. Os resultados que
se obtiveram estdo apresentados na Figura 7.9.

Analisando a Figura 7.9 conclui-se que o tempo de extracdo mais favoravel para o estudo
era 4 minutos. Nos compostos Etilbenzeno, m-,p-xileno e Tolueno verifica-se um aumento
gradual da area relativa dos compostos entre 1 até aos 4 minutos, verificando-se um decréscimo
a partir dos 4 minutos. No caso do Benzeno e do o-xileno é possivel verificar pequenas variagcdes
das &reas ao longo do periodo estudado, observando um patamar de estabilizagéo a partir dos 3
minutos.

A duracdo de tempos de extracdo pequenos deve-se ao baixo peso molecular dos
compostos em estudo, para além possuirem pontos de ebuli¢do baixos ndo havendo necessidade

de tornar o processo mais longo.
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Tempo de Extracao
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Figura 7.9 — Variacéo das areas dos compostos em estudo em fungéo do tempo de extragao

7.2.4 Temperatura de Extracéo

Para o estudo da temperatura de extracdo foram analisadas varias amostras variando
unicamente a temperatura de extracao através do forno onde ocorre a pré-incubagdo dos vials,
mantendo a concentracdo e as condi¢fes operatorias. As temperaturas de extracdo analisadas
realizaram-se entre os 30 e 60 °C, com incrementos de 5 °C. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 7.10:

Temperatura de Extracao

2,50E+06 -
2,00E+06 e=@==Benzeno
==@==Tolueno
3 508+08 1 Etilbenzeno
o
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5,00E+05 ~ \\\—‘
0,00E+00 ‘ ‘ : : ‘ ‘ ‘

30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

Figura 7.10 — Variacdo das areas dos compostos em estudo em funcéo da temperatura de extragao

Através da andlise da Figura 7.10 é possivel observar que a temperatura ideal de extragdo

para o estudo € de 30 °C. E possivel verificar-se um decréscimo das areas entre os 30 e 35 °C por
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parte de todos os compostos, onde no intervalo de temperaturas 40-50 °C as areas mantém-se
quase inalteraveis, acabando por haver novamente um décrescimo das areas a partir dos 55°C a
excepc¢do do Benzeno e o-xileno.

Os resultados obtidos sdo os expectaveis dada a volatilidade e o baixo peso molecular dos
compostos, ndo havendo necessidade do uso de maiores temperaturas de extracdo como é
observado. A diminuicdo da resposta com o aumento da temperatura podera estar relacionada

com a perda dos compostos do vial devido a sua volatilidade.

7.2.5 Tempo de Desadsorcéo

Na otimizacdo do tempo de desadsorcdo foram realizadas varias anélises mantendo a
mesma concentracdo e condi¢cdes operatdrias, sendo variado apenas o tempo de desadsorcao.
Foram analisados os seguintes tempos: 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 minutos. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 7.11.:

Tempo de Desadsorcao

1,60E+06 -
1,40E+06 -+ =@=Benzeno
1,20E+06 - Tolueno
1,00E+06 - Etilbenzeno
(58]
L 8,00E+05 - -,p-Xi
g m-,p-xileno
6,00E+05 - o-xileno
4,00E405 { g o
2,00E+05 -
0,00E+00 T T T T T T ,
0,5 1 2 3 4 5
Tempo (min)

Figura 7.11 — Variacdo das areas dos compostos em estudo em fungédo do tempo de desadsorcdo

Pela analise da Figura 7.11, conclui-se que o tempo de desadsor¢do correspondente a
uma maior area obtida por parte de todos os compostos é 1 minuto.

E possivel verificar que tanto o Benzeno como o o-xileno mantém-se constantes ao longo
do periodo escolhido para estudo, enquanto que para o Tolueno, Etilbenzeno e m-,p-xileno é

atingida uma maior area ao 1 minuto seguindo-se um decréscimo gradual.
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7.2.6 Agitacao

O estudo deste parametro foi efetuado de modo a perceber a importancia da agitacéo ou
falta dela no pré-condicionamento do vial, como tal variou-se apenas a utilizacdo ou ndo de
agitacdo mantendo as mesmas concentra¢es dos compostos e condi¢des de ensaio. Os resultados

obtidos encontram-se na Figura 7.12:

Agitacéo

7,00E+06

6,00E+06 -

5,00E+06 -~ Sem agitagdo
g 4,00E+06 m Com agitagdo
<L 3,00E+06 -

2,00E+06 -

1,00E+06 L

0,00E+00 .

Benzeno Tolueno Etilbenzeno m-,p-xileno o-xileno

Figura 7.12 — Variagéo das areas dos compostos em estudo em funcgdo da agitagao utilizada

Através da analise da Figura 7.12 ¢é possivel concluir que a utilizacdo de agitacdo vai
garantir uma maior eficiéncia da extracdo. Como ja mencionado no Capitulo 2, ha a necessidade
de preservar a integridade na fibra ao assegurar o equilibrio entre 0 aumento da eficiéncia da
extracdo com a exequibilidade do método.

Desta forma, apenas se analisou uma agitacdo mais baixa de 250 rpm confirmando um
aumento na eficiéncia da extragcdo sem provocar danos na fibra prolongando-se essa garantia ao

resto das analises a desempenhar.

7.2.7 Salting Out

Neste parametro foi testada a adi¢do de sal, NaCl, verificando a existéncia de variagdes
nas areas obtidas. Nesse sentido, foram utilizados 1 e 2 g de NaCl mantendo as mesmas
concentracdes de analitos e condigdes experimentais. Para a dissolucdo de NaCl foi utilizado um
ultra-sons e s6 depois realizou-se a fortificacdo da solu¢cdo com os compostos de interesse. Os

resultados obtidos encontram-se na Figura 7.13:
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Salting Out
1,20E+07 1 ==@==Benzeno
1,00E+07 1 Tolueno
Etilbenzeno
8,00E+06 -+
m-,p-xileno
3
;: 6,00E+06 - o-xileno
4,00E+06 -
2,00E+06 - - =0
‘_7
0,00E+00 T T T
Sem 1 2

Quantidade de NaCl (g)

Figura 7.13 — Variacdo das areas dos compostos em estudo em funcédo da quantidade de sal adicionado

De acordo com a Figura 7.13 é possivel observar que para uma adigdo de 2g de NaCl
existe uma maior sensibilidade, principalmente pelos analitos Etilbenzeno, m-,p-xileno e
Tolueno. Como expectavel, a adicdo de sal provoca um aumento da forga ionica levando ao
deslocamento dos analitos de interesse para o headspace.

Porém, nos resultados obtidos n&do se verifica um aumento extraordinério das areas com
0 aumento da quantidade de NaCl, e portanto por questdes de amostragem e praticabilidade do

método optou-se por ndo se adicionar sal.

7.3 Otimizacdo do Método Cromatografico

Antes de se iniciar a validacdo do método cromatografico em questéo, foi revelante para

0 estudo otimizar outro pardmetro, o tempo de Split/Splitless.

7.3.1 Tempo de Split/Splitless

A otimizagdo do tempo de Split/Splitless foi indispensavel para observar o
comportamento dos analitos de interesse através da variagdo das areas e a existéncia de
arrastamentos de picos pelo cromatograma. Como explicado no Capitulo 4, o injector pode
trabalhar no modo Split no qual a valvula de Split se encontra aberta (tempo correspondente a 0
minutos) e s6 uma pequena quantidade da amostra vai para coluna ou no modo Splitless em que
a valvula permanece fechada durante e ap6s a inje¢do abrindo-se para ventilar a cdmara do injetor
e levar consigo os residuos de amostra ainda presentes, ndo alcancando a coluna. Foram
analisados varios tempos de Split/Splitless: 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 4 sendo mantidas as concentragdes

dos analitos e condicGes operatdrias. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 7.14:
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Tempo de Split/Splitless

1,20E+06 - «==@==Benzeno
1,00E+06 - Tolueno
N 8,00E+05 Etilbenzeno
L 6,00E+05 -
T m-,p-xileno
4,00E+05 -|
2,00E+05 - e v — —@=oxileno
0,00E+00 ‘ ‘ : ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 4

Tempo de Split/Splitless (min)

Figura 7.14 — Variacdo das areas dos compostos em estudo em fungdo do Tempo Split/Splitless

Analisando a Figura 7.14 é possivel observar um aumento acentuado das areas dos
compostos até ao minuto 1, e posteriomente o decréscimo das areas ao longo dos restantes tempos
de Split/Splitless analisados.

Nesse sentido, o tempo de Splitless que garantiu uma maior area, ou seja, O

correspondente ao valor de 1 min, foi o escolhido como sendo o ideal.

7.4 Validacédo do Método Cromatografico

Apos os estudos de optimizacdo, ao nivel da preparacdo da amostra por SPME e do
método cromatogréfico, seguiu-se a segunda parte envolvendo a validacdo do método
cromatografico, de modo a poder ser implementado em andlises futuras.

Como tal foram utilizadas as 16 solugdes padréo de trabalho a diferentes concentragdes,
gue se encontram na Tabela 6.3, para o estudo de linearidade, usando a técnica SPME-GC/MS no
modo SIM.

Para demonstrar que a gama de concentragfes escolhida era linear, representou-se
graficamente a area dos picos obtidos em funcéo das concentracdo, para cada composto com
aplicagdo do método dos minimos quadrados (Anexo IlI). Os resultados obtidos estdo

apresentados nas Figuras 7.15 a 7.19:
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1,E+06 - Benzeno
1,E+06 A
1,E+06 A
8,E+05 -
6,E+05 4

Area

4,E+05 4
2,E+05 A

y =545911,5x + 57276,2
R%=0,9985

0,E+00 T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Concentragdo (ug/L)

Figura 7.15 — Representacéo grafica da area dos picos em funcdo da concentragédo para o Benzeno

1E+07 1 Tolueno
8,E+06 -
6,E+06 -

(583

L 4,E+06 -

<
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R2=0,9992
0,E+00 T T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentracédo (ug/L)
Figura 7.16 — Representacdo grafica da area dos picos em fungdo da concentracdo para o Tolueno

5,E+06 - Etilbenzeno
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Figura 7.17 — Representacdo grafica da area dos picos em fungdo da concentracdo para o Etilbenzeno
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Figura 7.19 — Representacdo grafica da area dos picos em fun¢do da concentracdo para 0 m-,p-xileno
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Figura 7.18 — Representacdo grafica da area dos picos em fun¢do da concentracéo para o o-xileno

Os critérios necessarios pelo método dos minimos quadrados para confirmar a existencia
de linearidade da gama de trabalho assentam em alguns principios. O primeiro é a distribuicdo
equitativa dos pontos experimentais ao longo da gama de concentragdes escolhida. Os outros dois
ndo tém uma ordem especifica, mas incide sobre o coeficiente de correlagéo, r, que no minimo
deve apresentar um valor de 0,995 e o limite de quantificacdo, calculado a partir do desvio padrdo
residual da reta de calibragdo, que deve ser inferior & menor concentragdo da gama de trabalho.

No seguimento deste estudo foi também efetuado o teste de residuos, onde uma
distribuicdo aleatéria dos pontos experimentais € indicativo que em principio existe linearidade
na gama de trabalho. Pelos resultados obtidos da Tabela 7.2 e com o acréscimo do teste de
residuos (Anexo Il1), é possivel observar a existéncia de linearidade na gama de concentra¢des
escolhida de todos os compostos analisados.

Ainda em complemento ao estudo da linearidade efetou-se o teste de Mandel (Anexo 1V),

que confirmou um bom ajuste dos pontos experimentais, no facto do Valor de Teste ser inferior
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a0 Feritico ( valor calculado em funcéo dos graus de liberdade dos ajustes linear e polinomial), como

demonstra a Tabela 7.3:

Tabela 7.2 — Resultados experimentais obtidos pelo método dos minimos quadrados

Gama de o Limite de
) ] Coeficiente de .
Composto linearidade Quantificacéo
Correlacéo
(Hg/L) (Hg/L)
Benzeno 0,29-2,21 0,9992 0,28
Tolueno 0,29-2,42 0,9996 0,22
Etilbenzeno 0,11-0,82 0,9996 0,08
m-,p-xileno 0,20-1,92 0,9996 0,17
o-xileno 0,20-1,55 0,9993 0,18

Tabela 7.3 — Resultados obtidos pela aplicacdo do Teste de Mandel

Composto Valor de Teste Feritico
Benzeno 0,48 5,59
Tolueno 3,52 5,59

Etilbenzeno 0,036 5,59

m-,p-xileno 0,041 5,59
o-xileno 0,025 5,59

Em ordem a realizar um estudo mais completo, efetuou-se o teste de Rikilt (Anexo V)
que permite verificar se a quantificacdo pode ser feita com recurso ao fator de resposta. Com base
nos resultados observa-se que se pode realizar a quantificacdo de todos os analitos através do fator
de resposta. Todavia o valor obtido pelo Benzeno no primeiro padrdo da gama de concentraces
é de 115% excedendo em 5% o limite maximo (110%), porém foi considerado um valor
desprezavel cumprindo assim o Teste de Rikilt para todos os compostos.

No teste das areas normalizadas os resultados foram semelhantes aos anteriores e
novamente o Benzeno apresenta no primeiro padrdo um valor da area normalizada de 84,7%, ou
seja, inferior ao limite minimo de 85%, contudo a diferenca de 0,3% foi considerada desprezavel
e todos os compostos cumpriram os requisitos do teste. Importante de sublinhar, que caso néo se
pudesse quantificar a partir do fator de resposta 0 composto Benzeno, as solucdes passiveis de se
encontrar ocorriam de um aumento ou procura de uma outra gama de trabalho que cumprisse 0s
critérios da existéncia de linearidade.

O ultimo método realizado foi o teste de homogeneidade de variancias (Anexo VII) para

a definicdo da gama de trabalho. Verificou-se que em todos os compostos as diferencas entre as
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variancias do primeiro padrdo (menor concentracao) e o ultimo padréo (maior concentracéo) eram
significativas, ou seja, o valor de teste calculado, PG, € superior ao valor tabelado da distribuicéo
de Fisher. A razdo associada aos valores superiores de PG é fundamentada pela variabilidade
presente na técnica de SPME. N&o obstante, como ficou verificada a linearidade pelos outros

testes estatisticos, as gamas de trabalho escolhidas foram aceites.

7.4.1 Limiares Analiticos

A determinacgdo dos limites de detecdo e quantificacdo tedricos (Anexo VIII) de cada
composto foi efetuado com recurso a dois métodos diferentes, ja detalhados no ponto 5.2.2.

O primeiro método foi efetuado com base nos estudos de repetibilidade, onde injetou-se
dez vezes o padréo de calibragdo correspondente a concentragdo de gama mais baixa da gama de
linearidade e calculou-se o respetivo desvio padrdo. O segundo método consistiu no calculo do
desvio padréo residual da reta de calibrag&o, para cada composto.

Na Tabela 7.4 estdo sumarizados os limites de detecdo e quantificacdo determinados para

cada um dos compostos, pelos métodos utilizados.

Tabela 7.4 — Resultados obtidos de limite de detecdo e quantificacdo pelos dois métodos

LOD LOQ
(Ho/L) (Ho/L)

Composto Repetibilidade Calibragao Repetibilidade Calibracéo
Benzeno 0,06 0,08 0,17 0,28
Tolueno 0,07 0,07 0,21 0,22

Etilbenzeno 0,03 0,02 0,09 0,08

m-,p-xileno 0,05 0,05 0,16 0,17
o-xileno 0,06 0,05 0,17 0,18

Através da analise da Tabela 7.4, como seria de esperar, 0 LOQ calculado com base nos
estudos de repetibilidade é inferior aos calculados com base na calibrag&o.

Na legislagdo portuguesa, no DL 306/2007 de 27 de agosto € estipulado para o Benzeno
que o método utilizado deve ser no minimo capaz de medir a mesma concentragdo do valor
paramétrico, neste caso 1 pg/L, com um limite de detecdo de 25%, ou seja de 0,25 pg/L. Com
base na Equacdo 5.1, o limite de quantificacdo do método de ensaio deve ser 75% do valor
paramétrico, isto €, 0,75 pg/L para o Benzeno. Como verificado na Tabela 7.4 é cumprida essa
especificagéo.

Ainda se efetuou a determinagdo dos limiares analiticos através razéo sinal/ruido, S/N,
mencionados no subcapitulo 5.2.2. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7.5 e 7.6,
para uma concentracdo vestigial e para a concentragdo mais baixa referente ao primeiro padréo

da gama de trabalho, respetivamente.
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Tabela 7.5 — Limiares analiticos determinados por razdo S/N para concentracdo vestigial

Composto Concentracao S/N LOD LOQ
(Mo/L) (médio) (Mo/L) (Mo/L)

Benzeno 0,06 242 0,0008 0,002
Tolueno 0,06 830 0,0003 0,0008
Etilbenzeno 0,02 218 0,0003 0,001
m-,p-xileno 0,04 370 0,0004 0,001
o-xileno 0,04 297 0,0005 0,001

Tabela 7.6 — Limiares analiticos determinados por razao S/N para padrdo mais baixo da gama de trabalho

Composto Concentracao S/N LOD LOQ
(Lg/L) (medio) (Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,29 1353 0,0007 0,002
Tolueno 0,29 5909 0,0002 0,0005
Etilbenzeno 0,11 2503 0,0002 0,0005
m-,p-xileno 0,20 4016 0,0002 0,0005
o-xileno 0,20 3448 0,0002 0,0006

Pela analise das Tabelas 7.5 e 7.6 é possivel confirmar que os valores obtidos para 0s
limiares analiticos s&o significativamente mais baixos em comparagdo as duas metodologias
anteriormente adotadas e nesse sentido seguem os requisitos presentes no DL 306/2007 de 27 de
agosto, para 0 Benzeno, porém como ja referido no subcapitulo 5.2.2, este método é pouco fiavel

e apresenta constantemente resultados desfasados da realidade.

7.4.2 Selecdo da Matriz

O estudo de diferentes matrizes, tem como objetivo escolher a matriz mais adequada, ou
seja, que ndo possua 0s compostos de interesse. Como tal, analisou-se os brancos (sem nenhuma
fortificagdo) dos diferentes tipos de 4gua, onde se inserem a agua ultrapura, agua desmineralizada,
Carvalhelhos, Evian e Vitalis.

Pela observacdo dos resultados obtidos na Tabela 7.7 é possivel verificar que os
compostos presentes nos diferentes brancos séo o Tolueno, Etilbenzeno e m-,p-xileno. Contudo,
apesar da sua presenca nas matrizes os valores observados sao inferiores aos limites de detecéao

obtidos pelas duas metodologias utilizadas (Tabela 7.4), assim sendo ndo representam problema.
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Tabela 7.7 — Resultados obtidos para as analises das diferentes matrizes
ToluenOBranco Eti|ben2€n05ranco m',p'XiIenoBranco

Matriz
(Hg/L) (Hg/L) (Lg/L)
Ultrapura - - -
Desmineralizada 0,01 0,006 0,03
Carvalhelhos 0,05 - 0,02
Evian 0,006 - -
Vitalis 0,006 - 0,02

De referir que a presenca dos compostos na &gua desmineralizada pode estar associada a
uma possivel contaminagdo ambiental e que o estudo efetuado confirmou a escolha da &gua

ultrapura como a matriz mais adequada procedente da sua viabilidade.

7.4.3 Sensibilidade do Método

Em consequéncia de todos os compostos em estudo satisfazerem a linearidade do método
de calibracéo, a sensibilidade pode ser dada pelo declive das retas de calibracdo. A sensibilidade
do método € representada graficamente pela Figura 7.20.

Sensibilidade do Método

6,E+06
5,E+06 A
L 4,E+06 A
[3+]
=
3 3,E+06 4
(%2}
5
n 2,E+06 A
1,E+06 -+
0,E+00 - T T T T ]
Benzeno Tolueno Etilbenzeno m-,p-Xileno o-xileno
Composto

Figura 7.20 — Representacdo gréafica da sensibilidade do método para cada composto

Pela anélise da Figura 7.20 verifica-se que tanto o Etilbenzeno como o m-,p-xileno
apresentam uma maior sensibilidade sendo bastante superior a sensibilidade demonstrada pelo
Benzeno. Uma superior sensibilidade do método significa uma maior aptiddo para diferenciar
entre diferentes concentragcdes. No entanto tem a particular de diminuir derivado a saturacdo do
sinal, isto é, quando as concentragdes sdo elevadas [59]. Pode-se entdo concluir que os resultados
vao ao encontro dessa particularidade do parametro estudado, pois a gama de linearidade do

Etilbenzeno e Xilenos é inferior aos restantes compostos.
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7.4.4 Precisao
A precisdo do método foi estudada em condicdes de repetibilidade e de precisdo

intermédia, a 2 niveis de concentracdo dentro da gama de trabalho.

Repetibilidade
O estudo de repetibilidade foi realizado com dez ensaios efetuados no mesmo dia, para a

mesma matriz, sob as mesmas condicBes operatorias e para duas concentracGes diferentes ja
supracitadas, em condicGes de repetibilidade.

Para avaliar foram utilizados dois métodos: pelo desvio padréo relativo, RSD, como
medida de qualidade e pelo limite de repetibilidade, r, por uma questéo de congruéncia.

A Tabela 7.8 apresenta os resultados obtidos através das duas metodologias.

Tabela 7.8 — Repetibilidade para os dois niveis de concentracdo para n=10

oo b 0| TG e
(Ho/L) (Ho/L)

Benzeno 0,29 7,50 0,044 2,21 8,37 0,41

Tolueno 0,29 9,18 0,058 2,42 4,29 0,28

Etilbenzeno 0,11 12,7 0,026 0,82 15,2 0,34

m-,p-xileno 0,20 11,9 0,044 1,92 11,5 0,56

o-xileno 0,20 13,0 0,048 1,55 14,4 0,56

De acordo com a Diretiva 98/83/EC de 3 de novembro e pelo DL 306/2007 de 27 de
agosto, a caracteristica de desempenho dos métodos usados para compostos organicos no que
respeita a precisdo indica que o desvio padrdo relativo, RSD, deve ser inferior a 25%. Ao analisar
a Tabela 7.8 é possivel observar que todos os compostos, para os dois niveis de concentragdo,
apresentam um desvio padrdo relativo inferior a 16% cumprindo assim os requisitos em relacdo

a precisdo do método, em condicOes de repetibilidade.

Precisdo intermédia

Para avaliar a precisdo intermédia foram realizados onze ensaios, correspondente a
analise de uma amostra por dia, em 11 dias diferentes, em duas gamas de concentracdo diferentes
(concentragcdo mais baixa e mais alta da gama de trabalho), com a mesma matriz em condigdes de
precisdo intermédia. Calcularam-se os desvios padrdo relativos, RSD, para os dois niveis de

concentracdo estudados, estando representados na Tabela 7.9:
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Tabela 7.9 — Precisao intermédia para os dois niveis de concentracdo

compo s R0 [T e
(Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,29 10,8 2,21 14,8

Tolueno 0,29 12,6 2,42 16,9

Etilbenzeno 0,11 12,4 0,82 18,2

m-,p-xileno 0,20 12,3 1,92 18,2

o-xileno 0,20 11,3 1,55 21,8

Através da analise da Tabela 7.9, observa-se gque todos 0s compostos apresentam um
desvio padréo relativo inferior, RSD, inferior a 20% para as duas concentra¢fes a excecdo da
concentragdo de gama alta do o-xileno que se encontra ligeiramente superior a esse valor, contudo
é possivel concluir que os resultados sdo satisfatorios pois encontram-se abaixo dos 25%.

Ao nivel da importancia do estudo da precisao, a repetibilidade tem uma preponderancia
maior que a precisdo intermédia, pois tanto as analises das amostras e as respetivas calibragoes

ndo serdo realizadas com um espacamento tdo dispar como o que foi efetuado durante este estudo.

7.4.5 Ensaios de Recuperacéo

Os ensaios de recuperacdo sdo importantes no estudo de validagdo de um método pois
permitem avaliar o efeito da matriz na preparacdo e posterior analise das amostras, como ja
referido anteriormente no ponto 5.3.1. Para o estudo das recuperagdes foram analisadas quatro
matrizes diferentes: agua de consumo, agua superficial do rio Tejo, dgua superficial do rio Zézere
(Albufeira de Castelo de Bode) e 4gua subterranea de um poco das Lezirias.

As percentagens de recuperacdo foram determinadas fortificando todas as matrizes com
a mesma solucdo conjunta e novamente para dois extremos de concentracdo (gama mais baixa e
gama mais alta da gama de trabalho) garantindo deste modo uniformidade de concentracfes nas

diferentes matrizes a analisar.

e Anadlise de brancos

No momento da analise dos ensaios de recuperagéo, efetuou-se juntamente um ensaio em
branco com o objetivo de verificar a possibilidade de existéncia de interferentes, neste caso dos
compostos de interesse, que pudessem alterar os resultados obtidos, de cada uma das matrizes.
Foi detetado durante os ensaios da matriz de &gua subterrdnea, especificamente no branco, o
composto Tolueno com uma concentracgdo inferior ao limite de detecdo, contundo com o intuito
de obter resultados rigorosos foi subtraida essa concentragdo existente na matriz das amostras

fortificadas.
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No caso da matriz de &gua de consumo, sendo uma &gua tratada contendo Cloro foi

adicionado tiossulfato de sédio, de modo a diminuir a existéncia e/ou formacéo de interferentes.

e Determinacdo da percentagem de recuperacao

A percentagem de recuperacdo foi determinada com recurso a Equacéo 5.10, mencionada
no Capitulo 5. Foi realizada a fortificacdo das diferentes matrizes (dgua de consumo, &gua
subterranea e as duas aguas superficiais), com dois niveis diferentes de concentracéo e para n=6.

Os resultados obtidos para as quatro matrizes em estudo estdo apresentados na Tabela
7.10 a Tabela 7.13.

Tabela 7.10 — Percentagens de recuperacao obtidas na matriz de agua de consumo humano para n=6

Concentra_(;ao Recup. RSD Concentracgao Recup. RSD

Composto Gama baixa gama alta
(%) (%) (%) (%)

(Hg/L) (g/L)

Benzeno 0,29 83,4 1,04 2,21 82,9 4,60
Tolueno 0,29 83,3 5,69 2,42 71,0 5,61
Etilbenzeno 0,11 74,2 5,24 0,82 92,1 13,6
m-,p-xileno 0,20 76,3 7,65 1,92 95,6 12,6
o-xileno 0,20 72,8 7,34 1,55 90,3 13,3

Tabela 7.11 — Percentagens de recuperacdo obtidas na matriz de agua subterranea, Poco das Lezirias, para n=6

Concentra_gao Recup. RSD Concentracao Recup. RSD

Composto Gama baixa gama alta
(%) (%) (%) (%)

(Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,29 101,4 11,7 2,21 98,2 5,76
Tolueno 0,29 92,9 9,81 2,42 84,3 1,19
Etilbenzeno 0,11 99,5 9,98 0,82 84,0 11,8
m-,p-xileno 0,20 79,2 8,98 1,92 91,2 8,05
o-xileno 0,20 97,0 10,6 1,55 91,1 14,9

Pela observacdo das Tabelas 7.10 e 7.11, pode-se concluir que as percentagens de
recuperacao obtidas sdo satisfatorias, apesar de haver alguma discrepancia entre os dois extremos
de concentragdo da gama de trabalho. Na matriz de &4gua de consumo as percentagens de
recuperacao encontram-se entre 71 e 96%. No caso da matriz de 4gua subterranea as recuperagdes
estdo estimadas entre 84 e 101%.

Para ambas as matrizes o desvio padréo relativo é inferior ao limite maximo de 25%,
indicado para a exatiddo da analise de compostos organicos volateis (Benzeno) no DL 306/2007

de 27 de agosto, relativo a agua de consumo humano.

70



Capitulo 7. Apresentacdo e Discussdo de Resultados

Tabela 7.12 — Percentagens de recuperacdo obtidas na matriz de agua superficial, Tejo, para n=6

Concentra_gao Recup. RSD Concentracgao Recup. RSD

Composto Gama baixa gama alta
(%) (%) (%) (%)

(Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,29 95,7 5,32 2,21 97,6 3,89
Tolueno 0,29 90,3 8,37 2,42 86,8 2,49
Etilbenzeno 0,11 83,9 10,3 0,82 91,9 8,09
m-,p-xileno 0,20 86,5 12,3 1,92 100,3 4,54
o-xileno 0,20 93,6 7,24 1,55 94,5 9,04

Tabela 7.13 — Percentagens de recuperacao obtidas na matriz de agua superficial, Rio Zézere, para n=6

Concentra_gao Recup. RSD Concentracgao Recup. RSD

Composto Gama baixa gama alta
(%) (%) (%) (%)

(Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,29 80,6 2,52 2,21 87,4 9,26
Tolueno 0,29 92,5 6,64 2,42 85,1 3,33
Etilbenzeno 0,11 70,2 5,80 0,82 99,4 10,6
m-,p-xileno 0,20 81,3 5,99 1,92 98,5 7,89
o-xileno 0,20 75,1 7,82 1,55 102,1 14,9

Relativamente as matrizes de agua superficial observadas nas Tabelas 7.12 e 7.13
apresentam boas recuperacfes de 84-100% e 70-102%, para adgua superficial do Tejo e agua
superficial do Rio Zézere, respetivamente. O desvio padrao relativo, RSD, para ambas as matrizes
foi inferior ao valor indicativo de 25% para avaliar a exatiddo do método.

Em suma, as percentagens de recuperagdo nas diferentes matrizes encontram-se num
intervalo de 70 a 102% com um desvio padrdo relativo inferior a 25% podendo verificar que séo
resultados aceitaveis.

Na Tabela 7.14 esté o resultado obtido da percentagem de recuperacdo a nivel global ( as

quatro matrizes e gamas de concentracéo) e o respetivo desvio padréo relativo, RSD.

Tabela 7.14 — Resultados obtidos de percentagem de recuperacéo global para cada um dos compostos

Recuperagéogicbar RSDgiobal

Composto (%) (%)
Benzeno 90,9 5,52
Tolueno 85,8 5,39

Etilbenzeno 86,9 9,43

m-,p-xileno 88,6 8,50
o-xileno 89,6 10,6

71



Capitulo 7. Apresentacgdo e Discussdo de Resultados

7.4.6

No estudo da incerteza do método foram consideradas trés metodologias diferentes, como
ja referido ao pormenor no Anexo IX. A metodologia “passo a passo” inclui a incerteza padréo
associada a interpolacdo da reta, Urt, a incerteza padrdo associada a preparacdo dos padroes,
Upadrao € @ padrdo incerteza associada a precisao intermédia, Uprec int., COnsideradas no calculo da
incerteza combinada, uc, seguida pela incerteza expandida, U.

A segunda e a terceira metodologia englobam a incerteza associada a precisao Uprecisao, €
a incerteza associada & exatiddo, Uexatidzo- A 2% metodologia encontra-se baseada nos documentos
VAM e OGCO007(IPAC). A 32 metodologia encontra-se baseada na ISO 11352 e no Guia Nordtest.

As Tabelas 7.15 a 7.17 representam as incertezas associadas a cada uma das metodologias
utilizadas, assim como a incerteza combinada e expandida que advém de cada método adotado,

para cada um dos BTEX.

Incertezas

Tabela 7.15 — Resultados obtidos para a incerteza do método pela metodologia "passo a passo"

Composto Ureta (%0) Upadrzo (%0) Uprec int. (%0) uc (%0) U (%)
Benzeno 12 0,73 1,7 12 25
Tolueno 9,5 0,67 1,8 9,7 19

Etilbenzeno 8,4 0,75 2,6 8,8 17

m-,p-xileno 10 0,76 2,0 10 21
o-xileno 10 0,86 2,4 10 21

Tabela 7.16 — Resultados obtidos para a incerteza do método de acordo com VAM e OGC007 (IPAC)

Composto Uprecisao (%0) Uexatidzo (%0) Uc (%0) U (%)
Benzeno 1,7 15 15 30
Tolueno 1,8 12 13 25

Etilbenzeno 2,6 15 16 31

m-,p-Xileno 2,0 18 18 36
o-xileno 24 14 14 28

Tabela 7.17 — Resultados obtidos para a incerteza do método de acordo com 1SO 11352 e Guia Nordtest

Composto Uprecisio (%0) Uexatidzo (20) Uc (%0) U (%)
Benzeno 1,7 19 2,6 51
Tolueno 1,8 1,9 2,6 5,2

Etilbenzeno 2,6 2,7 3,7 7,4

m-,p-xileno 2,0 2,1 2,9 59
o-xileno 2,4 2,6 3,6 7,1
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De forma a compreender se os valores obtidos para incerteza expandida através das trés
metodologias para cada um dos compostos estava aceitdvel, foi necessario recorrer ao
enguadramento legal. Na legislacdo portuguesa, atualmente, ndo esta em vigor valores maximos
da incerteza expandida para os compostos estudos, no entanto segundo o DL 83/2011 de 20 de
junho, relativo a aguas superficiais, a incerteza associada a uma medicdo tem de ser inferior a
50%, assim sendo pode-se ter este valor como referéncia e nesse caso 0s resultados sdo
satisfatorios.

Para além desse valor de referéncia, ainda existe uma diretiva Europeia 2015/1787/EU de
6 de outubro, relativa a 4gua de consumo, que apresenta valores maximos permitidos para a
incerteza expandida, s6 que ainda ndo foi transposta para a legislacao nacional.

Dos compostos em estudo sé 0 Benzeno se encontra citado na diretiva, com 40% de valor
maximo admitido para incerteza expandida, porém € possivel usar ainda outro valor comparativo
para compostos organicos como os PAH, com uma incerteza expandida em funcdo do valor
paramétrico maxima de 50% [60].

Nesse sentido observando as Tabelas 7.15 a 7.17, no qual as incertezas calculadas foram
realizadas em funcao do primeiro padrdo de concentracdo das gamas de linearidade, em particular
0 Benzeno encontrando-se abaixo da concentracdo maxima reconhecida na legislacdo nacional, e
tomando 40% como o valor maximo permitido teoricamente é possivel concluir que para ambas
as metodologias aplicadas os resultados obtidos das incertezas expandidas foram aceitaveis.

Adicionalmente, através do estudo das incertezas e usando a incerteza expandida pelo
método “passo a passo” foi possivel expressar os resultados na gama de trabalho (gama mais
baixa e gama mais alta de concentragdo), em termos de algarismos significativos. Na Tabela 7.18
observa-se a gama de trabalho para os extremos de concentra¢do, com 1 algarismo significativo

na incerteza da medicao.

Tabela 7.18 — Expressdo de resultados da gama de trabalho usando 1 algarismo significativo na incerteza da medicao

Composto Gama baixa Gama alta
(Hg/L) (Hg/L)
Benzeno 0,29 £ 0,07 2,2+0,6
Tolueno 0,29 + 0,06 24+05
Etilbenzeno 0,11 + 0,02 0,8+0,1
m-,p-xileno 0,20+ 0,04 19+04
o-xileno 0,20 £ 0,04 16+£0,3

E ainda na Tabela 7.19 os resultados obtidos para a gama de trabalho estdo expressos com

2 algarismos significativos na incerteza da medicdo.
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Tabela 7.19 -Expresséo de resultados da gama de trabalho usando 2 algarismos significativos na incerteza da medicéo

Composto Gama baixa Gama alta
(Hg/L) (Hg/L)

Benzeno 0,290 + 0,073 2,21 £ 0,56

Tolueno 0,290 * 0,056 2,42 £0,47

Etilbenzeno 0,110 £ 0,019 0,82 +0,14

m-,p-xileno 0,200 £ 0,041 1,92 +£0,39

o-xileno 0,200 £ 0,041 155+0,32
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A crescente necessidade e exigéncia de critérios em relacdo a qualidade da agua leva ao
desenvolvimento de metodologias capazes de detetar e quantificar compostos que se encontrem
nas aguas. Neste trabalho foi desenvolvido um método de validagdo que permitiu a analise de
BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, m-,p-xileno , o-xileno) pelo método SPME-GC/MS.

Os resultados obtidos a partir desta metodologia permitem concluir que o método SPME-
GC/MS ¢é adequado para a realizagdo de analises aos compostos estudados.

A realizagdo do trabalho envolveu duas fases: a otimizagdo do SPME e método
cromatografico e a segunda envolveu a validagdo do método. Na primeira fase, otimizaram-se
varios parametros da técnica de microextragdo por fase sélida (SPME) com o objetivo de obter
uma maior sensibilidade na resposta analitica dos compostos alvo. Na Tabela 8.1, estdo
apresentados 0s resultados que asseguraram a maior eficiéncia do método analitico, mesmo com

conhecimento da variabilidade associada a técnica de SPME.

Tabela 8.1 — Resumo dos resultados obtidos da otimizacdo de SPME e GC

Pré-Incubacao(min) 15
Tipo de fibra PDMS/DVB

Tempo de adsorgéo (min) 4
Temperatura de adsor¢éo (°C) 30
Tempo de desadsorgdo (min) 1

Agitacéo (rpm) 250

Modo de extragdo headspace
Massa de NaCl (g) s/ NaCl

Tempo de Splitless (min) 1

A segunda parte do trabalho foi a validagcdo do método, que incidiu sobre os estudos de
linearidade, preciséo, exatiddo e incerteza global do método.

Os estudos de linearidade tiveram como base varios testes estatisticos com o objetivo de
comprovar a linearidade e 0 método de quantificacdo passivel de ser usado. O método dos
minimos quadrados foi o primeiro a ser efetuado e a confirmar a linearidade ao obter coeficientes
de correlacdo superiores aos 0,995 para todos os compostos, no qual ainda foram calculados os

limites de quantificacéo e dete¢cdo, como é possivel observar pela Tabela 8.2.
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Tabela 8.2 — Resumo dos resultados obtidos pelo método dos minimos quadrados

Gama de o Limite de Limite de
] ) Coeficiente de -
Composto linearidade B Detecao Quantificacdo
Correlacéo
(Hg/L) (Hg/L) (Hg/L)
Benzeno 0,29-2,21 0,9992 0,08 0,28
Tolueno 0,29-2,42 0,9996 0,07 0,22
Etilbenzeno 0,11-0,82 0,9996 0,02 0,08
m-,p-xileno 0,20-1,92 0,9996 0,05 0,17
o-xileno 0,20-1,55 0,9993 0,05 0,18

Os demais testes estatisticos realizados foram analise de residuos, teste de Mandel, Rikilt,
teste das areas normalizadas que comprovaram a linearidade do método e ainda usar o fator de
resposta como método de quantificacdo. Néo se verificou a homogeneidade de variancias entre o
primeiro e Gltimo padrdo da gama, mas 0s outros testes garantiram a existéncia de linearidade ao

longo da gama de trabalho. Os resultados encontram-se na Tabela 8.3:

Tabela 8.3 — Resumo dos resultados obtidos efetuados pelos varios testes estatisticos

. Areas Homogeneidade
Composto Mandel Rikilt ) .
Normalizadas de Variancias
Benzeno v v v -
Tolueno 4 4 4 -
Etilbenzeno v v v -
m-,p-xileno 4 4 4 -
o-xileno v v v -

Realizou-se ainda a determinagdo dos limiares analiticos por duas metodologias
diferentes a partir dos estudos de repetibilidade e pelo desvio padréo residual da reta de calibrag&o.
Verificou-se que em ambos 0s casos 0s resultados obtidos estdo de acordo com o especificado no
DL 306/2007 de 27 de agosto, para 0 composto Benzeno (Gnico composto que se encontra na
legislagdo nacional) num limite de detecéo inferior a 25% do valor paramétrico legislado de 1
Mg/L.

Em relacdo aos estudos de precisdo, precisao intermédia e repetibilidade a gama baixa e
gama alta de concentragdo, o desvio padrao relativo foi sempre inferior aos 25%.

No estudo da exatidao, através dos ensaios de recuperacao a quatro matrizes diferentes
(agua de consumo humano, duas aguas superficiais e agua subterranea) em dois extremos de

concentracdo (gama baixa e gama alta) os resultados foram satisfatorios com valores de 70 a
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102% de percentagem de recuperagdo e desvio padréo relativo inferior a 25%. Globalmente, as
percentagens de recuperacao foram entre 85% e 91%.

Para completar a validacdo do método, determinaram-se as incertezas por duas
metodologias diferentes e verificou-se que todos os compostos se encontram abaixo do limite
proposto de 40%, estipulado na diretiva Europeia 2015/1787, relativa a 4gua de consumo, para 0
Benzeno (considerado adicionalmente para 0s outros compostos), concluindo que os valores
obtidos sdo satisfatérios. Em complemento, comparou-se também com o limite de 50%
estipulado no DL 83/2011 de 20 de junho, para aguas superficiais, confirmando os bons valores
obtidos.

Em sintese, o trabalho realizado e os resultados obtidos permitem a implementacao de
um novo método analitico, dado que se cumpriu 0s requisitos necessarios a validagdo de um
método de ensaio. Contudo, pequenos melhoramentos podem ser realizados, como por exemplo,
expandir a gama de linearidade do Benzeno, pois os valores obtidos para o primeiro padrdo da
gama de trabalho no teste de Rikilt e das Areas Normalizadas, apesar de desprezaveis, distanciam-
se um pouco dos limites impostos para os testes. Porém esses valores obtidos podem ter resultado
da variabilidade associada a técnica de SPME. A partir da Figura 8.1 é possivel observar outros
fatores que podem ter influenciado os resultados obtidos.

Por fim, a titulo de proposta futura seria interessante estudar outro método de preparacéo
de amostra, como o Purge and Trap, uma técnica muito utilizada com o0 GC/MS e com principal
aplicabilidade na analise de compostos volateis, VOCs. As duas técnicas de preparagdo, P&T e
SPME, de amostra podiam ser comparadas ao longo do trabalho através da sensibilidade e
eficiéncia de extragdo, como em condigGes de custo associadas ao seu desenvolvimento, acabando

por escolher o0 método com condig¢des mais favoraveis.

Preparagéo de Condicdes
Padrao Analiticas

Volatilidade Temperatura_da coluna

Variagdo do

Volume de solvente Perda de fase estaciondria

Degradagdo do Padro
Variagdo do
Volume de Padrio Obstrugdo do Jiner
e Co L A

__Diluigdes Variabilidade

do Processo
Analitico

Variagido do

Variag3o da Temperatura 1
el ot L Volume de agua

Competigdo dos
Analitos pela fibra

Variagio do Volume
de Padrdo
Degradagdo da fibra Volatilidade

ST e Em— R
Variagdo da quantidade
de analito adsorvido

Método de
extracdo

Figura 8.1 — Fatores possiveis para a variabilidade dos resultados obtidos
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Anexo | — Legislacéao

DECRETO-LEI N.® 306/2007 DE 27 DE AGOSTO

Visto e do em Ce tho de de 28 de Junho de 2007. - josé
Sdcrates Carvalho Pinto de Sousa - Jodo Titterington Gomes Cravinho -
Francisco Carlos da Graca Nunes Correla - Manuel Antdnio Gomes de
Almeida de Pinho - Jaime de Jesus Lopes Silva - Carmen Madalena da Costa
Comes e Cunha Pignatelli.

Promulgado em 4 de Agosto de 2007.
Publique-se.

O Presidente da Republica, Anibal Cavaco Silva.
Referendado em 9 de Agosto de 2007.

Pelo Primeiro-Ministro, Fernando Teixeira dos Santos, Ministro de Estado e
das Finangas.

ANEXO |
(a que se refere o n.° 1 do artigo 6.°)
Pardmetros e valores paramétricos
PARTE |
Parimetros microblolégicos

1 - Os valores paramétricos para a dgua destinada ao
consumo humano fornecida por redes de distribuicdo, por
fontanarios ndo ligados a rede de distribui¢do, por pontos de
entrega, por camides ou navios-cisterna, por reservatorios
nao ligados a rede de distribuicdo ou utilizada numa empresa
da inddstria alimentar sdo os seguintes:

Parametro Valor Unidade
paramétrico
Escherichia coli(E.coli). 0 Namero/100 ml.
Enterococos 0 Nuamero/100 mi.

2 - Os valores paramétricos para as aguas colocadas a venda
em garrafas ou outros recipientes sdo os seguintes:

Parametro Valor Unidade
paramétrico
Escherichia coli (E. coli). 0 Nimero/250 ml.
Enterococos 0 Numero /250 mi.
Pseudomona aeruginosa. 0 Namero /250 ml.
Numero de colonias a 22°C. 100 Namero/ml.
Numero de colonias a 37°C. 20 Namero/ml.
PARTE Il
Pardmetros quimicos

Os valores paramétricos para a dgua destinada ao consumo
humano fornecida por redes de distribuigdo, por fontandrios
ndo ligados a rede de distribui¢do, por pontos de entrega,
por camides ou navios-cisterna, por reservatérios ndo
ligados a rede de distribuicdo, utilizada numa empresa da
indastria alimentar ou posta a venda em garrafas ou outros
recipientes, sao 0s seguintes:

Parametro Valor paramétrico Unidade Observagoes
Acrilamida 0,10 ug/l V.n. 1.
Antiménio 5.0 vg/l Sb
nicioe L i
[&eno 1.0 EI | l
Benzof(a)pireno 0,010 pg/l

Figura 1.1 — Valor paramétrico imposto pela legislagdo para o Benzeno
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Anexo Il — Propriedades Fisico-Quimicas dos Compostos em

Estudo

Tabela I1.1 — Propriedades Fisico-Quimicas dos compostos em estudo

Composto

Benzeno  Tolueno

Etilbenzeno

m-xileno

p-xileno

o-xileno

Formula

Molecular

Massa
Molecular
(9/mol)
Massa
Especifica
(9/mL)
Ponto de
Ebulicéo
(°C)
Presséo de
Vapor
(kPa)

Solubilidade

em agua
(mg/L)
Coeficiente
de Partigéo
(Log Koa)

CsHs C7Hs

78,1 92,1

0,878 0,867

80,1 110,8

10,13 2,93

1,78 515

2,13 2,65

CsH1o

106,2

0,867

136,2

0,93

152

3,20

CsH1o

106,2

0,864

139,0

0,80

200

3,20

CsH1o

106,2

0,860

138,4

0,87

198

3,18

CsH1o

106,2

0,880

144,4

0,67

175

2,95
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Anexo lll —Método dos Minimos Quadrados e Analise de

Residuos

O estudo da linearidade da gama de concentra¢es, envolve inimeros métodos e testes
passiveis de se realizar de forma a garantir a sua validacdo. Para iniciar esse estudo aplica-se 0
método dos minimos quadrados.

A forma algébrica de uma reta é expressa da seguinte maneira:
y=mx+b (Equagdo I11.1)

Onde m corresponde ao declive da reta e b & ordenada na origem.

A formacao da reta € garantida por um conjunto de pares ordenados e independentes, (X1,
Y1);...; (Xn, Yn) Onde n corresponde ao nimero de pontos utilizados para a construgdo da reta. A
variavel x refere-se a concentracdo dos padrdes utilizados e a variavel y o sinal instrumental dado
Como resposta.

A partir do coeficiente de correlacdo, r, pode-se avaliar a fiabilidade da calibracdo

analitica:

r= 26 — 00— )3 (Equacio 111.2)

VIEZEC - DBE0: - 12

O coeficiente de correlacdo pode admitir valores entre -1 e 1. Um valor de r = -1 é
indicativo de uma correlagdo negativa e um valor de r = 1 é indicativo de uma correlag&o positiva.
Se ainda se verificar que r = 0 é sinal de ndo existéncia de correlagdo entre as duas variaveis.
Todavia, apesar da facilidade de determinacdo do coeficiente, hd necessidade de comprovar a
partir de outros testes a existéncia de linearidade, pois, um r préximo de 1 ndo garante
necessariamente uma relagéo linear.

O calculo dos coeficientes da reta de regressao é dado pelas seguintes equacdes:

2O =)y =)}
m= —)
X(xi— )

(Equagdo I11.3)

b=y—-mx (Equagdo I11.4)
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Onde x; e yi correspondem aos valores individuais de concentracdo na solucdo padrdo e
valores individuais do sinal instrumental, respetivamente. JA x e y correspondem aos valores
médios dessas variaveis.

Os coeficientes m e b ddo uma estimativa da verdadeira funcdo que é limitada pela
dispersdo do método. De modo a precisar essa estimativa, em termos quantitativos, recorre-se a

determinag&o do desvio padrdo residual, Sy:

y/x = N_32 (Equacio II1. 5)

o sz — (b +mx)Y
O desvio padrao residual exprime a dispersdo dos valores da resposta analitica em torno
da curva de calibragdo. O Syx estd ainda diretamente relacionado com os desvios padréo do

declive, m, e da ordenada na origem, como representado nas seguintes equagdes:

Sy
Spp = ——2— (Equagdo I11.6)

V2K — %)?

Lxf -
Sb —Sy/x\]m (Equa(;ao 1. 7)

Podendo ser utilizados no célculo dos limites de confianga dos dois coeficientes:
b+ txS, m=+t XS,

Sendo t o valor da variavel de t de Student para o nivel de confianca esperado com (N-2)
graus de liberdade.

Posteriormente & determinacao do declive e da ordenada na origem de uma reta, pode-se
calcular a concentracdo de uma amostra por interpolagdo a partir da curva de calibracdo, como

demonstrado pela seguinte equacdo:

(Equagdo I111.8)

De importante utilidade para o analista, calcula-se o desvio padrdo do método, Sm, pois

permite a verificacdo da qualidade das analises efetuadas:

Vi



Anexo Il — Método dos Minimos Quadrados e Analise de Residuos

s =% 100 (Equacio I11.9)
m = m q ¢ao .

Complementarmente pode-se determinar o coeficiente de variacdo do método, CVnm, 0

qual permite comparar diferentes calibracdes e métodos analiticos, expresso em percentagem:
Sm <
CV, =?x100 (Equacio I11.10)

e Anadlise de Residuos

A andlise de residuos é efetuada ap0s a determinacéo do declive da reta de calibragéo e
da ordenada na origem. Inicialmente determinam-se as areas de picos estimadas (y) com base na
equacao da reta, y = mx +b, onde as variaveis m, x e b sdo conhecidos. De seguida determina-se
0 guociente entre 0s picos obtidos experimentalmente e as areas de picos estimadas. Por fim,
determina-se 0s varios desvios (em percentagem) entre os valores observados e os esperados.

O propésito da realizagéo de andlise de residuos € estudar e garantir a adequabilidade do
modelo de regressdo com base nos desvios/ residuos. Ao representar graficamente (Figuras I11.1
a I11.5) os desvios em funcdo das respetivas concentragBes, é possivel concluir quanto a
linearidade do modelo que descreve os dados, sendo que a linearidade é verificada quando os

pontos apresentam uma distribuicdo explicitamente aleatéria [51].

e Andlise de Residuos para Benzeno

Tabela I11.1 — Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o0 Benzeno

Area Pico Arqa Experimental / Concentracao Desvio
estimada Area Estimada (ug/L) (%)
215591 0,94 0,29 -5,8
341150 1,00 0,52 -0,4
564974 1,04 0,93 4,5
723288 1,00 1,22 0,0
816093 1,01 1,39 1,2
947112 0,98 1,63 -2,0
1072672 0,99 1,86 -0,8
1263741 1,01 2,21 0,5

\1
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10 - Analise de Residuos
5 -
g
S 0 T
é ojo ,5 1,0 1,5 2,0 2,5
_5 m
-10 - Concentragéo (ug/L)
Figura 111.1 — Representacdo grafica da concentracdo em fungéo dos residuos para o Benzeno
e Andlise de Residuos para Tolueno
Tabela I11.2 — Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o Tolueno
Area Pico Area Experimental / Concentracéo Desvio
estimada Area Estimada (ug/L) (%)
1188502 0,94 0,29 -5,7
1382934 0,98 0,35 -2,4
2484712 1,03 0,69 3,1
3618895 1,00 1,04 0,2
4169784 0,99 1,21 -14
4720674 1,02 1,38 18
5465994 1,02 1,61 1,8
6762204 0,99 2,01 -0,7
8090818 0,99 2,42 -0,6
8 - Anélise de Residuos
(%) 3 A
o
>
3 S~
(%) T T — . T 1
& 2 (0] (0] 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
-7 - Concentracdo (ug/L)

Figura 111.2 — Representacao grafica da concentragdo em fungao dos residuos para o Tolueno

VIl
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e Andlise de Residuos para Etilbenzeno

Tabela I11.3 — Desvios relativamente & concentracdo-alvo para o Etilbenzeno

Area Pico Area Experimental / Concentragéo Desvio
estimada Area Estimada (ug/L) (%)
601432 1,01 0,11 0,8
716189 0,96 0,13 4,4
1394293 1,02 0,26 2,4
1811587 1,01 0,34 14
2385368 1,00 0,45 0,2
2750501 0,99 0,52 -1,3
3950224 0,99 0,75 -15
4315357 1,01 0,82 1,3

Analise de Residuos

4 -
2 - /\0\-
§ 0 I’ T T T T T T 1
\g 0J0 0,1 ,2 0,3 0,4 M 0,6 0,7 / 0,8 0,9
& 2
-4 A
-6 - Concentracédo (ug/L)
Figura I11.3 — Representacdo grafica da concentracdo em fungdo dos residuos para o Etilbenzeno
e Analise de Residuos para m-,p-xileno
Tabela I11.4 — Desvios relativamente a concentracdo-alvo para 0 m-,p-xileno
Area Pico Area Experimental / Concentracéo Desvio
estimada Area Estimada (ug/L) (%)
1248988 0,97 0,20 -2,9
1459368 0,95 0,24 -5,0
2721645 1,03 0,48 2,7
3563164 1,02 0,64 2,1
4615062 1,01 0,84 14
5246200 1,00 0,96 -04
7560376 0,98 1,40 -2,3
8191515 1,01 1,52 0,6
10295310 1,00 1,92 0,4
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Analise de Residuos

4 A
5 | /\’\\
§ 0 1 1 ’\‘ 1 ]
g olo 0,5 ‘1\/{,5 2,0 2,5
L 2 4
o
-4 4
6 - Concentragéo (pg/L)
Figura 111.4 — Representacéo gréafica da concentragdo em funcgéo dos residuos para o0 m-,p-xileno
e Analise de Residuos para o-xileno
Tabela I11.5 — Desvios relativamente a concentracdao-alvo para 0 o-xileno
Area Pico Area Experimental / Concentracéo Desvio
estimada Area Estimada (ug/L) (%)
955899 1,01 0,20 0,8
1123191 0,97 0,24 -2,8
1666891 0,96 0,37 -4,1
2168768 1,05 0,49 4,6
2837938 1,03 0,65 2,5
3172522 0,97 0,73 -2,6
3716223 1,01 0,86 0,8
4218100 1,00 0,98 0,1
6100139 0,98 1,43 -1,7
6602016 1,01 1,55 1,2
6 - Analise de Residuos
4 4
w 2
o
\-E O T T T T T T / T 1
g , 90 0, 0 0,6 8 1,0 T 16 18
-4 A
-6 -

Concentracédo (ug/L)

Figura 111.5 — Representacao grafica da concentragdo em funcéo dos residuos para o o-xileno
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Anexo IV - Teste de Mandel

De acordo com as normas 1SO 8466-1 e 8466-2 é recomendado a utilizacdo do modelo
estatistico de Mandel para avaliar a linearidade. A partir dos resultados experimentais obtidos sdo
calculadas as fungdes de calibracéo linear (1SO 8466-1) e polinomial (ISO 8466-2), bem como 0s
respetivos desvios padréo residuais, Syx € Syixz), atraves das seguintes equagdes:

/Z(Yi — ¥i)? ~
Sy/x = —N_—2 (Equagio IV.1)

Y(yi — 5’1’(29))2 .
Sy/x(20) = —N_3 (Equagdo IV.2)

Em que N representa o nimero de padrdes de calibracéo, yi o sinal analitico obtido para
um padrdo de determinada concentracao, y; e y;(z) Sao o0s sinais estimados pelas duas funcoes
de calibracdo, linear e polinomial, respetivamente.

Posteriormente é calculada a diferenca de variancias (DS?) expressa pela seguinte
equacéo:

DS? = (N = 2)XS5 1 = (N = 3)X57 (209 (Equacio IV.3)
Por fim com relacdo com a diferenca de variancias calcula-se o valor teste, VT:

DS? 5
VT = 7 (Equagdo IV.4)

y/x(29)

O valor de teste é comparado com os valores tabelados da distribuicdo de Fisher,
considerando um nivel de significancia de 95%. Se VT < Fuitico @ fungdo de calibragdo linear
conduz a um bom ajuste dos dados, e assim sendo, a funcdo de calibragdo linear é que deve ser
utilizada. Se VT > Fiico @ funcdo de calibracdo é ndo linear, sendo necessario verificar-se a
possibilidade de reduzir a gama de trabalho de modo a obedecer a primeira condi¢do. Caso ndo

seja possivel, em ultimo caso, utiliza-se a fungéo de calibracéo polinomial [61].

Xl



Anexo IV — Teste de Mandel

e Teste de Mandel para o Benzeno

Tabela IV.1 — Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial (Benzeno)

Concentracéo Area Area Ajuste Area Ajuste
(Mg/L) Linear Polinomial
0,29 203070 215591 210942
0,52 339731 341150 340043
0,93 590241 564974 567713
1,22 723642 723288 726840
1,39 825782 816093 819387
1,63 927961 947112 949116
1,86 1063838 1072672 1072424
2,21 1270355 1263741 1258158
1E406 - Ajuste Linear LES06 - Ajuste Polinomial
1,E+06 - 1,E+06 -
1,E+06 - 1,E+06 -
g BEH05 | S 8,E+05
‘L 6,E+05 - L Er05 4
jiizz | y=>545912x + 57276 VE05 Y = -9398x2 + 568920x + 46746
, R?=0,9985 2,E+05 - R2 = 0,9986
0,E+00 ; ; ; ; ' 0,E+00 . . . . .
0,00 050 1,00 150 2,00 2,50 000 050 100 150 200 250
Concentragdo (ug/L) Concentragéo (pg/L)

Figura IV.1 e IV.2 — Representagdo grafica dos ajustes linear e polinomial (Benzeno)

Tabela IV.2 — Erros quadraticos para os dois ajustes (Benzeno)

(y-yi)? (y-yi)?
1,57E+08 6,20E+07
2,01E+06 9,77E+04
6,38E+08 5,08E+08
1,25E+05 1,02E+07
9,39E+07 4,09E+07
3,67E+08 4,48E+08
7,80E+07 7,37E+07
4,38E+07 1,49E+08

Soma = 1,38E+09 Soma = 1,29E+09
N-2 = 6 N-3 = 5
Syx= 1,52E+04 S yixey = 1,61E+04

Xl
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DS2 = (N - 2) Szy/x - (N - 3) SZ y/x(2°)
\ DS?= 8,00E+07 |

VT = DS?/ Sy
| VT= 0,34 |
F(1,595%= 6,61

Como VT<F, a funcéo de calibracéo linear conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.

e Teste de Mandel para o Tolueno

Tabela V.3 — Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial (Tolueno)

Concentragio Area Area Ajuste Area Ajuste
(Mg/L) Linear Polinomial
0,29 1120974 1188502 1144019
0,35 1349755 1382934 1347992
0,69 2561687 2484712 2492789
1,04 3624728 3618895 3651636
1,21 4110372 4169784 4207324
1,38 4803439 4720674 4758315
1,61 5562168 5465994 5496301
2,01 6711502 6762204 6759281
2,42 8039893 8090818 8026855
9,E+06 1 Ajuste Linear 9,E+06 1 Ajuste Polinomial
8,E+406 8,E+06 -
7,6406 7,E406
6,6406 6,E+06 -
« 5,E+06 5,E406
@ ©
< 4,E+06 - D 4,E+06 1
3 E+06 - ‘L 3,E406 -
2,E+06 1 y = 3240524x + 248750 2,E+06 1 B
1,E+06 - R? = 0,9992 16406 { #y=-81 240x2+3$1: 50?:;; 149 905
0,E+00 —— 0,£+00 — T T T
0,00 050 100 150 2,00 250 3,00 0,00 050 1,00 1,50 2,00 250 3,00
Concentracdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura IV.3 e V.4 — Representagdo grafica dos ajustes linear e polinomial (Tolueno)
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Tabela IV. 4 — Erros quadraticos para os dois ajustes (Tolueno)

(y-yi)? (y-yi)®
4,56E+09 5,31E+08
1,10E+09 3,11E+06
5,93E+09 4,75E+09
3,40E+07 7,24E+08
3,53E+09 9,40E+09
6,85E+09 2,04E+09
9,25E+09 4 34E+09
2,57E+09 2,28E+09
2,59E+09 1,70E+08

Soma = 3,64E+10 Soma = 2,42E+10
N-2 = 7 N-3 = 6
Syx= 1,52E+04 S yix@ = 6,36E+04

DS2 = (N - 2) Szy/x - (N - 3) SZ y/x(2°)
| DS2= 1,22E+10

VT = DS?/ S% iz
| VT= 3,02 |
F1.6)959%= 5,99

Como VT<EF, a funcéo de calibracdo linear conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.

e Teste de Mandel para o Etilbenzeno

Tabela V.5 — Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial (Etilbenzeno)

Concentragio Area Area Ajuste Area Ajuste
(ng/L) Linear Polinomial
0,11 606142 601432 604520
0,13 684664 716189 718521
0,26 1428017 1394293 1393151
0,34 1836806 1811587 1809152
0,45 2390844 2385368 2382203
0,52 2715235 2750501 2747505
0,75 3892535 3950224 3951245
0,82 4370707 4315357 4318656
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Anexo IV — Teste de Mandel

3,E+06 1 Ajuste Linear 5,E+06 1 Ajuste Polinomial
4,E+06 A 4,E+06 -
3,E+06 4 3,E+06 -
S .
< 5 E+06 4 £ 26406
1,E+06 y = 5216185x + 38084 1,E+06 1 y = 50 2142 + 5 169 884x + 45 587
R2=0,9992 R2=0,9992
0,£+00 ; ; ; : . 0,£+00 ' ' ' ' !
000 020 040 0,60 0,80 1,00 0,00 0,20 040 060 080 1,00
Concentragdo (ug/L) Concentracdo (ug/L)
Figura IV.5 e V.6 — Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial (Etilbenzeno)
Tabela IV.6 — Erros quadraticos para os dois ajustes (Etilbenzeno)

-y (y-y1)?
2,22E+07 2,63E+06
9,94E+08 1,15E+09
1,14E+09 1,22E+09
6,36E+08 7,65E+08
2,99E+07 7,47E+07
1,24E+09 1,04E+09
3,33E+09 3,45E+09
3,06E+09 2,71E+09

Soma = 1,05E+10 Soma = 1,04E+10
N-2 = 6 N-3 = 5
Syx= 4,17E+04 S yixy = 4,56E+04

DS2 = (N = 2) Szy/x = (N = 3) SZ y/x(2°)

| DS?=

5,31E+07

VT = DS?/ S yx)

| VT=

0,026

F(1,50959%=

6,61

Como VT<F, a funcéo de calibracéo linear conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.



Anexo IV — Teste de Mandel

e Teste de Mandel para o m-,p-xileno

Tabela IV.7 — Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial (m-,p-xileno)

Concentragio Area Area Ajuste Area Ajuste
(Mg/L) Linear Polinomial
0,20 1213376 1248988 1241605
0,24 1385723 1459368 1453368
0,48 2796396 2721645 2722492
0,64 3638429 3563164 3567186
0,84 4680982 4615062 4621492
0,96 5227305 5246200 5253243
1,40 7386128 7560376 7564320
1,52 8237890 8191515 8193157
1,92 10335399 10295310 10284768
LE+07 1 Ajuste Linear 1,E+07 - Ajuste Polinomial
1,E+07 - 1,E+07 A
8,E+06 - 8,E+06 -
S 6,E+06 - « 6,E+06 -
L e
4,E+06 ‘< 46406 |
2,E+06 - y =5259489x + 197030 2,E+06 A =21 686x2 +5 303 627x + 181 747
R2 = 0,9993 RZ = 0'9993
0,E+00 T T T T 1 O'E+OO ! j ! j !
000 050 1,00 1,50 2,00 2,50 000 050 100 150 200 2,50
Concentrag&o (ug/L) Concentragéo (ng/L)
Figura IV.7 e IV.8 — Representagao grafica dos ajustes linear e polinomial (m-,p-xileno)
Tabela IV.8 — Erros quadraticos para os dois ajustes (m-,p-xileno)

(y-yi)? (y-yi)’
1,27E+09 7,97E+08
5,42E+09 4,58E+09
5,59E+09 5,46E+09
5,67E+09 5,08E+09
4,35E+09 3,54E+09
3,57E+08 6,73E+08
3,04E+10 3,18E+10
2,15E+09 2,00E+09
1,61E+09 2,56E+09

Soma = 5,68E+10 Soma = 5,64E+10
N-2 = 7 N-3 = 6
Syx= 9,01E+04 S yiey = 9,70E+04
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Anexo IV — Teste de Mandel

DS2 = (N - 2) Szy/x - (N - 3) 82 yIX(2°)
| DS?= 3,28E+08

VT = DS?/ S? yzo)
| VT= 0,035 |
F(1,6)95%= 5,99

Como VT<F, a funcéo de calibracéo linear conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.

e Teste de Mandel para o o-xileno

Tabela IV.9 — Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial (o-xileno)

Concentragio Area Area Ajuste Area Ajuste
(ng/L) Linear Polinomial
0,20 964008 955899 950497
0,24 1091434 1123191 1118964
0,37 1598155 1666891 1665984
0,49 2269409 2168768 2170247
0,65 2909081 2837938 2841584
0,73 3090185 3172522 3176819
0,86 3744262 3716223 3720958
0,98 4221377 4218100 4222563
1,43 5994774 6100139 6097779
1,55 6679001 6602016 6596290
8,E+06 1 Ajuste Linear 8,E+06 1 Ajuste Polinomial
7,E406 - 7,E406 -
6,E+06 - 6,E+06 -
5,E+06 - 5,E+06 -
S 4,E+06 < 4E+06
< 3,E+06 - E 3,E406 -
2,E+06 - 2,E+06 1
Lerog y = 4182308x + 119436 LE06 1 =-22 608x? + 4 221 634x + 107 073
' R?=0,9987 R? =0,9987
0,400 . . . . 0,E+00 . : ; .
000 050 100 150 2,00 000 050 1,00 1,50 2,00
Concentracédo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura IV.9 e 1V.10 — Representac¢do gréafica dos ajustes linear e polinomial (o-xileno)
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Anexo IV — Teste de Mandel

Tabela IV.10 — Erros quadréaticos para os dois ajustes (0-xileno)

(y-yi)? (y-yi)®
6,58E+07 1,83E+08
1,01E+09 7,58E+08
4,73E+09 4,60E+09
1,01E+10 9,83E+09
5,06E+09 4 56E+09
6,78E+09 7,51E+09
7,86E+08 5,43E+08
1,07E+07 1,41E+06
1,11E+10 1,06E+10
5,93E+09 6,84E+09

Soma = 4 56E+10 Soma = 4 54E+10
N-2 = 8 N-3 = 7
Syx= 7,55E+04 S yix@) = 8,06E+04

D82 = (N - 2) Szy/x - (N - 3) 82 yIX(2°)
| DS?= 1,63E+08

VT = DS?/ S? yz9)
| VT= 0,025 |
F1,795%= 5,59

Como VT<F, a funcdo de calibracéo linear conduz a um bom ajuste dos pontos experimentais.
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Anexo V — Teste de Rikilt

Anexo V - Teste de Rikilt

O teste de Rikilt permite a analise da linearidade em cada ponto da reta de calibracdo, ou
seja, vai possibilitar concluir acerca do modo de quantificacdo a utilizar apresentando importante
relevancia para as andlises efetuadas no dia-a-dia por uma instituicdo laboratorial.

Na realizacdo de procedimentos analiticos em rotina, € necessario que sejam
acompanhados inicialmente de calibracdo, de forma a conseguir quantificar os analitos presentes
na amostra. Através do teste de Rikilt verifica-se a possibilidade de realizar a quantificacdo a
partir do fator de resposta, para além do modo de quantificar com recurso a reta de calibracao
(pode ser efetuada diariamente ou mensalmente, dependendo da validade). O fator de resposta é
determinado através de quatro a cinco inje¢des do padrdo da gama mais baixa pela seguinte

equacéo:

area de pico do padrao
~ concentracio do padrio

(EquagaoV.1)

r

Deste modo, vai ser possivel aplicar na determinacdo da concentracdo de analito na

amostra:

) area de pico da amostra _
[analito] = g (Equacgao V.2)
T

Para se poder optar pelo modo de quantificacdo a realizar, é necessario que a gama de
linearidade cumpra os requisitos do teste de Rikilt, que funcionam principalmente na avaliagéo
de dispersdo de cada ponto da reta de calibragdo em relacdo aos pontos de referéncia considerados
ideais.

Como tal, para a avaliacdo deste teste calcula-se as razdes area/concentracdo da gama da
linearidade assim como a sua média. Logo apds, determinam-se as percentagens de cada uma das
razbes em funcdo da média calculada. Para cumprirem os requisitos do teste de Rikilt, os valores
apresentados devem estar compreendidos entre 90% a 110%.

De referir, que em andlises realizadas com recurso ao SPME é utilizado com maior
frequéncia o método do fator de resposta, devido a variabilidade associada a esta técnica
dificultando o uso da reta de calibracdo [62].

As Figuras V.1 a V.5, apresentam a aplicacdo deste teste a cada um dos compostos

estudados.
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Anexo V — Teste de Rikilt

e Teste de Rikilt para o Benzeno

Tabela V.1 — Caélculo das razdes para o Teste de Rikilt (Benzeno)

Concentracao < o . O i [ i Limite Limite
(Lg/L) = xi Area=yi Razéoyi/xi Yo yi [ Xi Superior Inferior
0,29 203070 700241 115 110 90
0,52 339731 653329 107 110 90
0,93 590241 634667 104 110 90
1,22 723642 593149 97 110 90
1,39 825782 594088 97 110 90
1,63 927961 569301 93 110 90
1,86 1063838 571956 94 110 90
2,21 1270355 574821 94 110 90

Média 611444
Teste RIKILT
115 °
°
°
< 100
S o o
X ) ° (]
E
85 -
70 . . . . .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Concentragdo (ug/L)

Figura V.1 — Representacdo grafica do Teste de Rikilt para o Benzeno
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Anexo V — Teste de Rikilt

e Teste de Rikilt para o Tolueno

Tabela V.2 — Célculo das razdes para o Teste de Rikilt (Tolueno)

Concentracéo < . .. O i [ i Limite Limite
(ug/L) = xi Area=vyi Razéo yi / xi Yo yi [ Xi Superior Inferior
0,29 1120974 3865428 109 110 90
0,35 1349755 3856443 109 110 90
0,69 2561687 3712590 105 110 90
1,04 3624728 3485315 98 110 90
1,21 4110372 3397002 96 110 90
1,38 4803439 3480753 98 110 90
1,61 5562168 3454763 97 110 90
2,01 6711502 3339056 94 110 90
2,42 8039893 3322270 94 110 90

Média 3545958
115 - Teste RIKILT
6o
°
100
[ ] [ ] °
=
> 85 -
70 T T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Concentracédo (pg/L)

Figura V.2 — Representacdo grafica do Teste de Rikilt para o Tolueno
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Anexo V — Teste de Rikilt

Teste de Rikilt para o Etilbenzeno

Tabela V. 3 — Célculo das razdes para o Teste de Rikilt (Etilbenzeno)

Concentracéo < o . o i ] i Limite Limite
(Lg/L) = Xi Area =i Razao yi / xi Yo yil xi Superior Inferior
0,11 606142 5612426 105 110 90
0,13 684664 5266646 98 110 90
0,26 1428017 5492373 103 110 90
0,34 1836806 5402371 101 110 90
0,45 2390844 5312987 99 110 90
0,52 2715235 5221606 98 110 90
0,75 3892535 5190047 97 110 90
0,82 4370707 5330131 100 110 90

Média 5353573
115 - Teste RIKILT
¢ °

_ 100 - ° b ° . o °
S
=
= 85 -

70 . . . . .

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Concentracdo (ug/L)

Figura V.3 — Representacdo grafica do Teste de Rikilt para o Etilbenzeno
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Anexo V — Teste de Rikilt

e Teste de Rikilt para o m-,p-xileno

Tabela V.4 — Calculo das razdes para o Teste de Rikilt (m-,p-xileno)

Concentracéo < o . o i ] i Limite Limite
(Lg/L) = Xi Area =i Razao yi / xi Yo yil xi Superior Inferior
0,20 1213376 6066880 108 110 90
0,24 1385723 5773846 103 110 90
0,48 2796396 5825825 104 110 90
0,64 3638429 5685045 101 110 90
0,84 4680982 5572598 99 110 90
0,96 5227305 5445109 97 110 90
1,40 7386128 5275806 94 110 90
1,52 8237890 5419665 97 110 90
1,92 10335399 5383020 96 110 90

Média 5605310
115 - Teste RIKILT
®
® [ ]
100 - ® ° .
g o ° °
=
'S.85 1
70 T T T 1
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentragdo (ug/L)

Figura V.4 — Representacdo grafica do Teste de Rikilt para 0 m-,p-xileno
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Anexo V — Teste de Rikilt

Teste de Rikilt para o o-xileno

Tabela V.5 — Célculo das razdes para o Teste de Rikilt (0-xileno)

Concentracdo 4 . . S Limite Limite
(ug/L) = )%i Area=yi Razao yi / xi % yilxi Superior Inferior
0,20 964008 4820040 109 110 90
0,24 1091434 4547642 103 110 90
0,37 1598155 4319338 97 110 90
0,49 2269409 4631447 105 110 90
0,65 2909081 4475509 101 110 90
0,73 3090185 4233130 96 110 90
0,86 3744262 4353793 98 110 90
0,98 4221377 4307528 97 110 90
1,43 5994774 4192150 95 110 90
1,55 6679001 4309033 97 110 90

Média 4431175
115 - Teste RIKILT
é
°

100 A ¢ ® ° .
=
> 85 A

70 . . . .

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Concentragéo (pg/L)

Figura V.5 — Representacdo grafica do Teste de Rikilt para o o-xileno
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Anexo VI — Teste das Areas Normalizadas

Anexo VI — Teste das Areas Normalizadas

O teste das areas normalizadas é utilizado para tirar conclusdes relativamente ao método
que pode ser utilizado na quantificacdo de analitos presentes numa amostra, tal como acontece
com o teste de Rikilt.

Através da equacdo da reta obtida pela regresséo linear, sdo estimadas as areas dos picos
obtidas correspondentes as concentracdes usadas. Para cada concentracdo usada, calcula-se a
razdo entre a area do pico obtido experimentalmente e a area do pico estimada. De seguida,
determina-se a concentragdo para qual a razdo é mais proxima de 1, ou seja, que apresenta uma
melhor correlagdo, sendo essa concentracdo denominada por Cigo, considerada o valor de
referéncia. Aplica-se entdo pela seguinte expressao a area normalizada para cada concentracao:

A100C;

Area Normalizada =
C1004i

x100 (Equagdo VI.1)

Em que Auno € a area do pico correspondente a melhor correlacéo, Ai e Ci correspondem
a area e a concentragdo de um dado pico, respetivamente.

Para admitir a quantificacdo dos analitos por fator de resposta as areas normalizadas
devem apresentar valores compreendidos entre 85% e 115%. Nas Figuras VI.1 a VI.5 estdo as
representacdes graficas deste teste para cada um dos compostos estudados [63].

e Teste das Areas Normalizadas para o Benzeno

Tabela V1.1 — Calculo dos valores normalizados para o Benzeno

Area Pico Arqa Experimental / Concentragéo Valores
estimada Area Estimada (ug/L) Normalizados
215591 0,942 0,29 84,7
341150 0,996 0,52 90,8
564974 1,045 0,93 93,5
723288 1,000 1,22 100,0
816093 1,012 1,39 99,8
947112 0,980 1,63 104,2
1072672 0,992 1,86 103,7
1263741 1,005 2,21 103,2
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Anexo VII — Teste de Homogeneidade de Variancias

115 - Teste das Areas Normalizadas

Valores Normalizados

Concentragdo (ug/L)

Figura V1.1 — Representacdo grafica da concentracdo em funcéo dos valores normalizados (Benzeno)

e  Teste das Areas Normalizadas para o Tolueno

Tabela V1.2 — Calculo dos valores normalizados para o Tolueno

Area Pico Arqa Experimental / Concentracao Valores
estimada Area Estimada (ug/L) Normalizados
1188502 0,943 0,29 90,2
1382934 0,976 0,35 90,4
2484712 1,031 0,69 93,9
3618895 1,002 1,04 100,0
4169785 0,986 1,21 102,6
4720674 1,018 1,38 100,1
5465994 1,018 1,61 100,9
6762204 0,993 2,01 104,4
8090819 0,994 2,42 104,9

Teste das Areas Normalizadas
115 -

110 A

105 A

100

Valores Normalizados
[(o]
(9]
1

Y
o
1

85 -

Concentracdo (ug/L)

Figura V1.2 — Representacao grafica da concentracdo em funcédo dos valores normalizados (Tolueno)
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Anexo VI — Teste das Areas Normalizadas

o Teste das Areas Normalizadas para Etilbenzeno

Tabela V1.3 — Célculo dos valores normalizados para o Etilbenzeno

Area Pico Arqa Experimental / Concentracao Valores
estimada Area Estimada (ug/L) Normalizados
601432 1,008 0,11 94,7
716189 0,956 0,13 100,9
1394293 1,024 0,26 96,7
1811588 1,014 0,34 98,3
2385368 1,002 0,45 100,0
2750501 0,987 0,52 101,8
3950224 0,985 0,75 102,4
4315357 1,013 0,82 99,7
115 - Teste das Areas Normalizadas

§ 110 -

S

.c_é 105

g 100 f\ . . : . 4‘\‘ .

% 0lo 0, 0,2 ; 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

5 95 -

=

> 90 -

85 C «
oncentracéo (pg/L)

Figura V1.3 — Representacéo grafica da concentracdo em funcéo dos valores normalizados (Etilbenzeno)

o Teste das Areas Normalizadas para m-,p-xileno

Tabela V1.4 — Célculo dos valores normalizados para 0 m-,p-xileno

Area Pico Arqa Experimental / Concentracao Valores
estimada Area Estimada (ug/L) Normalizados
1248988 0,971 0,20 89,8
1459368 0,950 0,24 94,3
2721645 1,027 0,48 93,5
3563164 1,021 0,64 95,8
4615062 1,014 0,84 97,7
5246200 0,996 0,96 100,0
7560376 0,977 1,40 103,2
8191515 1,006 1,52 100,5
10295311 1,004 1,92 101,2
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Anexo VII — Teste de Homogeneidade de Variancias

Teste das Areas Normalizadas
115 -

110 ~
105 A

100

2,5

Valores Normalizados
[(e)
(9]

[(o)
o
1

85 -

Concentragdo (ug/L)

Figura V1.4 — Representacéo gréfica da concentracdo em funcéo dos valores normalizados (m-,p-xileno)

o Teste das Areas Normalizadas para o-xileno

Tabela V1.5 — Calculo dos valores normalizados para o 0-xileno

AreaPico  Area Experimental / Concentragdo Valores
estimada Area Estimada (ug/L) Normalizados
955899 1,008 0,20 89,4
1123191 0,972 0,24 94,7
1666891 0,959 0,37 99,7
2168768 1,046 0,49 93,0
2837938 1,025 0,65 96,2
3172522 0,974 0,73 101,8
3716223 1,008 0,86 98,9
4218100 1,001 0,98 100,0
6100139 0,983 1,43 102,8
6602016 1,012 1,55 100,0
115 - Teste das Areas Normalizadas
S 110 -
S
g 105 -
o
Z 100 T P T T T T 1
3 ol 02 / 04 0,6 0,8 1,0 1,6 1,8
S 95 4 1
(3]
>
90 -
85 - .
Concentragdo (ug/L)

Figura V1.5 — Representacéo grafica da concentracdo em funcédo dos valores normalizados (0-xileno)
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Anexo VII — Teste de Homogeneidade de Variancias

Anexo VIl — Teste de Homogeneidade de Variancias

Pelo teste de homogeneidade de variancias pode-se avaliar a gama de trabalho, ao nivel
da adequabilidade da mesma. Para a execucdo do teste, de acordo com a norma I1SO 8466-1
recomenda-se 0 uso de retas com dez pontos de calibracéo, ndo devendo ser em namero inferior
a cinco, distribuindo-se ao longo da gama de concentracdes em estudo de modo equitativo. De
seguida, sdo utilizados o padrdo de gama inferior e o padrao de gama superior, onde sdo analisados
em dez réplicas independentes cada.

Desta forma, o teste permite avaliar se a gama de trabalho esta bem ajustada, analisando
a variancia dos padrdes que delimitam a reta de calibragdo. A variancia de cada padrdo é
determinada do seguinte modo:

, _\2
62 - Yo (vij — 7i)
t n; — 1

(Equagdo VII.1)

Onde i corresponde ao numero do padréo e j o nimero de repeticdes efetuado para cada
padrdo. As variancias sdo testadas com recurso ao calculo do valor de teste (PG) que contempla
duas situacdes diferentes, demonstrado pelas seguintes equagdes:

S3

PG = 5 se 5% > S? (Equacio VII.2)
1
St

PG = 2 se S2> sz (Equacio VII.3)
2

Se PG>Furitico (Valor tabelado da distribuicéo de Fisher de acordo com o nimero de graus
de liberdade e neste caso para um nivel de significancia de 99%), as diferencas de variancias sdo
significativas (ndo existe homogeneidade). Se PG< Fitico as variancias sdo homogéneas e a gama

de trabalho esta bem ajustada [51].
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Anexo VII — Teste de Homogeneidade de Variancias

e Teste de Homogeneidade de Variancias para o Benzeno

Tabela V11.1 e V1.2 — Areas obtidas para as duas gamas de concentracéo (Benzeno)

Concentracéo inferior: 0,29 pg/L

Area
169829
159302
155918
147301
152470
131366
139457
143837
159869

145291

N-1=
Média =
Desvio Padrao =
RSD =

Variancia =

9
150464
11264,04
7,49

1,2688E+08

(%)

Concentragéo superior: 2,21 pg/L

Area

798902

875798

917376

941522

983311

979114

934879
1030795
1051969

1047370

N-1=
Média =
Desvio Padrdo =
RSD =

Variancia =

9
956103
80064,23
8,37
6,4103E+
09

(%)

VALOR TESTE (PG) =5 /5% se s >s% ou PG =s%/s% se s’ >s%

Fogos =

5,35

PG

50,52

Conclusdo

Uma vez que PG é superior ao F, ndo se pode afirmar que existe homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada (0,29 a 2,21 pg/L).
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Anexo VII — Teste de Homogeneidade de Variancias

e Teste de Homogeneidade de Variéancias para o Tolueno

Tabela V11.3 e V11.4 — Areas obtidas para as duas gamas de concentracéo (Tolueno)
Concentracao inferior: 0,29 pg/L

Area

761730

718653
645919
655777
591577
582225
618353
670400
745586

671376

N-1=
Média =
Desvio Padrdo =
RSD =
Variancia =

9
666160
61149,67
9,18
3,74E+09

(%)

Concentracao superior: 2,42 ug/L

Area

6483274

6712829
7047931
7061653
6479972
7170113
6909116
6684637
7029311

6388373

N-1=
Média =
Desvio Padrdo =
RSD =
Variancia =

9
6796721
283700,84
4,17
8,05E+10

(%)

VALOR TESTE (PG) =5 /5% se s’1>s% ou PG =s%/s% se s’ >s%

Fago =

5,35

PG =

21,52

Conclusdo

Uma vez que PG é superior ao F, ndo se pode afirmar que existe homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada (0,29 a 2,42 ug/L).
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e Teste de Homogeneidade de Variancias para o Etilbenzeno

Tabela VI1.5 e VI1.6 — Areas obtidas para as duas gamas de concentrago (Etilbenzeno)

Concentracéo inferior: 0,11 pg/L Concentragéo superior: 0,82 pg/L
Area Area
273131 2477786
257064 2306856
215209 3148830
224350 3475462
211291 3895782
172584 3519770
187663 3497230
213517 3211188
257016 3472553
203462 3397821
N-1= 9 N-1= 9
Média = 221529 Média = 3240328
Desvio Padrdo =  32094,78 Desvio Padrdo= 491006,70
RSD = 14,49 (%) RSD = 15,15 (%)
Variancia = 1,03E+09 Variancia = 2,41E+11

VALOR TESTE (PG) =s?/s% se s’1>s% ou PG =s%/s% se s’ >s%

Fago = 5,35

PG= 234,05

Conclusdo

Uma vez que PG é superior ao F, ndo se pode afirmar que existe homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada (0,11 a 0,82 ug/L).
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e Teste de Homogeneidade de Variancias para o m-,p-xileno

Tabela VI1.7 e V11.8 — Areas obtidas para as duas gamas de concentrac&o (m-,p-xileno)
Concentragéo inferior: 0,20 pg/L

Concentragéo superior: 1,92 pg/L

Area Area

424638 7162258

495895 8453009

412542 7628109

443920 7474008

401362 7039874

343886 7265277

387856 7534680

430826 5541939

518686 5412034

410039 6424866

N-1= 9 N-1= 9
Média = 426965 Média = 6993605
Desvio Padrdo=  50611,31 Desvio Padrdo = 948247,50
RSD = 11,85 (%) RSD = 13,56 (%)

Variancia = 1,03E+09 Variancia = 8,99E+11

VALOR TESTE (PG) =s?,/s% se s’1>s% ou PG =s%/s% ses?>s?

Foow =

5,35

PG =

351,03

Conclusdo

Uma vez que PG é superior ao F, ndo se pode afirmar que existe homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada (0,20 a 1,92 ug/L).
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e Teste de Homogeneidade de Variancias para o o-xileno

Tabela VI1.9 e VI11.10 — Areas obtidas para as duas gamas de concentracio (o-xileno)

Concentracao inferior: 0,20 pg/L Concentracéo superior: 1,55 pg/L
Area Area
411180 3982099
386982 3620116
317999 4997206
346918 5441321
307644 6072996
273152 5375482
310351 5459468
334411 4999108
395170 5343425
322886 5236629
N-1 = 9 N-1 = 9
Média = 340669 Media = 5052785
. . . ~ _ 1291139
Desvio Padrdo = 4417617 Desvio Padrdo = 7
RSD = 12,97 (%) RSD = 14,43 (%)
L A 5,32E+1
Variancia = 1.95E+09 Variancia = 1

VALOR TESTE (PG) =5 /5% se s >s% ou PG =s%/s% se s’ >s%

Fooo = 5,35

PG = 272,40

Conclusdo

Uma vez que PG é superior ao F, ndo se pode afirmar que existe homogeneidade de
variancias na gama de trabalho estudada (0,20 a 1,55 pg/L).
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Anexo VIII — Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Para a determinacdo dos limites de detecdo e quantificacdo, os procedimentos realizados
foram efetuados de acordo com o descrito no subcapitulo 5.2.2.

O célculo dos limites através do desvio padréo residual da reta de calibracdo, com
aplicacdo das EquacOes 5.3 e 5.6 ndo vai estar adicionado neste anexo, pois ja se procedeu a
realizacdo dos célculos aquando do estudo de linearidade, pelo método dos minimos quadrados.

Realcgar que neste anexo, por esse motivo, sdo apenas explicitados os calculos referentes
ao modo de determinacdo com base na repetibilidade. O método de quantificagdo foi realizado
pelo fator de resposta, com base nas equacbes e metodologia referida no Anexo V. Na
determinagdo dos limiares analiticos pela repetibilidade injetou-se 10 vezes o padrdo
correspondente & concentragdo mais baixa da gama de linearidade e o respetivo desvio padrdo. A
partir desse momento calculou-se o limite de detegdo pela Equacéo 5.3 e o limite de quantificagdo

pela Equacéo 5.6.

e Limite de detecdo e quantificacdo para o Benzeno e Tolueno

Tabela VI1II1.1 — Resultado obtido do LOD e LOQ para a gama baixa: 0,29 (ug/L) (Benzeno e Tolueno)

Benzeno Tolueno
Area Conc. Prética Area Conc. Préatica

(Mo/L) (Ho/L)
GB1 169829 0,26 761730 0,26
GB2 159302 0,25 718653 0,25
GB3 155918 0,24 645919 0,22
GB4 147301 0,23 655777 0,22
GB5 152470 0,24 591577 0,20
GB6 131266 0,20 582225 0,20
GB7 139457 0,22 618353 0,21
GBS 143837 0,22 670400 0,23
GB9 159869 0,25 745586 0,25
GB10 145291 0,22 671376 0,23
Média 150454 0,23 666160 0,23
Sx0 0,017 0,021
RSD (%) 7,50 9,18
LOD (pg/L) 0,058 0,070
LOQ (ug/L) 0,17 0,21
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e Limite de detecdo e quantificacdo para o Etilbenzeno

Tabela VI11.2 — Resultado obtido do LOD e LOQ para a gama baixa: 0,11 (ug/L) (Etilbenzeno)

Etilbenzeno
Area Conc. Pratica

(pg/L)
GB1 273131 0,09
GB2 257064 0,08
GB3 215209 0,07
GB4 224350 0,07
GB5 211291 0,07
GB6 182584 0,06
GB7 207663 0,07
GB8 213517 0,07
GB9 257016 0,08
GB10 203462 0,07
Média 224529 0,07

Sx0 0,0094
RSD (%) 12,73
LOD (ug/L) 0,031
LOQ (ug/L) 0,09

e Limite de detecdo e quantificacdo para o m-,p-xileno e o-xileno

Tabela VIII. 3 — Resultado obtido do LOD e LOQ para a gama baixa: 0,20 (ug/L) (m-,p-xileno e o0-xileno)

m-,p-Xileno o-xileno
Area Conc. Préatica Area Conc. Préatica

(Ho/L) (Ho/L)
GB1 424638 0,13 411180 0,16
GB2 495895 0,15 386982 0,15
GB3 412542 0,13 317999 0,12
GB4 443920 0,14 346918 0,14
GB5 401362 0,12 307644 0,12
GB6 343886 0,11 273152 0,11
GB7 387856 0,12 310351 0,12
GB8 430826 0,13 334411 0,13
GB9 518686 0,16 395170 0,15
GB10 410039 0,13 322886 0,13
Média 426965 0,13 340669 0,13
Sx0 0,016 0,017
RSD (%) 11,85 12,97
LOD (ug/L) 0,052 0,058
LOQ (ug/L) 0,16 0,17

XXXVI
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Anexo IX — Estimativa das incertezas do Método

A incerteza de um método, usualmente, é determinada por trés metodologias diferentes.
Porém os laboratérios podem decidir qual a melhor metodologia a seguir desde que provem que
sdo tecnicamente validas e aplicaveis no método em estudo.

A primeira abordagem utilizada na determinacéo das incertezas ¢ a metodologia “passo a

passo” onde foram consideradas e quantificadas as seguintes fontes de incerteza:

e Incerteza associada a preparacdo dos padroes

O célculo desta incerteza esta associado desde inicio as fontes primarias de incerteza,
como a pesagem do padrdo comercial, & medi¢do do volume (baldo volumétrico), pureza do
padrdo e solucdes intermédias necessarias para preparar os padrdes. A soma destes fatores vai
permitir determinar a incerteza associada a preparagdo dos padrdes. Neste estudo, no entanto, ndo

existiu pesagem dos padrdes comerciais pois 0s compostos encontravam-se em estado liquido.

e Incerteza associada a interpolacdo da curva de calibracdo

A incerteza associada a interpolacdo da curva de calibracéo, desde que cumpra as normas
ISO referentes a linearidade pelo método de minimos quadrados, vai ser calculada a partir da
seguinte equacéo:

Sy/x 1 1 (}_’b - 3_’)2 ~
Upeta = . \/ﬁ + - + TS — 12 SO = 772 (Equacio 1X.1)

No qual o desvio padrdo residual, Sy, é dado por:

; —mx; — b)?
Sy/x = \/Z(yl N _; ) (Equagdo 1X.2)

e Incerteza associada a precisdo intermédia (padrdo de controlo)

A precisdo é uma componente bastante importante na incerteza global pelo que precisa
de ser avaliada, tendo em conta a variabilidade, disperséo e erros aleatdrios que possam existir ao
longo da aplicagdo do método analitico.

Desta forma, pode-se optar entre a precisdo intermédia e a repetibilidade para avaliagdo
da incerteza. Neste estudo, foi escolhida a precisdo intermédia derivado do facto de conseguir

refletir eventuais variagcbes do método que possam ocorrer quando s&o em dias diferentes.
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Foi calculada a incerteza da precisdo intermédia com recurso aos padrdes de controlo,

dada pela seguinte formula:

S ~
Uprec interm = m x100 (Equagdo 1X.3)

Em que S é o desvio padrao associado a média dos ensaios efetuados e ¢ a concentracao

média do nimero de padrdes analisados, N.

¢ Incerteza combinada

Com base nas trés incertezas associadas a primeira metodologia é possivel calcular a

incerteza combinada, através da seguinte equacao:

Ue (U) = \/(uzzjadréo + u72"eta + ugrec interm) (Equagéo IX. 4)

As outras duas metodologias baseiam-se na aplicacdo de pardmetros do desempenho
global do método, para conseguir quantificar de uma forma abrangente a incerteza associada ao
ensaio. Estas metodologias consistem na incerteza combinada relativa & incerteza associada a
precisdo e a incerteza associada a exatiddo, em que se usou dados relativos aos ensaios de

recuperacao.

e Incerteza associada a precisédo

A incerteza associada a precisdo nesta metodologia é baseada na variabilidade do método

analitico, como tal a equag&o utilizada foi a seguinte:

S ~
Uprec interm = m %100 (Equagdo 1X.5)

Em que S é o desvio padrdo associado a média dos ensaios efetuados e ¢ a concentragao

média do nimero de padrdes analisados, N.

e Incerteza associada a exatiddo

Com a auséncia de MRC e ensaios interlaboratoriais fatores utilizados para calcular a
incerteza associada a exatidao, aplicou-se duas formas de estimar o coeficiente de incerteza: a
indicada na norma ISO 11352, e também no Guia Nordtest e a indicada pelo VAM (Valid
Analytical Measurement) e também pelo OGC007 emitido pelo IPAC.
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De acordo com a 1ISO 11352 e o Guia Nordtest, a incerteza associada & exatiddo pode ser
calculada a partir do bias. O bias consiste em duas componentes: a diferenca entre uma
recuperacdo a 100% e da observada experimentalmente e ainda da incerteza associada a
concentracdo adicionada a amostra.

O bias pode ser calculado da seguinte forma:

Upigs = /bqum + u,gort. (Equagio I1X. 6)

Em que brm corresponde a raiz quadrada dos desvios associados aos ensaios de
recuperacao € Urr. Corresponde a incerteza na concentracao de analito adicionado.
A raiz quadrada dos desvios associados aos ensaios de recuperacdo, brm, foi obtida pela

Equacéo IX.7:

bp = ' (Equacio 1X.7)

No qual bi é o desvio entre a recuperacao de analito a 100% da amostra e a recuperacao
de analito obtida experimentalmente e n € o nimero de ensaios de recuperacéo [64, 65].

De acordo com 0 VAM e o IPAC, a incerteza associada a exatiddo nesta metodologia €
baseada na fortificagdo das varias matrizes com uma concentragdo conhecida usada nos ensaios
de recuperacdo. Neste contexto, fortificou-se a matriz com uma concentragdo conhecida (gama
baixa) e efetuou-se 0 mesmo para mais matrizes. O valor médio dos ensaios de recuperagéo, R,,,,
obtido é demonstrado pela seguinte equacao:

c

R, = (Equagio 1X.8)
Cspike

Em que C corresponde a concentragdo média obtida nos ensaios de recuperacao efetuados
e Cspike COrresponde a concentracao tedrica da amostra fortificada.

A incerteza associada a exatiddo é calculada através da Equacdo 1X.9:

2

u(Ry,) = ﬁmX\/< SZ_ > + (u(CSpike)> (Equagio 1X.9)

NxC? Cspike
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Em que S é o desvio padréo de uma série de anélises de amostras fortificadas e u(Cspike)

corresponde a incerteza associada a fortificacdo da amostra [66, 67].

¢ Incerteza combinada

Nestas duas metodologias a incerteza expandida foi expressa da seguinte forma, sendo
que a Unica diferenga € a variagdo da incerteza associada a exatidao que varia de acordo
com as Equagdes IX.6 e 1X.9 aplicadas:

Uc (U) = \/(uzz)recisﬁo + ugxatidéo) (Equa(;io IX. 10)

e Incerteza Expandida

A incerteza global do método, normalmente é expressa como incerteza expandida (U),
uma unidade de medida, dada para uma funcdo de distribuicdo, geralmente, normal e com um
nivel de confianga entre 0s 95% ou 99%. A incerteza expandida é igual a incerteza combinada
afetada por um coeficiente de expanséo, k, que toma valores situados entre 2 e 3. Neste caso,

calculou-se para um k de valor 2 com um nivel de confianga de 95%, através da seguinte equacao:
U(C) =2xu.(C) (Equacado 1X.11)
A expressao dos resultados com a incerteza é apresentada desta forma:
C + U(C)[Unidades de concentragio]
E recomendado, pela IPAC, que a incerteza seja apresentada com um méximo de dois
algarismos significativos e que o nimero de digitos do resultado da medicéo deve ser apresentado

em funcdo da incerteza, isto é, do seu numero de algarismos significativos. Compete ao

laboratério decidir de acordo com as suas regras de arredondamento [52,53].
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Anexo X — Analise de Custos

Com o objetivo de completar o trabalho realizado, efetuou-se uma andlise de custos deste
de modo a ter uma perspetiva dos custos associados ao desenvolvimento de um método de analise.
Realizou-se uma estimativa quanto possivel, dos materiais utilizados incluindo padroes
comerciais e solventes, bem como equipamentos (exemplo custo de coluna), entre outros, ao

longo de todo o trabalho.

Tabela X.1 — Custos associados ao desenvolvimento do método

Material Marca Quantidade Utilizada Preco
Padrb6es comerciais
Benzeno Chem Service 1 Frasco 12,52
Tolueno Carlo Erba Reagents 2,5L 5,40
Etilbenzeno Chem Service 1 Frasco 10,45
m-xileno Chem Service 1 Frasco 10,45
p-xileno Chem Service 1 Frasco 10,45
o-xileno Chem Service 1 Frasco 10,45
Solventes
Metanol Carlo Erba Reagents 2,5L (2X) 10,80
Fibras
CAR/PDMS Supelco 1Cx 200,00
PDMS 7 pum Supelco 1Cx 200,00
PDMS 30 pm Supelco 1Cx 200,00
PDMS 100 pm Supelco 1Cx 200,00
PA Supelco 1Cx 200,00
PDMS/DVB Supelco 3 Cx 600,00
DVB/CAR/PDMS Supelco 1Cx 200,00
Consumiveis
Capsulas magnéticas Gerstel 5 Embalagens 366,67
Acessorios
Coluna Agilent 1 unidade 1128,20
Suporte de Fibras Supelco 1 unidade 208,50
Capsulador Agilent 1 Unidade 212,60
Descapsulador Agilent 1 Unidade 77,00
Seringas Agilent 6 Unidades 307,80
Total 4171,29

XLI



Anexo X — Analise de Custos

XLII



