N VA DEPARTAMENTO DE QUIMICA

NOVA SCHOOL OF
& SCIENCE & TECHNOLOGY

s N
“Onrga se oV







N & VA DEPARTAMENTO DE QUIMICA

NOVA SCHOOL OF
SCIENCE & TECHNOLOGY

IMPLEMENTACAO E VALIDACAO DE UM METODO DE
ENSAIO PARA ANALISE DE PRODUTOS DE
DEGRADACAO DE AGENTES ESTABILIZANTES DE
MATERIAIS USADOS EM CONTACTO COM AGUA DE
CONSUMO HUMANO

INES ISABEL VIDIGAL FERREIRA DE OLIVEIRA
Licenciada em Ciéncias de Engenharia Quimica e Bioquimica

Orientador: Dr. Vitor Manuel do Vale Cardoso,
Responsavel da area de Quimica Organica do Laboratério de Andlises de Agua, EPAL, S.A.

Coorientador: Professor Mario Fernando José Eusébio,
Professor Auxiliar, FCT NOVA

Jari:
Presidente: Doutor Pedro Miguel Calado Simdes,
Professor Associado com Agregacdo da FCT NOVA

Arguente: Doutor Marco Diogo Richter Gomes da Silva,
Professor Associado com Agregacao da FCT NOVA

Orientador: Doutor Vitor Manuel do Vale Cardoso,
Responsavel da area de Quimica Organica do Laboratério de Analises
de Agua, EPAL, S.A

MESTRADO EM ENGENHARIA QUIMICA E BIOQUIMICA

Universidade NOVA de Lisboa
Setembro, 2022






Implementacédo e validagdo de um método de ensaio para a analise de Produtos de
Degradac&o de Agentes Estabilizantes de Materiais usados em contacto com Agua de
Consumo Humano

Copyright © Inés Isabel Vidigal Ferreira de Oliveira, NOVA School of Science and Technology
| FCT NOVA

A NOVA School of Science and Technology | FCT NOVA tém o direito, perpétuo e sem limites
geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que
venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua
cépia e distribuicdo com objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde

que seja dado crédito ao autor e editor.






Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

O arduo e gratificante percurso que levou a concretizacdo desta tese apenas foi possivel gracas a um
conjunto de pessoas que marcou esta experiéncia pela positiva.

Primeiramente, quero agradecer aos meus orientadores que acompanharam com rigor o trabalho que
foi realizado no Laboratério de Analises de Agua da EPAL, SA. Ao Doutor Vitor Cardoso por me ter
introduzido ao fantastico mundo da quimica orgénica. A sua vasta partilha de conhecimentos foi
determinante para a realizacdo desta tese, assim como a sua atenc¢éo ao detalhe e simpatia constantes.
A Doutora Ana Penetra que facilitou a minha integrac&o no laboratério, demonstrando disponibilidade
para me apoiar sempre que necessario. A sua confianca no meu trabalho permitiu-me explorar o tema
estudado em toda a sua abrangéncia.

Agradeco a Direcdo de Laboratérios da EPAL, em especial ao Eng.° Rui Neves Carneiro que tornou
este estagio curricular uma realidade, mantendo a ligagdo com a NOVA-SST ao longo dos anos.

Ao Professor Mario Eusébio que ao longo destes Ultimos 2 anos me proporcionou uma visdo
esclarecedora do que é ser uma Engenheira Quimica, desafiando-me todas as semanas. Os seus

conselhos foram essenciais para 0 meu desenvolvimento.

A Professora Cristina de Almeida e & Andreia Videira pela ajuda prestada no laboratério e pelos seus
ensinamentos.

Recordo ainda a Catarina Vitorino, a Cristina Correia, a Sofia Silva e a Raquel Franco, a quem agradec¢o
a afavel rececao e a boa disposi¢éo que resultaram um ambiente de trabalho agradavel e descontraido.

A Gabriela e a Vania Cristina que foram indispensaveis ao garantir sempre o material necessario
durante o decorrer do estagio.

Finalmente, mas ndo menos importante, agradeco a minha familia e aos meus amigos que me
apoiaram sempre. Em especial, aos meus pais, a minha irma e ao meu namorado que estiveram

presentes em todos os momentos. Sem eles ndo tinha sido possivel chegar onde cheguei.

Obrigada!






Resumo

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo validar e implementar um método de ensaio para a analise de produtos
de degradacédo de agentes estabilizantes usados na composi¢ao de materiais em contacto com a agua
de consumo humano. Foram estudados os seguintes compostos: 4-etilfenol, 4-tercbutilfenol, 2,6-di-
terc-butil-p-benzoquinona,  2,4-di-terc-butilfenol,  2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol,  3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona, 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-
dieno-2,8-diona, 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo e o acido 3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propiénico. Foram estudadas trés matrizes de agua incluindo: aguas de consumo humano,
superficiais e subterraneas.

A preparacao das amostras foi efetuada com base na Extracdo Liquido-Liquido e a técnica analitica
selecionada foi a Cromatografia Gasosa acoplada a Espetrometria de Massas (LLE-GC/MS).
Inicialmente foi proposta a implementacdo da técnica de Extragdo em Fase Sélida (SPE), no entanto,
apo6s diferentes estudos tornou-se evidente a inviabilidade desta via, devido a contaminagédo dos
ensaios em branco com alguns dos compostos em estudo.

A validacdo do método de ensaio cumpriu com todos 0s requisitos necessarios para demonstrar a
robustez do método. Os coeficientes de correlagéo registaram valores entre 0,9997 e 0,9999 e a analise
de residuos e o teste de Mandel demonstraram resultados aceitaveis para todos os compostos. Os
ensaios de repetibilidade e de precisado intermédia apresentaram valores de RSD (%) inferiores a 10%.
No estudo da exatidao obtiveram-se percentagens médias de recuperagdo entre 82% e 96% com um
RSD (%) associado inferior a 25%. Os limites de quantificacdo do método obtidos foram inferiores a
30% dos valores de referéncia. A estimativa da incerteza expandida levou & obtencdo de valores
inferiores a 50%. A realizacdo de ensaios de migracdo a alguns materiais usados no sistema de
abastecimento de agua revelou a presenca dos compostos 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona, 2,4-di-
terc-butilfenol, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido e 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de
metilo.

Tendo em conta estes resultados, foi possivel cumprir o objetivo definido podendo este método de
ensaio ser implementado em rotina no laboratorio da EPAL.

Palavras-chave: alquilfenéis, SPE-GC/MS, LLE-GC/MS, ensaios a materiais, otimizacao, validacédo






Abstract

ABSTRACT

This study has the objective of validation and implementation of an analytical method for the analysis of
degradation products from stabilizing agents used in the composition of materials in contact with drinking
water. The following compounds were studied: 4-ethylphenol, 4-tert-butylphenol, 2,6-di-tert-butyl-p-
benzoquinone, 2,4-di-tert-butyl phenol, 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy styrene, 3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxybenzaldehyde, 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyacetophenone, 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro[4.5]deca-
6,9-diene-2,8-dione, methyl 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) propionate and 3-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) propionic acid. The studied water matrixes were drinking water, surface water and
groundwater.

The sample preparation was accomplished with Liquid-Liquid Extraction and the analytical technique
selected was Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (LLE-GC/MS). Initially the
proposed technique was Solid Phase Extraction (SPE), however, after different studies it became clear
that this route was impracticable due to blank contamination with some of the studied compounds.

The method validation complied with all the necessary requirements to demonstrate the method’s
robustness. The correlation coefficient registered values between 0,9997 and 0,9999 and the residue
analysis and Mandel tests offered acceptable results for all the compounds. The repeatability and the
intermediate precision tests originated RSD (%) values below 10%. In the accuracy study it was obtained
mean recovery percentages between 82% and 96% with a RSD (%) below 25%. The quantification
limits obtained were inferior to 30% of the reference limits. The expanded uncertainty estimated led to
the achievement of values below 50%. The execution of migration experiments of some materials used
in the water supply system revealed the presence of compounds 2,6-di-tert-butyl-p-benzoquinone, 2,4-
di-tert-butyl phenol, 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde and methyl 3-(3,5-di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl) propionate.

Regarding these results, the goal of this work was accomplished and the routine analysis in the EPAL’s
Laboratory can be implemented.

Keywords: alkylphenols, SPE-GC/MS, LLE-GC/MS, migration experiments, optimization, validation
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Capitulo 1 - Introducdo

INTRODUCAO

1.1 Motivagao e enquadramento

A agua é o elemento de toda a vida. A sobrevivéncia e bem-estar da humanidade estédo intimamente
relacionados com este bem precioso. A disponibilidade deste recurso em grandes quantidades é
essencial ao desenvolvimento das civilizag6es desde o inicio dos tempos.

Na antiga Grécia e Roma, a qualidade da agua era apurada pelo aspeto, olfato, paladar e temperatura.
Idealmente a agua desejavel para consumo seria sem cor, sem cheiro, sem sabor e a uma baixa
temperatura. Alcmeao de Crotona (510 a.C) foi dos primeiros fil6sofos e médicos gregos a concluir que
a saude da populacdo dependia da qualidade da &gua a sua disposicdo. Algumas técnicas para
melhorar a qualidade da agua foram nessa altura implementadas, como a utilizacdo de tanques,
peneiras ou filtros ou até mesmo a fervura da agua.[1]

No entanto, foi a partir do século XIX que suscitaram mais preocupacdes com este assunto sendo
descobertas novas fontes de contaminagdo da dgua como microrganismos e quimicos nocivos. A
urbanizacdo e industrializacdo levaram ao desenvolvimento de novas tecnologias como o
abastecimento e saneamento publico de modo a responder as necessidades de saude da populagéo.
Técnicas de tratamento da agua como o processo de cloragdo, floculacdo, sedimentacgéo, filtracéo e
retificacdo do pH vieram responder as necessidades da populacdo em crescimento.[2]

Nos dias de hoje, a humanidade enfrenta um grande desafio face ao aumento da escassez de agua
impulsionada pela crise climética e pelos periodos de seca mais frequentes. Numa tentativa para
solucionar este problema, os governos e as entidades competentes fazem um esforco conjunto de
modo a resolver a situacgéo. [2]

A manutencdo da qualidade da &gua continuou a ser um ponto fulcral que deve ser rigorosamente
controlado. A qualidade da agua é estimada pelas suas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas.
A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) redigiu uma Diretriz em 1984 e 1985 que estabelece critérios
minimos de aceitacdo da qualidade da agua para consumo humano, que devem ser considerados nas
politicas dos paises. [3] A Diretiva 2020/2184 de Agua para Consumo Humano também transparece as
necessidades de protecdo da saude humana, estabelecendo padrdes para a qualidade da agua para
consumo humano para os paises da Unido Europeia. [4] Deste modo, atualmente, existem inUmeros
parametros regulamentados que avaliam a presenca e os niveis de contaminantes em aguas. [5]
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Existem infinitas fontes de contaminagéo desde quimicos naturalmente presentes na natureza ou até
mesmo impurezas associadas a praticas de agricultura, processos industriais e atividades domésticas.
A qualidade da agua também pode ser comprometida caso esta seja armazenada e transportada por
um sistema que seja constituido por materiais inadequados, que possibilitem a migracdo de
contaminantes para as aguas. Este tema sera abordado em mais detalhe de seguida.[6]

1.2 Sistema de distribuicdo de agua

O sistema de distribuicdo de 4gua € um segmento da rede de abastecimento de aguas que tem como
funcéo transportar 4gua para consumo humano desde a estacéo de tratamento até ao consumidor final.
[7] E composto por uma série de componentes que incluem tubagens de diferentes tamanhos e
materiais, acessorios, tanques de armazenamento, reservatorios de distribuicéo, tintas e revestimentos
entre outros.[8]

As primeiras tubagens utilizadas para transporte da 4gua de consumo humano eram feitas de metal
(figura 1.1). O aco com ligas de zinco chegou a ser o tipo de material utilizado mais comum, no entanto
devido ao seu dificil manuseamento e instalacdo deixou de ter tanta relevancia sendo apenas utilizado
em aplicagbes comerciais de grande escala. Para além disso, estes materiais também apresentavam
niveis de corrosao consideraveis quando em contacto com a agua, libertando concentragfes elevadas
de metais. [9]

Aco galvanizado ou Ferro  Construgdes antigas ou

comerciais

( 0

CObre Distribuigdo de agua quente e fria

PVC Apenas agua fria
CPVC Até 80 °C

( 0
PE-X Agua quente e fria e aquecimento por radiagao
Quente ¢ ]
Frio ¢ []

Figura 1.1- Diferentes tipos de tubos utilizados no sistema de distribuicdo de agua.
Adaptado de [9].

Por esse motivo, atualmente os materiais poliméricos sdo os mais utilizados no fabrico de tubagens.
Os materiais mais comuns sao o polietileno (PE) e o policloreto de vinilo (PVC) sendo o primeiro mais
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utilizado. Mais especificamente o polietileno reticulado (PE-X) para além de ser de baixo custo e facil
transporte, é facilmente dobravel devido a sua flexibilidade, exigindo menos acessorios e ligagdes.
Podem ainda ser utilizados diferentes classes do polietileno: baixa, média e alta densidade. [9]

Ja os reservatérios de agua existem em diferentes materiais, formatos e tamanhos e permitem o
armazenamento de grandes quantidades de agua. O polietileno é usualmente um dos materiais
escolhidos para a construcéo dos tanques dada a elevada resisténcia a corrosao e facil limpeza.[10]

Visto que a dgua pode permanecer no sistema de distribuicdo durante vérios dias antes de chegar ao
consumidor final, existe um risco acrescido de contaminacdo por parte dos materiais de construcao
utilizados. Dependendo do fabricante, existem evidéncias de que determinados materiais plasticos
libertam quantidades consideraveis de produtos quimicos nocivos que alteram a qualidade da &gua.

No caso dos polimeros, estas tém frequentemente na sua composi¢do antioxidantes, também
conhecidos como agentes estabilizantes, que sdo constituidos por estruturas fendlicas. Estas
substancias podem assim migrar para as aguas de consumo humano.

1.3 Agentes estabilizantes

Durante o processo de producdo dos polimeros, estes sdo submetidos a condicGes de operagéo
severas que podem causar a sua degradacéo através do calor, do cisalhamento mecéanico ou pela
presenca de impurezas. A degradacao caracteriza-se pela formacao de radicais livres que reagem com
0 oxigénio formando hidroperéxidos que comprometem a estabilidade do material, tal como se observa
na figura 1.2. [11]

Polimero
R-H™
~
~
ROH + HOH “A _
4 =" - T =~ - R .- -~ T~ < o
. - ~ \2R. . P ~ <
x4 N . N
Ciclo Il Ciclo | v
RO«+-OH ROOH
,1 A Ramificacéo da Cadeia Hidroperdxido Propagagéo da Cadeia R
’ \ ’
. . R )
2RH RN .’ RS -7

-
- e

RH

Figura 1.2- Mecanismo de degradacéo dos polimeros. Adaptado de [12]
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Torna-se assim necessaria a aditivacdo destes produtos, de modo a prolongar a sua vida (til, visto que
€ necessario que os sistemas de tubagens sejam operacionais durante longos periodos. [13] Para tal,
utilizam-se antioxidantes que tém como funcao retardar o processo de degradagdo dos polimeros
organicos, aumentando a durabilidade e a resisténcia dos materiais conferindo-lhes uma gama de
aplicabilidade mais vasta. Estes aditivos compdem 0,05 a 0,5% (p/p) da concentracdo dos
polimeros.[14]

Os antioxidantes primarios reagem com os radicais livres impedindo a propagacédo da degradacao dos
polimeros. Na maioria dos casos, o fenol faz parte destes agentes estabilizantes devido a sua
capacidade de proteger o material do oxigénio. Os antioxidantes secundarios sdo usados em conjunto
com os antioxidantes primarios e tém como fun¢éo a eliminacéo dos hidroperoxidos instaveis.[11]

Deste modo, os agentes estabilizantes com estruturas fendlicas sédo adicionados aos polimeros para
prevenir a sua oxidacdo durante o processo de producdo e durante a sua vida util. Os agentes
estabilizantes indicados na tabela 1.1 constam da Regulacdo (EU) N.°© 10/2011 e entram na formulagéo
de materiais poliméricos comercializados no mercado europeu. No anexo A, encontram-se ainda outras
propriedades relevantes.
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Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas e aplicagbes dos agentes estabilizantes [15—17] parte 1/4

Nome
Ponto de
Massa oL
Estrutura ebulicdo (°C) Usos
(Nome molecular
. a 101,3 kPa
Comercial)
1,3,5-Trimetil-
2,4,6-tris Agente estabilizante em
(3,5-di-terc- PE, PP, PB, PVC, PU,
butil-4 775,22 325 elastomeros, adesivos,
hidroxibenzil) poliésteres lineares,
benzeno poliamidas, e
copolimeros de estireno
(lonox 330)
3-(3,5-Di-terc- Agente estabilizante em
butil-4- N PE, PP, PB,
hidroxifenil) e o copolimeros de
530,86 323

propionato de
octadecilo

(Irganox 1076)

CHs

estireno, poliuretanos,
fibras sintéticas,

elastémeros, adesivos,

ceras, 0Oleos e gorduras
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Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas e aplicacdes dos agentes estabilizantes [15—17] parte 2/4

Nome
Ponto de
Massa .
Estrutura ebulicdo (°C) Usos
(Nome molecular
. a 101,3 kPa
Comercial)
mew S Agente estabilizante em
HO
- oHy PE, PP, PB,
HyC copolimeros de etileno-
) vinilacetato, poliacetals,
Tetrakis [3- o
. poliamidas,
(3,5-di-terc- .
i poliuretanos,
butil-4 o
. o poliésteres, PVC,
hidroxifenil) 1177,63 281 i
. copolimeros com
propionato] de )
L estireno, ABS,
Pentaeritritol

elastdbmeros como o
SBS, SEBS, EPM,
EPDM, revestimentos,

(Irganox 1010)

adesivos, selantes,
lubrificantes, vernizes,

CHj

ceras




Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas e aplicacbes dos agentes estabilizantes [15—17] parte 3/4
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Nome
Ponto de
Massa .
Estrutura ebulicdo (°C) Usos
(Nome molecular
. a 101,3 kPa
Comercial)
CH,
H,C CH,
Antioxidante secundario
gue prolonga o
. . H,C CHs
Fosfito de tris desempenho dos
(2,4-di-terc- e HsC CHs antioxidantes primarios
3
butilfenilo) CHs, O /o 646,92 400 em polimeros como o
P PE, PP, etc. Utilizacdo
(Irgafos 168) CHa em adesivos, selantes,
revestimentos, tintas e
CH
CHj HyC ’ toners.
H,C
CH,
HsC CHj3
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Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas e aplicagdes dos agentes estabilizantes [15-17] parte 4/4

Nome
Ponto de
Massa .
Estrutura ebulicdo (°C) Usos
(Nome molecular
i a 101,3 kPa
Comercial)
2,2’-Oxamido- i o
) ) HoC CHy Agente estabilizante em
bis [etil-3- (3,5- ,
, _ oH adesivos,
di-terc-butil- CH, 0 .
) . HsC H CHy 696,91 425 emulsificantes, PE-X,
4-hidroxifenil) N N i
. Hic H oH selantes, polimeros,
propionato] u M :

(Naugard XL-1)

CHs

resinas e modificadores
de impacto.
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Os alquilfendis tém em comum o composto organico fenol, que é constituido por um anel aromatico
ligado a um grupo funcional hidroxilo (figura 1.3). O anel aromatico concede propriedades &cidas ao
grupo hidroxilo.

OH

Figura 1.3- Estrutura quimica do fenol

Estes compostos sofrem polialquilacdo por substituicdo de um hidrogénio por um grupo alquilo ou
adicdo de um grupo alquilo de modo a obter propriedades antioxidantes. Esta ligacdo de um grupo
alquilo a um carbono, denomina-se de C-alquilagéo e possui imensas aplicag6es industriais. [18][19]

As propriedades destes compostos séo influenciaveis pelo grupo alquilo e pela sua posi¢éo, no entanto
irdo ter sempre caracteristicas fisicas semelhantes ao fenol. A temperatura ambiente sdo solidos,
brancos ou sem cor, mas a sua forma e tamanho é afetada pelo grupo alquilo. A solubilidade em agua
dos alquilfenéis diminui com o aumento do nimero de carbonos ligados ao anel aromatico. No que toca
a solventes, estes solubilizam facilmente em acetona, &lcoois, hidrocarbonetos e tolueno.

1.4 Produtos de degradacgao

Os materiais organicos de natureza plastica possibilitam ainda a hipétese do aparecimento de outros
produtos de degradacao, gracas a ocorréncia de reac6es de hidrélise e de oxidacao ou até mesmo por
processos de corroséo, dissolucéo e difusdo.[18]

A migragdo de diferentes contaminantes provenientes de materiais poliméricos pode ocorrer de 2
maneiras: por difusdo dos componentes do material ou através da decomposicdo de constituintes do
material. Este Ultimo caso verifica-se com 0s agentes estabilizantes referidos anteriormente, visto que
estes reagem em contacto com a agua e formam produtos de degradacao.[20]

Os produtos de degradacdo comparados com 0s seus agentes estabilizantes de origem possuem
propriedades fisico-quimicas diferentes e por esse motivo vdo ter comportamentos migratorios
distintos. Ja foi comprovado em alguns estudos que 0s agentes estabilizantes sdo mais hidrofébicos, o
que leva a crer que quando em contacto com a agua hidrolisam de modo a formar moléculas mais
pequenas e mais sollUveis como € o caso de diversos produtos de degradacdo. Sabe-se ainda que a
solubilidade dos agentes estabilizantes supramencionados é muito inferior a solubilidade dos seus
produtos de degradacédo que é cerca de 1000 vezes superior.[20]
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Tendo em conta as estruturas moleculares mais relevantes para 0s ensaios a materiais plasticos, tais
como as tubagens, selecionaram-se para este estudo 10 produtos de degradacgdo, que constam no
documento “4MSI Draft Approach on Organic Materials — Part C.” redigido pelo grupo de trabalho de
ensaios a materiais organicos (SG-OM) do grupo “4 Member States — Joint Management Committee”.
Na tabela 1.2 observa-se que as nomenclaturas IUPAC ddo origem a nomes extensos e por esse
motivo opta-se pela desighacéo utilizada no documento do mesmo grupo (I a X).[21] No anexo A,
encontram-se ainda outras propriedades relevantes.

Tabela 1.2- Propriedades fisico quimicas dos produtos de degradagéo [22-31] parte 1/3

Ponto de
. ~ - Massa .
Nome Designacéao Estrutura quimica ebulicéo (°C)
molecular
a 101,3 kPa
H;C
4-etilfenol I 122,16 215
OH
CHj
HsC CHj
4-terc-butilfenol Il 150,22 238
OH
CHjy
H,C CH,4
2,6-di-terc-butil-p- 0
) 11 220,31 285+ 15
benzoquinona HoC
3
0
H,C
CHj
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Tabela 1.2 - Propriedades fisico quimicas dos produtos de degradagdo [22-31] parte 2/3

Nome

Ponto de
. 5 o Massa .
Designagéo Estrutura quimica ebuligdo (°C)
molecular
a 101,3 kPa

2,4-di-terc-butilfenol

206,32 264

2,6-di-terc-butil-4-
vinilfenol

CHs
HsC CH3
H;C
HsC
CH3 OH
CHj3
HsC CHs
HO
288+ 9
\Y 232,26 ,
HaC (previsto)
——CH,
HsC
CHs

3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido

3,5-di-terc-butil-4-
hidroxiacetofenona

CHj
HsC CH,
HO
VI 234,33 337 (previsto)
HsC
——0
HsC
CHs
CHj
HsC CH,
HO
Vil 248,36 308
HaC,
o}
HaC
CHj CHs

11
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Tabela 1.2 - Propriedades fisico quimicas dos produtos de degradacdo [22-31] parte 3/3

Ponto de
. 5 o Massa o
Nome Desighacéao Estrutura quimica ebulicédo (°C)
molecular
a 101,3 kPa
CHj
HsC
7,9-di-terc-butil-1- ° o chts
oxaspiro (4,5) 426 + 45
_ VI o 276,37 .
deca-6,9-dieno-2,8- (previsto)
diona CHs
HsC
CH,
H3C £ i
3-(3,5-di-terc-butil- o
4-hidroxifenil) Hee
. IX 292,41 341
propionato de Ho
metilo HyC CHs
CH3
CHj3
HiC CHj3
Acido 3-(3,5-di-terc-
. . I HO 364 + 37
butil-4-hidroxifenil) X 278,39 ]
o (previsto)
propionico o
H,C
CHs OH

Existem evidéncias de que estas substancias contribuem significativamente para a deterioragdo do
sabor e odor da 4gua de consumo e consequentemente tém um impacto negativo na satde humana.

Torna-se assim necessario o desenvolvimento de um método analitico capaz de proceder a
identificacdo e quantificacdo destes compostos de risco em andlises de rotina. [32] Dado que os
agentes estabilizantes possuem propriedades significativamente diferentes, ndo serdao implementados
no método analitico em conjunto com os produtos de degradacado, sendo necessaria uma alternativa
para monitorizar estes compostos.

Por outro lado, seré efetuada a monitorizacdo de diversos materiais organicos através de ensaios de
migracao que averiguam se ocorre ou nao lixiviacdo destes compostos para a dgua, permitindo avaliar
0 seu impacto na qualidade da agua.

12
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1.5 Estado de arte

A lixiviagdo de compostos organicos, presentes nos materiais poliméricos, para a agua de consumo
humano é uma realidade que tem vindo a ser investigada ao longo do tempo. Atualmente, na literatura
disponivel, existem alguns artigos que avaliam as concentragBes e o tipo de substancia organica
presente na dgua de consumo humano, proveniente da migracdo a partir de materiais usados nos
sistemas de abastecimento. No entanto, o verdadeiro efeito destes compostos na salide humana
permanece ainda desconhecido. [13][33]

Mais especificamente, a lixiviacdo de subprodutos de degradacgdo dos plasticos para as aguas de
consumo humano é um tépico pouco abordado e consolidado na comunidade cientifica. No entanto,
existem fontes que afirmam esclarecer a origem dos compostos em estudo, identificando quais os
materiais de risco que libertam estes subprodutos. Na figura 1.4, é possivel conferir quais os materiais
onde foram detetados os alquilfenéis.[13,34,35]

Granulos de

Produtos de Degradacao PE-HD PE-MD PE-LD PE-Xa PE-Xb PE-Xc PE-RT PP PB PE
4-etilfenol IV 4
p-terc-butilfenol v v v
2,6-di-terc-butll-p-benzoquinona v 4 v v 4 v 4 LY 4
2,4-di-terc-butilfenol */ « « V V « V V v
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol [v 4 v 4 v 4
Niroxibenzadeido v v v v v
Nirosiscetofenons v v
cecvsieno 2o v v v v v v v
rorinstn e mette v v v v v v
Acido 3-(3,5-di-terc-butil-4- v v v v v

hidroxifenil) propiénico

Figura 1.4-Materiais onde foram detetados produtos de degradagdo [13,34,35]

Adams et al. (2011), Brocca et al. (2002), Skjevrak et al (2003) e Walter et al. (2011) [13] partilham
todos a mesma opinido acerca da origem dos produtos de degradacdo. Mais especificamente em
relagdo aos contaminantes de tubos poliméricos. A sua migracéo pode ocorrer diretamente, por difusao
dos componentes do material para a agua, ou indiretamente, através da decomposic¢ao de constituintes
do material, nomeadamente os aditivos, que reagem em contacto com a agua e formam subprodutos.

13
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Hametner et al. (1999) [36] estudaram a influéncia dos antioxidantes fendlicos na qualidade da agua.
Utilizaram cinco tipos de tubos de polietileno comercializaveis. Através dos ensaios de migracédo
efetuados de acordo com as normas ONORM B 5014/1, ISO/FDIS 8795 e EN 1420/1, chegaram a
conclusédo de que as condi¢des a que a agua se encontrava influenciavam a lixiviagdo dos compostos.
Agua mais quente e mais alcalina levava ao aparecimento de uma maior quantidade de fenois. O
composto |V foi detetado nos extratos, e apenas foram encontrados vestigios de antioxidantes com
uma massa molecular elevada.

Arvin et al. (2002) [13] estabeleceram algumas hip6teses sobre a origem dos compostos fendlicos.
Foram analisadas 4 classes diferentes de polietileno em contacto com a agua por ensaios de migracao.
Foram detetados cerca de 30 compostos organicos, sendo que neste grupo se incluiam alguns dos
produtos de degradacdo em estudo. Foi a partir deste artigo que se criou a designagéo “Arvin | to X7,
referente aos 10 compostos representativos dos produtos de degradacdo. Os compostos VI, Vil e VIII
foram encontrados em todas as amostras de agua que estiveram em contacto com os diferentes tubos
poliméricos. A maioria dos compostos acreditava-se que decorriam de algum tipo de degradacao
durante o processo de extrusao dos tubos ou mesmo apos o processo de sintese dos aditivos fendlicos.
De maneira a confirmar que os resultados no laboratdrio eram fiaveis, foram recolhidas amostras em
diferentes pontos de um sistema de distribuicdo de agua construido com material PE-X e foi possivel
concluir a presenga dos mesmos produtos de degradacéo.

Bertoldo et al. (2004) [37] estudaram a degradacéo do antioxidante Irganox 1010, através da extracao
liquido-liquido das &guas de migracéo colocadas em contacto com diferentes classes de PP, seguida
de anélise em HPLC. Concluiu que a existéncia de processos de degradacao levava ao decaimento da
concentracdo do antioxidante ao longo do tempo nas 4guas de migragéo.

Loschner et al. (2011) [35] utilizaram o método indicado na norma EN 15768 e avaliaram 5 classes
diferentes de PE, PP, PB e CPVC. O composto IV foi encontrado em todas as amostras em elevadas
concentracdes exceto nos tubos de PVC. Os compostos lll, VI, VI, IX e X também foram identificados
em muitos dos materiais poliméricos. Mais ainda, para comprovar que a degradagdo dos produtos
apenas ocorria nas aguas de migracao, analisaram-se aditivos Irganox comuns, que podiam sofrer
degradacdo térmica na coluna cromatografica, ndo tendo sido detetados quaisquer produtos de
degradacédo durante a analise efetuada por GC. No entanto, é importante referir que néo foi possivel
identificar uma grande parte dos aditivos por GC. Especula-se que a razdo tenha a ver com o elevado
tamanho destas moléculas e o facto de serem fortemente polares. Recomenda-se, por isso, 0 uso de
outros métodos suplementares como LC-MS.

Lutzhgft et al. (2012) [20] estabeleceram mais tarde um método analitico capaz de detetar e medir estes
produtos de degradacdo fazendo uso de HS-SPME-GC-MS. O critério de qualidade da agua de
consumo humano que foi tomado como referéncia para estes compostos foi um maximo de 20 pg L.
Este valor foi recomendado pela Agéncia de Protecdo Ambiental da Dinamarca. Para confirmar a sua
implementacao, testaram-se tubos de PE-X e PE com este método, onde foi possivel quantificar a
libertacdo do composto lll. E importante também referir que apesar dos compostos | a X serem
representativos dos produtos de degradacéo, existem outros produtos possiveis que sao listados neste

14
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artigo tais como: 2-terc-butil-fenol, 2-terc-butil-4-metoxifenol, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol e o n-
pentilfenol.

Finalmente, Connell et al. (2019) [34] ao avaliarem diferentes marcas de tubos de PE-X e PP
conseguiram isolar os compostos VIII e IX.

Em 2021, o grupo ja referido anteriormente como The 4MSI Initiative, publicou um documento inicial
com o objetivo de definir as listas positivas europeias para materiais e produtos, neste caso organicos,
em contacto com a agua de consumo humano. O mesmo consiste numa série de critérios que tém de
ser cumpridos para manter a qualidade da agua de consumo humano. [21]

Na tabela 1.3, é possivel observar as conclusdes obtidas em diferentes estudos efetuados em

diferentes materiais, onde foi possivel identificar os compostos em estudo através de ensaios de
migracao.
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Tabela 1.3-Métodos analiticos aplicados na identificacdo dos compostos em estudo parte 1/6

Concentragéao
) Gamade .
Métodos . s Compostos LOD LOQ maxima
Estudo . Amostra Equipamento Condicdes . o trabalho
de anédlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Mg/L)
(Hg/L)
Solvente = n-hexano
Amostras de GC: Hewlett . .
Hametner ; Duracgéao = 30 min
LLE agua em Packard HP 5890
et al., FC =400
contacto com 1V - 0,8 - -
(1999) o
GC-MS/FID tubos de PP Coluna: silicone
[36] - o Tromo = 100 — 200 °C
comercializados fenil-metil
Tinjecao = 300 °C
Amostras de
agua em
contacto com GC: Hewlett- PI: Solugdo de 2-naftol
tubos de PEX, Packard em pentano | -
PE-MD, PE-LD 6890 GC -
. LLE o v - - _
Arvin et . Solvente: Cloroférmio -
sequencial B . VI - - -
al., (2002) Amostras de MS: Hewlett- Duracdo = 3 min Vil -
[13] agua para Packard 5973 -
GC-MS/EI _ ) IX - - -
consumo Split-splitless X -
humano em Coluna: HP-MS5
diferentes Hewlett-Packard Tromo = 45 — 300 °C

pontos da rede
de distribuicéo
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Tabela 1.3- Métodos analiticos aplicados na identificacdo dos compostos em estudo parte 2/6

Concentracéo
i Gama de .
Métodos . o Compostos LOD LOQ maxima
Estudo N Amostra Equipamento Condic¢des . o trabalho
de andlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Hg/L)
(ug/Ll)
Cartucho: ENV+
GC: Agilent
Technologies Derivatizacdo com 4-
6890N DMAP
SPE
Remberger Amostras d MS: Agilent Solvent
mostras de : Agilen olventes: - - -
et al., J ¢ . ) 1] = 0,025
aguas Technologies Tetrahidrofurano, - - -
(2003) . , v = 0,045
[38] superficiais 5973N Diclorometano
GC-MS
Coluna: VF-5MS Splitless
(Varian)
Tinjegéo =250°C
Ttomo = 50 - 300 °C
Fibra: PDMS/DVB 65
GC: GCQ (Supelco)
Amostras de instrument i
Espert et HS-SPME agua em ThermoFinnigan Textragao = 80 °C .
al., (2004) contacto com Tdessorgao = 250 °C i
[39] GC-MS PP/EVA Coluna: CP SIL 8

comercializado

e CP WAX 52CB
(Varian)

Splitless

Ttorno = 50 — 250 °C
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Tabela 1.3- Métodos analiticos aplicados na identificagdo dos compostos em estudo parte 3/6

Concentracéo
3 Gamade .
Métodos . . Compostos LOD LOQ maxima
Estudo . Amostra Equipamento Condic¢des . o trabalho
de andlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Hg/L)
(Hg/L)
PI: Mistura isotépica com
9 padrdes deuterados
diferentes
Pl de inje¢&o: dio-
Amostras de .
) . metilnaftaleno ] - - - <2,0
agua em GC: Agilent 6890 " 8.3
Léschner LLE contacto com . '
) ) Solvente: Diclorometano v - - - >368
et al,, sequencial tubos PE-Xa, MS: Agilent 5973
pH: 2 e 10 W - - - 4,8
(2011) Pe-Xb, PE-Xc,
. FC=100 VIl - - - >136
[35] GC-MS/El  PE-HD, PE-RT, Coluna: Agilent X 31
PB, PVCe J&W DB-5 MS .
Splitless X - - - 17,3
PVC-C

Tforno = 35 - 300 °C

Tinjegéo =250°C
Tronte = 230 °C

Tquadrupolo =280°C
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Tabela 1.3- Métodos analiticos aplicados na identificacdo dos compostos em estudo parte 4/6

Concentracéo
3 Gamade .
Métodos . . Compostos LOD LOQ maxima
Estudo . Amostra Equipamento Condic¢des . o trabalho
de andlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Hg/L)
(Hg/L)
CTC PAL )
PI. N-pentil fenol
autosampler

. Fibra: PDMS/DVB -

GC: Agilent I 0,338 - 8,10 0,34 0,90
i Tdessorgéo:250 °C -

Amostras de Technologies ] 0,112-6,72 0,17 0,25 15

Litzhgftet HS-SPME agua em 6890 Splitless 1] 0,100 - 6,00 0,25 0,41
| -

al., (2012) contacto com P v 0,124 - 7,44 0,14 0,30

[20] GC-MS/EI tubos de PE-X MS: Agilent W 0,122 - 7,32 0,19 0,30
- . Ttorno = 50-360 °C -

comercializados Technologies Vi 0,114 - 6,84 0,16 0,29
Ttonte = 230 °C -

5973 IX 0,110 - 6,60 0,26 0,36

Coluna: Zebron
ZB-5 HT

Tquadrupolo =150 °C
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Tabela 1.3- Métodos analiticos aplicados na identificacdo dos compostos em estudo parte 5/6

Concentracéo
. Gamade o
Métodos . . Compostos LOD LOQ maxima
Estudo . Amostra Equipamento Condic¢des . o trabalho
de andlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Hg/L)
(ug/Ll)
Cartucho: Oasis HLB
Waters
Solventes: Acetato de
SPE: Visiprep etilo, Metanol, 4gua
manifold ultrapura
(Supelco) pH=2,5
GC: Agilent
Rodil et SPE Amostras de Technologies HP Derivatizagcdo com
i o 1] 2-2000 0,6 2,1 0,871
al., (2010) aguas residuais 7890A MTBSTFA do composto
i . VI 2-2000 0,9 2,9 0,144
[40] GC-MS e aguas fluviais VI

MS: MSD 5975C
7693 autosampler

Coluna: HP-5MS

PI: BHT-d7, PrP-d4

Trormo = 90 — 290 °C
Tinjecao = 270 °C
Tquadrupolo = 150 °C
Tronte = 230 °C
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Tabela 1.3- Métodos analiticos aplicados na identificagdo dos compostos em estudo parte 6/6

Concentracéo
. Gamade o
Métodos . . Compostos LOD LOQ maxima
Estudo . Amostra Equipamento Condic¢des . o trabalho
de andlise identificados (ug/L) (ug/L) encontrada
(Hg/L)
(Hg/L)
SBSE: Twisters
(PDMS)
Amostras de

agua em GC: Agilent Il
i Tdessorgao =40-220°C - - - 0,1

contacto com Technologies [
. SBSE - - - 23

Kalweit et tubos de PE- 7890 ) v
Splitless - - - 0,2

al.; (2019) HD, PE-RT, PE- VI

GC-MS/OD - - - -

[32] Xa, PE-Xb, PE- MS: MSD 5975 VI
Ttomo = 40 - 300 °C - - - 0,2

Xc, PP, PB e VI

PVC Coluna: VF-5MS

(Varian)
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Na literatura sdo ainda implementados diferentes padrdes internos de modo a conseguir quantificar os
compostos em estudo (tabela 1.4). A utilizagdo de um “surrogate” ao invés de um padrao interno de
injecdo garante que séo contabilizadas todas as perdas dos analitos durante o processo de preparagcao

da amostra.
Tabela 1.4- Padrdes internos usados na analise dos compostos em estudo
Método L L Composto
Estudo . Padréao interno Derivatizacdo o
implementado identificado
Brocca et ~
LLE 100 pL de uma solugéo de 2-naftol I, IV, VI, VII,
al., (2002) . )
[13] sequencial (50 ppm) em pentano IX, X
Fries et
40 mg de Esqualano em 20 mL de
al., (2001) SPE - VI
n-hexano
[41]
Rodil et 2,6-di-(terc-butil-d1)-4-metil-ds- MTBSTFA
al., (2010) SPE fenol-3,5-d2 (Ill) / n-propil 4- BSTFA 1, Vi
[40] hidroxibenzoato-2,3,5,6-d4 (VI) MSTFA
Solucdo com de-benzeno, ds-
Loéschner LLE clorobenzeno, d21-BHT, dass-
et al., ) hexadecano, ds-naftaleno, dio- - I, 1v, VI, IX
sequencial i
(2011) [35] fenantreno, ds-fenol, dio-p-xileno e
de2-esqualano
Lutzhgft
. I, 1, 1V,
et al., HS-SPME N-pentil fenol -
VI, VII, IX

(2012) [20]

Existem dois critérios importantes para a escolha do padrdo interno: tem de ser semelhante aos
compostos em estudo e ndo deve estar presente has amostras em analise.

Observa-se que os métodos definidos na tabela 1.4 utilizam padrdes internos que possuem um
comportamento analitico diferente dos compostos em andlise. Esta hipétese é normalmente adotada
devido a dificuldade em garantir um padrédo interno especifico para cada composto. Deste modo, muitas
vezes opta-se por uma solugdo com varios padrées internos para garantir uma vasta gama de
volatilidades, que se adeque aos compostos em estudo.

Os agentes estabilizantes foram ainda identificados por outros métodos, nos seguintes materiais da

figura 1.5. [42]
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Agentes Estabilzantes PE PE-HD PE-LD PP PU PBT
lonox 330 XV 4
Irganox 1076 XV 4 2V 4 v v v
Irganox 1010 v v g v v v
Irgafos 168 'V 4 IV 4 v v

Naugard XL-1

Figura 1.5- Materiais com antioxidantes na sua constituicdo [42]

1.6 Mecanismos de degradac¢ado

Existem algumas reacdes e mecanismos propostos de degradacdo que possivelmente explicam o
aparecimento dos subprodutos de Arvin nas aguas de consumo humano.

O 2,4-di-terc-butilfenol (IV) € um importante intermediario na formagéo do antioxidante Irgafos 168. Este
€ obtido através de uma reagao com tricloreto de fosforo (figura 1.6). [14]

2,4-Di-terc-butilfenol Irgafos 168
H3C CHj3 HsC
CHj
CH CHj
: CHs PCl,
HaC OH — HaC o——P
-3HCI \ /
CH3 CHg

Figura 1.6- Mecanismo de formacéo do /rgafos 768 Adaptado de [14].
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Por outro lado o composto IV, pode também ser formado por hidrélise do mesmo antioxidante como se

pode ver pela figura 1.7:

Irgafos 168 2,4-Di-terc-butilfenol Acido fosforoso
CH
CH 3
HsC s HaC
CH
CHs CHs CHs ° 0
3H,0 ||
HsC o—P B HC + HO—T—OH
CHs CHs H
L —3

Figura 1.7- Mecanismo de degradacéo do /rgafos 768 Adaptado de [35]

Por sua vez, Loschner et al. (2011) [35] concluem que o 4-tercbutil-fenol (II) , foi quase sempre
encontrado com o composto IV, o que leva a crer que este possa ser um produto de decomposi¢éo do
mesmo, provavelmente pela perda do grupo terc-butilo.

Pitteloud e Dubs (1994) [14] explicam ainda que a partir do composto 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo (IX), mais conhecido como Metilox, é possivel através duma reacdo de
transesterificacdo originar os antioxidantes Irganox 1076 e Irganox 1010 (figura 1.8).

Composto IX Irganox 1010
CHg a — —
HaC
AN O/CH3 HaC. CH; OHH,C CHy
HsC C(CH,OH),
= —_— HsC CHs
HO

HsC CHy o]

CHy
O——CHy——C
C3H3,0H — —4

OC1gH37
Irganox 1076
Figura 1.8-Mecanismo de formagao do /rganox 1070 e do /rganox 1076. Adaptado de [14]
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Bertoldo et al. (2004), deduzem ainda que o antioxidante Irganox 1010 sofre degradacdo de modo a
originar o composto X que por sua vez origina o composto Il e o VIII (figura 1.9 e 1.10). [37]

Irganox 1010 Composto X 2,2-Bis(hidroxifenil)-
— — 1,3-propanodiol
HsC CH; OHH,C CH, HG cH
3
O OH
HsC CH, HsC Ho
4H,0
4 HO OH +
o
OH
HaC
HO
O—CHy,——cC CHs
HaC
— —I4
Figura 1.9- Mecanismo de degradacéo do /rganox 71070. Adaptado de [35]
Composto X Composto IlI
HC
CHs Q
o}
HsC
HO OH HsC CHs
HaC H4C CH
3 3 0 HsC CHj
CHs
HsC
Oxidacao
HsC
CHs
HsC HaC
CHs
o) Adicdo na o
HyC {1ach
3 ligacdo dupla _c
—_— HsC. (] \
o} — OH ©
HsC CHs
H3C
CHs
HsC
Composto VIII

Figura 1.10-Mecanismo de degradacdo do composto X. Adaptado de [35]
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Na tabela 1.5, é possivel depreender algumas das alternativas que explicam o aparecimento dos
subprodutos de degradacéo em estudo, tendo em conta diferentes dados da literatura.

Tabela 1.5- Mecanismos de formacédo possiveis dos produtos de degradacdo [13, 35, 43]

Produto de degradacéo

Possivel formagao ou surgimento

Aditivo na producéo de PE

Aditivo na producéo de PE
Degradacéo do IV

Degradacéo do Irganox 1010 e do Irganox 1076
Degradacéo do VI e do X

Aditivo na producéo de PE

v Degradacéo por hidrélise do Irgafos 168

\% Degradacéo do Irganox 1035 e do Irganox 1010

VI Degradacéo do antioxidante BHT, Irganox 1035 e Irganox 1010
Vi -
vill Degradacéo do Irganox 1035 e do Irganox 1010

Degradacéo do X
X Intermediario na producéo do Irganox 1076 e do Irganox 1010
Degradacéo do Irganox 1035
X Degradacéo do Irganox 1010 e do Irganox 1076

Degradacéo do IX

1.7 Legislagdo

A legislacdo associada aos materiais em contacto com 4gua destinada ao consumo humano teve

sempre um carater ambiguo ao longo dos anos. A existéncia de varios sistemas de aprovacgao nacionais

para este tipo de materiais impossibilitava a uniformidade na avaliacdo dos efeitos dos produtos

comercializados. [4]

O cumprimento dos valores paramétricos na qualidade da 4gua associados a migracdo de compostos

de risco era de dificil comprovacdo, dada a variedade de produtos existentes no mercado. A

documentacdo dos produtos apresentada pelos fornecedores apresentava-se na maioria dos casos

pouco esclarecedora para avaliar o seu impacto na qualidade da agua.[44]

Houve tentativas por parte do Comité Europeu de Normalizacdo para criar um sistema de aprovacao

Unico, mas a presséao incumbida por parte da indUstria dos plasticos na Europa levou a que este nunca

tenha sido concretizado.
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A 12 referéncia feita a substancias ou materiais em contacto com agua para consumo humano, aparece
na Diretiva 98/83/CE no artigo 10.°. Neste artigo é abordada a questao da garantia de qualidade do
tratamento, do equipamento e dos materiais por parte dos estados-membros. E definida a
obrigatoriedade da manutencéo do nivel de protecao da saide humana face a utilizacédo de substancias
ou materiais em contacto com a agua para consumo humano. Indica ainda que a concentracdo das
substancias ou dos materiais nessa agua nao deve superar a necessaria para a sua aplicacao. [45]

Porém, a revisdo da legislagdo é imperativa, de modo a continuar sempre atualizada com os avangos
da ciéncia. O Decreto-Lei atualmente em vigor em Portugal € o Decreto-Lei n.° 152/2017 que transpde
para a ordem juridica interna a Diretiva n.° 2015/1787, de 6 de outubro de 2015 e a Diretiva n.°
2013/51/EUROATOM, de 22 de outubro de 2013. [46]

No artigo 21.° deste Decreto-Lei € descrita a necessidade de aprovacdo de um regulamento, por parte
da ERSAR (Entidade Reguladora dos Servicos de Agua e Residuos), de modo a criar um esquema de
aprovacao nacional para 0os materiais em contacto com a 4gua para consumo humano. Assim, apos a
publicacdo deste regulamento, a utilizacdo dos materiais em contacto com a agua seria dependente da
aprovacao da ERSAR. [46]

No entanto, estava ainda em falta um registo de como deveriam ser feitas as metodologias remetentes
para os testes a aplicar e 0os ensaios a executar na avaliacdo dos materiais e das substancias.

Posto isto, a Comisséo Europeia procedeu a uma analise da eficacia da Diretiva 98/83/CE através de
uma consulta publica a escala da Unido, chegando a conclusédo de que existiam assuntos sujeitos a
possiveis melhorias. Um deles, remetia para a questéo dos sistemas de aprovag¢do de materiais que
entram em contacto com a agua destinada ao consumo humanao. [4]

Surge assim a Diretiva 2020/2184 de 16 de dezembro de 2020 tem como objetivo dar continuidade ao
quadro juridico estabelecido pela Diretiva 98/83/CE que garantia a salubridade e a limpeza da agua
para consumo humano através do estudo de possiveis contaminantes. Todos os estados-membros da
Unido Europeia tém 2 anos para efetuar a transposicdo para o direito nacional, ou seja, até ao final de
2022. [47]

Desde 1998, que o grupo The 4MSI Initiative, constituido inicialmente por 4 membros-chave sendo eles
a Alemanha, a Franga, a Holanda e o Reino Unido, teve como objetivo o desenvolvimento de um
esquema europeu de aprovacao dos materiais em contacto com a agua destinada ao consumo
humano. Mais especificamente, o seu subgrupo (SG-OM) destinado a trabalhos de ensaios a materiais
organicos desenvolveu varias propostas que foram submetidas a Comissdo Europeia e que foram
utilizadas na Diretiva 2020/2184 como referéncia para um esquema de aprovacao europeu. [48] Este
subgrupo tinha ainda como funcdes a identificacdo de substancias de risco que podiam surgir na agua
a partir dos materiais usados no sistema de abastecimento. [21]
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No documento redigido por esta entidade, intitulado de “Requirements and test methods for products
made of organic materials in contact with drinking water — 4MSI Draft Common Approach on Organic
Materials — Part C”, que tem como objetivo desenvolver dados para a construgdo do esquema de
aprovacao europeu de materiais em contacto com a agua, sdo descritos os limites maximos toleraveis
na agua para consumo dos compostos de degradacao dos antioxidantes.[21]

Tabela 1.6- Limites de referéncia dos produtos de degradacéo [20, 21, 49]

Valor guia
Valor ) (ng/L) .
o Valor guia ) Valor guia (ug/L)
paramétrico (The Danish
Composto (ng/L) . (NSF
(ng/L) o Environmental .
(4MSI Initiative) ) International)
(DL-152/2017) Protection
Agency (EPA))
| s/limite 0,1 s/limite s/limite
Il s/limite 2,5 20 500
i s/limite 2,5 s/limite 3
v s/limite 250 20 100
Vv s/limite 0,1 s/limite s/limite
VI s/limite 2,5 1 3
Vi s/limite 2,5 20 s/limite
VIII s/limite 2,5 s/limite 3
IX s/limite 50 1 20
X s/limite 50 s/limite 20

No artigo 11.° da Diretiva 2020/2184 surge a necessidade de estabelecer requisitos minimos de higiene
que fossem adequados aos materiais que entram em contacto com a 4gua para consumo humano.
Foram estabelecidas datas-limite para proceder a especificagdo das metodologias e dos procedimentos
para testar e aceitar substancias utilizadas num material fabricado a incluir nas listas positivas
europeias e as respetivas condicdes de utilizacdo e limites de migragéo. [1] Mais especificamente, 0s
materiais organicos devem ser submetidos a testes que analisam 0s seguintes critérios: avaliacao
organolética, lixiviagdo do carbono organico total, concentragdo maxima toleravel a saida da torneira
de substancias enumeradas nas listas positivas, substancias imprevistas (GC-MS), aumento do
crescimento microbiano e potencial para diminuicao da concentragcéo de cloro usado como desinfetante
da 4gua de consumo humano. [4]

Por outro lado, as substancias inicializadoras de alguns materiais organicos também devem ser
incluidas nas listas positivas europeias que se encontram em fase de elaboracao pela ECHA (Agéncia
Europeia das Substancias Quimicas). Sempre que as substancias ou os seus produtos de reacdo nao
tenham valor de referéncia, pelo principio da precaucao, a sua concentracdo nao deve ser superior a
0,1 ug/l na 4gua de consumo humano. [4]
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Na tabela 1.6, apresentam-se ainda alguns valores guia referentes aos limites maximos toleraveis na
agua para consumo dos alquilfenois em estudo.

1.8 Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A.

A Empresa Portuguesa das Aguas Livres mais conhecida como EPAL, fornece agua de consumo a
mais de 3,5 milhdes de habitantes do territério portugués. A sua criacdo remonta ao ano de 1868
quando a CAL-Companhia das Aguas de Lisboa deu inicio as fun¢des de abastecimento de agua da
cidade. Atualmente é uma sociedade anénima, do setor publico, detida pelo Grupo Aguas de Portugal
SGPS.[50]

Antes de 1935, o abastecimento e distribuicdo de 4gua cingia-se ao concelho de Lisboa. No entanto,
ao longo dos anos a lista expandiu-se atingindo hoje 87 municipios diferentes.

As fontes de agua principais, com origem superficial, sdo a albufeira de Castelo de Bode e em Valada
(rio Tejo) que asseguram assim o processo de captacdo. Existem ainda captagdes subterraneas nas
Lezirias, OTA e Alenquer. Ja a producdo e o transporte de dgua sdo garantidos por 3 subsistemas:
Castelo de Bode (1987), Tejo (1940) e Alviela (1880). Destaca-se o0 subsistema de Castelo de Bode
que alberga cerca de 63% de toda a capacidade de producdo da EPAL. No total, a rede de distribuicdo
da empresa distribui-se ao longo de mais de 1400 km.[51][52]

Um dos principais valores da empresa relaciona-se com a garantia da qualidade da agua ao longo de
todo o sistema de abastecimento. Este requisito € garantido pela Dire¢do de Laboratérios que elabora
todos os anos um plano de controlo da qualidade da agua. Localizados em Lishoa e em Vale da Pedra,
os laboratérios da EPAL realizam técnicas submetidas a critérios de controlo da qualidade analitica
rigorosos. Desde 1999, que tém o estatuto de laboratério de ensaio acreditado pela norma NP EN
ISO/IEC 17025 - “Requisitos gerais de competéncia para laboratérios de ensaio e calibragdo”. As
operacgdes existentes passam pela colheita de varios tipos de amostras de 4gua e pela analise de 110
parametros da qualidade da agua e 135 métodos analiticos cientificamente seguros.[53]

Para além disto, o laboratério possui uma area de Ensaios a Materiais em contacto com a agua que
permite avaliar em que medida os materiais, sejam de origem organica ou cimenticia, conseguem
modificar as propriedades fisico-quimicas da agua. Os ensaios de migracdo permitem o estudo
organolético da agua assim como a analise de possiveis compostos que possam migrar para a 4gua a
partir dos materiais em contacto, tendo sempre em consideracédo a legislacdo em vigor.[54]
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METODO DE PREPARACAO DA AMOSTRA

2.1 Extracdao em fase sélida (SPE)

2.1.1 Introducdo

A Extrac@o em Fase Sdlida (SPE) tornou-se uma técnica aceite na comunidade cientifica nos finais da
década de 60. Em 1968, surgem as primeiras publica¢gdes que utilizavam polimeros sintéticos como o
estireno-divinilbenzeno. No entanto, o que veio a revolucionar esta técnica foi a introdugdo de colunas
de enchimento descartaveis compostas por silica ligada, em 1977. O crescente desenvolvimento dos
mecanismos de extragdo e da estabilidade dos adsorventes levou & aclamacdo do método e a sua
expansdo. No inicio dos anos 80, os enchimentos a base de silica seletivos para analitos ndo polares,
tornaram-se reconhecidos comecando a ser normalmente utilizados em técnicas laboratoriais que
analisavam amostras liquidas. Em 1989, o aparecimento de discos de SPE surgiu como uma alternativa
ao tipico cartucho em coluna. [55]

Inicialmente, a expansdo do SPE deu-se gracas a industria clinica e farmacéutica que manuseavam
volumes de amostras pequenos. No entanto, a partir dos anos 90 outras indistrias como a area
alimentar, agricultura, agua, ambiente, entre outros, comecaram a utilizar esta técnica gragas ao
aumento de escala dos cartuchos e devido a sua facil aplicabilidade e automacéo. [55]

2.1.2 Principios gerais

A extragdo em fase sélida permite o enriquecimento ou concentracdo dos analitos de interesse e a
simplificacdo da matriz em estudo. Para além disso, permite a transferéncia dos componentes
presentes na matriz da amostra para um solvente adequado.[56]

E um processo altamente seletivo e atualmente tem aplicabilidade numa vasta gama de compostos,
gracas as tecnologias avancadas presentes nos enchimentos existentes no mercado.

Este método consiste em colocar a amostra em estudo, que se encontra em fase liquida, em contacto
com uma superficie sdlida. Os compostos séo transferidos e retidos na fase sélida, sendo que esta é
isolada da amostra permitindo a recuperacéo dos analitos de interesse por eluicdo. [57] Os adsorventes
estabelecem liga¢des intermoleculares com os analitos tais como ligacdes de Keesom (apolar-apolar),
ligagBGes de Debye (polar-apolar), ligagées de London, ligagdes de hidrogénio (polar) ou de forcas de
Coulomb (troca i6nica). [55]
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A juncédo deste processo com GC/MS, permite que o detetor garanta uma elevada sensibilidade e
seletividade. E importante compreender que uma amostra aquosa nao pode ser diretamente analisada
no cromatégrafo visto que a matriz em questéo é incompativel com este equipamento. Percebe-se
assim a necessidade de implementar um método como o SPE que permita transferir os analitos de

interesse para um solvente compativel com o GC/MS.

2.1.3 Etapas

2.1.3.1 Pré-tratamento da amostra

Dependendo da amostra em estudo pode ser necessario recorrer a um pré-tratamento que permite
uma melhor retencéo dos analitos de interesse. J& que a eficiéncia da retencdo pode ser comprometida
guando a amostra contém demasiadas particulas, utilizam-se por vezes diferentes técnicas de filtracéo
e centrifugacao. [58]

Deste modo, € possivel garantir o pH ou a forca i6nica ideal da amostra, necessdria para 0s passos
seguintes.

2.1.3.2 Condicionamento

O adsorvente, antes de ser condicionado, possui uma estrutura aleatoriamente orientada a superficie.
Ao colocar diretamente a amostra aquosa em contacto com a fase sélida cria-se um ambiente altamente
polar que seria incompativel com o adsorvente. A formacdo de agregados moleculares por parte do
adsorvente e a tensao superficial sentida na amostra iriam reduzir a probabilidade de contacto entre as
duas fases.[55]

Como tal, o condicionamento tem como objetivo preparar a fase solida de forma a aumentar a eficiéncia
das interacdes com os analitos alvo. Deste modo, utilizam-se um ou mais solventes que, através da
sua adsorcao, sdo capazes de ativar os ligandos da superficie sélida. [58] O adsorvente acaba por
adquirir propriedades hidrofilicas que garantem um contacto eficaz entre a amostra aquosa e a fase
sélida.

O ultimo solvente adicionado deve permitir um pré-equilibrio da coluna, pelo que é utilizado um solvente
gue possua uma matriz semelhante a amostra. Neste caso o solvente escolhido é a 4gua ultrapura.

E de extrema importancia que o adsorvente ndo seque durante este passo, pois caso isso se verifique
o equilibrio entre as fases pode ser destabilizado. [58]

2.1.3.3 Retencao

A amostra é forcada por acdo de vacuo ou através de uma corrente de azoto a atravessar a coluna de
SPE com um fluxo constante apropriado (tipicamente 1 mL/min).
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A escolha apropriada do enchimento é bastante importante de modo a reter os analitos de interesse.
Caso isto ndo se suceda, ha probabilidade dos compostos de interesse atravessarem o enchimento,
sem serem retidos, sendo recolhidos enquanto os interferentes ficam retidos no adsorvente.

A medida que a amostra vai sendo colocada em contacto com o solido, estabelece-se um equilibrio
entre as duas fases. Este equilibrio é descrito pelo coeficiente de distribuicdo (Kp) que descreve a
distribuicao do analito entre a amostra e a fase estacionaria [55]

KD _ [A] adsorvente (2'1 )

[A] amostra

[A] aasorvente- CONcentracdo do analito na fase estacionaria (ug/L)
[A]amostra- COncentragdo do analito na amostra (ug/L)

2.1.3.4 Lavagem

Devido a complexidade das amostras em estudo € necessério adicionar passos de lavagem entre a
retencéo e a eluicdo de forma a minimizar as interferéncias da matriz.

Podem surgir juntamente com os compostos de interesse, outros analitos que sdo também retidos na
fase solida. Por sua vez, estes podem co-eluir com os compostos de interesse durante o passo de
lavagem.

Assim, torna-se necessario escolher um solvente de lavagem que seja forte e seletivo o suficiente para
eliminar os interferentes, mas ndo os compostos de interesse retidos. Este também deve ter em conta
o tipo de adsorvente e o respetivo mecanismo de retencdo assim como as propriedades dos analitos
alvo.

2.1.3.5 Secagem

O cartucho deve ser sempre seco antes da eluicdo devido a incompatibilidade do sistema
cromatografico com a agua, quando a andlise é efetuada por cromatografia gasosa. A presenca de
agua num extrato pode levar a interac6es com a fase estacionaria da coluna durante a analise em GC,
levando ao comprometimento dos resultados.

2.1.3.6 Eluicao

O procedimento de remocao dos compostos de interesse do suporte sélido através de um liquido
denomina-se de eluicdo. O solvente garante uma maior afinidade com os analitos, promovendo a
desorgdo dos mesmos da superficie sdlida. No final, a recolha dos analitos no liquido € feita a saida da
coluna de SPE. Para melhores resultados, retiram-se varias aliquotas mais pequenas ao invés de
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apenas uma. A escolha do solvente de eluicdo depende dos mecanismos de retencédo usados e da

matriz da amostra [59].

Na figura 2.1 encontram-se ilustradas as etapas principais do SPE.

Condicionamento Matriz da amostra Lavagem Elui¢do

A3k LAl

T 1T T T

Figura 2.1-Etapas referentes ao SPE. Adaptado de [60]

2.1.4 Mecanismos de extracao

A escolha do adsorvente deve sempre ter em conta as propriedades do composto em anélise, como a

polaridade e a sua capacidade de ionizagdo. Existem diversos mecanismos que garantem a eficicia

da extracao:

7
0‘0

Fase reversa (apolar)- O adsorvente é apolar e a matriz da amostra é polar ou ligeiramente
polar. Estabelecem-se forcas de Van der Waals ou forcas de dispersédo entre o analito e a
superficie do adsorvente que garantem a atracdo entre as ligagdes carbono-hidrogénio no
analito e os grupos funcionais do enchimento. A utilizacdo de uma matriz da amostra polar
facilita esta interacéo, repelindo o analito da solu¢éo e aproximando-o da fase solida. No caso
do GC também é aconselhavel o uso de solventes apolares para separar os compostos da
coluna. Exemplos de grupos funcionais: C18, C8, C6, C4, C2, fenil, ciclohexil e cianopropil.[61]

Fase normal (polar)- Neste caso, o adsorvente é polar e a matriz da amostra é apolar. As
ligagGes dipolo-dipolo e as pontes de hidrogénio garantem a retencao dos analitos polares na
fase estacionaria. De modo a separar os compostos da coluna, utilizam-se solventes polares.
Exemplos grupos funcionais: diol, aminopropil, cianopropil, silica, alumina e florisil. [62]

Troca idnica- O principio desta interacdo baseia-se na atracao eletrostatica entre o grupo
funcional basico ou acidico do composto e os grupos funcionais a superficie do adsorvente.
Caso os grupos funcionais da fase estacionaria sejam negativos ocorrem trocas cationicas e
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caso sejam positivos ocorrem trocas anionicas. Estes podem ainda ser classificados como

acidos/bases fortes ou fracos. Para quebrar as intera¢des existem varios métodos como utilizar

uma solugdo tampao com elevada forca idnica ou alterando o pH.

< Mixo- Neste caso, 0s adsorventes possuem 2 ou mais mecanismos diferentes de retencdo. O

mais comum € o adsorvente ter grupos funcionais hidrofébicos e de troca iénica, sendo que o

racio entre os dois pode ser adaptado de acordo com as propriedades de retencéo desejadas.

A vantagem deste mecanismo reside na possibilidade de extrair matrizes de amostras mais

complexas. A eluicdo faz uso de solventes apolares com solu¢des tampao adequadas.

Finalmente no que toca a matrizes aquosas, devem ser utilizados adsorventes com fase reversa dado
que a agua é polar. Nesta molécula o oxigénio representa o polo negativo enquanto os hidrogénios os

polos positivos.

Na figura 2.2 é possivel ver um esquema que facilita a escolha do tipo de adsorvente que deve ser

utilizado.

Analito solivel em agua

!

l6nico

—1

Anidnico Cati6nico

v v
Troca Troca

aniénica catiénica

!

Analito solivel em
solventelorganico

!

Solavel em
solvente
apolar

Soltvel em
solvente
moderadamente
polar

l

Solavel
em
solvente
polar

Néo i6nico
|
- 'l' Moderadamente " 'l' ;
N&o polar N&o iénico
polar
L 2 L 2 Jv v l
Fase Fase normal ou Fase
Reversa reversa normal
L L 4 v
C18, C8, Silica, Silicato Ciano, diol,

fenil

de magnésio aminopropil

Figura 2.2- Selecdo do melhor tipo de enchimento. Adaptado de [62]

No entanto deve ser sempre tida em conta a necessidade de estabelecer um equilibrio entre a escolha

do adsorvente e do solvente de eluicdo. Por exemplo, quando o adsorvente garante uma retencéo

elevada, € importante também compreender que a eluicdo por sua vez é dificultada devido as

interacdes que os compostos estabeleceram com a fase solida. Ja ao extrair mais do que um composto

de uma vez, ndo é possivel encontrar um adsorvente ideal para todos sendo também necesséario um

compromisso.
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2.1.5 Enchimentos

Existem 2 formatos possiveis usados em SPE: cartuchos ou discos. Apesar de reduzir o tempo de
processamento e de garantir resultados melhores para grandes volumes de amostra, os discos
reservam-se para aplicacdes mais especificas. Os cartuchos sédo quase sempre a primeira escolha,
dado que nao sao tao dispendiosos e a variedade de materiais que compdem o enchimento é superior.

Os cartuchos, que podem também ser apelidados de colunas, possuem um enchimento que ocupa
aproximadamente um terco do volume de extracéo (figura 2.3). Este componente fulcral para a extracéo
€ composto por particulas de 20 a 60 um e é retido por minidiscos porosos de plastico (polietileno) ou
metal que filtram a amostra durante a sua passagem. O volume restante da coluna serve para a amostra
ou solvente. [56]

L1111 J——
(polipropileno)

Mini-disco
(polietileno ou metal) \

Enchimento e

Mini-diSCO  mmsei

Figura 2.3- Constituintes do cartucho de SPE. Adaptado de [56]

Os enchimentos existentes no mercado séo os de carvao grafitizado, terra de diatoméaceas, silica, silica
ligada, alumina, florisil e polimeros porosos. [63]

O uso mais proeminente da silica relaciona-se com a sua estrutura complexa composta por varios
grupos funcionais relevantes: siloxano, silanol, 4gua adsorvida e grupos livres e ligados. Estes
interagem com os analitos polares por adsorcao forte (silandis), intermédia (grupos livres) e fraca
(siloxanos). [63] No caso da silica ligada, esta permite ainda a remocao de compostos hidrofébicos
presentes na amostra aquosa.

2.1.6 Otimizagdo do processo SPE

De maneira a obter extratos com recuperagdes elevadas sem compostos indesejados existem varios
fatores determinantes que devem ser tidos em conta.
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Nivel do pH — O pH na passagem da amostra, no uso de solucdes tampéao e na eluicdo é
determinante para o método. Este pode ser manipulado para otimizar a retencdo ou a elui¢éo
dos analitos, dado que o cartucho apenas se utiliza uma vez. O pH ideal deve favorecer trocas
ibnicas que possibilitem a eficiéncia da recuperacdo dos analitos. No caso destes serem
acidos, um solvente neutro dificilmente elui os mesmos se estes tiverem em contacto com um
adsorvente basico. No entanto, quando se usa um SPE de fase normal, o pH nado é tao
relevante dado que os solventes usados sdo normalmente apolares. [55][58]

Volume de elui¢éo — E importante que o solvente de elui¢éo tenha em conta as propriedades
do analito de modo a maximizar a recuperacédo dos analitos que foram retidos. O volume de
solvente necessario a eluicdo depende do volume interparticular do enchimento e do fator de
reten¢do do analito na coluna de SPE.

Solvente de lavagem — Este deve ser cuidadosamente escolhido de modo a garantir a
remoc¢do dos compostos indesejados sem a perda dos analitos de interesse, que devem ter
uma melhor afinidade com o adsorvente do que com o solvente de lavagem. O passo da
concentracdo s6 é relevante caso nao existam também compostos indesejados retidos no
cartucho. Assim, a lavagem é indispenséavel visto que garante a eliminagéo dos interferentes,
a reducdo do ruido ou a presenca de picos interferentes no cromatograma.

Volume de breakthrough — E o volume a partir do qual se deteta a amostra a saida da coluna,
enquanto se vai inserindo amostra a entrada do adsorvente. Por outras palavras, é o volume
de amostra que pode ser depositado na coluna sem perder os compostos de interesse,
representando assim a capacidade do enchimento. Desta maneira, esta medida avalia a
magnitude da interacdo entre o volume da amostra e a massa de adsorvente. Segundo
Werkhoven-Gowie et al. (1981) [55], o volume de breakthrough pode ser calculado através do
volume de retencéo e do desvio padréo:

VB=VR_20-1J (22)

Vg- Volume de breakthrough
Vr — Volume de retencdo
o,- Desvio padré@o da disperséo axial dos analitos ao longo do enchimento

Por sua vez, o desvio padrédo dependera do volume interparticular do enchimento, do fator de
retencdo e do nimero de pratos tedricos. [64]

Tamanho do cartucho- Este vai depender do tamanho de adsorvente necessario para extrair
0s analitos pretendidos. Uma consideragdo aproximada, revela que a quantidade do analito
ndo deve ser superior a 5% do peso do adsorvente.

Area de superficie do adsorvente- Esta deve ser elevada de maneira a maximizar a retencéo
do solutos pelos poros da camada do adsorvente.
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« Distribuicdo do tamanho das particulas do adsorvente — Deve ser uniforme para garantir a
passagem do fluxo e impedir que os extratos possam vir a ter particulas do adsorvente.

2.2 Extracao Liquido-Liquido (LLE)

2.2.1 Introducao

A extragdo liquido-liquido (LLE) é uma técnica amplamente utilizada em analises qualitativas e
quantitativas, sendo também uma das mais antigas. A indUstria petrolifera introduziu a LLE em 1909
quando foi implementado comercialmente um processo capaz de separar hidrocarbonetos aromaticos
a partir do diéxido de enxofre, utilizado como solvente.[65] A partir dos anos 30, a técnica continuou a
evoluir até aos dias de hoje em outras areas como a metallrgica, farmacéutica e nuclear. [66]

2.2.2 Principios Gerais

A extracéo liquido-liquido € um processo de transferéncia de massa que consiste na adicdo de um
solvente adequado a uma mistura liquida de modo a formar 2 fases imisciveis. Normalmente, envolve
uma fase aquosa (amostra) e uma fase orgéanica extrativa.

Num passo inicial a amostra que contém o soluto de interesse é adicionada a uma ampola de
decantacdo e de seguida adiciona-se o solvente. A agitacdo da mistura garante a dispersdo das
goticulas de um liquido no outro e a conveccdo em ambas as fases. [67] O analito de interesse tem
uma maior solubilidade no extrato do que na amostra tornando possivel a extracdo. Apés a
coalescéncia das gotas é possivel separar as duas fases tirando partido da sua diferenca de
densidades (figura 2.4). Opcionalmente, adiciona-se a fase organica um agente quimico para a
remocao de moléculas de agua. Por fim, o extrato resultante pode ainda ser concentrado num sistema
de evaporacéo. [68]

Existem véarios modelos matematicos que descrevem este processo, mas a teoria do duplo filme de
Whitman é a mais conhecida.[69] Em cada uma das fases forma-se uma fina camada que confere
resisténcia a transferéncia de massa. Estes dois filmes estdo assim adjacentes a uma interface que
separa as duas fases.[70] A transferéncia de massa ocorre apenas no duplo filme por difusdo molecular.

Quando considerado um sistema fechado existem trés pardmetros-chave: a temperatura, a
concentragao do soluto A no extrato (y,) e a concentragdo do soluto A na amostra (x,). O equilibrio
termodinamico do sistema relaciona-se de acordo com a equacéao 2.3 [69]:
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Ya = f(X)t=const = Ka ' Xa (23)

Esta relacdo conhecida como a Lei de Nernst, exige a imiscibilidade total das fases e uma concentragédo
de soluto baixa. O coeficiente de particdo (k) fornece uma medida da particdo do soluto entre as duas
fases. [69]

Fase organica Fase dispersa
(solvente)

\4 Agitagdo
e . 0_e0 00 I> Fase contlnua
200 "0 0 ®
0009, ¢ 0
0,00 0”9 OO
Fase aquosa com )
analitos de interesse 0. ¢ .... Separagdo das
0% 00" @ o fases
5} o @0
Extrato com os AN BT
y ., (o] o ¢ ©
analitos de interesse 00 (o) 0 Vo o Refinado com
analitos ndo
extraidos

Figura 2.4- Etapas da LLE. Adaptado de [71]

2.2.3 Otimizagdo do processo LLE

Para maximizar a eficiéncia do processo LLE, é preciso ter em conta os seguintes pontos:

2.2.3.1 Solvente

E necessario estabelecer um equilibrio entre as propriedades do solvente de modo a tornar a extracao
um processo eficaz. Existem assim diversos atributos a ter em conta: [68]

®,

% Seletividade — Mede a eficacia que o solvente possui em separar os diferentes
constituintes da amostra. Deve ser elevada (superior a 1) de modo a garantir a
separacao do analito de interesse.

% Coeficiente de reparticdo — E a raz&o entre a concentracdo do soluto no extrato e na
amostra, em equilibrio. Quando o seu valor € alto, consegue-se extrair 0 soluto de um
grande volume de amostra para um pequeno volume de extrato dado que existe uma
maior afinidade com o solvente. Se o seu valor for baixo, é requerido um maior volume
de solvente. O seu valor é sempre fixo para um determinado composto.

« Densidade- A diferenca de densidades entre a amostra e 0 extrato deve ser

maximizada.
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% Insolubilidade- As duas fases liquidas devem ser 0 mais imisciveis possiveis, ou seja,
o0 solvente ndo deve solubilizar na amostra.

% Tensao superficial- Deve haver um equilibrio entre a coalescéncia e a dispersao de
um liquido no outro e por esse motivo a tenséo superficial ndo deve ser muito elevada.
Quanto maior a tenséo superficial, mais dificil se torna a dispersao.

« Estabilidade- O solvente deve ter uma natureza inerte para ndo interferir
guimicamente com 0s compostos no sistema.

% Viscosidade- Deve ser baixa para possibilitar a disperséo do liquido.

% Perigo- Quando possivel o solvente ndo deve ser téxico, inflaméavel ou corrosivo.

2.23.2 Nivel do pH

Numa simples extrag¢éo liquido-liquido, a distribuicdo do analito em ambas as fases, ndo depende da
constituicdo das mesmas, o que significa que a mudanca de pH n&o tem impacto. No entanto, caso o
soluto sofra uma ou mais rea¢des adicionais de equilibrio numa das fases, a sua razdo de distribuicao
passa a depender da composicdo da fase aquosa ou organica mais especificamente das suas
propriedades acido-base. Nestes casos, uma mudanca de pH da amostra pode levar a uma eficiéncia
superior da extragdo. Caso algumas espécies idnicas ndo sejam sollveis no extrato, o coeficiente de
distribuicdo pode ser alterado de modo a favorecer a transferéncia de massa para o extrato. [72][73]
As solugbes-tampéo escolhidas devem ter no minimo duas unidades de pH acima ou abaixo do pKa
do soluto de interesse.

2.2.3.3 Extracdo Fracionada

Quando o coeficiente de particdo € baixo, torna-se necessaria a extracdo mdltipla sucessiva que
consiste em extrair mais que uma vez a mesma amostra e no final juntar as fracdes obtidas dos
extratos. Este método é mais eficiente dada a sua capacidade de maximizagao do contacto turbulento
entre as fases. ApOs a primeira extracdo, a primeira fracdo de solvente é separada uma vez que o
equilibrio entre as fases ja foi atingido. De seguida é introduzida na ampola uma nova fracéo de solvente
fresco e é feita uma nova extragdo (figura 2.5). Este processo pode ser repetido 2 ou mais vezes
dependendo do grau de solubilizacdo do analito na fase organica. [73] Na realidade, a extragcédo
fracionada € mais eficiente do que uma extracdo simples com elevado volume de solvente.
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Figura 2.5- Etapas da LLE fracionada. Adaptado de [73]
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CROMATOGRAFIA GASOSA / ESPETROMETRIA
DE MASSA (GC/MS)

3.1 Cromatografia gasosa

3.1.1 Introducédo

A cromatografia tem a capacidade de realizar a separagcdo de uma mistura complexa, identificando e
quantificando os compostos presentes na mesma.

Em 1903, esta técnica foi primeiramente desenvolvida na separacdo de pigmentos das plantas por
Mikhail S. Tswett, um botanico russo.[74]

Mais tarde, surge a cromatografia gasosa, desenvolvida pelos cientistas Archer J. P. Martin e Anthony
T. James, que ganharam o prémio Nobel da Quimica em 1952 face a esta invencao.[75]

Pouco depois, entre 1955 e 1956, Fred McLafferty e Roland Gohlke implementaram uma das técnicas
analiticas mais utilizada nos dias de hoje, a Cromatografia Gasosa associada & Espectrometria de
Massa (GC/MS).[76]

A cromatografia gasosa (figura 3.1) € um método muito usado gracas a sua facil implementacéo e
reduzido tempo de analise. O tipo de andlise depende sempre da natureza da amostra e do que se
quer examinar. A elevada resolucéo, sensibilidade e reprodutibilidade sdo parametros-chave que fazem
com que esta técnica seja das mais utilizadas na indastria. [77][78]

Separagio dos
Fase estacionaria compostos da amostra

Gasd 1 ; |
s de arraste |
[ et ———

Imediatamente depois da injecéo Passados alguns minutos Cromatograma obtido

Amostra

Figura 3.1- Etapas da separacdo dos compostos numa amostra em GC. Adaptado de [75]
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O objetivo da cromatografia gasosa é separar diferentes compostos, através da sua vaporizacdo e
separacdo com base na volatilidade e na estrutura quimica das diferentes moléculas presentes na
amostra.

Porém, o modo de operacao desta técnica apenas permite a andlise de compostos volateis com baixa
massa molecular, com um ponto de ebulicdo abaixo dos 400 °C, que ndo sofram decomposicdo a
temperatura de vaporizacao e que sejam quimicamente estaveis.[79]

Os fatores criticos associados aos compostos de uma amostra que determinam a separacdo por
cromatografia gasosa sao:

+ Polaridade — A afinidade que os compostos tém para com a fase estacionaria influencia a sua
migracao ao longo da coluna. A existéncia de ligagbes intermoleculares como ligacdes de
Keesom, Debye e London ou o aparecimento de pontes de hidrogénio estabelecem as
interacdes entre 0 composto e a fase estacionéria. Quanto maior a polaridade das moléculas,
maior sera o tempo necessario para percorrer a coluna, eluindo mais lentamente.

« Ponto de ebulicdo — As substancias com o menor ponto de ebulicdo séo eluidas da coluna
primeiro. Quanto maior a volatilidade, maior a probabilidade do composto percorrer a coluna
em conjunto com a fase mdvel na forma gasosa.

3.1.2 Componentes de um cromatégrafo gasoso

Um cromatégrafo gasoso engloba vérios elementos diferentes, cada um com a sua devida fungéo e
importancia.

3.1.2.1 Gas de arraste

A funcéo deste gas € transportar os compostos ao longo da coluna de modo a que estes atinjam o
detetor e sejam identificados, atuando como fase mével.

O gés tem de ser inerte para nao interferir com 0os compostos a analisar. Para além disso, ndo deve
ser inflamavel, deve ter boa difusividade ao longo da coluna e deve apresentar velocidades lineares. A
escolha do géas de arraste também tem impacto na seletividade visto que o mesmo pode competir com
as moléculas dos analitos pela adsorcéo a fase estacionaria.

O fluxo e a pureza da fase movel sdo determinantes para a separa¢cédo dos compostos e por esse motivo
utilizam-se vélvulas reguladoras e filtros de gases que permitem a obtencao das condi¢des ideais de
operacao. Estes componentes permitem a reducdo do consumo de gas de arraste. Quanto maior a
pureza do gas, maior a sensibilidade do método. O fluxo desempenha um papel determinante na
eficiéncia da coluna e na andlise qualitativa e quantitativa visto que a velocidade linear do gas é
dependente da variagéo do fluxo. [75]
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3.1.2.2 Injetor

A introducdo de uma amostra no cromatografo gasoso é realizada através de uma porta de injecéo ou
de vélvulas de amostragem. Dependendo do tipo de matriz do analito (liquida, gasosa ou sélida)
existem diferentes modos de emprego. No caso dos sélidos, estes devem ser dissolvidos num solvente
adequado e posteriormente inseridos com uso de uma seringa, através de um septo, no fluxo do gas
de arraste. A injecao pode ainda ser feita manualmente ou através de um amostrador automatico.

O injetor (figura 3.2), que também funciona como um vaporizador para amostras liquidas com
temperaturas entre 50 °C e 450 °C, deve conseguir introduzir a amostra quase instantaneamente. O
fator critico deste elemento relaciona-se com o tamanho da amostra que € injetada. Para obter o melhor
formato do pico e a méxima resolucdo deve-se optar quando possivel por um volume de inje¢cédo
pequeno na ordem dos pL. [75]

Diferentes tipos de coluna necessitam de diferentes modos de injecdo sendo que para uma coluna
capilar os mais comuns séao o Split, o Splitless ou On-Column. [80]

« Split — Apenas uma pequena por¢édo da amostra vaporizada é introduzida na coluna sendo a
restante enviada para ventilacdo (valvula de split). E utilizada quando existe elevadas
concentracdes dos analitos na amostra.

< Splitless — A amostra vaporizada € inserida na totalidade na coluna, de maneira a que o0s picos
dos compostos que se queiram identificar tenham uma maior sensibilidade sendo possivel a
sua analise. Neste caso, a amostra fica retida no inicio da coluna enquanto o vapor residual do
solvente é ventilado. E utilizada em concentracées vestigiais dos analitos numa amostra.

< On-Column — A amostra completa é enviada diretamente para a coluna cromatografica, ndo
tendo contacto com a porta de injecdo. E utilizada em analitos termicamente instaveis, com
baixa volatilidade e alta reatividade.

Septo

————= Purga do septo
Gas de arraste —»

=——— Valvula de split
Bloco metalico aquecido

Camara de vaporizagao
Liner de vidro
Coluna

Figura 3.2- Constituintes do injetor. Adaptado de [81]
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3.1.2.3 Coluna cromatografica

O tipo de coluna a utilizar nas andlises GC/MS subdivide-se em 2 grupos principais: colunas de
enchimento e colunas capilares.

Dadas as limitacdes das colunas de enchimento, a utilizacdo de colunas capilares tornou-se a regra,
promovendo uma eficiéncia de separacdo superior gracas a alta velocidade de operacdo, maior
resolugdo e melhor processamento de misturas complexas. No entanto, quando as amostras sdo
relativamente concentradas tém de ser diluidas antes da inje¢do ou divididas (split) quando inseridas

na coluna.

Estas colunas caracterizam-se por diametros internos pequenos e comprimentos elevados (cerca de
30 a 60 m) de maneira a otimizar a separacdo. Existem 3 tipos de colunas capilares: Wall-Coated Open
Tubular (WCOT), Porous-Layer Open Tubular (PLOT) ou Support-Coated Open Tubular (SCOT). Os
tubos mais comuns (figura 3.3) sao feitos de silica fundida devido ao seu carater inerte que garante a
inexisténcia de interacdes com os componentes da amostra. No entanto devido & sua fragilidade, este
material é ainda revestido com um polimero, a poliimida, de modo a conferir flexibilidade e resisténcia
mecénica ao tubo. Nas paredes internas do tubo, encontra-se a fase estacionaria onde a separacgdo
ocorre. A fase estacionaria é habitualmente composta por polisiloxano que confere estabilidade e
robustez. Para além disso, este material € versétil dado que a sua cadeia principal de polisiloxano pode
conter substituintes distintos que conferem diferentes propriedades a fase estacionaria.[82][83]

Revestimento de poliimida

Silica fundida

Fase estacionaria

Figura 3.3-Constituintes da coluna capilar. Adaptado de [84]

A espessura do filme escolhido da a indicacdo da quantidade de fase estacionaria a utilizar. A fase
estacionaria tem uma temperatura maxima Unica de operacdo que ndo deve ser ultrapassada pelo
forno para evitar danos na coluna.

Os parametros que afetam a separacdo sdo as dimensfes da coluna e a composicéo e espessura da
fase estacionaria. Relativamente a composigdo, € possivel alterar a polaridade e as interagfes da
coluna pela escolha do material da fase estacionaria.

Os compostos presentes no fluxo de gas que percorrem a coluna, séo adsorvidos pela fase estacionaria
e desadsorvidos de volta para a corrente de gas de arraste.

46



Capitulo 3 - Cromatografia Gasosa / Espectrometria de Massa

3.1.24 Forno

Este elemento torna possivel a existéncia de varias zonas de temperatura ao longo da coluna
cromatografica de maneira a facilitar a separacao dos compostos e a sua detegéo.

A temperatura na porta de injecdo deve ser alta o suficiente para permitir a rapida vaporizacdo da
amostra mas sem atingir valores que possam levar a ocorréncia de decomposicéo térmica.

Por outro lado, dentro da coluna, a temperatura deve também ser alta o suficiente para permitir uma
velocidade de passagem do fluxo aceitavel. Para além disso, a temperatura deve ser mantida acima
do ponto de orvalho da amostra, mas ndo acima do seu ponto de ebuli¢cdo.

Outro ponto importante a referir € que apesar dos tempos de retencdo diminuirem com o aumento da
temperatura, a resolugéo piora dificultando a detecdo dos compostos, sendo necessario assim atingir
um equilibrio.

Apesar de existir a possibilidade de operar a coluna a temperatura constante (coluna isotérmica) o mais
usual é utilizar um programa de temperaturas visto que é mais adequado para misturas com uma vasta
gama de pontos de ebulicdo. Durante o programa de temperaturas, observa-se um aumento da
temperatura que resulta numa diminuicao da velocidade linear do gas de arraste.[85]

Por outro lado, a condensacgédo da amostra deve ser evitada no detetor que esta situado depois da
coluna e que deve ser operado a uma temperatura elevada o suficiente. Caso néo seja cumprido este
requisito pode haver diminuicdo da resolucéo dos picos ou o total desaparecimento dos mesmos.

3.1.2.5 Detetor

Os detetores tém a capacidade de detegéo e quantificagcdo dos compostos presentes numa amostra a
medida que estes vdo sendo eluidos e expelidos pela coluna. Este dispositivo funciona como um
transdutor que converte propriedades fisico-quimicas de um analito num sinal elétrico que é registado
através de um cromatograma. [75]

Existem dois componentes principais: um sensor e um equipamento eletrénico. O primeiro garante a
detecdo a saida da coluna e o segundo codifica o sinal obtido de modo a poder ser analisado num
software especifico que compara graficamente a area/altura do pico com o tempo de retencdo do
composto.

O detetor ideal tem uma elevada sensibilidade e linearidade, ndo é afetado por variagbes externas e
opera de uma maneira facil e estavel permitindo quantificar com clareza.

Os detetores podem ser agrupados em dois grupos distintos (tabela 3.1), conforme o que detetam.
Podem apenas medir a concentracdo dos analitos que esta presente na fase mével ou entdo medir a
massa dos analitos na amostra. A diferenca entre os dois grupos, é que o sinal obtido pelo primeiro
depende da quantidade de gas de make-up ou gas auxiliar. [75]
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Outra maneira de classificar os detetores diz respeito a detecao universal dos compostos, que deteta
todos os compostos presentes numa amostra ou entéo a detecao seletiva/especifica que apenas deteta
grupos especificos de compostos. [86]

Tabela 3.1-Tipos de detetores associados ao GC

Detetor de concentracfes Detetor de massas
TCD (Thermal Conductivity Detector) MS (Mass Spectrometry)
ECD (Electron Capture Detector) FID (Flame lonization Detector)

BID (Barrier Discharge lonization Detector)

FPD (Flame Photometric Detector)

FTD (Flame Thermionic Detector)

SCD (Sulfur Chemiluminescence Detector)

3.1.2.6 Sistema de Dados

O objetivo principal do sistema de dados passa pelo controlo instrumental e pelo processamento e
armazenamento dos dados associados a analise cromatografica através de um sistema de software
complexo. Para além disso, permite a medi¢c&o do sinal através de velocidades de andlise rapidas.

Os parametros de instrumentacdo associados ao modo de injecdo, ao programa de temperaturas, a
velocidade de fluxo do gés de arraste e ao modo de detecdo podem ser controlados a partir de um
Unico método instrumental definido no sistema de dados.

A aquisicdo dos dados fornecidos pelo detetor comecga a partir do inicio da injecdo da amostra. De
seguida, é feito o processamento automatico dos dados que inclui a identificacéo, integracdo dos picos
e calibracdo reduzindo o erro humano inerente. Podem ainda ser associadas bases de dados de
referéncia como é o caso da biblioteca de espetro de massas do NIST. [87]
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3.1.3 Aspetos tedricos sobre cromatografia

3.1.3.1 Coeficiente de particao

Quando os compostos apresentam uma melhor distribuicdo na fase mével, estes sao transportados
mais rapidamente ao longo da coluna cromatografica em comparacdo com outros compostos que
tenham afinidades superiores com a fase estacionaria.

Posto isto, existe uma constante de equilibrio que exprime a atratividade de um composto para a fase
estacionaria, com o nome de constante de distribuicdo ou coeficiente de particdo, k.

E definido como a razdo entre a concentragdo do analito A na fase estacionaria e a concentragéo do
mesmo analito na fase mével.[88][89]
[Als
kg = == 3.1
4= A (3.1)
[A]s — Concentracdo do analito A na fase estacionaria (pg/mL)
[A], — Concentracdo do analito A na fase mével (pg/mL)

Esta propriedade adimensional exprime a tendéncia que determinado soluto tem em ser adsorvido pela
fase estacionéria, sendo que diferentes coeficientes originam diferentes velocidades de eluicdo na
coluna. O calculo deste coeficiente assume alguns pressupostos como o equilibrio da coluna
cromatografica e a inexisténcia de interacfes entre 0s compostos.

O coeficiente de particdo pode ainda ser subdivido em 2 parcelas:

Ke=k x B o K=k x = (3.2)
N

k — Fator de retencéo

B — Raz&o entre os volumes das 2 fases

Vi — Volume da fase mével (mL)

Vs — Volume da fase estacionaria (mL)

3.1.3.2 Razdo entre fases

A razao entre o volume das 2 fases define a dindmica entre o didmetro da coluna e o filme. Pode ser
calculada pela equacao 3.3, quando se sabe a espessura do filme:[88]

ple=d) 53

2redy

1. — Raio da coluna cromatografica (um)
d; — Espessura do filme (um)
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3.1.3.3 Tempo de retencédo

O tempo de retencéo é o tempo entre a injecdo da amostra e o registo maximo do pico cromatografico
do soluto no detetor.[90] Pode ser definido com base no tempo de retencdo ajustado (t',) e no tempo
morto (t,,).

t,=t,+t, (3.4)

O tempo de retencdo ajustado é o tempo estimado que o analito permanece adsorvido na fase
estacionéria. Ja o tempo de retencdo morto ou tempo de retencdo do composto ndo-retido € o tempo
minimo que, um composto que ndo é retido pela fase estacionaria, demora a atravessar a coluna. Este
comportamento é habitualmente caracteristico do metano. [88][91]

Na figura 3.4, é possivel ver representado o tempo de retencdo num cromatograma e 0S Seus
componentes.
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Figura 3.4-Representagdo de um cromatograma tipico. Adaptado de [88]

3.1.3.4 Fator de retengao

O fator de retencao define-se como a razdo entre a quantidade de soluto na fase mével e a quantidade
de soluto na fase estacionaria.[88][92]

_ [M4ls

= 3.5
[Malm ( )

[M,]s — Quantidade do soluto A na fase estacionaria
[M,4], — Quantidade do soluto A na fase moével

O tempo de retencdo de um analito pode ser aferido pelo fator de retenc¢édo, visto que quanto maior o
seu valor, maior serd a retencdo do composto na fase estacionaria.
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k=2 (36)

t', — Tempo de retencao ajustado (min)
t,, — Tempo morto (min)

3.1.3.5 Volume de retencao

Os analitos podem também ser caracterizados pelo volume de retencéo, que é o volume de gas de
arraste necessario para eluir determinado soluto na coluna. Caso se considere o caudal na coluna
constante, o volume de retengéo é proporcional ao tempo de retencdo como se pode confirmar pela
equacéo 3.7. [88]

VthT‘XF;: (37)

t, — Tempo de retencéo (min)
F, — Caudal ao longo da coluna (mL/min)

O volume de retencdo também pode ser relacionado com o coeficiente de particdo, K.. O volume de
retencdo € assim expresso através da soma de 2 termos: o volume da fase mdvel (Vm) € o volume de
gas que percorre a coluna enquanto o soluto esta a interagir com a fase estacionaria (K.V;). [93]

V) — Volume de hold up ou volume vazio (mL)
Vs — Volume da fase estacionaria (mL)

3.1.3.6 Volume de retencao ajustado

O volume de reteng&o ajustado (V'g) é dado pela equagdo 3.9. Este parametro é ainda diretamente

proporcional ao fator de retencéo.[88]

V’R = VR - VM = KCVS (39)

k=2R=Yr _ (3.10)

_V’M VM
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3.1.3.7 Velocidade linear média da fase movel

A velocidade média do soluto (1) pode ser calculada por: [88]

L
p== (3.11)

R

L — Comprimento da coluna (m)
tz — Tempo de retencéo do soluto (min)

Por outro lado, a velocidade linear média da fase mével (1) € calculada a partir do tempo de retengéo
em relacdo a um pico nao retido:

== (3.12)
tm

Considera-se a média desta velocidade, pois como o gas de arraste é compressivel, a velocidade linear
da fase moével varia ao longo da coluna.

3.1.3.8 Fator de retardamento

O fator de retardamento (FR) expressa o adiamento ou atraso de determinado soluto durante a sua
passagem na coluna. O seu valor € sempre igual ou inferior a 1. Através das velocidades definidas
anteriormente, é possivel compara-las através deste parametro: [88]

—
FR = - (3.13)
Também se pode definir como:
FR =M (3.14)
VR
1
FR =0 (315)

Quanto maior for este parametro, maior o tempo de retencdo dentro da coluna. Por exemplo, se
determinado soluto tiver um fator de retencéo igual a 5, significa que este fica retido na coluna 5 vezes
mais tempo que o pico néo retido.
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3.1.3.9 Forma dos picos

Cada soluto diferente que é analisado, origina uma distribuicdo ou pico cromatografico que pode ter
diferentes formas como se observa na figura 3.5. Idealmente o pico obtido deve aproximar-se a uma
curva gaussiana, visto que picos ndo simétricos podem significar interacdes indesejadas com a fase

estacionaria ou entre compostos. [88]

Pico ideal Pico alargado Pico assimétrico Pico duplo
(Fronting
e Tailing)

)\ L

Cinética de InteragGes Separagéo incorreta
transferéncia baixa indesejadas na dos analitos, problemas
coluna na injegéo, etc.

Figura 3.5- Formas possiveis dos picos cromatograficos. Adaptado de [88]

3.1.3.10 Fator de T7ailing

Pode-se exprimir a assimetria de uma curva através do fator de Tailing que € definido pelas distancias
a e b que sdo medidas a 10% da altura total do pico em estudo, como se pode observar pela figura 3.6.
Caso arazdo obtida seja inferior a 1 ocorre o fenébmeno de Fronting. Por outro lado, se o fator de Tailing

for superior a 1 ocorre o fenémeno de Tailing. [88]

TF=§ (3.16)

53



Capitulo 3 - Cromatografia Gasosa / Espectrometria de Massa

10% da
------- — altura do
pico

‘
e e —— ==

Y

Figura 3.6- Pico cromatografico com fenémeno de 7ai/ing. Adaptado de [88]

3.1.3.11 Fator de separagao

O fator de separagdo € o quociente entre as razdes de distribuicdo de dois analitos diferentes com
picos adjacentes em condi¢cBes idénticas e é definido pela equacéo 3.17. Esta intimamente relacionado
com a seletividade da fase estacionaria com os analitos e tem a capacidade de expressar a dificuldade
de separacéo de dois solutos. [88][92]

_ (@R)2 _ ka2 _ (Kc)2

= = = 3.17
(t'r)1 k1 (Ko ( )

(t'r), — Tempo de retencdo ajustado do segundo pico a eluir
(t'r); — Tempo de retencéo ajustado do primeiro pico a eluir

Quanto maior o valor do fator de separacdo, mais facil € a separagdo. Se o seu valor for igual a 1
significa que ndo ocorre separagéo dos solutos.

3.1.3.12 Numero de pratos tedricos

O numero de pratos tedricos é utilizado para avaliar o alargamento dos picos. Considera-se que a
coluna é composta por uma série de pratos com determinada altura (H) onde existe um equilibrio
perfeito entre as 2 fases. Este parametro adimensional esta relacionado com a eficiéncia da coluna.
Quanto maior o nimero de pratos (N), maior o potencial de separacéo e consequentemente maior sera

a eficiéncia da coluna. [88]
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2
tT
N = (;) (3.18)
Como a largura da base do pico (W},) num pico com distribuicdo normal é dada por 4¢ (figura 3.7),

pode-se reescrever a equagdo anterior de acordo com a equagéo 3.19:

N =16 (—)2 (3.19)

Visto que a largura do pico a metade da altura do mesmo (WW,,) é dada por 2,354¢ pode ainda definir-

se 0 nimero de pratos teéricos efetivo:

N, = 5,54 (Mt/—h)2 (3.20)

tR

z

Sinal de resposta ~——=

Tempo —»

Figura 3.7- Representacdo da largura da base do pico cromatografico. Adaptado de [88]

3.1.3.13 Altura do prato

A altura equivalente de um prato tedrico (HETP) ou simplesmente altura de um prato (H) é um
pardmetro importante capaz de comparar eficiéncias entre diferentes colunas. Quanto menor a altura

do prato tedrico, melhor a eficiéncia. [88]

L
H=<  (321)

L — Comprimento da coluna (m)

N — Numero de pratos
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% [Equacédo de Van Deemter

Este modelo cinético descreve a altura de um prato como sendo inversamente proporcional a
velocidade linear média da fase mével (). Defende que numa coluna de enchimento a dispersdo ou
alargamento dos picos da amostra depende de 3 efeitos:

e Difusdo de Eddy (A)
e Difusédo longitudinal molecular (B)
e Transferéncia de massa na fase liquida estacionéria (C)

H=A+§+Cﬁ (3.22)

A condicdo desejavel é diminuir a altura do prato teérico de modo a garantir uma melhor eficiéncia.
Para isso, uma das 3 constantes referidas acima deve ser minimizada. [88][93]

« Equacéo de Golay

No caso das colunas tubulares, o termo A néo existe devido a inexisténcia de um enchimento. Nestes
casos o termo C divide-se em transferéncia de massa na fase estacionaria (Cs) e transferéncia de
massa na fase movel (Cwm):

H=§+(CS+CM)L_L (3.23)

O termo B é definido pela equacgdo 3.24 através do coeficiente de difusdo do soluto no gas de arraste
(Dg):

B=2D; (324)

Um coeficiente de difus@o desejavel deve ser baixo, de modo a minimizar a difusdo das moléculas ao
longo de um gradiente de concentragBes. Para diminuir a sua contribui¢éo, a velocidade linear do gas
de arraste pode ser aumentada ou entdo pode-se optar por um gas com um peso molecular mais alto.
[88][93]

O termo correspondente a transferéncia de massa na fase estacionaria define-se de acordo com a
equagdo 3.25. A condicao desejavel é que a espessura média do filme seja pequena e o coeficiente de
difuséo (Ds) seja elevado.

2
def

S = 3(1+k)?Ds (325)

d; — Espessura média do filme da fase estacionaria (um)
D — Coeficiente de difusao do soluto na fase estacionaria

k — Fator de retencgéo
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O termo correspondente a transferéncia de massa na fase movel define-se como na equacéo 3.26.

_ (1+6k+11kA)rd

Cu = 24(1+k)2Dg (3.26)

r.— Raio da coluna (um)
D¢ — Coeficiente de difuséo do soluto no gés de arraste

Graficamente, a equagdo de Van Deemter é representada por uma hipérbole assimétrica onde consta
um minimo que confere a altura do prato minima, a velocidade 6tima de operacao e consequentemente
a eficiéncia mais alta e o menor alargamento do pico. Pela figura 3.8, é possivel observar que a partir
do ponto 6timo, o declive positivo da equagdo de Van Deemter € explicado pelo comportamento
crescente dos termos relativos a transferéncia de massa. [88]

No entanto, caso a velocidade seja aumentada face a este ponto, é possivel diminuir o tempo de analise
requerido. Assim, € necessaria escolher se a otimizagcéo deve ser feita em relacéo a eficiéncia da coluna
ou ao tempo de andlise.

0.8

0.6

0.4+

H (mm)
I

0.3 Hunin

0.17 ~
Witimo B
Ce

0 10 20 30 40

Velocidade linear média (cm/s)

Figura 3.8- Representacdo dos termos relevantes da

equacdo de Van Deemter. Adaptado de [88]

Também é possivel comparar o impacto dos diferentes gases de arraste pelo grafico de Van Deemter
(figura 3.9). O azoto tem o valor da altura do prato mais baixo, logo garante uma melhor eficiéncia em
comparacao com outros gases. No entanto exige um maior tempo de analise devido a sua velocidade
linear reduzida. Por esse motivo este gas ndo é o mais indicado em colunas com programas de
temperatura associados visto que o aumento da temperatura resulta numa diminuicdo da velocidade

linear. [75]
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Ja o hidrogénio, tratando-se do gas mais leve, apresenta o declive mais baixo de todos. O que significa
gue ao aumentar a velocidade linear do gas, a perda de eficiéncia da coluna ndo é tdo substancial
conseguindo-se assim reduzir o tempo de analise com alturas do prato pequenas. No entanto, o
hidrogénio ndo é usado habitualmente devido aos riscos associados. Dai que na cromatografia gasosa
se opte pelo uso do hélio como gas de arraste.

e
"I Pl .

' / o /
4 \ —
\_
.2
— . - - T v 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Velocidade linear média (cm/s)
Figura 3.9-Efeito do gas de arraste na equacdo de Van Deemter.
Adaptado de [88]

3.1.3.14 Resolucao

7

Este parametro é capaz de quantificar quado separados estdo picos adjacentes num mesmo
cromatograma. Esta separacdo € dependente das reten¢cBes dos picos cromatograficos e das suas
larguras. Quanto maior a resolucéo, maior a separacao entre os compostos. [88]

R — (tr)B - (tr)A — 2d
57T Wpia+t Wp)p Wp)at Wp)p
2

(3.27)

(W) 4 — Largura do pico respetivo ao soluto A
(W) g — Largura do pico respetivo ao soluto B
d — Distancia entre os picos maximos dos 2 solutos

Caso os picos adjacentes tenham a mesma area, significa que vao ter a mesma largura o que leva a
simplificacdo da equacéo anterior:

Ry =7~ (328)
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Quando as tangentes dos picos se tocam, significa que a distancia entre os picos é igual a largura dos
picos e a resolucéo é 1 (figura 3.10). Quando a resolucao é 1,5 significa que a separagdo na linha de
base é completa.

Pico cromatografico A Pico cromatografico B

Figura 3.10-Separacdo incompleta de dois picos cromatograficos.
Adaptado de [88]

3.2 Espetrometria de massa

3.2.1 Introducao

As vantagens da espectrometria de massa (MS) sdo claras, sendo possivel obter resultados com
elevada sensibilidade e especificidade. A associacdo da espectrometria de massa a cromatografia
permite efetuar anélises qualitativas e quantitativas através da separacdo de amostras complexas e da
identificacdo dos compostos ai existentes.[75]

No entanto, tem algumas limitagdes no que toca a implementagdo de um método de ensaio para analise
de compostos pouco volateis e/ou instaveis.

O principio do espectrometro de massa baseia-se na ionizagdo dos analitos no seu estado gasoso.
Como a formacdo destes ides origina moléculas instaveis, da-se a fragmentacdo das mesmas,
originando diferentes ides m/z com diferentes intensidades. A intensidade dos ides ir4 depender da
estabilidade dos mesmos. [94]

O MS funciona de acordo com 0s seguintes passos:

7

% Geracdo de ides na fonte de ionizagéo
«» Separacédo dos ides no analisador de massas

7

% Detecéo e/ou quantificacdo dos ides
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3.2.2 Componentes do Espetrdmetro de Massas

3.2.2.1 Interface

A interface é o elo de ligacao entre o GC e o MS. Torna-se necessaria a separacao entre os dois, visto
que o GC atua a presséo atmosférica e o MS necessita de vacuo. Ja a interface é mantida a baixas
pressdes e a altas temperaturas que permitem a permanéncia da volatilidade dos analitos. [75]

3.2.2.2 Sistema de vacuo

O sistema de vacuo é necessario de maneira a diminuir a probabilidade de colisdo entre os ides na
fonte de ionizac&o e impedir descargas de energia elevadas. As condi¢Bes de operagdo aproximam-se
dos 10%a 10“Pa. [75]

Deste modo, o percurso dos ides consegue ser assegurado sem reagcfes ou mecanismos de dispersdo
indesejados com a atmosfera do sistema (ar, 4gua ou gases de arraste). Ou seja, a distancia média do
ido sem colisdo € superior a disténcia entre a fonte de ionizacdo e o detetor. Assim, a veracidade do
espetro de massas obtido é superior.

3.2.2.3 Fonte de ionizagao

A ocorréncia de ides é possibilitada pela colisédo ou reagdo dos compostos em analise com moléculas
de gés. Fontes de ionizacdo como a eletroionizagéo (El) e a ionizagdo quimica (Cl) tém vindo a ser
vastamente aplicadas em GC-MS.

A eletroionizacao foi uma das primeiras fontes em operacéao (figura 3.11). Neste caso, os eletrdes, que
sdo emitidos por um filamento feito de tungsténio ou rénio, atingem um potencial elétrico de 70 eV. O
sentido do feixe de ides é assegurado pelo anodo. De seguida, estes entram em colisdo com as
moléculas gasosas que consequentemente fragmentam e adquirem uma carga positiva sendo assim
enviadas para o analisador de massas. Esta colisdo consiste em diversos mecanismos vibracionais e
rotacionais, podendo-se expressar pela equacdo 3.29: [75][94]

M(g)+€_ —>M'+(g)+26_ (329)

O que acontece € a remocao de um eletrdo do composto para formar um ido. Devido a elevada energia
sentida, da-se a fragmentagéo sucessiva dando origem a fragmentos mais pequenos com uma diversa
distribuicdo de energias internas. As moléculas podem ainda sofrer rearranjos para formar agregados
mais estaveis.

Alguns fatores que influenciam este processo sdo: [75][95]

7

% Estabilidade dos compostos a ionizar
% Pressao da fonte de ionizacéo (< 102 Pa)
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< Energia dos eletrdes
« Temperatura (50 — 350 °C)

7

« Design da camara ionica (No caso da El, utiliza-se uma camara idnica aberta)

Cétodo

ka Filamento

1 [ |
Feixe de
/ eletrdes
> loés

Repeller

(]

T'n'ap Placa extratora
Anodo

Figura 3.11- Representacdo de uma fonte de ionizacdo
El. Adaptado de [95]

Iv

3.2.24 Analisador de massas — quadrupolo

Atualmente, existe uma variedade de analisadores de massas capazes de separar particulas com carga
pelas respetivas massas associadas aos i6es. O modo como a introducédo dos ides, no analisador de
massas, € feita origina duas classes. Os analisadores de massa continuos mantém um fluxo constante
de i6es no analisador, como é o caso do quadrupolo. Ja os analisadores de massa com ionizacao
pulsada operam através da acumulagéo de ides que sao posteriormente introduzidos no analisador sob
a forma de ondas pulsadas, como é o caso do lon Trap. [96]

Pelo esquema da figura 3.12, é possivel observar as vantagens dos diferentes tipos de analisadores:
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Alta resolucao

Dual
focusing
FT-ICR
MS
TOF
Quadropolo
lon Trap
Orbitrap Elevada gama de
detetabilidade
Baixo Custo das massas

Legenda: M - Modo Continuo W - Modo Descontinuo (pulsado)

Figura 3.12- Vantagens dos diferentes tipos de analisadores de massas.

Para os efeitos pretendidos, vai se entrar em mais detalhe no analisador de quadrupolo. Este é
constituido por quatro hastes metalicas e cilindricas ligadas a um circuito elétrico, numa disposi¢ao
quadrangular. [75] As hastes diagonalmente opostas tem a mesma polaridade.

Estas atuam como elétrodos enquanto a energia elétrica é transmitida alternadamente e vai sendo
adaptada consoante a passagem de ibes, gerando radio frequéncias em simultdneo com uma corrente
alternada ou direta. A seletividade deste procedimento é garantida pela capacidade do analisador
selecionar apenas os ides escolhidos para andlise. Os ifes sdo acelerados em direcdo ao detetor. Na
figura 3.13, é possivel observar a vermelho o trajeto dos i6es néo selecionados, que entram em colisdo
com as hastes e afastam-se do campo elétrico.

O modo de operagdo em Full Scan permite a analise de desconhecidos, visto que proporciona uma
detecdo completa numa determinada gama definida de massas. Durante o modo de operacdo em SIM
(Selected lon Monitoring), apenas os iBes m/z definidos no método analitico séo detetados. Logo, € de
esperar que a sensibilidade aumente dada a focalizacdo do analisador. Deste modo, os i6es sdo
transmitidos sequencialmente ao longo do analisador de massas, sendo que as massas mais baixas
séo detetadas em primeiro lugar.[97]
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16es nao
selecionados
/ I6es selecionados
Fonte de _/—)l i
ionizagcao

Detetor

Corrente
continua e
alternada

Figura 3.13-Representacdo de um analisador do tipo quadrupolo. Adaptado de [97]

3.2.2.5 Detetor de ibes

Os detetores de ides identificam o sinal gerado pela passagem dos ides filtrados que provém do
analisador de massas. Na realidade, os ides quando chegam a este componente do MS possuem uma
carga muito diminuta. Por isso, é necessaria uma amplificacdo da sua carga de modo a aumentar a
sensibilidade do espetrometro de massa.

Um dos detetores existente é o multiplicador de eletrdes em que se ira entrar em mais detalhe. O seu
principio de funcionamento baseia-se na emisséo de eletrdes secundarios, que sdo libertados quando
um ido embate com uma superficie.[98]

Esta colisdo dos ides ou eletres numa superficie eletro-emissiva provoca uma transducgdo que
converte o impacto dos ides numa corrente de eletr6es amplificada.

Feixe de ides
\

\
/E/Ietrﬁes secundérios \ /
/ \

Feixe de eletrdes

/ Superficie S \ \/
continua /\ \
\
\\/
\
\/
/ \ /// Eletrdes
Superficie \ //
continua \ /
tinica e W))W 5

Figura 3.14- Tipos de multiplicadores de eletrdes: A- Multiplicador continuo; B- Multiplicador discreto. Adaptado de [99]
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Os dinodos tém a capacidade de transduzir o sinal, podendo ser de dois tipos: continuos ou discretos
(figura 3.14). O primeiro assume um canal Unico com um percurso fixo entre o inicio e o fim do
dispositivo. O segundo ja tem na sua constituicdo 12 a 20 superficies de metal compésito ligadas em
série por resisténcias, por onde é garantida a passagem de ides. [94][99]

Os eletrbes que sao libertados pela colisdo, tém um movimento em direcdo ao potencial positivo mais
elevado. E sentido ainda um efeito em cascata devido ao aumento de energia dos eletrdes em cada
dinodo, levando a libertagdo de mais eletrbes.

3.3 Cromatografia gasosa acoplada a Espetrometria de

Massa

A possibilidade de acoplar duas técnicas analiticas distintas € usualmente implementada. A juncédo do
GC e do MS garante uma combinacéo eficaz e popularmente adotada.

Apesar da elevada resolucgéo e reduzido tempo de analise, o GC ndo consegue confirmar a identidade
ou estrutura de nenhum pico, visto que apenas fornece os tempos de retengédo dos analitos que ndo
sdo caracteristicas inerentes e Unicas dos compostos. Por outro lado, a espectrometria de massa
garante a identificacdo quantitativa dos compostos analisados. Quando acoplado ao GC, o MS
consegue medir a intensidade dos ides através da ionizagdo dos compostos gasosos eluidos,
separando os ides tendo em conta as razées m/z.

Na figura 3.15, é possivel observar um esquema referente & associa¢éo das duas técnicas.

Gés de arraste

Detetor MS Cromatégrafo gasoso

Figura 3.15- Representacdo dos componentes do GC/MS. Adaptado de [75]
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4

ENSAIOS A MATERIAIS

4.1 Introducao

A migracdo de compostos e a oxidacdo da superficie dos materiais pode originar mudancgas
organoléticas que alteram a qualidade da agua. [100] Posto isto, é necessério existir um controlo dos
materiais que sao utilizados no sistema de abastecimento de agua, de modo a garantir a protecao da
salde humana.

Os métodos de ensaio de migracdo a materiais organicos tém como objetivo determinar a capacidade
de um material alterar as caracteristicas da agua, averiguar a capacidade de lixiviagdo de substéancias
dos materiais para a agua e apurar a sua capacidade para remogéo do cloro da agua.

Estes métodos obedecem a normas nacionais e europeias em vigor. As normas adotadas para ensaios
em materiais organicos que descrevem a influéncia da migracdo de substéncias de materiais ndo
metélicos e ndo cimenticios de origem fabril e para aplicacdo no local na 4gua de consumo humano
sdo a EN 12873-1 e a EN 12873-2, respetivamente. Estas normas de ensaio sdo usadas em rotina no
laboratério de analises de agua da EPAL, tendo sido acreditadas pelo IPAC. [101]

No ambito deste estudo, os materiais de relevancia sdo plasticos e borrachas que séo aplicados, em
diferentes condi¢des, no transporte e armazenamento de agua para consumo humano, incluindo agua
bruta.

4.2 Etapas

Os materiais utilizados podem ser pequenas amostras no formato de provetes ou entdo as proprias
tubagens. No inicio dos ensaios de migragdo € necessario um pré-tratamento dos materiais antes de
serem colocados em contacto com as aguas de ensaio. Sdo efetuados 3 ensaios de migracao distintos
obtendo-se aguas de migracdo que sdo depois analisadas para avaliacdo da qualidade da agua,
nomeadamente, na pesquisa de compostos organicos que possam ter migrado dos materiais para a
agua. Os passos aplicados nestes ensaios sdo apresentados em detalhe na figura 4.1, assim como as
temperaturas e os periodos de tempo adotados. [102]
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Pré-Tratamento

Estagnagédo com agua de ensaio clorada e ndo clorada

T=23.C
t =24 h (2.2 para 3.2 feira)

1.2 Migragéo |
Agua desmineralizada
T=23.°C
t=72h (3.2 para 6.2 feira)

Recolha das 4guas
do1.°ensaiode =
migracéo

2.2 Migragéo
Agua desmineralizada
T=23.°C
t=72h (6.2 para 2.2 feira)

Recolha das aguas
do2.°ensaiode =

migragéo

3.2 Migracdo
Agua desmineralizada
T=23.°C
t=72h (2.2 para 5.2 feira)

Recolha das aguas
do 3.° ensaio de

migragéo

] 1.° Migragéo
Agua desmineralizada com 1 mg/L de cloro
T=23.°C

t=72 h (3.2 para 6.2 feira)

Recolha das aguas
— do 1.° ensaio de
migracdo

2.2 Migragéo
Agua desmineralizada com 1 mg/L de cloro
T=23.C

t=72h (6.2 para 2.2 feira)

Recolha das aguas
— do 2.° ensaio de
migragédo

3.2 Migragao

Agua desmineralizada com 1 mg/L de cloro
T=23.C
t=72h (2.2 para 5.2 feira)

Recolha das 4guas
do 3.° ensaio de
migracéo

Figura 4.1- Esquema do procedimento de ensaio a 23 °C, com aguas de ensaio cloradas e ndo cloradas. Adaptado

de [102]
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Para além dos ensaios com amostra, sdo sempre realizados ensaios em branco de modo a avaliar a
presenca de interferéncias possiveis. O ensaio quimico sem cloro deve ser realizado com agua
desmineralizada com uma condutividade inferior a 2 mS/m e um conteido de carbono orgénico total
inferior a 0,2 mg/L. Ja o ensaio quimico com cloro é realizado com agua desmineralizada com um
contelido de cloro livre de 1 £ 0,2 mg/L que é adicionado a partir de uma solucéo de hipoclorito de sédio
a 0,1% (m/m). [102]

4.3 Expressao dos resultados

Tendo em conta a temperatura de ensaio (T) e o niumero do periodo de migragéo (n), a concentragao
dos compostos libertados para as aguas de ensaio (c!) é dada pela equaco 4.1, que é composta pela
concentracio dos compostos medida na agua de migragédo (al) e pela concentragdo dos compostos
medida no ensaio em branco (b). [102]

cf =al —bT  (41)

E fundamental garantir um volume de &gua de migracdo suficiente para efetuar as analises
necessarias. Deste modo, a razao entre a area superficial do material em contacto com a agua (S) e o
volume da agua de ensaio (V) tem de ser cuidadosamente selecionada. Idealmente, a razdo S/V deve
estar compreendida entre 5 e 40 dm.

Definida a concentracéo das substancias na agua de migracdo e a razdo S/V, é possivel calcular a
taxa de migracéo de determinada substancia (M), numa 4gua de migracgéo, pela equacéo 4.2.

M- Taxa de migrac&o no periodo de migragcdo n (mg dm2 d?)
cf- Concentragéo do composto em estudo (mg/L)

t — Periodo do ensaio de migracao (3 dias)

S/V - Razéo area superficial/volume (dm-1)

De maneira a obter uma concentracdo média que seja representativa da agua que chega a torneira do
consumidor (Ct4p), € necessario converter a taxa de migragdo com um fator de concentragéo (FC). Este
parametro quantifica o impacto que cada tipo de produto tem na qualidade da agua. Os materiais que
tenham um contacto mais direto com as aguas tém um fator de concentracdo mais elevado como é o
caso das tubagens. No anexo K, é possivel verificar os diferentes fatores de concentracdo (dia.dm-1),
relevantes para os estudos em questao.
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Crap = M XFC  (43)

A taxa de migragdo considerada para este célculo é referente ao terceiro periodo de migragdo (MI). O
valor do C,,, € comparado com a concentracdo maxima toleravel na torneira do consumidor (MTCy,),

de modo a avaliar o impacto do uso do material na qualidade da agua.
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VALIDACAO DE METODOS DE ENSAIO

5.1 Introducao

A avaliagcdo de uma ou vérias caracteristicas de uma amostra através de um método de ensaio garante
a obtencdo de resultados fidedignos no ambiente laboratorial. Assim sendo, torna-se necessaria a
criacdo de métodos de ensaio que podem ou ndo seguir determinada norma previamente estabelecida
por um organismo certificado. [103]

A validacéo destes métodos garante a avaliacdo do desempenho dos mesmos de modo a comprovar
que as suas caracteristicas sao 6timas e adequadas ao uso pretendido. O grau de exigibilidade deste
processo ir4 depender da situagdo em questao.

As imposicdes para a validagdo de métodos internos de ensaio exigem a analise dos seguintes
parametros de modo a fazer uma caracterizacdo completa do método [104]:

% Seletividade

«» Preciséo

« Linearidade

« Gama de trabalho

«» Limites de detecdo e quantificacéo
« Sensibilidade

« Exatidao

Caso 0 método seja quantitativo e avalie gamas vestigiais, € necessaria uma analise completa tendo
em conta todos os pontos referidos anteriormente. Estes podem ser estudados por avaliacdo direta ou
indireta.
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5.2 Avaliacdo Indireta

5.2.1 Seletividade (Especificidade)

A seletividade é um fator que relaciona o grau de interferéncia entre o composto de interesse e outras
impurezas presentes na amostra. Este pardmetro tem a capacidade de influenciar a resolucéo obtida
durante a separacao e o tempo de andlise. [105][106]

A auséncia de picos interferentes e a homogeneidade dos picos de interesse séo critérios essenciais
para garantir que o composto tem um comportamento Unico tributavel a determinado componente.

Um método especifico tem a capacidade de identificar o analito de interesse nhuma amostra complexa
sem que exista interferéncia dos outros compostos. Diz-se que um método é especifico quando possui
elevada seletividade. [104] Por sua vez, a seletividade € dependente da interacdo entre o analito de
interesse e a fase estacionaria.

Por outro lado, um método seletivo deve conseguir distinguir e identificar cada um dos compostos
presentes numa amostra.

O gés ao passar pelo injetor, pode arrastar consigo contaminantes para dentro da coluna. Com o passar
do tempo, estas impurezas vao se acumulando no interior da coluna como consequéncia da baixa
temperatura e da afinidade que estas particulas possuem com a fase estacionaria, controlando assim
a sua retengdo. Quando a coluna € aquecida, os contaminantes eluem ao longo da coluna sendo
detetados resultando em picos de interferéncia. [107]

Este parametro pode ser avaliado pela utilizagdo de varias matrizes com diferentes niveis de
complexidade permitindo assim perceber o peso das interferéncias. Estas amostras sdo submetidas a
ensaios de recuperagdo que permitem avaliar a aplicabilidade do método. [104]

5.2.2 Precisao

A preciséo tem a capacidade de medir a dispers@o de resultados referentes a diferentes ensaios em
condicdes semelhantes, com base ha mesma amostra ou solucdo padrdo. Pode também ser estudado
em amostras semelhantes. Depende exclusivamente de erros aleatérios ndo estando relacionada com
a aproximacao ao valor verdadeiro de um analito numa amostra. [104]

Este conceito pode ser subdividido em trés nogfes: repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo
intermédia. A Ultima é uma medida intermédia entre as primeiras.

E necessario um minimo de 10 réplicas da mesma amostra de modo a calcular a percentagem do
coeficiente de variacdo das mesmas. Outros parametros importantes séo a variancia e o desvio padrao.
Quanto maior o desvio padrdo, menor a precisao.

O Teste de Grubbs pode também ser aplicado de forma a eliminar a existéncia de outliers.
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5.2.2.1 Repetibilidade

Medida da precisdo de um método de ensaio realizado sobre a mesma amostra, em condicfes
analogas. O método de ensaio deve ser de preferéncia realizado pelo mesmo analista, com 0 mesmo
equipamento, no mesmo laboratério e no mesmo intervalo de tempo.

A partir de uma solucao padrdo ou amostra contendo uma determinada concentracdo do analito de
interesse, realizam-se no minimo 10 ensaios independentes em condicBes de repetibilidade. Este
processo deve ser realizado em varios niveis de concentracédo, podendo ser tomado como referéncia
o0 inicio da gama de trabalho (ISO 5725-2).

A diferenca absoluta entre dois dos resultados de ensaio sucessivos deve ser inferior ou igual ao limite
de repetibilidade (r) com determinada probabilidade especifica (95%). Caso esta condicao se verifique,
os resultados dos dois testes diferentes podem ser aceites.

lx; —xi4l <7 (5.1)

O desvio padrdo da repetibilidade (S,) pode ser calculado tendo em conta a média aritmética das
estimativas das diferentes varia¢des dos diferentes testes (x) e tendo em conta o nimero de medicdes

(n).
S, = /Z(fl—_‘l")z (52)

O limite de repetibilidade (r) pode ser calculado segundo a equac¢do 5.3, para um nivel de confianca
de 95%.

r=281S5% (53)

J& o coeficiente de variagcao de repetibilidade € dado em percentagem para cada um dos niveis de
concentracao.

CV. (%) = 5; x 100 (5.4)

5.2.2.2 Reprodutibilidade

A diferencga entre a repetibilidade e a reprodutibilidade esta relacionada com as condigées do método
analitico. Ao invés de ter condi¢des idénticas, o objetivo desta medida é estudar diferentes laboratérios,
analistas, equipamentos e/ou periodos. O seu objetivo € a criagdo de um modelo padronizado para
determinada metodologia a partir de ensaios interlaboratoriais.
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5.2.2.3 Precisdo Intermédia

Finalmente a precisdo intermédia, como medida intermediaria, tem como base condi¢cdes que
possibilitam a realizacdo do método sobre uma amostra ou padrdes, no mesmo laboratério, mas por
diferentes analistas, equipamentos ou dias.

A preciséo intermédia garante uma melhor aproximacao da variabilidade auténtica dos resultados e por
isso o seu estudo é fulcral na validacdo do método. Mais uma vez, o nivel de concentracéo influencia
0s resultados obtidos.

O desvio padrao e o coeficiente de variagdo da preciséo intermédia sdo calculados de modo idéntico
as equacglbes 5.2 e 5.4, respetivamente.

A utilizagcdo de cartas de controlo é outra ferramenta para avaliar este conceito, que pode ser (til em
determinados casos (ISO 5725-3).

5.2.3 Quantificacao

5.23.1 Curvas de calibracédo

As curvas de calibracdo sdo modelos de regressdo usados para determinar concentracdes
desconhecidas dos compostos de interesse numa amostra, através das respostas relativas aos
padrdes de calibracéo.

De maneira a converter a area de um pico cromatografico ou a altura de um pico em quantidade
absoluta ou valores de concentracdo, é necessario proceder a calibracdo analitica antes da analise
quantitativa.

Assim, é necessario preparar diferentes solu¢des padrao com concentragcées conhecidas e avaliar o
seu sinal num equipamento analitico. Caso existam pontos de calibragdo considerados outliers, estes
podem ser removidos visto que a sua presenca causa perda de sensibilidade e influencia os resultados
obtidos. No final, obtém-se uma representacdo grafica da resposta instrumental em funcdo da
concentracao.

O estabelecimento de critérios de aceitacdo para as curvas de calibragdo relativos a linearidade e
estabilidade entre calibracbes € obrigatdrio podendo ser tomado como referéncia a norma 1ISO 8466-1.
[108]

Caso a curva de calibrac@o seja uma regressao linear, utiliza-se 0 método dos minimos quadrados
(Anexo B), que possibilita a criacdo de uma relagao entre a concentracéo (variavel independente) e a
resposta (variavel dependente) que é usada para descobrir concentragcdes desconhecidas de um
analito de interesse numa matriz complexa. Neste caso, admite-se que existe homogeneidade de
variancias em relacao a reta e que os erros tém uma distribuicdo normal.
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Ainda pode ser avaliada a utilizacdo do fator de resposta ao invés de efetuar uma nova curva de
calibragdo para cada sequéncia de andlise. Os testes de RIKILT (Anexo E) e das areas normalizadas
(Anexo F), avaliam a possibilidade de se usar o fator de resposta numa calibragdo analitica.

As curvas de calibracdo dependem ainda da exatiddo das concentracdes dos padrfes analisados e
também se a matriz das solu¢des padréo de calibracdo se assemelha a matriz das amostras a analisar.

5.2.3.2 Gama de trabalho

Intervalo entre a concentracdo massica mais baixa e mais alta, de um determinado composto, que foi
experimentalmente definido e estatisticamente provado pela calibragdo do método. A preciséo, a
exatidado e a linearidade do procedimento analitico tém de ser conferidas, dentro da gama de trabalho
escolhida.

A concentracdo mais baixa possivel da gama de trabalho corresponde normalmente ao limite de
guantificacdo do método cromatografico.

A escolha da gama de trabalho depende de varios parametros (ISO 8466-1) [108][109]:

%+ Objetivo da calibragédo — A concentracao esperada da amostra deve estar incluida na gama de
trabalho.

< Viabilidade técnica — Os valores obtidos perto do limite mais baixo da gama de trabalho devem
ser distinguiveis dos brancos do método. Assim, a concentracdo mais baixa da gama de
trabalho deve ser superior ou igual ao limite de quantificacédo.

+« Independéncia — A variancia dos resultados obtidos deve ser independente da concentracgéo.

Posto isto, a gama de trabalho pode ser avaliada quanto a homogeneidade de variancias (anexo G).
As variancias sao testadas de modo a averiguar diferengas significativas no limite maximo e minimo da
gama de trabalho.

5.2.3.3 Linearidade

Depois de estabelecer a gama de trabalho sdo medidos os valores do sinal no equipamento analitico.
A linearidade é observada quando se garante uma relacdo diretamente proporcional entre a resposta
e a concentracdo. As concentragfes das solucBes de calibragcdo normalmente sdo equidistantes ao
longo da gama de trabalho.

A reta obtida deve, no entanto, cumprir determinados critérios de aceitagdo através da aplicacdo de
modelos estatisticos. O Teste de Mandel (Anexo D) e o teste de andlise de residuos (Anexo C), pela
norma ISO 8466, permitem averiguar se a gama de trabalho esta situada numa zona de linearidade.

Uma fungéo de calibragédo linear é caracteristica da qualidade de um ensaio numa determinada gama
de trabalho. [109]
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5.2.34 Limiares analiticos (LOQ e LOD)

< Limite de Detecéo (LOD)
A concentracdo minima através da qual é possivel verificar a presenca de um analito numa amostra

com uma certeza estatistica razoavel, denomina-se de limite de detecao. Pode também ser definido
como a concentragcao minima do analito a partir da qual se consegue distinguir do branco.

e Quando o método envolve a aplicacdo de uma funcéo linear tem-se que:

LOD

_33XSy/x
== (55)

Sy /x — Desvio padrao residual da reta de calibragéo

m — Declive da reta de calibracéo

e Pelaandlise de uma série de amostras de brancos de matriz fortificados com a concentracao
mais baixa do analito, utiliza-se a férmula simplificada da equacao 5.6:

LOD=3 XSXO (56)

Sxo — Desvio padréo correspondente a vérias leituras da solugdo com concentracdo mais baixa da gama
de linearidade

¢ Uma outra forma de avaliacdo pode ser feita através da razéo sinal ruido do cromatograma.
Neste caso, € injetada uma solucdo padrdo do analito a determinada concentracao vestigial e
¢ determinada a raz&o sinal ruido (S/N). E sabido que a raz&o sinal ruido do limite de dete¢&o
€ 3, e por esse motivo estabelece-se a relacdo da equacao 5.7:

3%[C]
S/n

LOD = (5.7)

[C] — Concentracdo conhecida da solucéo padréo

S/N — Razéo sinal ruido do pico cromatografico

« Limite de Quantificac&o (LOQ)

A concentracdo minima através da qual é possivel quantificar um analito numa amostra com uma
determinada exatiddo e precisdo, denomina-se de limite de quantificacao.
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O limite de quantificacdo deve ser testado fazendo-se a analise de solucbes padrdo com uma
concentracdo do analito perto do limite de quantificacdo de forma a que a exatid&do e a precisdo resultem
num desvio padrao relativo favoravel (inferior a 25%).

¢ Mais uma vez, quando o método envolve a aplicagdo de uma funcéo linear tem-se que:

_ 10XSy/x
m

LOQ = (5.8)

Sy /x — Desvio padrdo residual da reta de calibragao
m — Declive da reta de calibracéo

Quando determinado desta maneira, € necessario garantir que o seu valor € inferior ou igual ao padrao
de calibragdo com a concentracdo mais baixa. Caso isto ndo se verifique a linearidade da gama de
trabalho ndo é cumprida.

e Pela andlise de uma série de amostras de brancos fortificados com varias concentracdes
do composto perto do limite de detecéao, utiliza-se a formula simplificada da equacao 5.9:

Sxo — Desvio padréo correspondente a vérias leituras da solugdo com concentracdo mais baixa da gama
de linearidade

e Arazéo sinal ruido que corresponde a concentracédo do limite de quantificagdo € 10. E como
tal é possivel estabelecer a seguinte relagdo da equacédo 5.10:

10x[C]

S/n

LOQ = (5.10)

[C] — Concentracdo conhecida da solucéo padréo

S/N — Razéo sinal ruido do pico cromatografico

Finalmente, os dois limiares analiticos podem relacionar-se entre si pela equacédo 5.11:

LOD = % (5.11)
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5.2.3.5 Sensibilidade

O quociente entre a diferenca de sinal e a diferenca de concentracéo obtida num determinado intervalo
guantifica a sensibilidade de um método:
, AS
Sensib = v (5.12)

AS — Variacdo do sinal cromatografico obtido
AC — Variacdo da concentracao

No caso de uma regressao linear, a sensibilidade é representada pelo declive da reta de calibragéo.
Posto isto, o seu valor é constante ao longo de toda a gama de trabalho. Caso o modelo usado néo
seja linear, pode ser definida como a derivada de primeira ordem da curva de calibracéo.

Esta caracteristica € dependente da magnitude do sinal. Quanto maior a sensibilidade, mais facil é a
distincdo entre diferentes concentracbes do mesmo analito, visto que as alteracbes no sinal
cromatografico obtido s&o superiores.

5.3 Avaliacao Direta

5.3.1 Exatidao

Os erros sistematicos e aleatdrios de um método analitico podem ser determinados pelo estudo da
exatiddo que compara o resultado obtido do ensaio e o valor de referéncia tomado como guia.

Esta propriedade pode ser medida de diferentes formas e o método a aplicar deve depender da matriz
utilizada.[110] Para além disso, deve ser testada em diferentes concentrac¢des, visto que a exatidao
pode variar com o nivel de fortificago.

Os procedimentos habitualmente usados para a avaliacdo desta medida num método de ensaio séo
apresentados de seguida.

5.3.1.1 Materiais de Referéncia Certificados

Os materiais de referéncia certificados (MRC) desempenham um papel fulcral no controlo de qualidade
durante um método de ensaio. Estes diferenciam-se devido as suas propriedades uniformes e rigorosas
que podem ser utilizadas para avaliar a prestacdo do laboratério. O valor de concentracao para cada
parametro e a incerteza associada sao caracteristicas inerentes ao MRC que foram certificadas por
uma entidade reconhecida (IRMM, NIST, etc.).

O seu uso tem como finalidade a comparacéo dos resultados obtidos pelo laboratério com os valores
do certificado de analise do MRC, de modo a calcular o erro e a exatiddo da andlise. Caso o valor
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conseguido ndo se encontre incluido no intervalo de incerteza, considera-se que existe um desvio
consideravel. Nesta situacéo, as causas inerentes a este desvio devem ser investigadas.[103]

5.3.1.2 Ensaios Interlaboratoriais

Os laboratérios podem ser avaliados através dos resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais.
Dependendo do efeito a atingir, estes ensaios podem subdividir-se em:[111]

e Ensaio de Aptiddo — Realiza a apreciacédo dos laboratérios em estudo devendo estar sempre
associado a um ou mais ensaios a um MRC. Os resultados obtidos séo avaliados quanto a
precisdo e exatiddo. O método aplicado fica ao critério de cada laboratdrio.

e Ensaio Interlaboratorial de Normalizagdo - Realiza a apreciagdo da reprodutibilidade e
repetibilidade de um método de analise desempenhado por varios participantes. O método
aplicado tem de ser o mesmo em todos os laboratérios.

e Ensaio Comparativo — Submete a comparacdo os resultados obtidos entre dois métodos
diferentes executados pelo mesmo protocolo, sendo que um deles é um método de referéncia.
Possibilita o estudo da exatidao ao avaliar a proximidade dos resultados. Os métodos aplicados
ficam ao critério de cada laboratério.

e Ensaio de consenso ou conformidade — Sao compilados diversos resultados, de diferentes
laboratérios, referentes as propriedades de determinado material. Esta caracterizagéo permite
que o material possa depois ser utilizado em ensaios interlaboratoriais.

e Ensaio de certificagdo — Neste caso, laboratérios especializados tém como fungdo caracterizar
determinado material obtendo-se valores certificados das suas propriedades de modo a institui-
lo como um MRC.

Por fim pode ainda ser feita uma andlise do desempenho do laboratério pelo célculo do fator de
desempenho Z (z-score) que avalia o desvio dos resultados obtidos em relacdo ao valor considerado
como verdadeiro. Outra medida de desempenho é a incerteza dos resultados.

5.3.1.3 Ensaios de recuperagao

Os ensaios de recuperacao tém uma aplicacéo predominante na validagao de métodos analiticos, dado
que séo aplicados quando os MRC ou o0s ensaios interlaboratoriais ndo existem para determinado
composto.

Uma amostra fortificada com uma concentragdo conhecida de analito, € submetida ao ensaio de
recuperacao. A fortificacdo tem de respeitar sempre as propriedades fisico-quimicas da amostra, ndo
as alterando, de modo a replicar condi¢des reais 0 melhor possivel. Apds o ensaio, a concentracao
final obtida é comparada com a concentragdo de referéncia atuando assim como medida de exatid&o.
A exatiddo depende do grau de recuperacgéo, de possiveis interferéncias na amostra e da preciséo das
medidas volumétricas.

E importante referir que o passo de preparagédo da amostra também pode ser avaliado quanto a sua
eficiéncia, que é tanto mais alta quanto maior for a recuperacéo obtida nos ensaios.
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O calculo da percentagem de recuperacdo atingida com sucesso, para diferentes niveis de
concentracao, é efetuado pela equagéo 5.13:

Recuperagio (%) = —2x 100  (5.13)
Crortif
C,»s — Concentracdo experimental obtida para determinado composto na amostra fortificada, apos
quantificacao pelo método de ensaio (ug/L)
Croreir — Concentragdo de referéncia do composto na amostra fortificada (ug/L)

A percentagem de recuperacdo ideal depende da concentracdo que é fortificada, mas pode ser
diferente consoante o laboratério. Como referéncia podem ser aceites valores entre 70 e 120%. Para
além disso também é tomado como critério de aceitagdo um desvio padréo relativo inferior a 25%.

5.3.1.3.1 Efeito de Matriz
O efeito de matriz trata-se do efeito que os componentes de uma determinada amostra tém no analito
gue queremos analisar. As consequéncias deste fendmeno sdo o aumento ou a diminui¢do da resposta,
produzindo um resultado comprometido. [112]

Num espetrémetro de massa, acredita-se que esta oscilacdo é causada pela alteracéo da eficiéncia de
ionizagdo dos compostos de interesse. A eficiéncia da ionizacdo depende das propriedades fisico-
guimicas do composto e das condi¢des definidas no método analitico. A presenca, na mesma matriz,
de compostos que co-eluem com os analitos de interesse pode explicar o efeito de matriz.[113]

Em cromatografia gasosa, pode existir uma intensificacdo do pico de resposta devido & complexidade
da matriz da amostra. O bloqueio dos sitios ativos no injetor por parte dos componentes da matriz da
amostra, acaba por evitar a degradacgéo térmica e a adsor¢éo do analito de interesse. [114] Para além
disso, os compostos de interesse podem eluir mais rapidamente, apresentando picos cromatogréficos
mais intensos e definidos, quando a coluna estabelece uma maior afinidade com outros compostos
interferentes mais abundantes.

Existem varias estratégias que podem ser implementadas de modo a contornar este fendmeno. Para
tal podem ser usados métodos de calibragcdo em matriz ajustada ou entdo pode ser adicionado um
“surrogate” ou um padrao interno de injecao. Pode ainda ser realizada uma prévia limpeza a amostra
com uso ou néo de derivatizagéao.

5.3.1.3.2 Padrao Interno

Existem diferentes modos para controlar o efeito de matriz, sendo que um deles remete para a adi¢do
de um padrao interno. Este permite diminuir a variabilidade de sinal que é provocada pela matriz.

Na realidade o efeito de matriz vai ser sentido de igual forma nos compostos de interesse e nos padrbes
internos. No entanto a raz&o obtida entre o sinal cromatografico do composto e o sinal cromatografico
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do padréo interno nao é afetada, permitindo assim a quantificacdo dos compostos de interesse em
diferentes amostras.

7

O método de calibragdo é assim utilizado em conjunto com o padréo interno. Ao adicionar uma
concentracao constante do padrdo interno a uma amostra ou a um extrato da amostra € possivel corrigir
as variacdes do detetor em ensaios consecutivos. [114]

Caso o pretendido seja a correcdo de erros de injecdo, a utilizacdo de um padrao interno adicionado
ao extrato € o mais indicado. Porém, caso a situacao remeta para erros na preparacédo da amostra, o
mais indicado sera a utilizagdo de um padréo interno adicionado & amostra antes da preparacao da
mesma.

Idealmente o padréo interno deve ser semelhante ao composto de interesse, mas ndo deve estar
contido na amostra a analisar. Em analises quantitativas o uso de is6topos é a maneira mais eficaz de
amenizar as variagbes do efeito de matriz, dado que é possivel escolher um isétopo com a mesma
estrutura quimica que o composto em andlise. Habitualmente, os is6topos sdo marcados com o
deutério (H) ou com o carbono-13 (13C).

Existem algumas desvantagens, como o nimero de recursos e 0 tempo necessario as analises ser
superior. Os padrdes deuterados também séo dispendiosos e por vezes inexistentes, visto que tém de
ser criados em laboratério. A sua formagédo implica a substituicdo de um atomo de uma molécula, por
exemplo, por um deutério. O que se verifica € 0 aumento da massa molecular do composto podendo
assim ser distinguido do analito de interesse. Todavia, 0 comportamento analitico e a hidrofobicidade
da molécula permanecem inalterados. [115]

Visto que pode haver trocas entre o deutério e os atomos de hidrogénio do solvente, deve também ser
tido em consideragéo o solvente a utilizar com estes padrdes internos.

Caso ndo seja possivel a utilizagao do isGtopo correspondente ao composto de interesse, podem ser
utilizados outros compostos semelhantes mas a analise passa a ser semi-quantitativa e apenas é
possivel fazer uma estimativa da concentracéo dos analitos em estudo.

5.3.1.3.3 Matriz ajustada
A calibragdo em matriz ajustada é normalmente utilizada quando o efeito de matriz tem de ser
compensado. Neste caso, 0s extratos da matriz das amostras séo utilizados na calibra¢@o ao invés de
um solvente. Fortificam-se estes extratos com os analitos de interesse de modo a obter curvas de
calibracéo para a quantificagéo.[116]

No entanto, esta metodologia pode ser um processo moroso visto que cada amostra € diferente tendo
de ser feita a calibragdo consoante a mesma. Para além disso possiveis erros durante a preparacao
de amostra ou durante a injecdo ndo sdo compensados.

Existe uma alternativa que consiste em realizar a calibragcdo em relagdo a uma matriz representativa
de um determinado tipo de amostra. Por exemplo assumir que a agua da torneira é representativa de
todas as aguas de consumo humano. No entanto, a precisdo deste método € inferior do que no caso
em que se faz a calibracdo individual de cada uma das amostras.
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5.4 Estimativa das Incertezas

A confianca e seguranca dos resultados obtidos pode ser estimada pela quantificacdo da incerteza
associada a determinada medi¢cdo. A nao conformidade com os limites regulatérios, impossibilita a
aceitacdo dos resultados. [117]

O procedimento de quantificacdo da incerteza explicitado tem por base o Guia 31 elaborado pela
Relacre. As principais abordagens de quantificagéo de incertezas em ambiente intralaboratorial s&o a
metodologia passo a passo (Bottom-up) e a metodologia Top-down.[118]

Metodologia passo a passo (Bottom-up)

Primeiramente, é importante compreender que todos os fatores capazes de manifestar o impacto das
fontes de incerteza no valor obtido, devem ser identificados e quantificados:

% Componente de incerteza associada a interpolacdo da leitura da amostra na curva de
calibracéo
Quando a fungé@o de calibracao € linear e é utilizado o método dos minimos quadrados pode ser
estimada a incerteza associada a interpolacdo do sinal cromatografico obtido em relagao a regresséo
linear pela equacéo 5.14.

Uiger =22 x [ _BEI (54
sy — Desvio-padrao residual da reta de calibracéo
m — Declive da reta de calibracao;
N — Numero de padrdes utilizados no tracado da reta de calibracdo
n — NUmero de leituras utilizadas para determinar a concentragdo da amostra
¥y, — Valor médio das “n” leituras da amostra
y — Valor médio das “N” leituras dos padrées de calibragao
x; — Concentracdo de cada um (i) dos N padrdes de calibragéo
X — Valor médio das concentracdes dos padrdes de calibracao

O desvio padrao residual,Sy/x, é dado por:
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« Componente de incerteza associada a preciséo intermédia
A incerteza padrdo relacionada com os efeitos aleatérios denomina-se de incerteza de
precisdo/fidelidade. Para obter uma representatividade consideravel da variabilidade dos resultados
dos ensaios, este componente deve ser caracterizado em condi¢des de precisdo intermédia. Para tal,
devem ser analisados pelo menos 10 ensaios independentes em replicado, realizados sobre uma
mesma amostra. A incerteza para os padrdes de controlo pode assim ser calculada:
Sprecisio

Uprec int = ~IN (5.16)
Sprecisao— D€SViO padréo da média de N ensaios independentes sobre a mesma amostra
N — Numero de ensaios independentes em replicado

R/

« Componente de incerteza associada a preparacado de solucBes padrao

A etapa de preparacao de solugbes padrao é afetada por diferentes fontes de incerteza da mesma
natureza. Deste modo, a incerteza padrdo combinada permite quantifica-las em conjunto pela equagéo
5.17: [119]

Upadrao = Cq X J(%)Z + (%)2 + (%)2 (5.17)

u,, — Incerteza padrédo associada a pesagem do padrédo comercial (g)
m — Massa do padréo comercial (g)

Uy, — INcerteza associada a pureza do padréo

pur — Pureza do padréo comercial

uy, — Incerteza associada ao volume do baldo volumetrico (mL)

V, — Volume do baldo volumétrico (mL)

e Incerteza padrdo associada a pesagem do padrao comercial (u,,)

A incerteza associada a pesagem contabiliza a incerteza associada a uma pesagem por diferenca,
dado que m representa a diferenga entre a massa bruta e a massa da tara. Como ambas estas
medi¢Bes sdo independentes, as componentes de incerteza tém de ser contabilizadas duas vezes, tal
como se pode observar pela equacédo 5.18:

N2 EMA\2
um(u>=\/2(u£?&‘b =J2 (%) (s18)

um- INCerteza associada a pesagem unitaria

ug%ib- Incerteza associada a calibragdo da balanca

EMA — Erro maximo admissivel
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A incerteza descrita anteriormente pode ser estimada pelo Erro Maximo Admissivel (EMA) da pesagem
que é estabelecido pelo laboratério internamente. O EMA tem associada uma distribuigdo retangular
uniforme.

e Incerteza padrdo associada a pureza do padrdo comercial (uyy;)

A incerteza padrao associada a pureza do padrao comercial rege-se por uma distribuicéo retangular e
€ descrita pela equacao 5.19:

u
Upyyr = ﬁf (5.19)

Upyr - INCerteza associada a pureza do padrao comercial
Uqers - INCerteza dada pelo certificado de andlise associada a pureza do padrdo comercial

e Incerteza padréo associada & medicao de volume (u,)

A incerteza relativa a calibracdo do material volumétrico utilizado (u$*?) é estimada pela tolerancia
associada ao valor nominal do seu volume fornecida pelo fabricante. Considera-se mais uma vez uma

distribuicdo retangular.
2 Tolerancia
u, = ’ug““” = —\/; (5.20)

Tolerancia — Tolerancia do baldo volumétrico

* Incerteza padrdo combinada
Os diferentes componentes de incerteza podem ter um efeito conjunto no impacto que tém no método
analitico. Por esse motivo, € conveniente quantifica-los simultaneamente. A precisdo de medicdo e
outras fontes de incerteza sdo agrupadas na equacdo 5.21, onde se calcula a incerteza padréo
combinada, u.(C).

'uC(C) = \/uiznterp + uzzarec int + uzzmdréo ( 5.21 )

Metodologia Top-down

Este tipo de abordagem é construida com base na validacéo interna de um método de ensaio feita por
um laboratério ou através de ensaios interlaboratoriais. As componentes de incerteza principais a ter
em conta sao:
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% Incerteza de precisédo
Este componente é de elevada relevancia para a estimativa da incerteza do método de ensaio. Tal
como anteriormente, o modo de calculo é semelhante para esta metodologia.

R/

« Incerteza de exatidao
A componente de incerteza da exatiddo de um método de ensaio pode ser estimada usando como
referéncia o Guia Nordtest e a norma I1ISO 11352.

e Guia Nordtest

A exatiddo é avaliada pela disparidade entre um valor medido e um valor de referéncia. O erro de
medicdo observado é a juncdo dos erros sistematicos com os erros aleatorios. Os erros sistematicos
exprimem a veracidade dos resultados e neste caso podem ser avaliados através de dados obtidos em
ensaios de recuperacdo em amostras reais. Para tal calcula-se a recuperacdo média obtida, R, com
base na concentragdo média do analito ap6s a recuperacio, C,,s , € na concentracao inicial fortificada
na amostra, Cropif-

R=—% (522)
Crortif

A incerteza-padréo da exatiddo de medicdo, pode ser estimada pela equagéo 5.23:

_ _ 2 N\ 2
Uprat(R) = R X ( Sobs ) + (”(Cf ortiy )) (5.23)

NXCops Crortif

Sops — Desvio padrao do conjunto de “n” resultados de ensaios de amostras fortificadas

N — Numero de ensaios de amostras fortificadas

¢ NormalSO 11352

A incerteza padrdo associada exatiddo de medi¢cao com base na analise de amostras fortificadas pode
ser calculada tendo em conta a diferenca entre os valores obtidos e os valores de referéncia das
amostras fortificadas e a incerteza padrdo da concentracdo dos compostos adicionados. A incerteza
padrdo estimada pelos ensaios de recuperacéo € dada por:

Worat = ’b,%MS +u?,,.  (5.24)
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Em que

n 1:)2 _
brus = 2= (525 b= 100 (5.26)
ref

b';- Diferenga relativa entre o valor obtido pelo laboratério (Cyqp) € 0 valor de referéncia (Cre).

n- Nimero de ensaios de recuperacdo considerados

J& a incerteza associada a concentrag&o do analito adicionado é dada por:

2 2 2
e= |(Z2) + (%) +(5)
Ugdic (Cspike> + > + v (5.27)

Ugpike — INCerteza associada a preparacdo da solugéo de fortificagéo

Cspike — CoONcentragédo do composto na solugdo de fortificagéo

uy, — Incerteza associada a medi¢&do do volume da amostra no baldo volumétrico

¥V — Volume da amostra no ensaio de recuperacao

uy, — Incerteza associada a medicao do volume da solug&o de fortificagdo que é adicionada a
amostra

V' — Volume da solugédo de fortificagcdo que é adicionada a amostra

« Incerteza padrdo combinada
As componentes de incerteza devem ser agrupadas, segundo esta metodologia, pela equacgéo 5.28.

Uc (C) = \/ugrec int + ugxatidéo ( 5.28 )

% Incerteza padrédo expandida
Um elevado namero de ensaios experimentais aumenta os exemplares de estudo dos valores obtidos,
sendo possivel calcular a incerteza expandida para um nivel de confianca de 95%. O coeficiente de
expanséo, k, toma o valor de 2:

UC) =2 xu(C) (5.29)

Expresséo dos resultados

Todos os resultados alcancados com uma incerteza associada devem ser apresentados tal como na
equacao 5.30, tendo sempre em consideracéo o fator de expanséao e o nivel de confianca aplicados:
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Resultado = C + U(C) (5.30)

Sao tomados como referéncia, no maximo, dois algarismos significativos para exibir a incerteza de
medicdo. Contudo, o nimero de casas decimais do resultado deve ser dependente do nimero de casas
decimais da incerteza.
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MATERIAIS E METODOS

6.1 Equipamento e Material

Cromatografo gasoso Thermo Scientific Trace 1300 equipado com:
e Coluna cromatogréfica capilar HP-5MS (5% fenil-metilpolisiloxano), 60 m comprimento
x 0,250 mm diametro interno x 0,25 um espessura do filme, Agilent
e Software de tratamento de dados Thermo Scientific Dionex Chromeleon verséo 7.3
e Biblioteca de Espectros NIST MS Search, verséo 2.0
e Programa de andlise de mecanismos de degradacéo Mass Frontier verséo 7.0
Espectrometro de massa Thermo Scientific 1ISQ 700
Sistema de agua ultrapura, Milli Q, Milipore
Balanga analitica Mettler Toledo XS 204
Sistema automatizado de SPE, Dionex, AutoTrace 280, Thermo Fisher Scientific
Cartuchos de SPE Waters Oasis HLB, 6 mL, 200 mg; fase estacionaria: copolimero de
divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona
Sistema de evaporacdao, sob fluxo de azoto, Turbovap Il Concentration Workstation, Zymark
Tubos de concentracdo de 200 mL graduados para 0,5 e 1 mL, Biotage
Agitador Vortex IKA MS3 Digital
Ampolas de extragdo de 250 mL, Normax
Micropipeta automatica, SGE eVol® XR
Seringas de vidro de 100 e 500 pL, eVol®
Pipetas graduadas de 2 e 5 mL, Volac Fortuna
Vials de vidro em dmbar de 1,5 mL, Macherey-Nagel
Pipetas Pasteur, Normax
BalBes volumétricos de vidro de 10, 20, 50, 100, 500 e 2000 mL
Fotdbmetro Palintest 1000 Chlorometer-Duo

6.2 Reagentes

Padr@es certificados dos compostos em estudo

o 4-etilfenol, 99,8%, CsH100, N.° CAS 123-07-9, Sigma-Aldrich;
e 4-terc-butilfenol, 99,6%, C10H140, N.° CAS 98-54-4, Sigma-Aldrich;
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K2
0‘0

e 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona, C14H2002, 98%, N.° CAS 719-22-2, Sigma-Aldrich;

o 2 4-di-terc-butilfenol, C14H220, 99,8%; N.° CAS 96-76-4, Sigma-Aldrich;

e  2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol, C1sH240, 95%, N.° CAS 19263-36-6, BLD pharm;

e 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido, CisH2202, 98%, N.° CAS 1620-98-0,
Thermoscientific;

e  3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona, CisH2402, 98%, N.° CAS 14035-33-7, Alfa
Aesar;

e 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona, Ci17H2403, 99%, N.° CAS
82304-66-3, Sigma-Aldrich;

o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo, C18H2803, 97%, N.° CAS 6386-
38-5, BLD pharm;

e Acido 3-(3,5-di-terc-butil-4- hidroxifenil) propiénico, C17H2603, 99,91%, N.° CAS 20170-
32-5, BLD pharm;

Padrdes internos deuterados

e 4-etilfenol-dio, CD3CD2CsD4OD, 98,4%, N.°© CAS 352431-18-6, CDN Isotopes
e 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-ds, (CD3)sCCsDsOH, 99%, N.° CAS 225386-58-3 CDN
Isotopes

Gerais

e Diclorometano, CH2Clz,99,95%, N.° CAS 75-09-2, grade RS-atrasol, Carlo Erba

e Metanol, CH3OH, 99,9%, N.° CAS 67-56-1, grade HPLC PLUS Gradient, Carlo Erba

e Acetona, C3Hs0, 99,9%, N.° CAS 67-64-1, grade HPLC-Isocratic, Carlo Erba

e Agua ultrapura (Millipore)

e Tiossulfato de sodio pentahidratado, Na:S2035H20, N.° CAS 10102-17-7, 100,3%,
PanReac AppliChem

e Solucdo de Hipoclorito de sédio a 14% de cloro ativo, NaOCI, N.° CAS 7681-52-9,
Honeywell Fluka

e Azoto C45 (N2), 99,9995%, Gasin

e Heélio C55 (He), 99,9995%, Gasin

Amostras

e Agua destinada ao consumo humano proveniente da rede de distribuicdo da EPAL
e Agua superficial (rio Tejo, rio Z&zere, rio Ocreza, Albufeira do caldeirdo)

e Agua subterranea (Lezirias, Pogos da OTA e Alenquer)
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6.3 Preparacao das solucdes padrao

6.3.1 Solugdes padrao primarias individuais

O solvente escolhido para solubilizar os compostos em estudo foi 0 metanol, tendo em conta a
solubilidade dos compostos em estudo.

Pesar aproximadamente 20 mg de cada um dos padr8es para os respetivos baldes volumétricos de 50
mL. Introduzir, em cada baldo, metanol suficiente para solubilizar os compostos e agitar até néo
existirem particulas suspensas. Aferir o resto do volume com metanol. Cada solucdo padrdo primaria
tem a validade de 1 ano, sendo guardadas num frigorifico a cerca de 6 °C.

Tendo em conta a pureza de cada padrédo, a tabela 6.1, indica as concentracfes dos compostos em
estudo nas diferentes solu¢des individuais:

Tabela 6.1- Concentracdo das solugdes padrao primarias individuais

Compostos Massa pesada (mg) Concentragdo (mg/L)
4-etilfenol 26,0 518,96
4-terc-butilfenol 20,3 404,38
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 38,2 748,72
2,4-di-terc-butilfenol 22,4 447,10
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 23,1 438,90
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 21,2 415,52
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 20,4 399,84
7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona 20,9 413,82
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo 23,2 450,08
Acido 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propiénico 23,2 459,59

As solugdes dos padrfes internos selecionados foram realizadas tendo em conta 0 mesmo
procedimento, sendo que na tabela 6.2 é possivel ver as concentrac¢des atingidas.
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Tabela 6.2- Concentragdo das solu¢des padrdo primarias individuais dos padrdes internos

Padr@es internos Massa pesada (mg) Concentracédo (mg/L)
4-etilfenol-d1o 22,9 450,67
4-terc-butil-do-fenol-2,3,5,6-da 21,9 433,62

6.3.2 Solugdes padrao intermédias individuais

Para o estudo individual de cada composto € importante preparar solu¢fes padréo individuais com uma
concentracdo que seja detetavel no cromatégrafo gasoso (tabela 6.3).

Transferir diclorometano para um baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar 1 mL da solucdo padrédo
primaria do composto de interesse e agitar vigorosamente. Finalmente, aferir o baldo com o solvente.
O processo é repetido para cada um dos analitos em estudo.

Tabela 6.3- Concentracdo das solugdes intermédias individuais

Compostos Concentragéo (mg/L)
4-etilfenol 10,38
4-terc-butilfenol 8,09
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 14,97
2,4-di-terc-butilfenol 8,94
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 8,78
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 8,31
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 8,00
7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona 8,28
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo 9,19
Acido 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propiénico 9,00
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6.4 Extracdo em fase sélida

6.4.1 Preparagao da solugdo conjunta e intermédia

Num baldo de 20 mL adicionar diclorometano até cerca de um terco. De seguida adicionar os volumes
das solucdes padrao primarias de forma a obter uma Unica solugéo conjunta. Da solucdo do composto
| introduzir 1 mL; 1,3 mL dos compostos Il e VII; 0,7 mL do composto Ill e 1,2 mL dos compostos IV, V,
VI e IX. Aferir o restante volume com diclorometano.

A solucéo padréo intermédia | é preparada por diluicdo num baldo de 10 mL. Adicionar 1 mL da solucéo
padrao conjunta. Preencher o restante volume com diclorometano.

A solucdo padrdo intermédia Il € preparada num baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar 0 mesmo
solvente e acrescentar 1 mL da solucéo intermédia I. Aferir o restante volume com diclorometano mais
uma vez. A solucdo padrdo intermédia Il é utilizada para preparar as solu¢des padrdo de trabalho que
correspondem as retas de calibragdo em solvente na primeira gama de trabalho estudada, entre
aproximadamente 5 e 50 pg/L.

Preparar ainda a solucéo intermédia Ill, por diluicdo de 1 mL da solu¢éo intermédia | em 20 mL de
diclorometano. Esta solugdo é utilizada para preparar as solu¢cdes padrdo de trabalho em matriz
ajustada.

Tabela 6.4- Concentracdo da solugdo padrdo conjunta e das solu¢des intermédias | e Il usadas na validacdo do

SPE-GC/MS
Concentracéo (mg/L)
Solucio Solucéo Solucéo Solugéo
Compostos UG intermédia Intermédia Intermédia
conjunta | I I
4-etilfenol 25,95 2,59 0,26 0,13
4-terc-butilfenol 26,28 2,63 0,26 0,13
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 26,21 2,62 0,26 0,13
2,4-di-terc-butilfenol 26,83 2,68 0,27 0,13
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 26,33 2,63 0,26 0,13
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido 24,93 249 0.25 0.12
3,5-di-terc-butil-4- 25,99 2,60 0,26 0,13
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) 27.00 270 027 0.14

propionato de metilo
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6.4.2 Preparagao das solucdes padrao de trabalho

As solucbes padréo de trabalho séo preparadas na altura de cada analise em vials usados diretamente
nos injetores automaticos da cromatografia gasosa.

Os volumes de solvente e da solugdo intermédia Il, a adicionar a cada vial correspondente a
determinado padréo de trabalho, estdo apresentados na tabela 6.5.

Tabela 6.5-Concentragdes das solu¢bes padréo de trabalho usadas na validagdo do SPE-GC/MS

Padrdes de trabalho

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Volume de solvente (pL) 490 485 480 470 460 440 430 410

VO'”T;‘fe‘:;Ség'i‘;ﬁf“(’uE?dréo 10 15 20 30 40 60 70 90
4-gtilfenol 519 7,78 10,38 1557 20,76 31,14 3633 46,71
4-terc-butilfenol 526 7,89 1051 1577 21,03 31,54 3680 4731

2,6-di-terc-butil-p-

. 5,24 7,86 10,48 15,72 20,96 31,45 36,69 47,17
benzoquinona

2,4-di-terc-butilfenol 5,37 8,05 10,73 16,10 21,46 32,19 37,56 48,29

2,6-di-terc-butil-4-
vinilfenol
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) 5,40 8,10 10,80 16,20 21,60 32,41 37,81 48,61
propionato de metilo

5,27 7,90 10,53 15,80 21,07 31,60 36,87 47,40

4,99 7,48 9,97 14,96 19,94 29,92 34,90 44,88

5,20 7,80 10,40 15,59 20,79 31,19 36,39 46,78

Concentragdo dos compostos (ug/L)
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6.4.3 Preparagdao de solu¢des padrao de trabalho em matriz
ajustada

As solucbes padrao de trabalho em matriz ajustada sdo preparadas no extrato de diferentes amostras.
Como estes extratos sdo obtidos em pequenas quantidades, sdo utilizados vials cénicos que
possibilitam a andlise de volumes inferiores. Preparar as solugfes padréo de trabalho tal como descrito
na tabela 6.6.

Tabela 6.6-Concentragdo das solu¢des padrédo de trabalho em matriz ajustada usadas na validacdo do SPE-GC/MS

Solugdes padrdo em matriz ajustada

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Volume extrato (uL) 240 235 230 220 210 190 180 160

Vo'umfef; Zgi';‘fﬁ‘c(’uﬁ’_‘;‘drao 10 15 20 30 40 60 70 90
4-etilfenol 519 7,78 10,38 1557 20,76 31,14 36,33 46,71
4-terc-butilfenol 526 7,89 1051 1577 2103 31,54 3680 4731

2,6-di-terc-butil-p-

. 5,24 7,86 10,48 15,72 20,96 31,45 36,69 47,17
benzoquinona

2,4-di-terc-butilfenol 5,37 8,05 10,73 16,10 21,46 32,19 37,56 48,29

2,6-di-terc-butil-4-
vinilfenol
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) 5,40 8,10 10,80 16,20 21,60 32,41 37,81 48,61
propionato de metilo

5,27 7,90 10,53 15,80 21,07 31,60 36,87 47,40

4,99 7,48 9,97 14,96 19,94 29,92 34,90 44,88

5,20 7,80 10,40 15,59 20,79 31,19 36,39 46,78

Concentragdo dos compostos (ug/L)
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6.4.4 Preparagao das solucdes de fortificagdo

As solucbes de fortificacdo séo utilizadas durante os ensaios de recuperacao. Adicionar 1 mL da
solucéo intermédia Il a um baldo volumétrico de 20 mL. Aferir o baldo com acetona de forma a obter as
concentracdes descritas na tabela 6.7.

Tabela 6.7- Concentracdo da solucdo de fortificacdo usada na validacdo do SPE-GC/MS

Compostos Concentracao (ug/L)
4-etilfenol 12,97
4-terc-butilfenol 13,14
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 13,10
2,4-di-terc-butilfenol 13,41
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 13,17
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 12,47
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 12,99
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo 13,50
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6.5 Extracao Liquido-Liquido

6.5.1 Solugdo padrdo conjunta e intermédia

Preparar uma solugéo conjunta dos compostos em estudo, por diluicdo em diclorometano das solugdes
padrdo primarias individuais (tabela 6.8). Num baldo volumétrico adicionar o solvente e as respetivas
guantidades de cada solugdo padrao primaria individual. Por fim, afere-se o baldo volumétrico até a
respetiva marca de 20 mL.

A partir da solucéo conjunta é possivel preparar a solugéo intermédia | através de uma simples diluig&o.
Adicionar 1 mL da solugéo conjunta ao solvente diclorometano, perfazendo um volume total de 10 mL.

Tabela 6.8- Concentra¢do da solugdo padrdo conjunta e intermédia | usadas na validacdo do LLE-GC/MS

Concentracdo (mg/L)

Volume da solucéo
primaria

Compostos adicionado a SO“.JQaO . Solugap
~ ; conjunta intermédia |
solugdo conjunta
(mL)

4-etilfenol 0,1 2,59 0,26
4-terc-butilfenol 3,1 62,50 6,25
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 1,7 62,50 6,25
2,4-di-terc-butilfenol 2,8 62,50 6,25
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 3,0 62,50 6,25
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 3,1 62,50 6,25
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) 28 62,50 6.25

propionato de metilo

Estas solu¢bes foram usadas para preparar as solugdes padréo de trabalho que correspondem as retas
de calibracdo em solvente na segunda gama de trabalho estudada, entre aproximadamente 5 e 50 pg/L
para o composto | e entre 125 e 1125 ug/L para 0s restantes compostos.
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6.5.2 Solugao conjunta dos padrdes internos

Preparar uma solucé@o conjunta dos padrdes internos, por diluicdo em diclorometano das solucfes
padrdo primarias individuais de cada PI. A um baldo volumétrico de 50 mL adicionar o volume descrito
na tabela 6.9, referente a cada uma das solugbes padrédo primarias individuais. De seguida, aferir o
volume total com diclorometano.

Tabela 6.9-Concentragdo da solugdo conjunta dos padrdes internos

Volume da solugao padrao

Padrges internos primaria adicionado (mL)

Concentracéo (mg/L)

4-etilfenol-d1o 0,05 11,27

4-terc-butil-d9-fenol-2,3,5,6-da 1,0 216,81

6.5.3 Solugdes padrao de trabalho

As solugdes padréao de trabalho foram preparadas por diluicdo da solucéo padréo intermédia I. A adicao
dos diferentes volumes da solucdo padréo intermédia | esta indicada na tabela 6.10, assim como o
volume de diclorometano necessario para perfazer o volume. No méximo, estas solu¢des tém a
validade de 1 dia.

Tabela 6.10- Concentracdo das solu¢des padrdo de trabalho usadas na validagdo do LLE-GC/MS

Solucdes padréo de trabalho

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Volume de solvente (uL) 490 480 470 460 450 440 430 410
Volume da solugéo 10 20 30 40 50 60 70 90

padréo intermédia | (pL)

~ 4-etilfenol 518 10,36 1554 20,72 2590 31,08 3626 46,62
Fe)

= 4-terc-butilfenol 125 250 375 500 625 750 875 1125
7]

o . .

@ Z'S‘d"terc‘.b”“"p' 125 250 375 500 625 750 875 1125
o enzoquinona

£

S 24-diterc-butifenol 125 250 375 500 625 750 875 1125
7]

(@] —di- _ il-4-

s  3.5diterc-butl-4 125 250 375 500 625 750 875 1125
9 hidroxibenzaldeido

2 . .

& h3'5'd'.'ter°'b”“"4' 125 250 375 500 625 750 875 1125
= idroxiacetofenona

® 3-(3,5-di-terc-butil-

5 4-hidroxifenil) 125 250 375 500 625 750 875 1125
o propionato de

metilo
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6.5.4 Solugdes padrao de trabalho com padrdes internos

As solucdes padrao de trabalho com padrfes internos sédo preparadas de acordo com a metodologia
indicada na tabela 6.11. A concentracdo dos padrdes internos deve ser constante ao longo da gama
de trabalho.

Tabela 6.11- Concentragdo das solu¢des padrao de trabalho com padrdes internos usadas na validacdo do LLE-
GC/MS

Solugdes padréo de trabalho

P1 P2 P3 P4 P5 P6 p7 P8
Volume de solvente (pL) 450 440 430 420 410 400 390 370
Volume da solugéo 10 20 30 40 50 60 70 90
padréo intermédia | (pL)
Volume da solugao
padrédo conjunta dos PI 40 40 40 40 40 40 40 40
L)
~ 4-etilfenol 518 1036 1554 2072 2590 31,08 3626 46,62
Fe)
2 4-terc-butilfenol 125 250 375 500 625 750 875 1125
7]
(@] A .
2 Z'S'd"tercib”“"p‘ 125 250 375 500 625 750 875 1125
o enzoquinona
£
S 24-diterc-butifenol 125 250 375 500 625 750 875 1125
7]
o ~di- _ il-4-
5 35dditerc-butil-4 125 250 375 500 625 750 875 1125
9 hidroxibenzaldeido
2 . .
& h3'5'd'.' terc-butil-4- 4, 250 375 500 625 750 875 1125
= idroxiacetofenona
8 3-(3,5-di-terc-butil-
5 4-hidroxifenil) 125 250 375 500 625 750 875 1125
&) propionato de
metilo
(] .
o 4-etilfenol-dio 36,05
T >
=3
Cv
o
= o 4-terc-butil-de-fenol- 69379
8©° 2,3,5,6-d4 '
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6.5.5 Solugdes de fortificacao

As solucdes de fortificacao sédo utilizadas durante os ensaios de recuperacao. Preparar duas solucdes
de fortificagdo: uma para os compostos de interesse e outra para os padrées internos.

Preparar a solucdo de fortificacdo dos compostos de interesse, por diluigdo de 1 mL da solucéo
intermédia | em 20 mL de acetona (tabela 6.12). A solucdo de fortificagdo dos padrfes internos é
preparada por diluicdo de 1 mL da solucéo conjunta dos Pl em 50 mL de acetona (tabela 6.13).

Tabela 6.12-Concentragdo da solucdo de fortificacdo usadas na validagdo do LLE-GC/MS

Compostos Concentragéo (ug/L)
4-etilfenol 12,95
4-terc-butilfenol 312,50
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 312,50
2,4-di-terc-butilfenol 312,50
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 312,50
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 312,50
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo 312,50

Tabela 6.13-Concentracdo da solucdo de fortificacdo dos padrdes internos usadas na validagdo do LLE-GC/MS

Padrdes internos Concentracgéo (ug/L)
4-etilfenol-dio 9,01
4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-da 173,45
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6.5.6 Solugdes padrao para o estudo da linearidade dos padrdes
internos

A partir da solugcdo conjunta dos padrdes internos preparar as solucfes padrédo para o estudo da

linearidade dos padrdes internos. A gama de trabalho selecionada para este estudo estd apresentada
na tabela 6.14.

Tabela 6.14- Concentragdo das solu¢des padréo de trabalho dos padrdes internos

Solugdes dos padrdes internos

P1

P2

P3 P4 P5 P6 P7 P8

Volume solvente (uL) 490 480 470 460 450 440 430 410

Volume da solucéo

padrdo conjunta dos 10 20 30 40 50 60 70 90
Pl (uL)

o

—g 4-etilfenol-dio 9,01 18,03 27,04 36,05 45,07 54,08 63,09 81,12

182

T o

s 3

c .

La 4-terc-butil-do-

S fenol-2,3,5,6- 173,45 346,90 520,34 693,79 867,24 1040,69 1214,14 1561,03

O ds4
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6.6 Condi¢bes do método cromatografico

As condicdes do método cromatografico foram sendo ajustadas pela analise dos cromatogramas
obtidos. Foram também tidas como referéncia as condi¢cdes de alguns métodos encontrados na
literatura (tabela 1.3).

Tabela 6.15- Condi¢des do injetor

Condig¢des do injetor

Temperatura (°C) 280
Modo de injegéo Splitless
Tempo de Splitless (min) 15

Tabela 6.16- Condicdes da coluna cromatografica

Condic¢des da coluna

Tipo de coluna Agilent J&W HP-5ms 60 m x 0,250 mm x 0,25 pm
Modo de operagéo Continuo
Gas de arraste/Fluxo (mL/min) He/l

A temperatura do forno tem um impacto tremendo na retencdo dos analitos visto que quanto maior a
temperatura, menor a retencao dos compostos. Para além disso a resolugdo pode ser aumentada pela
diminuicdo da temperatura, possibilitando uma melhor separacdo dos compostos.

No inicio do estudo foi definido um programa de temperaturas capaz de separar 0s compostos de
interesse:

Tabela 6.17- Condigbes operacionais do forno sem padrdes internos

Condicdes operacionais iniciais do forno

Inicio 50°C hold 5 min

Rampa 20 °C/min 300°C hold 5 min

Tempo de analise 22.5 min
total
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Com a adicéo dos padrdes internos, a separacdo entre os deuterados e 0s compostos correspondentes
ndo era total. Nesta situag&o, surgiram interferéncias que alteravam a intensidade dos picos adjacentes.

Posto isto, tornou-se necessaria uma desaceleracao do aumento da temperatura, de modo a aumentar
a resolugéo dos picos. O novo programa de temperaturas definido esta indicado na tabela 6.18.

Tabela 6.18- Condigées operacionais do forno com padrdes internos

Condicbes operacionais finais do forno

Inicio 50°C hold 5 min
Rampal 10 °C/min 170°C hold 2 min
Rampa 2 5 °C/min 260 °C
Rampa 3 50 °C/min 300 °C hold 2 min

Tempo de analise .
total 39,8 min

Nas figuras 6.1 e 6.2, € possivel observar a diferenca que o programa de temperaturas tem no
cromatograma que é obtido.

4-etilfenol \A \I| 4-terc-butilfenol \ i
| 1N —

d-terc-buti-ds enol-2.3,5,6s | |

i
4-etilfenol-dyg \ | ‘
< |

I
n |II

\ (] ]
| |4
| . [\
e b e ey e i " . po L TR e e e g gy

L au .

[ Ve ) 123 240 1280 170 1 YTIRT)

Figura 6.1-Segmento do cromatograma obtido com as condi¢des operacionais iniciais do forno (tabela
6.17)
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Figura 6.2- Segmento do cromatograma obtido com as condi¢des operacionais finais do forno (tabela
6.18)

Tabela 6.19- Condicdes da interface

Condic¢des da interface

Temperatura (°C) 250

Tabela 6.20-Condicbes do detetor

Condic¢des do detetor

Tipo de detetor Espetrémetro de massa

Temperatura da fonte (°C) 230
Temperatura do quadrupolo (°C) 280
Tipo de ionizagéo El

70

Energia de ionizagdo (eV)
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Tabela 6.21-Modo de pesquisa no MS

Intervalo de tempo

Modo Composto . ldo m/z
(min)
Full scan - 8-39,8 50-500
4-etilfenol-d1o, 11-18 77,107, 112, 113,
4-etilfenol 122, 131
4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-da, 18-215 107, 135, 144, 145,
4-terc-butilfenol ’ 150, 163
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona, 215_245 163, 177, 191, 205,
2.,4-di-terc-butilfenol ’ ’ 206, 220
SIM 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 245-275 217, 218, 232
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido 21,5-29 191,219,234
3,5-d|_—terc-butll-4- 29 - 30 205, 233, 248
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) 30-398 277, 278, 292

propionato de metilo

Tabela 6.22-16es caracteristicos escolhidos para modo SIM e tempos de retengéo

I&o de quantificagao &80 de qualificagao

R
Composto tr* (min) (m2) (m/2)
4-etilfenol-dio 16,63 113 112/131
4-etilfenol 16,7 107 122 /77
4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-d4 18,71 145 144/ 163
4-terc-butilfenol 18,85 135 150/ 107
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 22,36 177 220/ 205
2,4-di-terc-butilfenol 22,97 191 206 /163
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 25,54 217 232 /218
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido 28,48 219 234 /131
3,5-di-terc-butil-4- 29,49 233 2481205
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) 31,82 277 292 / 278

propionato de metilo

*Os tempos de retengdo foram obtidos de acordo com as condi¢des operacionais finais do forno
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6.7 Validacdo do método de ensaio

6.7.1 Estudo de Linearidade
Os estudos de linearidade sao efetuados a partir da avaliacao das retas de calibracéo.

1- Preparar 8 solucdes padrao de trabalho a partir da solucéo padréo intermédia

2- Representar graficamente os resultados, sendo que a concentracdo € representada no eixo
das abcissas e o sinal cromatografico no eixo das ordenadas.

3- Calcular a funcéo de calibracao linear sendo que o coeficiente de determinagéo associado deve
ser superior ou igual a 0,99.

4- Submeter os resultados obtidos aos testes de linearidade indicados nos Anexos B, C, D, E e
F.

6.7.2 Limiares analiticos instrumentais

A confirmagéo experimental dos limites de quantificacdo instrumentais obtidos a partir da reta de
calibracdo, é realizada através dos seguintes passos:

1- Paracada composto, preparar no minimo 10 solugBes com uma concentragéo proxima do limite
de quantificag&o.

2- Determinar a concentracdo experimental através da reta de calibracao

3- Avaliar a precisdo (%RSD) e a exatid@o (%Erro) dos ensaios que devem ser inferiores a 25%

6.7.3 Precisao

A precisdo pode ser dividida em repetibilidade e precisao intermédia. A repetibilidade é estudada da
seguinte forma:

1- Preparar no minimo 10 solu¢des padrédo para cada nivel de concentragéo (P1, P5 e P8).

2- Calcular o desvio padrao de repetibilidade (Sr), 0 desvio padrao relativo (%RSD) e o limite de
repetibilidade (r)

3- Avaliar a precisdo (%RSD) que deve ser inferior a 25%

A precisdo intermédia é analisada do mesmo modo, no entanto, os 10 ensaios independentes sdo
realizados em dias de trabalho diferentes.

6.7.4 Efeito de Matriz

Para o estudo do efeito de matriz nas amostras estudadas foi necessario implementar os seguintes
passos:
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1- Preparar uma solucao padrao no extrato da matriz, de forma a obter uma concentracao a meio
da gama de trabalho

2- Calcular a concentracéo obtida a partir de uma reta de calibracéo realizada em solvente

3- Comparar a concentracdo obtida da solucdo padrdo preparada no extrato (X,) com a
concentragao teorica (Cy.p).

4- Considerar a existéncia de efeito de matriz quando a diferenca percentual entre os dois valores
(E), calculada pela equagéo 6.1, é superior a 20%.

|Yi_cref|
ref

E(%) = X100 (6.1)

6.7.5 Ensaios de recuperagao

Os ensaios de recuperacgéo séo aplicados de modo a avaliar a exatiddo do método analitico e a estudar
0 método de preparacdo da amostra. O processo de fortificacdo da amostra implica a utilizacdo de
solugdes de fortificacado sollveis em agua permitindo assim a solubiliza¢@o dos compostos de interesse.

Quando utilizada a técnica em SPE, fortificar 500 mL de amostra, com 3 mL da soluc¢édo de fortificagao

referida na tabela 6.7. Na extracdo usar apenas um volume de 100 mL desta amostra.

Em LLE, foram testados dois niveis de fortificagdo, para cada um dos compostos. O nivel baixo tem
como concentragdo um valor inferior ao limite legislado pelo grupo 4MSI. O nivel alto tem como
concentracdo o ponto a meio da gama de trabalho (P5).

Para o nivel baixo, adicionar 0,5 mL da solucdo de fortificacdo, descrita na tabela 6.12, a 100 mL de
amostra. Para o nivel alto, adicionar 1 mL da solucéo de fortificagdo a 100 mL de amostra.

Em ambos os niveis, adicionar ainda 2 mL da solugéo de fortificacdo dos padrdes internos, descrita na
tabela 6.13.
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Tabela 6.23- Concentracdo da amostra fortificada para o nivel baixo e para o nivel alto usada na validacdo do LLE-
GC/MS

Concentracdo na amostra fortificada (pg/L)

Compostos Nivel baixo Nivel alto
4-etilfenol 0,065 0,13
4-terc-butilfenol 1,56 3,13
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 1,56 3,13
2,4-di-terc-butilfenol 1,56 3,13
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 0,75 1,50
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 1,56 3,13
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 1,56 3,13
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo 1,56 3,13

Tabela 6.24- Concentragdo dos padrdes internos na amostra fortificada para o nivel baixo e para o nivel alto
usada na validagdo do LLE-GC/MS

Concentracdo na amostra fortificada (ug/L)

Padrdes internos Nivel baixo e nivel alto
4-etilfenol-dio 0,18
4-terc-butil-d9-fenol-2,3,5,6-d4 3,47

6.8 Condi¢des de preparacao da amostra

6.8.1 Extracdo em Fase sélida

1- Lavar previamente os tubos de recolha e os tubos de concentracdo com diclorometano.

2- Fortificar 500 mL de amostra com 3 mL da solucao de fortificacdo, descrita na tabela 6.7.

3- Extrair 100 mL dessa mesma amostra hum aparelho automatizado SPE Dionex AutoTrace 280.

4- Para cada amostra fortificada, realizar pelo menos 3 ensaios independentes.

5- Concentrar o volume eluido num sistema de evaporacdo TurboVap até se atingir 0,5 mL de
concentrado. A temperatura do banho era de 35 °C, com um fluxo de azoto a 0,2 bar.

6- Transferir este extrato para um vial para analise cromatografica.
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Tabela 6.25-Condicbes da extracdo usadas em SPE

Condigdes para o SPE

Cartucho Waters Oasis HLB, 6 mL

6 mL diclorometano + 6 mL metanol

Condicionamento + 3 mL agua ultrapura

Passagem da amostra 100 mL de amostra fortificada
Lavagem 4 mL de agua ultrapura
Secagem 45 min de uma corrente continua de azoto

Eluicdo 4 mL + 2 mL + 2 mL diclorometano

Apés a extragdo e concentragcdo dos extratos obtidos por SPE obteve-se um volume de 0,5 mL, o que
corresponde a um fator de concentracéo de 200 vezes.

6.8.2 Extragdo Liquido-Liquido

Lavar previamente as ampolas de extracdo e os tubos de concentragdo com diclorometano.
Numa ampola de extragdo colocou-se 100 mL de amostra fortificada com 1 mL (nivel alto) ou
0,5 mL (nivel baixo) da solucao de fortificacdo dos compostos (descrita na tabela 6.12) e 2 mL
da solucéo de fortificacdo dos padrdes internos (descrita na tabela 6.13).

Extrair a amostra com 30 mL de diclorometano.

Agitar vigorosamente a ampola durante 2 a 3 minutos.

Apébs algum tempo em repouso, separar a fase organica da fase aquosa.

Para cada amostra fortificada, realizar pelo menos 3 ensaios independentes.

Concentrar o volume eluido num sistema de evaporac¢ao TurboVap até se atingir 0,5 mL de
concentrado. A temperatura do banho era de 35 °C, com um fluxo de azoto a 0,2 bar.
Transferir este extrato para um vial para analise cromatografica.

ApOs a extragdo e concentracdo dos extratos obtidos por LLE obteve-se um volume de 0,5 mL, o que

corresponde a um fator de concentracao de 200 vezes.

Adicionalmente, efetuar o procedimento de extracao descrito anteriormente para 0 ensaio em branco e

0 ensaio com a amostra sem ser fortificada.
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6.9 Ensaios de migracao a materiais

1- Preparar uma solucdo de hipoclorito de sédio a 0,1% (m/m) em cloro livre num baldo
volumétrico com 100 mL de agua desmineralizada e 1,5 mL de uma solucédo de hipoclorito de
sadio comercial.

2- Adicionar 1,8 mL da solugdo de hipoclorito de sddio a 0,1% (m/m) em cloro livre a um baldo
volumétrico com 2000 mL de agua desmineralizada, obtendo-se a agua de ensaio clorada.

3- Medir a quantidade de cloro livre, em mg/L, presente na dgua de ensaio clorada através de um
fotometro. O valor obtido deve ser entre 0,8 - 1,2 mg/L.

4- Colocar os materiais de estudo em contacto com agua de ensaio ndo clorada e clorada, durante
(24 £ 1) horas a (23 £ 2) °C. Estes devem estar totalmente imersos durante o periodo de
estagnacdo da amostra.

5- Ap0s o periodo de estagnacdo das aguas, iniciar o ensaio de migracdo, onde os materiais
foram imersos novamente com agua de ensaio e com a agua de ensaio clorada durante 72
horas a (23 % 2) °C.

6- Preparar ainda 2 ensaios em branco com agua de ensaio sem cloro e com agua de ensaio com
cloro, nas mesmas condi¢des que o ensaio de migragao.

7- Apoés o periodo de migracdo remover as aguas de ensaio e analisar por LLE-GC/MS para
pesquisa de compostos que possam ter migrado dos materiais para a agua de ensaio.

8- Repetir o passo 1,2,3,5,6 e 7 consecutivamente de forma a realizar 3 ensaios de migracao
distintos.

6.9.1 Condicdes do ensaio

No ambito deste estudo, selecionaram-se 8 materiais organicos distintos com diferentes matérias-
primas e fun¢des no sistema de abastecimento de aguas de modo a investigar a possivel existéncia
dos compostos em estudo nestes materiais. E necessario ter conhecimento das dimensdes dos
materiais a usar, de modo a encontrar as condi¢cdes 6timas do ensaio aos materiais (tabela 6.26 e 6.27).
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Tabela 6.26- Caracteristicas das provetes utilizadas nos ensaios a materiais

L Altura/
] N Composicéo Comprimento Largura .
Designacéao Forma Espessura Cor Opacidade Uso proposto
geral (mm) (mm)
(mm)
Poliéster Tubagem utilizada em 4gua potavel e
. Castanho ) . )
A reforcado a fibra Provetes 51 49 8 | Opaco agua nao tratada, esgotos, energia
claro
de vidro hidroelétrica, irrigacéo, setor industrial
Epoxi- ) Revestimento protetor para tubagens e
B o Provetes 46 46 5 Vermelho Brilhante i
Poliamina tanques de agua
Polietileno de alta Reservatoério de armazenamento de
C _ Provetes 45 45 8 Azul Opaco i
densidade agua
Fluoroplastico Tubagem resistente a elevadas
D Provetes 45 45 5 Branco Transparente
(PVDF) temperaturas
Produto de reparagéo em sistemas de
E Borracha EPDM Provetes 115 75 10 Preto Opaco

abastecimento de 4gua
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Tabela 6.27-Caracteristicas dos tubos utilizados nos ensaios a materiais

_ . Didmetro Diametro
] . Composicéo Comprimento )
Designacéao | Forma interno externo Cor Opacidade Uso proposto
eral cm
’ em) (mm) (mm)
Polietileno-1- Tubagem utilizada em agua potavel
F Tubo 39,7 43 45 Preto Opaco . .
buteno e 4gua néo tratada
Polietileno linear . .
] Tubagem resistente as mudancas de
G de baixa Tubo 10 9 11 Branco Transparente
_ temperatura
densidade
Polietileno de alta - i i
H Tubo 50,5 40 45 Preto Opaco Tubagem utilizada em agua potavel

densidade
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APRESENTACAO E DISCUSSAO DE
RESULTADOS

7.1 Identificagdo dos compostos em estudo

A espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa possibilita a identificacdo direta dos
compostos de interesse. O modo de operacdo em Full Scan vai permitir a obtencdo do espectro de
massa completo dos analitos em estudo, através da pesquisa de todos os fragmentos iénicos de razao
m/z entre 0s 50 e os 500 Da (figura 7.1). E ainda habitualmente utilizado na identificacdo de compostos
desconhecidos existentes numa amostra.
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Figura 7.1-Cromatograma com o modo de operagao Ful/ Scantendo em conta as condi¢gdes operacionais iniciais

do forno obtido pela anélise da solugdo conjunta

Como se pode observar na figura 7.1, a fragmentacéo de fendis aromaticos € caracterizada por picos
intensos. Significa assim que a estabilidade dos fragmentos obtidos no espetro é elevada. Os fendis
também sdo caracterizados como acidos fracos, o que significa que ndo ionizam significativamente
numa solucéo. [120]
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A partir deste modo de operacéo, é possivel escolher os fragmentos i6nicos que dédo origem a
intensidades de sinal elevadas e que vao ser escolhidas para fazer nova analise, mas desta vez em
modo SIM. A selecdo dos fragmentos idnicos de razdo m/z tem sempre 0 mesmo critério de escolha:
os fragmentos i6nicos de razdo m/z de maior intensidade e com as raz8es m/z mais altas devem ser
os escolhidos. Nao se deve optar por fragmentos i6nicos de razdo m/z muito baixa, visto que se tratam
de fragmentos cada vez mais pequenos que podem também fazer parte do espetro de outros
compostos que ndo os analisados. Um exemplo disto € o caso do fragmento iénico de razdo m/z igual
a 57 que existe no espetro de massa de varios dos compostos analisados. Mais ainda, os picos de
menor intensidade também s&o ides mais instaveis.

Deste modo, escolheu-se como ido de quantificacdo, o ido de maior intensidade (pico base) que
correspondente a 100% da abundancia relativa e outros dois ides como i6es de qualificacéo.

A escolha dos fragmentos idnicos de razdo m/z para cada um dos compostos em estudo foi efetuada
por injecdo no modo Full Scan das solugdes padrado intermédias individuais (tabela 6.3).

O espetro de massa fornece a intensidade relativa do sinal em fun¢do de cada massa detetada. O
espetro de massa do 4-etilfenol (1) é caracterizado pelos fragmentos i6nicos de razao m/z 77, 107 e
122, os mais baixos de todos os compostos em estudo, dado que o 4-etilfenol tem a massa molecular
mais baixa (figura 7.2).

120 Apex Peak #425 Scan: #8489 RT: 22.72 min NL: 2 47E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]

1| % #2 detilfenol - Peak #425 Scan: #8491 RT: 22.73 min NL: 2.39E+008
107.1

100

75]

501
b 122.1

251 77.0

0__ iyl il L i
] m/z

_20_I""I""I""I""I'"'I""\""I""I""I
o0 100 150 200 250 300 350 400 450 D00

Figura 7.2-Espetro de massa do 4-etilfenol (1)

Quando a amostra é vaporizada, existe energia de ionizagcéo suficiente, de modo a que seja retirado
um eletrdo da molécula organica em estudo, formando assim um ido positivo conhecido como ido
molecular (M*). No caso do composto | observa-se que o fragmento iénico de razdo m/z=122 é o iao
molecular visto que o valor obtido corresponde a massa molecular do analito.
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O software Mass Frontier possibilita ainda a obtencédo dos mecanismos de fragmentacdo que por sua
vez dao origem aos ibes que compdem a “impressao digital” que é o espectro de massa. O ido 107
provavelmente é derivado da perda do grupo metilo, tal como é possivel observar pelo mecanismo de
fragmentacdo da figura 7.3. A biblioteca de dados permitiu ainda confirmar que o espetro obtido na
figura 7.2, corresponde ao espetro do composto em estudo com 63% de match.

OH OH

-«CH,

m/z 122 m/z 107

Figura 7.3-Mecanismo de fragmentacdo proposto do 4-etilfenol (I)

No caso do 4-terc-butilfenol (Il), os fragmentos i6nicos de razéo m/z 107, 135 e 150 foram os escolhidos
(figura 7.4). A biblioteca de dados confirmou o espetro do composto com um match de 51%.

120 Apex Peak #124 Scan: #3549 RT: 14.15 min NL: 1. 22E+009 + c El Full ms [50.00-500.00]
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Figura 7.4- Espetro de massa do 4-terc-butilfenol (I1)

J& o composto 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lll) tem como fragmentos iénicos de razdo m/z 0 177,
0 205 e 0 220 (figura 7.5). Mais uma vez o ido molecular aparece no espetro como o segundo ido mais
intenso. O pico correspondente ao ido 205 tem como possivel origem o mecanismo da figura 7.6. A
biblioteca de dados confirmou o espetro do composto com um match de 78%.
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120- Apex Peak #39 Scan: #4310 RT: 1547 min NL: 8. 44E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1| % #1 2,6-di-tert-butyl-p-benzoquinone - Peak #39 Scan: #4301 RT: 15.46 min NL: 1.41E+008
1 1771
100
75
] 220.2
135.1
205.2
b
m/z
SIOI o I1(I]0I o I1éﬂl o I2(I]0I o IZéOI o I3(I]OI o I35I0I o I460l o 45IO o lS(IJO
Figura 7.5-Espetro de massa do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lI)
O 0 + 0 +
O (@]
m/z 220 m/z 221 m/z 205

Figura 7.6-Mecanismo de fragmentagdo proposto do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (Il

O 1° passo descreve a ionizacdo que consiste na remoc¢éo de eletrdes numa das ligacdes 1 e o 2°
passo trata-se de uma decomposicao que ocorre deslocalizada do sitio com carga (charge remote
rearrangement). [5]

O espetro de massa do 2,4-di-terc-butilfenol (IV) tem como iBes mais abundantes (para valores de m/z
elevados) os fragmentos iénicos de razdo m/z 163, 191 e 206 (figura 7.7). A biblioteca de dados
confirmou o espetro do composto com um match de 62%. J& o espetro do 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol
(V) é definido pelos fragmentos ionicos de razéo m/z 217, 218 e 232 (figura 7.8).
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120 Apex Peak #38 Scan: #4401 RT: 15.63 min NL: 8. 34E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1 % #2 2,4-di-tert-butylphenol - Peak #38 Scan: #4396 RT: 15.62 min NL: 1.12E+009
100 57.1
75: 1911.4
501 19p.2
] 74.1
252 741 163.1
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Figura 7.7-Espetro de massa do 2,4-di-terc-butilfenol (IV)
120 Apex Peak #32 Scan: #4855 RT: 16.42 min NL: 2.03E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1] % #3 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy styrene - Peak #32 Scan: #4858 RT: 16.42 min NL: 1.57TE+008
100 217.2
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50 ]
] 232.2
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Figura 7.8-Espetro de massa do 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V)

O 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) tem como ido caracteristico um fragmento i6nico de razdo
m/z igual a 219 (figura 7.9). Mais uma vez, o mecanismo de dissociac¢é@o da ligacao T origina o i&o 235
gue por sua vez perde o ido O? e sofre um rearranjo dos hidrogénios dando origem ao ido caracteristico
do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (figura 7.10). Os ides de qualificacdo sdo os fragmentos
i6nicos de razdo m/z 191 e 234. A biblioteca de dados confirmou o espetro do composto com um match
de 75%.
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Apex Peak #42 Scan: #5355 RT: 17.29 min NL: 1.10E+009

+ ¢ El Full ms [50.00-500.00]

120
1| % #4 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde - Peak #42 Scan: #5354 RT: 17.29 min NL: 1.09E+009
1 2191
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Figura 7.9-Espetro de massa do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI)
HO. HO HO HO
+ +
/ 7/
m/z 234 m/z 235 m/z 219 m/z 219

Figura 7.10-Mecanismo de fragmentacdo proposto do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI)

Ja no caso do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII), o mecanismo que pode dar origem ao
fragmento idnico de razédo m/z 233, pode ser derivado de um rearranjo do sitio com carga da molécula,
ap6s o composto ter sido protonado (figura 7.12). Os fragmentos idnicos de razdo m/z 205 e 248
correspondem aos ides de qualificacéo (figura 7.11). A correspondéncia com a biblioteca de dados
garante um match de 95%.
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120 Apex Peak #32 Scan: #507 RT: 17.55 min NL: 5.42E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1| % #5 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyacetophenone - Peak #32 Scan: #5503 RT; 17.54 min NL: 4.47E+008
E 233.2
100 -
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Figura 7.11-Espetro de massa do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)

HO HO HO
+H"
% + —> +
o) OH o
A

m/z 248 m/z 249 m/z 233

Figura 7.12-Mecanismo de fragmentacdo proposto do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)

Finalmente o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (IX), pode ainda sofrer
fragmentacgfes, que ddo origem aos fragmentos idnicos de razdo m/z 277, 292 e 278 (figura 7.13). A
biblioteca de dados confirmou o espetro do composto com um match de 97%.

120 . AApex Peak #205 Scan: #6878 RT: 18.19 min NL: 1.60E+008 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1l % #2 IX - Peak #295 Scan: #5879 RT: 18.20 min NL: 1.55E+008
] 277.2
100
75
1 147.1
s504p7.1
: 2102 202.2
25 203.2 278.2
0] L |
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Figura 7.13-Espetro de massa do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (IX)
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Na andlise por GC-MS em modo Full Scan do composto 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-
dieno-2,8-diona (VIII), obteve-se um cromatograma com a presenca de 3 picos cromatograficos com
tempos de retencéo de 16,41; 16,47 e 18,14 min (figura 7.14).

1220222 4 #5 7,8-di-tert butyl-1-oxas piro(4 5)deca-6.8-disns2B-done. TicTIC

[ counts

10e8] Interferente ou
arg impureza 1
(tr=16,41 min)

. Composto VIII
/ (t==18,14 min)
4068 Interferente ou

30e3] impureza 2

2008 ‘ (tr=16,47 min)

- 15.14 1525 15.50 15.75 16.00 16.25 16.50 16.75 17.00 17.25 17.50 1775 18.00 18.25 18.50 18.75 19.00 18.25 19.57
Figura 7.14-Segmento do cromatograma obtido na analise do 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-

2,8-diona (VIIl) em modo Full scan

O espetro de massa obtido indicou que o composto VIl tinha um tempo de retencdo de 18,14 min
(figura 7.15). A comparacédo do espetro de massas com a biblioteca de espetros permitiu a identificacéo
do composto VIII com um match de 94%.

120 Apex Peak #46 Scan: #5847 RT: 18,14 min NL: 3.96E+007 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1| % #6 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione - Peak #46 Scan: #5846 RT: 18.14 min NL: 3.86E+007
1p7.1 217.2
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50; 50 175.1
] 232.2
] 91.0

25 2
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Figura 7.15-Espetro de massa do 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona (VIll) ao tr=18,14 min
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O espetro de massas do pico cromatografico ao tempo de retencdo 16,41 min correspondia a uma
possivel impureza do composto ou a uma interferéncia. A tentativa de identificacdo desta impureza,
nao foi possivel através da comparacéo do seu espetro de massas com a biblioteca de espetros, dada
a baixa probabilidade dos compostos sugeridos, assim como, a indicacdo de estruturas quimicas
completamente diferentes do composto em estudo. No entanto, esta impureza tinha como fragmentos
idnicos de maior intensidade os ides m/z 217,218 e 232 (figura 7.16) idénticos aos ides selecionados
para o 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V), ao mesmo tempo de retencao.

120 Apeyx Pealk #37 Scan: #1854 RT: 16.42 min NL: 4. 774008 + ¢ Fl Full ms [50.00-500.00]
1] % #06 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione - Peak #37 Scan: #4847 RT: 16.41 min NL: 7.69E+007
B 217.2
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Figura 7.16-Espetro de massa do pico cromatografico da impureza 1 ao tr=16,41 min

Por este motivo, a analise do 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona (VIII) iria
sempre interferir com a analise do 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V). Assim, ndo foi possivel efetuar a
validacdo do método de ensaio para este composto, tendo este sido excluido da lista de compostos a
estudar.

Ja na analise por GC-MS em modo Full-scan do acido 3-(3,5-di-terc-butil-4- hidroxifenil) propiénico (X),
obteve-se um cromatograma com a presenca de varios picos cromatograficos, como se pode observar
pela figura 7.17, sendo que a maioria diz respeito a produtos de degradacdo da coluna e outras
impurezas do solvente. Por outro lado, existem 4 picos cromatograficos com tempos de retencao de
16,42; 18,19; 18,45 e 19,67 min em que foram identificadas outras impurezas.
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Figura 7.17-Segmento do cromatograma obtido do composto Acido 3-(3,5-
propidnico (X) em modo Full scan
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O espetro de massa obtido indicou que o acido 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionico (X) tinha

um tempo de reten¢do de 18,46 min (figura 7.18). A comparacdo do espetro de massas com a biblioteca

de espetros permitiu a identificacdo do composto X com um match de 65%. No entanto, o sinal obtido

para este pico foi muito inferior ao sinal obtido para os picos com tempo
e 18,19 min.

Apex Peak #28 Scan: #6027 RT: 18.45 min NL: 2.10E+006

de retencgédo igual a 16,41 min

+ ¢ El Full ms [50.00-500.00]
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Figura 7.18-Espetro de massa do acido 3-(3,5-di-terc-butil-4- hidroxifenil) pr

120

opidnico (X) ao tr=18,46 min
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O espetro de massas do pico cromatografico ao tempo de retencao 16,43 min tinha como fragmentos
idnicos de maior intensidade os ibes m/z 217,218 e 232, mais uma vez idénticos aos ides selecionados
para o 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) (figura 7.19). Para além disso, o espetro de massas do pico
cromatografico ao tempo de retencdo 18,19 min, tinha como fragmentos iénicos os ibes 277,278 e 292
idénticos aos ibes selecionados para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X), como
se pode observar pela figura 7.20.

120 Apex Peak #23 Scan: #4854 RT: 1642 min NL: 6 65E+006 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1| % #7 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)propionic acid - Peak #23 Scan: #4859 RT: 16.43 min NL: 2.97E+006
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Figura 7.19- Espetro de massa do pico cromatogréfico da impureza 1 ao tr=16,43 min
120 Apex Peak #26 Scan: #5877 RT: 1819 min NL: 1. 77E+007 + ¢ El Full ms [50.00-500.00]
1] % #7 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl)propionic acid - Peak #26 Scan: #5884 RT: 18.20 min NL: 5.14E+006
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Figura 7.20-Espetro de massa do pico cromatografico da impureza 2 ao tr=18,19 min

A andlise do acido 3-(3,5-di-terc-butil-4- hidroxifenil) propionico (X) iria sempre interferir com a analise
do 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) e do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X).
Assim, também néo foi possivel efetuar a validacdo do método de ensaio para este composto, tendo
este sido excluido da lista de compostos a estudar.
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7.2 Validagao do Método de Ensaio - SPE-GC/MS

Tendo em conta o estudo de Rodil et al. (2010) [40] que suporta o uso de SPE, apresentando uma
gama de trabalho entre 2 e 2000 pg/L e um LOQ de 2,1 e 2,9 para o composto Ill e VI, respetivamente,
decidiu-se inicialmente implementar esta técnica de preparacéo de amostra.

Optou-se por uma gama de trabalho semelhante para todos os compostos de interesse, visto que o
método analitico fica mais simples e € menos suscetivel a erros e uma vez que a sensibilidade
cromatografica dos compostos assim o permite. O intervalo da gama de trabalho foi escolhido tendo
em conta o fator de concentracdo e o valor limite mais baixo para os compostos em estudo (0,1 pg/L)
correspondente a concentragdo maxima tolerdvel em agua de consumo humano, segundo o documento
“4MSI Draft Common Approach on Organic Materials — Part C”. Os testes de linearidade, assim como
o0 estudo da precisao e dos limiares analiticos sdo apresentados no anexo J.

7.2.1 Efeito de matriz

A aplicacdo de um método de preparacao de amostras liquidas, neste caso o SPE, torna necessario o
estudo do efeito de matriz. Para tal usaram-se véarias matrizes incluindo 2 amostras de agua ultrapura,
4 de consumo humano e 2 amostras de agua superficial que foram submetidas ao processo de SPE
descrito no subcapitulo 6.8.1, até a obtencé@o do respetivo extrato organico. De seguida efetuou-se o
estudo do efeito de matriz de acordo com o descrito no subcapitulo 6.7.4. Os resultados obtidos estao
apresentados na figura 7.21.

900
m Agua ultrapura 1 = 800
] < 700
Agua ultrapura 2 N 500
u Agua de consumo humano 1 g 500
Agua de consumo humano2 & 400
m Agua de consumo humano 3 2 300
o tli'j 200
= Agua de consumo humano 4 100 5
m Agua superficial 1 0
lAgua superficial 2 | 1l 1 v \' Vi VIl IX
Composto

Figura 7.21-Efeito de matriz em diferentes matrizes por SPE

Neste cenario concluiu-se que existia um efeito de matriz que amplificava o sinal cromatografico do
equipamento. Foram obtidas diferencas percentuais do valor médio muito superiores a 20% 0 que
significa que ocorre efeito de matriz. Os compostos | e Il sdo os que apresentam menor efeito de matriz,
o0 que significa que a intensidade do sinal ndo esta tdo comprometida como para 0s outros compostos.
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No entanto, € importante compreender que as percentagens sdo irregularmente elevadas,
questionando-se assim a veracidade dos resultados.

Dada a existéncia do efeito de matriz, ndo é possivel efetuar uma calibracdo dos compostos em estudo
em solucdes preparadas em solvente, de modo a quantificar os compostos huma matriz de agua sujeita
ao processo de preparacéo por SPE.

Deste modo, uma das solucdes para eliminar o efeito de matriz é efetuar uma calibracdo em matriz
ajustada. Nesta situacdo, as solucdes padrdo de calibracdo s@o preparadas no extrato organico da
matriz da amostra que foi submetida ao processo de SPE.

Averiguou-se se seria possivel implementar a calibracdo em matriz ajustada usando uma matriz
representativa de varias amostras do mesmo tipo. Neste caso, os padrdes de trabalho utilizados na
preparacdo da reta de calibracdo foram realizados em extratos de agua da torneira em vez de
diclorometano. Adicionou-se previamente 300 mg de tiossulfato de sédio a 1 L de 4gua da torneira para
remocédo do cloro da agua. De seguida analisou-se os extratos de 4 amostras diferentes de agua de
consumo humano e comparou-se com a reta de calibracdo ajustada preparada em agua da torneira
para ver se existia alguma concordancia.

Como se pode observar pela figura 7.22, ocorreu uma descida geral do valor percentual do efeito de
matriz para perto de metade. Apesar da matriz da agua da torneira se assemelhar & matriz das
amostras, o efeito de matriz sentido continua a ser consideravel concluindo assim a inviabilidade desta

alternativa.
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Figura 7.22- Efeito de matriz em dguas de consumo humano por SPE em matriz ajustada

Desta forma, os resultados obtidos indicam que deve ser efetuada a preparacdo de uma reta de
calibracdo individual em matriz ajustada por amostra, ndo sendo possivel usar uma matriz
representativa de diversas amostras, pelo menos para as aguas de consumo humano.
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7.2.2 Ensaios de recuperagao

Ap6s a confirmagdo da gama de trabalho escolhida e do estudo do efeito de matriz, procedeu-se a
andlise da exatidao através de ensaios de recuperagdo. Os ensaios de recuperagdo permitem saber a
quantidade de determinado composto, recuperado pelo processo de preparacdo da amostra, em
relacdo a quantidade real. Além disso, possibilitam a detecao de possiveis interferentes que possam
estar presentes nas diferentes matrizes analisadas, avaliando assim o potencial efeito de matriz.

Foram analisadas 8 amostras de 4gua de consumo humano da rede de distribuigdo da EPAL. Utilizou-
se as solucdes de fortificacdo descritas no capitulo 6.4.4, para fortificar as diferentes amostras. Apés o
processo extrativo, foi efetuada a analise dos compostos em estudo por GC-MS em modo SIM.

Tal como descrito no capitulo 5.3.1.3, procedeu-se ao calculo da percentagem de recuperacdo dos
compostos de interesse, usando a calibracdo em matriz ajustada. Os resultados estdo apresentados
na tabela 7.1.

Tabela 7.1-Recuperacdes médias de diferentes tipos de amostras de dguas de consumo humano, usando a

calibracdo em matriz ajustada

Recuperacéo RSD (%)
Compostos -
média (%) n=18
4-etilfenol (1) 76,1 8,4
4-terc-butilfenol (11) 77,6 7,5
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 52,7 74,7
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 86,5 39,6
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) 44,2 23,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 78,0 15,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 70,0 11,8
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

53,7 53,1

propionato de metilo (IX)

Verificou-se que a recuperagédo média obtida apresentou valores inferiores a 60% para os analitos I,
V e IX. Para além disso, o desvio padréo relativo obtido para os compostos lll, IV e IX foi superior a
25%, o que reflete uma ma precisao dos ensaios de recuperacédo em condicdes de precisdo intermédia.
Em alguns compostos, também se comprovou uma baixa repetibilidade dos ensaios de recuperagao
da mesma amostra, como se pode observar pela tabela 7.2, onde os desvios padrédo relativos da
recuperacdo média do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lll) e do 2,4-di-terc-butilfenol (IV) séo
superiores a 30%.

124



Capitulo 7 - Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Tabela 7.2-Recuperacdes médias de uma amostra de dgua de consumo humano

Recuperacao RSD (%)

Compostos .
média (%) n=4
4-etilfenol (1) 70,7 52
4-terc-butilfenol (II) 81,0 6,9
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (l11) 55,8 49,4
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 122,6 33,1
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) 58,0 8,8
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 83,0 8,7
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 80,6 8,2

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

81,8 23,0

propionato de metilo (IX)

7.2.3 Troubleshooting — Contaminagao do branco

Dada a variabilidade dos resultados obtidos em matriz ajustada, questionou-se a possibilidade da
ocorréncia de interferentes nas amostras analisadas. Assim decidiu-se avaliar apenas o extrato de uma
das amostras sem fortificagdo tendo sido encontradas provas de uma possivel contaminagdo. Foi
possivel identificar os picos cromatograficos dos compostos em estudo, pelos tempos de retengéo e
pelas intensidades relativas entre o sinal de cada um dos ides de qualificacédo e o ido de quantificacdo.

A contaminacdo pode ser proveniente da amostra ou do processo de extragdo. Caso, o extrato do
ensaio em branco também possua 0s compostos em estudo, 0 mais provavel é que a contaminacdo
provenha do processo de extracdo, visto que a probabilidade de o branco ja ter os compostos em
estudo é reduzida. A 4gua ultrapura foi escolhida como ensaio em branco do sistema.

Os resultados obtidos do extrato do branco em SPE em 6 ensaios independentes estao representados
na figura 7.23. Para néo ser considerada uma contaminacéo, o sinal obtido dos compostos em estudo
no ensaio em branco ndo deve ser superior a um ter¢o do sinal do primeiro ponto da gama de trabalho
(P1). Por outras palavras, o sinal obtido no branco dos compostos em estudo ndo deve ser superior ao
limite de detec&o.
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Figura 7.23-Intensidade do sinal cromatografico dos compostos em estudo no extrato do ensaio em branco
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Para além de ndo ser cumprido o requisito especificado anteriormente, é de realcar que muitos dos
valores obtidos estdo acima do limite maximo da gama de trabalho (P8). Além disso, os ensaios nao
apresentam coeréncia entre si, apresentando uma variabilidade elevada de ensaio para ensaio.

Tentou-se perceber a causa ou as causas deste problema estando algumas possibilidades no diagrama
de espinha de peixe representado na figura 7.24.

Preparacgdo da G, Gama de PI'OCESSS de
amostra %, trabalho o % extragao
%nl ’% < ,%a r .
) % s 5% 00% 9% Cartucho incompativel
Agua ultrapura ndo 694 o, Bt %
i <% %, < @, Ly R
funciona como branco < T %, ’@‘%;, % %o Solventes inadequados

Interferéncias tém

mais impacto Carryover \ \ \

\ Contaminagdo
do branco

Tubos de concentracdo

Tubos de recolha
Baldo volumétrico

Material
contaminado

Figura 7.24-Diagrama causa-efeito referente a contaminacdo do branco

Sabe-se que o problema né&o seria do GC/MS porque ao realizar injecfes de solvente ndo é detetado
nenhum dos compostos. Logo o problema seria causado pelo processo de preparacdo da amostra:
material volumétrico ou sistema de SPE (cartuchos).

<+ Material volumétrico contaminado

Primeiro foi avaliado se os interferentes eram provenientes do material volumétrico usado no processo
de preparacao da amostra. Para tal, usaram-se tubos de recolha de SPE novos e o baldo volumétrico
e o0s tubos de concentracdo do Turbovap foram lavados varias vezes com diclorometano. Procedeu-se
de novo a execucgdo do ensaio em branco e verificou-se que os contaminantes continuavam a surgir
pelo que sera expectavel que a fonte de contaminacédo seja o sistema de SPE.

®,

% Extracao em fase sélida com recurso ao manifold

Dada a existéncia no laboratério de um equipamento semiautomatico (manifold), que ndo possui as
tubagens de transferéncia da amostra e dos solventes do sistema automatico (Dionex, AutoTrace 280),
foi efetuado um ensaio em branco nas mesmas condi¢cfes neste equipamento. Os resultados obtidos
foram também insatisfatorios, dado que o sinal nos ensaios em branco registou valores superiores ao
limite de detecao (tabela 7.3). No entanto, € dificil excluir por completo o plastico, visto que o manifold
também possui alguns materiais dessa natureza: a tampa do manifold que assegura a posicao dos
cartuchos é feita de polipropileno.

Desta forma, 0 uso do manifold (SPE) no processo de preparacdo da amostra nao é aconselhavel.
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R/

<+ Estudo aos solventes usados no SPE

No método utilizado em SPE utilizam-se 2 solventes no passo de condicionamento do cartucho:
diclorometano e metanol. No passo de eluicdo, o solvente utilizado é o diclorometano. Em contacto
com os cartuchos de SPE, estes solventes podem eluir compostos indesejados deixando impurezas no
extrato que podem dificultar a quantificacdo dos compostos.

Posto isto, a etapa de condicionamento foi recriada no manifold e os solventes envolvidos foram
recolhidos. Procedeu-se a evaporacdo destes solventes num Turbovap e a posterior analise por
GC/MS. Os sinais cromatograficos obtidos foram os mais altos até a altura, suspeitando-se assim que

a fonte dos interferentes possa ser do cartucho de SPE utilizado.

Tabela 7.3-Sinais cromatogréficos obtidos nos solventes de lavagem e no ensaio em branco (agua ultrapura)
obtido por manifold

Sinal cromatografico

Compostos Ensaio em
Metanol Diclorometano  branco no LOD
manifold
4-etilfenol (1) 18 160 45 722 245 116
4-terc-butilfenol (11) 20 748 375 75
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lIII) 2533 15584 447 12
2,4-di-terc-butilfenol (IV) 7 181 24 961 771 71
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) 1115 2644 246 18
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 284 2 496 265 25
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 79 599 25 25
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
360 2243 271 11

propionato de metilo (IX)

Sabe-se que o cartucho de SPE é feito de polipropileno o que pode estar a resultar na contaminagéo
dos extratos. O aditivo Irganox 1010 é comummente utilizado em poliolefinas, mais particularmente no
polipropileno, visto que as suas propriedades antioxidantes desaceleram a degradag¢do do
polimero.[121][122] E sabido pelo capitulo 1.6, que os compostos lIl, V, VI e IX s&o produtos de
degradacédo deste aditivo. Para além disso na figura 1.4, é possivel concluir pela literatura que pelo
menos o composto IV e VI foram encontrados em ensaios de migracdo ao polipropileno.

Posto isto, apesar de Rodil et al (2010) [40] utilizarem este cartucho para a extracdo da amostra,
identificando o composto Il e VI, ndo é possivel determinar se o material do invélucro do cartucho
OASIS HLB utilizado seria de polipropileno ou vidro. Para além disso, este artigo fazia uso de
derivatizacao.
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R/

% Pesquisade interferentes do cartucho usado em SPE

O cartucho tem trés componentes principais: a fase estacionaria, os mini-discos e o invélucro. De modo
a averiguar quais os compostos contidos no cartucho, introduziu-se separadamente os diferentes
componentes em goblets com 100 mL de diclorometano. Caso exista migracdo de compostos para o
solvente, confirma-se a inadequabilidade do cartucho. De seguida estas amostras foram concentradas
até se obter um volume de 0,5 mL. As concentragdes obtidas para cada um dos compostos foram
estimadas com base nas respetivas retas de calibracdo de cada composto (tabela 7.4).

Tabela 7.4-Concentragdo estimada dos compostos presentes no solvente em contacto com o cartucho

Concentragéo (ug/L)

Fase L .
Composto . Mini-discos Invélucro
estacionaria
4-etilfenol (1) - - -
4-terc-butilfenol (1) - - -

2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) - - -

2,4-di-terc-butilfenol (1V) 53,64 * 69,43 * 566,49
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) - 79,72 * 189,95
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) - - 135,66

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo (1X)

*Estas concentragdes encontram-se abaixo do primeiro padrdo da gama de trabalho sendo extrapoladas na equagao da reta

- - 953,56

Pela tabela 7.4, confirma-se que os compostos IV, VI, VIl e IX foram detetados em diferentes
componentes do cartucho. Provou-se ainda que a principal fonte de contaminacao é efetivamente o
invélucro que registou concentracdes significativas dos compostos de interesse.

Finalmente, foi possivel concluir que ndo seria possivel avancar com a técnica de preparagédo de
amostra em SPE dado todos os fatores listados anteriormente. Desta forma, considerou-se face aos
resultados obtidos, que os estudos seguintes seriam efetuados utilizando como método de preparacao
da amostra a Extragdo Liquido-Liquido (LLE), dado minimizar a presenca de material plastico.
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7.3 Validagao do Método de Ensaio - LLE-GC/MS

Apés a conclusao de que o método em extracédo em fase sélida com o cartucho de SPE de plastico, é
incompativel com os compostos em estudo, optou-se pela extracao Liquido-Liquido como método de
preparacao da amostra. Esta técnica reduz o contacto das amostras com componentes plasticos que
a possam contaminar, dado que o material utilizado é maioritariamente em vidro.

Os estudos iniciais efetuados com a LLE incidiram nos ensaios em branco efetuados com agua
ultrapura. Estes ensaios em branco por LLE foram realizados nas mesmas condicbes que 0s ensaios
em branco por SPE (mesmo solvente (diclorometano) e mesmo fator de concentragdo). Os sinais
cromatograficos médios dos 6 ensaios em branco por SPE foram comparados com os sinais
cromatograficos dos ensaios em branco por LLE. Os resultados podem ser examinados na figura 7.25.
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Figura 7.25- Diferenca entre a intensidade do sinal cromatogréafico obtido nos extratos dos brancos em SPE e LLE
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Observa-se que existe uma grande diferenca no sinal obtido entre o ensaio em branco de LLE e o
obtido de SPE. Para os compostos I, Il, IV, VIl e IX, o ensaio em branco de LLE representa menos de
um ter¢o do primeiro ponto da gama de trabalho, podendo assim ser considerada uma quantidade
vestigial aceitavel cumprindo o critério de aceitacdo de um ensaio em branco (sinal < LOD).

Apesar da técnica LLE apresentar reducgdes significativas na contaminacdo, ainda existiam
interferéncias nos ensaios em branco dos compostos Ill, V e VI.

Como néo existe nenhum valor paramétrico para 0s compostos em estudo assumiu-se inicialmente
uma gama de trabalho que incluisse a concentracdo de 0,1 pg/L (valor limite dos compostos | e V tal
como indicado no documento “4MSI Draft Common Approach on Organic Materials — Part C”). As
gamas de trabalho inicialmente estudadas (Anexo J) eram para valores de concentracdo muito baixos.
Apesar dos estudos de linearidade permitirem a aplicacdo destas gamas de trabalho, os ensaios em
branco efetuados por LLE ndo cumpriram o critério de aceitacdo exigivel (sinal<LOD) para os
compostos I, V e VI.

Dado que os valores limite dos compostos Il, Ill, VI, VIl e IX, indicados no documento “4MSI Draft
Common Approach on Organic Materials — Part C”, sdo mais elevados, optou-se entdo por gamas de
trabalho a concentracdes mais altas. As novas gamas de trabalho estudadas n&o foram suficientes
para corrigir o peso das interferéncias com a prepara¢éo da amostra em SPE, mas ao utilizar a LLE as
interferéncias encontradas no branco foram tidas como irrisérias para todos os compostos, tendo sido
finalmente obtido um ensaio em branco com sinal inferior ao LOD para 0os compostos em estudo.

No entanto, para o composto V, ndo foi possivel encontrar uma gama de trabalho que nao resultasse
na contaminacao do branco. Posto isto, a validagdo do método para 0 mesmo nado pode ser feita em
conjunto com os restantes compostos tendo de ser aplicada outro tipo de metodologia.

7.3.1 Estudo de linearidade dos compostos

Tendo em conta as novas gamas de trabalho, numa fase inicial foi estudada a linearidade instrumental
dos compostos de interesse, por GC/MS. Para tal, foram analisadas 8 solu¢Bes padrdo de trabalho
com diferentes concentracdes tal como descrito no capitulo 6.5.3. De seguida, com os resultados
obtidos efetuou-se a representacdo grafica que relaciona o sinal obtido (varidvel y) e a concentracéo
de cada um dos compostos (variavel x). Tendo em conta 0 método dos minimos quadrados (Anexo B)
obtiveram-se as retas de calibraco das figuras 7.26 a 7.32:
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Figura 7.26-Representacao grafica da reta de calibragdo do 4-etilfenol (I)
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Figura 7.27-Representacao grafica da reta de calibracdo do 4-terc-butilfenol (I1)
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2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lll)
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Figura 7.28-Representacao grafica da reta de calibracdo do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (ll1)
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Figura 7.29-Representacao grafica da reta de calibracdo do 2,4-di-terc-butilfenol (IV)
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Figura 7.30- Representacdo gréafica da reta de calibracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI)
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3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)
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Figura 7.31-Representacdo gréfica da reta de calibracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (IX)
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Figura 7.32-Representacdo gréfica da reta de calibracdo do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato
de metilo (IX)

E possivel depreender que existe uma clara zona de linearidade em todos 0s compostos para as gamas
de trabalho escolhidas. Pela tabela 7.5, verifica-se que os coeficientes de correlagéo, r, sdo superiores

a 0,995 e que o limite de quantificacdo instrumental, calculado a partir do desvio padréo residual da
reta de calibragéo, é inferior & menor concentragdo da gama em estudo.
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Tabela 7.5-Resumo dos resultados da aplicacdo do método dos minimos quadrados para os compostos em

estudo
Gama de o Limite de
. ] Coeficiente . N
Composto linearidade N Quantificagéo
de correlagdo
(ug/L) instrumental (ug/L)
4-etilfenol (1) 5,2-46,6 0,9999 2,51
4-terc-butilfenol (II) 125-875 0,9998 56,06
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (l11) 125-875 0,9998 56,76
2,4-di-terc-butilfenol (IV) 125-875 0,9997 69,04
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 125-875 0,9995 89,00
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 125-875 0,9999 50,17
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
125-875 0,9995 94,69

propionato de metilo (1X)

No entanto, sabe-se que um coeficiente de correlagdo perto de 1 também pode ser obtido quando se
trata de uma fun¢éo ndo linear. Por esse motivo, a andlise de residuos (Anexo C) e o teste de Mandel
(Anexo D) sdo imprescindiveis para a determinagéo da existéncia de linearidade.

O modelo linear esta bem ajustado, dado que os valores dos residuos estao dispersos aleatoriamente
em torno de zero, com variancia constante (Anexo C). Pelo teste de Mandel, foi possivel comprovar
gue o valor de teste é inferior ao valor critico e por esse motivo confirma-se a linearidade da calibracéo
como se pode observar pelos resultados obtidos na tabela 7.6. De notar, que o valor critico foi calculado
com base nos graus de liberdade dos ajustes linear e polinomial (Anexo D).

Tabela 7.6- Resumo dos resultados obtidos da aplicacdo do teste de Mandel para os compostos em estudo

Composto Valor de Teste Valor Critico
4-etilfenol (1) 0,001 6,61
4-terc-butilfenol (11) 0,77 7,71
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (ll1) 5,68 7,71
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 5,52 7,71
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 5,25 7,71
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 1,25 7,71

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 0,001 7,71
propionato de metilo (1X)

A quantificacdo pelo fator de resposta pode ser ainda aplicada caso a gama de linearidade cumpra os
requisitos do teste de RIKILT (Anexo E) e do teste das areas normalizadas (Anexo F). A decisdo de
aceitacao destes testes € apresentada na tabela 7.7.
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No caso do composto 1V, este ndo cumpre o critério de aceitacdo do teste das areas normalizadas,
visto que um dos valores normalizados é superior a 115%. Ja o composto VIl ndo cumpre ambos os
testes. No teste de RIKILT, o valor percentual da razdo entre o sinal instrumental e o valor da
concentracdo de um dos pontos de calibracdo ndo esta compreendido entre 90 e 110%. Ja no teste
das areas normalizadas, uma das alturas normalizadas tem um desvio de cerca de 25%, ultrapassando
o critério de aceitacédo (15%). Deste modo, n&o é possivel o uso do fator de resposta hum ponto da
gama de trabalho para quantificar estes dois compostos em rotina, sendo necessario recorrer a uma
reta de calibracdo. Uma solucdo para contornar esta situacdo, seria selecionar outra zona de
linearidade através da alteracao da gama de trabalho, de modo a conseguir cumprir os critérios destes
dois testes.

Tabela 7.7- Resumo dos resultados obtidos da aplicacdo do Teste de RIKILT e do Teste das areas normalizadas

para os compostos em estudo

Composto Teste de RIKILT Teste das areas normalizadas

4-etilfenol

]
&

K|
K]

4-terc-butilfenol

&
&

2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

K|
Xl

2,4-di-terc-butilfenol

&
&

3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

X
X

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo

&
&

7.3.2 Confirmacdo da identidade dos compostos em estudo

De modo a confirmar a identificagdo dos compostos em estudo, pode ser averiguada a intensidade
relativa entre o sinal de cada um dos ides de quantificacdo e o sinal do ido de qualificacdo. Esta razéo
€ caracteristica de cada composto e € um dos critérios usados para a confirmac¢do de um composto
numa amostra real. Na tabela 7.8, estdo representados os racios em questdo, em valor percentual,
para cada um dos compostos e 0s respetivos desvios padrédo relativos que foram calculados tendo por
base os padrfes de calibracao.

137



Capitulo 7 - Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Tabela 7.8-Intensidade relativa entre o sinal de cada um dos ides de qualificacdo e o ido de quantificacdo

Racio entre o sinal do ido de qualificacdo e do ido
de quantificagao

l1&o de l&o de
L RSD (%) L RSD (%)
Composto gualificacao n=g qualificacao n=8
n.°1 (%) B n.° 2 (%) B
4-etilfenol (1) 33 1,7 16 0,5
4-terc-butilfenol (11) 22 0,1 41 0,5
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (llI) 48 15 28 25
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 16 0,1 7 0,1
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 25 0,2 39 0,3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 22 0,4 24 0,8
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
24 11 33 0.4

propionato de metilo (IX)

7.3.3 Efeito de matriz

Torna-se novamente necessario o estudo do efeito de matriz desta vez fazendo uso da LLE. Para tal,
usaram-se 8 amostras diferentes de dgua de consumo humano que foram submetidas ao processo de
LLE descrito no subcapitulo 6.8.2, até a obtencéo do respetivo extrato organico. De seguida, efetuou-
se o estudo do efeito de matriz de acordo com o descrito no subcapitulo 6.7.4. Os resultados obtidos
estdo apresentados na figura 7.33.
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Figura 7.33- Efeito de matriz em aguas de consumo humano por LLE
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Desta vez, os valores obtidos do efeito de matriz apresentam-se mais perto do valor esperado. O seu
valor percentual varia entre 19% e 64% dependendo do composto em estudo. Deste modo, é possivel
confirmar que existe um efeito de matriz que intensifica o sinal cromatografico dos analitos. O composto
I de um modo geral apresenta menor efeito de matriz, visto que o valor mais elevado registado foi de
40%. Ja o composto Ill, é o que apresenta maior efeito de matriz visto que o valor mais elevado
registado foi de 64%.

A implementagdo do método em matriz ajustada em rotina laboratorial € um método extremamente
laborioso em termos do volume de amostra necessario, assim como de tempo de analise, pelo que foi
explorada uma opgéo mais viavel que pudesse resolver o efeito de matriz, através do estudo do método
de padrao interno.

7.3.4 ldentificagdo dos padrdes internos

O uso de padrdes deuterados permite efetuar uma analise quantitativa dos compostos em estudo em
amostras. A quantificacéo é realizada com base na area relativa dos picos cromatogréaficos. Ou seja, 0
sinal do composto A é sempre referido em relacdo ao sinal do padréo interno correspondente (Ya/Yr).
A concentracdo de cada composto identificado na amostra € calculada pela equacao 7.1.

YaXxI

x Yextracto o 1000  (7.1)
Ypr Vo

C(ng/L) =

Y, — Area do pico do composto na amostra

I — Concentracéo de padréo interno no extrato (pg/L)
Yp; — Area do pico do padr&o interno na amostra

Vy — Volume de 4gua extraido (mL)

Voxtracto — VOlume do extrato organico no vial (mL)

Foi realizada uma pesquisa dos is6topos disponiveis comercialmente, visto que estes tém um
comportamento analogo aos compostos de interesse. Foram encontrados no mercado is6topos do 4-
etilfenol e do 4-terc-butilfenol (tabela 7.9).

Tabela 7.9-Propriedades dos padrdes internos deuterados dos compostos | e |l

B 3 o Massa molar Ponto de ebulicéo
Padr8es deuterados Férmula Quimica
(9/mol) (°C)
4-etilfenol-dio CsD10O 132,23 218 - 219
4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-
q C10HD130 163,3 236 - 238
4
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Para este estudo, injetou-se solucdes individuais dos padrdes internos (com uma concentracao
aproximada de 10 mg/L) por GC-MS em modo Full scan obtendo-se os espetros de massa das figuras
7.34 e 7.35.

qu_ Apex Peak #1385 Scan: #2882 RT: 13.01 min NL: 6.43E+007 + ¢ El Full ms [50.00-500.00] °
1| % #1 d10-1 - Peak #135 Scan: #2883 RT: 13.01 min ML 4.54E+007
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Figura 7.34-Espetro de massa do 4-etilfenol-d1o
;20 Apex Peak #187 Scan: #3485 RT: 14.05 min ML: 4. 30E+007 + ¢ El Full ms [60.00-500.00] °
1| % #2 d8-1l - Peak #187 Scan: #3430 RT: 14.03 min ML: 8. 21E+006
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Figura 7.35-Espetro de massa do 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-d4

Na analise por GC-MS em modo Full scan, da mistura dos compostos em estudo e dos padrfes internos
deuterados, optou-se pelo programa de temperaturas otimizado referido na tabela 6.18, de modo a
obter um cromatograma com uma 6tima separacao dos picos cromatograficos, como € possivel verificar
na figura 7.36 onde se apresentam os tempos de retencdo dos compostos em estudo e dos padrdes
internos deuterados.
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Figura 7.36-Cromatograma da mistura de compostos em estudo e dos padrdes internos deuterados obtido apds

analise por GC-MS em modo Full Scan

7.3.5 Escolha do padrao interno para cada um dos compostos em
analise

Num estudo inicial, foram adicionados os dois padrdes internos (4-etilfenol-dio e 0 4-terc-butil-ds-fenol-
2,3,5,6-d4) a uma solugdo padréo de trabalho da gama de linearidade (padréo de calibragéo P5) e a
uma amostra de agua de consumo humano fortificada com os compostos em estudo, a qual foi efetuada
uma extracgédo liquido-liquido. Posteriormente, a solugao padrao e o extrato orgénico da amostra foram
analisados por GC-MS. As condicdes do método cromatografico foram adaptadas, de modo a conseguir
identificar os padrdes internos com o modo de operagédo SIM (tabela 6.22).

Para determinar a adequacdo destes padrdes internos, comparou-se a razao Ya/Ye no extrato da
amostra com o da solucdo padrdo de trabalho (tabelas 7.10 e 7.11).
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Tabela 7.10-Area relativa dos compostos na solucio padrdo de trabalho P5 e no extrato de uma amostra de agua

de consumo humano em relagdo ao 4-etilfenol-dqo

. Razéo 5 Erro
Padréo interno Razao Ya/Yp )
Composto Ya/Ypino relativo
(C=36,1 pg/L) no extrato
P5 (%)
4-etilfenol 4-etilfenol-dio 1,17 1,16 1
4-terc-butilfenol 4-etilfenol-d1o 39,83 38,06 4
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 4-etilfenol-dio 11,03 11,28 2
2,4-di-terc-butilfenol 4-etilfenol-dio 39,79 41,22 4
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 4-etilfenol-dio 35,42 41,52 17
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 4-etilfenol-dio 42,03 44 .22 5
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) )
4-etilfenol-dio 7,92 9,38 18

propionato de metilo

Tabela 7.11-Area relativa dos compostos na solucdo padrédo de trabalho P5 e no extrato de uma amostra de 4gua

de consumo humano em relacdo ao 4-terc-butil-dy-fenol-2,3,5,6-d4

.. Razao . Erro
Padr&o interno Razao Ya/Yp ,
Composto YalYpinO relativo
(C=693,8 ug/L) no extrato
P5 (%)

. 4-terc-butil-de-
4-etilfenol 0,052 0,051 2
fenol-2,3,5,6-d4

. 4-terc-butil-de-
4-terc-butilfenol 1,78 1,66 7
fenol-2,3,5,6-d4

. . ) 4-terc-butil-de-
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 0,49 0,49 0
fenol-2,3,5,6-ds

. . 4-terc-butil-de-
2,4-di-terc-butilfenol 1,78 1,80 1
fenol-2,3,5,6-d4

. . . . ; 4-terc-butil-do-
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 1,59 1,82 14
fenol-2,3,5,6-d4

4-terc-butil-do-

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 1,88 1,93 3
fenol-2,3,5,6-d4
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) 4-terc-butil-de-

. . 0,35 0,41 17
propionato de metilo fenol-2,3,5,6-d4

Para os compostos 4-etilfenol e para o 4-terc-butilfenol, o padréo interno deuterado selecionado foi o
seu is6topo correspondente. Para os restantes compostos, o padrao interno com uma razdo Ya/Ypi N0
extrato que melhor se aproximou da raz&@o Ya/Ye das solugdes padréo de trabalho foi o 4-terc-butil-do-
fenol-2,3,5,6-da.
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7.3.6 Estudo de Linearidade dos padrdes internos

Apb6s a escolha dos padrdes internos, torna-se fulcral compreender o comportamento dos mesmaos,
para perceber a sua adequacdo aos compostos em estudo. Nas figuras 7.37 e 7.38, estdo
representadas as curvas de calibracio do 4-etilfenol-dio e do 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-ds. E possivel
verificar que a concentracao do surrogate adicionada a amostra, representada no grafico com uma cor
diferente, se situa aproximadamente a meio da gama de trabalho escolhida.

4-etilfenol-d,
1 000
y =10,77x - 24,38
800 R2 = 0,9997
< 600
£
» 400
200
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentracéo (ug/L)
Figura 7.37- Representacdo gréfica da reta de calibracdo do 4-etilfenol-d1o
4-terc-butil-d4-fenol-2,3,5,6-d,
25000
20 000 y =12,89x - 722
T R2 = 0,9994
c
& 15 000
10 000
5000
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Concentracéo (ug/L)

Figura 7.38-Representacdo grafica da reta de calibracdo 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-d4

Confirma-se a linearidade dos padr8es internos na gama de trabalho estudada, visto que os residuos
estdo distribuidos aleatoriamente e pelo teste de Mandel, o valor de teste é inferior ao valor da

distribuicdo F de Fisher (Anexo C e D). Os resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 7.12 e
7.13.
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Tabela 7.12- Resumo dos resultados da aplicacdo do método dos minimos quadrados para os padrdes internos

Limite de
Gamade Coeficiente de Quantificacéo
Composto . . ~ .
linearidade (pg/L) correlacdo instrumental
(Hg/L)
4-etilfenol-d1o 9,0-81,1 0,9999 4,82
4-terc-butil-do-fenol-2,3,5,6-d4 173,4 - 1561 0,9997 121,41

Tabela 7.13-Resumo dos resultados de teste de Mandel para os padrdes internos deuterados

Composto Valor de Teste Valor Critico
4-etilfenol-dio 0,041 7,71
4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-da 0,35 6,61

7.3.7 Estudo de Linearidade dos compostos usando padrdes
internos

Dada a necessidade de utilizar padrdes internos para a validagcdo do método analitico, torna-se
necessario estudar a linearidade da curva de calibracdo Ya/Yr em funcdo da concentracdo dos
compostos de interesse.

O procedimento para determinar a linearidade é o mesmo que foi explicitado anteriormente, a excecao
que as solucdes padrédo de calibracdo agora tém uma concentragdo constante dos padrfes internos.
Neste caso, representou-se graficamente 6 retas de calibracdo para cada composto de interesse e
calculou-se um declive médio e uma ordenada de origem média. Calculou-se também o desvio padréo
relativo (%RSD) do declive obtido. As retas, preparadas entre 30 de Junho de 2022 e 29 de Julho de
2022, foram obtidas com 6 a 8 pontos referentes as solugdes padrao de calibracao (figuras 7.39 a 7.45).
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Figura 7.39- Representacdo gréafica da reta de calibracdo do 4-etilfenol com padrao interno (4-etilfenol-d+o)
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Figura 7.40- Representacdo gréafica da reta de calibracdo do 4-terc-butilfenol com padrédo interno (4-terc-

butil-do-fenol-2,3,5,6-d4)
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2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (lll)
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Figura 7.41- Representacdo grafica da reta de calibracdo do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padrao
interno (4-terc-butil-dg-fenol-2,3,5,6-d4)

2,4-di-terc-butilfenol (IV)

S m = 0,0033 b
< % RSD = 10%
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Figura 7.42- Representacdo gréfica da reta de calibracdo do 2,4-di-terc-butilfenol com padrao interno (4-
terc-butil-dg-fenol-2,3,5,6-ds)
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3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI)
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Figura 7.43- Representacdo gréafica da reta de calibracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com
padrao interno (4-terc-butil-ds-fenol-2,3,5,6-d4)

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)
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Figura 7.44- Representacédo grafica da reta de calibragdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com
padrdo interno (4-terc-butil-do-fenol-2,3,5,6-d4)
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3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X)
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Figura 7.45- Representacdo gréfica da reta de calibracdo do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato
de metilo com padrdo interno (4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-da)

Todos os compostos demonstraram ter gamas de linearidade bem ajustadas, pelo método dos minimos
quadrados. O composto com um maior desvio padrdo relativo em relagdo aos declives obtidos foi o
composto IX, com um desvio de 37%. Ja os compostos |, IV e VIl apresentaram um RSD inferior a 12%.

Apés a andlise das varias retas de calibracdo para cada composto, foi escolhida uma para efetuar os
estudos de linearidade. Considerou-se o melhor cenério possivel, ou seja, escolheu-se a reta em que
se obteve o menor limite de quantificagéo pelo calculo do desvio padrao residual da reta de calibragéo.

Pelos resultados obtidos na tabela 7.14, observa-se que o coeficiente de correlagdo, R, foi superior a
0,995 e que o limite de quantificag&o foi inferior & menor concentracdo da gama de trabalho em estudo.
Para além disso, os coeficientes de variacdo do método foram inferiores a 5%.
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Tabela 7.14- Resumo dos resultados da aplicagdo do método dos minimos quadrados para os compostos em

estudo com padrdo interno

. Limite de Coeficiente
Gama de Coeficiente N N L
. . Quantificagéo de variacéo
Composto linearidade de ) |
5 instrumental do método
(ug/L) correlacao
(Hg/L) (%)
4-etilfenol (1) 5,2-46,6 0,9997 3,37 1,41
4-terc-butilfenol (11) 125-1125 0,9999 62,37 1,08
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (Il1) 125-1125 0,9998 66,99 1,16
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 125-1125 0,9997 81,68 1,41
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 125-1125 0,9998 74,72 1,29
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
125-1125 0,9998 74,42 1,29
(VI
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
125-1125 0,9999 61,69 1,07

propionato de metilo (1X)

A analise de residuos demonstrou uma distribuicdo aleatéria e o teste de Mandel determinou que a
funcdo de calibracao linear esta bem ajustada aos pontos experimentais (Anexo C e D), tal como se
observa na tabela 7.15.

Tabela 7.15-Resumo dos resultados da aplicagdo do teste de Mandel para os compostos em estudo com padrao

interno

Composto Valor de Teste Valor Critico
4-etilfenol (1) 1,20 6,61
4-terc-butilfenol (I1) 0,41 6,61
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 0,0027 6,61
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 0,997 6,61
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 0,0081 6,61
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 1,15 6,61

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

propionato de metilo (1X) 0,94 6,61

O composto I, VI e VII podem ser quantificados pelo fator de resposta enquanto que os compostos |l,
ll, IV e IX tém obrigatoriamente de ser quantificados pela reta de calibracdo, dado o ndo cumprimento
dos testes de RIKILT e das areas normalizadas (Anexo E e F). A decisao de aceitacdo destes testes é
apresentada na tabela 7.16.
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Tabela 7.16- Resumo dos resultados obtidos da aplicagdo do Teste de RIKILT e do Teste das areas normalizadas

para os compostos em estudo com padrdo interno

Teste das areas
Composto Teste de RIKILT .
normalizadas

4-etilfenol (1)

&
&

[X]
x

4-terc-butilfenol (11)

X
X

2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (l11)

2,4-di-terc-butilfenol (1V)

X
X

3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1)

&
&

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII)

&
&

X
X

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X)

Finalmente, foi estudada a homogeneidade de variancias (Anexo G) tendo em conta as gamas de
trabalho aplicadas. Neste caso foram avaliadas duas popula¢des normais independentes: o grupo dos
padrdes de menor concentracdo e o grupo dos padrdes de maior concentragdo. Obtiveram-se
diferencas consideraveis das variancias destes dois grupos, dado que o valor de teste é superior ao
valor da distribuigdo F de Fisher (tabela 7.17).

Tabela 7.17-Resumo dos resultados obtidos da aplicagdo do teste da homogeneidade de variancias para os

compostos em estudo

Composto Valor de Teste Valor Critico F
4-etilfenol (1) 24,73 5,35
4-terc-butilfenol (I1) 36,20 5,35
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 59,70 5,35
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 33,99 5,35
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 78,55 5,35
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 116,10 5,35
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X) 45,87 5,35

O teste da homogeneidade de varidncias demonstra ser um teste redundante na avaliagdo da gama
de trabalho em métodos cromatograficos, contrariando o estabelecido na norma ISO 8466-1. Este fator
€ provavelmente causado pelo facto destes métodos serem dindmicos em termos da chegada dos
analitos ao detetor, ao contrario de outros métodos analiticos, como a espetrometria de absorcéo
molecular, em que as amostras a analisar se encontram estaticas.
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7.3.8 Sensibilidade

A sensibilidade permite aferir a aptiddo para diferenciar entre diferentes concentracdes de um
composto. Dada a utilizagdo de retas de calibragdo, o declive da reta representa a sensibilidade que é
constante ao longo da gama de trabalho. Na figura 7.46, encontram-se os valores da sensibilidade para
cada um dos compostos de interesse, tendo em conta o declive médio das retas de calibracédo dos
compostos com padrdes internos.

0,050
0,041
o 0,040
©
©
g 0,030
=
‘w 0,020
[
()
? 0,010 0.0026 0,0033 0,0029
' 0,00017 ’ 0,0022 * 0,0011
0,000 | [ I I
| 1l Il \Y VI VII IX

Figura 7.46-Representacdo grafica da sensibilidade para cada composto em estudo

O composto | tem uma maior sensibilidade que os restantes. Significa que uma pequena variagdo da
concentracdo deste composto se traduz numa grande alteracdo do sinal analitico, permitindo assim a
distincdo entre duas concentra¢des muito proximas. J& os restantes compostos tém uma sensibilidade
mais de dez vezes inferior. Estes resultados sdo expectaveis, visto que, como a gama de trabalho do
composto | é a mais baixa de todos os compostos, a saturacéo de sinal sentida ndo é tao grande,
potenciando assim o aumento da sensibilidade.[123]

A sensibilidade do método poderia ser aumentada para 0s outros compostos caso se fizessem
alterac6es na razao sinal-ruido ou na velocidade do scan. [97][124]

7.3.9 Limiares Analiticos instrumentais

Existem trés abordagens distintas para o calculo teérico dos limiares analiticos ja descritas no capitulo
5.2.3.4.

A primeira consiste na preparac¢éo de dez solu¢des padrao de trabalho, em condi¢Bes de repetibilidade,
com a concentragcao mais baixa da gama de trabalho dos compostos e posterior analise por GC-MS. A
segunda, consiste no calculo dos limites através do desvio padrao residual da curva de calibracédo
(tabela 7.18). Ja a terceira abordagem consiste na determinagédo dos limites de detecao e quantificagao
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com recurso a razao sinal/ruido, S/N, para a concentracao correspondente ao primeiro padrao da gama
de trabalho (tabela 7.19).

O célculo dos limiares analiticos para cada composto sem padréo interno € ainda descrito no Anexo H.

Tabela 7.18- Limiares analiticos obtidos para cada composto em estudo com padrdo interno pela primeira e
segunda abordagem

Limite de Detecao (ug/L) Limite de Quantificagcéo (ug/L)

Composto com padréo interno Pela Pela Pela Pela
Repetibilidade Calibracéo Repetibilidade Calibracéo
4-etilfenal (1) 0,81 1,01 2,69 3,37
4-terc-butilfenol (1) 15,02 18,71 50,07 62,37
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 16,12 20,10 53,74 66,99
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 13,39 24,50 44,62 81,68
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 13,58 22,42 45,28 74,72
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
12,90 22,33 43,01 74,42
(Vi)
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 13,77 18,51 45,89 61,69
propionato de metilo (1X)

Tabela 7.19- Limiares analiticos determinados para o padrdo com concentracdo mais baixa da gama de trabalho

pela razdo sinal/ruido

Composto S/N (médio) RSD (%) LOD (ug/L) LOQ (pg/L)
4-etilfenol (1) 199,3 19,2 0,078 0,26
4-terc-butilfenol (11) 2798,6 22,0 0,13 0,45
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 416,6 47,6 0,90 3,00
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 9924,4 12,8 0,038 0,13
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 8263,8 24,0 0,045 0,15

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
10419,0 21,3 0,036 0,12
v
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

3729,4 25,4 0,10 0,34

propionato de metilo (IX)

Os limites de quantificacdo obtidos s&o inferiores ao valor mais baixo da gama de trabalho, tal como
requerido. Também se verifica que os limiares analiticos obtidos pelos ensaios de repetibilidade sédo
inferiores aos limiares analiticos obtidos pela reta de calibracdo. Este resultado é expectavel dado que,
por norma, o desvio padrao correspondente as dez réplicas com a concentragdo minima da gama de
trabalho é inferior ao desvio padrédo do método (Smetodo). Os limites analiticos determinados através das
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razdes S/N sdo muito mais baixos, porém é importante compreender que os resultados desta analise
raramente expressam a realidade.

No Decreto-Lei n.° 83/2011, que estabelece principios técnicos para a monitorizacdo do estado da
agua, e no Decreto-Lei n.° 152/2017, que estabelece o regime da qualidade da agua para consumo
humano, é possivel encontrar critérios de desempenho minimos para os métodos analiticos. E referido,
que o limite de quantificacao tem de ser igual ou inferior a 30% do valor paramétrico.

E sabido que ndo ha qualquer mencdo aos compostos de interesse, nos decretos-lei em causa.
Portanto, neste caso, os valores de referéncia estipulados pelo grupo de trabalho 4MSI sdo tomados
como guia. No entanto, estes limites de referéncia s&o inferiores aos limites de quantificacdo
instrumentais obtidos. Logo, é comprovada a necessidade de se usar uma técnica de preparacéo da
amostra, para baixar o limite de quantificagdo do método de ensaio.

« Confirmacéo Limite de Quantificagéo

Depois de calculados os limites de quantificacéo tedricos, é necessario confirmar estes resultados em
termos experimentais, em condicbes de repetibilidade. Posto isto, prepararam-se trés solucdes
independentes com uma concentracao aproximada ao limite de quantificacdo para cada composto de
interesse. Neste caso, foi necesséario observar os resultados obtidos para as diferentes retas de
calibracao com PI, de forma a selecionar qual o limite de quantificacéo experimental. Apos analise por
GC-MS, procedeu-se a quantificacdo das solugdes e calculou-se o desvio padrao relativo e a média do
erro relativo das solugdes, tal como se pode ver pela tabela 7.20.

Tabela 7.20-Resumo dos resultados obtidos para a confirmacdo experimental do LOQ

LOQ tedrico Concentragao o
o Média do
(ng/L) média .
Composto ) RSD (%) | erro relativo
(pelaretade experimental (%)
0
calibragéo) (ug/L)
4-etilfenol (1) 3,2 3,9 3,3 19,1
4-terc-butilfenol (11) 91,9 103,8 5,0 12,9
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 62,5 69,4 57 11,0
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 105,9 118,5 1,2 11,9
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 105,9 131,3 0,4 24,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
105,9 1245 4,5 17,5
v
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 120,2 136,9 3,5 13,9
propionato de metilo (IX)

Observa-se que a exatiddo e a precisdo em valor percentual registaram valores inferiores a 25%,
confirmando-se experimentalmente o valor do limite de quantificacéo.
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7.3.10 Precisao

Avaliou-se a precisdo através de ensaios de repetibilidade e de preciséo intermédia.

7

« Ensaios de Repetibilidade

Preparou-se, no mesmo dia, dez solu¢gbes padrdo para trés niveis de concentragdo diferentes: a
concentracdo mais baixa, mais alta e a meio da gama de trabalho. Os padrfes nos extremos da gama
de trabalho sdo mais suscetiveis a sofrerem desvios e por isso serdo atentamente estudados. Para
avaliar este pardmetro calculou-se o desvio padrao relativo (%RSD), o desvio padréo de repetibilidade
(Sr) e o limite de repetibilidade (r) separadamente para cada nivel de concentragdo. Os resultados
apresentam-se nas tabelas 7.21, 7.22 e 7.23.

O estudo da repetibilidade para os compostos sem padréo interno e para os padrdes internos € também
descrito no Anexo I.

Tabela 7.21-Resultados obtidos para a repetibilidade para a gama baixa dos compostos em estudo com padrao

interno
o Concentragéo
Composto com padréo interno ] RSD (%) Sr r
gama baixa — P1 (ug/L)
4-etilfenol (1) 5,18 4,4 0,3 0,8
4-terc-butilfenol (11) 125 3,4 53 14,8
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I1I) 125 3,6 5,7 15,9
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 125 2,9 4,7 13,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 125 3,1 4.8 13,4
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
125 2,7 4,5 12,7
vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
125 2,8 4,8 13,5

propionato de metilo (IX)

Tabela 7.22-Resultados obtidos para a repetibilidade para a gama média dos compostos em estudo com padrdo

interno
Composto com padréo interno Con,ce-ntra(;éo RSD (%) Sr r
gama média - P5 (ug/L)
4-etilfenol (1) 25,9 3,3 0,9 2,5
4-terc-butilfenol (11) 625 2,9 18,8 52,7
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I1I) 625 3,4 20,9 58,5
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 625 3,0 19,5 54,6
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 625 2,6 16,9 47,2
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3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo (1X)

625 2,5 15,5 43,5

625 2,5 16,1 45,0

Tabela 7.23-Resultados obtidos para a repetibilidade para a gama alta dos compostos em estudo com padrao

interno
o Concentragéo
Composto com padréo interno RSD (%) Sr r
gama alta - P8 (ug/L)
4-etilfenol (1) 46,62 2,3 11 3,1
4-terc-butilfenol (11) 1125 29 32,8 91,9
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (l11) 1125 7,2 81,4 227.8
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 1125 3,3 37,4 104,7
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 1125 3,9 47,7 133,6
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
1125 3,4 38,5 107,9
(vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
1125 2,8 32,4 90,8

propionato de metilo (IX)

Os valores obtidos para o desvio padrao relativo foram favoraveis, situando-se entre 2% e 8%. O critério
de aceitacdo deste parametro dita que o mesmo tem de ser igual ou inferior a 25%.

<+ Ensaio de Precisdo Intermédia

A precisao intermédia também é utilizada para analisar a precisdo do método. Esta tem em conta um
maior namero de efeitos na variabilidade dos resultados. Foram analisadas dez solu¢gbes padrao
diferentes, em dias diferentes, para os mesmos trés niveis de concentracdo. Para assegurar as
condic¢des de preciséo intermédia, iniciou-se o estudo a 30 de Junho e terminou-se a 29 de Julho, dado
que os ensaios ndo foram realizadas em dias seguidos. Os resultados apresentam-se nas tabelas 7.24,
7.25e7.26.

Tabela 7.24- Resultados obtidos para a precisdo intermédia para a gama baixa dos compostos em estudo com

padrdo interno

L. Concentragédo
Composto com padréo interno ) RSD (%) Sr r
gama baixa — P1 (ug/L)
4-etilfenol (1) 5,18 6,4 0,3 0,9
4-terc-butilfenol (11) 125 57 7,2 20,2
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 125 53 7,1 19,9
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 125 5,4 7,2 20,3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 125 9,8 13,7 38,4
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3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

125 75 9,9 27,8
(VI

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 125 5,7 7,7 21,5
propionato de metilo (1X)

Tabela 7.25-Resultados obtidos para a precisdo intermédia para a gama média dos compostos em estudo com

padrdo interno

Concentragéo

Composto com padréo interno L RSD (%) Sr r
gama média - P5 (ug/L)

4-etilfenal (1) 25,9 1,3 0,4 1,0

4-terc-butilfenol (1) 625 1,6 10,7 29,9

2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I1I) 625 1,2 7,9 22,1

2,4-di-terc-butilfenol (1V) 625 1,7 11,0 30,7

3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 625 1,7 111 31,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Vil 625 1,6 10,8 30,3

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 625 5,6 37,7 105,5
propionato de metilo (IX)

Tabela 7.26-Resultados obtidos para a precisdo intermédia para a gama alta dos compostos em estudo com

padrao interno

o Concentragao
Composto com padréo interno RSD (%) Sr r
gama alta - P8 (ug/L)
4-etilfenol (1) 46,62 15 0,7 2,1
4-terc-butilfenol (11) 1125 1,6 19,2 53,8
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I11) 1125 1,0 11,9 33,4
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 1125 1,5 17,2 48,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 1125 14 373,3 1045,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 1125 1,1 371,7 1040,8
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
1125 1,3 372,8 1043,9

propionato de metilo (IX)

O desvio padréo relativo obtido nos ensaios de precisédo intermédia é superior ao obtido em ensaios de
repetibilidade para a gama baixa de concentracdo. No entanto, para a gama média e para a gama alta
o desvio padréo relativo obtido pela preciséo intermédia foi um pouco mais baixo do que o valor obtido
em ensaios de repetibilidade. Porém, como os valores obtidos sdo da mesma ordem de grandeza,
conclui-se que a variavel tempo ndo tem um grande impacto na analise dos padrbes de calibracdo. Em
suma, o critério de aceitacéo dos resultados é cumprido visto que o desvio padréo relativo para os sete
compostos é inferior a 25%.
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7.3.11  Ensaios de recuperag¢ao

Mais uma vez procederam-se aos ensaios de recuperacao que asseguram a obtencao de uma medida
da exatiddo. Foram utilizadas as solugdes de fortificagdo descritas no capitulo 6.5.5.

7

< Andlise de brancos

Para cada sequéncia/dia de analise de ensaios de recuperacédo é também realizado um ensaio em
branco com agua ultrapura, ensaio este efetuado de igual modo aos ensaios de recuperagao, sem
fortificacdo dos compostos de interesse.

Todos os ensaios em branco efetuados revelaram a auséncia ou a presenca dos analitos de interesse
em concentragdes inferiores ao LOD do método para cada um dos compostos analisados.

< Analise de amostras

De igual modo, para cada dia de andlise de ensaios de recuperacéo € efetuada a extracéo das amostras
sob as quais séo realizados os ensaios de recuperacéo, sem a fortificacdo dos compostos. Deste modo,
é possivel averiguar se 0s analitos em estudo estao previamente contidos na amostra ou ndo. Caso se
verifique a sua presenca, a sua concentracdo tem de ser subtraida & concentracdo obtida na amostra
fortificada.

Todas as amostras analisadas revelaram a auséncia ou a presenca dos analitos de interesse em
concentracdes inferiores ao LOD do método para cada um dos compostos analisados. O critério
utilizado para considerar a presen¢a de um composto na amostra consistiu em verificar se o tempo de
retencdo é semelhante aos tempos de retencdo dos compostos nas solu¢des padréo de calibracéo e
ainda se a razao entre o ido de quantificacédo e os ibes de qualificacdo € semelhante as razdes dos
iBes obtidas nas solu¢bes padrédo de calibracao.

< Determinacao da percentagem de recuperacao

Inicialmente, foram realizados alguns ensaios de recuperacao para 0s compostos sem padréo interno
em 12 amostras de agua de consumo humano. Como critério de aceitacdo considerou-se que
recuperacdes entre 70% e 120% podem ser aceites caso tenham um desvio padréo relativo (RSD%)
inferior a 25%. No entanto pela figura 7.47, € possivel constatar que as recuperacdes obtidas registaram
valores acima do expectavel para a maioria dos compostos em alguns dos ensaios, confirmando-se
uma intensificagcdo do sinal.
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Figura 7.47-Recuperagdes obtidas através do método sem padrao interno para amostras de dgua de consumo

humano

Tendo em conta os resultados do efeito de matriz do capitulo 7.3.3 e os resultados da figura 7.46,
confirma-se novamente a necessidade de aplicar o método com padrao interno para o estudo dos
ensaios de recuperagao.

Para os estudos de avaliagéo das percentagens de recuperacdo dos compostos em estudo, utilizando
0 método de padréo interno, foram efetuados ensaios de recuperacdo em dois niveis de fortificacéo
(tabela 7.27) e para as diversas matrizes estudadas: aguas de consumo humano, aguas superficiais e
aguas subterraneas. As percentagens de recuperacdo foram calculadas de acordo com o que se
encontra descrito no capitulo 5.3.1.3.

Tabela 7.27-Niveis de fortificacdo testados para cada composto no extrato das amostras

L Nivel de fortificacao Nivel de fortificacdo
Composto com padréo interno )
baixo (ug/L) alto (ug/L)
4-etilfenol (1) 13,0 25,9
4-terc-butilfenol (I1) 313 625
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 313 625
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 313 625
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 313 625
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 313 625
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo (1X) 313 625
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No que respeita as amostras de agua de consumo humano, observaram-se recuperacdes satisfatérias
entre 77% e 97% (tabela 7.28). O desvio padrdo relativo registou valores inferiores a 25%, sendo que
0 composto VI apresentou o0 maior desvio com 24%.

Tabela 7.28-Percentagens de recuperagdo obtidas em dguas de consumo humano, com padréo interno

Nivel de fortificagao Nivel de fortificagao
baixo (ug/L) alto (ug/L)
L Recuperagéo RSD Recuperagéo RSD
Composto com padréo interno L n o n
média (%) (%) média (%) (%)
4-etilfenol (1) 81,4 201 21 81,9 16,7 22
4-terc-butilfenol (I1) 76,9 16,8 20 78,8 15,8 22
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (Il1) 82,7 14,4 21 78,6 20,8 21
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 78,7 19,4 22 80,9 17,0 21
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 84,1 23,7 20 88,5 17,7 20
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
79,2 22,0 22 90,1 14,8 23
(Vi
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 81,4 21,4 21 97,1 15,7 20
propionato de metilo (IX)

J& as amostras de aguas superficiais registaram recuperacdes entre 75% e 108% (tabela 7.29). Os
desvios padrao relativos também sdo aceites pois foram obtidos valores entre 7% e 22%. Nas amostras
de 4guas subterrdneas foram obtidas recuperac¢des entre 72% e 110% (tabela 7.30) e os desvios
padrdo relativos demonstraram ser inferiores a 25%. Como a populacdo das amostras em estudo é
elevada e apresenta grande variabilidade, compreende-se que os valores dos desvios padréo relativos
se possam situar perto do limite estabelecido (25%).

Tabela 7.29-Percentagens de recuperagao obtidas em aguas superficiais, com padrdo interno

Nivel de fortificagao Nivel de fortificacdo
baixo (ug/L) alto (ng/L)
L Recuperagéo RSD Recuperacgéo RSD
Composto com padréo interno i n L
media (%) (%) média (%) (%)
4-etilfenol (1) 97,6 7,9 21 84,0 21,6 21
4-terc-butilfenol (I1) 86,9 6,5 21 78,2 20,1 21
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I11) 94,0 7,6 21 74,8 21,7 21
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 88,7 11,9 20 80,6 18,8 20
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 108,0 11,2 21 101,1 19,4 21
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
1011 9,1 21 96,9 14,5 21
vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 104,1 11,1 21 106,3 11,6 21
propionato de metilo (1X)
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Tabela 7.30-Percentagens de recuperacgdo obtidas em aguas subterraneas, com padréo interno

Nivel de fortificagao Nivel de fortificacdo
baixo (ug/L) alto (ug/L)
L. Recuperagéo RSD Recuperagéo RSD
Composto com padréo interno L n ] n
média (%) (%) media (%) (%)
4-etilfenol (1) 76,5 24,3 20 107,6 12,7 21
4-terc-butilfenol (I1) 72,0 24,0 20 100,3 13,9 21
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I11) 77,6 24,1 21 100,3 21,7 20
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 75,3 21,3 21 99,2 15,4 21
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 79,8 22,6 20 109,7 15,8 21
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
79,8 21,0 20 101,6 16,5 21
vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 81,5 19,2 20 107,6 15,4 21
propionato de metilo (IX)

Por outro lado, ndo se observaram desvios significativos nos dois niveis de fortificagdo para os
compostos em estudo. De igual modo, também ndo se observaram desvios significativos entre os
diferentes tipos de matriz ensaiadas.

De modo a obter uma compreensao generalizada do valor da percentagem de recuperacdo para cada
composto, foram compilados todos os resultados obtidos obtendo-se uma recuperacao média global e
o respetivo desvio padréo relativo (tabela 7.31). O composto Il registou a recuperagdo mais baixa, com
cerca de 82%, enquanto que o composto IX apresentou uma percentagem de recuperacao de cerca
de 96%, sendo a recuperagdo média global mais elevada.

Tabela 7.31- Percentagens de recuperagdo média global

L. Recuperacao
Composto com padrao interno o RSD (%) n
média global (%)
4-etilfenol (1) 88,2 21,0 126
4-terc-butilfenol (11) 82,3 19,8 125
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 84,5 21,8 125
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 83,8 19,7 125
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 95,5 21,8 122
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 91,4 19,2 127
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

96,5 19,3 123

propionato de metilo (IX)
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7.3.1 Estabilidade da amostra

Foram efetuados estudos para avaliar a estabilidade da amostra desde a colheita até a sua preparacao
por extragao liquido-liquido, de forma a néo ocorrer perda dos compostos em andlise.

Deste modo, preparou-se uma Unica amostra de agua ultrapura num baldo volumétrico de 2000 mL,
fortificando-a a meio da gama de trabalho com as concentra¢cBes correspondentes dos compostos e
dos padrdes internos. Em dias ndo consecutivos, durante 12 dias, extraiu-se em duplicado a mesma
amostra e procedeu-se a um ensaio de recuperacdo. A amostra fortificada ficou sempre guardada no
frigorifico a 6 °C. Paralelamente, também foi preparado uma amostra de agua ultrapura sem fortificagdo
dos compostos, a qual funcionou como amostra para 0 ensaio em branco. Os resultados obtidos estédo
representados na figura 7.48.
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Figura 7.48-Recuperagdo média dos compostos em estudo em diferentes extratos da amostra analisadas ao longo

do tempo

E possivel observar que a extracido da mesma amostra em diferentes dias, ndo teve um grande impacto
na percentagem de recuperacdo obtida. No geral, as recupera¢cdes obtidas resultaram em valores
semelhantes as recuperac¢des médias globais dos ensaios de recuperacédo (tabela 7.32).
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Tabela 7.32-Resumo dos resultados obtidos no estudo da estabilidade da amostra

Composto Recuperacdo média (%) RSD (%)
4-etilfenol (1) 88,7 10,8
4-terc-butilfenol (11) 84,2 8,6
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 78,8 11,9
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 82,1 8,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 99,2 9,7

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Wi 88,3 8,9

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. ) 90,9 8,3
propionato de metilo (IX)

Ao calcular a recuperagédo média dos diferentes dias, € possivel verificar que o coeficiente de variagdo
associado é inferior a 12% para todos os compostos, sendo considerado aceitavel. Posto isto, significa
que a estabilidade da amostra é garantida, ao longo de 12 dias.

Comparando a amostra fortificada no dia 0 (4 de Agosto), simulando o dia de colheita da amostra, com
a amostra fortificada extraida ao final de 12 dias (16 de Agosto), guardada no frigorifico durante esse
periodo, é possivel verificar que ndo ocorreram perdas significativas dos compostos em estudo.

Este ensaio indica também que apés a colheita de uma amostra para a anélise destes compostos, que
a sua extracao pode ser efetuada no prazo méximo de 12 dias.

7.3.1 Estabilidade do extrato

E importante compreender se o fator temporal tem algum impacto nos extratos depois destes serem
preparados. Deste modo, prepararam-se na mesma altura 10 extratos de uma amostra para 0 mesmo
nivel de fortificacdo. Depois, foram guardados num congelador a -80 °C. Todas as semanas, analisou-
se por GC-MS um destes extratos e registou-se a variacéo de sinal obtida.

Pela analise da figura 7.49, considera-se que a estabilidade do extrato € garantida visto que ndo ocorre
nenhuma variagao significativa da concentra¢@o dos extratos analisados, pelo menos durante 35 dias
(5 semanas).

Analisando o extrato no dia 0, simulando o dia de preparacédo da amostra (LLE), com o extrato guardado

no congelador a -80 °C durante 35 dias, € possivel verificar que ndo ocorreram perdas significativas
dos compostos em estudo.
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Figura 7.49-Concentragdo dos compostos em estudo em diferentes extratos analisados ao longo do tempo

Tabela 7.33-Resumo dos resultados obtidos no estudo da estabilidade do extrato

Concentracéo Concentracdo média
Composto . RSD (%)
esperada (ug/L) estimada (ug/L)
4-etilfenol (1) 25,9 26,4 12,6
4-terc-butilfenol (11) 625 635 12,9
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 625 624 13,0
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 625 637 16,3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 625 607 16,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 625 627 16,8
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 625 647 20,0
propionato de metilo (IX)

Este ensaio permite concluir que, mantendo os extratos armazenados num congelador a -80 °C, a sua
analise cromatogréfica pode ser efetuada até 5 semanas apds o processo de preparacdo da amostra.

7.3.2 Limite de quantificagdo do método

O limite de quantificacdo do método é determinado tendo em conta o fator de concentragéo (FC=200)
e a recuperacio média global. E admitido ainda, um desvio de 25% face a recuperagéo média de modo
a contabilizar possiveis afastamentos do valor obtido para a recuperacéo de determinado ensaio.

Na tabela 7.34, é possivel verificar que os limites calculados sé&o inferiores a 30% dos valores de
referéncia estabelecidos no documento “4MSI Draft Common Approach on Organic Materials — Part C”.
Assim, é garantido o cumprimento do critério do Decreto-Lei n.° 83/2011 e do Decreto-Lei n.° 152/2017.
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Tabela 7.34-Limite de quantificagdo do método para os compostos com padrdo interno

Limite de L Critério de
. B Valor de referéncia o
Composto quantificacdo do (ug/L) aceitacao
método (ug/L) Ha (30%) (ug/L)
4-etilfenol (1) 0,02 0,1 0,03
4-terc-butilfenol (I1) 0,57 2,5 0,75
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 0,55 2,5 0,75
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 0,56 250 75
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 0,49 25 0,75
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
0,51 2,5 0,75
vn
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
0,49 50 15

propionato de metilo (IX)

7.3.3 Incertezas

No calculo das incertezas foram consideradas duas metodologias: a metodologia bottom-up e top-
down. Por sua vez, a metodologia top-down pode ser calculada com base no Guia Nordtest ou com
base na norma ISO 11352.[125][126]

A primeira abordagem, na tabela 7.35, foca-se no célculo da incerteza padrdo associada a interpolacéo
dareta (upr), a incerteza padréo associada a preparacao das solucbes padrao (upqqrs0) € @ incerteza

padrdo associada a preciséo intermédia (u,,.. ). Para o calculo da u,,,,, utiliza-se como referéncia o

padrdo da gama de trabalho com a concentracdo mais baixa. J& a segunda metodologia, nas tabelas
7.36 e 7.37, abrange a incerteza associada a precisao (u,..) € a incerteza associada a exatidao (ueyq¢)-

E ainda aferida a incerteza combinada (u.(C)) e a incerteza expandida (U(C)) para cada um destes

métodos.
Tabela 7.35- Estimativa da incerteza expandida do método pela metodologia bottom-up

Composto Uinter (%) Upadrao (%) Uprec (%) u (0)(%) Uuo)(%)
4-etilfenol (1) 8,2 2,5 2,1 8,8 17,6
4-terc-butilfenol (11) 9,3 3,0 1,9 9,9 19,8
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (I11) 6,1 2,2 1,8 6,7 13,5
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 7,7 2,7 1,8 8,4 16,8
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 7,5 3,1 3,3 8,7 17,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 7,5 3,2 2,5 8,5 17,0

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 58 3,2 1,9 6,9 13,9
propionato de metilo (1X)
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Tabela 7.36- Estimativa da incerteza expandida do método pela metodologia top-down pelo ISO 11352

Composto Uprec (%) Uexar (%) u.(0) (%) Uu(©)(%)
4-etilfenol (1) 2,1 20,6 20,7 41,3
4-terc-butilfenol (I1) 1,9 19,0 19,1 38,1
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (11I) 1,8 18,5 18,6 37,1
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 1,8 18,9 19,0 38,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 3,3 23,9 24,1 48,2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona (VII) 2,5 21,1 21,3 42.6

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 1,9 21,0 21,1 42,1
propionato de metilo (IX)

Tabela 7.37- Estimativa da incerteza expandida do método pela metodologia top-down pelo Guia Nordtest

Composto Uprec (%) Uexar (%) u:(€)(%) U (%)
4-etilfenol (1) 2,1 3,5 4.1 8,2
4-terc-butilfenol (11) 1,9 3,8 4,2 8,5
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 1,8 3,1 3,6 7,1
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 1,8 3,6 4,0 8,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (V1) 3,3 4,3 54 10,8

3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Wi 25 4,1 4,8 9,6

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

. . 1,9 4,1 4,5 9,0
propionato de metilo (IX)

Sabe-se que na legislacdo atual ndo existe nenhum critério de desempenho minimo referente a
incerteza de medicao para 0os compostos em estudo.

No Decreto-Lei N.° 83/2011 a incerteza de medigéo é limitada a um valor igual ou inferior a 50%. Ainda
no Decreto-Lei N.° 152/2017, a incerteza de medicdo para alguns compostos orgéanicos listados varia
entre 30% e 50%. Ja a Diretiva (UE) 2020/2184, que em janeiro de 2023 passara a Decreto-Lei,
especifica algumas incertezas que podem ser tomadas como referéncia. E o caso dos pesticidas (30%),
das substancias perfluoralquiladas e polifluoralquiladas (50%) e dos hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (40%). Assim, considera-se uma incerteza maxima toleravel de 50%.

Observando as incertezas expandidas obtidas, confirma-se que estas cumprem com esta caracteristica
de desempenho minimo da incerteza de medicao, sendo inferiores a 50%.
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A abordagem pela norma ISO 11352 registou a maior incerteza expandida entre 38% e 48%. Este
resultado é explicado pelas elevadas diferencas relativas entre as concentragdes observadas e a
concentracao de referéncia que corresponde ao valor médio dos resultados obtidos nos “n” ensaios de
recuperacdo. Como foram considerados os trés tipos de matriz para os calculos, existe alguma
variabilidade nos resultados que resulta num aumento da variavel b'.

Finalmente, os resultados para a gama baixa e para a gama alta de concentracdes do método global
séo expressos tendo em conta a incerteza expandida, que foi calculada pela abordagem top down (ISO
11352) e apresentados com um e dois algarismos significativos na tabela 7.38 e 7.39.

Tabela 7.38- Expressdo de resultados da gama de trabalho usando 1 algarismo significativo na incerteza

Gama baixa Gama alta
Composto
(Hg/L) (Hg/L)
4-etilfenol (1) 0,03+0,01 0,2+0,1
4-terc-butilfenol (1) 0,6 +0,2 6+2
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 0,6+0,2 6+2
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 0,6 0,2 6+2
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 0,6+0,3 6+3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
0,6+0,3 6+2
v
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
0,6+0,3 6+2

propionato de metilo (IX)

Tabela 7.39- Expressdo de resultados da gama de trabalho usando 2 algarismos significativos na incerteza

Gama baixa Gama alta
Composto
(Mg/L) (Ma/L)
4-etilfenol (1) 0,026 + 0,011 0,233 + 0,096
4-terc-butilfenol (I1) 0,63+ 0,24 56+2,1
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona (111) 0,63 +0,23 56+2,1
2,4-di-terc-butilfenol (1V) 0,63+0,24 5621
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) 0,63 +0,30 56+2,7
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona
0,63 +£0,27 56+24
(VI
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
0,63 +0,26 56+24

propionato de metilo (1X)
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7.4 Ensaios de migragdo a materiais

Apés a validacdo do método de ensaio procedeu-se a ensaios de migracdo de materiais organicos em
contacto com agua, de modo a avaliar a aplicabilidade do método de ensaio em situacdes reais. Para
tal, foram selecionados 8 materiais organicos diferentes usados em contacto com agua do sistema de
abastecimento, que foram submetidos a ensaios de migracdo de acordo com a norma EN 12873-1 e a
EN 12873-2, método usado em rotina no laboratério de andlises de agua da EPAL. Os ensaios de
migracao foram efetuados com 2 tipos de agua de migracao: clorada (1mg/L de cloro) e nao clorada.

Tendo em conta as dimensfes dos materiais (capitulo 6.9.1) e o volume de agua necessario para
andlise dos parédmetros quimicos pretendidos, calculou-se a razdo S/V para cada um dos materiais
estudados, tal como se pode observar na tabela 7.40. Foram realizados 2 ensaios ao material B com
diferentes razdes S/V. As concentragdes de cloro das aguas cloradas utilizadas nos ensaios para cada
material estdo explicitadas no Anexo K.

Tabela 7.40-Parametros necessarios a realizacdo dos ensaios a materiais

Area Volumedo Razao
) o N.°cde FC
Designagcao  superficial do N.°de tubos ensaio SV ,
. provetes ) ,  (diadm™)
material (dm?) (dm?) (dm™)
A 1,32 2 - 0,2 6,6 10
Bl 1,55 3 - 0,3 5,2 10
B2 1,55 3 - 0,15 10,3 10
C 1,10 2 - 0,2 55 1
D 1,49 3 - 0,2 7,4 10
E 4,21 2 - 0,8 5,3 0,01
F 55 - 1 0,6 9,9 10
8
G 50 - _ 1,0 5,1 10
(por imerséo)
H 6,5 - 1 0,6 10,2 10

As aguas de migracdo resultantes dos ensaios aos materiais foram analisadas por LLE-GC/MS de
modo a pesquisar se ocorre a migracdo dos compostos em estudo. A confirmacdo da presenca dos
compostos numa agua de migracao foi feita pela analise do tempo de retencao e pela razéo entre o
sinal cromatogréafico de cada ido de qualificacdo e do ido de quantificacdo, caracteristica de cada
composto.
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Os resultados obtidos estao apresentados na tabela 7.41 e 7.42. Em paralelo, foram também realizados
ensaios de migracdo apenas com agua de ensaio (branco). Estes ensaios em branco nao revelaram a
presenca de qualquer um dos compostos em estudo. A concentracdo estimada na torneira do
consumidor (Ctap) foi calculada tendo em conta a taxa de migra¢éo referente ao 3.° ensaio de migragéo
e o fator de conversédo (Anexo K).

E possivel confirmar a identificacdo e a quantificagido dos compostos 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona
(i, 2,4-di-terc-butilfenol (1V), 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VII) e do 3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propionato de metilo (1X) nos materiais analisados. No final da 3.2 migracdo, néao foi
detetada a presenca dos compostos nas amostras dos diferentes materiais, com concentra¢des acima
de 0,8 pg.L! para o composto Ill; 0,6 pg.L* para o composto IV; 0,2 ug.L* para o composto VI e 0,3
Hg.L?! para o composto IX.

Para o material B (poliamina epoxi) em que foram estudadas duas razbes S/V diferentes, verificou-se
que as taxas de migracdo para a 3.2 migragdo nestes dois ensaios distintos, para o composto 2,4-di-
terc-butilfenol, ndo foram significativamente diferentes.

O composto 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona foi essencialmente detetado nos ensaios de migragéo de
materiais a base de polietileno, tanto nos ensaios efetuados com agua clorada como com agua nao
clorada.

O composto 2,4-di-terc-butilfenol foi detetado nas aguas de migracao de diversos tipos de materiais
orgéanicos, essencialmente nos ensaios com agua néo clorada.

O composto 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo foi detetado em amostras de aguas
de migracao resultantes dos ensaios exclusivamente com 4gua néo clorada em materiais de polietileno.

Contudo, pelos resultados obtidos, confirma-se que todos 0s materiais cumprem 0s requisitos
necessarios para estar em contacto com a agua, visto que o Cap dos compostos quantificados é inferior
ao valor do MTCtap usado como referéncia e indicado no documento “4MSI Draft Common Approach on
Organic Materials — Part C”.

168



Capitulo 7 - Apresentacdo e Discussdo dos Resultados

Tabela 7.41- Concentracdo dos compostos em estudo na amostra de migracdo com agua clorada e nao clorada parte 1/2

Concentracdo na amostra (af)
Ensaio sem cloro / Ensaio com cloro

Material

Composto (ng/L)
1.2 Migragao 2.2 Migragéo 3.2 Migragéo

A Amostra com cloro — 0,29

B1 Amostra com cloro — 0,41
Amostra sem cloro — 0,52 Amostra sem cloro — 0,36 Amostra sem cloro — 0,33

2,6-di-terc-butil-p- cC
) Amostra com cloro — 0,70 Amostra com cloro — 0,63 Amostra com cloro — 0,72
benzoquinona (Ill)

. Amostra sem cloro — 0,55 Amostra sem cloro — 0,32 Amostra sem cloro — 0,29
Amostra com cloro — 1,35 Amostra com cloro — 1,85 Amostra com cloro — 2,41
H Amostra sem cloro — 0,25 Amostra sem cloro — 0,52 Amostra sem cloro — 0,46
Amostra com cloro — 0,42 Amostra com cloro — 1,29 Amostra com cloro — 1,29

A Amostra sem cloro — 0,35
B1 Amostra sem cloro — 1,33 Amostra sem cloro — 0,88 Amostra sem cloro — 0,88

Amostra com cloro — 0,48
2 4-di-terc B2 Amostra sem cloro — 2,21 Amostra sem cloro — 1,23 Amostra sem cloro — 1,38
butilfenol (V) c Amostra sem cloro — 0,64 Amostra sem cloro — 0,51 Amostra sem cloro — 0,40
Amostra com cloro — 1,09 Amostra com cloro — 0,52 Amostra com cloro — 0,33
F Amostra sem cloro — 0,66 Amostra sem cloro — 0,55 Amostra sem cloro — 0,42
H Amostra sem cloro — 0,45 Amostra sem cloro — 0,59 Amostra sem cloro —0,65
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Tabela 7.41 - Concentracdo dos compostos em estudo na amostra de migracdo com agua clorada e ndo clorada parte 2/2
Concentracdo na amostra (al)
Ensaio sem cloro / Ensaio com cloro
Composto Material (ng/L)
1.2 Migragao 2.2 Migracao 3.2 Migracédo
] ) Amostra sem cloro — 0,49 Amostra sem cloro — * Amostra sem cloro —0,74
3,5-di-terc-butil-4- E
. . . Amostra com cloro — 0,38 Amostra com cloro — * Amostra com cloro —0,73
hidroxibenzaldeido
(V1 H Amostra sem cloro —0,62
3-(3,5-di-terc-butil- F Amostra sem cloro — 0,53 Amostra sem cloro — 0,57 Amostra sem cloro — 0,36
4-hidroxifenil)
ropionato de
prop H Amostra sem cloro — 0,64 Amostra sem cloro — 0,72 Amostra sem cloro — 0,78

metilo (IX)

*Resultados néo atingidos devido a quebra da ampola de agitagcao
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Tabela 7.42-Taxa de migracdo e concentracdo estimada na torneira do consumidor dos compostos no ensaio sem cloro e no ensaio com cloro parte 1/2

Taxa de migrag&o (ug.dm-2d1)

Ctap MTCtap
Composto Material L L1
1.2 Migracao 2.2 Migragao 3.2 Migragao (mg.L™) (kgL
A Amostra com cloro — 0,014
B1 Amostra com cloro — 0,026
Amostra sem cloro — 0,032 Amostra sem cloro — 0,022 Amostra sem cloro — 0,020 0,020
2,6-di-terc-butil-p- C 2,5
. Amostra com cloro — 0,042 Amostra com cloro — 0,038 Amostra com cloro — 0,043 0,043
benzoquinona (Il1)
Amostra sem cloro — 0,019 Amostra sem cloro — 0,011 Amostra sem cloro — 0,010 0,10
F Amostra com cloro — 0,047 Amostra com cloro — 0,064 Amostra com cloro — 0,084 0,84
H Amostra sem cloro — 0,008 Amostra sem cloro — 0,017 Amostra sem cloro —0,015 0,15
Amostra com cloro — 0,014 Amostra com cloro — 0,042 Amostra com cloro —0,042 0,42
A Amostra sem cloro — 0,018
B1 Amostra sem cloro — 0,085 Amostra sem cloro — 0,057 Amostra sem cloro — 0,056 056
Amostra com cloro — 0,031 '
. B2 Amostra sem cloro — 0,071 Amostra sem cloro — 0,040 Amostra sem cloro — 0,045 0,45
2,4-di-terc- 250
butilfenol (1V) c Amostra sem cloro — 0,039 Amostra sem cloro — 0,031 Amostra sem cloro — 0,025 0,025
Amostra com cloro — 0,066 Amostra com cloro — 0,032 Amostra com cloro — 0,020 0,020
F Amostra sem cloro — 0,023 Amostra sem cloro — 0,019 Amostra sem cloro — 0,015 0,15
H Amostra sem cloro — 0,015 Amostra sem cloro — 0,019 Amostra sem cloro — 0,021 0,21
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Tabela 7.42 - Taxa de migracdo e concentracdo estimada na torneira do consumidor dos compostos no ensaio sem cloro e no ensaio com cloro parte 2/2

Composto

Taxa de migrag&o (ug.dm-2d1)

3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido
(VD

3-(3,5-di-terc-butil-
4-hidroxifenil)
propionato de
metilo (IX)

. Ctap MTCltap
Material 1 4
. . . . . . (rg-LY)  (ng.LH)
1.2 Migracéo 2.2 Migragao 3.2 Migragéao
£ Amostra sem cloro — 0,031 Amostra sem cloro — * Amostra sem cloro — 0,047 0,00047
Amostra com cloro — 0,024 Amostra com cloro — * Amostra com cloro — 0,046 0,00046 o5
H Amostra sem cloro — 0,020 0,20
F Amostra sem cloro — 0,018 Amostra sem cloro — 0,020 Amostra sem cloro — 0,013 0,13
50
H Amostra sem cloro — 0,021 Amostra sem cloro — 0,023 Amostra sem cloro — 0,025 0,25

*Resultados ndo atingidos devido & quebra da ampola de agitacao
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CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho consistiu na validagédo e implementacdo de um método de ensaio para a
andlise de produtos de degradacéo de agentes estabilizantes usados na composicdo de materiais em
contacto com a agua de consumo humano. O 4-etilfenol, o 4-tercbutilfenol, 2,6-di-terc-butil-p-
benzoquinona, o 2,4-di-terc-butilfenol, o 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol, o 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido, o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona, o 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-
dieno-2,8-diona, o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo e o acido 3-(3,5-di-terc-butil-
4- hidroxifenil) propiénico foram alvo deste estudo.

A técnica analitica selecionada foi a Cromatografia Gasosa acoplada a Espetrometria de Massas
(GC/MS). As condi¢Oes ideias para a identificagdo dos compostos em estudo foram obtidas pela anélise
por GC/MS em modo Full Scan de cada composto, de modo a identificar o ido de qualificagcdo, os ides
de quantificagcdo, assim como o0s respetivos tempos de retencao, caracteristicos de cada composto em
estudo.

Conclui-se que a melhor técnica de preparacdo de amostra € a Extragcdo Liquido-Liquido (LLE). Na
metodologia por Extragdo em Fase Sdlida (SPE) foram encontradas as seguintes limitacdes: efeitos de
matriz entre 35% e 822%, dependendo do composto e contaminagdo do branco (sinal > LOD) devido
a inadequabilidade do cartucho.

Posto isto, a analise em rotina destes compostos pode ser realizada conforme a metodologia LLE-
GC/MS.

Para a técnica de preparacdo de amostra LLE, verificou-se que o efeito de matriz apresentou uma
percentagem entre 19% e 64%, o que causava uma intensificacdo do sinal real levando & necessidade
de implementar padrfes internos, de modo a corrigir o efeito de matriz. Depois de averiguar quais 0s
padrdes internos com o sinal mais semelhante aos compostos em estudo, optou-se pelo 4-etilfenol-dio
e pelo 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-da.

Os testes de linearidade realizados aos compostos em estudo com Pl demonstraram que as retas de
calibracdo apresentavam um bom ajuste linear para o conjunto de dados da calibragcdo por aplicagédo
do método dos minimos quadrados. A gama de trabalho escolhida para o 4-etilfenol (I) encontra-se
entre 5,2 e 46,6 ug/L e para os restantes compostos encontra-se entre 125 e 1125 ug/L. O coeficiente
de correlacdo no grupo dos compostos em estudo foi superior a 0,9997 e o coeficiente de variagdo do
método foi inferior a 1,41%. Todos os compostos em estudo cumpriram o teste de Mandel.
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Mais ainda, os critérios de aceitagéo do Teste de RIKILT e do Teste das Areas Normalizadas apenas
foram cumpridos pelos compostos 4-etilfenol (1), 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido (VI) e 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxiacetofenona (VII) o que significa que para os restantes produtos de degradacédo a
quantificacdo ndo pode ser realizada pelo fator de resposta.

A homogeneidade de variancias também néo foi garantida, no entanto considerou-se suficiente os
testes anteriores para assegurar a gama de linearidade dos analitos.

Os limites de detecdo e quantificacdo instrumentais foram estimados através de ensaios de
repetibilidade, pela reta de calibracdo e pela razéo sinal ruido. Os limiares analiticos instrumentais
conseguidos pela calibracéo s&o considerados como a melhor estimativa sendo que para o 4-etilfenol
() o LOQ € de 3,37 ug/L e para os restantes compostos varia entre 62 pg/L e 82 ug/L.

Os estudos de precisdo em condi¢des de repetibilidade e de precisédo intermédia apresentaram um
desvio padrao relativo favoravel entre 2% e 8% e entre 1% e 10%, respetivamente.

Os estudos de estabilidade do extrato ao longo do tempo demostraram que este podia ser armazenado
a uma temperatura de -80 °C durante pelo menos 5 semanas (%RSD<20%). Os estudos de
estabilidade de uma amostra permitiram avaliar a sua estabilidade durante 12 dias até a preparacao da
amostra (%RSD<13%).

Os ensaios de recuperacao foram realizados em trés tipos diferentes de matrizes. A recuperacdo média
global do método registou valores entre 82% (4-terc-butilfenol (I)) e 96% (3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propionato de metilo (1X)) com desvios padréo relativos aceitaveis (%oRSD<22%).

As incertezas expandidas associadas ao método de ensaio também foram estimadas. Pela metodologia
“passo a passo” a incerteza expandida mais alta foi obtida para o 4-terc-butilfenol (20%) devido a
elevada contribuicdo da incerteza padrao associada a interpolacdo da reta (9%). Pela norma ISO
11352, a incerteza expandida situou-se entre 38% e 48% gracas ao elevado valor da componente da
incerteza associada a exatiddo. Ja pelo guia Nordtest, a incerteza expandida registou os valores mais
baixos entre 8% e 11%. Como se considerou o valor limite de 50%, que foi estabelecido pelo DL
152/2017 e pela Diretiva (UE) 2020/2184, pode-se concluir que os valores obtidos s&o aceitaveis.

Os ensaios de migracdo a diversos materiais permitiram a identificacdo e quantificacdo do 2,6-di-terc-
butil-p-benzoquinona, 2,4-di-terc-butilfenol, 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido e do 3-(3,5-di-terc-
butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo em diferentes materiais utilizados em tubagens e no sistema
de armazenamento de agua. Com base nos ensaios realizados, os materiais analisados cumpriram os
critérios definidos no documento “4MSI Draft Common Approach on Organic Materials — Part C”, sendo
gue a concentragdo estimada na torneira do consumidor para os compostos encontrados foi inferior a
concentracdo maxima toleravel.
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Os principais resultados obtidos podem ser observados na tabela 8.1 e 8.2, para cada um dos
compostos estudados.

Tabela 8.1- Resumo final dos estudos de linearidade instrumentais para os compostos em estudo com padrao

interno
o Limite de Limite de
Gama de trabalho Coeficiente . » 5
L Detecéo Quantificagdo
Composto cromatografica de ) )
5 instrumental instrumental
(ng/L) correlagao

(Hg/L) (Hg/L)

4-etilfenol 5,2-46,6 0,9997 1,01 3,37

4-terc-butilfenol 125-1125 0,9999 18,71 62,37

2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 125-1125 0,9998 20,10 66,99

2,4-di-terc-butilfenol 125-1125 0,9997 24,50 81,68
3,5-di-terc-butil-4-

. . ; 125-1125 0,9998 22,42 74,72
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-

i ) 125-1125 0,9998 22,33 74,42
hidroxiacetofenona

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
125-1125 0,9999 18,51 61,69

propionato de metilo

Tabela 8.2-Resumo dos resultados obtidos do método de ensaio

Gama de trabalho 5 Limite de
| Recuperagao o B
Composto global do método L quantifica¢do do
média global (%) ,
(Mg/L) método (ug/L)
4-etilfenol 0,029- 0,26 88 0,022
4-terc-butilfenol 0,76- 6,84 82 0,57
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 0,74- 6,64 85 0,55
2,4-di-terc-butilfenol 0,75- 6,71 84 0,56
3,5-di-terc-butil-4-
i . ; 0,66 - 5,91 95 0,49
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-
i ) 0,68 - 6,15 91 0,51
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
0,65- 5,84 96 0,49

propionato de metilo

Deste modo, foi possivel cumprir 0s requisitos impostos ao desenvolvimento de um método analitico
para o composto I, II, Ill, IV, VI, VII e IX. No entanto, 0 método nao foi validado para todo o grupo inicial
dos produtos de degradacédo em estudo.
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KD

< Perspetivas futuras

Como propostas de trabalho futuras, seria interessante tentar expandir as gamas de linearidade obtidas
para os compostos Il, lll, IV e IX e tentar encontrar outras que cumprissem os testes de rikilt e das
areas normalizadas.

A validacéo dos compostos 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (4,5) deca-6,9-dieno-2,8-diona (VIII) e do acido
3-(3,5-di-terc-butil-4- hidroxifenil) propiénico (X) devera ser alvo de um estudo futuro. Dada a
interferéncia destes compostos com o 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) e com o 3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propionato de metilo (1X), ndo podem ser analisados na mesma sequéncia de trabalho.

Ja para o 2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol (V) foi impossivel encontrar uma gama de trabalho que cumprisse
0s critérios associados ao valor limite do analito e sem existir contaminac¢do do branco. Uma alternativa
possivel para a sua identificacdo seria utilizar o método desenvolvido por Armstrong et al. (2012) onde
conseguiram identificar este composto empregando a Extracéo Sorptiva de Barra de Agitagédo acoplada
a Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (SBSE-GC/MS). [127]

Como a técnica de preparacédo de amostra escolhida tem algumas desvantagens face a sua utilizacdo
poderéd ponderar-se a sua substituicdo por uma técnica mais verde como o SPME por headspace. Esta
técnica foi utilizada por Litzhgft et al., (2012) [20] que procedeu a identificacdo e quantificacdo dos
compostos I, II, 11, 1V, VI, VIl e IX.

Existem ainda outros produtos de degradacao derivados de materiais plasticos que podem ser alvo de
um estudo futuro: 2-tert-butilfenol, 2-tert-butil-4-metoxifenol, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol e n-pentilfenol.

Os agentes estabilizantes, que originam os produtos de degradacdo estudados, ndo puderam ser
validados por cromatografia gasosa devido & elevada massa molecular que lhes é associada. Deste
modo, no futuro deve ser implementado outro tipo de técnica como LC-MS ou HPLC.
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ANEXOS

A. Propriedades Fisico-quimicas

Tabela A.1- Propriedades Fisico-quimicas dos produtos de degradacdo dos agentes estabilizantes [22-31]

Ponto de Ponto de . 5
Solubilidade Presséao de

) N Férmula Massa fusao a ebulicdo a 3
Designagao N. ° CAS o em agua vapor
quimica molecular 101,3kPa  101,3kPa
a20°C (mg/L) aZ20°C(Pa)
(°C) (°C)
740
| 123-07-9 CgH100 122,16 45 215 170
(pH=4)
610
Il 98-54-4 Ci10H140 150,22 99,2 238 -
(PH=6-7)
11 719-22-2 Ci14H200, 220,31 65 - 67 285+ 15 - 0,055
33
\% 96-76-4 C14H220 206,32 57 264 <100
(PH=6-7)
288+ 9
\Y 19263-36-6 Ci6H240 232,26 51 . - -
(previsto)
337
\ 1620-98-0 Ci5H20, 234,33 186-190 ) - 079
(previsto)
Vil 14035-33-7 Ci16H2402 248,36 146,5 308 - 0+93
426 £ 45
Vi 82304-66-3 C17H2403 276,37 139,5 ] - 0+ 133
(previsto)
2,2
IX 6386-38-5 CigH2803 292,41 63 - 67 175 0,001
(pH=6)
X 20170-32-5 Ci17H203 278,39 173 364 + 37 - 0,0008
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Tabela A.2- Propriedades Fisico-quimicas dos agentes estabilizantes [15—17]

Ponto de Ponto de - 5
| B s Solubilidade Pressao
. 5 Férmula Massa fusado a ebulicdo a |
Designacéo N. ° CAS o em agua de vapor a
quimica molecular 101,3kPa  101,3 kPa
a 20 °C (ug/L) 20 °C (Pa)
(°C) (°C)
lonox 330 1709-70-2 Cs4H7503 775,22 241 - 245 325 8,09 (pH=8) 0
Irganox 1076 2082-79-3 CssHs203 530,86 50 - 55 323 2,85 (pH=6) 0 - 0,008
Irganox 1010 6683-19-8 Cr3H108012 1177,63 111 - 126 281 100 0,10
Irgafos 168 31570-04-4 Cu2Hs303P 646,92 185 400 9 0
Naugard
XL-1 70331-94-1  CaoHeoN2Os 696,91 178 425 1,5 (pH =8) 0
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B. Método dos Minimos Quadrados

O método dos Minimos Quadrados permite validar a linearidade da gama de concentracdes, sendo que
€ caracterizado pela equacéo da reta da equacao B.1.

y=mx+b (B.1)

Esta relagdo é composta por uma variavel independente (x) e uma variavel dependente (y) que servem
como base para o célculo dos coeficientes m e b.

y - Sinal instrumental

m - Declive da reta

x - Concentragéo dos padrdes de calibracdo (ug/L)
b - Ordenada na origem

A fiabilidade de uma reta de calibracdo é avaliada através do coeficiente de correlagdo, R, ou pelo
coeficiente de determinacdo, R?. Como tal, € uma medida de for¢a da correlacdo entre os valores de y
ex.

R = YN (=) (vi=3)]

= (B.2)
Jzﬁil(xi—f)zzﬁil(yi—y)z

N — Numero de padrdes utilizados na reta de calibracéo

x; — Concentracdo do padrdo de calibragéo i

y; — Sinal cromatogréfico relativo a determinada concentragéo do padréo de calibracéo i
X — Média dos valores das concentracfes das solu¢cbes padrao

y — Média dos valores do sinal cromatografico

O intervalo de valores que o coeficiente R pode assumir é entre -1 e 1. A correlacdo pode ser positiva
(R = 1) ou negativa (R = -1). Quando é positiva significa que para cada aumento positivo na variavel x,
h& um aumento proporcional fixo positivo na varidvel y. Caso o coeficiente seja nulo ndo existe
correlacao entre a duas variaveis. Assume-se que o valor favoravel a garantia da linearidade deve ser
superior a 0,995. No entanto, o coeficiente de correcdo ndo € suficiente para a confirmacdo da
linearidade da fungédo de calibracdo, sendo necessaria a aplicagao de métodos estatisticos apropriados.

O declive da reta, m, como medida da sensibilidade do método analitico, é dado por:

N (=) i—Y)

m = Z?’:l(xi—f)z (B.3)

Ja a ordenada de origem é calculada pela equacéo B.4.
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Anexo B - Método dos Minimos Quadrados

Estes coeficientes caracterizam a regressao linear, que é comparada com a disperséo dos valores do
sinal instrumental em torno da reta de calibragdo. A precisdo da calibracdo é descrita pelo desvio

padréo residual (Sy /x):

I-V_ i— i+b 2
Sy/x — \/21—1[3/11\,(_"219‘ )] (B5)

Este desvio padréo relaciona-se diretamente com os desvios padréo do declive (S,,) e da ordenada na
origem (S,), pelas equacdes B.6 e B.7.

S, =—2x __  (gs)

A E?Izl(xi_f)z
_ z:§V=1xi2
Sy = Sy/x /—N NSNS (B.7)

O calculo dos limites de confianga tem em conta o célculo destes desvios padrdes:

b+txS, (B8) m+txS, (B9)

t - Variavel de t de Student para o nivel de confian¢a esperado com (N-2) graus de liberdade.

Ap0s a obtengdo destes 2 coeficientes, a concentragdo de uma amostra (X;) pode ser obtida por
interpolacao através da reta de calibragcdo, como se pode observar pela equacédo B.10.

~ _ yi-b
%, = le (B.10)

O desvio padrdo do método, Smetodo, € definido como a razdo entre o desvio padrédo residual e a
sensibilidade da calibracdo, ou seja, o declive da reta de calibracdo. Este descreve o desempenho do
método e é valido dentro da gama de trabalho. O desvio padrdo permite a comparacao de métodos
analiticos independentes.
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Finalmente o coeficiente de variagdo do método, CV,,, é a razdo entre o desvio padrdo do método e a
média das concentracdes dos padrdes de calibragdo. Assume-se que o critério de aceitacdo do CV,,
nao deve ultrapassar os 5%.

CV, = S’"xﬂx 100  (B.12)
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C. Analise de Residuos

Quando o declive e a ordenada na origem da reta de calibracédo sdo determinados, pode ser aplicada
a analise de residuos. Na realidade, estes coeficientes estabelecem um modelo matematico que
raramente coincide com os valores experimentais observados. Estas diferengcas entre os valores
experimentais e os estimados tem o nome de residuos. O método dos minimos quadrados tem como
objetivo minimizar a soma do quadrado dos residuos, de maneira a otimizar a funcao linear.

Através da reta de calibracéo, calculam-se as &reas estimadas dos picos para cada concentracdo da
amostra. De seguida calcula-se a razao entre a area do pico obtida experimentalmente e a area do pico
estimada. Esta raz&o origina um desvio em percentagem que compara os valores experimentais de y
e os valores previstos de y. Considera-se que este desvio deve ser igual ou inferior a 10% para garantir
a linearidade na gama de trabalho.

Finalmente, a linearidade é avaliada pela elaboragdo de um grafico que representa os desvios em
funcdo das respetivas concentracbes dos padrbes de calibracdo, de modo a detetar se h4 ou néo
correlacdo entre os residuos, ou seja se eles sdo independentes ou ndo. Caso 0s pontos apresentem
uma distribuicao aleatdria confirma-se a existéncia de linearidade.
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< 4-etilfenol

Tabela C.1-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 4-etilfenol sem padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

351,29 0,95 5,18 -5,2
695,32 1,01 10,36 1,0
1039,34 1,02 15,54 2,3
1383,36 1,01 20,72 0,8
1727,38 1,00 25,90 -0,4
2071,41 0,99 31,08 -0,9
2415,43 1,00 36,26 -0,3
3103,47 1,00 46,62 0,3

Andlise de Residuos (l)

20
10
g
.g 0 PS
g 0,0 5 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0
-10
-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.1-Representacdo grafica da concentracdo do 4-etilfenol sem padréo interno em funcéo dos residuos

Tabela C.2- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 4-etilfenol com padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrag&o (ug/L) Desvio (%)

0,23 0,95 518 -5,2
0,41 0,98 10,36 -2,1
0,60 1,03 15,54 3,0
0,78 1,02 20,72 2,1
0,97 1,00 25,90 -0,3
1,15 1,00 31,08 -0,1
1,34 0,99 36,26 -0,6
1,71 1,00 46,62 -0,1
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Analise de Residuos (l)

20
10
g
.g 0 —@
g 0,0 5 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0
-10
-20 Concentragio (ug/L)

Figura C.2- Representacdo grafica da concentragdo do 4-etilfenol com padrao interno em funcao dos residuos

< 4-terc-butilfenol

Tabela C.3- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 4-terc-butilfenol sem padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

5966,32 1,02 125 2,1
12774,50 0,99 250 -0,9
19582,68 1,00 375 0,2
26390,86 1,01 500 1,0
33199,04 0,99 625 -1.4
40007,21 1,00 750 -0,5
46815,39 1,01 875 0,7

Analise de Residuos (Il)

20
10
g
.Cs’ 0
g 0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
-10
-20 Concentragdo (pg/L)

Figura C.3- Representacdo grafica da concentragédo do 4-terc-butilfenol sem padrdo interno em fungado dos

residuos
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Tabela C.4- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 4-terc-butilfenol com padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

0,28 0,99 125 -1,2
0,65 1,01 250 14
1,03 1,00 375 -0,3
1,41 0,98 500 -1,6
1,79 1,00 625 -0,.1
2,16 1,01 750 0,6
2,54 1,01 875 1,2
3,29 0,99 1125 -0,7

Analise de Residuos (Il)

20
10
S
.g 0
g 0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
-10
-20 Concentragdo (pg/L)

Figura C.4- Representacdo grafica da concentracdo do 4-terc-butilfenol com padréo interno em funcéo dos

residuos

< 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela C.5-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padrdo

interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

749,75 1,07 125 7,4
1629,93 0,98 250 -1,7
2510,11 0,99 375 -11
3390,29 1,00 500 -0,1
4270,46 0,99 625 -0,7
5150,64 1,00 750 -0,3
6030,82 1,01 875 0,8
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Andlise de Residuos (lll)
20
10
S
(=] s — o———©
2 0
g 0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
-10
-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.5-Representacdo grafica da concentracdo do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padrao interno em

funcdo dos residuos

Tabela C.6-Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padrdo

interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

0,02 1,04 125 3,6
0,04 0,99 250 -0,6
0,06 0,99 375 -0,5
0,08 1,00 500 -0,3
0,11 0,98 625 -1,6
0,13 1,01 750 0,9
0,15 1,01 875 11
0,20 1,00 1125 -0,5

Analise de Residuos (lll)
20

10

Desvio (%)
o

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
-10

-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.6-Representacdo grafica da concentracdo do 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padrao interno em

funcéo dos residuos
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< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela C.7- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

4787,21 1,10 125 10,4
11193,71 0,98 250 -2,1
17600,21 0,99 375 -1,2
24006,71 0,99 500 -1,2
30413,21 0,99 625 -0.8
36819,71 1,01 750 1,0
43226,21 1,00 875 0,3

Andlise de Residuos (IV)

20
10
S
.g 0
é 0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
-10
-20 Concentracdo (ug/L)

Figura C.7- Representacdo grafica da concentragdo do 2,4-di-terc-butilfenol sem padrao interno em funcéo dos

residuos

Tabela C.8- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 2,4-di-terc-butilfenol com padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

0,34 0,99 125 -0,8
0,79 0,98 250 -2,0
1,25 1,01 375 0,6
1,70 1,00 500 0,1
2,15 0,99 625 -1,2
2,60 1,02 750 2,3
3,05 1,00 875 0,1
3,96 0,99 1125 -0,7
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Analise de Residuos (IV)

20

10
S
o
a 0 —9®
8 0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0

-10

-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.8- Representacdo grafica da concentragdo do 2,4-di-terc-butilfenol com padrao interno em func¢do dos

residuos

7

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela C.9- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem padréo

interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentracdo (ug/L) Desvio (%)

2019,46 1,06 125 5,6
4428,93 1,02 250 2,1
6838,39 0,99 375 -14
9247,86 0,98 500 -1,9
11657,32 0,98 625 -1,8
14066,79 1,01 750 1,3
16476,25 1,01 875 0,6
Analise de Residuos (VI)
20
10
S
.g 0
g 00 1000 2000 3000 4000 5000  600,0  700,0  800,0  900,0  1000,0
-10
-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.9- Representacdo grafica da concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem padrdo interno

em funcdo dos residuos
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Tabela C.10- Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com padrao
interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

0,26 0,94 125 -5,8
0,50 1,01 250 11
0,75 1,03 375 2,8
0,99 1,01 500 0,7
1,24 0,99 625 -1,3
1,48 1,00 750 0,2
1,73 0,99 875 -0,9
2,22 1,00 1125 0,4

Analise de Residuos (VI)
20

10

Desvio (%)
o

0,0 00,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0

-10

-20 Concentragio (pg/L)

Figura C.10-Representacdo grafica da concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com padréo interno

em fungdo dos residuos

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela C.11-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem padréo

interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

2161,18 1,05 125 4,5
5104,36 1,01 250 0,6
8047,54 0,99 375 -15
10990,71 0,98 500 -1,6
13933,89 1,01 625 0,6
16877,07 1,00 750 0,5
19820,25 1,00 875 0,0
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Andlise de Residuos (VII)
20
10
S
.Cs’ 0
g 0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
-10
-20 Concentragio (pg/L)

Figura C.11-Representacdo gréfica da concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem padrao interno

em funcdo dos residuos

Tabela C.12-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com padréo

interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

0,33 0,94 125 -6,1
0,66 1,00 250 0,1
0,99 1,02 375 1,9
1,32 1,01 500 14
1,65 0,98 625 -1,7
1,98 1,01 750 0,9
2,31 1,00 875 0,0
2,97 1,00 1125 -0,4

Andlise de Residuos (VII)
20

10

Desvio (%)
o

0,0 0,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
10

-20 Concentragdo (ug/L)

Figura C.12-Representacdo gréfica da concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com padrao interno

em fungdo dos residuos
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< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela C.13-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de

metilo sem padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

878,36 1,04 125 4,1
1981,14 0,99 250 -14
3083,93 1,00 375 -0,1
4186,71 0,98 500 -2,0
5289,50 1,00 625 0,4
6392,29 1,02 750 2,1
7495,07 0,99 875 -11

Analise de Residuos (IX)

20
10
S
.g 0 ‘\/‘\%/0/.\‘
g 0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
-10
-20 Concentragdo (pg/L)

Figura C.13- Representacdo grafica da concentracdo do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

sem padrdo interno em fungdo dos residuos

Tabela C.14- Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de

metilo com padréo interno

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentragdo (ug/L) Desvio (%)

0,13 0,99 125 1,1
0,30 0,98 250 1,7
0,48 1,01 375 0,6
0,65 1,01 500 0,8
0,83 0,99 625 1,4
1,01 1,01 750 1,2
1,18 1,01 875 0,6
1,53 0,99 1125 -0,6
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Andlise de Residuos (IX)

0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0

Concentracdo (ug/L)

Figura C.14- Representacdo gréafica da concentracdo do 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

com padrao interno em fungdo dos residuos

KD

< Padrdes internos

Tabela C.15-Desvios relativamente a concentracdo-alvo para o composto 4-etilfenol-dio

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

72,67 1,03 9,01 3,2
169,72 0,98 18,03 -2,2
266,78 1,00 27,04 0,5
363,83 0,99 36,05 -11
557,93 1,02 54,08 1,6
654,98 0,99 63,09 -0,6
849,09 1,00 81,12 -0,1

Andlise de Residuos (I-d,,)
20

10

'\'/-\.,—/"\H .

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0

Desvio (%)
o

90,0

Concentragdo (ug/L)

Figura C.15-Representagéo grafica da concentracdo do 4-etilfenol-d1p em fungao dos residuos
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Tabela C.16-Desvios relativamente a concentragdo-alvo para o composto 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-ds

Area Pico estimada Area Experimental / Area Estimada Concentrac&o (ug/L) Desvio (%)

1513,03 1,02 173,45 1,6
3748,05 0,95 346,90 -4,8
5983,08 1,00 520,34 -0,3
8218,11 1,00 693,79 0,2
10453,14 1,02 867,24 1,7
12688,16 1,02 1040,69 1,7
14923,19 0,99 1214,14 -1,0
19393,25 1,00 1561,03 -0,5

Analise de Residuos (lI-dy-d,)

20
10
g
o =
2 0,0 200,0 ,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0 1400,0 1600,0 1800,0
-10
-20

Concentragdo (ug/L)

Figura C.16-Representacdo gréfica da concentracdo do 4-terc-butil-de-fenol-2,3,5,6-d4 em fungéo dos residuos
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D. Teste de Mandel

Os dados de calibracéo obtidos séo usados para calcular a funcdo de calibracao linear assim como a
funcdo de calibracdo ndo linear descritas nas normas 1ISO 8466-1 e ISO 8466-2, respetivamente. A
partir dos respetivos desvios padrdo residuais, S,,,.€ S,,, calcula-se a diferenca de variancias (DS?):

—
20V
N-3

Zgj\il(yi_ﬁ)z

Sy/x = 5 (D.2)

(D.1) Sy =

DS% = (N —2) XSy/xz —(N=3)xS,,> (D3)

N — Numero de padrdes de calibragcéo

y; — Sinal obtido relativo a determinada concentracéo do padréo de calibracéo i

¥, — Sinal estimado pela fung&o de calibracéo linear relativo a determinada concentra¢édo

¥z — Sinal estimado pela funcdo de calibracdo polinomial de 2° grau relativo a determinada

concentracéo

De seguida calcula-se o valor teste (PG) e compara-se com a distribuicdo F de Snedecor/Fisher, tendo
em contra os graus de liberdade, para um nivel de significdncia de 95%.

2

PG =D (D4)

2
Sy2

e PG = Furitico - A funcéo de calibragéo linear é a que conduz a um melhor ajustamento dos dados.

e PG > Feritico - A funcdo de calibracdo € nao linear, devendo-se averiguar a hip6tese de reduzir
a gama de trabalho de forma a cumprir a primeira condicdo. Caso ndo se verifique essa
possibilidade, opta-se pela funcédo de calibragao polinomial.
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7

< 4-etilfenol

Tabela D.1-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 4-etilfenol sem padréo interno

Concentragéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
5,18 333 351 351
10,36 702 695 695
15,54 1063 1039 1039
20,72 1395 1383 1384
25,90 1721 1727 1728
31,08 2052 2071 2072
36,26 2407 2415 2415
46,62 3114 3103 3103
4,8+03 Ajuste Linear (1) 4,8+03 Ajuste Polinomial (1)
3,E+03 3,E+03
3,E+03 3,E+03
2,E+03 2,E+03
i 3
< <
2,E+03 2,E+03
y = 66,414x + 7,271
1,E+03 R?=0,9997 1,E+03
5 E+02 5,E+02 y =-0,0014x2 + 66,483x + 6,619
R2=0,9997
0,E+00 0,E+00
0,00 20,00 40,00 60,00 0,00 20,00 40,00 60,00

Concentragdo (pg/L)

Concentracdo (ug/L)

Figura D.1-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-etilfenol sem padréo interno
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Tabela D.2-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrdo residual para o 4-etilfenol sem
padrao interno

Ajuste Linear A_JUSte_
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
3,35E+02 3,23E+02
4,47E+01 4,58E+01
5,60E+02 5,56E+02
1,35E+02 1,31E+02
4,07E+01 4,34E+01
3,77TE+02 3,82E+02
7,10E+01 7,13E+01
1,11E+02 1,21E+02
Soma= 1,67E+03 Soma= 1,67E+03
N-2= 6 N-3= 5
Syx= 1,67E+01 Syix@a= 1,83E+01

DS®=(N-2) S% - (N-3) Sy
| DS’= 3,84E-01

VT = DS?/ S
| VT= 0,001 |
F(1,5)950%= 6,61

Tabela D.3-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 4-etilfenol com padrao interno

Concentracdo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
5,18 0,22 0,23 0,22
10,36 0,41 0,41 0,41
15,54 0,62 0,60 0,60
20,72 0,80 0,78 0,79
25,90 0,97 0,97 0,97
31,08 1,15 1,15 1,16
36,26 1,33 1,34 1,34
46,62 1,71 1,71 1,70
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2,E+00
2,E+00
1,E+00
1,E+00

1,E+00

Area

8,E-01
6,E-01
4,E-01
2,E-01

0,E+00
0,00

=0,0358x + 0,0432
R*=0,9995

20,00 40,00
Concentragdo (ug/L)

60,00

Area

2,e+00 | Ajuste Polinomial (1)
2,E+00
1,E+00
1,E+00
1,E+00
8,E-01

6,E-01

4,E-01 £ _0,0000289x2 + 0,0372x + 0,0293

2 _
2E-01 R?=0,9995

0,E+00
0,00 20,00 40,00 60,00

Concentragdo (ug/L)

Figura D.2-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-etilfenol com padréo interno

Tabela D.4-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrdo residual para o 4-etilfenol com

Ajuste
Linear

(y-yi)?

1,42E-04

7,51E-05

3,17E-04

2,64E-04

9,65E-06

1,98E-06

5,94E-05

1,57E-06

Soma=

8,71E-04

6

Sy/x:

1,20E-02

padrdo interno
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Ajuste
Polinomial

(y-yi)?

2,19E-05

4,21E-05

2,71E-04

1,68E-04

4,65E-05

1,58E-05

5,76E-05

7,92E-05

Soma= 7,02E-04

N-3= 5

Syixea)= 1,18E-02
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DS”=(N-2) S%x - (N-3) S
| DS’= 1,69E-04

VT =DS?/ S? e
| VT= 1,203 |
F(1,5950= 6,61

< 4-terc-butilfenol

Tabela D.5-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butilfenol sem padrio interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 6090 5966 6116
250 12657 12775 12774
375 19621 19583 19491
500 26658 26391 26268
625 32744 33199 33104
750 39808 40007 39999
875 47158 46815 46954
5,E+04 Ajuste Linear (ll) 5,E+04 Ajuste Polinomial (Il)
5 E+04 5,E+04
4,E+04 4,E+04
4,E+04 4,E+04
3,E+04 3,E+04
© ©
® 3,E+04 9 3,E+04
< g
2,E+04 2,E+04
2,E+04 2,E+04
1,E+04 y=54,465x - 841,857 1,E+04 y =0,0019x2 + 52,551x - 482,857
R"=0,9996 R?=0,9997
5,E+03 5,E+03 ’
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00 0,00 500,00 1000,00
Concentragdo (ug/L) Concentragdo (pg/L)

Figura D.3-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butilfenol sem padrdo interno
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Tabela D.6-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrdo residual para o 4-terc-butilfenol
sem padrdo interno

Ajuste Linear Ajuste
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
1,53E+04 6,59E+02
1,38E+04 1,36E+04
1,47E+03 1,69E+04
7,14E+04 1,52E+05
2,07E+05 1,29E+05
3,97E+04 3,65E+04
1,17E+05 4,17E+04
Soma= 4,66E+05 Soma= 3,91E+05
N-2= 5 N-3= 4
Syn= 3,05E+02 Syix@)= 3,13E+02

DS%=(N-2) S%x - (N-3) S
| DS’= 7,49E+04 |

VT = DS’/ S?
| VT= 0,766 |
F(1,59506= 7,71

Tabela D.7- Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butilfenol com padréo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,27 0,28 0,27
250 0,66 0,65 0,65
375 1,03 1,03 1,03
500 1,39 1,41 1,41
625 1,78 1,79 1,79
750 2,18 2,16 2,17
875 2,57 2,54 2,54
1125 3,27 3,29 3,29
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4,8+00 Ajuste Linear (ll) 4,8+00 Ajuste Polinomial (Il)
3,E+00 3,E+00
3,E+00 3,E+00
2,E+00 2,E+00
(5] ©
g <
<L <
2,E+00 y 50,0030x - 0,0990 2,E+00
R2 =0,9997
1,E+00 1,E+00
y =-0,000000047x2 + 0,00307x -
5,E-01 5,E-01 0112
R2 =0,9997
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00 1500,00 0,00 500,00 1000,00  1500,00
Concentracdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D.4-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butilfenol com padréao interno

Tabela D.8- Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrado residual para o 4-terc-butilfenol

com padrao interno

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
1,09E-05 1,12E-05
7,99E-05 1,12E-04
7,22E-06 2,15E-05
5,02E-04 7,00E-04
3,04E-06 4,13E-05
1,77E-04 8,92E-05
8,74E-04 7,85E-04
4,69E-04 2,01E-04
Soma= 2,12E-03 Soma= 1,96E-03
N-2= 6 N-3= 5
Syn= 1,88E-02 Syix@y)= 1,98E-02
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DS”=(N-2) S%x - (N-3) S
| DS’= 1,62E-04

VT =DS?/ S? e
| VT= 0,413 |
F(1,5950= 6,61

% 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela D.9-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem

padrdo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 805 750 791
250 1602 1630 1628
375 2483 2510 2481
500 3387 3390 3349
625 4242 4270 4233
750 5134 5151 5133
875 6079 6031 6049
7,403 Ajuste Linear (lll) 7E+03 Ajuste Polinomial (1ll)
6,E+03 6,E+03
5,E+03 5,E+03
4,E+03 4,E+03
b o
= <
3,E+03 3,E+03
2,E+03 2,E+03
y= 7,241x -130,429 y = 0,0005x2 + 6,510x - 30,857
R?=0,9996 =
1,6403 1,6+03 R*=0,9999
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00 0,00 500,00 1000,00
Concentracdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D.5-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem

padrao interno
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Tabela D.10-Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para o 2,6-di-terc-

butil-p-benzoquinona sem padréo interno

Ajuste Line

ar

(y-yi)?

3,05E+03

7,80E+02

7,35E+02

1,08E+01

8,10E+02

2,77TE+02

2,32E+03

Soma=

7,99E+03

5

Sy/x:

4,00E+01

Ajuste
Polinomial

(y-yi)?

2,03E+02

6,76E+02

4,60E+00

1,42E+03

7,30E+01

6,51E-01

9,27E+02

Soma=

3,30E+03

N-3=

4

Syix@ey=

2,87E+01

DS®= (N -2) % - (N - 3) S% 0

DS’= 4,68E+03

VT = DS?/ S% o)

VT= 5,676 |

F(1,5950= 7,71

Tabela D.11-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com

padrao interno

Concentragdo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,017 0,016 0,016
250 0,039 0,039 0,039
375 0,061 0,061 0,061
500 0,084 0,084 0,084
625 0,10 0,11 0,11
750 0,13 0,13 0,13
875 0,15 0,15 0,15
1125 0,20 0,20 0,20
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3,E-01

2,E-01

2,E-01

Area

1,E-01

5,E-02

0,E+00
0,00

Ajuste Linear (lll)

y~ 0,0002x - 0,0066
R*=0,9997

500,00 1000,00
Concentragdo (ug/L)

Area

1500,00

3,E-01 Ajuste Polinomial (lll)

2,E-01

2,E-01
1,E-01
5,E-02 =-0,00000000032x? + 0,000182x -
0,00665
R*=0,9996
0,E+00
0,00 500,00 1000,00 1500,00

Concentragdo (pg/L)

Figura D.6- Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com

padrao interno

Tabela D.12- Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 2,6-di-terc-

butil-p-benzoquinona com padrao interno

Ajuste
Linear

(y-yi)?

3,38E-07

5,02E-08

9,62E-08

6,48E-08

3,04E-06

1,48E-06

2,86E-06

9,11E-07

Soma=

8,84E-06

N-2=

6

Sy/x:

1,21E-03
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Ajuste
Polinomial

(y-yi)?

3,89E-07

4,84E-08

1,11E-07

8,77E-08

3,22E-06

1,37E-06

2,74E-06

8,75E-07

Soma= 8,83E-06

N-3= 5

Syixea)= 1,33E-03




Anexo D - Teste de Mandel

DS?= (N - 2) % - (N - 3) S% 0

| DS?= 4,72E-09

VT = DS?/ S% o)

| VT= 0,003

F(1,5)95%= 6,61

< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela D.13-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padréo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 5286 4787 5116
250 10960 11194 11193
375 17384 17600 17402
500 23722 24007 23742
625 30181 30413 30213
750 37179 36820 36816
875 43335 43226 43549
5,E+04 Ajuste Linear (1V) 5,E+04 Ajuste Polinomial (1V)
5,E+04 5,E+04
4,E+04 4,E+04
4,E+04 4,E+04
3,E+04 3,E+04
] i
< 3,E+04 5 3E+04
2,E+04 2,E+04
2,E+04 2,E+04
1,E+04 y=51,252x - 1619,286 1,E+04 y = 0,0042x2 + 47,045x - 830,429
5,403 R?=0,9995 5,£403 R? = 0,9998
0,E+00 0,E+00
0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00
Concentragdo (ug/L) Concentracgdo (ug/L)

Figura D.7-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padréo interno
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Tabela D.14-Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para o 2,4-di-terc-

butilfenol sem padrao interno

Ajuste Linear Ajuste
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
2,49E+05 2,90E+04
5,46E+04 5,44E+04
4,67E+04 3,24E+02
8,11E+04 3,99E+02
5,39E+04 1,04E+03
1,29E+05 1,32E+05
1,18E+04 4,60E+04
Soma= 6,26E+05 Soma= 2,63E+05
N-2= 5 N-3= 4
Syn= 3,54E+02 Syix@)= 2,56E+02

DS*= (N -2) S% - (N -3) S® ey
| DS?= 3,63E+05 |

VT = DS?/ S% o)
| VT= 5,51764 |
F(1,5950= 7,71

Tabela D.15-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 2,4-di-terc-butilfenol com padréo interno

Concentracéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,34 0,34 0,33
250 0,78 0,79 0,79
375 1,25 1,25 1,25
500 1,70 1,70 1,71
625 2,12 2,15 2,16
750 2,66 2,60 2,61
875 3,06 3,05 3,06
1125 3,93 3,96 3,94
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>E+00 Ajuste Linear (IV) >E+00 Ajuste Polinomial (V)
4,E+00 4,E+00
4,E+00 4,E+00
3,E+00 3,E+00
«© 3,E+00 «© 3,E+00
o o
"< 2 E+00 < 2 E+00
y =0,0036x - 0,1084
2,E+00 R? = 0,9995 2,E+00
1,E+00 1,E+00 y = -0,000000109x2 + 0,00375x -
5,E-01 5,E-01 0,139
R? = 0,9996
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00  1000,00  1500,00 0,00 500,00  1000,00  1500,00
Concentracdo (ug/L) Concentracdo (ug/L)

Figura D.8- Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 2,4-di-terc-butilfenol com padréo
interno

Tabela D.16-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para o 2,4-di-terc-
butilfenol com padrao interno

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
7,50E-06 1,63E-04
2,46E-04 1,38E-04
4,78E-05 7,12E-06
5,69E-06 4,38E-05
6,93E-04 1,35E-03
3,50E-03 2,59E-03
9,07E-06 2,97E-08
7,15E-04 7,11E-05
Soma= 5,22E-03 Soma= 4,36E-03
N-2= 6 N-3= 5
Syx= 2,95E-02 Syix(ea= 2,95E-02
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DS®= (N -2) % - (N - 3) S% 0
| DS’= 8,68E-04

VT = DS?/ S% o)
| VT= 0,99670 |
F(1,59506= 6,61

< 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela D.17-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzaldeido sem

padrdo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 2133 2019 2178
250 4524 4429 4427
375 6741 6838 6738
500 9073 9248 9112
625 11447 11657 11549
750 14245 14067 14048
875 16572 16476 16609
2,E+04 Ajuste Linear (VI) 2,E+04 Ajuste Polinomial (VI)
2,E+04 2,E+04
1,E+04 1,E+04
1,E+04 1,E+04
o 1,E+04 o 1,E+04
o g
< 8,E+03 < 8,E+03
6,E+03 - )
¥ y= 19'2276X - 390,000 6,£+03 y = 0,0020x2 + 17,242 - 8,714
4,E+03 R%=0,9991 4,E403 R?=0,9996
2,E+03 2,E+03
0,E+00 0,E+00
0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00
Concentragdo (pg/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D.9-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzaldeido sem

padrdo interno
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Tabela D.18-Erros quadréaticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 3,5-di-ter-butil-
4-hidroxibenzaldeido sem padrao interno

Ajuste Linear Ajuste
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
1,29E+04 2,01E+03
9,04E+03 9,44E+03
9,49E+03 6,97E+00
3,06E+04 1,55E+03
4,42E+04 1,04E+04
3,18E+04 3,88E+04
9,17E+03 1,40E+03
Soma= 1,47E+05 Soma= 6,36E+04
N-2= 5 N-3= 4
Syn= 1,72E+02 Syix@)= 1,26E+02

DS? = (N - 2) % - (N - 3) S% 0
| DS’= 8,35E-+04

VT = DS?/ S% o)
| VT= 5,250 |
F.5)950= 7,71

Tabela D.19-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzaldeido com

padrdo interno

Concentracéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,24 0,26 0,26
250 0,51 0,50 0,50
375 0,77 0,75 0,75
500 1,00 0,99 0,99
625 1,22 1,24 1,24
750 1,49 1,48 1,49
875 1,71 1,73 1,73
1125 2,23 2,22 2,22
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3,E+00 Ajuste Linear (VI) 3,E+00 Ajuste Polinomial (VI)
2,E+00 2,E+00
2,E+00 2,E+00
© (5]
9 2
g <L
1,E+00 1,E+00
y =0,0020x + 0,0137
R?=0,9996
>E-01 >E-01 y = -0,0000000053x2 + 0,00197x +
0,0122
R2=0,9996
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00 1500,00 0,00 500,00 1000,00 1500,00
Concentracdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D.10-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-
hidroxibenzaldeido com padréo interno

Tabela D.20-Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 3,5-di-ter-butil-

4-hidroxibenzaldeido com padréo interno

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
2,25E-04 2,03E-04
3,32E-05 3,52E-05
4,29E-04 4,20E-04
5,39E-05 4,71E-05
2,44E-04 2,62E-04
1,37E-05 1,04E-05
2,24E-04 2,31E-04
6,52E-05 7,83E-05
Soma= 1,29E-03 Soma= 1,29E-03
N-2= 6 N-3= 5
Syn= 1,47E-02 Syix@y)= 1,60E-02
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DS%=(N-2) S%x - (N-3) Sy
| DS’= 2,07E-06 |

VT = DS?/ S
| VT= 0,008 |
F(1,5)950%= 6,61

< 3,5-di-ter-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela D.21-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxiacetofenona sem

padrdo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 2259 2161 2237
250 5136 5104 5107
375 7927 8048 8009
500 10817 10991 10942
625 14022 13934 13906
750 16959 16877 16902
875 19815 19820 19928
3,404 Ajuste Linear (VII) 3,£404 Ajuste Polinomial (Vi)
2,E+04 2,E+04
2,E+04 2,404
8 e
& <
1,E+04 1,E+04
= 23,5454x - 782,0000
R?=0,9997
5,E+03 5,E403 =0,0010x2 + 22,5892x - 602,7143
R? = 0,9998
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00 0,00 500,00 1000,00
Concentragdo (ug/L) Concentragio (pg/L)

Figura D.11-Representacdo gréafica dos ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxiacetofenona

sem padrdo interno
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Tabela D.22-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 3,5-di-ter-butil-

4-hidroxiacetofenona sem padrdo interno

Ajuste Linear Ajuste
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
9,57E+03 5,04E+02
1,00E+03 8,36E+02
1,45E+04 6,70E+03
3,02E+04 1,56E+04
7,76E+03 1,34E+04
6,71E+03 3,28E+03
2,76E+01 1,29E+04
Soma= 6,98E+04 Soma= 5,32E+04
N-2= 5 N-3= 4
Syi= 1,18E+02 Syix@s)= 1,15E+02

DS® = (N - 2) $%5 - (N - 3) S* ez
| DS’= 1,66E+04

VT =DS?/ S% )
| VT= 1,245 |
F(1,5095%= 7,71

Tabela D.23-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxiacetofenona com

padrdo interno

Concentracgo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,31 0,33 0,32
250 0,66 0,66 0,65
375 1,01 0,99 0,99
500 1,34 1,32 1,32
625 1,62 1,65 1,66
750 2,00 1,98 1,99
875 2,31 2,31 2,31
1125 2,96 2,97 2,96
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4,E+00 Ajuste Linear (VII) 4,E+00 Ajuste Polinomial (VII)
3,E+00 3,E+00
3,E+00 3,E+00
2,E+00 2,E+00
© ©
- -
< <<
2,E+00 2,E+00
y = 0,0026x - 0,0040
1,E+00 RZ = O 9996 1,E+00
5 E.01 5 E-01 y =-0,000000077x2 + 0,00274x -
0,0256
R2= 7
0,E+00 0,E+00 0,999
0,00 500,00 1000,00 1500,00 0,00 500,00 1000,00 1500,00
Concentragdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D.12-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 3,5-di-ter-butil-4-hidroxiacetofenona

com padréo interno

Tabela D.24-Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 3,5-di-ter-butil-

4-hidroxiacetofenona com padréo interno

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
4,02E-04 8,42E-05
7,96E-07 1,24E-05
3,64E-04 2,53E-04
3,40E-04 1,40E-04
7,62E-04 1,24E-03
3,45E-04 1,52E-04
1,13E-06 1,95E-06
1,08E-04 3,78E-06
Soma= 2,32E-03 Soma= 1,89E-03
N-2= 6 N-3= 5
Syn= 1,97E-02 Syix@y)= 1,94E-02
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DS’ = (N -2) S%s - (N -3) S° ey

DS’=

4,35E-04

VT = DS?/ S

VT=

1,151

F(1,5)950=

6,61

< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela D.25-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

propionato de metilo sem padrao interno

Concentracéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 914 878 880
250 1953 1981 1981
375 3081 3084 3083
500 4105 4187 4185
625 5313 5290 5288
750 6529 6392 6392
875 7412 7495 7497

Area

8,E+03
7,E+03
6,E+03
5,E+03
4,E+03
3,E+03
2,E+03
1,E+03

0,E+00

0,00

Ajuste Linear (IX)

R?=0,9990

500,00
Concentragdo (ug/L)

y =8,8223x - 224,4286

1000,00

8,E+03
7,E+03
6,E+03

5,E+03

8
S4E+03

3,E+03
2,E+03
1,E+03

0,E+00

0,00

Ajuste Polinomial (IX)

y = 0,000021x? + 8,800952x -
220,428571
R*=0,998977

500,00 1000,00

Concentragdo (ug/L)

Figura D.13-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

propionato de metilo sem padrao interno
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Tabela D.26-Erros quadréaticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para o 3-(3,5-di-terc-

butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo sem padrdo interno

Ajuste Linear Ajuste
Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
1,27E+03 1,15E+03
7,92E+02 7,92E+02
8,58E+00 3,61E+00
6,68E+03 6,45E+03
5,52E+02 6,05E+02
1,87E+04 1,87E+04
6,90E+03 7,14E+03
Soma= 3,49E+04 Soma= 3,49E+04
N-2= 5 N-3= 4
Syn= 8,35E+01 Syix(2a= 9,34E+01

DS®= (N - 2) S% - (N - 3) S? o0
| DS’= 9,25E+00 |

VT = DS?/ S% o)
| VT= 0,001 |
F(1,5)95%= 7,71

Tabela D.27-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

propionato de metilo com padrdo interno

Concentraco (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
125 0,12 0,13 0,12
250 0,30 0,30 0,30
375 0,48 0,48 0,48
500 0,66 0,65 0,66
625 0,82 0,83 0,83
750 1,02 1,01 1,01
875 1,19 1,18 1,18
1125 1,53 1,53 1,53
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2/E+00 Ajuste Linear (IX) 2,E+00 Ajuste Polinomial (IX)
2,E+00 2,E+00
1,E+00 1,E+00
1,E+00 1,E+00
o 1,E+00 o 1,E+00
g g
< g,E-01 < 8,01
6,£-01 y = 0,0014x - 0,0498 6,-01
R? = 0,9997
4,801 4,E-01 y = -0,000000031x? + 0,00145x -
2,E-01 2,E-01 0,0586
R? = 0,9998
0,E+00 0,E+00
0,00 500,00 1000,00  1500,00 0,00 500,00  1000,00  1500,00
Concentragdo (ug/L) Concentragdo (ug/L)

Figura D. 14-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

propionato de metilo com padréo interno

Tabela D.28-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 3-(3,5-di-terc-

butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo com padrao interno

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
1,81E-06 9,56E-06
2,57E-05 1,58E-05
9,45E-06 3,17E-06
2,83E-05 6,84E-06
1,37E-04 2,21E-04
1,35E-04 8,10E-05
4,31E-05 2,95E-05
7,17E-05 1,38E-05
Soma= 4,52E-04 Soma= 3,80E-04
N-2= 6 N-3= 5
Syx= 8,68E-03 Syix(ea= 8,72E-03
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DS®=(N-2) S%x - (N-3) Sy

DS?=

7,19E-05

VT = DS?/ S% oo

VT=

0,944 |

F(1,5950%=

6,61

< Padrdes internos

Tabela D.29-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para 4-etilfenol-dqo

Concentracéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
9,01 75 73 72
18,03 166 170 170
27,04 268 267 267
36,05 360 364 364
54,08 567 558 559
63,09 651 655 655
81,12 848 849 849
9,E+02 10) 9802 Ajuste Polinomial (I-d,,)
8,E+02 8,E+02
7,E+02 7,E+02
6,E+02 6,E+02
«5,E+02 o 5,E+02
o o
"<4,E4+02 < 4,402
y =10,767x - 24,379
3,E+02 R?=0,9997 3,E+02
) 102 y = -0,0009x + 10,851x - 25,695
B 2,E+02 R? = 0,9997
1,E402 1,E402
0,E+00 0,E+00
0,00 50,00 100,00 0,00 50,00 100,00

Concentragdo (pg/L)

Concentragdo (ug/L)

Figura D.15-Representacédo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-etilfenol-d1o
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Tabela D.30-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para o 4-etilfenol-d1g

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
5,42E+00 8,77E+00
1,39E+01 1,31E+01
1,50E+00 8,70E-01
1,47E+01 1,90E+01
8,22E+01 7,20E+01
1,59E+01 1,91E+01
1,18E+00 4,13E-01
Soma= 1,35E+02 Soma= 1,33E+02
N-2= 5 N-3= 4
Syx= 5,19E+00 Syix@a= 5,77E+00

DS®= (N - 2) S%x - (N - 3) S% 0
| DS*= 1,38E+00

VT = DS?/ S% o)
| VT= 0,041 |
F(1,5950= 7,71
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Tabela D.31-Areas calculadas para os ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butil-dg-fenol-2,3,5,6-ds

Concentragéo (ug/L) Area Area Ajuste Linear Area Ajuste Polinomial
173,45 1537 1513 1420
346,90 3570 3748 3731
520,34 5966 5983 6024
693,79 8233 8218 8298
867,24 10636 10453 10555
1040,69 12908 12688 12794
1214,14 14769 14923 15014
1561,03 19301 19393 19402
3,E+04

Area

2,E+04

2,E+04

1,E+04

5,E+03

0,E+00
0,00

Ajuste Linear (ll-d,-d,)

y =12,886x-722,003
R?=0,9994

500,00 1000,00 1500,00 2000,00
Concentragdo (pg/L)

Area

3604 | Ajuste Polinomial (II-dg-d,)

2,E+04

2,E+04

1,E+04

5,E+03

0,E+00
0,00

y =-0,0003x? + 13,480x - 909,214
R?=0,9995

500,00 1000,00 1500,00 2000,00
Concentracgdo (ug/L)

Figura D.16-Representacdo grafica dos ajustes linear e polinomial para o 4-terc-butil-do-fenol-2,3,5,6-ds
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Anexo D - Teste de Mandel

Tabela D.32-Erros quadraticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para o 4-terc-butil-do-
fenol-2,3,5,6-d4

Ajuste Ajuste
Linear Polinomial
(y-yi)? (y-yi)?
5,75E+02 1,37E+04
3,17E+04 2,58E+04
2,92E+02 3,31E+03
2,22E+02 4,27E+03
3,34E+04 6,54E+03
4,83E+04 1,30E+04
2,38E+04 6,03E+04
8,51E+03 1,01E+04
Soma= 1,47E+05 Soma= 1,37E+05
N-2= 6 N-3= 5
Syx= 1,56E+02 Syix@a= 1,66E+02

DS’ = (N-2) S - (N-3) S e
| DS’= 9,72E+03 |

VT = DS?/ S% o
| VT= 0,35448 |
F(1,5)950%= 6,61
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Anexo E - Teste de RIKILT

E. Teste de RIKILT

A andlise da linearidade em cada ponto da reta de calibracdo é efetuada pelo teste de RIKILT. De
modo, a avaliar o comportamento da reta de calibracdo é efetuado um grafico de linearidade.

Para cada um dos pontos (y;, x;) é calculada a razéo yi/xi gue relaciona o sinal instrumental com a
concentragao. De seguida, calcula-se a média de todas as razdes yi/xi, conferindo o valor de 100% a
este valor médio. Finalmente, o valor percentual de cada valor yi/xl. é calculado em funcéo do valor
médio, yl/xl, pela equagdo E.1:
Yi
Y/, %) = yljxl x 100 (E1)
1

X

O grafico de linearidade relaciona o valor percentual da razdo entre o sinal instrumental e o valor da
concentracao, Y i/xi (%) , em funcdo da concentragcdo respetiva. Idealmente esta razdo deveria ser
igual a 100% para ser obtida uma linearidade perfeita. No entanto, admite-se que os valores
normalizados possam ter um desvio até 10%, o que significa que os valores devem estar
compreendidos entre 90 e 100%. Caso seja obtido um ponto em que o valor percentual ndo cumpre
este requisito, rejeita-se esse ponto, reduzindo-se a gama de trabalho e aplicando-se novamente o
teste de RIKILT até que se cumpram os limites estabelecidos.
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Anexo E - Teste de RIKILT

< 4-etilfenol

Tabela E.1-Célculo das razdes para o teste de RIKILT para o 4-etilfenol sem padréo interno

Concentragéo ; . gy o Iy
(Wg/L) = x; Area =y Razéao yi/ x; % Vil Xi
5,18 333 64,29 96
10,36 702 67,76 102
15,54 1063 68,40 103
20,72 1395 67,33 101
25,90 1721 66,45 100
31,08 2052 66,02 99
36,26 2407 66,38 100
46,62 3114 66,80 100
Média 66,68
115 Teste RIKILT (I)
°
100 ¢ ° ° ° ° °
—_ )
S
> 85
70
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentragdo (ug/L)

Figura E.1-Representacdo gréafica do teste de RIKILT para o 4-etilfenol sem padrdo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.2-Célculo das razdes para o teste de RIKILT para o 4-etilfenol com padréo interno

Co(rll;/ef)tr:a)(i?o Arearelativa = yi/ yp Razdo (yi/ ye) / Xi % (il ypi) / Xi
5,18 0,22 0,042 109
10,36 0,41 0,039 102
15,54 0,62 0,040 103
20,72 0,80 0,039 101
25,90 0,97 0,037 97
31,08 1,15 0,037 97
36,26 1,33 0,037 96
46,62 1,71 0,037 96
Média 0,038
115 Teste RIKILT (I)
@
100 ® ¢ ®
g ¢ ® ° °
3
> 85
70
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentragdo (pg/L)

Figura E.2-Representacdo gréafica do teste de RIKILT para o 4-etilfenol com padrao interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

< 4-terc-butilfenol

Tabela E.3-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 4-terc-butilfenol sem padrao interno

Concentragéo ; . gy o Iy
(g/L) = Area =y; Razao yi/ xi % Yi l Xi
125 6090 48,72 94
250 12657 50,63 97
375 19621 52,32 101
500 26658 53,32 102
625 32744 52,39 101
750 39808 53,08 102
875 47158 53,89 104
Média 52,05
115 Teste RIKILT (11)
°
100 ° o ° °
°
3 ®
=
= 85
70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragdo (ug/L)

Figura E.3-Representacdo grafica do teste de RIKILT para o 4-terc-butilfenol sem padréo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.4-Célculo das razdes para o teste de RIKILT para o 4-terc-butilfenol com padréo interno

Concentragao " o < o A i A
(g/L) = X, Arearelativa = yi/ yp Razéo (yi/ yer) / Xi % (Yil yei) I Xi
125 0,27 0,0022 80
250 0,66 0,0027 97
375 1,03 0,0027 100
500 1,39 0,0028 101
625 1,78 0,0029 104
750 2,18 0,0029 106
875 2,57 0,0029 107
1125 3,27 0,0029 106
Média 0,0027
115 Teste RIKILT ()
®
° ) )
100 ° o

—_ )

S

Z

>85

)
70
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo (pg/L)

Figura E.4-Representacdo gréafica do teste de RIKILT para o 4-terc-butilfenol com padréo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

< 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela E.5-Célculo das razdes para o teste de RIKILT para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padrao interno

Concentracéo

A =V 3 . . 0 . .
(ug/L) = xi Area =y Razao vyi/ x; % Yi | Xi
125 805 6.44 %
375 2483 6,62 99
500 3387 6.77 101
625 4242 6,79 101
750 5134 6,85 102
875 6079 6,95 104
Média 6,69
115 Teste RIKILT (1)
°
100 ° ° °® °
g ° .
>85
70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragdo (ug/L)

Figura E.5-Representacédo gréafica do teste de RIKILT para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padréo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.6-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padréo interno

Concentragao " o < o A i A
(g/L) = X, Arearelativa = yi/ yp Razéo (yi/ yer) / Xi % (Yil yei) I Xi
125 0,017 0,00013 81
250 0,039 0,00015 94
375 0,061 0,00016 99
500 0,084 0,00017 102
625 0,10 0,00017 103
750 0,13 0,00017 106
875 0,15 0,00018 107
1125 0,20 0,00017 107
Média 0,00016
115 Teste RIKILT (111)
° L °
) °
100 °

S °

Z

>85

)
70
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo (pg/L)

Figura E.6-Representacdo gréafica do teste de RIKILT para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padrdo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela E.7-Célculo das razbes para o teste de RIKILT para o composto 2,4-di-terc-butilfenol sem padréo interno

CO(:[;/GC)U’:&E?O Area =Yy Razdo yi/ Xi % i/ Xi
125 5286 42,29 a0
250 10960 43,84 94
375 17384 46,36 99
500 23722 47,44 101
625 30181 48,29 103
750 37179 49,57 106
875 43335 49,53 106
Média 46,76
115 Teste RIKILT (1V)
° °
100 ° ® ¢
S °
§ (-
>85
70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragdo (ug/L)

Figura E.7-Representacdo grafica do teste de RIKILT para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padrédo interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.8-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o composto 2,4-di-terc-butilfenol com padréo interno

Concentracéo

A i = v = ) ) 0 . )
(g/L) = X, Arearelativa = yi/ yp Razéo (yi/ yer) / Xi % (Yil yei) I Xi
125 0,34 0,0027 82
250 0,78 0,0031 94
375 1,25 0,0033 101
500 1,70 0,0034 103
625 2,12 0,0034 103
750 2,66 0,0035 107
875 3,06 0,0035 105
1125 3,93 0,0035 105
Média 0,0033
115 Teste RIKILT (IV)
¢ ° °
° )
100 ®

S °

Z

>

85
°
70
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragio (pg/L)

Figura E.8-Representacdo grafica do teste de RIKILT para o 2,4-di-terc-butilfenol com padrdo interno

235




Anexo E - Teste de RIKILT

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela E.9-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem padrdo

interno
Concentragdo Area = y; Razao vyi/ Xi % yil Xi
(hg/L) = x; =i Yil Xi 0 YilXi
125 2133 17,06 94
250 4524 18,10 99
375 6741 17,98 99
500 9073 18,15 100
625 11447 18,32 101
750 14245 18,99 104
875 16572 18,94 104
Média 18,22
115 Teste RIKILT (VI)
°
100 ° ° ° °
S °
Z
>85
70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragdo (ug/L)

Figura E.9-Representacdo grafica do teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem padrdo

interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.10-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com padrao

interno
Concentragéo " S . _ o (v, _
(Lg/L) = x; Area relativa = yi/ yp Razao (yi/ yri) ! Xi % (Vi yei) I Xi
125 0,24 0,0020 98
250 0,51 0,0020 102
375 0,77 0,0021 103
500 1,00 0,0020 101
625 1,22 0,0020 98
750 1,49 0,0020 100
875 1,71 0,0020 98
1125 2,23 0,0020 99
Média 0,0020
115 Teste RIKILT (V1)
® [ J
100 ° ® ° ) ° °
S
Z
>85
70
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo (ug/L)

Figura E.10-Representacdo gréfica do teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com padrao

interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela E.11-Célculo das razbes para o teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem padréo

interno
t =1 P ~
CO(:[;/GIS r:a)(iiao Area =y; Razéo yi/ xi % yi | Xi
125 2259 18,07 85
250 5136 20,54 96
375 7927 21,14 99
500 10817 21,63 102
625 14022 22,44 105
750 16959 22,61 106
875 19815 22,65 106
Média 21,30
115 Teste RIKILT (VII)
® [ J [ J
100 ° e

— [ J

S

Z

>85 [ J

70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentragdo (ug/L)

Figura E.11-Representacdo gréfica do teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem padrdo

interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.12-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com padrao

interno
C"(E;f[‘)tr:aﬁf‘o Arearelativa=yi/ym  Razdo (yi/ ye) /X % (yi/ ye) / Xi
125 0,31 0,0025 94
250 0,66 0,0026 100
375 1,01 0,0027 102
500 1,34 0,0027 102
625 1,62 0,0026 99
750 2,00 0,0027 102
875 2,31 0,0026 101
1125 2,96 0,0026 100
Média 0,0026
115 Teste RIKILT (VII)
100 o ¢ ¢ o ° o o
S °
Z
>85
70
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdo (pg/L)

Figura E.12-Representacdo gréfica do teste de RIKILT para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com padrdo

interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

KD

< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela E.13-Calculo das razbes para o teste de RIKILT para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de

metilo sem padréo interno

Concentragéo ; . gy o Iy
(Lg/L) = x; Area =y Razao yi/ x; % Vil Xi
125 914 7,31 89
250 1953 7,81 96
375 3081 8,22 100
500 4105 8,21 100
625 5313 8,50 104
750 6529 8,71 106
875 7412 8,47 104
Média 8,18
115 Teste RIKILT (IX)
°
) [
100 ° °

g [ J

= e

™~

=85

70
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragdo (ug/L)

Figura E.13-Representacdo gréfica do teste de RIKILT para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de

metilo sem padrao interno
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Anexo E - Teste de RIKILT

Tabela E.14-Calculo das razdes para o teste de RIKILT para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de
metilo com padrao interno

Concentragéo " S . _ o (v, _
(Lg/L) = x; Area relativa = yi/ yp Razao (yi/ yri) ! Xi % (Vi yei) I Xi
125 0,12 0,0010 79
250 0,30 0,0012 93
375 0,48 0,0013 101
500 0,66 0,0013 104
625 0,82 0,0013 103
750 1,02 0,0014 107
875 1,19 0,0014 107
1125 1,53 0,0014 107
Média 0,0013
115 Teste RIKILT (IX)
°® ° °
® °
100 L

g o

Z

~8s5

°
70
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentragdo (ug/L)

Figura E.14-Representacdo gréafica do teste de RIKILT para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de

metilo com padréo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

F. Teste das Areas Normalizadas

A avaliacdo da dispersdo dos valores obtidos na calibracdo em relacdo aos valores 6timos, é feita
através da analise das areas normalizadas. A distribuicdo dos valores normalizados deve respeitar um
intervalo previamente estabelecido.

Primeiramente, calculam-se as areas estimadas dos picos cromatograficos correspondentes as
concentracdes da gama de trabalho, a partir da reta de calibracéo. De seguida, determina-se a razéo
entre o valor experimental do sinal cromatogréafico e o valor estimado do sinal cromatografico. A
concentracdo que corresponde a razao mais perto de 1 € denominada C,,,. Esta concentracéo
corresponde ao ponto experimental com melhor correlagdo. Através da mesma, é possivel proceder ao
célculo das areas normalizadas:

%xclooxwo

Area Normalizada = 2+——— (F.1)
A100

A; — Area do pico cromatografico correspondente a determinada concentracéo

C; — Concentragdo correspondente a area 4;

A;100- Area do pico cromatografico correspondente ao ponto experimental com melhor correlagéo
C100 — Concentracao correspondente ao ponto experimental com melhor correlacao

Os valores calculados das areas normalizadas devem estar compreendidos entre 85% e 115%. Caso
este requisito ndo seja cumprido por algum valor normalizado, este deve ser excluido reduzindo-se a
gama de trabalho e aplicando-se novamente este teste até 0s que os pontos possuam todos desvios
inferiores a 15%. Os resultados podem ser observados graficamente onde os valores normalizados sao
apresentados em funcdo da concentracdo do composto.
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 4-etilfenol

Tabela F.1- Célculo dos valores normalizados para o 4-etilfenol sem padréo interno

Area Pico estimada Arqa Exper_imental / Concentracéao Valo_res
Area estimada (ug/L) normalizados
351,3 0,948 5,18 103,3
695,3 1,010 10,36 98,0
1039,3 1,023 15,54 97,0
1383,4 1,008 20,72 98,6
1727,4 0,996 25,90 99,9
20714 0,991 31,08 100,5
24154 0,997 36,26 100,0
3103,5 1,003 46,62 99,4
115 Teste das Areas Normalizadas (1)

=
o
(93]

=]
)

50,0

Valores Normalizados
=
(o) o
(¥, o

Y
o

85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.1- Representacdo gréfica da concentracdo em fungdo dos valores normalizados para o 4-etilfenol sem

padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.2-Calculo dos valores normalizados para o 4-etilfenol com padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
0,23 0,948 5,18 88,8
0,41 0,979 10,36 94,9
0,60 1,030 15,54 93,5
0,78 1,021 20,72 96,1
0,97 0,997 25,90 99,5
1,15 0,999 31,08 100,0
1,34 0,994 36,26 101,0
1,71 0,999 46,62 101,2
115 Teste das Areas Normalizadas (1)
110
8
©
8 105
®
£ ©
S 100
2 0/0 40,0 45,0 50,0
S o5
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.2-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 4-etilfenol com

padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 4-terc-butilfenol

Tabela F.3-Calculo dos valores normalizados para o 4-terc-butilfenol sem padrao interno

. . . Area Experimental / Concentracéao Valores
Area Pico estimada . . .
Area estimada (ug/L) normalizados
5966,3 1,021 125 108,9
12774,5 0,991 250 104,8
19582,7 1,002 375 101,4
26390,9 1,010 500 99,6
33199,0 0,986 625 101,3
40007,2 0,995 750 100,0
46815,4 1,007 875 98,5
115 Teste das Areas Normalizadas (1)
110
3
e
8 105
s
£
S 100
2 0,0 100,0 200,0 300,0  400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 00,0  1000,0
S 95
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.3-Representacdo grafica da concentra¢do em funcdo dos valores normalizados para o 4-terc-butilfenol

sem padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.4-Calculo dos valores normalizados para o 4-terc-butilfenol com padrao interno

Area Pico estimada Arqa Exper'imental / Concentragéo Valqres
Area estimada (ng/L) normalizados
0,28 0,988 125 1249
0,65 1,014 250 103,4
1,03 0,997 375 100,0
1,41 0,984 500 99,0
1,79 0,999 625 96,1
2,16 1,006 750 94,6
2,54 1,012 875 93,5

115 Teste das Areas Normalizadas (I1)

110

=
o
(93]

o
)

100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 00,0 700,0 800,0 900,0 1000,0

Valores Normalizados
=
) )
b =)

(o]
o

85 Concentragdo (ug/L)

Figura F.4-Representacdo grafica da concentragdo em funcdo dos valores normalizados para o 4-terc-butilfenol

com padrao interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela F.5-Célculo dos valores normalizados para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
749,8 1,074 125 106,3
1629,9 0,983 250 106,8
2510,1 0,989 375 103,4
3390,3 0,999 500 101,1
4270,5 0,993 625 100,9
5150,6 0,997 750 100,0
6030,8 1,008 875 98,5
115 Teste das Areas Normalizadas (1ll)
110
g
8 105
s
£
S 100
o 0,0 1000  200,0 3000  400,0 5000  600,0  700,0  800,0 00,0  1000,0
S 95
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.5-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 2,6-di-terc-butil-p-

benzoquinona sem padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.6-Célculo dos valores normalizados para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona com padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < . g
Area estimada (ng/L) normalizados
0,02 1,036 125 125,6
0,04 0,994 250 108,8
0,06 0,995 375 102,9
0,08 0,997 500 100,0
0,11 0,984 625 99,8
0,13 1,009 750 96,3
0,15 1,011 875 95,4
0,20 0,995 1125 96,0
115 Teste das Areas Normalizadas (lll)
110
]
©
8 105
®
£
S 100
2
5 0/0 1200,0
S 95
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.6-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 2,6-di-terc-butil-p-

benzoquinona com padrao interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela F.7-Calculo dos valores normalizados para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
4787,2 1,104 125 117,1
11193,7 0,979 250 113,0
17600,2 0,988 375 106,8
24006,7 0,988 500 104,4
30413,2 0,992 625 102,6
36819,7 1,010 750 99,9
43226,2 1,003 875 100,0
115 Teste das Areas Normalizadas (IV)
110
t
8 105
®
£
S 100
o 0,0 1000  200,0 3000 4000 5000 600,0 700,0  800,0  900,0  1000,0
S 95
©
>
90
85
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Figura F.7-Representacdo grafica da concentragdo em funcdo dos valores normalizados para o 2,4-di-terc-

butilfenol sem padréo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.8-Calculo dos valores normalizados para o 2,4-di-terc-butilfenol com padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
0,34 0,992 125 128,2
0,79 0,980 250 112,1
1,25 1,006 375 104,5
1,70 1,001 500 102,7
2,15 0,988 625 102,8
2,60 1,023 750 98,5
3,05 1,001 875 100,0
3,96 0,993 1125 100,0
115 Teste das Areas Normalizadas (1V)
110
X
8 105
®
£
S 100 o
o 0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
S o5
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.8-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 2,4-di-terc-

butilfenol com padréo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela F.9-Calculo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem padréo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
2019,5 1,056 125 111,0
4428.,9 1,021 250 104,7
6838,4 0,986 375 105,4
9247.,9 0,981 500 104,4
11657,3 0,982 625 103,4
14066,8 1,013 750 99,7
16476,3 1,006 875 100,0
115 Teste das Areas Normalizadas (VI)
110
3
T
8105
s
£
£100
2 00 100,0 2000  300,0  400,0 500,0 6000 7000  800,0  900,0  1000,0
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©
>
90
85
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Figura F.9-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido sem padréo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.10-Calculo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido com padrdo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
0,26 0,942 125 101,7
0,50 1,011 250 97,3
0,75 1,028 375 96,7
0,99 1,007 500 99,1
1,24 0,987 625 101,3
1,48 1,002 750 100,0
1,73 0,991 875 101,3
2,22 1,004 1125 100,2
115 Teste das Areas Normalizadas (VI)
110
X
8 105
=
£
S 100
o 0,0 200, 0 600,0 800,0 1000,0 1200,0
S 95
©
>
90
85

Concentragdo (ug/L)

Figura F.10-Representacdo gréafica da concentracdo em funcéo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-

4-hidroxibenzaldeido com padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela F.11-Calculo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem padréo interno

Area Pico estimada Arqa Exper'imental / Concentragéo Valqres
Area estimada (ng/L) normalizados
2161,2 1,045 125 125,3
5104,4 1,006 250 110,2
8047,5 0,985 375 107,1
10990,7 0,984 500 104,7
13933,9 1,006 625 100,9
16877,1 1,005 750 100,1
19820,3 1,000 875 100,0
115 Teste das Areas Normalizadas (VII)

110

=
o
(%]

Valores Normalizados
[EEY
o
o

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 700,0 800,0 900,0 1000,0
95
90
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Figura F.11-Representacdo gréafica da concentragdo em funcdo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-

4-hidroxiacetofenona sem padrdo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.12-Calculo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona com padrao interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
0,33 0,939 125,00 107,7
0,66 1,001 250,00 100,3
0,99 1,019 375,00 98,4
1,32 1,014 500,00 98,8
1,65 0,983 625,00 101,8
1,98 1,009 750,00 99,1
2,31 1,000 875,00 100,0
2,97 0,996 1125,00 100,4
115 Teste das Areas Normalizadas (VII)
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o 0,0 1000,0 1200,0
S o5
©
>
90
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Figura F.12-Representacdo gréafica da concentracdo em fungdo dos valores normalizados para o 3,5-di-terc-butil-

4-hidroxiacetofenona com padréo interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela F.13-Célculo dos valores normalizados para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo sem

padrdo interno

‘ : . Area Experimental / Concentragéo Valores
Area Pico estimada < ; g
Area estimada (ng/L) normalizados
878,4 1,041 125 112,4
1981,1 0,986 250 105,2
3083,9 0,999 375 100,0
4186,7 0,980 500 100,1
5289,5 1,004 625 96,6
6392,3 1,021 750 94,4
7495,1 0,989 875 97,0
115 Teste das Areas Normalizadas (1X)
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Figura F.13-Representacdo gréafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 3-(3,5-di-terc-

butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo sem padrao interno
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Anexo F - Teste das Areas Normalizadas

Tabela F.14-Calculo dos valores normalizados para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo com

padrao interno

. . . Area Experimental / Concentracéao Valores
Area Pico estimada " . .
Area estimada (ug/L) normalizados
0,13 0,989 125 128,5
0,30 0,983 250 108,0
0,48 1,006 375 100,0
0,65 1,008 500 97,3
0,83 0,986 625 98,0
1,01 1,012 750 94,6
1,18 1,006 875 94,5
1,53 0,994 1125 94,6
115 Teste das Areas Normalizadas (IX)
110
2
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Figura F.14-Representacdo grafica da concentracdo em funcdo dos valores normalizados para o 3-(3,5-di-terc-

butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo com padrao interno
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

G. Teste de Homogeneidade de Variancias

No caso da aplicacdo de uma reta de calibracdo, a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de
homogeneidade de varidncias, de acordo com a norma ISO 8466-1 para modelos lineares. A
implementacao deste teste envolve a analise de dez réplicas das solu¢des padrdo a concentragao mais
baixa e mais alta da gama de trabalho. A variancia dos resultados obtidos para cada solucdo padréo a
um nivel de concentragdo é calculada através da equagéo G.1.

_ zj’-=1(yi_j—y*o2 (GA)

ni—1

S

i- Niomero do padréo
Jj- Numero de repeticdes realizadas para cada solucdo padrao

O célculo do valor teste PG, pelas equacbes G.2 e G.3, permite verificar se existem diferencas
substanciais entre as variancias, nos limites da gama de trabalho.

2

PG =2 se $*>S57% (G2)

$12

PG =2 se $,2>5,° (G3)

O resultado obtido é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor / Fisher, para n-1
graus de liberdade e para um nivel de confianca de 99%.

Se PG < F_4ico Significa que a diferenca de variancias ndo é significativa o que se traduz numa gama
de trabalho bem ajustada. Se PG > F_4ic, Significa que a diferenca de variancias € significativa.
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 4-etilfenol

Tabela G.1-Areas obtidas nas duas gamas de concentracio para o 4-etilfenol sem padréo interno

Concentragéo inferior: 5,2 pg/L Concentragéo superior: 46,7 pg/L
Area Area
242 3090
268 3217
292 3237
262 3422
302 3373
283 3326
282 3324
298 3276
295 3323
280 3312
N-1= 9 N-1= 9
Média= 280,4 Média= 3290,0
e e e e
RSD (%)= 6,62 RSD (%)= 2,81
Variancia= 3,4E+02 Variancia= 8,5E+03
Fosw = 5,35
PG = 24,73
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 4-terc-butilfenol

Tabela G.2-Areas obtidas nas duas gamas de concentracdo para o 4-terc-butilfenol sem padrao interno

Concentragéo inferior: 125 pg/L Concentragéo superior: 1125 pg/L
Area Area
4524 63281
5186 66493
5389 66899
4935 69315
5471 67743
5303 68824
5161 69505
5268 67680
5533 68043
5372 67308
N-1= 9 N-1 = 9
Média= 5214,2 Média= 67509,1
e e e e
RSD (%)= 5,69 RSD (%)= 2,64
Variancia= 8,8E+04 Variancia= 3,2E+06
Fogw = 5,35
PG = 36,20
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela G.3-Areas obtidas nas duas gamas de concentracio para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona sem padrao

interno
Concentragéo inferior: 125 pg/L Concentragéo superior: 1125 pg/L
Area Area
517 8689
604 8903
636 9080
553 9540
633 9153
625 9475
611 9654
612 8862
644 9196
625 9189
N-1= 9 N-1= 9
Média= 606,0 Média= 9174,1
neen. e e
RSD (%)= 6,64 RSD (%)= 3,39
Variancia= 1,6E+03 Variancia= 9,7E+04
Fogw = 5,35
PG =59,70
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela G.4-Areas obtidas nas duas gamas de concentracdo para o 2,4-di-terc-butilfenol sem padrao interno

Concentragéo inferior: 125 pg/L Concentragéo superior: 1125 pg/L
Area Area
3618 58603
4181 61710
4317 61378
3988 64677
4446 62250
4549 63274
4348 64076
4409 59735
4573 62211
4681 61903
N-1= 9 N-1 = 9
Média= 4311,0 Média= 61981,7
e g e ames
RSD (%)= 7,31 RSD (%)= 2,96
Variancia= 9,9E+04 Variancia= 3,4E+06
Fogw = 5,35
PG = 33,99
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela G.5-Areas obtidas nas duas gamas de concentracdo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido sem

padrao interno

Concentragéo inferior: 125 pg/L Concentragéo superior: 1125 pg/L
Area Area
1324 23455
1559 24585
1466 24900
1436 26312
1588 25227
1616 25679
1552 25632
1558 23739
1614 25196
1639 24903
N-1= 9 N-1 = 9
Média= 1535,2 Média= 24962,8
e w3 e
RSD (%)= 6,40 RSD (%)= 3,49
Variancia= 9,7E+03 Variancia= 7,6E+05
Fogw = 5,35
PG =78,55
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela G.6-Areas obtidas nas duas gamas de concentracéo para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona sem

padrao interno

Concentragéo inferior: 125 pg/L Concentragéo superior: 1125 pg/L
Area Area
1497 31015
1769 32227
1671 32585
1636 34802
1826 33540
1843 33636
1782 33938
1733 31133
1831 32864
1825 32873
N-1= 9 N-1 = 9
Média= 1741,3 Média= 32861,3
e o e s
RSD (%)= 6,37 RSD (%)= 3,64
Variancia= 1,2E+04 Variancia= 1,4E+06
Fogw = 5,35
PG =78,55
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Anexo G - Teste de Homogeneidade de Variancias

< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela G.7-Areas obtidas nas duas gamas de concentracdo para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato

de metilo sem padréo interno

Concentracéo inferior: 125 pg/L Concentracéo superior: 1125 ug/L
Area Area
542 9960
667 10150
609 10349
588 10935
660 10878
708 10671
672 10683
633 9906
695 10449
693 10329
N-1= 9 N-1= 9
Média= 646,70 Média= 10431,0
e w2 e 08
RSD (%)= 8,23 RSD (%)= 3,45
Variancia= 2,8E+03 Variancia= 1,3E+05
Fogw = 5,35
PG = 45,87
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

H. Limiares Analiticos (LOQ e LOD)

A determinacao dos limiares analiticos foi providenciada pelos calculos descritos no capitulo 5.2.3.4. A
1.2 metodologia depende do método dos minimos quadrados, calculando-se os limites pelo desvio
padrdo residual das retas de calibracdo apresentadas no capitulo 7.3.1 e 7.3.7.

Tabela H.1-Limiares analiticos calculados pela reta de calibracdo dos compostos sem e com padrao interno

Limite de Detecédo (ug/L) Limite de Quantificacdo (ug/L)

Composto Sem Com Sem Com
padrédo interno  padréo interno | padrdo interno  padrdo interno

4-etilfenol 0,75 1,01 2,51 3,37
4-terc-butilfenol 16,82 18,71 56,06 62,37
2,6-di-terc-butil-p-
_ 17,03 20,10 56,76 66,99
benzoquinona
2,4-di-terc-butilfenol 20,71 24,50 69,04 81,68
3,5-di-terc-butil-4-
) . i 26,70 22,42 89,00 74,72
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-
) . 15,05 22,33 50,17 74,42
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propionato de 28,41 18,51 94,69 61,69

metilo

Na 2.2 metodologia, os limites analiticos dos compostos com padréo interno sédo calculados com base
nos resultados obtidos nos ensaios de precisdo em condicdes de repetibilidade ao nivel de
concentracdo mais baixo da gama de trabalho. Injetam-se dez vezes esta solucdo padréo e calcula-se
o desvio padrdo de forma a estimar o limite de detecéo e o limite de quantificacdo. Na 3.2 metodologia
os limiares analiticos sdo estimados pela razdo sinal ruido do pico cromatografico. De seguida
apresentam-se os resultados destas metodologias para cada um dos compostos.
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

7

< 4-etilfenol

Tabela H.2-Areas e concentracdes estimadas para o padrdo de menor concentracdo do 4-etilfenol sem padréo

interno

Area (Ya) Concentracao estimada (ug/L)
14 316 7,33
13188 6,88
13911 7,17
13018 6,81
13954 7,18
12 722 6,70
13 380 6,96
11691 6,29
13 559 7,03
12 822 6,74
Média das concentracfes (ug/L) = 6,91
Desvio padréo (ug/L) = 0,28
RSD (%) = 4,11
LOD (ug/L) = 0,85
LOQ (ug/L) = 2,84
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.3-Areas e concentracdes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 4-etilfenol com padrao

interno
Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)
0,27 6,60
0,23 577
0,25 6,15
0,23 5,85
0,25 6,30
0,24 5,92
0,25 6,17
0,23 5,69
0,26 6,33
0,25 6,14
Média das concentrag¢fes (ug/L) = 6,09
Desvio padréo (ug/L) = 0,27
RSD (%) = 4,41
LOD (ug/L) = 0,81
LOQ (ug/L) = 2,69

Tabela H.4-Limiares analiticos calculados pela razéo sinal ruido para o 4-etilfenol

S/N

168,7

217,8

246,6

139,3

199,3

148,3

208,7

208,7

256

Média = 199,3

Desvio padréo = 38,2

RSD (%) = 19,2

LOD (ug/L) = 0,078
LOQ (ug/L) = 0,26
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

< 4-terc-butilfenol

Tabela H.5-Areas e concentracdes estimadas para o padriao de menor concentracio do 4-terc-butilfenol sem

padrao interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
392 516 172,99
369 656 166,29
388 220 171,73
367 363 165,62
386 070 171,10
359 066 163,19
372 761 167,20
352 803 161,36
381 704 169,82
356 662 162,49

Média das concentracdes (ug/L) = 167,18
Desvio padréo (ug/L) = 3,90

RSD (%) = 2,33

LOD (ug/L) = 11,69

LOQ (ug/L) = 38,95
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.6-Areas e concentracdes estimadas para o padrao de menor concentracéo do 4-terc-butilfenol com

padrao interno

Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)

0,38 155,69

0,33 137,91

0,36 146,74

0,33 138,54

0,36 147,13

0,34 142,57

0,35 145,92

0,35 144,57

0,37 150,69

0,35 145,72

Média das concentracdes (ug/L) = 145,55
Desvio padréo (ug/L) = 5,01

RSD (%) = 3,44

LOD (ug/L) = 15,02

LOQ (ug/L) = 50,07

Tabela H.7-Limiares analiticos calculados pela razdo sinal ruido para o 4-terc-butilfenol

SIN

2861,4

2537,7

2407,2

2165,2

2108,9

23445

3539,8

3944,0

3278,9

Média = 2798,6

Desvio padréo = 614,7

RSD (%) = 22,0

LOD (ug/L) = 0,13
LOQ (ug/L) = 0,45
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

< 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

Tabela H.8-Areas e concentraces estimadas para o padrao de menor concentracdo do 2,6-di-terc-butil-p-
benzoquinona sem padrdo interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
17 829 172,24
16 105 162,21
16 876 166,69
15671 159,68
16 440 164,15
15 467 158,49
16 011 161,66
15 227 157,10
15 808 160,48
15937 161,23

Média das concentracdes (ug/L) = 162,39
Desvio padréo (ug/L) = 4,18
RSD (%) = 2,57

LOD (ug/L) = 12,54

LOQ (ug/L) = 41,79
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.9-Areas e concentraces estimadas para o padrao de menor concentracdo do 2,6-di-terc-butil-p-

benzoquinona com padrao interno

Arearelativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)

0,017 163,33

0,014 144,06

0,015 151,19

0,014 142,69

0,015 149,52

0,015 146,88

0,015 149,36

0,015 148,71

0,015 149,71

0,016 153,04

Média das concentracdes (ug/L) = 149,85
Desvio padréo (ug/L) = 5,37

RSD (%) = 3,59

LOD (ug/L) = 16,12

LOQ (ug/L) = 53,74

Tabela H.10-Limiares analiticos calculados pela razdo sinal ruido para o 2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona

SIN

634,8

368,2

866,6

468,1

269,3

301,2

244,1

356,7

240,5

Média = 416,6

Desvio padréo = 198,5

RSD (%) = 47,6

LOD (ug/L) = 0,90
LOQ (ug/L) = 3,00
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

< 2,4-di-terc-butilfenol

Tabela H.11-Areas e concentracdes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 2,4-di-terc-butilfenol
sem padrdo interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
447 162 176,41
417 384 169,54
435119 173,63
410 135 167,87
427 438 171,86
400 339 165,61
411 166 168,11
389 684 163,15
417 676 169,61
393 494 164,03

Média das concentracdes (ug/L) = 168,98
Desvio padréo (ug/L) = 3,97

RSD (%) = 2,35

LOD (ug/L) = 11,91

LOQ (ug/L) = 39,70
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.12-Areas e concentracdes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 2,4-di-terc-butilfenol

com padréo interno

Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)

0,44 167,52

0,37 151,35

0,40 158,16

0,37 150,84

0,40 157,28

0,38 154,12

0,39 155,90

0,39 154,90

0,40 159,08

0,39 155,75

Média das concentracdes (ug/L) = 156,49
Desvio padréo (ug/L) = 4,46

RSD (%) = 2,85

LOD (ug/L) = 13,39

LOQ (ug/L) = 44,62

Tabela H.13-Limiares analiticos calculados pela razdo sinal ruido para o 2,4-di-terc-butilfenol

SIN

8 763,6

11 942,0

10 798,0

10 249,7

9743,4

10 135,3

10 700,3

9802,9

7184,8

Média = 9924,4

Desvio padréo = 1268,7

RSD (%) = 12,8

LOD (ug/L) = 0,038
LOQ (ug/L) = 0,13
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

Tabela H.14-Areas e concentracbes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 3,5-di-terc-butil-4-

hidroxibenzaldeido sem padrdo interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
237 974 188,13
223 244 182,64
233914 186,62
222 482 182,36
229 950 185,14
211 436 178,24
214 821 179,50
199 285 173,71
222 912 182,52
210 143 177,76

Média das concentracdes (ug/L) = 181,66
Desvio padréo (ug/L) = 4,19
RSD (%) = 2,31

LOD (ug/L) = 12,56

LOQ (ug/L) = 41,88
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.15-Areas e concentracbes estimadas para o padrdo de menor concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-

hidroxibenzaldeido com padréo interno

Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)

0,23 154,75

0,20 139,63

0,21 146,71

0,20 140,41

0,21 145,93

0,20 141,16

0,20 141,85

0,20 138,98

0,21 146,90

0,21 143,75

Média das concentracdes (ug/L) = 144,01
Desvio padréo (ug/L) = 4,53
RSD (%) = 3,14

LOD (ug/L) = 13,58

LOQ (ug/L) = 45,28

Tabela H.16-Limiares analiticos calculados pela razao sinal ruido para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido

S/N

6919,1

7052,8

10 141,6

9377,3

5062,9

9078,2

6 610,5

8 160,8

11 970,7

Média = 8263,8

Desvio padréo = 1984,2

RSD (%) = 24,0

LOD (ug/L) = 0,045
LOQ (ug/L) = 0,15
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< 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

Tabela H.17-Areas e concentracées estimadas para o padrdo de menor concentracio do 3,5-di-terc-butil-4-

hidroxiacetofenona sem padrdo interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
310 099 184,13
288 406 177,95
301 839 181,78
287 844 177,79
298 953 180,95
273714 173,76
278 589 175,15
257 740 169,20
292 367 179,07
270 966 172,97

Média das concentracdes (ug/L) = 177,27
Desvio padréo (ug/L) = 4,30

RSD (%) = 2,43

LOD (ug/L) = 12,91

LOQ (ug/L) = 43,05
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.18-Areas e concentracées estimadas para o padrdo de menor concentracdo do 3,5-di-terc-butil-4-

hidroxiacetofenona com padréo interno

Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)

0,30 171,02

0,26 156,73

0,28 162,95

0,26 157,55

0,28 162,89

0,26 158,26

0,26 159,03

0,26 156,24

0,28 164,53

0,27 160,24

Média das concentracdes (ug/L) = 160,94
Desvio padréo (ug/L) = 4,30
RSD (%) = 2,67

LOD (ug/L) = 12,90

LOQ (ug/L) = 43,01

Tabela H.19-Limiares analiticos calculados pela razdo sinal ruido para o 3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona

S/N

10735,1

7913,1

11 039,7

12 037,1

11 544,3

9335,9

8 888,6

73115

14 965,6

Média = 10419,0

Desvio padréo = 22234

RSD (%) = 21,3

LOD (ug/L) = 0,036
LOQ (ug/L) = 0,12
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

< 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato de metilo

Tabela H.20-Areas e concentracoes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 3-(3,5-di-terc-butil-4-
hidroxifenil) propionato de metilo sem padréo interno

Area (Ya) Concentracdo estimada (ug/L)
151 486 186,84
141 421 180,79
147 900 184,68
142 095 181,19
146 913 184,09
135 424 177,19
133876 176,26
123 736 170,16
142 663 181,54
132 421 175,38

Média das concentracfes (ug/L) = 179,81
Desvio padréo (ug/L) = 4,79

RSD (%) = 2,66

LOD (ug/L) = 14,37

LOQ (ug/L) = 47,90
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Anexo H - Limiares Analiticos (LOD e LOQ)

Tabela H.21-Areas e concentracbes estimadas para o padrdo de menor concentracio do 3-(3,5-di-terc-butil-4-

hidroxifenil) propionato de metilo com padrao interno

Area relativa (Ya/Yp) Concentracdo estimada (ug/L)
0,15 173,51
0,13 159,06
0,14 165,43
0,13 160,46
0,14 165,63
0,13 161,40
0,13 159,73
0,12 156,82
0,14 166,70
0,13 162,41
Média das concentracdes (ug/L) = 163,12
Desvio padréo (ug/L) = 4,59
RSD (%) = 2,81%
LOD (ug/L) = 13,77
LOQ (ug/L) = 45,89

Tabela H.22-Limiares analiticos calculados pela razdo sinal ruido para o 3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo

S/N

3804,1

4 031,7

2401,8

3218,0

4331,1

5286,3

3197,1

48448

24493

Média = 3729,4

Desvio padréo = 947,1

RSD (%) = 25,4

LOD (ug/L) = 0,10
LOQ (ug/L) = 0,34
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Anexo | -Precisdo

I. Precisao

Para além dos ensaios de precisdo em condicdes de repetibilidade efetuados para os compostos em
estudo na presenca do padrao interno, indicados no capitulo 7.3.10, procedeu-se também ao estudo
da repetibilidade dos compostos sem padrao interno para os 3 niveis de concentragdo da gama de
trabalho.

Tabela I.1-Ensaios de repetibilidade para a gama baixa dos compostos em estudo sem padréo interno

Concentragéo
Composto sem padrao interno gama baixa - P1 RSD (%) Sr r
(ug/L)
4-etilfenol 5,18 4,1 0,3 0,8
4-terc-butilfenol 125 2,3 4.1 11,5
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 125 2,6 4.4 12,3
2,4-di-terc-butilfenol 125 2,3 4,2 11,7
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 125 2,3 4.4 12,4
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 125 2,4 4.5 12,7
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

125 2,7 51 14,1

propionato de metilo

Tabela 1.2-Ensaios de repetibilidade para a gama média dos compostos em estudo sem padrao interno

Concentragéo
Composto sem padréo interno gama média - P5 RSD (%) Sr r
(ug/L)
4-etilfenol 25,9 3,0 0,9 2,4
4-terc-butilfenol 625 2,6 18,1 50,7
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 625 4.4 29,1 81,4
2,4-di-terc-butilfenol 625 3,2 22,1 61,8
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 625 2,8 19,3 54,1
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 625 2,5 17,0 47,5
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

625 2,7 18,3 51,3

propionato de metilo
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Tabela I.3-Ensaios de repetibilidade para a gama alta dos compostos em estudo sem padréo interno

Concentragéo
Composto sem padréo interno gama alta — P8 RSD (%) Sr r
(ug/L)
4-etilfenol 46,62 10,4 55 15,4
4-terc-butilfenol 1125 10,6 138,5 387,7
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 1125 11,3 152,4 426,8
2,4-di-terc-butilfenol 1125 10,6 1447 405,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 1125 10,7 145,2 406,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 1125 10,3 137,3 384,6
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil) propionato

de metilo 1125 11,1 152,4 426,8

O estudo da precisdo em condi¢cbes de repetibilidade dos padrdes internos também foi avaliada a
concentracao utilizada nas solug¢des padréo.

Tabela 1.4-Ensaio de repetibilidade dos padrdes internos

4-etilfenol-dio 4-tercbutil-deo-fenol- 2,3,5,6-d4
(C=36,05 pg/L) (C=693,79 pg/L)
Area Area
62 983 1110590
73193 1296 202
77 561 1361234
76 326 1358 322
82 103 1476 663
81561 1 458 865
81 853 1454 374
82 224 1474 169
83 420 1497 074
82 564 1491728
Média = 78 379 1397 922
Desvio padréo = 6 022 115 484
RSD (%) = 7,68 8,26
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Anexo J-Validacdo do Método em SPE

J. Validacdo do Método em SPE

Inicialmente, implementou-se a técnica de preparacdo da amostra em SPE sendo que a gama de
trabalho escolhida seria aproximadamente entre os 5 e os 50 ppb. Como tal, 0s ensaios necessarios
para o processo de validacdo do método de analise foram aplicados. De seguida apresentam-se 0s
principais resultados:

++ Testes de Linearidade

Tabela J.1-Resumo dos resultados obtidos da aplicagdo do método dos minimos quadrados para a gama de
trabalho entre 5-50 pg/L

. Limite de Limite de
Gama de Coeficiente » 5 ~
Composto . . N Quantificagdo Detecéo
linearidade (ug/L)  de correlagao
(Mg/L) (Mg/L)
4-etilfenol 5,2-46,6 0,9998 3,29 0,99
4-terc-butilfenol 5,3-47,3 0,9998 3,62 1,09
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 5,2-47,2 0,9998 3,49 1,05
2,4-di-terc-butilfenol 5,4-48,3 0,9996 4,49 1,35
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 5,3-47,4 0,9999 2,50 0,75
3,5-di-terc-butil-4-
. . ; 5,0-44,9 0,9999 2,35 0,70
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-
. . 5,2-46,8 0,9999 2,22 0,67
hidroxiacetofenona
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
5,4-48,6 0,9998 3,46 1,04

propionato de metilo

Tabela J.2-Resumo dos resultados obtidos da aplicagdo dos testes de linearidade para a gama de trabalho entre

5-50 pg/L
Andlise Teste Teste das )
Teste de , Homogeneidade
Composto dos de areas A
. RIKILT ) de variancias
residuos Mandel normalizadas
4-¢etilfenol
4-terc-butilfenol ]
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona
2,4-di-terc-butilfenol X
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol
3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzaldeido
3,5-di-terc-butil-4-

hidroxiacetofenona
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Anexo J-Validacdo do Método em SPE

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
propionato de metilo

®,

+* Limiares analiticos

Tabela J.3-Limites de detecdo e quantificacdo obtidos para cada composto para a gama de trabalho entre 5-50

pg/L
Limite de Detecédo Limite de Quantificacéo
(Hg/L) (Hg/L)
Composto
Pela Pela Pela Pela
Repetibilidade  Calibracdo | Repetibilidade Calibragédo
4-etilfenol 0,32 0,99 1,08 3,29
4-terc-butilfenol 0,44 1,09 1,47 3,62
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 0,51 1,05 1,71 3,49
2,4-di-terc-butilfenol 0,88 1,35 2,93 4,49
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 1,34 0,75 4,48 2,50
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 0,55 0,70 1,84 2,35
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 0,43 0,67 1,43 2,22
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
) ) 0,49 1,04 1,64 3,46
propionato de metilo

Tabela J.4-Resumo dos resultados obtidos para a confirmacdo experimental do LOQ para a gama de trabalho
entre 5-50 pg/L

LOQ teodrico Concentragao o
o Média do
(ng/L) média RSD .
Composto ) erro relativo
(pelaretade experimental (%) %)
calibragéo) (ug/L) ’
4-etilfenol 3,4 3,1 1,9 7,7
4-terc-butilfenol 3,4 3,4 0,8 0,7
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 3,4 3,8 2,9 12,2
2,4-di-terc-butilfenol 4.6 43 1,1 5,8
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 2,6 2,6 5,2 45
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 2,5 2,9 4.4 16,9
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 2,6 3,2 4,0 22.0
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
. . 3,5 3,7 2,2 45
propionato de metilo
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+* Repetibilidade

Tabela J.5-Resultados obtidos nos estudos de precisdo em condi¢des de repetibilidade para a gama baixa entre 5-

50 pg/L
Composto Con(?entragéo RSD (%) Sr r
gama baixa—P1 (ug/L)
4-etilfenol 5,2 2,4 0,1 0,3
4-terc-butilfenol 5,3 2,1 0,2 0,4
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 52 53 0,2 0,5
2,4-di-terc-butilfenol 54 5.2 0,3 0,9
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 5,3 4,9 0,5 1,3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 5,0 3,9 0,2 0,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 5,2 3,9 0,2 0,4
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

54 3,3 0,2 0,5

propionato de metilo

Tabela J.6-Resultados obtidos nos estudos de precisdo em condi¢des de repetibilidade para a gama média entre

5-50 pg/L
Composto Con,ccfntragéo gama RSD (%) s ;
média — P5 (ug/L)

4-etilfenol 26,0 4.4 0,8 2,1
4-terc-butilfenol 26,3 4,0 1,1 3,1
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 26,2 7,1 1,2 3,4
2,4-di-terc-butilfenol 26,8 4,1 0,7 1,9
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 26,3 34 0,9 2,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 24,9 3,2 0,5 1,5
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 26,0 2,8 0,4 11

3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)

i ) 27,0 3,9 0,7 1,8
propionato de metilo
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Tabela J.7- Resultados obtidos nos estudos de precisdo em condi¢des de repetibilidade para a gama alta entre 5-

50 pg/L
Composto Concentragao RSD (%) Sr r
gama alta — P8 (ug/L)
4-etilfenol 46,7 14 0,6 1,7
4-terc-butilfenol 47,3 1,3 0,9 2,6
2,6-di-terc-butil-p-benzoquinona 47,2 2,1 0,8 2,3
2,4-di-terc-butilfenol 48,3 1,8 0,8 2,3
2,6-di-terc-butil-4-vinilfenol 47.4 1,5 1,2 3,3
3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido 44.9 1,6 0,7 2,0
3,5-di-terc-butil-4-hidroxiacetofenona 46,8 1,8 0,7 2,0
3-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxifenil)
48,6 1,6 16,6 46,5

propionato de metilo
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Anexo K-Ensaios de Migra¢do a Materiais

K. Ensaios de Migracao a Materiais

Tabela K.1-Concentracdo de cloro nas dguas cloradas utilizadas nos ensaios a materiais

Concentracéo cloro (ng/L)

. 3 1.° Ensaio de 2.°Ensaio de 3.°Ensaio de
Material Pré-tratamento . B . B . B
migracao migracao migracéao
A, B 1,08 1,12 1,24 1,07
C,FG 1,02 0,99 0,87 1,22
D,EH 0,90 1,12 1,14 1,21
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Os fatores de conversédo séo utilizados de forma a tornar o resultado do ensaio de migracdo numa

concentracdo representativa da situacao real. Dependendo do tipo de produto utilizado, s&o aplicados

diferentes fatores de concentragéo, tais como os explicitados na tabela K.2.

Tabela K.2-Fatores de conversdo aplicados nos diferentes grupos de produtos

Grupo de produtos FC (dia.dm™)

Tubos e revestimentos internos:
ID < 80 mm (redes prediais, edificios) 20
80 mm < ID < 300 mm (rede distribuigéo) 10
ID =2 300 mm (rede adutora) 5
Acessorios:
ID < 80 mm (redes prediais, edificios) 4
80 mm < ID < 300 mm (rede distribui¢&o)
ID =2 300 mm (rede adutora) 1
Componentes de acessoérios:
ID < 80 mm (redes prediais, edificios) 0,4
80 mm < ID < 300 mm (rede distribuicao) 0,1
ID = 300 mm (rede adutora) 0,1
Sistema de armazenagem (reservatorios):
Em redes prediais e edificios
Nos sistemas de abastecimento de agua 1
Produtos de reparagéo para sistemas de armazenagem:
Em redes prediais e edificios:

% Produtos que cobrem a superficie total ou uma parte substancial desta 4

(ex.°: revestimentos)

% Produtos que cobrem menos de 1 % da superficie total 0,04
Nos sistemas de abastecimento de agua:

% Produtos que cobrem a superficie total ou uma parte substancial desta 1

(ex.°: revestimentos)
% Produtos que cobrem menos de 1 % da superficie total 0,01
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