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Desenvolvimento de métodos analiticos para controlo de qualidade de

resinas naturais

Resumo

A extracao da resina vem dos tempos primordios, mas so6 a partir do século XV é que se comecou
a comercializar. Atualmente, este sector € muito forte e muito importante para o quotidiano do
Homem, pois com esta matéria-prima € pode-se obter produtos para diferentes industrias. O
objetivo principal deste estudo foi implementar e validar um método utilizando a técnica de analise,
cromatografia gasosa com um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID). Um método foi otimizado
para a analisar de acidos gordos de acidos resinicos presentes em amostras de colofénia e fa// oil
0 outro método foi otimizado para identificar e quantificar terpenos em amostras proveniente de
terpenos. A analise foi acompanhada de tratamento estatistico utilizado para validacdo de métodos
utilizando o método do padrao interno. Os parametros de estudo da validacao consistiram na
analise da curva de calibracdo, gama de trabalho, teste de Mandel e precisdo. Os ensaios de
recuperacao apenas foram realizados para a analise de compostos monoterpénicos existentes na

aguarras.

Palavras-chave: GC-FID, validacao, resinas, terbentina, acidos gordos, acidos resinicos, terpenos



Vi



Development of analytical methods for quality control of natural resins

Summary

The resins extraction started in the prehistory, but the productivity in large scale has been
initiated of the 15th century. Currently, this sector is very strong and very important for the everyday
life, became the outcome provide products for diferente industries. This study aims to implement
and validate an analytical method which is for by gas chromatography with a flame ionization
detector (GC-FID). One method was been optimized for the analysis of fatty and resinic acids
present in samples of rosin and tall oil. The other method was been optimized for the identification
and quantification os terpenes in samples of turpentine. For both methods the parameters of
validation were calibration curve, accuracy, working range, and Mandel test. The recovery was only

avaliated for terpenic compounds.

Key words: GC-FID, validation, resin, turpentine, fatty acids, resin acids, terpen
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Capitulo 1. Introducao e Revisao

bibliografica






1. Introducao

As coniferas sao as plantas pertencentes a ordem Coniferales 2. Uma das familias que
pertence a esta ordem é a Pinacaea, inclusive o género Pinus, vulgarmente conhecido por pinheiro
(figura 1), que existe abundantemente nas florestas, locais com climas temperados e tropicais, e
em locais onde as condicdes climatéricas sao severas*. No total a area florestada é cerca de um
terco da Terra e os pinheiros fazem parte de 20% do total, mas, para além desta elevada

percentagem, também tém uma grande longevidade, tal como a maior parte das coniferas:2«,

Figura 1 Espécimes de Pinus Pinaster Aiton’.

A urbanizacdo, a revolucao industrial e agricola geradas pelo Homem ao longo dos
séculos, assim como incéndios, pragas e alteracdes climatéricas contribuiram para a
desflorestacdos. Uma forma de lidar com os solos degradados, erodidos e abandonados é
recupera-los cultivando os pinheiros, pois diminuem a erosao, ha fixacdo das dunas e o vento nao
¢ t30 agressivo para o solos. A primeira reflorestacao foi feita no sudoeste europeu plantando a
espécie Pinus Pinaster ou pinheiro maritimoe. A florestacdo de pinheiros tem ainda como
vantagens nao precisar de elevada manutencdo, o crescimento € rapido e os espécimes tem
elevada longevidade, logo € uma mais valia por ser barato e praticos. A longevidade do pinheiro
deve-se a resina, que apesar de atrair as pragas pelo odor da terbentina (que depois volatiliza),
estas ficam retidas na resina e o pinheiro nao fica debilitado, ou até mesmo morto!-s1,

A resina é constituida por uma ampla variedade de produtos naturaist. A partir da
destilacao da resina obtém-se a terbentina e a colofoniarzss1-7, A terbentina é a fracao volatil
constituida por mono e sesquiterpenos, enquanto que a colofénia é constituida por acidos gordos

e acidos diterpenos resinicossos,
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O numero de aplicacdes para a resina e derivados € enorme, atualmente é utilizada em
tintas e colas®=, vernizes, adesivos®, produtos cosméticos =, alimentares®, farmaceuticos®.
Recentemente estao a decorrer estudos para adicionar esta seiva a combustiveis, com o objetivo
de diminuir o impacto dos combustiveis fosseis:.

Os escandinavos criaram um método de producdo de papel, a partir do pinheiro,
denominado de Arart->. A partir deste processo pode-se obter 7a// oif bruto, que é constituido
essencialmente por acidos gordos, resinicos, pifch e terbentinaz 22,

A validacdo é um modo de mostrar que o método analitico é adequado ao proposito a
partir de varios testes*# e que pode ser utilizado para analises de rotinaz. Quanto maior 0 numero

de testes realizados, maior € o controlo de qualidade das amostrasz.

1.1. Empresa

A Eurochemicals Portugal SA situa-se em Sao Roméao do Neiva pertencente a cidade de
Viana do Castelo e € uma empresa criada em 1970 denomiada de Sociedade Portuguesa Resina
Dismutada SA, em que so6 se produzia resina dismutada. Na década de 90 comecou a alargar a
sua variedade de compostos e iniciou a producéo de derivados resinicos. No ano de 2000 obtém
o certificado 1ISO 9001:2000 e passado oito anos consegue cumprir os requisitos da certificacao
ISO 14001:2004 e em 2013 obteve a certificacdo OHSAS 18001. Hoje, a Eurochemicals produz
varios produtos, tendo como matéria-prima principal a colofénia. A partir desta produzem colofonia
ndo cristalizada, ésteres, principalmente para a industria dos adesivos, colofonia dismutada,
adutos de maleico esterificados com aplicacdo em tintas e vernizes, também fazem dispersdes de
acidos resinicos que podem ser utilizados na industria papeleira. Para além destes compostos
estao decorrer estudos para desenvolver novos produtos. A producao de qualquer produto esta
acompanhada de varias analises fisicas e quimicas, segundo normas seguidas mundialmente, que
garantem o controlo de qualidade. Atualmente a capacidade de producao da fabrica é de 25 000

toneladas.
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1.2. Resina e resinagem

1.2.1. Resina

No tronco das coniferas, mais precisamente nos canais de resina é onde se conseguem
armazenar e sintetizar a resina que ¢ uma mistura de terpenos bastante viscosa (Figura 2)w:1, As
oleorresinas ou soft resin tem elevada percentagem de componentes volateis, por isso & mais
liguida que a resina comum?s=-,

Os canais das plantas do género FPinus estao distribuidos no tronco verticalmente e radialmente=,
Os canais verticais contem xilema e podem atingir até 50 cm, e 0s canais radiais sao incorporados
em raios denominados de raios fusiformes e tem varios anéis compostos por xilema e floema»=,
De acordo com um estudo realizado em 27 espécimes de pinheiro-da-escocia verificou-se que ha
maior quantidade de resina perto do centro e conforme se aproxima do exterior da arvore o teor

de resina diminui cerca de 1%:.

Figura 2. Resina em varias partes de pinheiro*.

1.2.2. Histdria da resinagem

Uma das primeiras referéncias da resina de pinheiro aparece na biblia, mais precisamente
na famosa historia da arca de Noé. Ja nos tempos da era romana, o imperador Ausonio ditou que
0s pinheiros do sul de Franca tinham de ser perfurados, para extrair a goma'=. No século XV e XVI
0s ingleses colonizaram a Ameérica, e, pelo contacto com os povos indigenas aprenderam a arte
de obter resina, das espécies Pinus elliotii e Pinus palustris=*. Este novo produto foi logo

comercializado nos portos maritimos, em Inglaterra e em coldnias de Carolina e Geodrgia, devido a
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sua elevada qualidade para selar e remendar fendas dos barcos. Também era utilizada para
iluminar os barcos!#*.

Nas primeiras décadas do século XVII, a Europa comecou a trabalhar com resina, € na
segunda metade do mesmo século, em Carolina do Norte, atingiu-se um novo patamar com a
extracao de fa/f oif bruto e colofénia. Em 1840 havia uma vasta plantacao de pinheiros e a maior
parte da populacao colaborava para o sucesso desta industria®. Passado 15 anos, Franca também
apostou na plantacao de arvores e ainda hoje parte dessa plantacao existe. Em 1862, a Espanha
comecou a extrair colofonia e terebentina, a partir da goma, e a guerra civil dos Estados Unidos
contribuiu para o crescimento europeu. De tal modo que, entre 1870 e 1898 os produtores de
resina juntam-se e formaram a Unido Resineira Espanhola, para competir com a Franca®. No outro
lado do globo, em 1896, india comecou a comercializar a resina apds observar os indigenas dos
Himalaias a retirar a goma dos pinheiros. A alguns quildmetros de distancia os habitantes de Butao
combinavam a extracao de resina com a extracao de 6leos naturais!s!,

Em 1960 os Estados Unidos da América tinham 50% da producao de resina e a restante
parte, pertencia a Portugal, Espanha, Grécia e a antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas,
URSS#. Nas ultimas décadas do século XX, Nepal comecou a industrializar-se na area da
resinagem ajudando a india e posteriormente, o governo fundou Nepa/ Rosin and turperntine in
geta of Kailali district of Nepa#s. Desde a década de 80 que Brasil € um exportador e importador
de pinheiros do género Pinus Elliotti e atualmente, é o segundo produtor mundial desta espécie,

estando em primeiro lugar a China, com um total de 20 espécies de pinheiros:=.

1.2.3. Fatores que influenciam a resinagem

A recolha da resina dos pinheiros tem o nome de resinagem. Este processo é feito desde a
antiguidade e grande parte dos pinheiros podem ser utilizados para este fim. No entanto, é
necessario ter em conta se é favoravel recorrer a extracao, quer por motivos econdémicos, quer
pela qualidade e quantidade de resina que se pode obter, uma vez que depende intrinsecamente
da genética de cada espécietssi4is-% A tabela 1 mostra as varias espécies que sao utilizadas para

a resinagem e a sua localizacao geograficas.
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Tabela 1. Espécies de pinheiros que sdo vantajosas para a extragdo de resinas**.

Espécie de Pinus Local
Brutia Turquia, Creta, Chipre
Caribaea Quénia, Africa do Sul, Venezuela, Brasil, China
Elliottii Argentina, Brasil, Quénia, Africa do Sul, Zimbabué, Estados Unidos da América, China
Halapensis Grécia
Kesiya China
Massaoniana China
Merkusii China, Indonésia, Vietnam, Tailandia
Oocarpa Honduras, México
Pinaster Portugal, Espanha, Franca
Radiata Quénia
Roxburghii India, Paquistdo, Nepal
Sylvestris Lituania, Polonia, Russia
Yunnanesis China

Existe um leque de fatores que influenciam a qualidade e a quantidade da resina, tal como
a espécie de pinheiro e 0 meio envolventet2ss14, Além da espécie a morfologia de cada espécime é
importante, ou seja, o diametro do tronco e a altura deste tem dimensdes para se obter maior
quantidade de resina. A resina encontra-se mais do tronco do que nos ramoss#=. O solo, 0 ar a
precipitacdo, a humidade e o clima influenciam a producdo da goma de pinheiro, sendo maior em
condicdes mais quentes, secas, do que, em frias e durasssiss%, Por fim, a técnica de resinagem

utilizada no pinheiro influencia as proximas resinagenss =,

1.2.4. Técnicas de resinagem

Existem varios métodos para extrair resina com diferentes técnicas. O método mais antigo
consiste em colocar um recipiente no tronco e com um objeto afiado corta-se em profundidade o
tronco, uma ou mais vezes, acima do recipiente. Lentamente, a resina escorre e apds encher o
recipiente, este é retirado. O recipiente pode ser feito de plastico ou metal, a variedade de materiais
e formas para cortar o tronco é muito vasta e diversificada's:=1+=%, O periodo de resinagem a partir
de um canal de resina, existente no pinheiro, pode demorar até 5 anos, e nesse caso 0 processo
tem o nome de resinagem leve. Contrariamente, existe a extracao de resina exaustiva, em que se
abrem varios canais de resina e extrai-se toda a resina do pinheiros+=. E comum deixar um
espacamento de 10 cm entre cada canal de resina.

Ha um outro método para obter a resina dos pinheiros, em que, apos retirar uma porcao
de casca mais externa da arvore, espalham-se quimicos irritantes na madeira, de modo a estimular

a extracao da resina. Em regra, o quimico irritante mais utilizado ¢ uma pasta de acido sulfurico,
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apesar de existirem mais produtos este é o mais utilizado, por ser mais barato e mais eficiente a
estimular a producao de goma!sssisssse  Estg pasta sulflrica tem capacidade estimulante até
quatro semanas:.

A figura 3 mostra os varios métodos de corte utilizados em resinagem com ou sem
estimulantes para a extracao resinica. O primeiro método é mais utilizado na China e nao precisa
de estimulantes. O corte em V faz com que a resina se concentre no meio formando um fio fino.
Como o recipiente nao esta perto do corte, este é exposto ao xilema secundario e a recolha é feita
diariamente. A versao americana deste método difere na medida em que, o pucaro esta perto dos
cortes em V ou horizontais, que sdao maiores, ha remocao da casca de duas em duas semanas e
recorre-se ao uso de pasta sulfurica. Neste método o corte nao influencia a quantidade de produto
natural extraido. O terceiro método é conhecido por método francés ou de Hugues (Pierre Hugues),
em que se retira a casca até atingir o xilema secundario dos troncos#*. O ultimo procedimento foi
elaborado em 1950. E conhecido por método de Mazek (Mazek Fialla) ou Ri/. O formato dos cortes
¢ em V, com uma espessura muito fina, fazem-se mais cortes a cada um, trés ou mais durante
oito meses. E considerado dos melhores métodos porque ndo ha cortes muito profundos, assim,
a madeira do pinheiro mantem o seu valor; o periodo de recolha de resina é longo e com o uso de
estimulantes, cortes continuos faz com que o rendimento de cada arvore durante o tempo de

resinagem seja maior e consequentemente ha mais postos de trabalhos.

v
|
v
)
Chinese American American Hugues Mazek (Rill)

V-shaped

Figura 3. Métodos de resinageme.

Apos aplicar os processos de resinagem o0s canais libertam a goma natural do
pinheirosex44  Esta seiva € um dos produtos madeireiros mais importantes do pinheirots. A
industria encarregue dos produtos resinicos é chamada de Nava/ Stores, devido a época em que
os trabalhadores da maritima britanica utilizavam produtos ndo madeireiros para consertar os
navios 4244 Existe a Gum Naval Stores que trata da resina obtida do processo de resinagem
intensiva enquanto as arvores estdo vivas e corresponde a 60% da industria; a Sujphate Naval
Stores trata da colofonia de fa// oif que é a transformacéo das lascas de madeira em polpa de
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madeira pelo processo de Araft, que depois é destilado. O rendimento deste processo de producéo
de colofdnia corresponde a 35% 142141, Este produto também tem elevados teores de acidos gordos,
resinicos e colofonia de 7a// oif. A ultima industria tem o nome de Gum Naval Stores e encarrega-
se da ultima resinagem do pinheiro, assim como do seu abate!*. Depois de recolher a resina esta
¢ sujeita a um processo de destilacdo a vapor, obtendo duas fracoes:. A primeira fracdo destilada
¢ denominada de aguarras ou terbentina, a sua constituicdo é maioritariamente terpénica e a

fracéo nao volatil e acida é a colofénia sélida ou pez:-ssis4,

1.2.5. Consequéncias da resinagem

As técnicas atuais de resinagem sao favoraveis, na medida em que, ndo ha abate dos
pinheiros para extrair resina, e assim, pode-se efetuar estes métodos por mais anos, dado que a
producédo de resina é continua#s. Mas, se durante a resinagem houver elevada remocado dos
tecidos mais externos do tronco ha formacao de cicatrizes nas arvores e estas vao diminui a
capacidade de produzir resina. O mesmo acontece quando ha extracdes continuas e muito
agressivas para o pinheiro, que pode resultar num atrofiamento do crescimento do troncos=, Por
entre as feridas, o pinheiro liberta resina e 0 aroma caracteristico desta atrai espécies do género
Dendroctonus, Ips e Scolytus. De seguida, os insetos atacam em massa o pinheiro, penetrando
até a medula do tronco, pois precisam de um local para se reproduzirem. Decorre a penetracao
ha inoculacdo de fungos patogénicos, e supde-se que eles é que provocam a morte do pinheiro,

por destruicdo do floema e diminuindo o fluxo de agua do xilema:-.

1.3. Colofonia

A colofénia é o produto que existe em maiores quantidades na resina e dos mais valiosos,
para a industria, com uma producao anual que ultrapassa 1 milhdo de toneladas!«#, Existem trés
processos de obtencdo de colofénia: goma de colofénia (Gum Rosin), a colofonia da madeira (Wood
Rosin) e a colofonia do fa/l oil (Tall Oif Rosin). A goma de colofénia é a que se vende mais e ¢
obtida a partir dos processos de resinagem dos pinheiros enquanto vivos. Quando se abatem os
pinheiros os seus cepos sao cortados e mergulhados num solvente para extrair a colofonia
proveniente da madeira. A colofonia de Za// oi/é obtida a partir da destilacao do fa// oif bruto obtido

no processo de Araft .
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1.3.1. Composicao quimica

Apesar da colofonia estar desde os tempos mais antigos sé durante a segunda metade do
século XX é que se comecou a estudar a quimica deste produto natural. Uma das razdes da sua
importancia é por ser recurso renovavel, outra é a sua vasta diversidade ao nivel da composicao
quimica que resulta em diferentes produtos finais lancados no mercado®. A colofénia é nao volatil
a sua forma comum é solida vitrea e quebra-se com facilidade!s==4, E semitransparente e
insoluvel em agua e apenas soluvel em alguns solventes organicoss*2:, Tem um cheiro bastante
caracteristico que se intensifica quando aquecido ou acima dos 70°C pois a resina evapora
facilitando a mobilidade e a evaporacao dos compostos volateis=. Na sua composicao quimica
existe maioritariamente acidos resinicos pertencentes aos diterpenos com anéis de
hidrofenantreno cicloalifaticos e aromaticase»++ e aproximadamente 10% de materiais
neutrosz4144, Na colofonia o acido resinico que existe em maiores quantidades é o abiético e os
restantes acidos do grupo resinico tém funcionalizacdes adicionais provocadas pelas ligacoes
duplas, sao isomeros, diastereoisomeros do acido abiéticoz#44+ Qu seja, 0s acidos resinosos sao
uma classe de estereoisdmeros com 3 ou 4 centros de quiralidade que sao constituidos quatro
isoprenos*+. Tém pesos moleculares baixos e uma viscosidade baixa“*. A sua temperatura de
transicao vitrea ¢ maior que 100 °C2z. Estes compostos sdo metabolismos secundarios da

cicloisomerizacéo do difosfato de geranilgeralinos::+,

Os acidos abiético, neoabiético, palustrico e levopimarico tem a estrutura similar, a
diferenca entre eles é posicdo do sistema de ligacdo dupla conjugada e um grupo isopropil ou
isoprenil no carbono da posicdo 13.2244, A ligacdo dupla conjugada torna os acidos quimicamente
reativos, o que é bastante atrativo para diversas aplicacdes industriais?»2.#, Este grupo de acidos
estdao mais sujeitos a polimerizacoes oxidativas22. A polimerizacao aumenta o peso molecular e
faz com que haja um aumento do ponto de amolecimento e um abaixamento da solubilidade

compostos nao aromaticos.

0 acido dehidroabiético é o produto da desidrogenacao do acido abiéticoz2#. O terceiro
anel do acido abiético tem caracter aromatico“* e esta sujeito a reacdes de nitracao, sulfonacao,
reacdes de Friedel-Crafts e halogenacao. O acido dehidroabiético é principal composto que torna

a colofonia bastante cristalina e com um ponto de amolecimento inferiorz2.

Os acidos pimarico, isopimarico e sandaracopimarico tem todos os mesmo esqueleto e 0
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carbono da posicdo 13 nao tem ligacdes duplas, mas sim grupos metil ou vinil. O fato de nédo
terem uma dupla conjugada faz com que estes acidos nao sejam reativos, sendo menos

procurados para as aplicacoes»2

Os acidos estao em equilibrio uns comos outros. A resina do pinheiro no estado natural
contem 30 a 50% do acido levopimarico=. Durante o procedimento para obter a colofénia, por
acao de calor ou adicao de acidos sem seres resinicos, ha isomerizacao do acido levopimarico a
acido abiético que é mais estavel que o acido levopimarico. No processo da colofénia da madeira
ou da colofénia do #a// oi/ a quantidade de acido levopimarico é muito baixa, existe em maiores
quantidades acidos do tipo abiético e acido dehidroabiético*. Como ha praticamente um isémero
a capacidade que a colofonia tem para cristalizar € muito maior. O nimero de substancias
insaponificaveis também faz com que a cristalinidade do composto diminua, como exemplo ha a
colofénia proveniente da América do Norte, das Honduras e a colofénia da madeira (Wood Rosin)

(figura 4)=.

Abietic acid Levopimaric acid

Isopimaric acid Sandaracopimaric acid Pimaric acid Dehydroabietic acid

Figura 4. Estruturas quimicas de acidos do tipo abiético e pimarico*.

1.3.2. Analises

A quantidade dos acidos resinicos depende de varios fatores como as espécies de
pinheiros e origem geograficaz. Outros fatores que influenciam muito a composicao da resina é o
modo como se manuseia e processa a amostra, pois pode alterar o pH e a temperatura. Estas
mudancas fazem com que a as ligacdes duplas dos acidos resinicos isomerizem. Existem varias
analises fisico-quimicas que sao utilizadas com bastante frequéncia e revelam a qualidade da
coloféniaz. As principais analises a fazer a colofénia sdo: a cor, o numero de 4&cido,

insaponificaveis:2. A viscosidade é aplicada a derivados de colofénia:2. Antes de efetuar cada
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analise as amostras tem procedimentos de amostragens que devem ser seguidos

rigorosamente2.s:-,

1.3.2.1. Cor

A classificacao da cor é seguida pelos procedimentos da norma ASTM D 1544-98 (tabela
2). O teste consiste em comparar a cor da amostra de colofénia com a cor de amostras padrao.
A amostra de colofonia é recolhida, aquecida e quando estiver fundida é vertida para um molde.
Apds o arrefecimento é retirada do molde colocada num equipamento especifico e compara-se a
cor2, As cores estao associadas a letras, sendo que as letras mais claras sédo XA, XB, ..., WW e
WG e as mais escuras sao N, M e K #525¢ A cor da colofénia € muito importante a nivel industrial
pois mostra quao oxidada esta. O grau de oxidacao esta indiretamente relacionado com a

qualidade, logo colofénias menos oxidadas tém maior valor comercial 2.

Tabela 2. Classificagédo das cores da colofénia e os nomes atribuidos a cada cor da mesma*

Letra Nome comum Designacao oficial
X Extra waterwhite Extra
Ww Waterwhite White
WG Window glass Glass
N Nancy Extra Pale
M Mary Pale
K Kate Low Pale
I [saac Good No. 1
H Harry No. 1
G George Low No. 1
F Frank Good No. 2
E Edward No. 2
D Dolly Good Strained
B Betay Common Strained

1.3.2.2. Nuamero de acido

O numero de acido é determinado como consta na norma ASTM D 465 -82. Se as cores
forem claras usa-se o0 método da titulacao com um indicador de fenolftaleina, mas para colofénias
escuras utiliza-se o método potenciométrico efetuando na mesma uma titulacao. A amostra é

dissolvida numa solucdo alcodlica, adiciona-se um indicador de pH (fenolftaleina ou azul timol) e
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vai-se adicionando lentamente a solucdo de hidréxido de sdédio (KOH) até a solucdo corar. No
método potenciométrico dissolve-se a amostra em um alcool neutro. Seguidamente, mergulha-se
o elétrodo de pH e adiciona-se a mesma solucdo de KOH até obter o ponto de viragem (pH de
10,8). Através dos mililitros de solucdo de KOH utilizada, da normalidade da mesma solucéo, da
massa molar de hidroxido de potassio, 56,1 g/mol e das gramas de amostra utilizada obtem-se
um numero de acido em mg de KOH/g de amostra (equacdo 1)=. Este resultado é indicador da

quantidade de grupos carboxilicos livres?:s,

56,1AN
B

n2de acido = (equacao 1)

1.3.2.3. Ponto de amolecimento

O ponto de amolecimento é feito aquecendo a colofénia e colocando-a num molde em
forma de anel. Por cima do anel coloca-se outra estrutura anelar onde se pde uma esfera. Estas
duas pecas e um termdémetro sdo postas numa estrutura que € mergulhada num copo com
solvente e aquecida a 80 °C numa placa de aquecimento. Aumenta-se 5 °C por minutos e com o
passar do tempo e com o aquecimento a resina vai amolecendo e a bola passa pelos dois moldes
anelares ficando envolvida na amostra. Regista-se a temperatura e o tempo que demorou a tocar

no fundo da estrutura (figura 5)=. O valor de temperatura obtido é o valor de amolecimento .

Figura 5. Montagem para a andlise do ponto de amolecimento c) em que a) € o disco onde se coloca a resina, b) corresponde ao
disco que se coloca por cima da resina com esfera no seu interior.
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1.3.2.4. Nuamero de saponificacédo

O numero de saponificacao também pode ser com um indicador, quando se trata de
amostras de tom claro ou médio e para colofonias de tom mais escura recorre-se ao método
potenciométrico®. Este parametro indica o numero total de grupos carboxilicos?=.Dissolve-se a
amostra em alcool e adiciona-se uma solucao de KOH=. Deixa-se a mistura em refluxo durante
uma hora e deixa-se arrefecer. Titula-se com um solucao de acido sulfurico a solucao arrefecida
com indicador de fenolftaleina ou timol azul até e obter o ponto de viragem®. A titulacao também
deve ser feita para 3 ensaios de amostras em branco. No método potenciométrico elaboram-se
dos mesmo modo as solucdes de branco e a de amostra, deixa-se refluxar por 1h e espera-se até
arrefecer. Despois de arrefecer verte-se a solucao para um copo, mergulha-se o elétrodo e titula-
se com um padrao de acido sulfurico até se obter um pH entre 12,5 e 13. Repete-se 0 mesmo
para os brancos. O indice de saponificacdo é calculado pela equacdo 2 em que A e B sao o
volume para a titulacdo da amostra e do branco, respetivamente, N é a normalidade de acido
sulfurico, 56, 1 é o valor da massa molar de KOH em g/mol C sao as gramas da amostra. O

resultado é fornecido nas unidades de mg de KOH/g de amostra.

(B—A)56,1N

n? de saponificacdo = c

(equacdo 2)

1.3.2.5. Viscosidade

Os dados necessarios fornecidos pelo viscosimetro fornecem informacao suficiente para
se efetuar a analise. Usa-se 1 mL de amostra. Consoante a gama de viscosidades, ¢ escolhido o
spindle (Figura 6). O valor lido no disco da parte superior do equipamento é o valor da viscosidade,

no entanto ja ha viscosimetros digitais®.

Figura 6. Viscosimetro Brookfield de leitura em disco.
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1.3.3. Aplicacdes

A composicao quimica da colofonia faz com que tenha inimeras aplicacdes® pois a tém
estabilidade quimica e térmica de exceléncia, assim como as inumeras possibilidades destes
acidos reagirem com muitos compostost#s. A colofonia tem compostos variados e estes é que
sao utilizados para as aplicacdes industriais?=: sais, ésteres, aductos anidridos maleicos, colofénia
desproporcionada, hidrogenadaz+. E uma fonte de monomeros e de aditivos na industria
polimérica»2::1%, Estd presente na producdo papel para criar compostos que impermeabilizem as
folhas de papelss=2314 e consegue impermeabilizar==%= e/ou endurecer” outros materiais. Obtem-
se produtos do dia-a-dia como adesivos: 202450 plasticos!, borrachas®, revestimentos:#, por
exemplo de chaos!*, éleos e gordurasi**, graxa dos sapatos:=* e vernizes'#. Também se pode
obter ceras'#=, sabdest !, tintas de impressao!=1#21s145%  componentes de equipamento elétrico+,
da construcao de materiais*#, processamento de metal®, chicletes*. Os derivados de colofénia
também existem na industria da quimica fina* e cosmética®. No ramo farmacéutico'* produzem-
se peliculas em medicamentos com derivados de colofénia: e terebentina. Tem propriedades
repelentest, antitumores® e bactericidas**, a titulo de exemplo existem sais quaternarios de
amonio de colofonia cationica que para além de ser bactericida é antistatico e tem a capacidade

de expurgar feridas®.

1.4.  Tall ol

Tal como a colofonia e a aguarras, o fa// oi/ provém da mesma matéria-prima e existem
varios fatores que podem alterar a sua composicado e a pureza de cada tipo de fa/f oill, como
exemplo tém-se o tipo da madeira e as condices de processamento a que esta ¢ sujeitazz==e, E
um subproduto da industria do processo de Araftestabelecido no século XIX, na Europa=<, Do fa//
offtambém se pode obter colofénia e aguarras=<. Este processo de obtencéo de colofénia equilibra
0s mercados de colofénia produzida pelo processo de resinagemz. Em 1930 a producao de
colofénia proveniente do pinheiro vivo era da ordem das 300 000 toneladas anuais, na década de
90, a goma de colofénia atingiu o pico de 700 000 toneladas anuais e depois foi decaindo
drasticamente®. Para contrabalancar esta descida houve uma maior procura fa// oi/ bruto que ja

tinha sido verificado na década de 60 quando a producao anual de toneladas métricas aumentou
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de 450 000 para 680 000, Em 1991, a Europa produziu 443 000 toneladas de fa// oif bruto,
CTO=, no ano de 1995 produziu 1 700 000 toneladas métricas e o preco do CTO atingiu os 200

délares para 0 mesmo tipo de toneladac. Este preco foi dos mais altos registadose:.

1.4.1. Processamento #a// oif

O fall oif € um subproduto da industria do papel. De um modo geral a producao do papel
esta divida em varias etapas. A primeira etapa consiste em remover a casca da madeira e usar
lascas do restante, com dimensdes aproximadas para depois ocorrer a segunda fase: a digestaoz-
5, Neste processo aplicam-se condices de pressdo e temperatura elevadas, e no processo de
Araft adiciona-se uma solucao aquosa de hidréxido de sédio e de sulfito de sédio em aguaze-s, A
funcao deste composto é desintegrar o material fibroso, provocando uma diminuicdo da pressaos-
s, Os sais de sddio sofrem uma reacdo com causticacao e sao reutilizados no processoze-sss, A
terceira etapa € a lavagem da polpa saponificada. Nesta fase ha separacao e recuperacao dos
quimicos por lavagem, porque sdo bastante dispendiosos e nefastos para o ambiente®. A
penultima fase consiste em retirar materiais fibrosos que nao foram reduzidos a polpa na
totalidade, para isso passa-se por telas com fendas e o resultado é uma pasta de papel castanha
e homogéneass:, A Ultima fase nem sempre é realizada e consiste na remocéo da cor do papel
por branqueamento com cloro, retira-se a humidade e aplica-se um tratamento até se obter a
textura pretendidas>e,

A adicdo de hidréxido e sulfito de sédio nas condicdes reacionais de digestao descritas faz
com que haja a separacdo das fibras de celulose dos restantes compostos, denominado de black
liquors. Os acidos gordos sdo saponificados e a componente resinica é convertida em sais de
soddiozs-e2, Este composto tem o nome de sabdo de fa// oi. Posteriormente lava-se, filtra-se,
evapora-se 0 sabdo. Em seguida adiciona-se acido sulfurico até se obter um pH de 3 e obtem-se
uma mistura constituida por trés fases: uma constituida por acido, outra por lignina e uma ultima
que tem o nome de crude fa// oif (CTO) z-=s0-e265. O faff oif bruto é constituido por acidos gordos,
resinicos mas também pitch e compostos neutros. Estes compostos tém de ser destilados para
se obter produtos de valor comercial com vasta aplicabilidadezz«se, O pjtch é a fragdo mais
pesada porgue € constituido por compostos com massa molecular elevadas, seguidamente sao

0s acidos resinicos e por fim, a fracdo mais leve é composta por acidos gordos e compostos
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neutros®e, O produto destilado com uma percentagem de &cidos gordos menor que 90% ¢
denominado de fa// oif destilado (DTO)=seeses. O fa/f oif de pitch (TOP) corresponde a fracdo do
pitch destiladoz==ease pode-se destilar e obter acidos gordos do 7a// oif (TOFA) ou acidos resinicos
do fall oif (TOR) =8 As percentagens de acidos gordos e de acidos resinicos do seu respetivo
tall oil corresponde a 90%2<. Existe outra fracao do DTO que é denominada de 7a// oif headt*. Esta
fracao é constituida por compostos neutros ou insaponificaveis que sao alcoois e alguns acidos
gordos de cadeia curta, como por exemplo o acido palmiticoz=<. E a primeira fracdo a sair da

coluna de fracionamento e que pode ter 40 % de acido palmitico=.

1.4.2. Composicao quimica

De um modo geral o aspeto do Za// o// € uma composto viscoso, com coloracdo entre
castanho e negro e tem um cheiro muito caracteristicoz«®, Apenas 3% da arvore corresponde a
este composto *. Em regra o fa// oil ¢ armazenado e transportado entre 50 a 80 °C para evitar a
cristalizacado e sedimentacéo dos acidos resinicos garantindo a homogeneidade da amostra®s:,

O processo de destilacao do fa// oi/tem sido cada vez mais aperfeicoado para se conseguir
separar melhor as fracdes e o processo de eleicao é destilacdo a vacuo==«s, A fracao de zall oif
de pitch é obtida por uma destilacdo a vacuo (2 a 8 mmHg) a temperaturas sdo de 220 a 270 °C.
Para a fracdo da colofonia a destilacdo a vacuo tem com pressdo maior (3 a 9 mmHg) e as
temperaturas dos compostos sdo de 204 a 260 °C=. No fa// o existem trés grupos de compostos:
0s acidos gordos, os acidos resinicos e 0s compostos insaponificaveisz«s, O Ultimo grupo contém
ésteres, alcoois, esterois vegetais e hidrocarbonetos#<. A fracdo de 7OP contem insaponificaveis
pesados tais como [-sitosterol, estéres, dimeros e anidridos formados, para além de outros
produtos formados durante o processo de fracionamentoz,

Os acidos gordos provem das reservas alimentares das arvoresz. TOFA contem
maioritariamente acidos gordosx»=m ¢ o restante, € constituido por acidos resinicos e compostos
neutroszzeo Dentro dos acidos gordos, cerca de 90% sdo acido oleico,
CH:(CH.),CH=CH(CH-),COCH, linoleico, CHs(CH.).CH=CHCH.CH=CH(CH.),COOH e uma porcao
muito baixa de acido linolénico, o restante contem acido palmitico, CHs(CH.).COOH, estearico

CHS(CHQ)MCOOH (flgu ra 7)23*24'59‘5170_
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Figura 7. Estrutura quimica do acido palmitico, linoleico, oleico e estearico®

No estado natural os acidos gordos podem ser liquidos ou solidos e sdo mais reconhecidos
pelos nomes comuns’, A sua estrutura quimica é composta por uma cadeira hidrocarbonada e o
ultimo carbono tem um grupo carboxilicoz=7, Estes acidos podem ser saturados ou insaturados
com configuracao cisou frans==". Numera-se o numero de carbonos e o nimero de insaturacdes
ao longo da cadeia. O aumento do tamanho da cadeia e das saturacdes faz com que haja um
aumento do ponto de ebulicdo, do calor de combustdo, a densidade e a viscosidade™. Acidos
gordos tendem a diminuir a densidade dos 6leos crude e sao soluveis em solventes organicos™.

A colofénia de fall oi/ é constituida por acidos do tipo abiético, pimarico e dehidroabiético.
Difere da colofénia extraida por resinagem porque tem uma maior porcdo de acido gordos e

percentagens maiores de compostos neutros (tabela 3)z¢t. Tém um ponto de amolecimento de

80°C e um numero acido de 178-180z=,

Tabela 3. Tabela de nimero de acido, nimero de saponificacdo e percentagem de acidos gordos e resinicos de CTO em alguns
paises®.

Caracteristica Escandinavia Estados Unidos da América Canada Franga
Numero de acido 145 165 140 165
Numero de saponificagdo 160 172 165 172
Acidos gordos % 45 45 42 40
Palmitico 1,5 3 2 2
Estearico 0,5 1 1 1
Oleico 10 20 10 15
Linoleico% 17 13 15 11
Outros 16 8 14 11
Acidos resinicos % 30 42 30 50
Pimarico 2 3 2 5
Palustrico 4 7 5 7
Isopimarico 2 4 4 4
Abiético 12 15 10 18
Dehidroabiético 5 4 4 5
Neoabiético 4 6 3 6
outros 1 3 2 5
Neutros % 25 13 28 10
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1.4.3. Analises

Ao TOP analisam-se as propriedades fisicas, como a viscosidade, ponto de
amolecimento®. No CTO analisam-se o numero de acido e o numero de saponificacao®<. O indice
de saponificacdo é sempre maior que o numero de acido e a diferenca entre eles aumenta para

quantidades de amostra maior. Isto significa que ha menos acidos gordos e acidos resinicosee,

1.4.3.1. Cor

A cor é avaliada pela norma ASTM D6166 e o método de analise de cor é semelhante ao

da norma utilizada para saber a cor da colofonia,

1.4.3.2. Insaponificaveis

O numero de insaponificaveis € medido por processos de extracao™. Pesa-se 5 gramas de
amostra num frasco adiciona-se 25 mL de hidroxido de potassio e dissolve-se a amostra. Esta
solucéo é colocada em refluxo por 45 minutos. Depois de arrefecer adiciona-se de agua e transfere-
se para uma ampola de decantacdo. Lava-se com uma solucdo de 50 % de etanol e de éter de
petréleo. Extrai-se a primeira fracdo e a mesma vai para outro funil. Repete-se o procedimento
varias vezes e por fim adiciona-se éter de petrdleo num frasco e deixa-se em refluxo. Apos evaporar
todo o éter adiciona-se 2 mL de acetona e deixa-se secar a cerca de 100 °C por uma hora. Pesa-
se a amostra. Deixa-se secar por mais 30 minutos e pesa-se outra vez. O nUmero de
insaponificaveis € obtido a partir do produto da diferenca da amostra seca, a, com a amostra do
frasco sem amostra, b, pela massa de amostra pesada no inicio, m (equacéo 3).

100(a—b)

n? de insaponificaveis = (equacao 3)

1.4.3.3. Numero de acido

O numero de acido é obtido a partir da norma SCAN-T 11:72%. E o procedimento também
¢ semelhante ao procedimento mencionado para a colofonia. A diferenca ¢ que o elétrodo é de

calomelanos e faz-se uma padronizacdo com dehidrogenoftalato. Apés a solucao arrefecer
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adiciona-se 100 mL de etanol. Calibra-se o elétrodo com agua e etanol. Em seguida, titula-se a
solucao anterior com uma solucao de hidroxido de potassio até se obter o ponto de viragem (pH
~12).

A molaridade, m, ¢ calculada a partir de a ¢ a massa, em mg, de hidroxido de potassio e

b ¢ o volume de hidroxido de potassio gasto em mL (equacéo 4).

a ~
m= 20425 (equacao 4)

Agita-se o recipiente da amostra e pesam-se 4 gramas de amostra. Aquece-se a amostra
para ficar homogénea, deixa-se arrefecer e depois titula-se do mesmo modo que a amostra
padronizada até se atingir o ponto de viragem. O numero de acido relaciona a molaridade, m,
calculada anteriormente, com o volume de hidréxido de potassio titulado, ¢, em mL, com a massa

de amostra pesada, d, em mg .

56,1cm
d

n2de acido = (equacao 5)

1.4.4. Aplicagcoes

Para cada aplicacao € necessario saber a porcao de acidos gordos e de acidos resinicos*,
A primeira fracdo, constituida por acidos gordos saturados é utilizada para produzir combustiveis
e emulsificadores de asfaltos TOFA contem muitos acidos e esta suscetivel a reacdes de
esterificacdo utilizadas para produzir desinfetantes e detergentesz«s, epoxidacdo criar resinas
epdxiz-=«, |ubrificantes, graxas, oleos industriais, espumas®. Tanto TOFA como TOR podem ser
utilizados para elaborar adesivos, revestimentos, tintas e sabdeszssts. Do TOR pode-se frabricar
vernizeszest  colasz, papelz®s, gomasz, lubrificantesz¢, lacas? borrachasz®,cola quente®,
agentes de flutuacdo=, resinas para impressao tipografica e de gravuras, industrias electronicaz,
alimentarz, farmacéutica=. O TOP esta presente no asfalto como aditivozs’s, é considerado um

combustivel sem sulfatos®s” e também pode ser utilizado como uma protecao anticorrosiva®.

1.5. Aguarras

Os povos da Mesopotamia e do Paquistdo ja tinham conhecimentos da aguarras™ e os

egipcios utilizavam este produto no processo de embalsamentoz7. Um dos primeiros livros que
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abordava a aguarras foi publicado no século XllI’s, passado 200 anos Paracelsus estudou o6leos
essenciais que eram utilizados para fins medicinais e mais tarde Kekulé isolou e identificou os
componentes da esséncia de terbentinaz. No século XVI alguns paises da Europa (Polonia,
Alemanha, paises escandinavos e Russia) iniciaram a producao de aguarras a partir da resina
extraida das arvores e este processo alastrou-se pelo mundo. A quantidade de resina extraida
de coniferas varia entre 0,3 e 1,1 Kg” e da destilacdo da gema aproximadamentel8% é
aguarrast=e1o07 A qualidade aumenta o preco da aguarras®””. No ano de 1979 a producao de
aguarras era aproximadamente 250 000 toneladas, em que um pouco mais de metade era
aguarras extraida por resinagem e as restantes toneladas correspondiam a aguarras sulfatada”.
Nos anos 90 a exportacao de aguarras aumentou de 140 000 para 330 000 toneladas #2777, 70%
das 330 000 eram aguarras sulfatadaz. Os maiores produtores de aguarras sdo Estados
Unidos™. Em 2005 produziram de 100 000 toneladas de aguarras e o preco era quase 0,58
délares por litro. O segundo maior produtor é a China que, no mesmo ano produziu cerca de
50 000 toneladas, Portugal produziu cerca de 10 000 tonelas anuais®. A Finlandia e a Suécia
apenas produzem de aguarras sulfatada a partir do processo de Arafts*. Neste processo as lascas
de madeira sao colocadas no digestor e temperaturas elevadas e a terbentina é evaporada com
outros compostos, tais como compostos sulfurados™”. Em seguida oxida-se com uma solucao de
hipoclorito de sodio a 60 °C e por lavagem com agua ha remocao dos compostos sulfurados”. Os
compostos com enxofre mesmo em quantidades residuaisfornecem um odor caracteristico a

aguarras’en,

1.5.1. Composicao quimica

A aguarras é um liquido com um odor bastante forte e amargot# essencialmente
constituido por compostos organicos volateis denominados terpenostze+zissie Qs terpenos Sao
metabolitos secundarios sintetizados por plantas, fungos e alguns insetos sz, Os terpenos provem
todos do isopreno e o percursor € gerenil pirofosfatase. Os monoterpenos sdo compostos
constituidos por dez carbonos!2#2767s e podem ser ciclicos ou biciclicos2s, Na composicdo da
aguarras também existem compostos terpénicos de caracter alcodlico e sesquiterpenossz7, Os
principais compostos s@0 0 o e 3 — pinenot:eawmess limonenossr-te, 3 — careno#, canfeno®s”

o - terpineol (figura 8).
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A composicao quimica varia de acordo com a espécie de arvore, idade e localizacao
geografica 2™, Por exemplo, a percentagem de 3 — careno da aguarras indiana é de 60 %, ja na
aguarras dos Estados Unidos da Ameérica oscila de 12 a 43%, mas nestas duas espécies a

percentagem de longifolene é 15 %= E solUvel em éteres e alcoois e quase insoltvel em agua.

a-Pinene pB-Pinene  Camphene 3-Carene  Limonene

Figura 8. Estrutura quimica de terpenos encontrados na aguarras®.

1.5.2. Analises

A aguarras é sujeita a analises fisicas e quimicas:. Como geralmente é aplicada como
solvente, as analises mais frequentes sao a cor, NP-73:#, densidade, NP-74:#, indice de refracéo,
NP-663¢, destilacdo, NP-78:#, indice de acidez, NP-65*#, 0 ponto de inflamacao, NP-76:#, teor em

residuo de evaporacao, NP-753,

1.5.3. Aplicacoes

Apesar da percentagem de a — pineno ser maior, 3 — pineno tem maior valor comercial®.
Os maiores consumidores de aguarras sao Estados Unidos da América e Francas As aplicacdes da
aguarras sao muito diversificadas. E aplicada na industria da cosmética em fragancias,
perfumes®¢#® com uma producdo de 30 000 toneladas®. As suas propriedades antivirais,
antimicrobiais**, analgésicas e antioxidantes torna a aguarras um produto a ser aplicado na
indUstria farmacéutica®. E utilizada para o fabrico de solventes:i#=, pesticidas e repelentes:e: 7,
produtos de limpezas+», No sector alimentar pode ser utilizado com aditivo alimentars, como

por exemplo em chas. Também se pode formar plasticizantes:4= e explosivos:, como fogo de

artificios.
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Capitulo 2. Materiais e métodos






2.1. Cromatografia

Existem varias técnicas cromatograficas, mas este estudo debrucou-se apenas na
cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ionizacao de chama.

A cromatografia e uma técnica que foi desenvolvida no século XIX*><, Mikhail Tswett iniciou
0s estudos sobre cromatografia. Na década de 50 a equipa liderada por Martin é que colocou em
pratica a cromatografia gasosa, criando o primeiro equipamento®==, A partir dai comecou-se a
aperfeicoar cada parte do cromatografo originando uma variedade de equipamentos adequados
para imensas analises®. Apesar das suas vantagens tem a sua limitacdo que so6 pode ser utilizada
para compostos gasosos ou volateis®==,

A separacao entre picos tém o nome técnico de resolucao=<-, Este parametro é avaliado
qguando os compostos tempos de retencao muito proximoss. A resolucdo entre picos pode ser
calculada a partir do tempo de retencéo do composto A, tr 4, € do composto B, tg g, € 0 somatorio

da largura dos picos A,W, , e B, Wy (equacao 6):=ec7s,

__ 2(tpB—tr,Aa)
Ry = ———=
Wp+Wy

(equacéao 6)

Os valores de resolucdo minimos aceites sdo entre 1 e 1,5%«10, Pode-se aumentar a
resolucdo diminuindo o numero de particulas, diminuindo o fluxo e/ou aumentando o
comprimento da colunas=. A resolucdo depende da seletividade ou fator de separacéo, «, fator

de capacidade ou fator de retencéo, k, e da eficiéncia da coluna, N (equacéo 7)1,

R = i\/ﬁ X (ﬁ) X(a—1) (equacéo 7)

A seletividade numa analise com cromatografia gasosa pode ser alterada modificando a
temperatura ou selecionando outra fase estacionaria®'. O fator de capacidade é a razao entre o
tempo de retencdo ajustado para um pico e o tempo da fase movelssssnz, Pode-se diminui k
aumentando a temperatura da coluna e a espessura do filme da coluna para reter a espécie, no
entanto ndo se pode aumentar muito k porque sendo o pico ira alargar, aumentando a
resolucao®. A eficiéncia é medida a partir da altura dos pratos tedricos*=. E a medida que a
coluna tem de ter para haja um equilibrio entre a fase moével, estacionaria e o soluto®*<. Quanto

menor for a altura do prato tedrico mais estreita € a banda do picos<.
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2.1.1. Equipamento

0 equipamento de cromatografia tem o nome de cromatdgrafo e tem varios elementos. O
primeiro elemento € o injetor e € onde se introduz a amostra utilizando uma seringa. Depois de
injetada, os componentes da mistura vao percorrer uma coluna cromatografica, ai as espécies
presentes na solucao sao separadas e depois sao detetadas no detetor. Os sinais resultantes séo
convertidos e registados em funcao do tempo num computador obtendo um cromatograma. Este
equipamento tem um sistema de gases. Existe uma fonte de calor no injetor, no detetor e a coluna
cromatografica encontra-se num fornos<=1:, Durante este processo é necessario ter precaucoes

para assegurar a volatilizacdo da amostra (Figura 9).

Silicone
rubbes
septum

—= Exit
Injector
port

Computer
njactor Detaclor
oven
Detector

oven

Column oven

Figura 9. Esquema de um equipamento de GC-FID>.

2.1.1.1. Injetor

O injetor é onde se introduz a amostra com uma microseringa®. A agulha da seringa
perfura o septo, a solucdo é imediatamente vaporizada e atravessa o /inersssi:, O método de
injecao é considerado com base na coluna cromatografica, na natureza quimica das espécies a
analisar na matriz e no tipo de analises, ou seja, se é quantitativa ou qualitativaszssiz, Os métodos
mais utilizados sao: o método sp/it e 0 método splitlesszs+s%»1s No primeiro método parte da
amostra vai para a coluna e outra porcao sai do injetor a partir de uma valvula, no segundo método
todo o volume injetado vai para a coluna®=®w:, O método sp/ité o método mais antigo, simples e
permite fazer uma diluicdo, a razao split € programada. Em regra utiliza-se 1a de vidro para

amostras com muitas impurezas,
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2.1.1.2. Coluna

Em cromatografia a separacéo € conseguida a partir da interacdo do soluto com a fase
movel e a fase estacionaria®. O tipo de cromatografia é ditado pelo estado fisico da fase movel,
podendo ser liquido, gasoso ou um fluido supercritico®# 12, No caso de GC, a fase mével é um gas
de arraste inerte (argon, hélio, nitrogénio ou hidrogénio) que circula com um fluxo contante,
programavel e faz com que os compostos percorram toda a coluna=e=w: e interagem a fase
estacionaria”<z1s, No caso de GC a fase estacionaria & um liquido que na forma de um filme muito
fino vai revestir as paredes internas da coluna, composta por silica. As paredes externas da silica
estdo revestidas®. As paredes externas da silica estao revestidas por um polimero ¢ protege da
humidade atmosféricas.

As primeiras colunas cromatograficas eram empacotadas e mais recentemente
comecaram a existir as colunas capilares®=1:, As primeiras colunas eram constituidas por
materiais, como plasticos e metais por exemplo nyfon, tygon, cobre, ouro e niquel=. Entretanto
estes foram modificados pelo para vidro, alumina, e em 1979 Dandeneau and Zerenner criaram
uma coluna composta por silica fundida revestida polimero®<s, As mais comuns sao de silica
fundida revestida por um filme e pertencem as colunas WCOT (figura 10)%-+s7103 A parede interior
da coluna cromatografica & constituida por uma camada porosa constituida por grupos silanol
(SiOH) e siloxano (SiOSi) e os compostos a analisar interagem com a coluna de acordo com a
afinidade que tem com esta colunas<#. Neste tipo de colunas existe um interior oco por onde flui
0 gas*=, Deste modo a fase estacionaria tem menor altura e menor nimero de pratos teoricos

que resulta numa maior separacao.

QOuter wall of column

Flow ——— 0.1-0.53 mm
inner diameter

Stationary phase
(0.1-5 um thick)

Figura 10. Coluna WCOT=.

A altura equivalente de um prato teorico, H, avalia a eficiéncia da coluna cromatografica
e é definida pela equacdo de Van Deemter. Esta equacdo relaciona os seguintes parametros

relativos a fase estacionaria da coluna, para um fluxo de gas de arraste, u,: caminhos multiplos,
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A, a difuséo longitudinal, B, e transferéncia de massa, C=*<=10 A eficiéncia € maior para uma

altura menor do prato tedrico (equacao 8)==.

H=A+ =+ Cu, (equaco 8)

Em GC as colunas WCOT tem um interior oco, ou seja, ndo existe enchimento com
particulas soélidas e por isso o termo A da equacdo de Van Deemter é zero (figura 11)%ew QO
resultado & uma diminuicdo da largura dos picos cromatograficos, que por sua vez aumenta a
resolucdo®. O termo B mede a velocidade a que a substancia se move pela coluna do local com
maior concentracao para um local com menor concentracdo de soluto®=. O transporte de massa
pode ser minimizado reduzido a espessura do filme que constitui®. Também pode ser minimizado
reduzindo a fase estacionaria gerando menos interacoes entre ela e massa, consequentemente
ha uma diminuicdo do tempo de analise=*=. Qutra alternativa é selecionando uma fase

estacionaria com maior afinidade aos compostos a analisar®.

Van Deemter curve

s H(G) = A +B/a + Ca
(Van Deemter equation) A - Eddy-Diffusion
Ezlﬁc;em (dispersion, multi-pathway effects)
EI?h‘:t;f‘:encal - . a o " .
Plate B - Longitudinal diffusion in the mobile
phase
Hoin \ : i (diffusion in or against flow direction)
- C — Mass transfer term
e (resistance against mass transfer)

Uopt Average linear velocity 0

Figura 11. Contribuicdo dos ternos A, B e C da Equagéo de Van Deemter,

Comparando com as colunas empacotadas, as colunas de silica fundida tem maior
estabilidade térmica®=» e superficies inertes da fase estacionaria=ss<==, O diametro interno é
menor que 1 mmseei: g espessura € da ordem dos micrometros®* e sdo bastante maiores em
comprimento, logo tem um maior nimero de pratos tedricos, garantindo assim uma maior
separacao e melhor formato dos picos relativos a cada espécie em estudo®.

Desde 0 momento da injecdo até ao momento em que o composto sai da coluna
cromatografica ha um intervalo. Em regra é dado em minutos e tem o nome de tempo de retencao.
O tempo de retencdo de cada composto varia com o tipo de coluna, a fase estacionaria, fase movel
e fluxo de gases. Por exemplo, se o fluxo do gas da fase mdvel baixar os compostos demoram

mais tempo a atravessar a coluna, logo o tempo de retencao é maior.
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2.1.1.3. Detetores

Depois de a amostra atravessar coluna vai ser introduzido no detetor e vai fornecer um
sinal de acordo com as propriedades fisicas e quimicas e conforme concentracdo de cada
composoto=i2is. Em regra geral os detetores de ionizacao de chama necessitam de um gas rmake
up que permite uma chama mais estavel ao longo da analise e em regra este gas é nitrogénio s,

FID é classificado como um detetor destrutivoie, seletivos>¢ e & dos detetores mais
usadose=sis - As temperaturas de FID tem de ser elevadas para ter uma combustao completa
w1015 Parg cada detetor ha um tipo de gas de arraste adequado, e no caso do GC-FID o gas é
hélio ou hidrogénio e também tem como funcao diminuir o ruido provocado pela chamasswzis,
Neste tipo de detetor ha uma chama que queima os componentes da amostra e ha producao de
ides durante a combustaorzieas,. Os iGes agrupam-se vao para os elétrodos e formam uma corrente
que é enviada para um sistema de dados'. A chama é constituida por ar, gas de arraste e
hidrogéniorzis. No caso do GC-FID utilizado, o gas de arraste é hidrogénio. O FID tem a
capacidade de detetar grande parte de compostos organicos, mais precisamente o0s que contem
carbonos ativos capazes de reagir com oxigénio da chama =05, E um equipamento com uma boa
estabilidade, limite de detecdo 102 g de carbono/s, linearidade da ordem de 10" mas requer uma
variedade de gases que outros detetores ndo necessitam:ezr«0s. Além disso a possibilidade de fuga
de gases é maior e deve estar num local onde nao haja variacées de temperatura ou suscetivel a

exposicao solarws,

2.1.2. Derivatizacao

Em GC é comum aumentar a volatilidade e estabilidade de compostos organicos com a
remocao de hidrogénios ativos»+=w-=, O reagente tem de ter uma capacidade de derivatizacdo muito
forte uma vez que os acidos resinicos tem grupo carboxilico estericamente impedido*. Uma técnica
de derivatizacao é ocorrendo uma reacao de metilacao, mas esta técnica apesar de ser muito
utilizada no passado tinha perigos graves para a saude e a probabilidade de explosdo também era
grande==. Atualmente a derivatizacdo mais usual para este tipo de compostos € a derivatizacao
recorrendo a uma reacdo a sililacdo»=. Desde a experiéncia de Gerhke, em 1968, imensos estudos

foram desenvolvidos utilizando os mesmos reagentesw: BSTFA e TMCSsessossiosorios-11,
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Exemplificando existem estudos baseados em amostras como: madeiras'®, leite?, petroleo,
produtos de fa/f oifes>111, A derivatizacao ocorre a partir de uma reacéo de sililacao em que o BSTFA
reage com os compostos e os TMCS é o catalisador, garantindo que todos os grupos reajam .,
No mecanismo de sililacao os hidrogénios ativos sao substituidos por grupos trimetilsilil”es, Neste
processo a presenca de agua faz com que a reacao ocorra no sentido contrario, ou seja, 0s
compostos derivatizados sao hidrolisados, voltando ao seu estado natural. Outra desvantagem
deste processo é a capacidade de os compostos, solventes e reagentes derivatizantes geraram
derivados e reagirem. O resultado final sao picos multiplos para um sé composto que podem

comprometer os resutadostoeesnz,

2.2. Validacdo do método

A validacao de um método consiste na elaboracéo de raiz, adaptacdo ou implementacao
de um processo analitico que demonstra a consisténcia do método interno de ensaio, e quando
posto em pratica é possivel obter resultados de qualidade»=1c, H4 que ter em conta que é
necessario equipamento apropriado, material calibrado, o operador tem de ter boas praticas
laboratoriais e conhecimento suficiente para saber o que fazer quer para a elaboracdo do método,
quer para a elaboracdo do mesmo=. E importante validar um método porque mostra resultados
corretos e € capaz que mostrar a razdo de estarem corretos, garantindo assim a resultados de
qualidade, consistentes e de confiancaztzusi7, No entanto, € um processo bastante dispendioso
porque é preciso um elevado numero de analises, consequentemente € demorado também porque
requer um tratamento estatistico muito completo, mas é um custo que sera compensado face aos
possiveis prejuizos obtidos a partir de resultados errados!s1s, Ha varios critérios de avaliacao para
a validacao, e o laboratorio tem de seleciona-los mediante o tipo de analisex:=-115, Por exemplo, em
analises qualitativas ndo é preciso determinar os valores de limite de quantificacdo (LDQ),
linearidade/gama de trabalho, robustez, precisédo e exatidao. No caso deste trabalho, o
desenvolvimento da validacao do método debrucou-se sobre a analise quantitativa dos acidos
resinicos, acidos gordos e compostos terpénicos, recorrendo a utilizacdo de um padrao interno.
Os critérios sdo: seletividade/especificidade, calibracéo e linearidade, gama de trabalho, limiares

analiticos, sensibilidade, precisdo, exatidao e recuperacao 17,
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2.2.1. Seletividade/especificidade

0 termo especificidade é regularmente sindbnimo de seletividade, no entanto, diz-se que
um método é especifico quando é 100% seletivozsusw - A especificidade € a capacidade do
método detetar o analito numa matriz, de modo a que estes nao interfiram na mensuranda,
quando analisado sob as condicdes do método==us7 Na especificidade, a analise de
interferentes pode ser analisada, recorrendo a testes de recuperacao e sera especifico ou seletivo
quando os valores de percentagem de recuperacao forem concordantes com os valores da gama
de concentracaot«s, A Seletividade é a capacidade de um método identificar, distinguir e
quantificar o analito na presenca de interferentes, tais como espécies ativas, excipientes,
impurezas e produtos de degradacao=141¢, Esta caracteristica da seletividade é essencialmente
em funcao do principio de medida utilizado, mas depende no entanto do tipo de compostos a
analisartsis, Em ambos 0s casos os valores das mensurandas sdo independentes dos outros
compostos?.

No caso das técnicas cromatograficas, a seletividade passa pela escolha de acoplar
detetores a cromatografia, selecionar a composicao e tipo de colunas, composicao da fase mével
da coluna, o programa de analise constituido por rampas de temperatura, fluxo do gas de arraste,
entre outroszizusiy A separacdo do picos cromatograficos, a prepraracdo da amostra, a
comparacado do analito com o composto puro sdo fatores que influenciam positivamente a
seletividade, pois ha eliminacao de grande parte dos interferenteszs17, Também se pode utilizar
varias técnicas para garantir a selectividade, tais como espectroscopia de infravermelho,

espectroscopia de massa e bioensaios especificost.

2.2.2. Calibracao e linearidade

Em analises quantitativas, a calibracao mostra que a resposta de um processo, no eixo do

y, esta relacionada com a concentracao ou quantidade de composto conhecido, no eixo do x *-

28,115,116
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O primeiro passo é a preparacdo de pelo menos cinco solucdes padrdo com concentracao
conhecida, analisam-se as solucdes no equipamento pretendido, no programa e no método a
querer validado=s, No fim de todas as analises elabora-se o grafico da resposta obtida em funcéo
da concentracao e por substituicao na curva de calibracao obtém-se a concentracao do analito nas
amostras=s, As solucdes padrao devem estar distribuidas pela gama de trabalho e por vezes o
branco é diferente de zero, por isso deve ser utilizado como o primeiro ponto da curva de
calibracdo. Ha que ter em consideracao que quando a curva de calibracdo é uma funcao
polinomial de primeiro grau, e o método utilizado para descrever a curva & o método dos minimos
quadrados, entdo, conclui-se que os erros nao estdo distribuidos de igual modo pela reta, e que
ha homogeneidade da variancia ao longo da retats.

A linearidade é a capacidade, dentro de uma dada gama, para se obter resultados do
método diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra ou numa matriz, quando
enquadrados na gama de concentracdes em estudo»#1:, Pode ser demonstrada diretamente
diluindo uma solucdo méae ou fazendo pelo menos 5 solucdes separadamentezzis, As
concentracdes tem de ser compreendidas entre 80 a 120% ou de 50 a 150% da gama de
concentracoes®!:,

A equacado da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados aplicada aos
resultados, segundo a norma ISO 8466-1, deve ter uma intercecao nao significativamente diferente
de zero, e se isto ndo ocorrer, verifica-se que ha efeito na exatiddo do método==1s, Em
cromatografia a linearidade ¢ avaliada visualmente, observando um grafico da razdo da area do
pico do analito com a area do pico do padrédo interno em funcdo da concentracao de analitoz:. A
forma algébrica da reta linear, formada a partir de pontos (x, y), € vista na equacédo 9 e relaciona
os valores de resposta, y, com o valor da ordenada na origem ou valor médio do branco, a, declive
ou sensibilidade, b, e valores de concentracao do analito na amostra ou na matriz, xzueusis,

y=a-+bx (equacio 9)

Cada componente da curva de calibracdo e a curva de calibracdo tem uma incerteza
associada. O declive tem uma incerteza denominada de Sg (equaca0O 11) e a ordenada na origem
tem como incerteza S, (equacao 12)=. Estas incertezas sao calculadas em funcao da incerteza

da curva de calibracéo, Sy, calculada a partir do quadrado da diferenca de y; E 9;, e N é o numero
X

de pontos da curva de calibracdo (equacao 13)usie, Para a incerteza do declive e da ordenada na
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origem usam a média das concentracoes, X, e para a incerteza da ordenada na origem também

se utiliza o quadrado do valor de cada concentracéao, xl2

Sp = ——25—— (equacao 10)

N 2
Yizq X

N-Z{:\,:l(xi_x_)z

N i 5.2
Sy = /W (equacao 12)

A partir da incerteza associada a curva de calibracdo e ao declive pode-se obter o desvio

(equacdo 11)

padrao do método, S,,,. De acordo com o resultado obtido o analista pode saber a qualidade do

seu trabalho (equacao 13)us.

Sy
Sm == (equacao 13)

A incerteza do valor interpolado de uma concentracao, x,, € uma medida absoluta da
precisao para a calibracdo, pois depende do somatdrio da incerteza relacionada a inclinacéo e
intersecéo da curva de calibracao, da incerteza da estimativa dos coeficientes de regressao e dos
erros aleatorios relativos ao procedimento instrumental=s1e, Cada valor de concentracao x,,
tem um intervalo de confianca do verdadeiro valor de v, que € o valor experimental de y para

o0 qual se determina o valor da concentracao xg(equagdo 14)msre,

SN (Fo—3)? .
Sey = 2= \/E tot NEISE (equacao 14)

No mesmo grafico com os valores de resposta e concentracao aparece também a reta, a
equacao da mesma reta e o respetivo coeficiente de correlacdo, r ou R»s, O coeficiente de
correlacdo determina a linearidade da curva de calibracao e pode ter valores compreendidos de -
1a0oudeOal, para declives negativos ou positivos, respetivamentezs, Os valores de 1 ou -1
tém uma correlacao perfeita ou seja, ndo ha dispersao dos pontos experimentais e a incerteza dos
coeficientes de regressao é nula. Os valores compreendidos entre 0,91 e 0,995 ou 0,91 e -0995
tem uma correlacao fortissima, diz-se que o método é linear quando o coeficiente de correlacao é
superior a 0,995 ou 0,90, dependendo das fontes bibliograficaszs.e,

O coeficiente de correlacéo é calculado pela equacao 15, em que x;, sao todos as
concentracdes marcados na reta, X corresponde a média dos valores da concentracao. Os valores

de y; sédo as respostas obtidas, e y corresponde & média das mesmas respostas'®.
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YN {0=%0).(v; -9}

r=
J [EX, -2 {ZN, =92

(equacao 15)

2.2.3. Valores suspeitos/ Outliers

Um conjunto de resultados pode ter valores que aparentam ser suspeitos e esses valores
sao chamados de valores suspeitos!7use-22. Parg confirmar a presenca de valores suspeitos
aplicam-se testes estatisticos a fim de saber se é necessario excluir os valores ou utiliza-los no
tratamento de resultados da validacao do métodoe2, Apos definir o modelo da curva de calibracao
aplica-se o teste de valores suspeitos, que consiste na analise de valores residuais calculados pela
diferenca entre o valor de resposta, y, e o valor da resposta interpolada na reta, y. Seguidamente,
compara-se com o valor de desvio padrao residual entre os valores do sinal do equipamento em

torno da curva de calibracdo, Syusts, Se 0 mddulo da diferenca da resposta obtida e interpolada

X

for maior que o dobro do valor de Sy rejeita-se o ponto, caso a equacdo 16 ndo se verificar o

X

ponto nao é rejeitado. Se algum valor for rejeitado tem de se refazer a curva de calibracao e
verificar novamente se ha algum valor suspeito, recalculando o valor do desvio padrao residual da
nova curva de calibracao, assim como todos os componentes da curva de calibracao e respetivos

erross,

ly =9 >2 Sy (equacdo 16)

Também se pode utilizar o teste de F e/ou o teste de t, que os resultados serdo idénticos,

mas para esta validacdo apenas se utilizou o teste da linearidade da equacao 16.

2.2.4. Limiares analiticos

Os limiares analiticos s@o constituidos pelo limite de detecao e pelo limite de quantificacao
e no processo de validacao de um método devem ser atualizados quando se muda de analista,

reagentes, equipamento ou local, ou entdo sempre que se refaz a curva de caibracaos
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2.2.4.1. Limite de detecao

O limite de detecao, LDD, é o valor para o qual a menor concentracao de substancia pode
ser diferenciada do sinal de fundo ou sinal do branco (detetada), a um nivel de confianca,
geralmente de 95%z-s1e-nmsi2zs - Este valor provem dos dois tipos de erros estatisticos. O erro do
tipo | é a probabilidade de concluir que ha um composto ou analito quando na realidade nao ha
(), e o erro do tipo Il &€ o contrario, ou seja, € a probabilidade de concluir que o composto esta
ausente quando existe na realidade (3)==1. Segundo a IUPAC os erros s@o minimizados quando
a e 3 sao iguais ou inferiores b1,

Os valores abaixo do LDD nao sdo necessariamente quantificados pelo método, pois a
incerteza associada ao valor € sempre maior do que o respetivo valor de concentragdoz 5122123, Ng
maior parte das vezes a incerteza aumenta devido a instabilidade da linha de base ou ao ruido, a
existéncia de matrizes complexas, interferentes ou brancos que podem influenciar a resposta
obtida ou devido a pré-tratamento de amostras!=2,

Um dos métodos utilizados para determinar o LDD é o método do sinal/ruido, que € mais
utilizado em procedimentos analiticos, tais como analises cromatograficasz»ususiz, S§ pode ser
aplicado quando o ruido ¢ detetado e quantificadozs, A relacdo sinal/ruido é determinada por
comparacao do sinal de solucdes de amostra conhecidas de concentracdes minimas com solucées
de branco de amostrazz=»ususnsizie - Recomenda-se que se facam pelo menos seis analises
independentes de cada tipo de solucao, automaticamente o LDD depende da precisao ao nivel das
condicoes de repetibilidade, logo para poucas amostras os resultados podem nao ser realistast«s,
Assim estabelece-se uma razao entre o sinal da concentracao minima com o sinal da solucao do
branco, sendo por norma o coeficiente trés o mais utilizadoz»11s161710. No entanto, também se
pode utilizar um coeficiente de doist sz,

0 segundo método consiste na determinacao do LDD a partir de uma curva de calibracao
de primeiro grau. Inicialmente, constroi-se uma curva de calibracao constituida pela matriz e pelos
analitos=us1e. Um dos valores da curva de calibracao deve ter um valor de concentracao menor
que o LDD=. Seguidamente, calcula-se o valor do declive, b, e o valor do desvio padrédo residual,

Sy=usi Nesta equacdo 17 o produto de 3,3 com Sy consiste no resultado em que os erros do

X X

tipo | e Il sdo de H%:.

3,35y

LDD = > X (equacao 17)
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2.2.4.2. Limite de quantificacao

Entre o LDD e LDQ a incerteza é maior que o valor obtido da resposta, €, a partir do limite
de quantificacdo ja é possivel obter respostas em que a incerteza associada é menor que o valor
de concentracdo calculado, obtendo um resultado com uma precisao aceitavel=14122, Q |imite de
quantificacdo é a concentracdo minima de analito presente numa amostra ou solucdo que pode
ser determinada quantitativamente com uma precisao, repetibilidade e exatiddo especifica, sob as
condicdes experimentais que estdao a ser usadaszeususiz |Jsualmente, é calculado quando se
trabalha com matrizes que contem produtos de degradacdo ou impurezasz.

A determinacao do LDQ é calculada a partir do método sinal/ruido e ou pelo método da
curva de calibragaozesis-11711912s,

Em LDQ o método do sinal-ruido é mais utilizado para técnicas analiticas, mas em técnicas
de separacao, tal como a cromatografia a contribuicdo do ruido difere com a area do composto,
sendo menor para picos com areas muito elevadas e o tipo de matrizis12, a coluna cromatografica
e 0 uso dado a esta também alteram muito a relacéo sinal/ruido®s. Por isso, valores muitos baixos
de LDQ tem uma precisdo menorts, Com um sinal baixo ha um risco do ruido ter uma maior
contribuicdo. No LDD a proporcéo é de 3:1, no LDQ é de 5:1, 6:1 ou 10:1, a ultima proporcao é
a mais usualsasnsnz,

A determinacéo do LDQ também pode ser feita a partir do calculo da média de analises
do branco, x,, com o desvio padrao de analises de uma solucao de amostra, branco ou solugcoes
padrdo (equacgdes 18-20)=1e1. Q desvio padrao, sq, deve ter entre 6 a 15 réplicas’» ou 10 a 20
solucdes independentess, no entanto recomendam-se 10 analises e convém ser medido em
condicdes de repetibilidade, por calculo do desvio padrdo residual, RSD, mas também pode-se
obter o desvio padrdo em condicdes precisao intermédiat=z, O RSD ¢ definido pela IUPAC em
10%, mas para a equacdo 19. e 20, multiplicadores de 5 e 6 os RSD sdo de 20% e 17%,

respectivamente+ 2,

LDQ = x4 + 10s, (equacdo 18)
LDQ = xy + 65y (equacao 19)
LDQ = xy + 5s (equacao 20)
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0 método recorrendo a dados a partir da curva de calibracdo € o mais utilizado e o que
fornece o valor do limiar analitico mais confiavel/fidedignou s, Uma vez que, € necessario fazer
varias analises para obter resultados estatisticamente validos, estes dois procedimentos tornam-
se muito demorados e a determinacao pela curva de calibracao o desvio padrao residual da curva

de calibracao que é mais rapido. A curva de calibracao fornece os valores de b e de Sy, que em

X

vez de se multiplicar por 3, como no LDD, multiplica-se por 10 (equacao 21)usue,

10Sy

LDQ = b" (equacao 21)

2.2.5. Gama de trabalho

A anadlise da gama de trabalho ¢ um melhor indicador da linearidade do que a inspecao
visual da curva de calibracao e do coeficiente de correlacao da curva de calibracdo». A gama de
trabalho pode ser diferente da gama linear, pois o equipamento ou até mesmo o método podem
nao ser os mais adequados, mas tem de ser garantir a repetibilidade dos resultados. A linearidade
também pode ser comprometida com a existéncia de interferentes na matriz, que sdo capazes de
alterar os resultados do analito». Para a analise de modelos lineares deve-se utilizar a norma 1SO
8466-1 e para modelos polinomiais de 2° grau deve-se utilizar a norma I1SO 8466-2!512, Como a
partida, o modelo ¢é linear os dados serdo aplicados de acordo com norma ISO 8466-11s:,
Inicialmente é necessario fazer 5 a 10 solucdes padrao de analito ao longo das concentracoes da
curva de calibracao's, sendo que o desfasamento das solucdes seja no maximo de 10 unidades
de concentracao. Seguidamente, recorre-se ao teste da homogeneidade das variancias, em que
se calcula a variancia, Sl-z, de cada concentracdo, i (equacdo 22). A variancia consistente no
quociente do somatorio da subtracao dos valores de resposta, y; ;, em que j € o numero de

réplica de um a dez, com os valores médios de resposta, y; j, ao quadrado, para o numero total

de respostas, n;. Em que, n;—1 € o numero de graus de liberdade das respostas obtidas. O
numero partir da razao das variancias obtém-se o valor de PG,

_ 211'21(3’i,j_37i,j)2
n;—1

S2

l

(equacao 22)
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A razado das variancia varia. Recorre-se a equacao 23 quando a variancia da concentracao
superior, 5120 € maior que a variancia relativa a concentracao inferior, Slz, e quando 5120 € menor

que S? usa-se a equaco 24.

2
PG = o (equacéo 23)
Sl
2
PG=—L (equacao 24)

sk

Por sua vez, este valor de PG é comparado com o valor de F tabelado para 95% de nivel
de confianca e o de 0,05, para n-1 graus de liberdade de cada solucdo padrao elaborada para
cada concentracaos. Se o valor de PG for menor ou igual ao valor de F tabelado, entdo a gama
de trabalho esta ajustada. Caso aconteca o contrario e o valor de PG é menor, tem de se estreitar
o intervalo de concentracdes e repetir o procedimento todo até se obter um PG menor ou igual ao
valor de F tabelados. No guia EURACHEM também se podem encontrar outros métodos para
verificar a gama de trabalho, tais como a utilizacdo de branco com materiais de referéncia, ou
entdo materiais de referéncia ou amostras fortificadas. O procedimento é tal e qual o mencionado

anteriormente!.

2.2.6. Teste de Mandel

Depois de verificar a linearidade de uma curva de calibracdo do primeiro grau e de saber
se existem valores suspeitos ou nao, aplica-se o teste de Mandel. Este teste é elaborado seguindo
as orientacdes da norma. Supde-se que os desvios da curva de calibracdo sdo originados pela
auséncia da linearidade e podem ser diminuidos se a curva for ajustada para um modelo
polinomial de 2° grau (equacdo 25), em a € a ordenada na origem, b € o declive e que c é a
curvatura da reta. x e x%s&o os valores de concentracdo ao quadrador.

y =a+ bx + cx? (equacdo 25)

Associada a curva de calibracdo do primeiro grau existe o desvio padrao residual Sy e a curva

X

de calibragao polinomial do segundo grau tem o desvio padréo residual S,,, (equacao 26). Para
calcular o Syz assume-se que as respostas obtidas por cromatografia, y e as concentracoes

elaboradas tem uma linha de tendéncia polinomial de segundo grau. Calcula-se o valor de resposta
para a curva de calibracdo do segundo grau e obtem-se os valores de y. Este parametro é

calculado para n — 3 graus de liberdade, em que n sao os pontos da curva de calibracao.
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Ny, 5.)2
Sy2 = \/Z—l (:l__g,y ! (equacéo 26)

Para saber se a curva é do 1° ou 2° grau faz-se um teste de f em que o valor de PGé calculado
a partir da equacdo 27, em que, DS? é a diferenca das variancias, calculada a partir da equacéo
28.

DS?=(n—-2)S5 — (n— 3)5;; (equacéo 27)

DS?
s;z

PG = (equacao 28)

A curva de calibracdo é do 2° grau quando o valor de PG é maior ou igual ao valor de F
tabelado. De modo a tornar a calibracéo linear deve-se repetir o procedimento, se voltar a ocorrer
0 mesmo deve-se reduzir a gama de trabalho para que o valor de PG seja menor que o valor de F,

obtendo assim, uma retate,

2.2.7. Precisao

Para garantir que ha precisdo existem dois testes estatisticos: o teste de Grubbs que é o
mais utilizado, e o teste de Dean e Dixon. Ambos verificam se um valor dito como suspeito pode
pertencer ou ndo ao conjunto dos resultados, e em ambos os testes sé se pode fazer para um
conjunto de pelo menos trés valores: .

O teste de Grubbs, G, verifica se o valor suspeito, x, € um valor suspeito através da
subtracao, em mddulo, do mesmo valor com a média do conjunto de resultados, X, dividindo pelo
desvio padrao do conjunto de resultados, s, (equacao 29). Depois de determinar G compara-se
0 valor critico para uma probabilidade de 0,05, de um teste bicaudal. Se o valor de G for maior
que o valor tabelado, entdo encontrou-se um valor suspeifo que é retirado do conjunto de

resultados. O teste de Grubbstem de ser repetido até ndo haver mais outleirs.

[x— x|

G = (equacao 29)

O teste de Dean e Dixon, ou teste de Q é aplicado a um conjunto constituido com no
minimo trés resultados. O teste consiste no quociente entre 0 médulo da subtracéo do valor
suspeito, S, com o valor mais proximo, P, com a subtracao do valor maior, M, com o valor menor
do conjunto dos resultados, m. Neste teste assume-se que a populacdo tem uma distribuicdo do

erro normal. O valor de Q é calculado e se for maior que o valor tabelado para uma probabilidade
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de 0,05 de um teste bicaudal Q é rejeitado. Se houver rejeicdo do valor suspeito tem de se repetir

o teste até nao existir mais qualquer valor suspeito (equacao 30):.

Q:

|S—P|
M-m

(equacao 30)

A precisdo ¢ um ponto da validacdo do método essencial, pois pode ser constituido por
variacoes individuais ou por todo 0 método que esta em desenvolvimento'z,
Para analises quantitativas, a precisao mostra a dispersdo dos resultados entre ensaios

independentes e repetidos de uma amostra ou qualquer tipo de solucao, analisada sob as mesmas

condicdes experimentais®». O calculo é através do desvio padrao ou desvio padrao relativo, RSD,
também conhecido como coeficiente de variacao, CV, que mede a proximidade entre as medidas

efetuando a precisao relativa da medicdo (equacao 31)%!41618122 RS & o desvio padrao do

método, S,,, dividido pelo valor médio das amostras concentracdes, X, e em regra o resultado é
dado em forma de percentagemusue12, Q calculo de S,,, é a razéo entre desvio padrao residual da

curva de calibracdo, sy, e o declive da mesma curva, b.
X

RSD ou CV (%) = 100 = S?m (equacao 31)

Quando o método ¢ aplicado para quantidades da ordem macro, os valores de RSD tem
de estar entre 1 e 2%, mas para amostras com bastantes impurezas, residuos ou amostras
complexas, o valor de RSD é maior (tabela 4)»21s17, Se ndo se obtiver os valores de percentagem

pretendidos pode-se aumentar o nimero de réplicas de cada analise até se atingir esse valorts.

Tabela 4. Percentagem de desvio padrao relativo méaximo aceitével para diversas concentragées®.

Taxa de analito (%) RSD (%) RSD (%)
100% 2 1,3
10% 2,8 2,8

1% 4 2,7
0,1% 5,6 3,7
100 ppm 8 53
10 ppm 11 7,3
1 ppm 16 11
100 ppb 23 15
10 ppb 32 21
1 ppb 45 30
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A precisao pode ser analisada a partir da reprodutibilidade, Ss, repetibilidade, S, e precisdo
intermédia ou intralaboratorial, S, em que i sdo as variaveis®:2, E mais comum medir a precisao
através da repetibilidade que corresponde a menor precisdo esperada. A reprodutibilidade,
correspondente a maior medicao da precisdo encontrada, que exclui a variacao ao longo do tempo

e sO pode ser estimada colaborando um ensaio interlaboratorial colaborativo!:,

2.2.7.1. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ¢ uma medida da precisao realizada entre laboratorios, na qual se
analisa a mesma amostra ou solucédo, com diferentes concentracdes, em laboratorios diferentes,
com diferentes analistas mas as condicoes ambientais (temperatura, humidade do laboratorio) e
operacionais (equipamento e/ou respetivos componentes) podem variar estando-se dentro das
especificacdes do métodoz-»u=usu7122 - A escolha dos laboratdrios € mediante as condicbes para
realizar os ensaios e se tem operadores com qualificacdes similares para realizar a analise'®.
Segundo a Unido Nacional de Quimica Pura e Aplicada, IUPAC o numero de laboratorios tem de
ser superior a cinco, sendo o ideal mais de oito laboratorios, porque, apesar de a amostra ser a
mesma 0s resultados variam muito, quando o objetivo é que os resultados sejam similaresz617,

O limite de reprodutibilidade, R, é utilizado para ver se a diferenca entre analises em
duplicado ¢é significativa ou ndo e estd associado a uma probabilidade de 95% e a variancia de
reprodutibilidade associada aos resultados considerados, para cada laboratorio, S,%l- (equacao 32).
(Dado que nao foram feitos ensaios para a analise da reprodutibilidade, as deducoes matematicas

para obter a variancia da reprodutibilidade podem ser visualizadas no Guia Relacre nimero 13%),

R=28 fS,%l- (equacdo 32)

A variancia da reprodutibilidade é determinada pela soma da variancia interlaboratorial,
SZe da variancia da repetibilidade, S3;. A variancia dos ensaios interlaboratoriais que corresponde
a variancia dos erros sistematico e a variancia da repetibilidade corresponde aos erros aleatorios
(equacao 33).

St = SH+ SZ (equacao 33)
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2.2.7.2. Repetibilidade

A repetibilidade representa a concordancia dos resultados de medicdes sucessivas, da
mesma amostra sob condicdes de repetibilidade: mesmo laboratorio, mesmo método, mesmo
procedimento, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de reagentes e mesmas
condicoes ambientais. Uma distincdo da repetibilidade face a reprodutibilidade é o curto espaco
de tempo das analises realizadas, e por isso € muitas vezes chamada de precisao intraensaio®-
28113115117

A repetibilidade, em ensaios intralaboratoriais, pode ser avaliada preparando amostras
brancas com 2 ou 3 fortificacdes e cada concentracao tem de ter 3 réplicas»»=15 ou pode-se
analisar 3 concentracdes e fazer 6 réplicas de cada concentracao'. Contudo, encontrar amostras
brancas é dificil e pode ser dispendioso, mas, se o laboratorio nao conseguir obté-las tem como
alternativa realizar o método adicdo de padrao, com 5 ou mais niveis de concentracdo e cada
concentracdo tem de ter no minimo seis réplicas independentes.

Outro método para avaliar a repetibilidade é preparar varias réplicas de somente uma
concentracaoz=1=17_ Q numero de réplicas € varia de acordo com as fontes bibliograficas: pelo
menos 6%1617 7 ou no minimo 9 ou mais de 10 réplicas's. Para ensaios interlaboratoriais pode-
se realizar a analise de pelo menos 2 réplicas'®.

Depois se decidir o procedimento para analisar a repetibilidade e de saber a

concentracdo de cada amostra, em cada réplica efetua-se os testes estatisticos para eliminar

potenciais valores suspeitos seguindo as normas da Organizacao Nacional de Padronizacao, ISO

5725-2 e a Sociedade Americana de Testes e Materiais, ASTM E178=15, E, por fim calcula-se os
parametros da repetibilidade que sao constituidos pelo desvio padréo da repetibilidade, S;;,
coeficiente de variacdo da repetibilidade, CV, ., também em percentagem e o limite de
repetibilidade, r 217,

A variancia da repetibilidade para cada laboratorio, Srzi, associada a cada concentracao,
i, esta relacionada com a variancia dos resultados para cada laboratorio, S,,Zvi, com 0s graus de
liberdade de cada conjunto de réplicas para cada concentracdo, (n,,; —1) e com cada
laboratério que colaborou no ensaio, p (equacdo 34)us. Com esta formula, a ordem da

concentracdo do composto nao influencia os resultados'=. Tendo em conta que a repetibilidade

pode variar com o teor do elemento a dosear, esta ultima condicado assegura, em principio, a

56



igualdade estatistica das variacbes de w séries de analises's. Assim, a variancia associada a
repetibilidade do método de ensaio, para cada nivel i de concentracdos, E uma medida de
dispersao da distribuicdo dos resultados teste sobre as condicdes de repetibilidade. Similarmente,
a variancia da repetibilidade e o CV,. podem ser definidos e usados como medidas da dispersao

dos resultados teste sob condicdes de repetibilidade!s.

Zev=1[(nwi_ 1)-53vi]
Za’:l(nwi_l)

S = (equacdo 34)

O limite de repetibilidade, r, é o valor abaixo ou igual, para uma probabilidade, em regra
de 95%, para o qual se aceita, que a diferenca absoluta dos valores de dois resultados em
duplicado, x e x: é significante equacao 3515, Se r for maior que a diferenca absoluta dos
duplicados deve-se fazer repetir analises de acordo com as normas ISO 5725-2 e ISO 5725-61=

lx; —x;_4| <71 (equacao 35)

O valor de r é obtido a partir do produto desvio padrdo de cada laboratério associado a
cada concentracdo com 2,8, que provem da constante “student, para a probabilidade de 95%

1,96 multiplicado pela raiz de 2, originando a constante 2,8 (equacao 36)s:s,

r=28 /Srzl- (equacéo 36)

Apds se obter o valor do limite de reprodutibilidade ja se pode calcular o valor do

coeficiente de variacao relativo a repetibilidade, CVr (equacao 31)zusue,

2.2.7.3. Reprodutibilidade intralaboratorial/intermédia ou precisao

interna

Reprodutibilidade intralaboratorial/intermédia ou precisao interna € o estudo em que se
observa a variacao dos resultados obtidos quando se variam fatores dentro do mesmo laboratério
e verifica se durante o desenvolvimento do método os resultados serdo coerentes com os
resultados do método depois de terminado. Estes fatores sdo chamados de condicdes de precisdo
intermédia, e, podem ser o tempo de analise, que em regra é intermédio, o equipamento e o
operador, equipamentos distintos, padroes e reagentes de fornecedores diferentes ou de lotes
diferentes. Deve-se sempre mencionar qual ou quais os fatores que sao considerados
constantes=i17.22 Enquanto que na repetibilidade a analise € no mesmo dia e na reprodutibilidade

¢ em dias diferentes, na precisao intermédia o periodo de tempo é mais que um dia mas nao
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chega a ser tdo desfasado como na reprodutibilidade=. Por exemplo, quatro analistas analisam
a mesma amostra em quatro dias diferentes, ou trés operadores injetarem trés solucdes durante
15 dias uteis utilizando trés colunas cromatograficas diferentesz==17, Maioritariamente, 0s ensaios
sao realizados no mesmo laboratério, mas também podem ser interlaboratoriais'.

A analise da reprodutibilidade intermédia comeca com a fortificacdo de amostras brancas,
em trés concentracdes diferentes, com os analitos e seguidamente, fazem-se no minimo 5 réplicas
independentes, duplicados, ou até um Unico ensaio de cada concentracdo»#. Repete-se o
procedimento pelo menos mais duas vezes, em dias diferentes e variando cada vez mais os fatores
inseridos nas condicdes de precisao intermédiaz=. Se nao houver amostras brancas, realiza-se o
procedimento alternativo que esta escrito na repetibilidade=. Depois de verificar se ha ou nao
valores suspeitos de concentracao, que foi obtida por interpolacdo da curva de calibracao, calcula-

se 0 desvio padrao da precisao intermédia Si( ) e o respetivo CV 1s1v,

2.2.8. Exatidao

A exatiddao de um método analitico é descrita como a amplitude/concordancia entre um
resultado obtido a partir do procedimento e um valor aceite como verdadeiro ou como
referénciaz=2u417 Existem diferentes formas de determinar o valor aceite como verdadeiro. Uma
delas é comparar o método em utilizacdo com um método com os materiais de referéncia, efetuar
ensaios de recuperacao; participar em ensaios colaborativos e 0 uso de materiais de referéncia

certificados, MRCz1,

2.2.8.1. Material de referéncia certificado

Os MRC sdo materiais relacionados com padrdes internacionais utilizados para determinar
a justeza e tem todos os detalhes dados pelo fabricante dado que foram previamente
caracterizados por um laboratorio e possuem uma incerteza declaradazz»u«us, A concentracao do
MRC e a incerteza associada devem estar de acordo com a gama de concentracdes do estudo®.
0 estudo intensivo para a caracterizacdo destes compostos faz com que o custo seja muito elevado

e muito restrito, havendo pouca diversidade de matrizes e analitos»#. Em alternativa pode-se
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fortificar um branco de matriz ou uma amostra com uma concentracdo conhecida de peso ou
volume e obter a percentagem de analito que foi recuperadazzsns,

A analise ¢ feita com varias réplicas do MRC e compara-se o resultado de uma amostra,
com concentracao conhecida, obtida pelo método com o valor médio das réplicas do MRCz214,
Também se pode fazer por ensaios de recuperacdo®. O erro do MRC é dado na forma de

concentracado e pode ser aplicado em qualquer tipo de ensaio (laboratorial, interlaobratorial).

2.2.8.2. Método proposto vs método utilizado

A exatiddo também pode ser determinada analisando as mesmas amostras, de
preferéncia espalhadas de igual modo, pela gama de trabalho, em métodos diferentesz4. Um
método é o que esta a ser validado e outro método & um método ja validado, com concentracao
conhecidaaz=14v O calculo da diferenca entre cada resultado obtido por cada método e a
aplicacao de um teste estatistico dira quao exato é o métodoz=14, A maior dificuldade é encontrar
um meétodo ja validado para o estudo em questao, mas, caso se encontre, pode-se alterar mais

facilmente o métodoz,

2.2.8.3. Ensaios colaborativos

Os estudos colaborativos sdo feitos com pelo menos oito laboratoérios, mas em casos
extremos pode-se fazer com mais de cinco laboratorios*. Para além de reunir um numero
significativo de laboratorios a validar o mesmo método, a estabilidade da amostra ¢ muitas vezes
comprometidaz. O estudo da validacdo dos dados envolve a aplicacao do teste de analise de
variancias, ANOVA, onde se determina se as diferencas entre os resultados obtidos em cada

laboratdrio sao significativasz.

2.2.8.4. Ensaio de recuperacao

O ensaio de recuperacao ¢ o método mais utilizado na validacdo exatiddo, mais
precisamente a justeza, pois mostra a quantidade de analito recuperado numa amostra fortificada

em relacao a concentracao existente numa amostra real=»11617, A recuperacao corrige o resultado
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obtido dos erros sistematicos provenientes do pré-tratamento de amostra, preparacao da
fortificacao, interferentes da matriz ou da leitura do instrumento»=w2, Como estratégias de
fortificacao ha a adicdo de um is6topo do analito e a adicdo de um padrao com analito!s.

O procedimento consiste em analisar uma amostra em que se sabe a concentracao do
analito, esta amostra ¢ denominada de branco de amostra. Em seguida, fortifica-se o branco de
amostra com trés concentracdes diferentes. E preciso ter em conta que as concentracdes tem de
estar perto do LDQ, a meio da gama de concentracdes e outra perto da maior concentracdo da
curva de calibracao=s1e17 As trés concentracdes para a recuperacao também podem ser o valor
do LDQ, o dobro do LDQ e o décuplo do LDQ=. Se a gama de trabalho nao estiver ajustada, entao
trabalha-se num intervalo de concentracao, maior que o LDQ, compreendido na gama de trabalho
e preferencialmente onde podem haver varias amostrasz!s. O numero de réplicas para cada
concentracado é de pelo menos trés, sendo o0 mais indicado seis'»#, Para cada fortificacdo deve-
se calcular o CV e a recuperacao®, Para uma recuperacao com MRC faz-se uso da equacao 37,
em que Cpeq € a concentracdo do MRC obtida e Cppc € a concentracdo declaradaz=. A
recuperacao através da fortificacdo no produto de 100 pelo quociente da diferenca entre a
concentracdo da amostra fortificada, C;, e a concentracao da amostra em branco, C,, pela
concentracao da fortificacdo, C5, obtendo assim o valor de recuperacéo percentual, R(%),

(equacdo 39)=.

R (%) = 100 x % (equacao 37)
R(%) = 100 X % (equacao 39)
3

O valor ideal de recuperacédo é de 100%, os resultados tem de ser consistentes, precisos
e reprodutiveisi=eie, Mediante a concentracdo e a complexidade da amostra ou da matriz a
percentagem é alteradaz1v,

A tabela 5 mostra as taxas de recuperacao aceitaveis para cada unidade de concentragdoz:v.

Tabela 5. Taxa de analito e a respetiva percentagem de recuperacgéo.

Taxa de analito (%) R (%) R (%)=
100% 98-102
10% 98-102 98-102
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1% 97-103 97-102

0,1% 95-105 95-105
100 ppm 90-107 90-107
10 ppm 80-110 80-110

1 ppm 80-110 80-110
100 ppb 80-110 80-110
10 ppb 60-115 60-115

1 ppb 40-120 40-120

2.3. Materiais e reagentes

Todos os reagentes tem um grau de pureza superior a 95 %, a excecao do acido abiético

que é 75 % puro.

e Acido palmitico, 99%, Sigma

e Acido linoleico, analytical standard, Sigma-Aldrich

e Acido oleico, analytical standard, Sigma-Aldrich

e Acido estearico, GC capilar, Sigma

e Acido abiético, GC, Sigma-Aldrich

e Acido heptadecanoico, > 98%, Sigma

e Piridina, GC, Sigma-Aldrich

e BSTFA + TMCS, (99:1), Supelco

e o - pineno, analytical standard, Sigma-Aldrich

e (Canfeno, anal/tical standard, Supelco

e B - pineno, anal/tical standard, Sigma - Aldrich

e Limoneno, analytical standard, Sigma - Aldrich

e Nonano, ReagentPlus, Sigma - Aldrich

e Hexano, ReagentePlus, Sigma - Aldrich

Os solutos foram pesados numa balanca analitica METTLER TOLEDO AB204-S com erro,

repetibilidade e resolucado digital de + 0,0001 g. As solucbes mae foram feitas em baldes
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volumétricos de 5 ou 25 mL de classe A, da marca GLASSCO e da marca Normax, respetivamente,
ambos com uma incerteza de + 0,04 mL. As restantes solucdes e a preparacao de amostras foram
feitas vials de ambar, com tampa de rosca e septo de silicone com Politetrafluoretileno e com
micropepetas EASY 40+ de 20 a 200 uL e de 100 a 1000 pL.

A preparacdo das solucdes e das amostras para validacdo do método para de gordos e
resinicos foi realizada na fotte e com luvas devido aos perigos associados a piridina e ao reagente
derivatizante. Para ocorrer a reacdo colocou-se numa estufa da marca wtb binder.

A microseringa tem capacidade de 1 uL modelo 1BR-7 e a coluna capilar ¢ SGE FORTE
BP5 30m x 0,25mm, 0,25 um e o linner ¢ de 4mm quartzo split/splilkess da Perkin EImer.
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Capitulo 3. Tratamento de resultados

e discussao
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3.1. Andlise das solu¢des e misturas padrao de acidos gordos e resinicos em

resinas e all ol

Em cromatografia otimizou-se a resolucao e o tempo de analise em funcao de k, obtendo
0 método da tabela 6. Injetou-se cada solucao com um padrao, em seguida injetou-se a mistura
de padrdes e verificou-se que nao havia sobreposicao de picos. Os picos dos acidos estao
apresentados no cromatograma da figura 12 e o respetivo tempo de retencéo sob as condicdes
do método esta na tabela 7. A analise quantitativa de amostras foi realizada pelo método do padrao
interno. Neste caso escolheu-se o acido heptadecanoico, como padrao interno, pois nao se
sobrepunha com outros picos, quer de amostras, quer de solucoes padrao e também é um acido
gordo. Em todas as analises de amostras pesou-se cerca de 8 a 10 mg de amostra, pipetou-se
100 pL de solucéo, 100 uL de padréo interno e 100 pL de reagente derivatizante para um via/,
totalizando um volume de 300 pL. Tanto as amostras como as solucdes padrao estiveram na

estufa entre 60 a 70 °C por um minuto para que a reacao ocorresse.

Tabela 6. Condigdes de operacgao, de GC-FID Clarus 580 e especificagdes da coluna capilar BP-5, utilizadas para as analises das
solu¢bes padrao, mistura de solugdes padrao de acidos gordos e resinicos, resinas, colofonia, fal oil.

Coluna Comprimento da coluna 30
(m)
Diametro interno (mm) 0,25
Espessura do filme (um) 0,25
Limite de temperaturas da -60 a 320/340
coluna
Temperatura do injetor (°C) 250
Temperatura do forno (°C) Rampa 1 110-220 (10°C/min)
220 (4 min)
Rampa 2 220-235 (2°C/min)
Rampa 3 235-290 (10°C/min)
290 (1 min)
Temperatura do detetor (°C) 300
Split (mL/min) 20
Fluxo da chama (mL/min) Ar: Hidrogénio 450:45
Fluxo do gas de arraste (mL/min) 1
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Figura 12. Cromatograma de uma solugdo de 10 ppm de acido palmitico, acido linoleico, acido oleico, acido estearico e acido
abiético obtido num GC-FID sob o método especificado nas condi¢des da tabela 6.

Tabela 7. Tabela do tempo de retencéo dos acidos em estudo, quando analisados nas condi¢des cromatograficas mencionadas
na tabela 6.

Acido Tempo de retencéo (min)
Palmitico 12,2
Heptadecanoico 13,5
Linoleico 14,7
Oleico 14,8
Estearico 15,3
Abiético 19,1

Antes de realizar as analises a coluna foi condicionada e foram feitos varios ciclos até se
obter uma linha de base aceitavel. O método foi obtido com uma resolucédo aceitavel para todos
0s conjuntos de acidos que foram objetos de estudo. Portanto pode-se dizer que o método permite
separar 0s acidos gordos e fornecer resolucao suficientes. As condicdes de temperatura do forno

foram otimizadas para alcancar estes dados.

3.1.1. Curvas de calibracdo

A tabela 8 mostra os varios parametros obtidos a partir da construcdo da curva de
calibracao, considerando que em x estdo os valores de concentracdo em ppm e no eixo y 0s
valores da razao entre area de cada acido com a area do padrao interno. Nas curvas de calibracao
com concentracdes maiores o intervalo de concentracéo tedrica é de 0,02 a 10,02ppm. O valor

0,02ppm fez-se a partir de uma solucao de 0,30ppm. Os restantes valores de concentracdo, desta
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curva de calibracdo fizeram-se pela diluicdo da solucdo mae de 25 ppm. O volume de injecao para
0,02ppm foi de 1ulL, para 1,27ppm foi de 0,9uL e diminuiu-se o volume de injecao
sucessivamente até a solucao de 5,02ppm, em que se injetou 0,5 L. Para as restantes solucdes
injetou-se sempre 0,2uL devido a grandeza das concentracdes evitando assim, a saturacao do
detetor e possiveis contaminacoes na coluna. Em todas as retas fez-se o teste dos valores
suspeitos, tal como explicado na equacao do capitulo e confirma-se a inexisténcia de valores

suspeitos (tabela 8).

3.1.1.1. Acido palmitico

Analisaram-se varias amostras e calculou-se a concentracao de acido palmitico em cada
uma delas utilizando a curva de calibracdo de 0,020 = 0,0027 a 10,00 + 0,012 ppm. O maior
valor de concentracao encontrado de acido palmitico nas amostras foi de 1,76 + 0,0031 ppm.
Dado que é uma concentracao muito baixa, em relacdo a esta curva, optou-se por determinar a
concentracdo do acido palmitico nas amostras na curva de calibracao de 0,020 + 0,0027 ppm a
1,28 + 0,0017 ppm e obteve-se concentracdes que ficaram fora da curva de calibracédo Utilizado
esta curva obteve-se valores maximos de concentracdo de aproximadamente de 1,3 ppm. De modo
a empregar a curva de calibracéo tendo em conta estes dados foi utilizado uma curva de 0,020 +
0,0027 a 1,93 + 0,0049 ppm nas analises das amostras.

0 numero de pontos para cada curva de calibracéo ¢ diferente, por sua vez o valor da
constante da distribuicdo de tsfudent aumenta para curvas com menores pontos. O coeficiente
de correlacdo varia de 0,9990 a 0,9997, logo ha linearidade porque todos os valores
correspondem a uma correlacao fortissima por serem maiores que 0,995. A sensibilidade e o erro
associado ao declive sdo maiores para a curva 0,020 + 0,0027 a 10,00 + 0,012 ppm, comparando
com as outras curvas. Na curva utilizada para a validacao o declive & intermédio e o erro associado
a ordenada na origem € o menor. As variacdes observadas no valor de ordenada na origem e no
respetivo erro nao dependem da curva de calibracao mais usadas. A ordenada na origem para a
curva de calibracdo de 0,020 + 0,0027 a 10,00 + 0,012 ppm tem um valor negativo,
contrariamente as restantes curvas tem um valor positivo. A curva utilizada para a validacao tem
a maior ordenada na origem e o respetivo erro ¢ o menor. O desvio padrao residual da curva de

calibracao é calculado pelas diferencas entre os valores separados e os valores experimentais.
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Quanto mais desviados os pontos estiverem maior Sy, por isso é que a curva de 0,0196 + 0,0027

a 1,934 + 0,0049 ppm tem o menor desvio. Pois apesar de somente metade dos pontos
coincidirem na linha de tendéncia os restantes pontos estdo muito proximos da mesma linha. Os
valores dos limiares analiticos que tm a mesma ordem de grandeza sao maiores para a maior
gama de concentracdo e menores para a curva de 0,020 = 0,0027 a 1,93 + 0,0049 ppm porque

0 declive ¢ o maior e 0 Sy é o menor. O desvio padrdo do método e o erro associado a

concentracdo sdo menores para 0,020 + 0,0027 a 1,93 + 0,0049 ppm. O coeficiente de variacao

do método esta relacionado com Sy e a média dos valores de x. Como a média dos valores de

X

concentracdo da curva com menor concentracao de limite superior € menor o coeficiente de
variacdo do método é o maior. Pode-se verificar o oposto para a curva de calibracao de 0,020 +
0,0027 a 10,00 + 0,012 ppm. A incerteza associada a uma concentracao aumenta com o
aumento da gama de concentracdes porque os valores das concentracoes estdo muito afastados

do centroide.

3.1.1.2. Acido linoleico

Para o acido linoleico soube-se logo que a curva de calibracao em estudo seria a partir da
curva com maiores concentracdes, pois os picos cromatograficos obtidos pelas analises das
amostras as razdes das areas eram bastante intensos. No entanto, como se fez a curva de
calibracdo de 0,020 + 0,0027 a 1,25 + 0,17 ppm a partir da mistura de padrdes que incluem
este composto, os resultados também estdo apresentados na tabela.

A curva de 0,020 + 0,0027 a 9,856 + 0,012 ppm indicou através do produto da maior
concentracdo de composto encontrado nas amostras por 1,5 que a gama de concentracdes mais
indicada seria de 0,020 + 0,24 a 8,26 + 0,24 ppm. Entao retirou-se o ultimo ponto da curva de
calibracado de 0,020 + 0,0027 a 9,856 + 0,012 ppm, assim a gama de concentracoes é de 0,020
+ 00,0027 a 8,62 + 0,023 ppm. Mas, aplicando o teste de Mandel conclui-se que a reta validada
a utilizar é de 0,020 + 0,0027 a 7,40 + 0,020 ppm.

O declive é semelhante para as retas com gamas de concentracfes maiores e diminui
para um pouco mais de metade para a curva de calibracao de 0,020 + 0,0027 a 1,25 + 0,17

ppm. O erro associado ao declive € menor para esta curva e maior para a curva de 0,020 + 0,0027
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a 8,62 + 0,023 ppm. A ordenada na origem ¢ de -0,707 ppm* para a gama de concentracdes
maior, ao retirar um ponto dessa curva o valor da ordenada na origem continua negativo, mas
mais proximo de zero, sendo -0,0392 ppm e a curva com a maior concentracao de 7,40 + 0,020
ppm ja tem um valor positivo de 0,0252 ppm*, que é o maior para as quatro curvas. Apesar o
valor da ordenada na origem ser 0 maior para essa curva, 0 erro associado é dos menores
encontrados, sendo que o menor corresponde ao da curva de 0,020 + 0,0027 a 1,25+ 0,17 ppm.
Esta mesma curva tem dos menores desvios padroes residuais, consequentemente tem menores
limiares analiticos e maior coeficiente de correlacao. O valor de r encontra-se no intervalo de uma
correlacao fortissima. O pior r determinado corresponde ao da curva de calibracéo de 0,020 +
0,0027 a 8,62 + 0,023 ppm, mas mesmo assim o seu valor esta compreendido entre 0,995 e 1.
Esta curva como a que tem menor gama de concentracdes tém piores coeficientes de Pearson,
resultando em coeficientes de variacado maiores, que sao 0s maiores obtidos para todos os acidos.
Mas, o maior valor de S,,, pertence a curva de calibracao de 0,020 + 0,0027 a 8,62 + 0,023
ppm e 0 menor pertence a curva de calibracdo com a menor amplitude de concentracdes. Os dois

resultados deste parametro dependem mais de Sy, dado que tem o valor de 0,1516 e de 0,0161

X

para a curva até 1,25 + 0,17 ppm e 8,62 + 0,023 ppm, respetivamente. O mesmo se pode
verificar para o erro S, porque depende diretamente de S,,,. A curva de calibracdo utilizada para
calcular as amostras tem desvio padrao da concentracao é de 0,17 ppm e este valor é segundo

desvio mais pequeno quando comparado com as outras retas.

3.1.1.3. Acido oleico

A semelhanca do acido linoleico percebeu-se que existiam grandes quantidades de acido
linoleico em amostras através da visualizacdo de cromatogramas e dos calculos da concentracéo
pela curva de calibracdo de 0,020 + 0,0027 9,87 + 0,012 ppm. E, pelo mesmo método calculado para
0s acidos gordos anteriores, fazendo o produto da maior concentracdo obtida em amostras por
1,5, soube-se que a gama de concentracdes ideal era de 0,020 + 0,15 a 10,01 = 0,15 ppm. Este
valor encaixa perfeitamente na curva de concentracéo elaborada e por isso nao é necessario fazer
qualquer ajuste ou fazer outra curva de raiz. A sensibilidade deste acido é maior que a dos acidos
anteriores e o erro associado ao declive é cerca do triplo de S, da curva de calibracao de 0,020 +

0,0027 1,25 + 0,17ppm. Nessa mesma curva a ordenada na origem é positiva e tal como para os
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restantes acidos, a ordenada na origem na curva de calibracdo com a gama de concentracoes
superior tem um valor negativo. O erro associado a ordenada na origem tem uma diferenca de
40% entre as duas curvas. O desvio padrao residual das curvas de calibracao é de 0,1139 para
um coeficiente de correlacao fortissima de 0,9993, o que resulta em Idd e Idq de 0,4274 e 1,4247
ppm, respetivamente. O coeficiente de variacdo do método para a curva de calibracdo com
maiores concentracdes é cerca de 1,5 vezes menor que o coeficiente da outra curva de calibracao.
Os parametros S, e S,, da curva de calibracdo de 0,020 + 0,15 a 10,01 + 0,15 ppm sao
aproximadamente 4,3 vezes maiores que os valores destes mesmo parametros da curva de

calibracao.

3.1.1.4. Acido estearico

Contrariamente ao acido oleico o acido estearico tinha concentracdes muito baixas nas
amostras. Comecou-se por calcular a concentracao nas amostras recorrendo a curva de calibracao
de 0,020 + 0,15 a 9,84 + 0,024 ppm e pelo produto da maior concentracao calculada nas amostras
por 1,5 obteve-se uma gama de concentracdes de 0,020 + 0,11 a 1,29 + 0,11 ppm. Decidiu-se
calcular a concentracao deste produto nas amostras recorrendo a curva de calibracdo com a gama
de concentracbes menores, a partir do produto da maior concentracdo determinada por 1,5
verificou-se que a gama de concentracoes deveria ser de 0,020 + 0,031 a 1,70 + 0,031 ppm. A
construcao da curva de calibracao relativa ao processo de validacdo é constituida por 8 pontos e
uma gama de 0,0196 + 0,0027 a 1,74 + 0,0062 ppm.

A curva de calibracao utilizada na validacdao tem um coeficiente de correlacao de 0,9993.
Ja a curva com maior amplitude de concentracdes tem um coeficiente de Pearson intermédio,
considerando todas as curvas estudadas para este acido A sensibilidade é quase 1 para a curva
de concentracéo final de 1,792745 ppm, diminui cerca de 20 % para a curva com a maior gama
de concentracoes e decai quase 40 % para a curva de 0,020 + 0,0027 a 1,25 + 0,17 ppm. A ordenada
na origem é a maior para a curva da validacao e o erro associado tem um valor intermédio. Os

limiares analiticos, S, Sy, S, € S, maiores correspondem a curva de calibracéo de 0,020 + 0,15
X

a 9,84 + 0,024 ppm e 0s menores pertencem a curva que sera utilizada nas restantes etapas de
validacao . Os sobrantes parametros sdo os menores, a excecdo do coeficiente de variacdo do

método que tem um valor intermédio de 2,10 %, para a curva de 0,020 = 0,15 a 9,84 + 0,024 ppm e
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a curva 0,020 + 0,15 a 1,74 + 0,0062 ppm tem na mesma um coeficiente de variacdo do método
maior. A curva de calibracao utilizada na validacdo tem menor erro associado a curva de
calibracdo, menores desvios padrao do método e menor erro associado a concentracao. O desvio
padrao residual da curva de calibracao nao € o menor, mas como o declive & o maior, entao os

limiares analiticos serdo os menores calculados.

3.1.1.5. Acido abiético

Ha amostras que tém elevadas quantidades de acido abiético, por isso a curva a usar é a
curva de 0,015 + 0,0027 a 7,50 + 0,023 ppm. Como nao foi possivel realizar mais analises, idealmente
para o acido abiético tinha de ter uma gama de concentracdes de 0,015 ppm + 0,090 a 11,34 =+
0,090 ppm. O maior valor de concentracao € de 7,50 + 0,023 ppm porque a pureza do reagente ¢
de 75 %. A sensibilidade do abiético ¢ mais baixa porque oxida em contacto com o ar,
transformando-se em acido dehidroabiético. Apesar do ia/ estar fechado e ter BSTFA+TMCS, a
solucdo mae nao tem reagente derivatizante estando mais sujeita a oxidacdo da espécie isso
podera ser uma possivel justificacao para qualquer diferenca na validacdo do método. De fato, o
declive & mais baixo comprando com outros acidos, mas o erro do declive é satisfatorio. O
coeficiente de correlacdo é maior para a curva de calibracdo de 0,015 + 0,0027 a 7,50 + 0,023 ppm.
A ordenada na origem é positiva para a primeira curva e para a curva de menor gama de
concentracao é negativa, muito proxima de zero, mas os erros associados a ordenada na origem
sao os dois muito baixos e S;, da primeira curva de calibracdo é 1,43 vezes maior que a incerteza
determinada na curva de 0,015 + 0,0027 a 0,95 + 0,023 ppm.

O valor de Sy é maior para a curva de calibracdo de 0,015 + 0,0027 a 7,50 + 0,023 ppm € &

X

6,5 vezes maior que o Sy da curva com uma gama de concentracdes inferior. Por sua vez, 0s
X

limiares analiticos, S,,, e S, tém os valores mais altos, comparando com a reta de 0,015 + 0,0027
a 0,95 + 0,023 ppm € as diferencas sao significativas. O coeficiente de variagdo do método € menor
para a curva de calibracdo com as concentracbes maiores porque 0 numero de pontos € maior,
assim como as suas concentracoes, resultando em uma média de concentracdes maiores. Como

sao indiretamente proporcionais, o coeficiente de variacdo do método é menor.
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Tabela 8. Valores dos parametreos calculados e tabelados a partir da construgdo da curva de calibragéo para cada acido em estudo pelo método cromatogréfico apresnetado na tabela 6.

S Cc GC R t a Sa b Sb Sy LDD LDQ v, Sm Sxo
s (ppm) (ppm) (95 %) (ppm:) (ppm:) * (ppm) (ppm) (%) (ppm) (ppm)
0,020 +0,0027  0,020-1,76  0,9994 t=2,365 07763 0,0600 -0,0358 0,0101 0,0975 0,38 1,26 2,51 0,13 0,13
3 10,00 + 0,012
g 0,020 +0,0027  0,020-1,30  0,9990 t=2,776 05782 0,0119 00158 0,0153 0,0160 0,083 0,28 4,30 0,028 0,030
a 1,27 + 0,17
0,020 + 0,0027 0,9997 t=2,447 06983 00084 00311 00073 00129 0,056 0,18 1,90 0,019 0,020
1,93 + 0,0049
0,020 + 0,0027  0,020-826 0,998 t+=2,365 0,6824 00940 -0,0707 00160 0,1528 0,68 2,26 4,54 0,22 0,24
9,86 + 0,012
g 0,020 + 0,0027 0,020 - 0,999 t.=2776 04757 00111 00031 00146 00150 0,095 0,32 4,92 0,032 0,095
S 1,25+ 0,17 11,56
3 0,020 + 0,24 0,020-833 0,998 t=2,365 06678 00890 -0,0305 00172 01377 0,62 2,06 4,77 0,21 0,22
8,62 + 0,24
0,020 + 0,0027 0,999 t=2571 06454 00694 00252 00156 01017 0,47 1,41 4,26 0,14 0,17
7,39 + 0,0097
3 0,020 + 0,0027 0,020 - 0,9993 t=2,365 0,8077 0,0380 -0,1121 0,0063 0,1139 0,43 1,42 2,78 0,14 0,15
k- 9,86 + 0,012 10,01
0,020 + 0,0027 0,998 t=2,776 05441 00121 0,0055 00145 00164 0,090 0,30 4,34 0,030 0,032
1,25 + 0,17
0,020 + 0,15 0,020-1,29 09995 t=2,365 08042 00279 -0,0096 0,0047 0,0837 0,31 1,04 2,10 0,11 0,11
8 9,84 + 0,024
2 0,02 + 0,0027 0,020-1,70 0998 t+=2776 05836 00124 0,018 00162 00167 0,086 0,29 4,50 0,029 0,031
ud 1,25+ 0,17
0,020 + 0,0027 0,9993 t=2,365 0,9684 0,0087 0,0301  0,0082 0,0247 0,077 0,26 2,85 0,026 0,027
1,74 + 0,0062
8 0,015 + 0,0027 0,020 - 0,9995 t=2,365 06498 0,0341 00171 00076 0,0555 0,26 0,85 2,27 0,085 0,090
) 7,50 + 0,023 11,34
< 0,015 + 0,0027 0,9991 t=2,776 04508 0,0057 -0,0005 0,0098 0,0077 0,051 0,17 3,52 0,017 0,013
0,95 + 0,023
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3.1.2. Teste de Mandel

Os valores de concentracdo e da razéo da area do acido com a area do padrao interno
foram utilizados para construir um grafico e assumiu-se que a linha de tendéncia é polinomial de
segundo grau em vez de uma reta do primeiro. Depois calculou-se os valores do desvio padrao
residual da curva e a diferenca das variancias como se fossem de segundo grau. A razao entre

S}Z,2 e DS? é ovalor de PG que depois é comparado com F. Para este estudo apenas se utilizaram

as curvas de calibragdo ajustada para a concentracao de acido (tabela 9).

Tabela 9. Gamas de trabalho utilizadas para os restantes processos de validagédo de cada acido.

Acido Gama de concentracéo (ppm)
Palmitico 0,020 + 0,0027 a 1,93 + 0,0049
Linoleico 0,020 + 0,0027 a 7,39 + 0,0097

Oleico 0,020 + 0,0027 a 9,86 + 0,012
Estearico 0,020 + 0,0015a 1,74 + 0,0062
Abiético 0,020 + 0,0027 a 7,50 + 0,023

Ao observar os dados obtidos na tabela 10 o valor de PG do acido linoleico sobressai logo
porque € maior do que o valor de F tabelado para 7 graus de liberdade. Para contrariar esta
equacao teve-se de retirar o ultimo valor da curva de calibracdo. Assim, teve-se uma curva de
calibracdo do ponto 0,002 + 0,0027 ppm a 7,39 + 0,0097 ppm e voltou-se a calcular a equacao
da curva de calibracao do primeiro grau e polinomial segundo grau. Em seguida determinou-se o
valor do desvio padrao residual de cada curva e a diferenca das variancias para calcular o novo
valor de PG. Esta curva de calibracao é constituida por 7 pontos, por isso o nimero de F tabelado
para 6 graus de liberdade no numerador e no denominador é 5,820 e este valor € maior que o
resultado de 0,54 para o valor de PG. Por fim, pode-se afirmar que existe uma calibracao linear

para cada acido

Tabela 10. Valores de desvio padrao residual e diferenga das variancias para uma curva de calibragdo de segundo grau, mais
valores calculados de PG e valores tabelados de F para uma probabilidade de 95% para as curvas de calibracéo realizadas para
cada acido. Em F.c.*, n-1* é o valor do niimero de graus de liberdade da varidncia do numerador e n-1°€ o nimero de graus de
liberdade da variancia do denominador.

Acido Palmitico Linoleico Oleico Estearico Abiético

Se 0,014 0,12 0,10 0,020 0,060

D& 1,50E-08 6,94E-02 3,01E-02 1,30E-03 7,2E-04
PG 7,51E-08 5,060 2,980 2,736 0,207

F Fro= 4,995 F..= 4,995 Fos = 4,433 F.. = 4,995 Fos = 4,433

73



3.1.3. Gama de trabalho

Na analise da gama de trabalho foram feitas 10 analises da concentracao mais baixa e
10 analises da concentracao mais alta, para as cinco retas, como se todas tivessem uma curva
de calibracdo de concentracao de 0,02 ppm a 10,02 ppm. Ao calcular o valor de PG para as
concentracdes 0,02 e 10,02 ppm verificou-se que este era muito maior que o valor de F
correspondente. Entao decidiu-se dividir a gama de concentracdes em mais duas gamas de
concentracdes ficando 10 analises para 0,02 ppm, 0,2 ppm, e uma segunda gama de 2 ppm e
10,02 ppm. De 0,02 ppm a 0,2 ppm e de 2 ppm a 10,02 ppm o valor de PG era menor que 0
valor de F tabelado existindo ajuste para estas faixas de concentracao. Para solucionar a falta de
ajuste de 0,2 ppm a 2 ppm adotou-se a mesma estratégia e voltou-se a dividir em mais duas
concentracdes 0,8 ppm e 1,4 ppm. Deste modo ja foi possivel obter o ajuste da gama de trabalho.
Para todos os valores de todos os acidos fez-se o teste de Grubbs e de Dean e Dixon, e alguns
valores tiveram de ser excluido por serem valores suspeitos. Em alguns ajustes teve-se de se retirar
até dois valores, ficando o valor de n igual a 8, o que ainda é aceitavel para calcular PG. Apesar
da utilizacao de teste de Grubbs e de Dean e Dixon em alguns casos o valor de PG continua a
sobrepor-se ao valor de F. De modo a conseguir o ajuste pretendido foram retirados alguns valores.
Por exemplo, para o ajuste da gama de trabalho do acido oleico usaram-se os 10 resultados das
solucdes independentes de 0,20 + 0,0015 ppm e os resultados de 9 solucdes independentes de
0,81 + 0,0026 ppm. Para ajustar nas concentracdes de 0,81 + 0,0026 ppm a 1,42 + 0,015 ppm
usaram-se as 10 solucdes independentes para 0,81 + 0,0026 ppm, em vez dos valores obtidos
de 9 solucdes independentes.

Atabela 11 mostra os varios valores de PG e o respetivo valor de F para um teste bicaudal
com uma probabilidade de 95%, para n-1 solucdes independentes. O acido palmitico tem todas as
gamas de trabalho ajustadas e nédo foi necessario retirar qualquer valor, nem havia existéncia de
valores suspeitos. Nas primeiras gamas de concentracao acontece o mesmo ao acido linoleico,
mas na concentracao 1,38 + 0,015 ppm o teste de Grubbs e o teste de Dean e Dixon encontram
um valore suspeito e teve-se de retirar, diminuindo um valor nos graus de liberdade. Para fazer
com que o valor de PG das concentracdes 1,38 + 0,015 ppm e 1,97 + 0,015 ppm fosse menor
que o valor de F tabelado foi necessario retirar um valor a 1,97 + 0,015 ppm, que néo foi possivel
eliminar com os testes de rejeicdo. Para o calculo do ultimo PG do &cido linoleico ja se utilizou o

valor retirado, mas foi preciso retirar um valor a 9,856 + 0,012 ppm e mesmo retirando o valor em
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1,97 + 0,015 ppm, PG continuaria a ser maior que F. O valor de resposta retirado a 9,86 + 0,012
ppm nao foi confirmado como valor a rejeitar. No acido oleico pode-se ver que foi onde se teve de
retirar mais valores. Em 0,020 + 0,0027 ppm tem um valore suspeito, e ao longo das concentracoes
nao existiam valores suspeitos mas foi necessario retirar valores para obedecer a equacado do
ajuste da gama de trabalho por vezes para o seguinte PGteve-se de considerar os valores retirados.
A unica gama de concentracdes em que se aceitaram todos os valores foi na de 0,81 + 0,0027 a
1,42 + 0,015 ppm. Apesar do acido estearico ter o mesmo numero de gamas este nao se estende
até a gamade 2,03 £ 0,015 a 9,84 + 0,024 ppm. Tanto para 0 acido estearico como para o acido
abiético, ambos tém apenas uma gama que nao esta ajustada com as 10 solucdes independentes.
A gama do acido estearico em que se teve se tirar valores é a de 0,80 + 0,0025 ppm de
concentracao e foi necessario retirar dois valores com a finalidade de obter o valor de PG menor
que o valor de F tabelado. No caso do acido abiético todos os valores foram Uteis para os calculos
menos na ultima gama de concentracdes e esse valor teve de ser excluido porque sendo a gama
nao ficava ajustada.

Ao comparar com os valores da curva de calibracdo ha algo assimétrico no acido oleico e
linoleico. O acido linoleico tem os maiores erros associados ao declive, ordenada na origem e
desvio padrao residual da curva de calibracdo, mas no ajuste das gamas de trabalho nao se teve
de retirar muitos valores. No entanto, o acido oleico tem erros menores mas foi muito mais dificil

ajustar as gamas de trabalho.

Tabela 11. Valores calculados de PG e valores tabelados de F para uma probabilidade de 95% para as curvas de calibragédo
realizadas para cada acido. Em F...*, n-1: € o valor do niimero de graus de liberdade da variancia do numerador e n-1°€ o numero
de graus de liberdade da variéncia do denominador.

Acido Palmitico Linoleico Oleico Estearico Abiético
PGoozom 1,640 1,682 1,766 2,970 3,837
F.o = 4,026 Fss = 4,026 Foe = 4,357 Fss = 4,026 Fos = 4,026
PGo2ossm 3,844 3,530 3,925 3,514 1,965
Fss = 4,026 Fss = 4,026 Feo= 4,102 F.o= 4,197 Fss = 4,026
PGoscoom 3,873 3,012 2,634 3,601 2,975
Fss = 4,026 Fes = 4,102 Fss = 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,026
PG szoom 3,664 3,442 3,655 2,617 3,535
Fss = 4,026 Fee = 4,433 F.s = 4,197 Fss = 4,026 Fos = 4,026
PGrroozsom 3,121 4,084 3,450
Fes = 4,102 F.s = 4,197 Fos = 4,102
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3.1.4. Amostras

Cerca de 50 amostras de diferentes origens e de varios tipos, tais como acidos gordos,
resinicos, colofénias, fa// oifforam analisadas. Apds saber quais as curvas de calibracao adequadas
voltou-se a calcular a concentracéo nas amostras e obteve-se as concentracées. (VER ANEXO I).Em
todos os acidos, a excecao do acido abiético, a percentagem dos valores abaixo dos Idd é de 32 a
61 %, isto deve-se ao facto de varios compostos serem colofonia ou derivados e por isso, a sua
constituicao € pouco rica em acidos gordos. Como os valores sao tao baixos, € normal que mais
de metade esteja abaixo ou entre o limite de quantificacdo e de detecao quando também foram
analisados compostos com elevadas quantidades de acidos gordos. No acido palmitico e oleico
41 % dos resultados de concentracéo obtidos estao acima do Idg, ja para o linoleico tem 30 % e a
menor percentagem pertence ao acido estearico com 11 % das amostras com concentracao maior
que o Idg. Dado que o acido abiético nao tem a gama de concentracdes ajustada e grande parte
dos compostos contém elevadas quantidades de acidos resinicos, este acido tem 80 % dos
resultados acima do Idg. Dos 20 % de amostras que restam, do acido abiético, apenas 11 % dos
resultados s@o analisados com uma incerteza maior que a do valor calculado e 9 % dos resultados
sao detetados com uma incerteza menor mas a incerteza da quantificacéo & maior e por isso estao
entre o Idd e o Idg. Com estas percentagens vé-se que ha uma dificuldade em obter s6 uma curva

de calibracao que se ajuste a amostras com tanta variedade de concentracoes.

3.1.5. Precisao

Ao longo deste capitulo apresentaram-se varias curvas e todas tinham o parametro CVy,.
Para todas as curvas de calibracao conclui-se que todas as curvas eram precisas. O maior valor
calculado pertence a reta do acido linoleico, em que o coeficiente de variacao € de 5,30 %. Este
valor, assim como todos os outros, encontra-se abaixo do coeficiente de variacdo do método que
pode ser 7,30 %z ou 11%:,

Como néao existiram ensaios interlaboratoriais ou realizaram ensaios nas condicdes de
reprodutibilidade calculou-se a repetibilidade, que para estas situacées é igual é reprodutibilidade.
As amostras foram analisadas em duplicado e como s6 se realizaram as analises num laboratorio

nao existe precisao intermédia, a reprodutibilidade depende apenas da variancia de cada
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concentracdo obtida em duplicado, pois tem somente um grau de liberdade. Em algumas
amostras nao se calculou a variancia porque a concentracao era de zero, mas nas restantes
calculou-se o valor maximo e valor menor das variancias para cada acido (tabela 12). O acido
abiético é o composto em que ha menor variancia dos resultados e o valor maior da repetibilidade
€ muito maior. Esta variancia elevada acontece porque em uma amostra fez-se uma analise
passado algum tempo e verificou-se o0 decaimento da resposta do acido abiético, contudo ao nao
contabilizar esse valor a variancia diminui logo, mas ao retirar esse valor verifica-se que 3,8854E-
02 ppm? continua a ser maior das maiores variancias calculadas. O acido linoleico e oleico tem a
repetibilidade da mesma ordem porque ha sobreposicdo dos picos, mas mesmo com a
sobreposicao dos picos é possivel obter repetibilidade muito satisfatoria. No entanto é de salientar
que a amplitude entre a repetibilidade do acido linoleico & maior e o valor da maior repetibilidade
para o acido linoleico é perto do triplo do valor do acido oleico, mas a repetibilidade menor do
acido linoleico é quase 10 vezes menor a repetibilidade do acido oleico. O acido palmitico tem
valores de repetibilidade baixos, mas o acido estearico tem valores de r muito pequenos e as
concentracdes obtidas sao as menores de todos os padrées em estudo. Deste modo podemos

confirmar que o método é preciso pois € possivel haver repetibilidade em varios niveis de
concentracdo para acidos diferentes. As analises das gamas de trabalho também foram

analisadas. Aos valores de resposta das solucdes independentes determinou-se o valor de
concentracdo, em seguida fez-se o produto da concentracdo de cada acido por 2,8, obtendo assim
o valor de repetibilidade. Nestes casos o numero de graus de liberdade € maior e por isso os
menores valores de reprodutibilidade sao afetados, ndo sendo tdo menores como nas analises em
duplicado das amostras. Verificou-se que a menor repetibilidade das gamas de trabalho
corresponde ao menor valor de concentracdo tedrica 0,02. O maior valor de repetibilidade
corresponde a maior de concentracao tedrica, a excecao do acido estearico em que a repetibilidade

€ maior para a concentracdo tedrica de 1,38 + 0,011 ppm.

Tabela 12. Maiores, M, e menores, m, valores de repetibilidade, r, calculados para cada acido na analise de amostras e na anélise
de solugdes elaboradas para a gama de trabalho.

Acido Muomosss (PPM) Fmsmoszs (PPMN) I eredwene (PPM) Fmgmadossaia (PPMN)
Palmitico 5,40E-01 1,90E-05 1,87E-01 1,47E-02
Linoleico 2,31E+00 5,33E-04 2,40E-01 9,16E-03

Oleico 1,37E+00 1,65E-03 3,44E-01 7,41E-03
Estearico 7,02E-02 7,53E-06 4,41E-02 1,24E-02
Abiético 5,36E+00 1,03E-04 1,17E-01 7,10E-03
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3.1.6. Ensaios de recuperacao

Nao foi possivel realizar os ensaios de recuperacdo porque o tempo foi insuficiente dado
que primeiramente se fizeram ensaios abaixo do Idd e Idg por isso é que os resultados ndo sao
satisfatorios. As amostras A9, A29, Al18, A42 e A4S mostraram tem valores de concentracdes
adequadas para o estudo.

Para o acido palmitico a amostra indicada seria a A9 pois tem valor acima dos limiares
analiticos e as fortificacbes seriam entre a gama de trabalho de 0,80 + 0,0025 a 1,38 + 0,0015
ppm. Para as amostras de acido linoleico e acido oleico pode-se utilizar como branco de amostra
a amostra A29 e A18. Ambas as concentracOes calculadas de espécie estdo compreendidas na
gama de trabalho de 2 a 10 ppm. Os ensaios de recuperacao do acido estearico podem ser feitos
com a amostra A42 e as fortificacdes estarem entre 0,80 + 0,0025 ppm e 1,38 + 0,011 ppm.
Como ultima sugestao tém-se a amostra A45 e as fortificacdes podem ser entre o valor da sua

concentracdaoe 1,5+ 0,011 ppm.

3.2. Andlise das solucdes e misturas padrao de terpenos em aguarras

A validacdo do método da aguarras foi baseada na norma ASTM D6387:. Apesar da fase
estacionaria ndo ser a mais apropriada, escolheu-se fazer as analises nesta coluna, pois ndo havia
qualquer alteracao significativa para ndo fazer as analises. Portanto, ¢ escusado mudar de coluna
para cada analise e poupa-se em material para a manutencao do equipamento cromatografico. O
facto de a coluna ndo ser a mais indicada faz com que os compostos ndo tenham tempo de
retencdo correspondente a temperatura de ebulicdo dos mesmos. O tempo de retencdo é de
acordo com a afinidade de cada composto a coluna. A tabela 13 mostra o método utilizado
inspirado na norma para analisar esta classe de compostos de modo a que o tempo de analise e
a resolucao entre compostos fosse otimizada.

O solvente utilizado é o hexano e os compostos padréo sao o a-pineno, canfeno, 3-pineno
e limoneno. Os tempos de retencdo destes terpenos aparecem entre os 4 e os 8 minutos. O o-
pineno tem um tempo de retencao de 5,2 minutos, o canfeno aparece aos 5,5 minutos, apos 1,1
minutos visualiza-se o pico do B-pineno e aos 7,9 minutos aparece o pico do limoneno. O padréo

interno utilizado foi 0 que era mencionado nos cromatogramas da norma, 0 nonano, € nao ao
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longo do texto, o decano pois neste programa aparecia aos 6,3 minutos. Logo se verificou que
este composto nao era 0 mais indicado pois aparecia a um tempo de retencao entre o canfeno e
0 8 - pineno. Portanto, decidiu-se trocar pelo nonano e este composto tem um tempo de retencéo
de 4,41 minutos. Fez-se uma curva de calibracao de 0,2 a 25 ppm de terpenos, com 40 pL de
nonano. Verificou-se que as razdes das amostras eram muito baixas, pois para a maior
concentracao os valores da razéo da area de cada terpeno com a area do padrao interno os 0,051
para o-pineno e 0,038 ppm para o canfeno. Por isso, decidiu-se fazer uma solucéao de 10 ppm de
padrao interno. Para cada analise injetou-se 60 pL desta solucdo e uma toma de 185uL
proveniente de 55uL de amostra dissolvido em 1 mL de solvente. Para este método nao foi

necessario qualquer processo de derivatizacao.

Tabela 13.CondigGes de operacao, de GC-FID Clarus 580, com uma coluna capilar DB-5, utilizadas para as analises das solugdes
padréo, mistura de solu¢des padréo de terpenos e aguarras.

Coluna Comprimento da coluna (m) 30
Diametro interno (mm) 0,25
Espessura do filme (um) 0,25
Temperatura da coluna -60 a 320/340
Temperatura do injetor (°C) 250
Temperatura do forno (°C) Rampa 1 77-82 (5°C/min)
Rampa 2 82 (5min)
Rampa 3 88 (1°C/min)
200 (12°C/min)
290 (1 min)
Temperatura do detetor (°C) 300
Split (mL/min) 90
Fluxo da chama (mL/min) Ar: Hidrogénio 450:45
Fluxo do gas de arraste (mL/min) 1

Apesar de se saber que a aguarras tem sempre uma percentagem elevada de a-pineno e
uma percentagem intermédia de B - pineno decidiu-se efetuar curvas de calibragdo com
quantidades de concentracdo equivalentes, para todos os compostos. O valor mais baixo das
curvas de calibracao é 0,2 ppm. Comparando com o método anterior este valor ¢ 10 vezes maior,
no entanto o sp/if deste método é muito superior. Tentou-se diminuir o valor mais baixo para 0,04
ppm mas em diversas analises 0 equipamento nao conseguia detetar automaticamente e com
uma linha de base correta. O mesmo ocorreu para concentracdes de 0,06, 0,08, 0,10, 0,13, 0,15
e 0,18 ppm. Somente o valor 0,2 ppm é que cumpriu os requisitos pretendidos.

Como visualmente, o pico cromatografico de o - pineno era maior que os picos dos acidos
gordos, mesmo tendo em conta 0 sp/if aumentou-se a concentracao das curvas de calibracao. A
primeira curva tinha uma gama de concentracdes de 0,2 a 5,16 ppm e aplicando como nos acidos

gordos a segunda curva tinha como segundo ponto de concentracdo 5,16ppm, fazendo uma curva
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de 0,2 a 35 ppm. Para GC-FID 35 ppm é uma concentracao elevada. Por isso, decidiu-se injetar
um valor intermédio da curva de calibracao, o ponto selecionado foi 15,8 ppm. Comparando com
0s resultados obtidos para os acidos gordos verificou-se que 0s picos eram menos intensos. Entao
tentou-se injetar uma solucéo de 35 ppm e depois fazer uma analise de um branco, de modo a
saber se ficava alguma coisa retida na coluna cromatografica. Apos a analise do branco conclui-
se que nao ficava nada retido na coluna e que o branco aparece sempre s6 com 0S picos S6
solvente, logo podia-se avancar com a construcao desta curva. Todas as analises de 0,2 ppm
foram elaboradas. Em todas as curvas de calibracdao verificou-se que nao existiam valores

suspeitos (tabela 14).

3.2.1. Curva de calibracao

3.2.1.1. « - pineno

Por observacao dos cromatogramas viu-se que as areas eram bastante maiores, em
comparacao com os acidos gordos e resinicos, portanto construiu-se uma curva de calibracao de
0,2 +0,0014 a 34,80 + 0,14 ppm, recorrendo a uma solucao de 54,67 + 0,024 ppm, realizada
a partir de uma solucdo mae de 323,10 + 4,17 ppm. Injetaram-se algumas solucdes e depois de
analisar o ponto de 14,95 + 0,086 ppm fez-se um branco para saber se algum composto ficava
retido na coluna. A analise do branco mostrou que nenhum terpeno ficou retido. Aos 34,80 + 0,14
ppm voltou-se a injetar um branco e mais uma vez nao existia qualquer pico para além do pico do
solvente. Analisaram-se algumas amostras e a diferenca entre o valor da maior concentracéo e o
valor de menor concentracao calculado multiplicada por 1,5 deu uma gama de concentracdes de
245 + 0,41 ppm. Fez-se uma solucdo de 0,2 a 245 ppm, a partir de uma solucdo mae de 323,10
+ 4,17 ppm. O segundo ponto desta nova curva de calibracao corresponde a 34,80 + 0,14 ppm.
Durante a construcao desta curva de calibracado realizaram-se alguns brancos entre analises de
padrdes e concluiu-se que nao havia qualquer retencao, por parte dos terpenos, na coluna
cromatografica. Entretanto analisaram-se amostras recentes e verificou-se que a curva de 0,20 +
0,0014 a 243,97 + 0,89 ppm estava desajustada. O produto da diferenca entre a maior e a menor
concentracdo determinada por 1,5 indicava que a concentracdo maior deveria ser 326 + 4,26

ppm, mas como as amostras eram poucas e a concentracao deste terpeno varia muito de amostra

80



para amostra decidiu-se fazer uma gama de concentracdes de 0,2 + 0,0014 a 346,36 + 0,71
ppm. Esta nova gama calculada corresponde a gama de concentracdes utilizada para a validacao
dos métodos e foi construida a partir de uma nova solucao mae de 624,00 + 8,04 ppm.

Todas as curvas apresentam o0 mesmo numero de pontos, a excecado da reta de 0,20 +
0,0014 a 346,36 + 0,71 ppm porque pelo teste de Mandel foi necessario retirar o ultimo ponto
de concentracao ficando uma curva de 0,20 + 0,0014 a 297,15 + 0,71 ppm, com n igual 7. A
curva que tem todos os parametros menores é a curva de 0,20 + 0,0014 a 34,80 + 0,14 ppm,
mas tem a maior sensibilidade e o maior coeficiente de Pearson, 0,9996. A sensibilidade varia de
0,3497 a 0,3971, para a curva de calibracdo em estudo é de 0,3892 e é o maior das quatros
curvas. A ordenada na origem é negativa para a curva de calibracdo com menor amplitude de
concentracdes e para a curva de 0,1990 a 346,6417 ppm e positiva para as restantes curvas. Ao
retirar o ultimo ponto da curva 0,20 + 0,0014 a 346,36 + 0,71 ppm fez com que o valor da
ordenada na origem se aproxima-se de zero, nao se verificando qualquer alteracao significativa no
erro associado a ordenada na origem. O desvio padrao residual diminui e os limiares analiticos
tém valores intermédios porque o declive € dos menores calculados. Comparando S, e Sy da
curva 0,20 + 0,0014 a 34,80 + 0,14 ppm com os da 0,20 + 0,0014 a 297,15 + 0,71 ppm nota-
se que diferem um do outro 10 unidades. O coeficiente de variacdo do método varia entre 2,19 e
3,30 %. Na curva em calibracao, utilizada para o método da validacao, o valor deste parametro é

3,30 %.

3.2.1.2. Canfeno

0 canfeno & um terpeno que existe em poucas quantidades na aguarras, por isso utilizou-
se a curva de calibracao de 0,20 + 0,0014 a 33,69 + 0,13 ppm. As amostras analisadas da
primeira vez mostraram que o produto da diferenca entre a concentracdo maior € a menor por
1,5 foi de 3,30 + 0,38 ppm. Fez-se uma curva de calibracao de 0,20 + 0,0014 a 3,56 + 0,0071
ppm. Cada ponto de concentracao foi feito por diluicdo de uma solucéo de 5,53 + 0,0088 ppm,
proveniente da solucdo mae de 11,56 + 0,21 ppm. A segunda remeca de amostras tinha
concentracdes de canfeno intermédias e por isso ndo afetou o produto da diferenca entre a
concentracdo maior e menor. Nas duas curvas de calibracdo o valor de n é 8 e o coeficiente de

correlacao é de 0,9996 e de 0,999 para a curva de calibracdo com concentracdo maior de 33,69
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+0,13 e 3,56 £ 00,0071 ppm, respetivamente. O declive da curva selecionada para o processo de
validacao é de 0,5217 e o erro associado ao declive ¢ 4,17 vezes menor que 0 erro associado a
outra curva. A ordenada na origem nao difere muito nas duas curvas, mas o erro associado a
ordenada na origem da curva 0,20 + 0,0014 a 33,69 + 0,13 ppm ¢é metade do erro da curva com
menor gama de trabalho. Contrariamente, o desvio padrao residual é quase 4 vezes maior para a
curva de calibragao com gama de concentracées maior, logo os limiares analiticos, S,, e S, sao
menores. O coeficiente de variacdo do método é maior para a curva de 0,20 + 0,0014 a 3,56 +
0,0071 ppm devido ao facto de a média das concentracdes ser maior na curva com maior

amplitude do que na curva de 0,20 + 0,0014 a 3,56 + 0,0071 ppm.

3.2.1.3. B-pineno

Pela curva de calibracdo de 0,20 + 0,0014 a 34,75 + 0,14 ppm calculou-se a
concentracdo para as amostras que existiam inicialmente. Ao valor maior de concentracao
subtraiu-se o0 menor valor e fez-se o produto dessa diferenca por 1,5. O resultado obtido foi de 70
+ 0,37 ppm. Entretanto analisaram-se as amostras mais recentes e verificou-se que para este
composto terpénico a gama de concentracdes aumentou de 70 + 0,37 para 105 + 0,37 ppm.
Elaborou-se um conjunto de solucdes de 0,20 + 0,0014 a 103,87 + 0,21 ppm por diluicao de
uma solucao mae de 187,12 + 2,42 ppm. A correlacao para esta curva é de 0,999 enquanto que
a primeira curva tem um r de 0,9996. O declive é praticamente o0 mesmo, mas o erro associado
€ muito maior para a curva com maior gama de concentracdes porgue o penultimo ponto da curva
de calibracao esta fora da linha de tendéncia, aumentando o valor deste erro. As ordenadas na
origem sdo as duas negativas e relativamente proximas de zero e b da curva de calibracdo de
0,20+0,0014a 103,87 + 0,21 ppm é cerca de 1,25 vezes maior que 0 erro associado a primeira
curva de calibragao. S, das duas curvas nao € muito diferente. A curva com maior amplitude de
concentracdes tem um desvio padrao residual maior, cerca de 5,25 vezes maior em comparacao
com a outra curva. Os parametros de validacao Idd, Idg, S,, e S, também diferem na mesma
proporcao. O coeficiente de variagdo do método é maior para a curva de 0,20 = 0,0014 a 103,87

+ 0,21 ppm.
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3.2.1.4. Limoneno

Para o limoneno também se utilizou a curva de calibracao de 0,20 = 0,0014 a 34,61 =
0,14 ppm. As razdes das respostas de area de limoneno pela area do nonano foram substituidas
na equacao da curva de calibracdo e obtiveram-se as concentracdes. Calculou-se o produto da
diferenca entre a maior e a menor concentracao de limoneno por 1,5. Assim, descobriu-se que a
gama de concentracées mais ajustada as amostras era de 0,20 + 1,94 a 14,81 + 1,94 ppm.
Depois de se analisarem todas as amostras mostraram que a maior gama era de 0,20 + 0,0014
a 34,61 + 0,14 ppm. Por isso a curva inicial para calcular a gama de concentracdes foi a curva
de concentracao inicial. As duas curvas tem 8 pontos e um coeficiente de correlacdo de 0,9997 e
0,9993 para a curva de maior e menor gama de concentracoes, respetivamente. O declive na
curva 0,20 + 0,0014 a 13,21 + 0,026 ppm ¢ 1,5 vezes maior que o declive da curva 0,20 +
0,0014 a 34,61 + 0,14 ppm e S, s6 se madifica na casa das milésimas. Para a cura de menor
gama de concentracdes a ordenada na origem é o dobro de b da outra curva e o erro que pertence
a ordenada na origem é quase o triplo do valor da curva de 0,20 + 0,0014 a 13,21 + 0,026 ppm.
O desvio padrao residual ¢ muito parecido, mas os limiares analiticos tem valores desiguais porque
sao influenciados pelo declive que se encontra no denominador da formula deste parametro, assim
como o desvio padrao do método e o desvio associado a concentracao. O coeficiente de variacao
do método da curva com maior gama de concentracdes € 1,6 vezes maior que o coeficiente de

variacdo da curva de 0,20 + 0,0014 a 13,21 + 0,026 ppm.
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Tabela 14. Valores dos parametreos calculados e tabelados a partir da constru¢édo da curva de calibragdo para cada terpeno em estudo pelo método cromatografico apresnetado na tabela 13.

s C GC R t a Sa b Sh Sy  LDD LDQ Vi Sm Sxo
g (ppm) (Ppm) (95 %) (ppr)  (ppm-) o (ppm)  (ppm) (%) (ppm)  (ppm)
K
02+0,0014 02245 0999 t=-2,365 03971 00988 -0,0802 00047 01518 1,15 3,82 2,19 0,38 0,41
o 34,80+ 0,14
&  020+00014 02320 09990 t=-2365 03497 09074 14402 00062 14060 12,06 4021 3,30 4,02 4,26
S 24397:089
3 0,2+0,0014 09995 t=2365 03943 10707 03441 00052 16575 12,61 42,04 2,42 4,20 4,46
346,36 + 0,71
0,20 +0,0014 09995 t=2571 03892 10180 01614 00057 14926 1151 3835 2,558 3,84 4,10
297,15+ 0,71
0,20 £0,0014 09996 t=2365 04173 00958 -0,0945 00047 01472 1,06 3,53 2,08 0,35 0,38
2 33,69 +0,13
£ 020:00014  002- 0999 t=2365 05217 00230 00793 00106 00330 0,19 0,63 339 0063 0,067
©  356+0,0071 8,26
o 02000014  02-100 09996 t=2365 04008 00834 -0,0896 00040 01399 1,05 3,49 2,81 0,34 0,37
2 34,75+ 0,14
S 0,20:0,0014 09989 t=-2365 04055 04811 -0,1100 00078 07425 549 1831 352 1,83 1,94
< 103,87:0,21
o 020400014 0214 09997 t=2365 03982 0078 0,082l 00038 01204 091 3,02 1,74 0,30 0,32
o 34,61 +0,14
£ 020£00014 0235 09993 t=2365 05999 00769 01622 00093 01170 059 1,95 2,79 0,20 0,12
- 13,21 £ 0,026
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3.2.2. Teste De Mandel

Para o teste de Mandel analisaram-se apenas os valores de concentracao e das respostas
obtidas em cada cromatograma e aplicou-se uma linha de tendéncia polinomial de segundo grau.
A partir da linha de tendéncia de polinomial de segundo grau obteve-se uma curva também do
mesmo tipo. Determinou-se o desvio padrao residual relativo a curva do 2° grau. Com este valor
mais o valor do desvio padrao residual obtido anteriormente pelos mesmos dados para uma curva
do 1° grau calculou-se a diferenca das variancias. A razdo entre a diferenca das variancias e o

desvio padrao residual relativo a curva do 2° grau dao o valor de PG. As curvas utilizadas para este

teste estdo mencionadas na tabela 15.

Tabela 15. Gamas de concentragao tedricas utilizadas para os restantes processos de validacédo de cada terpeno.

Terpeno Gama de concentragdes (ppm)
o — pineno 0,02 + 0,0014 a 297,97 + 0,64
Canfeno 0,02 + 0,0014 a 3,56 + 0,0071
B - pineno 0,02 +0,0014 a 103,87 + 0,23
Limoneno 0,02 +0,0014a2 34,6 +0,14

Todos os valores de PG sao aplicados para a mesma constante de F com 7 graus de
liberdade para o denominador e para o numerador, F+- € de 4,995. Na tabela 16 verifica-se que o
o — terpeno tem o valor de PG relativamente maior que o valor de F tabelado. De modo a conseguir
cumprir os critérios deste teste, ou seja, o valor de F tabelado ser maior que o valor de PG teve-se de retirar o ultimo

valor da curva de calibracdo. Calculou-se a nova curva de calibracéo e 532,2, Sy e DS?. Para Sy obteve-se 0
X X

valor de 1,492617 que esta relacionado com DS? de 3,25 e Sy, de 1,4043, obtendo assim um

PG 1,65. Uma vez que se retirou um ponto da curva de calibracdo, o valor de F tabelado passa a
ser para 6 graus de liberdade no denominador e no numerador e tem o valor de 5,820. Dado que

F é maior que PG, entao todos os compostos estdo aprovados no teste de Mandel.

Tabela 16. Valores de desvio padrao residual e diferenga das varidncias para uma curva de calibragdo de segundo grau, mais
valores calculados de PG e valores tabelados de F para uma probabilidade de 95% para as curvas de calibracdo realizadas para
cada acido. Em F.c.*, n-1° é o valor do niimero de graus de liberdade da varidncia do numerador e n-1*€ o nimero de graus de
liberdade da variancia do denominador.

Terpeno o - pineno Canfeno B - pineno Limoneno
S 1,271 0,040 0,810 0,120

DS 8,40E+00 2,67E-02 6,12E-03 1,49E-02
PG 5,19E+00 0,207 9,27E-3 1,020

F F;»= 4,995 F;»= 4,995 F.» = 4,995 F;»= 4,995
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3.2.3. Gama de trabalho

A gama de trabalho foi elaborada para todos os terpenos da concentracédo de 0,2 a 245
ppm, de modo a tonar mais rapida esta etapa, pois as gamas de trabalho sdo mais. Comecou-se
por dividir as gamas a partir do menor valor de concentracao e foi-se aumentando de 10 em 10
unidades. As gamas de trabalho utilizadas inicialmente foram: 0,2 a 2, 2 a 20, 20 a 200, 200 a
245 e 245 a 350 ppm. As ultimas gamas de trabalho sdo menores porque a curva de calibracéo
do a - pineno tinha uma gama de concentracdes de 0,2 + 0,0014 a 243,97 + 0,89 ppm e com
as analises de novas amostras as curva de calibracdo aumentou para 346,36 + 0,71 ppm. A
semelhanca dos acidos gordos a analise das gamas de trabalho ndo correu como em teoria. A
gama de trabalho de 2 a 20 ppm foi dividida em trés gamas menores, de 2 a 8 ppm, de 8a 14
ppm e de 14 a 20 ppm. As restantes gamas de trabalho apresentaram bons resultados e néo
foram divididas em outras gamas menores. O a — pineno tem mais gamas de trabalho e apenas
trés gamas de trabalho tem menores graus de liberdade. Para avaliar a gama de 13,89 + 0,0022
a 19,88 + 0,070 ppm retirou se uma resposta em 19,88 + 0,070 ppm que nao era valore suspeito
pelos testes de Grubbs e pelo teste de Dean e Dixon. Ao avaliar a gama de trabalho seguinte, de
19,88 + 0,070 ppma 199,13 + 0,40 ppm ja se inclui esse valor de resposta e na gama de trabalho
seguinte retiraram-se duas respostas para conseguir obter o valor de PG menor que o valor de F
tabelado, mas, posteriormente foram incluidas para a gama de trabalho final. Nesta ultima gama
apenas se retirou um valor de resposta de 346,36 + 0,71 ppm, mas nao era valores suspeitos,
pelos dois testes estatisticos O canfeno apenas tem duas gamas de trabalho pois a gama de
concentracdes & muito baixa. Na ultima gama de trabalho foi preciso retirar um ponto de
concentracdo para obter o ajuste da gama de trabalho. O composto 8 — pineno tem todas as
gamas ajustadas, com 10 respostas para cada extremo de concentracao, de gama cada gama de
trabalho, a excecdo da ultima gama. Nesta Ultima gama foi necessario retirar grande parte dos
pontos, o que indicava que a gama nao esta ajustada. Na curva de calibracdo deste terpeno, a
gama de concentracdes atinge os 103,87 + 0,21 ppm, por isso encurtou-se a gama de 19,88 +
0,070 a 199,13 + 0,40 ppm para uma gama de 19,88 + 0,070 a 103,87 + 0,21 ppm. Porém, foi
necessario dividir esta gama em varias gamas: 19,88 + 0,070 a 50,03 + 0,31 ppm, 50,03 + 0,31
a 79,63 + 0,33 ppm e de 79,63 + 0,33 a 110 + 0,22 ppm. Deste modo foi possivel obter as
gamas ajustadas de acordo com o teste de F, com 10 ou 9 valores de resposta. O limoneno tem

a gama ajustada até 199,13 + 0,40 ppm porque a curva de calibracdo tem a concentracdo maxima
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de 34,61 + 0,33 ppm e este valor esta incluido na gama de 19,76 + 0,070 a 199,13 + 0,40 ppm.
As gamas de trabalho das extremidades tem 10 respostas para cada concentracao e nas restantes
foi necessario retirar uma ou duas respostas para cada concentracao. Em nenhum dos casos
apresentava valores suspeitos pelo teste de Grubbs ou pelo teste de Dean e Dixon Para ajustar a
gama de trabalho de 13,81 + 0,030 a 19,76 + 0,070 ppm retiraram-se os dois valores mas
seguidamente foram colocados para verificar se a gama de trabalho estava ajustada de 19,76 +
0,070 a 199,13 + 0,40 ppm. Todas as gamas para todos os compostos estavam ajustadas,

aumentando as certezas de que a validacdo do método foi bem elaborada e realizada (tabela 17).

Tabela 17. Valores calculados de PG e valores tabelados de F para uma probabilidade de 95% para as curvas de calibragédo
realizadas para cada terpeno. Em F.r.*, n-1= é o valor do nimero de graus de liberdade da variancia do numerador e n-1°é o
numero de graus de liberdade da variancia do denominador.

Terpeno o - pineno Canfeno B - pineno Limoneno B - pineno

PGz 3,144 3,880 3,157 2,575 PGiz2m 3,157
Fss = 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,026

PGsson 3,781 3,730 2,779 3,650 PGoswom 2,779
Fss = 4,026 Feo= 4,102 Fss = 4,026 Fes = 4,026 Fss = 4,026

PG rioom 2,400 2,655 3,457 PGrigon 2,655
Fss= 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,357 Fss = 4,026

PGie0m 3,611 2,630 2,886 PGz 2,630
Fes= 4,102 Fss = 4,026 Fss = 4,197 Fss = 4,026

PGozosom 2,945 4521 3,538 PGessooom 3,785
Fss = 4,026 F.s = 4,026 Fss = 4,026 Fss = 4,026

PGozasoom 3,822 PGssomm 4,021
Fis = 4,197 Fss = 4,026

PGisssoom 4,048 PGo110oom 4,115
Fes = 4,102 Fes= 4,433

3.2.4. Amostras

O numero de amostras para este estudo foi muito menor . Analisaram-se catorze amostras
e calcularam-se as concentracdes nas respetivas retas (figura 13, anexo Il). A partir dos valores de
concentracdo dos limiares analiticos determinou-se a resposta recorrendo a reta de cada terpeno
e interpolou-se na mesma reta. Os valores dos Idd e Idg foram analisados com conjunto com as
amostras. O a - pineno e o canfeno tem todas as concentracdes acima do Idq, ou seja, 0s
resultados tem um erro de detecdo e de quantificacdo menor que o valor de concentracdo na
amostra. O limoneno tem apenas uma amostra considerada abaixo do Idd porque nao foi

identificado pelo equipamento. O 3 - pineno tem quatro amostras que estdo abaixo do Idd. Como
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estdo abaixo deste limiar analitico tém um erro muito maior que a propria concentracao. As
restantes amostras estao todas acima do Idg. Dado que a porcao de amostras era menor foi mais
facil criar curvas de calibracdo adequadas. Pode-se confirmar porque mais de metade dos pontos

tem as concentracdes de cada composto acima do Idg.
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Figura 13. Fragmento de um cromatograma de uma amostra de aguarras.

3.2.5. Precisao

A precisao do método foi analisada na construcdo das curvas de calibracdo. Também se
analisaram os valores das gamas de trabalho e as amostras. Para as curvas de calibracdo as
analises incluiam os 7 ou 8 pontos e avaliou-se a precisao pelo coeficiente de variacdo do método.
Em todas as curvas estudadas os coeficientes de variacado do método s@o menores que os valores
estipulados pelas fontes bibliograficas mencionadas no capitulo anterior. O menor valor obtido foi
de 1,74 % para a curva de calibracdo do limoneno, com concentracdes teoricas de 0,20 + 0,0014
a 35+ 0,14 ppm. O maior CV,, corresponde a reta do 8 - pineno de 0,02 + 0,0014 a 103,87 +
0,21 ppm, e tem o valor de 3,52 %, pois corresponde a reta com maior desvio padrdo residual e
pior coeficiente de correlacdo. Os resultados mostram que o método é preciso para todos os
acidos.

Relativamente as amostras efetuaram-se analises em duplicados e pelo produto do desvio
padrao das concentracoes determinadas por 2,98 calculou-se a repetibilidade, para cada amostra.

A maior e menor repetibilidade calculada corresponde ao a — pineno, sendo da ordem das
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unidades. Como as concentracdes sao da ordem das dezenas e das centenas de ppm justifica-se
que a repetibilidade seja maior, quando comparada com os outros terpenos e até mesmo com 0s
acidos gordos. A repetibilidade do 8 - pineno e do limoneno é da ordem das unidades, sendo a
repetibilidade deste pineno maior, isto deve-se ao fato das concentracdes tedricas terem uma
gama de 103,87 + 0,21 ppm. O canfeno tem menor gama de concentracdes. A maior
repetibilidade do canfeno é menor que 1 ppm e a menor repetibilidade é de 6,82E-03 ppm. Para
0s outros terpenos a repetibilidade aumenta com o aumento da concentracao e € maior para o0 o
- pineno. Os dados utilizados para a gama de trabalho também foram aproveitados para o estudo
da repetibilidade. Nestas analises o numero de graus de liberdade é maior. A partir da resposta
obtida das solucdes independentes fez-se o produto do desvio padrdo de cada concentracao
calculada pela reta de cada terpeno por 2,98. E, em todos os compostos terpénicos verificou-se
que a repetibilidade € menor para o valor de concentracao teorica 0,2 ppm e maior para a

concentracdo da ultima gama de trabalho (tabela 18).

Tabela 18. Maiores, M, e menores, m, valores de repetibilidade, r, calculados para cada terpeno na analise de amostras e na
andlise de solucdes elaboradas para a gama de trabalho.

Terpeno Muanosias (PPM) P amesias (PPM) it gma gevabano (PPM) Vo gomace o (PPM)
a - pineno 16,18 1,69E-01 5,56 3,26E-02
Canfeno 0,83 6,82E-03 0,10 2,29E-02
B - pineno 571 1,85E-02 3,71 4,42E-02
Limoneno 2,62 7,11E-03 1,31 4,08E-02

3.2.6. Ensaios de recuperacéao

No processo de validacdo do método da aguarras foi possivel efetuar ensaios de
recuperacdo. Realizaram-se seis analises do branco de amostra em que se adicionou em 60
WL de hexano, perfazendo um volume total de 305 uL. Para além das analises do branco
realizaram-se seis analises em mais 3 gamas de concentracdes, igualmente desfasadas e
distribuidas ao longo da gama de trabalho. Selecionaram-se diferentes gamas de trabalho tendo
em conta os limiares analiticos, pois as solucdes tem de estar todas acima dos limiares para
garantir a exceléncia dos resultados. A amostra utilizada para 0 a - pineno tinha concentracao
média de 101,27 + 4,10 ppm. Como a maior concentracdo da gama de trabalho era de 199,13
+ 0,40 ppm, dividiu-se entre 134,98 + 0,77, 165,54 + 0,77 e 198,65 + 0,77 ppm. Estas

concentracdes sao as concentracoes de fortificacao adicionadas em diferentes wia/s. O volume
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adicionado era de 60 pL, tal como se fez no branco de amostra. Os valores de fortificacao
foram de 101% para 134,98 + 0,77 e 198,65 + 0,77 ppm, para a fortificacao de 165,54 +
0,77 ppm obteve-se uma percentagem de 92 %. Este terpeno tem concentracdes da ordem
das centenas de ppm e para esta parte estar validada é preciso ter valores percentuais de
recuperacdo de 90 a 107 %. Todos os valores estdo dentro do intervalo mencionado, portanto,
foi possivel obter resultados de validacdo com sucesso. A gama de trabalho escolhida para o
canfeno foi de 1,92 + 0,0033 a 19,25 + 0,068 ppm. A amostra escolhida para os ensaios de
recuperacdo de canfeno tinha concentracdo média de 1,12 + 0,0067 ppm. As trés
concentracdes obtidas foram de: 1,39 + 0,0073, 1,59 + 0,0074 e 1,83 + 0,0075 ppm. O
valor médio a primeira fortificacdo foi 1,56 + 0,0067 ppm, da segunda fortificacdo a
concentracdo média determinada foi 1,69 + 0,0067 ppm, por fim, a terceira fortificacdo teve
um valor médio de 1,84 + 0,0067 ppm. Todas as fortificacées tém valores menores que o valor
tedrico, mas mesmo assim, as percentagens de fortificacdo sdo de 109 %, 101 % e 97 % Para
esta gama de concentracdes, da ordem de uma parte por milhao, a recuperacao varia de 97 a
109 %. No estudo do composto 3 — pineno a gama de trabalho escolhida foi de 19,88 + 0,070
a 50,03 + 0,31 ppm. A amostra de aguarras selecionada tem uma concentracdo média de
22,35 + 1,94 ppm. As fortificacdes sao de 30,67 + 0,31 ppm a recuperacao foi de 102 %, a
fortificacao seguinte de 40,88 + 0,31 ppm teve um valor de 91 % de recuperacao e para 50,03
+ 0,31 ppm de solucado adicionada a percentagem de recuperacao foi de 81 %. Para o limoneno
selecionou-se a gama de 13,81 + 0,31 ppm a 19,76 + 0,070 ppm. A concentracéo no branco
de amostra é de 15,47 + 0,32 ppm. As concentracdes adicionadas a amostra foram 16,43 +
0,060, 17,82 + 0,061 e de 19,21 + 0,061 ppm. Este foi o composto com melhores
percentagens de recuperacdo, 103, 99 e de 101 % para a primeira, segunda e terceira
fortificacdo. As percentagens dos trés ultimos terpenos encontram-se inseridas nas
concentracdes da ordem das dezenas de partes por milhdo e a amplitude de recuperacao
corresponde a 80 a 110%. Como as percentagens estao contidas neste intervalo, a recuperacdo

foi bem-sucedida para validar os métodos criados (tabela 19).
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Tabela 19. Valores de fortificagdo dos terpenos em estudo, F, e respetiva recuperacéo percentual, R (%), inseridos em uma gama

de trabalho.
Terpeno Gama de F: (ppm) R: (%) F> (ppm) R (%) F: (ppm) R: (%)
trabalho
o - pineno 19,88 + 0,070 134,98 + 0,77 101 167+ 0,77 92 200+ 0,77 101
199,13+ 0,40
Canfeno 1,92 £ 0,0024 1,43 £ 0,0073 109 1,67 £0,0074 101 1,97+ 0,0075 97
19,25 + 0,068
B - pineno 19,88 + 0,070 30,67 +0,31 102 40,33 +0,31 99 50+0,31 81
50,03 + 0,31
Limoneno 13,81 +0,031 16,43 + 0,060 103 17,82 + 0,061 99 19,21+ 0,061 101
19,76 + 0,070
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4, Conclusao

A coluna cromatografica, assim como o programa de temperaturas e o fluxo do gas de
arraste foram otimizados e essenciais para conseguir validar com sucesso estes dois métodos.

Os compostos de colofénia, CTO, DTO e TOFA sdo analisados por cromatografia. As
amostras sao estaveis para realizar analises. Verificou-se que apesar de ndo se realizarem ensaios
de recuperacao o método descreve a composicdo de acidos gordos e resinicos descritos como na
literatura para diferentes amostras. Os testes de Mandel e a gama de trabalho, assim como analise
de muitas amostras foram essenciais para validar este método.

A aguarras teve menor volume de amostras, no entanto complementou-se a validacao do
método pela realizacdo de ensaios de recuperacao garantiram a exatidao do método estabelecido.

Para os dois métodos verificou-se que a linearidade, exatidao, precisdo e repetibilidade
encontram-se de acordo com os guias estabelecidos, garantindo que o método foi validado com
sucesso.

Poder-se-ia fazer uma curva de calibracdo ajustada para o acido abiético e ensaios de
recuperacao para todos os acidos de modo a saber com maior certezas a exatidao dos métodos
validados.

Futuramente, sera necessario, pelos menos, elaborar novas curvas de calibracdo como

uma medida de revalidacao do método.
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Grafico 1. Curva de calibracéo de razéo da area do acido palmitico com a area do padréo interno vs concentracéo acido palmitico
e amostras interpoladas na mesma curva de calibragdo realizada por cromatografia.

Tabela 20. Concentra¢éo de acido palmitico, C ., associada ao respetivo desvio padréo, s,o, para amostras, A, e limiares
analiticos.

Amostra Crmet S0 (PPM) Amostra Crartin + S,0(PPM) Amostra Chramtot S0 (PPM)
Al 1,030 £ 0,020 A19 0,63 £ 0,020 A37 0,78 £ 0,020
A2 0,022 + 0,020 A20 0,72 £ 0,020 A38 0,65 + 0,020
A3 0,097 + 0,020 A21 -0,0072 + 0,020 A39 0,82 + 0,020
A4 0,096 + 0,020 A22 -0,018 + 0,020 A40 0,57 + 0,020
A5 0,39 + 0,020 A23 -0,019 + 0,020 A4l 0,12 + 0,020
A6 0,10 £ 0,020 A24 -0,032 + 0,020 A42 0,11 + 0,020
A7 0,12 £ 0,020 A25 -0,036 + 0,020 A43 0,11 + 0,020
A8 0,13 £ 0,020 A26 -0,036 + 0,020 Ad4 0,13 £ 0,020
A9 0,37 £ 0,020 A27 -0,0069 + 0,020 A45 0,62 + 0,020
Al0 0,33 £ 0,020 A28 -0,032 + 0,020 A46 0,90 + 0,020
All 0,12 £ 0,020 A29 0,35 + 0,020 A47 0,0056 + 0,020
A12 0,11 £ 0,020 A30 -0,00094 + 0,020 A48 -0,028 + 0,020
Al3 0,10 £ 0,020 A31 0,0077 + 0,020 A49 -0,020 + 0,020
Al4 0,27 £ 0,020 A32 -0,011 + 0,020 A50 1,28 + 0,020
Al15 0,030 + 0,020 A33 -0,020 + 0,020 A51 0,030 + 0,020
Al6 0,015 + 0,020 A34 0,85 + 0,020 A52 0,71 £ 0,020
A17 0,12 £ 0,020 A35 0,92 + 0,020 ldd 0,055 + 0,020
A18 1,05 + 0,020 A36 0,70 £ 0,020 Idg 0,18 + 0,020
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Grafico 2. Curva de calibragdo de razédo da area do acido linoleico com a area do padrao interno vs concentragao acido linoleico e
amostras interpoladas na mesma curva de calibragao realizada por cromatografia.

Tabela 21. Concentracéo de acido linoleico, Cmw, associada ao respetivo desvio padrao, s, para amostras, A e limiares analiticos

Amostra Cinmie * S,0(PPM) Amostra C e + S,0(PPM) Amostra Cimieo £ S5 (PPM)
Al 2,26 + 0,17 Al9 1,69 +0,17 A37 2,046 £ 0,17
A2 0,069 + 0,17 A20 1,58 £ 0,17 A38 1,79+0,17
A3 0,46 + 0,17 A21 1,73+0,17 A39 1,79+0,17
A4 0,44 + 0,17 A22 0,027 £ 0,17 A40 1,39+0,17
A5 1,10+ 0,17 A23 0,00 + 0,17 A4l 0,15+0,17
A6 0,15+0,17 A24 0,00 + 0,17 A4?2 0,41 +0,17
A7 0,39+0,17 A25 0,00+0,17 A43 0,34+0,17
A8 0,93 +0,17 A26 0,00 + 0,17 Ad4 0,36 £ 0,17
A9 1,34 £ 0,17 A27 0,00 + 0,17 A45 1,36 £ 0,17
Al0 0,030+ 0,17 A28 0,00 + 0,17 Ad6 2,13+£0,17
All 1,026 + 0,17 A29 5,28 + 0,17 A47 0,015+0,17
Al2 0,41 +0,17 A30 0,00 + 0,17 A48 0,00 £ 0,17
Al3 0,33+0,17 A31 0,00 + 0,17 A49 0,00 £ 0,17
Al4 1,11+ 0,17 A32 0,025+ 0,17 A50 2,46 + 0,17
Al5 -0,024 + 0,17 A33 0,014 + 0,17 A51 0,21 + 0,17
Al6 -0,027 + 0,17 A34 1,88 +0,17 A52 1,52 +0,17
Al7 1,070+ 0,17 A35 2,17 +0,17 LDD 0,47 £ 0,17
Al8 2,25+0,17 A36 1,83+0,17 LDQ 1,58 +0,17
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Grafico 3. Curva de calibragdo de razéo da area do acido oleico com a area do padrao interno vs concentracao acido oleico e
amostras interpoladas na mesma curva de calibragao realizada por cromatografia.

Tabela 22. Concentragdo de acido oleico, C., associada ao respetivo desvio padrao, s, para amostras, A e limiares analiticos

Amostra Coee + S,0(pPM) Amostra Cosw + S,,0(PPM) Amostra Coee + S50 (PPM)
Al 3,30+ 0,15 Al9 2,53+£0,15 A37 3,08 £0,15
A2 0,23+0,15 A20 2,82 +0,15 A38 2,69 £ 0,15
A3 1,23+£0,15 A21 2,81 +0,15 A39 3,16 £ 0,15
A4 1,17 £ 0,15 A22 0,16 + 0,15 A40 2,53+0,15
A5 1,93+0,15 A23 0,16+0,15 A4l 0,99+0,15
A6 0,82+0,15 A24 0,00+0,15 A42 1,17 +0,15
A7 1,17 £0,15 A25 0,00+0,15 A43 1,10 £ 0,15
A8 1,09 + 0,15 A26 0,00+0,15 Ad4 1,09 + 0,15
A9 1,88 + 0,15 A27 0,00+0,15 A45 2,17 £0,15
Al0 0,20+ 0,15 A28 0,00 £ 0,15 Ad6 3,30 £ 0,15
All 0,48 + 0,15 A29 6,32 + 0,15 A47 0,29 £ 0,15
Al2 1,17 £ 0,15 A30 0,00 £ 0,15 A48 0,00 £ 0,15
Al3 1,02 £0,15 A31 0,00 £ 0,15 A49 0,16 £ 0,15
Al4 1,60 £ 0,15 A32 0,075+ 0,15 A50 3,50 £ 0,15
Al5 0,16+0,15 A33 0,19+0,15 A51 0,56 + 0,15
Al6 0,15+0,15 A34 3,02+0,15 A52 2,57 +0,15
Al7 1,38+ 0,15 A35 3,36+0,15 LDD 0,42+0,15
Al8 3,27 +0,15 A36 2,87 +0,15 LDQ 1,41 +0,15
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Grafico 4. Curva de calibragdo de razio da area do acido estearico com a area do padrao interno vs concentragéo acido estearico
e amostras interpoladas na mesma curva de calibragao realizada por cromatografia.

Tabela 23. Concentragao de acido oleico, Cwiw, associada ao respetivo desvio padréo, s,¢, para amostras, A e limiares analiticos.

Amostra C waieo £ S0 (PPM) Amostra C oo = Sy (PPM) Amostra Coto = Sy (PPM)
Al 0,095 + 0,027 A19 0,088 + 0,027 A37 0,082 + 0,027
A2 -0,0033 + 0,027 A20 0,075 + 0,027 A38 0,079 + 0,027
A3 0,045 + 0,027 A21 -0,0099 + 0,027 A39 0,10 + 0,027
A4 0,055 + 0,027 A22 -0,018 + 0,027 A40 0,066 + 0,027
A5 0,065 + 0,027 A23 0,19 £ 0,027 A4l 0,036 + 0,027
A6 0,033 + 0,027 A24 0,00 + 0,027 A42 0,65 + 0,027
A7 0,045 + 0,027 A25 0,22 + 0,027 A43 0,034 + 0,027
A8 0,042 + 0,027 A26 -0,016 + 0,027 Ad4 0,042 + 0,027
A9 0,12 £ 0,027 A27 0,0093 + 0,027 A45 0,42 + 0,027
Al0 0,24 + 0,027 A28 0,00 + 0,027 Ad6 0,057 + 0,027
All 0,037 + 0,027 A29 0,17 + 0,027 A47 0,0044 + 0,027
A12 0,037 + 0,027 A30 0,029 + 0,027 A48 0,045 + 0,027
Al13 0,031 + 0,027 A3l 0,035 + 0,027 A49 0,00 + 0,027
Al4 0,044 + 0,027 A32 0,28 + 0,027 A50 0,093 + 0,027
Al5 -0,014 + 0,027 A33 -0,0097 + 0,027 A51 -0,0090 + 0,027
Al6 -0,0057 + 0,027 A34 0,077 0,027 A52 0,10 + 0,027
Al7 0,036 + 0,027 A35 0,080 + 0,027 LDD 0,077 £ 0,027
Al8 0,095 + 0,027 A36 0,075 + 0,027 LDQ 0,26 + 0,027
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Grafico 5. Curva de calibragéo de razdo da area do acido abiético com a area do padréo interno vs concentragéo acido abiético e
amostras interpoladas na mesma curva de calibragao realizada por cromatografia.

Tabela 24. Concentracéo de &cido oleico, C s, associada ao respetivo desvio padréo, s, para amostras, A e limiares analiticos.

Amostra Caeo £ Sy (PPM) Amostra C i = S, (PPM) Amostra Cus £ Sy (PPM)
Al 0,86 + 0,090 A19 0,87 + 0,090 A37 1,21 + 0,090
A2 0,083 + 0,090 A20 0,00 + 0,090 A38 1,18 + 0,090
A3 1,56 + 0,090 A21 3,08 + 0,090 A39 0,90 + 0,090
A4 1,47 + 0,090 A22 2,42 + 0,090 A40 0,89 + 0,090
A5 1,51 £ 0,090 A23 2,42 + 0,090 A4l 0,47 + 0,090
A6 0,63 + 0,090 A24 3,67 £ 0,090 A42 1,44 + 0,090
A7 1,55+ 0,090 A25 2,38 + 0,090 A43 1,23 £ 0,090
A8 1,24 + 0,090 A26 3,80+ 0,090 Ad4 1,24 £ 0,090
A9 2,73 £ 0,090 A27 4,50 + 0,090 A45 1,12 + 0,090
Al0 7,54 + 0,090 A28 3,61+ 0,090 Ad6 0,99 + 0,090
All 0,47 + 0,090 A29 0,00 + 0,090 A47 0,00 + 0,090
Al2 1,44 + 0,090 A30 3,016 + 0,090 A48 2,12 £ 0,090
A13 1,18 +£ 0,090 A3l 5,40 + 0,090 A49 3,28 + 0,090
Ald 2,31 £ 0,090 A32 -0,0069 + 0,090 A50 0,91 + 0,090
Al15 2,96 + 0,090 A33 4,44 + 0,090 A51 0,28 + 0,090
Al6 4,74 + 0,090 A34 0,86 + 0,090 A52 0,93 + 0,090
Al7 2,67 + 0,090 A35 0,99 + 0,090 LDD 0,26 + 0,090
Al18 0,83 + 0,090 A36 0,87 + 0,090 LDQ 0,85 + 0,090
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Anexo I
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Grafico 1. Curva de calibragdo de razdo da area de a -pineno com a area do padrédo interno vs concentragdo de « -pineno e
amostras interpoladas na mesma curva de calibragao realizada por cromatografia.

Tabela 25. Concentragéo de « -pineno, C -, associada ao respetivo desvio padrao, .o, para amostras, T e limiares analiticos.

Amostra C oo £ Sy0(PPM) Amostra C aomene £ S50(PPM)
Tl 181,61 + 4,10 9 197,12 + 4,10
T2 181,53 £ 4,10 T10 228,72 + 4,10
T3 222,73 + 4,10 T11 130,48 + 4,10
T4 176,090 + 4,10 T12 245,62 + 4,10
T5 204,51 + 4,10 T13 214,92 + 4,10
T6 168,56 + 4,10 T14 204,79 + 4,10
T7 223,98 + 4,10 LDD 12,61 + 4,10
T8 128,99 + 4,10 LDQ 42,039 + 4,10
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16 y = (0,5223 + 0,0230) x - (0,0634 % 0,0040) o ¢
. (=099 e
g 12 I
508 . o
< | e
04 e ®
...... '
0 &
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracao de canfeno (ppm)

Grafico 2. Curva de calibragdo de razéo da area de canfeno com a area do padrdo interno vs concentragdo canfeno e amostras
interpoladas na mesma curva de calibragéo realizada por cromatografia.

Tabela 26. Concentracéo de canfeno, C.w., associada ao respetivo desvio padréo, s,o, para amostras, T e limiares analiticos.

Amostra Coame = S,0(pPPM) Amostra C e £ S0(PPM)
T1 1,72 £ 0,067 T9 1,90 + 0,067
T2 2,43 + 0,067 T10 2,12 + 0,067
T3 2,21 + 0,067 T1l 1,77 + 0,067
T4 1,66 + 0,067 T12 1,56 + 0,067
T5 1,99 + 0,067 T13 1,93 + 0,067
T6 1,68 + 0,067 T14 1,87 + 0,067
T7 2,23+ 0,067 LDD 0,19 + 0,067
T8 1,28 + 0,067 LDQ 0,63 + 0,067
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Gréfico 3.. Curva de calibragdo de razéo da area de {3 - pineno com a area do padrao interno vs concentracio de canfeno e

amostras interpoladas na mesma curva de calibragéo realizada por cromatografia.

Tabela 27. Concentracéo de 3 - pineno, C ., associada ao respetivo desvio padréo, s,, para amostras, T e limiares analiticos.

Amostra C g-unm £ Sy0(PPM) Amostra C oo £ Sy0(ppPM)
Tl 46,56 + 1,94 T9 4,48 +1,94
T2 25,15+ 1,94 T10 37,73 +£1,94
T3 4,97 +1,94 T11 70,97 + 1,94
T4 41,54 + 1,94 T12 5,28 +1,94
T5 36,074 + 1,94 T13 34,55 +1,94
T6 52,98 + 1,94 Tl4 24,99 + 1,94
T7 51,091 +1,94 ldd 549 +194
T8 41,061 + 1,94 ldg 18,31+ 1,94
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Grafico 4. Curva de calibragéo de razio da area de limoneno com a area do padrao interno vs concentragéo de limoneno e amostras
interpoladas na mesma curva de calibragéo realizada por cromatografia.

Tabela 28. Concentragao de limoneno, C, associada ao respetivo desvio padréo, s,q, para amostras, T e limiares analiticos.

Amostra Cinoes + S,0(PPM) Amostra Cimnew = S0 (PPM)
Tl 7,84 +0,32 T9 13,058 + 0,32
T2 20,43 +0,32 T10 7,70 £ 0,32
T3 7,50 +0,32 T11 14,02 + 0,32
T4 5,67 £ 0,32 T12 0,00 £0,32
T5 8,11+0,32 T13 6,68 + 0,32
T6 23,10 £ 0,32 T14 6,96 + 0,32
T7 16,047 + 0,32 ldd 0,91+0,32
T8 19,21 + 0,32 Idg 3,024 £ 0,32
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Anexo Il

A propagacao das incertezas calculada para a concentracdo de uma solucdo mae, o(C),
relaciona a pureza, p, a massa, m, o volume do baldo volumétrico, IV e a massa molar, M com

as respetivas incertezas, o.

o(€) (o)  (o@)\* (o)) = [(o(M)\
O () (22 (52) + (25)

A propagacao das incertezas calculada para a concentracdo de uma solucao, O'(Cf),

relaciona a concentracao da solucdo mae, C, o volume da solucdo mae, V, e o volume final da

solucao, V¢, com as respetivas incertezas, .

P L) () ()
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