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Valida¢ao de um método analitico para a quantificacdo dos fenoéis volateis: 4-

etilguaiacol e 4-etilfenol em vinhos por GC-FID

O setor vitivinicola é um dos setores mais importantes na economia mundial. Nesse
sentido, a garantia da qualidade destes produtos ganha um grande relevo. Do ponto de vista
da qualidade dos vinhos, os defeitos olfativos descritos como "couro" e "suor a cavalo" sdo
a principal razdo de rejeicdo por parte do consumidor. Um dos principais defeitos olfativos
prende-se com a presenca de fendis volateis, nomeadamente o 4-etilguaiacol (4-EG) e o 4-
etilfenol (4-EF), metabolitos resultantes da presenca das leveduras Brettanomyces.

A presente dissertacao teve como objetivo o desenvolvimento, implementagdo e
validacdo de um método analitico interno para determinar o teor dos fendis volateis 4-EG e
4-EF, em vinhos comerciais.

A extracao dos analitos presentes nas amostras foi efetuada recorrendo ao método
de extracgao liquido-liquido e a separagdo e quantificacdo dos compostos por cromatografia
gasosa com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID). O método foi caracterizado
considerando os parametros de desempenho: seletividade; limite de quantificacdo (LDQ);
gama de trabalho; linearidade; sensibilidade; justeza; precisdo e incerteza em matrizes de
vinho tinto maduro, branco maduro, branco verde e rosé.

Demostrou-se que o método analitico apresentou uma boa correlagao linear e
verificou-se ainda que a sensibilidade do método se manteve inalterada ao longo do tempo.

A precisdo do método foi caracterizada recorrendo a ensaios realizados em
condicOes de repetibilidade e de precisdo intermédia foi avaliada em trés niveis de
concentracdo. Os valores dos coeficientes de variacdo (CV) foram satisfatorios para os dois
analitos.

Recorrendo a ensaios de recuperacdo, constatou-se que ndo foi evidenciada
ocorréncia de erros sistematicos, demostrando assim a justeza do método.

A estimativa da incerteza baseada nos dados de validacdo foi calculada para os
diferentes niveis de concentracdo sendo inferiores a incerteza maxima admitida
internamente (20 %).

O método foi devidamente implementado, validado e foi demostrada a sua

adequacdo para a quantificacdo do 4-EG e 4-EF em matrizes de vinhos de mesa.

Palavras-chave: Controlo de qualidade; Fendis volateis; GC-FID; Validagao de métodos; Vinho



Validation of an analytical method for the quantification of volatile phenols: 4-

ethyguaiacol and 4-ethylphenol in wines by GC-FID

The wine industry is one of the most important sectors in the world economy. In this
sense, the quality assurance of these products is of great importance. From the point of view
of wine quality, olfactory defects described as "leather" and "horse sweat" are the main
reason for rejection by the consumer. One of the main olfactory defects is related to the
presence of volatile phenols, namely 4-ethylguaiacol (4-EG) and 4-ethylphenol (4-EF),
metabolites resulting from the presence of Brettanomyces yeast.

The present dissertation aimed to develop, implement and validate of an in-house
analytical method to determine the content of the volatile phenols 4-EG and 4-EF, in
commercial wines.

The extraction of the analytes present in the samples was performed using the liquid-
liguid extraction method and the separation and quantification of the compounds by gas
chromatography coupled with a flame ionization detector (GC-FID).

The method was characterized considering the following performance parameters:
sensitivity, working range, linearity, limit of quantification, accuracy, selectivity, precision
and uncertainty in matrices of red, white and rosé wines.

The analytical method was shown to have a good linear correlation and it was also found
that the sensitivity of the method remained unchanged over time.

The precision of the method was characterized using tests performed under
repeatability and intermediate precision conditions and was evaluated at three
concentration levels. The coefficient of variation values were satisfactory for both analytes.

Using recovery tests, it was found that no systematic errors were evident, thus
demonstrating the accuracy of the method.

The estimated uncertainty based on validation data was calculated at the different
concentration levels and was below the maximum uncertainty internally accepted (20 %).

The method was properly implemented, validated and its suitability for the

guantification of 4-EG and 4-EF in table wine matrices was demonstrated.

Keywords: GC-FID; Method validation; Quality control; Volatile phenols; wine

Vi



indice

ABFadECIMENTOS oo iii
RESUMIO .ttt e et e e e et e %
FA o - [o! TP PP PPPPUPPP Vi
e Tor=Re E T =01 TSP X
INAICE daS TADEIAS......vevieeveeieeeteteee ettt ettt ettt et eaenn e Xi
1. T ek u goTe [T o o PP PPPPPPPPPRE 1
1.1. Empresa Silliker Portugal S.A. —Grupo MXNS..........ooooiiiiii, 1
1.2, DA UVA A0 VINNO .eoiiiiiiiiiiiiiie ettt 3
000 T B 11 g1 o TV ot o PP PPPPPPPIRt 5
1.2.2.  CaracteristiCas SENSOMIAIS. .....ueeeirrrereriiieee ettt rreee e 7
1.2.3. Alteragdo do aroma por agdo de leveduras.........cccuveevevvrereeeveeeveeeeneeenennnn. 8
1.2.4.  FenBis VOIALEIS. ....ueeiiiiiieeiiiiiee et 9

1.3. Técnicas analiticas para a determinagdo de fendis volateis.......................... 11
1.4. Cromatografia.....ccccceeeieiiiii 16
1.4.1. Cromatografia GasoS@ ..........eeeererererirriririieerieerererrrerrreererrrerrrer———————. 18

1.5. Validagdo de métodos analiticos .........ccceeeeeeeiiii 21
1.5.1. Parametros de validaga0 ........cevvvvriiiiiiiiriiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeseeeeeereesreeeeeraae 22
1.5.2. Ferramentas utilizadas na validagdo ...........ceevveveiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeiveeeeeeeens 33

2. Parte eXPerimeENntal .........ueiiiiiiiiiiiiiiiieieieeieeeeeee e e e e e e e e eeeeeree e ar e —a—————aaa——————. 39
D B S U= T-0=T o | TP PPPPIN 39
2.2, MAteri@iS..ccciiiiiiiiiiiiiii 39

B T o [T o T- ] g =T 0| o 13 USRS 40
2.4, Descricdo domeétodo .....ccooeiiiiiiiiii 40
2.5.  Preparagdo das SOIUCOES .....ccceeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 41
2.6.  Preparagdo das amosStras .....ccccceeeeeieeieeeeeeeeee e, 43
2.7. Procedimento experimental...........ccccc 44
2.8. Condigbes de analise cromatografica .........ccccceeeeiii 46
2.9. Identificacdo e quantificagdo dos fendis volateis ....................cc. 47
2.10. Tratamento dos resultados. .......oocveeiiiriiiie et 47
2.10.1. Estimativa central € de diSPersdo .......cccceeeeeeeeeeiiiiiiiciiiicicceeee e 48
2.10.2.  TeSTE dE GrUDDS ...ttt 48
2.10.3. Teste F de Snedecor FiSher .............oeiiiiioiiieeiiieeeieeeeee e 49

Vii



2.10.4. TeSte d@ COCAIAN.....ccuuveeeiiieiiieeeeee ettt e e 50

2.10.5. Forma da apresentacdo dos resultados ........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 51

3. Apresentacdo e discussdao dos resultados.......cceeeeeeeiieiiiiiiiiee e e, 52
3.1, Curvas de Calibragao ........uuieeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeeereeerereeeeeeeeeereer . 52
3.2, SeletiVidade ..cceeiiieeiiieeeeee e e e 56
3.3, Limite de qUANtIfiCAgA0 ....uviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 60
3.4, Gama de trabalho ........ouieiiiiiiii e 64
3.5, LIN@AMAATE ...eeiiiiiiieeee e 67
3.6, SeNSIbDIlIAAdE . .ccci i 68
3.7, JUSEEZA ...ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 69
3.7.1. ENSQios de rCUPEIACaA0 ....cccieeeiieeeeeeieee e 69
3.7.2.  Ensaios interlaboratoriais.......cccoocveeeiiiieeeiiiiieeeeeee e 70

3.8, PrCISA0 ..vviiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 73
3.8.1. Precisdo em condigBes de repetibilidade........ccccoeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiei, 73
3.8.2. Precisdo em condigBes de precisdo intermeédia........ccceeeeeeeiieiiiiieieiiennnnn. 81

3.9.  Incerteza do METOO ......coovuriiiiiiiiiie it 85
3.10. Aplicacdo de método numa outra matriz.........cccceeiiiiiii 90
3.11. Controlode qualidade...........ccooeeiiiiiiii 92
3,111, DECIIVES.cneeiiee ettt 92
3.11.2.  Branco da amoSra ...cc.ceeeiiiieieiiiiiee e 93
3.11.3.  Padrdo de VerifiCaga0 .....ccoeeeeiuuuu s 94
3.11.4. Ensaiointerlaboratorial........ccccocceeiiiiiiiiiiii e 96

4. (60131l [V 1-Y- 1o T ST PSPPSR OPPPTTUPPPPPRN 97
5. Referéncias bibliograficas...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 99
6. ANEXOS .ottt 106
6.1. Fichas de seguranca .......cccccceeiiiiiiiiii 106
6.2. Solugbes de calibragdo ........ccceeeeiiiiiii 109

6.2.1. Calculo da concentragdo efetiva da solugdo mae de calibracdo e respetiva
incerteza combinada asSOCIAda. . ...ccciviiiiiiiieie e 109

6.2.2. Calculo da concentracdo da solucdo de trabalho e respetiva incerteza
[ole] 001 o1 F=Te T 1Yo Lol - Vo - 1R PP 111

6.2.3. Calculo da concentracdo da solucdo padrdo de calibracdo e respetiva

incerteza combinada assoCiada........ccovviiiuiiiiii i 113
6.3.  Curvas de calibragao .......couuuiiiiiiiiiec e 114
6.3.1. Representacdo grafiCa.....ccccccccceiieiiiiiiiiiiicece e 114

viii



6.3.2. Calculo das incertezas associadas aos declives e ordenadas na origem 116
6.4. Limite de QuUantificagado........cccceiiiiiiiiii 116

6.4.1. Determinacao da concentracao adicionada no ensaio de recuperacao 116

6.4.2. Determinacao da taxa de reCuUPeragao ......ccceeeeeeeeeeeereiriiiiiiieeeeseeean 117
6.5. GamMa de trabalho ... 117
6.5.1. Teste Fde Snedecor FiSher.......ooocuuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 117
6.6.  SenSibilidade.........euviiiiiiiiii e 117
6.6.1. Coeficiente de Variagao .........cccuuuuuuuui s 117
6.7, JUSTEZA.....ccooiiiiiiiiiiii 118
6.7.1. Determinagao dO Z-SCOIE ........uuuuuuuuuuuuieee e aan 118
6.7.2. Determinagao do bias relativo........ccceeeeeeiiiiiiiiiiicccccc 118
6.8. Repetibilidade........cccoiiiii 119
B.8. 1. A-EF i s s 119
6.8.2.  TeSte d@ COCAIAN....ccovviiiiieiieeeeee et 121
6.8.3. Determinagado dO CV i@ M. s 122
6.9.  Precis3o intermeédia .......coooceieeiiiiiiei e 122
6.9.1. Determinagao dO CVi @ Muuu s 123
6.10. Incerteza do METOO ........eeeiviiiiiiiiiee e e 124
6.10.1. Incerteza associada a componente da Precisdo .......cccceeeeeeeeeeeeiceennnnn 124
6.10.2. Incerteza associada a componente da justeza .........cccceeeeeeiiiiiiiieinnnn. 124
6.10.3. Incerteza combinada e expandida ........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiii 125



indice das Figuras
Capitulo 1:

Figura 1.1: Esquema representativo dos servicos apresentados pela Meérieux
NutriSciences. * (FONte: COIECA0 PrOPIIA)...c..ciueeiueeereeetieeieecteeete et et e eeeeeteeeteeeaeeereeeteeeaaeereens 2
Figura 1.2: Revisdo generalizada dos diferentes processos de vinificagao de vinhos tintos
€ brancos (AdAptado d8 7). ...ccuiccuieiie ettt ettt et ettt et e te e et e eteeeareenns 4
Figura 1.3: Balanco comercial internacional relativo ao comércio de magas (x 1000 euros)
(1Y Yo 1=To o [=Tand IR OO OSSOSO ST URRR 6
Figura 1.4: a) Regides vitivinicolas em Portugal. *°; b) Producdo nacional de vinho por
COF. 0 ettt ettt ettt et et h et e be et e beett e be et e abe e b e eaeeabeeaeeteeraeabeereeteereenreenrans 6
Figura 1.5: Formac3o de etilfendis a partir dos seus precursores hidroxicinamicos. ** 10
Figura 1.6: Cromatograma tipico de uma mistura de um componente ndo retido e de um

componente que sofre interacdo com a fase estacionaria. >.........cccccevvveeveeeeecieeeireecee e 17
Figura 1.7: Principais componentes da instrumentacdo de um cromatégrafo gasoso.
............................................................................................................................................... 18
Figura 1.8: Esquema representativo de um detetor FID. 7 ........cc.ccovvevvveeeeeiveeireeeneenn, 20
Figura 1.9: Etapas para avaliar a estimativa da incerteza “passo-a-passo” (adaptado de
33 ettt ettt et te et e be et e ateeaeate et e ebeeateaheeaeeheebeeaeebeeaeenbeereenreeneenns 30
Capitulo 2:

Figura 2. 1: Esquema representativo do tratamento da amostra até a andlise por GC-FID.
(FONTE: COIEGA0 PrOPIia@). ceveeeeeeereeerieeeieeerieeeeeeertrrerrereererrreerereeraee—ra—r.———eree——.—.ereerrrrer..—.. 46

Capitulo 3:

Figura 3.1: Cromatograma de uma solugdo de 4-EG e 4-EF de concentragdo de 1,50 mg/I
contendo 4-decanol (C=983,9 mg/l) como padrdo iNterNo. ......cccceeeeeeeeiiiciiiiieeeee e 53
Figura 3.2: Representacao grafica da razdo entre a drea dos picos do 4-EG (azul) e 4-EF
(laranja) e a area do PI, 4-decanol, em func¢do da concentragdo dos padroes. ........cccevvvvvvvvennes 55
Figura 3.3: Cromatogramas obtidos no estudo da seletividade em diferentes vinhos:
rosé, branco verde, branco maduro e tinto maduro. Em cada cromatograma é apresentado um
branco do processo, o padrdo de calibragdo com a concentragdo de 1,50 mg/l, uma amostrae a
mesma amostra fortificada. As concentragdes de fortificacdo encontram-se na Tabela 3.3.....58
Figura 3.4: Cromatograma do primeiro padrdo da curva de calibracdo (c= 0,020 mg/I).

Figura 3.5: a) Cromatograma do primeiro padrdo da curva de calibragdo e selecdo de
J 1=l e LI (=T 0 Y o TP PPPPPPPPPRS 63
Figura 3.6: Cromatograma de uma amostra de vinho branco obtido na participacdo num
ensaio interlaboratorial. tr do 4-decanol = 25,068 min, tr do 4-EG = 41,761 min e tr do 4-EF =
8= 0 Y o TR 71
Figura 3.7: Cromatograma de uma amostra de Vinho licoroso + Vinho licoroso fortificado
(c=1,25 mg/l) . tr do 4-decanol = 25,207 min; tr do 4-EG = 41,942 min e tr do 4-EF =46,825 min.


file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146672
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146672
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146673
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146673
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146674
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146674
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146675
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146675
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146676
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146677
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146677
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146678
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146678
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146679
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146680
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146680
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146690
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146690
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146709
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146709
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146710
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146710
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146711
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146711
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146711
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146711
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146712
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146712
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146713
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146713
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146714
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146714
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146714
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146715
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146715
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146715

Figura 3.8: Carta de controlo de individuos do declive da reta de calibracdo do: a) 4-EG;
b) 4-EF. O valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarelae LIC a
VL= o LTSS 93
Figura 3.9: Carta de controlo de individuos do branco da amostra do: a) 4-EG; b) 4-EF. O
valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarela e LIC a verde..94
Figura 3.10: Carta de controlo de individuos do padrdo de verificagdo 1,50 mg/l do a) 4-
EG; b) 4-EF. O valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarela e
LIC A VEIAE. e, 95

Capitulo 6:

Figura 6.1: Diagrama em espinha de peixe para o cdlculo da incerteza da concentragao
efetiva da solugdo mae de de calibragao. .........ueeuuuuuuuini 110
Figura 6.2: Diagrama em espinha de peixe para o calculo da incerteza da concentragdo
da SOIUGA0 @ LrabalNO. ....uueeeiiiiiiiii s 112
Figura 6.3: Diagrama em espinha de peixe para o cdlculo da incerteza da concentragao
Lo = TR 0] [T To 31 = [~ o J 113
Figura 6.4: Curvas de calibracdo do 4-EG (azul) e 4-EF (laranja) realizadas aquando da
ANAlISE A @AMOSEIAS. ..vviiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e s st e et e e e s s s sabbbaeeeeeesssnaabraaees 115

indice das Tabelas
Capitulo 1:

Tabela 1.1: Classificacio dos principais sabores recebidos pelas papilas gustativas %....8
Tabela 1.2: Conversado dos acidos hidroxicinamicos em vinilfendis e etilfendis. *2........ 10
Tabela 1.3: Estudos baseados em métodos cromatograficos utilizados para
quantificacdo de fEeNGiS VOIALEIS. ......uuuuueeii s 14

Tabela 1.4: Parametros de validagdo e respetiva metodologia de avaliacao. ............... 38

Capitulo 2:

Tabela 2.1: Reagentes utilizados e respetivas caracteristicas na quantificacdo dos fendis
volateis em bebidas alCOOIICAS. ......uuiiiiiiiiiiiiiieeie e 39
Tabela 2.2: Materiais utilizados e respetivas caracteristicas para a quantificacdo dos
fendis volateis em bebidas alcoOlicas. ......cocuvviiiiiiei i 40
Tabela 2.3: Equipamentos utilizados para a quantificagdo dos fendis volateis em bebidas
] Lol Yo ] or= -SSR 40
Tabela 2.4: Preparacdo das solucGes padrao de fendis volateis a partir da solucdo de 10
mg/l em baldes volumétricos de 100 ml, contendo 50 ul de 4-decanol........ccccccceeveuvrveennnennnn. 43
Tabela 2.5: Condigdes cromatograficas utilizadas na determinacdo de fendis volateis por
O | U 47

Xi


file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146716
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146716
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146716
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146717
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146717
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146718
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146718
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146718
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146731
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146731
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146732
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146732
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146733
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146733
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146734
file:///C:/Users/rui_c/Dropbox%20(Personal)/PC/Downloads/Tese-final.docx%23_Toc118146734

Capitulo 3:

Tabela 3.1: Comparacdo dos tr (minutos) dos picos dos fendis volateis e Pl em diferentes

estudos. Neste trabalho o valor apresentado consiste na média de 5 andlises. ....................... 54
Tabela 3.2: Valores das areas dos picos obtidos para cada padrao de calibracdo
apresentado com a incerteza associada (u) (CPI =983,9 Mg/1)....ccceeeeviiieeiiiiiieeeeiiieee e, 54
Tabela 3.3: Volume de fortificacdo das concentracdes de 4-EG 9,99 mg/| e de 4-EF= 10,0
mg/| adicionados a cada amostra (50 ml), dependendo da matriz a analisar. ..........ccccuueeeneee. 56
Tabela 3.4: Tempos de retencdo, assimetria e taxa de recuperacao obtidas na matriz
VINNO FOSE. ...t e ettt e e e s s st e e et e e e e s s bbbt e e eeeesssaaabbbaeeeeeessasnnnrenaeas 59

Tabela 3.5: Tempos de retenc¢do, assimetria e taxas de recuperagao obtidas na matriz
VINNO DranCo VEIAE. ....eeiiiiiiiiieieieeeeee ettt e e e st e et e e e s s sttt ae e e e e e e s s s aareaeeas 59
Tabela 3.6: Tempos de retengdo, assimetria e recuperagdes obtidas na matriz vinho
o] =Yg Tolo 0 g F- [o (U] o T PP P PP PP UPPRPPPPTP 59
Tabela 3.7: Tempos de retengao, assimetria e recuperagdes obtidas na matriz vinho tinto
(00T [o [T o T PP PP PPTPPPTT 59
Tabela 3.8: Determinacdo da taxa de recuperacdo (R) e desvio padrdo (s) em cada ensaio
no estudo do LDQ do método de quantificagdo do 4-EG para a matriz vinho tinto maduro. ....61
Tabela 3.9:Determinagdo da taxa de recuperagdo (R) em cada ensaio no estudo do LDQ

do método de quantificagao do 4-EF para a matriz vinho tinto maduro.........ccccceeeeeeiiciiiiinnnn. 61
Tabela 3.10: Andlise dos resultados do sinal/ruido. ... 63
Tabela 3.11: Valores das areas dos picos obtidos para os seis replicados do padrdo com
concentracdo 0,0200 mg/|, contendo 983,9 mg/l de 4-decanol. ........ccccuvveeevreeeeeiiveeeeecieee e, 65
Tabela 3.12: Valores das areas dos picos obtidos para os seis replicados do padrdo com
C 4-EG = 1,498 mg/l e C 4-EF = 1,501 mg/I contendo 983,9 mg/| de 4-decanol. ..........ccuuee.... 65
Tabela 3.13: Valores da média e variancia para obtidos para a concentra¢do de 0,020 e
1,50 ME/L. et e e e e e e e — e e e e e e e e eb——a—ataaaeeeaattrraraaaaeeaaaane 66
Tabela 3.14: Coeficiente de correlacdo (r) obtidos das retas de calibracdo de 4-EG e 4-
B, ittt ettt e e e et e e e e et r— e e e e a——eee e ettt eee e e b —eee e e ataeeeeabreeeeaataeeeeanrreeeearreeeeeanraes 67
Tabela 3.15: Valores dos declives (d) das retas de calibra¢do realizadas ao longo do
L0=] 001 o o TR0 PPRIN 68
Tabela 3.16: Resultados dos ensaios de recuperagao (R).......ccccceeiiiiiiiiii, 69

Tabela 3.17: Resultados da concentracdo obtida (X), do valor de referéncia (Xref) e
L0 LNV o T ) 72
Tabela 3.18: Resultados dos intervalos admissiveis pela OIV para avaliar a justeza do

método e valores de Z-score obtidos para a analise do material de referéncia. ............cuvvveeees 72
Tabela 3.19: Valores da concentracdo de 4-EG, do desvio padrdo da repetibilidade e da
variancia para cada matriz, @M ME/|......coooiiiiiiie e 73
Tabela 3.20: Valores da concentracdo de 4-EF, do desvio padrdo da repetibilidade e da
variancia para cada matriz, @M ME/|......coooiiiiiee e 74
Tabela 3.21: Valores da concentracdo de 4-EG, obtidos nas diferentes matrizes no
estudo da repetibilidade. .........uuuuueee s 75
Tabela 3.22: Valores da concentracdo de 4-EF obtidos nas diferentes matrizes, no estudo
(o T =T 011 A1 o1 LT F= o [N 75

Xii



Tabela 3.23: Valores de concentracdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia
obtidos em condicGes de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentracdo baixo.............. 77
Tabela 3.24: Coeficiente de varia¢do de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para 0 4-EG, no nivel de concentragdo baiXo. ........ceeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 77
Tabela 3.25: Valores de concentracdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia
obtidos em condicées de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentracdo intermédio.....78
Tabela 3.26: Coeficiente de varia¢do de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para o 4-EG, no nivel de concentragdo intermeédia. .........ccccveeeeieeiiiiciiiiieee e 78
Tabela 3.27: Valores de concentracdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia
obtidos em condigGes de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentragado alto. ............... 79
Tabela 3.28: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para 0 4-EG, no nivel de concentragdo alto. ........ccceeeeeeiiiiiiiiiieee e 79
Tabela 3.29: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade
(r) obtidos para o 4-EG nos trés niveis de concentragdo definidos. .........cccoveeeeeeeiiiiciiiieeeeeenn, 80
Tabela 3.30: Coeficiente de variacao de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade
(r) obtidos para o 4-EF nos trés niveis de CONCENTIaga0. .......cccuvrveeeeeeeeieiiiiieeeeeeeeeeeeiirreeeea e 81
Tabela 3.31: Desvio médio da precisdo intermédia (Si) e coeficiente de variagdo médio
(CVi) obtidos PAra 0 4-EG. ......uvveiiiiiiieiiiiiieieee ettt e e e e e et e e e e e e e e e e aabraaeeaaaaeas 82
Tabela 3.32: Desvio médio da precisdo intermédia (Si) e coeficiente de variagdo médio
(CVi) 0btidOSs PAra 0 4-EF. .......uuviiiiiiieiiiiiiieee ettt e e e e e e e stba e e e e e e e e e e eaaaraeeeeaaeens 83
Tabela 3.33: Comparagdo da precisdao obtida em condi¢bes de repetibilidade e em
condigGes de precisdo intermédia do método dos fendis VoIAteis. .......cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 84
Tabela 3.34: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentracdao baixo do
método de quantificagdo dO 4-EG. .........eveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeserereeerserrerrereere————————————.. 85
Tabela 3.35:Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentra¢do intermédio do
método de quantificagdo dO 4-EG. .........evviiiiiiiiiiiiiieiiiiieiieieieeeeeeeseeeeeeerreeeeerererrrr————————————.. 86
Tabela 3.36: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo alto do método
de quantificagdo O 4-EG. .......uuuuuuiiiiiiii s 87
Tabela 3.37: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentracdao baixo do
método de quantificagdo dO 4-EF............ueviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeereeeeereeseeersrerrerrrrrrrrerrrer———.. 88
Tabela 3.38: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo intermédio do
mMétodo de quantificagdo O 4-EF...........oueiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeesresrsrrarerrrerarrrrr———.. 88
Tabela 3.39: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo alto do método
de quantificagdo O 4-EG. .......uuuuuuuuiiiiiii s 89
Tabela 3.40: Volume de fortificacdo adicionado de uma solucgdo de fendis de (c 4-EG=
9,99 mg/l e c 4-EF = 10,0 mg/l), recuperagdes obtidas e respetiva média. ...........cceeevvrveeenennnn. 91
Tabela 3.41: Valor alvo, desvio padrdo e limites de aviso e controlo do declive das retas
de calibracdo de 4-EG e 4-EF para a construcdo das cartas de controlo. ......cccccceeeeeeiiiiiiiicnnnn. 92
Tabela 3.42: Valor médio, desvio padrdo e limites de aviso e controlo do declive da reta
de calibracdo de 4-EG e 4-EF para a construcdo das cartas de controlo do branco da amostra.93
Tabela 3.43: Valor médio, desvio padrdo e limites de aviso e controlo do 4-EG e 4-EF
para a construcdo das cartas de controlo do padrio de verificagdo (1,50 mg/I). ....cccovvvvveneeenn. 95

Xiii



Capitulo 6:

Tabela 6.1: Ficha de seguranca dos reagentes utilizados. ..........cceeeeieiirveiiiiiiineeeeenen, 106
Tabela 6.2: Valores auxiliares para o calculo da concentracdo da solucdo mae de
Lot | 1 o = [ o TS 111
Tabela 6.3: Certezas para o cdlculo da concentracdo da solugdo mae de calibracdo..111
Tabela 6.4: Incertezas para o cdlculo da incerteza da concentracdo da solucdo de

ErADAIN0. e, 112
Tabela 6.5: Incertezas para o calculo da concentracdo da solucdo padrao de calibracdo.
............................................................................................................................................. 114
Tabela 6.6: Valores auxiliares e respetivas incertezas associadas ao declive e a ordenada
na origem para n=7, realizada no dia 17/01/2022. ........ccoceeeieiiirreeeeiiieeeeecreeeeeecree e esiveee e 116
Tabela 6.7: Valores de concentrag¢do, desvio padrdo de repetibilidade e variancia obtidos
em condig¢des de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho baixa. .......cccccoeeeiiiiiiinnnnn. 119
Tabela 6.8: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para o 4-EF, na gama de trabalho baiXa. ........cccvveeeieiiiiiiiiiieiieee e 119
Tabela 6.9: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e varlancia obtidos
em condig¢oes de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho intermédia. ..........cccc........ 120
Tabela 6.10: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para o 4-EF, na gama de trabalho intermeédia. .......cc.ccoeecuriieiieei i 120
Tabela 6.11: Valores de concentracdo, desvio padrao de repetibilidade e varlancia
obtidos em condigGes de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho alta. ..................... 120
Tabela 6.12: Coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade
(rr) para 0 4-EF, na gama de trabalho alta. ..........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiereeeeeeeeeeeeeeeeereeee e 121
Tabela 6.13: Teste de Cochran para a gama de trabalho baixa. ................................. 121
Tabela 6.14: Teste de Cochran para a gama de trabalho intermédia. ....................... 121
Tabela 6.15: Teste de Cochran para a gama de trabalho alta.......................... 121

Tabela 6.16: Valores auxiliares necessarios para a determinacgdo da precisdo intermédia
NO Nivel de traballo DaiX0. ......uiiiiiiiiiii e 123

Xiv



Lista de abreviaturas

4-EC
4-EF
4-EG
4-VF

4-VG

BIPEA

C

C 4-EGexp
C- 4-EGp
C 4-EFexp
C- 4-EFp
cv

CVi

CVr

CQE

cal

DAD
DPCS
DPV

ECD

FERA

FID

FLD

GC

4-etilcatecol

4-Etilfenol

4-Etilguaiacol

4-vinilfenol

4-vinilguaiacol

Area do pico

Bureau Interprofessionnel d’Etudes Analytiques

Teste de Cochran

Concentragao do 4-Etilguaiacol exprimental

Concentragao do 4-Etilguaiacol padrao

Concentragao do 4-Etilfenol exprimental

Concentragao do 4-Etilfenol padrado

Coeficiente de variagao

Coeficiente de variacdo da precisdo intermédia

Coeficiente de variacdo de repetibilidade

Controlo de qualidade externo

Controlo de qualidade interno

Detetor de conjunto de diodos (do inglés Diode-array detector)
Amostra didrias de controlo do processo (do inglés, Daily process control sample)
Voltametria diferencial por impulso (do inglés, Differencial pulse voltammetry)
Detetor por captura de eletrdes (do inglés, Electron capture detector)
Food and Enironment Research Agency

Detetor de ionizacdo de chama (do inglés, Flame ionization detector)
Detetor de fluorescéncia (do inglés, Fluorescence detector)

Teste de Grubbs

Cromatografia gasosa (do inglés, Gas chromatography)

XV



G.L.

Ho

H:

HPLC

HS-SPME

K

LC

LDD

LDQ

LIA

LIC

LLE

LR

LSA

LSC

MR

MRC

Ms

olv

PI

PLOT

ri

rr

RSD

SZ

Graus de liberdade

Hipdtese nula

Hipdtese alternativa

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High performance liquid chromatography)
Microextragdo em fase sélida de headspace (do inglés, Headspace-solid phase microextraction)
Fator de expansao

Cromatografia liquida (do inglés, Liquid chromatography)

Limite de detegdo

Limite de quantificagdo

Limite de aviso inferior

Limite inferior de controlo

Extracdo liquido-liquido (do inglés, Liquid-liquid extraction)

Gama de linearidade (do inglés, linear range)

Limite de aviso superior

Limite superior de controlo

Material de referéncia

Material de referéncia certificado

Espectrometria de massa (do inglés, Mass spectrometry)

Organizacdo internacional da vinha e do vinho

Padrdo interno

Coluna capilar com camada porosa (do inglés, Porous layer open tube)
Coeficiente de correlagdo

Coeficiente de determinacdo

Limite de precisdo intermédia relativo

Limite de repetibilidade

Desvio padrao relativo (do inglés, Relative standard deviation)

Desvio padrao

Variancia amostral

XVi



Sa
Sb
Si
S/N
Sr
SPE
tm
tr
ts

TCD

vma

Xs

Desvio padrdo associado a ordenada na origem

Desvio padrdo associado ao declive

Desvio padrdo de precisdo intermédia

Razdo sinal-ruido

Desvio padrao de repetibilidade

Extracdo em fase sélida (do inglés, Solid phase extraction)
Tempo morto

Tempo de retengao

Tempo de permanéncia do componente na fase estacionaria
Detetor de condutividade térmica (do inglés, Thermal conductivity detector)
Incerteza expandida

Valor maximo admissivel

Valor suspeito

XVii



1. Introdugao

A consciencializa¢cdo dos consumidores para uma alimentacdo saudavel, cuidada
e consequentemente que melhore o seu bem-estar tem vido a aumentar. Como
resposta a isso, foram surgindo em todo o mundo inimeros laboratdrios de ensaio que
permitem analisar os produtos alimentares de modo a garantir que estes sdo seguros
para a alimentacdo. Nesse sentido, a seguranca alimentar e o controlo de qualidade sdo
pontos fulcrais. Entende-se como seguranca alimentar o conjunto de normas de
producdo, transporte e armazenamento de alimentos visando determinadas
caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais padronizadas, segundo as
qguais os alimentos serdo adequados ao consumo. J4 o controlo da qualidade
corresponde ao conjunto de atividades e técnicas operacionais que sdo utilizadas para

satisfazer os requisitos de qualidade.

Neste contexto surge a Silliker Portugal S.A., pertencente ao grupo Mérieux

NutriSciences (MxNS), empresa onde foi desenvolvida a presente dissertacao.

Foi ainda apresentado o estado da arte relativamente a métodos analiticos
descritos na literatura para a determinacdo de fendis volateis em vinhos e a importancia

da validagao de um método e da aplicagao das ferramentas de controlo de qualidade.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o desempenho da metodologia
desenvolvida no laboratério de ensaio, que permite quantificar, com um determinado
grau de confianga, os niveis de 4-etilguaiacol (4-EG) e 4-etilfenol (4-EF) em diferentes
tipos de vinhos, recorrendo a cromatografia gasosa (GC) com detetor de ionizagdo de

chama (FID).

1.1. Empresa Silliker Portugal S.A. — Grupo MxNS

A empresa surgiu em julho de 1992, em Vila Nova de Gaia, inicialmente
denominada EGI — Sociedade de Engenharia e Gestao da Qualidade, Lda. Numa altura

em que a prevencgao da qualidade e seguranca alimentar se acentuava e que a oferta de



servicos de andlises e assessoria escasseia, a EGl rapidamente assumiu a posi¢do de lider

nacional no setor.!

A Silliker Portuga S.A. pertence ao grupo Mérieux NutriSciences (MxNS), sendo
esta uma empresa multinacional desenvolvida pelo Instituto Mérieux com o propésito
de responder a crescente necessidade de assegurar o controlo da qualidade alimentar,
contribuindo para a seguranca alimentar dos consumidores finais destes produtos. E
este o principal compromisso do grupo, o que motivou a criacdo do slogan Better Food,

Better Health, Better World.

A confianca demonstrada pelos consumidores permitiu a empresa expandir a sua
atividade para outros setores industriais, nomeadamente: dgua e meio ambiente;
agroquimicos; farmacéutica e dispositivos médicos; bens de consumo; higiene pessoal

e cosmética, tal como é possivel visualizar na Figura 1.1. !

Seguranga e
qualidade alimentar

N 7 Frarmacéutica e

Agroquimicos dispositivos médicos
®Mérieux
NutriSciences
Cosméticos e
Bens de consumo
higiene pessoal

Aguas e ambiente

Figura 1.1: Esquema representativo dos servigcos apresentados pela Mérieux
NutriSciences. ! (Fonte: colecdo prdpria).

Atualmente, disponibiliza uma ampla gama de servigos, tais como: servico de
analise microbiolégica, quimica e sensorial, consultoria em seguranc¢a alimentar,
auditoria, rotulagem e legislacdo. Esta encontra-se representada em 26 paises,
contando com mais de 8000 colaboradores distribuidos por mais de 100 laboratérios

acreditados pelos 5 continentes.



Quanto a estrutura, existe uma divisdo laboratorial, sendo que cada laboratério
se responsabiliza por setores diferentes de analise. Nesta divisdo pode-se entdo
diferenciar o Laboratoério de Quimica classica, onde sdo realizadas as técnicas de analises
guimicas volumétricas, o Laboratério de Métodos Instrumentais de Analise, onde sao
realizadas essencialmente as técnicas cromatograficas e espectrofotométricas, o
Laboratério de Microbiologia, que fornece as andlises microbioldgicas e o Laboratério

de Andlise sensorial.

A diversidade de andlises realizadas nos laboratérios permite obter uma
informacgao global, detalhada e completa sobre as diferentes matrizes alimentares. A
capacidade por parte da empresa para a prestacdo de um servico completo e acima do

satisfatério é a razio do seu sucesso. !

De forma a garantir a competéncia pretendida, a empresa define politicas e
procedimentos de trabalho que visam assegurar a qualidade do servico prestado ao
cliente. Exemplo disso é a garantia que todos os ensaios realizados sejam sempre
executados de acordo com os métodos estabelecidos, cumprindo os requisitos dos
clientes e segundo o referencial normativo NP EN ISO/IEC 17025 (Requisitos gerais de

competéncia para laboratdrios de ensaio e calibracdo) 2.

1.2. Da uva ao vinho

Por definicdo, o vinho é um produto obtido pelo processo de
vinificacdo/fermentacdo alcodlica, total ou parcial de uvas frescas, provenientes de
varios tipos de castas (Vitis Vinifera), cujos bagos sdo esmagados, prensados ou

transformados por processos tecnolégicos permitidos por lei. 3

O vinho é composto fundamentalmente por: dgua; élcool etilico *

; acidos
organicos fixos (como o &cido tartdrico); acidos organicos volateis (acido acético) >;
minerais; sais; glicerol, que confere o corpo (macieza e aveludado); taninos, que
conferem a cor e adstringéncia; matéria corante; matérias minerais; matérias azotadas

e vitaminas. &7



Na producdo de vinho branco sao utilizadas uvas de castas brancas ou tintas, pois
as polpas das uvas, geralmente, sdo claras e sem pigmento de cor. As uvas sdo sujeitas
a uma prensagem, de modo a separar as peliculas e as grainhas, da polpa, originando o

mosto que vai fermentar para dar origem ao vinho branco. 8

Na producdo de alguns vinhos brancos, quando estes sdo produzidos a partir de
castas aromaticas é possivel efetuar uma maceracao pelicular pré-fermentativa, em que
as peliculas e as grainhas mantém o contacto com o mosto, antes da fermentacdo

alcodlica, de maneira a obter uma maior extracao de compostos precursores de aromas.

9,10

No que concerne ao vinho rosé e tinto, este é produzido a partir de uvas tintas,
por um processo de fermentagdo/maceragdo, onde se separaram, por prensagem, as
partes sélidas das uvas quando estas atingem a coloracdo rosada desejada, apds um
periodo de tempo de maceracdo, e em seguida o processo é semelhante ao do vinho

branco (Figura 1.2).%!
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Figura 1.2: Revis3o generalizada dos diferentes processos de vinificacdo de vinhos tintos e brancos (Adaptado de 7).



Os processos de vinificacdo (Figura 1.2) sdo fatores muito importantes para a
gualidade de um vinho, bem como para as caracteristicas organoléticas. Esta é uma fase
crucial para o vinicultor, visto que a colheita de uvas de boa qualidade pode ser

sobreposta pela mé condugdo de processos enolégicos. 2

Neste trabalho foram utilizados vinhos brancos, tintos e rosés de diferentes
regioes. Os vinhos verdes sdo aqueles que sdo produzidos na regido dos vinhos verdes,
gue por norma é a regido entre Douro e a regido do Minho. Os restantes sdo vinhos

maduros.

1.2.1. Distribuicdo

O setor vitivinicola é um dos setores mais importantes na economia mundial,
sendo que em Portugal, a producdo, o consumo e a exportacao tém vindo a aumentar,
particularmente no ano passado (2021), onde representou cerca de 2 % das exportacoes
nacionais, sendo o produto de maior relevo no segmento agroalimentar, o que equivale

a mais de mil milhdes de euros. 13

No que diz respeito ao comércio internacional (Figura 1.3). Em 2020, Portugal
registou um balango comercial positivo de mais de 689 milhdes de euros. Este valor tem
flutuado ao longo dos ultimos 10 anos. O valor mais baixo, de 524 milhdes de euros, foi
atingido em 2010 e o crescimento foi gradual ao longo dos anos, com exce¢ao de 2013,

contribuindo sempre com lucro.

O principal fornecedor do mercado interno é a Espanha, enquanto a maioria das
exportac¢des vai para Franca, Reino Unido, Alemanha e paises baixos, na Europa. O Brasil
e os Estados Unidos da América representam também uma parte consideravel das

exportacdes. 14
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Figura 1.3: Balanco comercial internacional relativo ao comércio de magis (x 1000 euros) (Adaptado de 14).

Das 13 regides vitivinicolas que atualmente existem no nosso pais (Figura 1.4a),
as regides do Douro, Lisboa e Alentejo sdao as que, de um modo geral, apresentam
valores mais elevados, representando no ano de 2021/2022, cerca de 22 %, 18 % e 18
%, respetivamente, da produgdo anual. Pelo contrdrio, as regides do Algarve e dos
Agores sao as que menos contribuem para a produgdao nacional, tendo no ano de

2021/2022, representado 0,2 % e 0,1 %, respetivamente, da producdo anual. ¥

No que diz respeito a cor, Portugal apresenta uma producdo de vinhos tinto/rosé
muito superior a produgdo de vinhos brancos, cerca de 70 % de vinhos em comparagado

com os 30 % de vinhos brancos (Figura 1.4b). 1©

Por Cor / By Colour

b

Figura 1.4: a) Regides vitivinicolas em Portugal. *°; b) Produgdo nacional de vinho por cor. 1°



E do conhecimento comum que o consumo irresponsavel e excessivo de alcool
é prejudicial trazendo graves consequéncias para a satide e implicacdes a nivel social. ¢
No entanto, ao longo das ultimas trés décadas foram sendo acumuladas evidéncias que
o consumo moderado, especialmente de vinho tinto, podia ser benéfico para a saude,
isto porque contém algumas substancias, como os flavondides, resveratrol e os
polifendis, com acBes antioxidantes, anti-inflamatérias e vasodilatadoras. 1’ Nesse
sentido, a garantia da qualidade destes produtos ganha um grande relevo, assegurando
gue os produtos acabados sdo mais competitivos e capazes de evitar alguns dos

problemas associados as barreiras comerciais de exportacio. 1&1°

1.2.2. Caracteristicas sensoriais

Para o consumidor, os requisitos da qualidade estdo associados as caracteristicas
sensoriais intrinsecas do vinho, isto €, com o impacto que a aparéncia, olfato, paladar e
imagem tém no consumidor, que deriva de muitos aspetos, como: rétulo, prémios
atribuidos e custo. 2° Assim sendo, um vinho com atributos sensoriais reconhecidos, uma
boa imagem e um preco competitivo sera considerado de grande valor para os

consumidores. 2!

O conjunto das caracteristicas organoléticas de um vinho é evidenciado pela
apreciacdo da vis3o, paladar e olfato. 22 A visdo é o sentido imediato, caracterizado
primeiro pela sua cor, limpidez ou transparéncia. O paladar é importante pois dele

resultam as impressdes da temperatura, consisténcia, viscosidade e suavidade. 12

Nesse sentido, o produtor assume cada vez mais o papel de satisfazer as
exigéncias do consumidor, procurando obter vinhos aromaticos, com cores limpidas e

sabores apreciaveis.

A Tabela 1.1 apresenta, de forma resumida, os cinco sabores basicos

evidenciados pelas papilas gustativas.



Tabela 1.1: Classificacdo dos principais sabores recebidos pelas papilas gustativas 2.

Sabor Origem

Doce Alcool e teor em agticar

Acido Acidos organicos
Salgado Sais
Amargo Compostos fendlicos
Umami Acido glutamico

Ja o olfato é um sentido que nos leva a um registo infindavel de aromas,
caracterizando o vinho pela sua intensidade, evolugdo e caracter. O aroma de um vinho
descreve-se como uma interacdo retronasal que corresponde a interacdao do sabor e

odor que cada individuo exprime como uma experiéncia agraddvel ou ndo. 3

1.2.3. Alteracdao do aroma por acdo de leveduras

Entre todas as possiveis contaminacdes microbianas, as leveduras dos géneros
Dekkera, comumente designada de Brettanomyces tém um importante relevo do ponto
de vista enoldgico, devido ao seu potencial negativo na evolugao aromatica do vinho,

podendo mesmo deteriorar vinhos ja elaborados. %

As leveduras Brettanomyces bruxellensis podem ser isoladas quer da superficie
das uvas, embora n3o seja muito comum, quer de barris de madeira usados durante o
armazenamento ou envelhecimento dos vinhos. #° Estas leveduras podem causar
defeitos organoléticos que permanecem nos poros da madeira apds limpeza,
proporcionando um ambiente em que microrganismos indesejaveis possam sobreviver

e ser transferidos de vinho para vinho, cada vez que s3o utilizados. 2°

Embora os métodos de limpeza estejam a tornar-se mais sofisticados (vapor de
agua, ozonizacdo, entre outros), 2’ a forma e microestrutura da madeira proporcionam
aos organismos indesejaveis um grande grau de protecdo. 23> Além disso, o pH baixo do
vinho, as condi¢cGes anaerdbias rapidamente geradas e os baixos niveis didxido de

enxofre (SO,) exigidos pela industria vitivinicola, aumentam estas dificuldades. 12



Os produtos metabodlicos resultantes da contaminacdo pelas leveduras
Brettanomyces sao os fendis volateis, que incluem o 4-vinilfenol (4-VF), o 4-vinilguaiacol
(4-VG), o 4-EF, 0 4-EG e o 4-etilcatecol (4-EC). % Estes metabolitos sdo indicativos da
presenca e da atividade destas leveduras, estando associadas a defeitos olfativos
descritos como "couro" e "suor a cavalo" mascarando, assim, os desejaveis aromas
frutados e florais presentes nos vinhos. 2° O limiar de percec¢do do 4-etilfenol é de 440

|12

ug/l, enquanto do 4-etilguaiacol é de 47 pg/

Atualmente, a Brettanomyces bruxellensis é considerada a principal ameaca para
a qualidade dos vinhos. O efeito ndo é so direto, devido a producdo de fendis volateis,
mas também indireto devido as medidas tecnoldgicas necessarias para controlar a sua
atividade, que podem ainda levar a reducdo da qualidade dos vinhos. Este facto
acontece pois sdo sujeitos a tratamentos quimicos, tais como: adicdo de 4cidos
organicos 3° ou o uso de dicarbonato dimetilico (DMDC) 3! no engarrafamento. Também
s3o sujeitos a tratamentos fisicos como a filtragem 32 e/ou centrifugac3o 33, provocando
uma diminuicdo da concentracdo de aromas, pigmentos e estrutura coloidal,

impossibilitando assim que o produto exprima todo o seu potencial. °

1.2.4. Fendis volateis

Existem dois fatores que influenciam a presenca de compostos fendlicos no
vinho: a atividade microbiana de leveduras que podem converter substancias nao
fendlicas em compostos fendlicos, cerca de 95 % dos casos, e a transformagdo do
substrato previamente presente na uva que pode ser enzimatica.

Os acidos hidroxicinamicos encontram-se nos vacuolos das células das peliculas
e polpas sob a forma de ésteres e libertam-se para o mosto durante o esmagamento das
uvas. Normalmente estes compostos encontram-se em baixas concentragdes, mas o seu
somatdrio contribui com um papel importante no aroma estando, por isso implicados
no aparecimento de fendis volateis, com as consequentes alteragcdes aromaticas dos

vinhos. 31

Os fendis volateis tém origem na acdo sequencial de duas enzimas num substrato

gue contém um 4dacido hidroxicinamico. Este acido é transformado no seu vitifenol



correspondente pela cinamato descarboxilase e este serd reduzido por uma vinilfenol

redutase dando origem ao etilfenol correspondente. 34 Este processo esta apresentado

na Figura 1.5.
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Figura 1.5: Formacao de etilfendis a partir dos seus precursores hidroxicinamicos.3*

Na Tabela 1.2, estdo representados alguns ésteres dos acidos cindmicos e

respetivos processos que culminam com a reducdo do vinifenol no etilfenol

correspondente. 2

Tabela 1.2: Convers3o dos acidos hidroxicinamicos em vinilfendis e etilfendis.'?

Esteres tartaricos dos 5
—>» Acidos hidroxicinamicos — Vinilfenois —>

Etilfendis
acidos cinamicos
R=H: acido p-cutarico Acido p-cumérico 4-vinilfenol 4-etilfenol
R=0CH: acido fertarico Acido ferulico 4-vinilguaiacol 4-etilguaiacol
R=0H: 4cido caftdrico Acido cafeico 4-vinilcatecol 4-etilcatecol

Apesar da analise sensorial ser muito importante na detecao dos defeitos
olfativos, a quantificacao analitica dos etilfendis é crucial, pois permite lotear vinhos e
rejeitar outros num nivel muito mais baixo, impedindo que estes vinhos entram no

mercado e consequentemente manter a qualidade da marca de cada vinho.

10



1.3. Técnicas analiticas para a determinac¢ao de fendis volateis

O controlo, a monitorizacdo e a detecdo dos fendis volateis possuem um papel
cada vez mais fundamental nos dias de hoje. A procura de novas técnicas para o controlo
de qualidade é mais frequente, sendo possivel encontrar varias técnicas para o efeito.
Assim, a quantificacdo de fendis volateis pode ser conseguida através de varios
métodos, como por exemplo: métodos cromatograficos, nomeadamente a GC em
combinacdo com diferentes detetores, FID 2%, ou espetrometria de massa (MS) 3°, ou a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com recurso a detetor de florescéncia

(FLD) 3%, ou detetor de rede de diodos (DAD). 3’

Os métodos espectrofotométricos 38 podem ser usados para a determinacdo de
fendis volateis em vinhos sendo considerados métodos acessiveis, poucos dispendiosos
e proporcionam medic¢des rapidas. 3° Todavia, apresentam desvantagens, uma vez que

apresentam uma baixa seletividade. 4°

No estudo desenvolvido por Siegrist et al. 38, foi analisada a viabilidade de
diferentes procedimentos de medicdo analitica para a determinacdo de fendis volateis
em vinhos. Foram utilizadas as técnicas espectrofotométricas, como o ultravioleta-
visivel (UV-Vis) e as andlises cromatograficas, como GC-MS e HPLC-DAD. Os autores
concluiram que é de facto possivel alcangar uma boa precisao e seletividade recorrendo
aos métodos cromatograficos, ao contrdrio dos métodos espectrofotométricos. Por isso,
€ necessario fazer um balango entre a precisdao e a seletividade relativamente ao custo

da andlise de maneira a decidir o método a utilizar. 38

Em alternativa, existem também os métodos eletroquimicos, como a voltametria
ciclica *! ou a voltametria diferencial por impulso (DPV). #? Estes métodos apresentam
diversas vantagens, como um tempo de resposta pequeno, uma elevada sensibilidade e
um baixo custo, ** contudo, naturalmente ha desvantagens visto que a matriz do vinho
é bastante complexa, podendo inclusive existir interferentes que alteram o valor da

resposta. 4

De entre os métodos referidos, sera explicado com maior profundidade, a CG por

ser a técnica mais utilizada na determinacao de fendis volateis em vinhos.

11



Na Tabela 1.3 encontram-se apresentados diferentes estudos realizados
recorrendo a CG em diferentes matrizes de vinhos para a quantificagao de fendis
volateis. Entre as matrizes apresentadas, a que aparenta ser a mais estudada é o vinho
tinto, que tem mais propriedades benéficas para a saude, mas também é mais suscetivel
ao aparecimento dos fendis volateis. No que diz respeito a extracdo da amostra, a
técnica de extragao que é mais comumente utilizada é a extragao liquido-liquido (LLE),

devido a simplicidade desta técnica.

Analisando a Tabela 1.3, verifica-se que, dentro dos diversos métodos de analise
existentes, o método mais utilizado para a determinacdo de fendis volateis é o GC- FID,
no entanto também existem vdérios estudos recorrendo ao GC-MS. Relativamente aos
analitos analisados, verifica-se que para o 4-EC, existe apenas um estudo. J& os mais

estudados sdo o0 4-EG e o 4-EF, que foram estudados neste trabalho.

Comparando os estudos realizados aquele que apresentou melhores
caracteristicas foi o de Farifia et al., *> onde os coeficientes de determinac3o (r?) foram
elevados para ambos analitos e o limite de dete¢do (LDD) um dos mais baixos. Neste

estudo, verificam-se melhores resultados para o 4-EF.

O LDD mais baixo foi obtido pelo estudo de Martorell et al., *® onde ambos os
analitos apresentam valores muito baixos. No entanto, os valores de r? s3o os mais

baixos de todos os trabalhos apresentados.

No estudo de Monje et al. *’, foram realizados dois estudos, em que a técnica de
extracdo é variada, mas manteve-se o0 mesmo método de andlise. Pela técnica de
microextracdo em fase sélida de headspace (HS-SPME), os autores referem que a
sensibilidade foi praticamente a mesma para o 4-EG e 4-EF. Ja pela LLE, a sensibilidade
foi ligeiramente mais elevada para o 4-EF do que para o 4-EG. Relativamente ao desvio
padrdo relativo (RSD), os autores referem que sao obtidos valores mais baixos, em cerca
de 2,5 vezes, pela técnica HS-SPME. Posto isto, foi verificado que a HS-SPME seria a

técnica mais indicada para a prepara¢ao da amostra para avaliar os fendis volateis.

Por fim, em relacdo a técnica de extracdo em fase sodlida (SPE), foram
apresentados dois estudos recorrendo a métodos de andlise diferentes. No primeiro

estudo desenvolvido por Ldpez et al. 8, a relagdo entre o sinal e a concentracdo é linear,

12



com os r? superiores a 0,995. O RSD obtido foi < 5 % para todos os analitos, indicando
uma baixa dispersdo dos resultados e as taxas de recuperacdo obtidas (R) foram > 80 %.
No segundo estudo, da autoria de Dominguez et al., *° é referido que os resultados da
calibracdo sdo bastante bons, sendo melhor para o 4-EF. O RSD obtido foi< 10 %, e as R
foram > 80 %, exceto para o 4-VG onde foi obtida uma R de apenas 66 %. No entanto
deve-se considerar que estes sdo compostos muito volateis e, portanto, perdas durante
o tratamento da amostra podem ser elevadas. Assim, comparando os dois métodos de

analise, é possivel concluir que o GC-MS apresentou melhores resultados.

Neste estudo, ao contrario do referido anteriormente, foi utilizada a técnica GC-
FID dado que é de facil operacao, baixo custo, apresenta uma ampla gama linear de

concentracdo e elevada sensibilidade.

13



Tabela 1.3: Estudos baseados em métodos cromatograficos utilizados para quantificacdo de fendis volateis.

LR LDD

Matriz Extracio da amostra Método de analise Analito r2 Ref.
: (ug/mi) (ug/mi)
4-VF 0-1000 0,9986 4
4-VG 0-1000 0,998 4
Vinho tinto GC-MS
Vinho verde LLE Padrio interno: 2H4-4- 4-EG 0-1000 0,9995 2 50
maduro etilfenol
4-EF 0-1000 0,9994 3
4-EC 0-1000 0,9989 5
GC-MS 4-EG 50-1500 0,994 0,095
Vinho tinto LLE Padrédo interno: 1- 45
heptanol 4-EF 50-1500 0,999 0,147
4-VF 0,027-0,299 0,9997 0,01
GC-MS
Vinho tinto Padrio interno: 4-VG 0,008-0,564 0,998 0,00083
Vinho branco SPE mistura de 4-hidroxi-4- 48
Vinho rosé metil-2-pentanona e 2- 4-EG 0,011-0,290 0,998 3,5x105
octanol
4-EF 0,009-0,588 0,997 0,00054
4-VF 0,668-26,7 0,997 5,28
GC-FID 4-VG 0,383-30,64 0,996 7,45
Vinho xerez SPE Padrio interno:3,4- 49
dimetilfenol 4-EG 0,275-22,00 0,998 3,77
4-EF 0,287-22,96 0,9997 1,60
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Tabela 1.3 (continuagdo): Estudos baseados em métodos cromatograficos utilizados para quantificagdo de fendis volateis.

LR LDD

Matriz Preparacao da amostra Método de analise Analito r2 Ref.
e (ug/mi) (ug/mi)
GC-FID 4-EG 0,025-10 0,999 -
Vinho tinto LLE Padrédo interno:3,4- 47
dimetilfenol 4-EF 0,025-10 0,997 -
GC-FID 4-EG 0,005-5 0,998 -
Vinho tinto HS-SPME Padrédo interno:3,4- 47
dimetilfenol 4-EF 0,005-5 0,989 -
GC-FID 4-EG 0,04-0,400 0,980 0,05
Vinho tinto HS-SPME Padrdo interno: 4- 46
metilfenol 4-EF 0,200-1,800 0,980 0,05

LR: Gama de trabalho; r?: Coeficiente de determinac3o; LDD: Limite de detecdo; LLE: Extrac3o liquido-liquido; SPE: Extracdo em fase

solida; HS-SPME: Microextracdo em fase sélida de headspace
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1.4. Cromatografia

A cromatografia é uma técnica analitica que compreende um grupo diversificado
e importante de métodos, permitindo separar componentes muito semelhantes de
misturas complexas e identificar os analitos numa amostra. °! Esta separacdo depende

da distribuicdo das varias moléculas entre duas fases.

A fase mével pode ser um gds, um liquido ou um fluido supercritico. Esta fase
movel é ent3o forcada a passar através de uma fase estaciondria imiscivel fixa.”?> De
modo geral, a fase movel é responsdvel pelo transporte da amostra enquanto a fase
estacionaria é responsavel pela separacdo dos analitos. Normalmente, esta fase estd
contida numa coluna e é nesse enchimento que se dad a separacdo compostos. >3 A
separacdo dos constituintes ocorre como resultado das diferencas de velocidades com
gue cada um deles percorre a fase estacionaria, quando arrastados pela fase movel.
Como consequéncia dessa diferenca na mobilidade, os componentes da amostra
separam-se em picos ou zonas discretas que podem ser analisadas qualitativa e/ou

guantitativamente. >*>°

A separacgdo dos picos resulta num grafico definido pelo tempo de retencdo (tr)
e pela intensidade do sinal num cromatograma. °® O t. de um componente tem duas
contribuicdes: o tempo de permanéncia do componente na fase mdvel, conhecido por
tempo morto (tm) e o tempo de permanéncia do componente na fase estaciondria (ts).
De Notar que o tm € 0 mesmo para todos os restantes componentes. A soma das duas
componentes identifica-se como t,, que corresponde ao tempo desde a inje¢ao da
amostra até a obtengdo do pico maximo de dete¢ao do componente. O tm corresponde
ao maximo do pico de detecdo da injecdo que reflete o tempo necessario a que os
compostos ndo retidos passam pela fase estaciondria e, por ultimo, ts, é o tempo que o

componente fica retido apds a saida dos restantes (Figura 1.6). °’
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Figura 1.6: Cromatograma tipico de uma mistura de um componente ndo retido e de um
componente que sofre interacdo com a fase estaciondria. °’

A identificacdo dos analitos é realizada através da comparacdo com padroes,
onde s3o conhecidos os t. de cada composto. *8 A quantificacdo dos mesmos é
normalmente conseguida através de retas de calibracdo. Portanto, a utilizacdo da
cromatografia permite ndo sé a identificacdo dos componentes, mas também a sua
guantificacdo, o que representa uma das grandes mais-valias associadas a esta técnica.

Além disso apresenta uma grande sensibilidade, resolucio e eficiéncia. >°

A eficiéncia de uma coluna cromatografica pode ser influenciada por inumeros
fatores, nomeadamente as condi¢Oes de analise como: temperatura; volume de injec3do;
composicao; propriedades inerentes a matriz da amostra; fase estaciondria da coluna e,

principalmente, o comprimento da coluna. ¢

Uma das principais caracteristicas da cromatografia é o facto de ser uma técnica
extremamente versatil. Apesar do extrato final a analisar estar geralmente no estado
liquido, o tipo de cromatografia é definido consoante o tipo de analito a estudar e da
matriz extraida. Se os compostos ndo forem voldteis e apresentarem um elevado peso
molecular é mais utilizada a cromatografia liquida (LC). Na eventualidade dos compostos
serem mais volateis ou as amostras serem gases é utilizada a cromatografia gasosa, GC.

1 Como os fendis sdo volateis, foi utilizado cromatografia gasosa.
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1.4.1. Cromatografia Gasosa

Os principais componentes de um cromatdgrafo gasoso sdo o gas de arraste (1),
o controlador de fluxo (2), o injetor (3), a coluna (4), o forno (5), o detetor (6) e o sistema
de processamento de dados (7). % Na Figura 1.7 é possivel visualizar esses

componentes.

Controlador de fluxo (2)

Colung (4]

x Injetqr (3) ~

Fomo (5]

Sist. Dados (7) o

Detector {6)

Gas de Arraste (1)

Figura 1.7: Principais componentes da instrumentacdo de um cromatdgrafo gasoso.

Tal como o nome da técnica indica, os gases sdo parte integrante deste sistema.
O gas tem como objetivo transportar a amostra através da fase estacionaria sem alterar
a sua estrutura e conduzi-la ao detetor com o minimo de interferéncia possivel. Devido
a estes requisitos, o gas de arraste serd de alta pureza, inerte e adequado ao tipo de
detetor. Os principais gases de araste sao Hélio (He); Hidrogénio (Hz) e nitrogénio (N;) e

neste trabalho foi usado o Hidrogénio (H>).

O controlador de fluxo permite realizar o controlo e medi¢do do fluxo do gas de

arraste e é uma variavel importante para a precisao dos resultados.

O sistema amostrador-injetor é composto por varios itens tais como: a seringa
de injecdo e o liner. E neste local que se inicia a vaporizagdo da amostra. Apds ser
recolhida com recurso a seringa, a amostra é introduzida num tubo cilindrico de quartzo,
parte integrante do injetor, denominado de liner, que devido as altas temperaturas

permite a volatilizacdo da amostra. *’

A amostra é entdo transportada para a coluna cromatografica através do gas de
arraste. A coluna estd localizada no forno que torna possivel a criacdo de rampas de

temperatura adequadas para o tipo de anadlise. Este deve ter a capacidade de manter a
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temperatura programada e de permitir um rapido aquecimento e arrefecimento da

coluna. %3

A injecdo na coluna cromatografica pode ser feita de varios modos,
nomeadamente, em modo split, splitless ou on-column. O modo mais usual para
guantificacdo dos fendis é o modo de splitless, sendo este o utilizado neste trabalho,
devido ao facto de toda a amostra ser injetada no cromatdgrafo. Este modo de injecdo

possui uma melhor sensibilidade e precis3o. %

Relativamente as colunas, existem dois tipos: as colunas capilares e as colunas
de enchimento. A coluna deve ser escolhida de acordo com as propriedades do analito
a ser analisado tais como: polaridade; peso molecular; solubilidade; volatilidade e
guantidade de analitos na amostra. Quanto maior for o peso molecular e a polaridade
da sustancia, menor sera a sua volatilidade e consequentemente maior sera a
dificuldade para analisar. % % As colunas capilares sdo as mais utilizadas. S3o
constituidas por silica fundida e revestida exteriormente por poliamidas que conferem
a grande flexibilidade da coluna. Ja as colunas de enchimento sdo constituidas por vidro
sinalizado e encontram-se empacotadas por particulas sélidas revestidas com o liquido

que compde a fase movel. %

Neste trabalho foi utilizada uma coluna capilar com camada porosa (PLOT). Nesta
coluna, a fase estacionaria é constituida de particulas de silica fundida fixas as paredes
internas da coluna. A fase estaciondria é a principal responsdvel pela separagao dos
analitos. Esta separagdo ocorre devido aos processos diferenciados de transferéncia de

massa dos analitos entre fase estaciondria e fase moével (Hidrogénio). 62

O detetor tem como objetivo amplificar o sinal, quantificar os componentes
separados pela coluna e a sua escolha deve ser feita tendo em conta o analito que se
pretende analisar. Existem diferentes tipos de detetores, sendo que os mais comuns na
cromatografia gasosa sdo os seguintes: ionizacdo de chama (FID) ®’; por captura de

eletrdes (ECD) ®8; de condutividade térmica (TCD) ®° e por espetrometria de massa (MS).

48

A especificacao do detetor baseia-se, essencialmente, em dois fatores, um deles

é a sensibilidade, ou seja, o sinal que este é capaz de produzir, o outro é o ruido, que
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caracteriza a instabilidade do detetor. Quanto maior for o ruido menor serda a

sensibilidade. 7°

O detetor de ionizacdo de chama, FID, utilizado neste trabalho é um dos mais
usados para a determinacdo de fendis volateis, pois permite identificar moléculas com
ligacdes C-H. O seu funcionamento baseia-se na combustdo do analito presente no
estado gasoso, numa chama de hidrogénio ou ar sintético, levando a formacado do ido

CHO*. Assim, as temperaturas tém de ser elevadas para uma completa combust3o. 7*

A detecdo ocorre quando o hidrogénio se mistura com o eluente na coluna e é
gueimado num pequeno queimador. Os ides formados pela chama sdo recolhidos
devido a diferenca de potencial relativamente alta, existente entre o queimador e um
elétrodo cilindrico, que se encontra em redor da chama. A altura e a area do pico sdo,
em geral, proporcionais ao numero de carbonos ligados ao hidrogénio para a mesma

quantidade de substincia dos componentes. 52

Este detetor responde perante praticamente todos os hidrocarbonetos e é
insensivel aos outros compostos, como por exemplo, N2 ou He que sdo normalmente os
gases de arraste. ®1 E classificado como um detetor destrutivo, sensivel e com uma boa
estabilidade. 72 No entanto, a possibilidade de fuga de gases é maior e deve estar num

local onde n3o haja varia¢des de temperatura ou suscetivel a exposic3o solar. 7°

Na Figura 1.8 esta representado o esquema dos constituintes de um detetor FID.

73

| I—

«—1——— Gas outlet

Collector

Ignitor

Air

Hydrogen

Gas inlet
from column

Figura 1.8: Esquema representativo de um detetor FID. 73
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1.5. Validagao de métodos analiticos

Sempre que um método analitico é implementado e antes de ser executado
como método de rotina, é necessario proceder a sua validacdo. Este é um estudo
experimental que tem como objetivo demonstrar que o procedimento analitico avaliado
é adequado ao fim a que se destina, de modo a assegurar a confiabilidade dos resultados
obtidos. Assim, neste subcapitulo, aborda-se a validacdo de um método analitico
guantitativo quando ponderada pelo estudo e conhecimento dos parametros de
validagdo: seletividade; gama de trabalho/linearidade; limites de quantificacdo;

sensibilidade; precisdo, em termos de precisdo intermédia e repetibilidade e justeza. 7*

Na norma NP EN ISO 17025:2018 esta referido que os métodos de ensaio
utilizados em laboratérios acreditados podem ser normalizados ou ndo, isto &, os
métodos ndo normalizados a serem utilizados pelo laboratério devem, numa fase inicial,
ser devidamente validados, e, posteriormente, sujeitos a uma avaliacdo periddica, de

modo a serem reconhecidos pela comunidade laboratorial nacional ou internacional. 2

Na validacdo e verificacdo de métodos analiticos sdo necessarias determinadas
ferramentas de validacdo que se encontram inseridas nas acdes de controlo de

qualidade interno (CQl) e controlo de qualidade externo (CQE) de um laboratério.

O CQl depende do laboratério e é referente aos procedimentos que este pode
adotar de modo a monitorizar de forma continua os resultados das medigOes e avaliar
se estes estdo corretos. Estes tipos de ferramentas incluem: materiais de referéncia
internos; brancos da amostra; solu¢des-padrdo; ensaios de recuperagdo; analise de
amostras em duplicado; elaboracdao de cartas de controlo e realizagdao de testes

estatisticos. 74

O CQE consiste nos procedimentos adotados pelo laboratério, mas cuja
implementacao depende de um organismo externo ao laboratério. Aqui incluem-se a

participacdo em ensaios de comparacdo interlaboratorial.””
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1.5.1. Parametros de validagao

1.5.1.1. Seletividade/Especificidade

A seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito
em particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes, que
sdo suscetiveis de causar um desvio na quantificacdo do analito e assim provocar desvios

sistematicos. 74

A especificidade de um método analitico corresponde a capacidade de o método
avaliar inequivocamente o analito em relagdo a outras substancias eventualmente
presentes na amostra a analisar, ou seja, quando oferece garantias que a grandeza
medida provém apenas do analito. Assim, serd necessario averiguar a possibilidade de
existir interferéncia de outras substancias eventualmente presentes na amostra,

utilizando para o efeito uma amostra complexa. 7®

Usualmente, a seletividade é avaliada através de ensaios de recuperacdo,
estudando-se, assim, as possiveis interferéncias existentes na matriz. Um método para
ser considerado seletivo e especifico devera apresentar um valor de R proximo dos 100
%, embora em determinadas situacbes é possivel que este intervalo seja maior de

acordo com as caracteristicas do método e da concentrac¢do do analito 7*

1.5.1.2. Limiares analiticos

Os limiares analiticos sdo classificados como LDD e limite de quantificagdo (LDQ).
O LDD, corresponde a concentracdo minima de analito que pode ser detetada pelo
método. "*0O limite de quantificacdo, LDQ, corresponde a concentracdo de analito mais

baixa, que pode ser quantificada pelo método, com um determinado nivel de confianga.

77

Geralmente, consideram-se dois tipos de abordagens para determinar o LDQ,
através de parametros instrumentais ou parametros metodoldgicos. Quanto ao calculo

do LDQ do método, este pode ser realizado utilizando amostras que tenham sido
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sujeitas a todo o tratamento que é aplicado as amostras, nas quais, efetivamente se

pretende quantificar o analito. 7

Embora existam diversas maneiras para calcular o LDQ, neste estudo foram
utilizadas apenas duas. A primeira, corresponde ao cdlculo do LDQ metodoldgico, sendo
gue o LDQ corresponde a concentracdo do padrdao mais baixo, diferente de zero,
utilizado no tracado da curva de calibracdo. Para avaliar esta hipdtese, podem realizar-
se ensaios de recuperacdo de modo a demonstrar que este padrdo corresponde ao LDQ.
Para tal, fortifica-se um branco de amostra ou uma amostra que, idealmente, ndo deve
conter o analito em estudo, ou apresente uma concentracdo de analito inferior ao do
padrdo com concentracdo mais baixa, de modo a concentracdo de analito, apds
fortificacdo ser igual ao LDQ que se pretende definir. Este ensaio deve ser realizado
efetuando dez réplicas independentes, de modo a determinar-se a taxa de recuperacao
média. Se este valor estiver contido no intervalo de R definido pelo laboratdrio, pode
admitir-se que a concentragdao do primeiro padrdo da curva de calibracdo corresponde

aolLDQ."*

A segunda maneira de determinar o LDQ é através da avaliacdo da relacdo
sinal/ruido (S/N) Neste caso, o LDQ ¢ estimado a partir da comparacdo do sinal analitico
obtido para um padrdo contendo baixa concentra¢do do analito, onde a concentragao

corresponde a raz3o que apresenta um fator de 10. 78

Neste trabalho apenas se teve em conta o LDQ para a validagdao do método.

1.5.1.3. Curvade calibragao

A calibragdao, em analises quantitativas, indica um processo pelo qual a resposta
de um sistema de medida se relaciona com uma concentragao ou uma quantidade de

substancia conhecida.

Assim, o desafio antes de se proceder a determinagao de qualquer parametro de
desempenho reside na selecdo do melhor modelo para ajustar os resultados obtidos e,
portanto, o critério de escolha do modelo de regressdao que melhor se ajusta aos pontos

é baseado no método dos minimos quadrados. 7°
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No caso do modelo de regressao linear, observa-se a existéncia de uma relacado
linear entre os valores de y e de x, o que visualmente se traduz numa reta. A partir da
reta de calibracdo deste modelo, é possivel obter uma equacdo da reta de calibracdo

dada pela Equagdo 1.1.

1.1
y=bx+a

onde b corresponde ao declive e a a ordenada na origem.

Os valores destas grandezas devem ser acompanhados da respetiva incerteza
associada. Para tal, numa primeira fase é necessario calcular os desvios padrdo
associados ao declive (Sp) e ordenada na origem (S,). Estes sdo calculados a partir das

EquagOes 1.2 e 1.3.

Sb — Sy/x X 1.2

Sy =—tx
V2ilx; — %)? 13

onde n corresponde ao numero de padrdes utilizados para a constru¢ao da curva de
calibracdo e sy/x é o desvio padrdo residual do modelo de regressao linear e, pode ser

calculado recorrendo a Equagao 1.4.

_ [Eiyi=Y)? 1.4
Sy =\ n-z

Apds o cdlculo destas grandezas, é entdo, calculada a respetiva incerteza
associada, isto é, Sit e Spt respetivamente. O valor de t utlizado no calculo destes
parametros é obtido da tabela t-student para 95 % de confianga e n-2 graus de liberdade

(G.L). 7™
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1.5.1.4. Gama de trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo em que o sistema analitico avaliado
produz resultados com uma incerteza aceitdvel, isto é, nesta gama o analito deve

apresentar uma precis3o e justeza aceitaveis. 74

Na validacdo de um método consideram-se dois tipos de gamas de trabalho, a
instrumental e a do método. Relativamente a gama de trabalho do método, esse
intervalo pode ser determinado construindo um grafico da concentracdo medida em
funcdo da concentracdo real de analito nas amostras analisadas. Portanto, para
determinar a gama de trabalho do método é necessario recorrer a amostras cuja
concentracdo de analito seja rigorosamente conhecida. Recorrendo a essa estratégia, a
gama de trabalho do método serd aquela em que a concentracdo determinada ndo é
significativamente diferente da concentracdo real conhecida. A forma mais comum de
avaliar esta gama de trabalho é a realizacdo do teste F de Snedecor-Fisher, visto que

pretende demonstrar que existe homogeneidade de varidncias ao longo da curva. 7°

1.5.1.5. Linearidade

A linearidade é capacidade de um método fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo de analito. Existem diversas formas de avaliar a
linearidade, entre elas destaca-se o valor do coeficiente de correlagao (r). O valorde r é

adimensional e encontra-se compreendido entre -1 e 1.

De acordo com o Guia RELACRE 13, pode admitir-se que um modelo de regressao

linear se encontra bem ajustado se o valor de r for superior a 0,995. 74

1.5.1.6. Sensibilidade

A sensibilidade é a capacidade de um método, ou equipamento, distinguir
pequenas diferencas de concentracao do analito. Este parametro pode ser definido

como o quociente entre a variagdo de uma indicagdo de um sistema de medi¢do (AY) e
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a variacdo na concentracdo de analito correspondente (AX), tal como demonstra a

Equagao 1.5.

AY
AX

Na pratica, se a curva for linear, a sensibilidade sera constante ao longo de toda

a gama de trabalho e a sensibilidade corresponde ao declive da reta de calibracdo. 74

Idealmente, a sensibilidade associada ao sistema analitico deverd ser a maior
possivel, de forma a permitir uma maior discriminacdo de amostras com pequenas
diferencas na concentracdo de analito, devido a maior diferenca entre os respetivos

sinais analiticos.

1.5.1.7. Justeza

A justeza, também chamada de veracidade, corresponde ao grau de
concordancia entre a média de um numero infinito de valores medidos repetidos e um
valor de referéncia. Como ndo é possivel executar um nimero infinito de medigdes, a
justeza ndo pode ser medida, todavia, é possivel fazer uma estimativa dessa
caracteristica de desempenho, recorrendo ao “erro de justeza”. Uma estimativa do erro
de justeza baseia-se na comparag¢ao do valor médio de um conjunto de valores de
medicdo e um determinado valor de referéncia. Assim sendo, este parametro permite

avaliar a componente dos efeitos sistematicos. 7>

Existem varias abordagens para avaliar a justeza tais como: andlise de MR,
realizacdo de ensaios de recuperacdo, testes comparativos com outro método e, ainda,
pode ser utilizada informacao obtida em ensaios interlaboratoriais. A escolha da

abordagem que deverd ser usada depende dos meios disponiveis.
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1.5.1.8. Precisao

A precisdo corresponde ao grau de concordancia entre os valores medidos,
obtidos por medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob
condicbes especificas, sendo elas: a repetibilidade; precisdo intermédia e
reprodutibilidade. A precisdo pode variar com a gama de concentracdo, sendo
recomendado o estudo em trés niveis de concentracdo: baixa, intermédia e alta. Este
parametro permite avaliar a qualidade dos resultados tendo em consideracdo possiveis

erros aleatdrios. 74

Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo de um método de ensaio efetuado em
condicOes idénticas, isto €, refere-se aos ensaios efetuados (normalmente nunca
inferior a seis ensaios) sobre a mesma amostra, em condi¢Oes tdo estaveis quanto
possivel, como por exemplo: o mesmo laboratério; o mesmo analista; o mesmo

equipamento; o mesmo tipo de reagentes e/ou mesmos intervalos de tempo. 74

A forma de avaliar a precisdo em condigdes de repetibilidade é através do desvio
padrdo de repetibilidade (Sr) associado aos resultados considerados ou na forma de
coeficiente de variacdo de repetibilidade (CV,) para uma determinada gama de

concentragao. O CV é dado pela Equagao 1.6.

Sr
CVr = r x 100 1.6

A partir do sr pode-se determinar o limite de repetibilidade (r.). Este é o valor
abaixo do qual se deve situar, com uma determinada probabilidade, normalmente 95 %,
a diferenca absoluta entre 2 resultados de ensaio (Xi e Xi.1), obtidos em condi¢des de

repetibilidade. O valor de r é dado pela Equagao 1.7.

re=2,8 X S¢ 1.7
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Na pratica aceitam-se os resultados de duas determinacdes efetuadas em
condigGes de repetibilidade se |x; — x;_1| < rr.Caso tal ndo se verifique, deve repetir-se

o ensaio em quest3o. 74

Precisdao Intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, ou
amostras idénticas, utilizando o mesmo método e o mesmo laboratdrio, mas fazendo
variar uma ou mais condic¢des, tais como: analises em dias diferentes ou analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes. Este parametro permite avaliar o impacto das
alteracdes que poderdao ocorrer no dia-a-dia do laboratério e é reconhecido como o

pardmetro mais representativo da variabilidade dos resultados em laboratério. 74

A forma de avaliar a precisdo, em condicOes de precisdo intermédia baseia-se no
desvio padrdo de precisdo intermédia (S)) associado aos resultados considerados ou na
forma de coeficiente de variacdo precisao intermédia (CV|) para uma determinada gama
de concentragdo. Caso o numero de replicados seja igual a dois, 0 S| é dado pela Equagao

1.8.

1

2
Si= |5 XtZ(J’jl_Yiz) 1.8
]=

Onde t corresponde ao nimero de amostras estudadas, y;; ao primeiro resultado para

o duplicado da amostra e y;, ao segundo resultado para o duplicado da amostra.

Para além do S; também é possivel determinar o limite de precisdo intermédia

relativo (r)) e o CV,, recorrendo as Equagdes 1.9 e 1.10, respetivamente.
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S
=28 X—=x100 1.9
X

Si
CVI =—x100
X 1.10

1.5.1.9. Incerteza

A incerteza de uma medicdo é definida como um parametro ndo negativo que
caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a uma mensuranda, com base nas
informacgbes disponiveis utilizadas e, quanto maior for a incerteza, menor serd a
confiabilidade do resultado. Apesar disso, em termos rigorosos, a incerteza ndo é uma
caracteristica do desempenho de um sistema analitico, mas sim uma propriedade dos
resultados obtidos usando esse sistema de medicdo. E possivel proceder a sua

estimativa recorrendo aos dados recolhidos na validacdo. &

Existem diversas abordagens/metodologias usadas para o calculo da incerteza
da medicao, distinguindo-se duas abordagens principais: “passo a passo” e baseadas em
dados da validagao. Em ambos os casos, o objetivo principal passa pela determinagao
das incertezas combinada (uc) e expandida (U). 8A primeira abordagem consiste em
identificar todas as caracteristicas do sistema analitico que podem contribuir para a
incerteza do resultado, estimar as contribui¢cdes de cada uma, atribuindo-lhe um valor
numeérico, e combinar estas de forma a obter um valor final. De um modo geral, esta

metodologia pode ser dividida em quatro etapas, como ilustrado na Figura 1.9.
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1
Inicio Especificar a mensurada

¥

Identificar as fontes de

]

incerteza

2
Simplificar agrupando
diferentes componentes
de incerteza

l

Quantificar as
componentes da
incerteza

|

Converter as

w

componentes de
incerteza em desvios
padrio

4 Calcular a incerteza
padriio combinada

!

Calcular a incerteza
expandida

Figura 1.9: Etapas para avaliar a estimativa da incerteza “passo-a-passo” (adaptado de 8%).

A etapa inicial tem como objetivo especificar a mensuranda que se pretende
determinar de forma clara e objetiva, bem como as varidveis que essa mensuranda

depende, através de uma expressao matematica.

J4 na segunda etapa é possivel identificar as varidveis que a mensuranda
depende, para isso, geralmente recorre-se a construcao de diagramas de “espinha de
peixe”, também denominados de diagramas de “causa-efeito”. Estes diagramas sao
feitos de forma a facilitar o processo de identificacdo e agrupamento das diversas fontes

de incerteza.

Apds a identificacdo das fontes de incerteza, segue-se a quantificacdo da
incerteza resultante dessas fontes. E de realcar que as incertezas calculadas devem ser
incertezas padrao, e para tal deve admitir-se uma distribuicdo retangular se todos os
valores da grandeza apresentarem igual probabilidade de ocorrerem (Equagdo 1.11), ou
uma distribuicdo triangular se nao ha razao para esperar obter os extremos da grandeza

(Equagdo 1.12). %
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u(x) == 1.11

u(x) = 1.12

Por fim, as contribuicbes para a incerteza global sdo combinadas em
conformidade obtendo-se a incerteza padrao combinada uc(y). Esta € um desvio padrao
gue é estimado usando a propagacao das incertezas. A incerteza expandida (U) é dada

pela Equagdo 1.13.

Ux) =k Xu, 1.13

onde o fator de expansao (k) é definido como sendo dois, caso os resultados sigam uma

distribuicdo normal, para um nivel de confianca de 95%.

Ja a segunda abordagem, visa simplificar a estimativa da incerteza, reduzindo a
qguantidade de cdlculos necessdrios, através do agrupamento de alguns termos de
incerteza num termo Unico. A incerteza de medicdao é estimada combinando as
incertezas associadas a precisdo e a veracidade, considerando-se a componente dos

erros aleatérios e sistematicos, respetivamente. &°

Assim sendo, o primeiro passo desta abordagem passa pela determinagao das
componentes da Uprecisio) relativa © da U(justeza) relativa S€Paradamente. Contudo é de
realcar que estas incertezas devem estar na forma de incertezas relativas de modo a

poderem ser combinadas.

Para o calculo da Wprecisio) retativa € Necessario determinar a incerteza associada
a precisdo intermédia (uprecisio) Sendo que este valor equivale ao S;. De seguida, deve-
se considerar a incerteza associada a precisdo intermédia na forma relativa (Uprecisio)

relativa) qUe é equivalente ao CV,.
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A componente da Ujusteza) relativa pode ser calculada considerando os resultados

obtidos em ensaios de recuperagao. Esta componente é dada pela Equagao 1.14.

. . 2 2
u(justeza) relativa™ \/(blaS Telatlvo) + (u(recuperaqéo)relativa) 1.14

O calculo do bias relativo do ensaio de recuperacado aplica-se segundo a Equagao

1.15.

bias relativo (%)= [[xobservadol = [*tesricol | x 100 1.15

[Xtesricol

Para determinar a Urecuperacio) relativa deve-se, numa fase inicial, determinar a
incerteza associada a concentracdo de analito adicionada na fortificacdo (Uqdd). A
fortificacdo da amostra pode ser efetuada recorrendo a uma solugcdo de trabalho de

analito. Neste caso, a Uqdq € calculada através da Equagdo 1.16.

—  UYadd
U(add) relativa™ ﬁ x 100 1.16

onde Caqq corresponde a concentragao de analito adicionada no ensaio de recuperacao.

Além disso, quando se determina a componente da U(justezajrelativa CONsiderando
os resultados obtidos nos ensaios de recuperagao, é necessario ter em conta a incerteza
na forma relativa associada ao volume de solugdao de fortificacdo adicionado

(W(vonretativa). Esta incerteza é dada pela Equagdo 1.17.

_ Ugdd
U(pol) relativa™ m x 100 1.17
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Devem combinar-se a U(add) relativa € @ Uvol) relativa Para determinar a Urecuperacio)

relativa, tal como na Equagdo 1.18.

= 2 2 1.1
u(recuperagéo) relativa™ \/(u(add) relativa ) + (u(vol) relativa ) 8

Por fim, calcula-se a uc(y) através da Equagao 1.19, seguida do calculo da U, de

acordo com a Equagdo 1.13, para determinar a incerteza do método.

2 2
Ucy) = \/(u(precisﬁo) relativa ) + (u(justeza) relativa ) 1.19

Das abordagens referidas, cada uma das estratégias tem as suas vantagens e
desvantagens e a escolha da estratégia mais adequada depende das caracteristicas do

sistema analitico considerado.

1.5.2. Ferramentas utilizadas na validagao

1.5.2.1. Brancos

Os brancos sao solugdes em que o analito ndo estd presente. Permitem avaliar
guanto sinal medido é atribuivel a substancia a analisar e quanto é devido a outras

causas. Distinguem-se dois tipos principais de brancos o de amostra e o de reagentes.

Branco da amostra

O branco da amostra corresponde a matriz da amostra sem o analito.
Frequentemente, é impossivel obter um branco de amostra. Contudo, sempre que
possivel, esse branco devera ser usado para obter uma estimativa mais realista do tipo
de interferéncias que poderdo ser encontradas ao aplicar rotineiramente o sistema

analitico avaliado. 7*
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Branco de reagente

O branco de reagente corresponde a reagentes que sdo adicionados a amostra
ao longo do método analitico, estes incluem solventes para dissolucdo ou extracdo.
Permitem obter informacao sobre a contribuicdo destes reagentes para o sinal medido,

possibilitando efetuar a correcdo adequada. ¥

1.5.2.2. Amostra de rotina

Correspondem a amostras habitualmente analisadas no laboratério. No caso
deste laboratério sdo chamadas de amostra diarias de controlo do processo (DPCS) e
estas podem fornecer informacbes importantes relativamente a precisdo e as
interferéncias que podem ser encontradas diariamente nas analises de rotina. De
realcar, quando o resultado de uma DPCS se encontra fora dos limites estabelecidos,
todos os resultados de amostras desta série de trabalho ficam suspensos até a ndo

conformidade ser resolvida.

1.5.2.3. Ensaios de recuperagao

E uma das ferramentas mais utilizadas em estudos de validacdo de métodos
analiticos. Consiste na adi¢do de diferentes quantidades de analito, de acordo com a sua
concentracdo esperada. Como a amostra podera conter ja algum analito, a adicdo tera
de ser feita de modo que a concentragao final de analito ndo exceda o valor maximo de
concentragao do sistema analitico validado, ou seja, a concentragdo obtida ndo deve ser

superior ao maximo da gama de trabalho. 7

A adicdao a uma determinada amostra podera ndo passar unicamente pela adicao
de analito, podendo adicionar-se a amostra quantidades varidveis de um determinado
interferente, a fim de identificar a partir de que concentracdo de interferente a

concentracdo de analito é afetada significativamente.

AR é calculada, em percentagem, através da Equagao 1.20.
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EIZX 100 (%) 1.20
Xadd

R =

Em que X' corresponde ao valor médio da amostra fortificada, X ao valor médio
da amostra ndo fortificada e Xadd a concentracdo da solu¢do padrdo adicionada com

uma determinada concentragao.

Idealmente, R deve ser igual a 100 %, contudo sabe-se que este valor estd
dependente da concentracdo de analito presente na amostra e do método de ensaio
utilizado, pelo que se deve realizar um ensaio de recuperacdo em trés niveis de
concentracdo da gama de trabalho, sendo da responsabilidade do laboratério definir a

gama de R admissivel para cada uma delas. 7

1.5.2.4. Materiais de referéncia

Um material de referéncia (MR) &, essencialmente, um material ou solugdo em
gue um determinado parametro ou propriedade foi caracterizada de modo a poder

servir como uma referéncia metroldgica. 74

E importante fazer a distincio entre MR e material de referéncia certificado
(MRC) pois existem diferencgas relevantes quanto a forma como esses materiais podem
ser usados na validagdao. Um MRC inclui qualquer material em que a propriedade de
interesse é estdvel, homogénea, com um elevado grau de caracterizagao,

rastreabilidade e documentac3o, e onde estd apresentada a respetiva incerteza. &

Sempre que possivel, a validagcdo deverd ser realizada recorrendo a MRC que

tenham o mesmo tipo de matriz e gama de trabalho. 78

1.5.2.5. Ensaios interlaboratoriais

Segundo a norma ISO/IEC 17043, um ensaio interlaboratorial corresponde a
organizacgao, realizacdo e avaliacdo de ensaios no mesmo item, ou similares, por dois ou

mais laboratérios respeitando as condicbes pré-estabelecidas. Normalmente sdo
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regulados por organismos como o Food and Environment Research Agency (FERA) ou

Bureau Interprofessionnel d’Etudes Analytiques (BIPEA). 8

A classificagdao dos ensaios interlaboratoriais normalmente baseiam-se nos seus
objetivos, sendo estes: a avaliacdo do desempenho do método, a avaliacdo das
caracteristicas de materiais e a avaliacdo do desempenho de laboratérios e analistas.
Geralmente, o ultimo denominado de ensaio interlaboratorial de aptidao é o mais

utilizado. 7*

Neste tipo de ensaio, os laboratdrios participantes analisam um ou mais
materiais idénticos, que foram fornecidos pela entidade organizadora, através de um
método escolhido pelo laboratdrio. De seguida, é avaliada a exatiddo dos resultados
obtidos e, é atribuido ao laboratério um indicador numérico do seu desempenho. &
Geralmente, este indicador numérico é apresentado na forma de Z-score, dado pela

Equagao 1.21.

g = X-Xref 1.21

Sendo, X o valor de concentragdo obtido pelo laboratdrio, X.r € o valor aceite
como verdadeiro e s é o desvio definido pela entidade organizadora do ensaio

interlaboratorial.

Segundo a norma ISO 17043:2010, a avaliagdo do Z-score em valor absoluto
conduz as seguintes conclusdes. Quando o |z| < 2, o desempenho é satisfatério; 2 < |z]|
<3, 0desempenho é questiondvel e para valores > 3, o desempenho é classificado como

n3o satisfatdrio. 84

Por este motivo, a participacdao nestes ensaios, permite ao laboratério detetar
erros sistematicos nas suas medigdes e, deste modo, adotar medidas corretivas quando
o nivel de aceita¢do requerido ndo é atingido. Para além disso, estes ensaios contribuem

para a determinacdo da justeza do método na validacdo do mesmo.
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1.5.2.6. Cartas de controlo de individuos

As cartas de controlo constituem uma ferramenta estatistica interessante para
avaliar os resultados obtidos em ensaios, uma vez que a monitorizacao dos resultados
obtidos em laboratdrio permite verificar se estes estao fora do intervalo definido, e
assim tomar medidas antes que os efeitos se tornem irreversiveis. No entanto, esta
monitorizacdo pode gerar uma grande quantidade de resultados, tornando a sua

interpretagdo mais dificil. Assim, as cartas de controlo facilitam a compreensao destes

dados. 8¢

Estas cartas correspondem a graficos onde sdo registados os valores medidos de
uma determinada grandeza em fun¢ao do tempo. A construcdo de cartas de controlo de
individuos requer a realizacdo de um estudo prévio de modo a definir o valor alvo e os
limites de aviso e de controlo. Deste modo, é feito um estudo preliminar onde sdo
efetuadas n anadlises de uma série de amostras ou padrbes, em dias diferentes. De
seguida, determina-se a média, X, sendo este o valor alvo da carta de controlo e, o
respetivo s obtido em condicdes de precisdo intermédia. 7 Os limites superiores de aviso
(LSA) e inferiores de aviso (LIA) sdo dados com 95 % de confianca pelas Equagoes 1.22 e

1.23:

LSA = x+ 2s 1.22

LIA= x—12s 1.23

Os limites superiores de controlo (LSC) e inferiores de controlo (LIC) sdo obtidos

com 99,7 % de confianga recorrendo as Equagdes 1.24 e 1.25:
1.24

LSC = x+3s

LIC= X—3s 1.25
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Posteriormente, todos os valores obtidos diariamente para esta grandeza devem
ser introduzidos na carta de controlo. Deste modo, é possivel verificar a detecdo de

desvios nos valores obtidos. &’

Na Tabela 1.4, encontra-se de forma resumida as metodologias utilizadas para

avaliar cada parametro da validagao dos fendis volateis.

Tabela 1.4: Parametros de validagdo e respetiva metodologia de avaliagdo.

Parametro de validacio Metodologia de avaliacao
Seletividade Ensaios de recuperacao
Limite de quantificacao Ensaios de recuperacao; Relagdo S/N
Gama de trabalho Teste de F de Snedecor-Fisher
Linearidade Coeficiente de correlagao (f)
Sensibilidade Declive
Justeza Ensaios de recuperacgio; Ensaios interlaboratoriais
Precisao Andlise de réplicas
Incerteza Dados da validacdo
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2. Parte experimental

Nesta seccdo sdo descritos os materiais, equipamentos e reagentes utilizados, a
caracterizacdo das amostras, assim como os procedimentos experimentais efetuados ao

longo deste trabalho.

2.1. Reagentes

Os reagentes utilizados e as suas respetivas caracteristicas encontram-se
apresentados na Tabela 2.1. De salientar que todos os reagentes sdo de grau analitico e

a agua desionizada do tipo | (condutividade de 0,02 us/cm).

Tabela 2.1: Reagentes utilizados e respetivas caracteristicas na quantificagao dos fendis volateis
em bebidas alcodlicas.

Grau de Massa molar
Reagentes* Férmula quimica Marca
pureza (%) (g/mol)
Eter dietilico C4H100 >99,8 74,12 Honeywell
Hexano CsH1a >99,0 86,18 Honeywell
4-decanol C10H220 >98,0 158,28 TCI
Metanol CH,0 > 99,8 32,04 Honeywell
4-etilguaicol CyH1,0; 99,5 152,18 Sigma-Aldrich
4-etilfenol CgH100 97,0 122,16 Acros Organics
Etanol C,HsO >99,8 46,07 Honeywell

*Informagdo sobre adverténcias de perigo e de prudéncia no Anexo 6.1.

2.2. Materiais

De forma a realizar o procedimento analitico, foram utilizados materiais
volumétricos devidamente calibrados e verificados sempre que utilizados, como é

indicado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Materiais utilizados e respetivas caracteristicas para a quantificacdo dos fendis volateis
em bebidas alcodlicas.

Material volumétrico Capacidade (ml) Incerteza (ml)
1 +0,0006
Micropipeta (Eppendorf) 5 +0,0041
10 +0,0064
100 +0,1
Balao volumétrico (Normax) 500 10,25
1000 +0,40
15 +0,03

Pipeta graduada
50 +0,05

2.3. Equipamentos

Durante o procedimento analitico foram utilizados determinados equipamentos
indicados na Tabela 2.3. Por sua vez, a balanca e o frigorifico foram controlados
diariamente através da monitorizacdo dos valores de massa e de temperatura,

respetivamente, em cartas de controlo.

Tabela 2.3: Equipamentos utilizados para a quantificagcdo dos fendis volateis em bebidas alcodlicas.

Equipamentos

Balanga de precisdo (Mettler Toledo, XS603S) (+ 0,1 mg)

Frigorifico, reguldvel a uma temperaturade 4 + 2 oC

Agitador magnético regulado a 700 rpm (Cimarec i Multipoint)

Evaporador de nitrogénio (Thermo Scientific)

Cromatografo gasoso com detetor FID (Agilent Technologies)

2.4. Descricao do método

Quando um método de ensaio é implementado e otimizado em laboratério, este
deverd ser descrito e caracterizado num documento o mais detalhado possivel, de forma

a garantir a sua execucgao por qualquer pessoa com experiéncia adequada. O método
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de ensaio aplicado no laboratério encontra-se descrito nesta sec¢ao para

posteriormente ser implementado o controlo de qualidade.

2.5. Preparacao das solugdes

2.5.1.1. Solugao de extragdo, 50 % (v:v)

A escolha do solvente extrator é o passo determinante desta técnica, uma vez
gue a eficiéncia de extracdo ird depender da afinidade do soluto pelo solvente extrator.
Este deve ser imiscivel na matriz aquosa, para que ambos os liquidos possam ser

facilmente separados.

A solucdo de extracdo foi preparada num baldo volumétrico de 100 + 0,1 ml,

adicionando 50 ml de éter dietilico e perfazendo-se o volume com hexano.

Esta solucdo deve ser preparada no dia da realizacdo do ensaio.

2.5.1.2. Solugdo de etanol, 10 % (v:v)

A solugdo de etanol a 10 % (v:v) foi preparada num baldo volumétrico de 1000 *

0,4 ml, adicionando 100 ml de etanol, perfazendo-se o volume com agua desionizada.

Esta solugdo deve ser preparada no dia da realizagao do ensaio.

2.5.1.3. Solugdo de 4-decanol, 1000 mg/|

Para a preparac¢ao da solugdo de padrdo interno pesaram-se 100 mg de 4-
decanol para um baldo volumétrico de 100 £ 0,1 ml e perfez-se o volume do baldo com

metanol.

Esta solucdo tem validade de doze meses, quando conservada em condigdes de

refrigeracdo e devidamente selada com Parafilm ©.

41



2.5.1.4. Solugdao mae de fendis volateis, 1000 mg/I

Para a quantificacdo dos fendis volateis, 4-EG e 4-EF, em bebidas alcodlicas,
procedeu-se, numa primeira fase, a preparacdo de uma solucdo mae de calibracdo
conjunta de fendis volateis com concentracdo de 1000 mg/l. Para ambos os analitos,
pesaram-se rigorosamente 100 mg de 4-EG e 100 mg de 4-EF para um baldo volumétrico

de 100 £ 0,1 ml, e perfez-se o volume do baldo com metanol.

Esta solucdo tem validade de doze meses, quando conservada em condicdes de

refrigeracdo e devidamente selada com Parafilm ©,

2.5.1.5. Solugdo de trabalho de fendis volateis, 10 mg/I

A solucdo de trabalho de fendis volateis foi preparada através da diluicdo da
solucdo mae de fendis volateis. Transferiram-se 5 ml desta solucdo para um baldo

volumétrico de 500 + 0,1 ml e perfez-se o volume com a solugdo de etanol a 10 %.

Esta solucdo tem validade de dois meses, quando conservada em condicdes de

refrigeracdo e devidamente selada com Parafilm ©,

2.5.1.6. Solugdes padrao de calibracao

Para elaborar a curva de calibracdo prepararam-se sete solu¢bes padrao de
fendis volateis. Os padrdes de calibragao foram preparados por diluicdo da solugcdo de
trabalho de fendis volateis na solugao etandlica a 10 % (v:v) em baldes volumétricos de
100 * 0,1 ml. Foram preparadas solugdes de concentragdo de 0,02 a 1,5 mg/l, como

ilustrado na Tabela 2.4.

Estas solugdes padrdo consistem em padrdes mistos contendo os dois analitos,
permitindo a multianalise na mesma corrida, otimizando assim o método de analise. Em

cada solugdo padrao é adicionado 50 ul do padrdo interno (P.1.).

Estas solucdes devem ser preparadas e utilizadas no dia da realizacdo do ensaio.
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Tabela 2.4: Preparacdo das solugdes padrdo de fendis volateis a partir da solugédo de 10 mg/l em
baldes volumétricos de 100 ml, contendo 50 ul de 4-decanol.

Concentragao
Padrdo Volume inicial (ml)

(mg/l)
1 0 0
2 0,200 0,020
3 0,500 0,050
4 2,00 0,200
5 5,00 0,500
6 10,0 1,00
7 15,0 1,50

2.6. Preparagao das amostras

Foram realizados ensaios em quatro matrizes de vinhos, nomeadamente, vinho
tinto maduro; branco maduro; branco verde e rosé. Os vinhos utilizados eram de mesa
e provenientes tanto de diferentes regiGes como de diferentes anos de colheita.
Adicionalmente, foi analisado um vinho licoroso para avaliar apenas a aplicabilidade do

método a esta matriz.

As amostras foram preparadas de acordo com o definido no procedimento
interno PAFQ.044 — Métodos de preparagdao de amostras para analise, sendo que, esta
preparac¢ado é independente do método de ensaio a realizar. As amostras foram agitadas,
homogeneizadas e transferidas diretamente para os copos de plastico estéril de 50 ml,
sem qualquer outro tipo de preparagdo. Os copos encontravam-se devidamente
identificados com o nimero da amostra, a matriz, bem como a data de preparacgao,
contudo, sem conter qualquer informagdo referente ao cliente que forneceu a amostra,
de modo a que toda a andlise possa ser realizada de forma imparcial, como requerido

na NP EN I1SO 17025:2018. ?
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2.7. Procedimento experimental

Com o objetivo de quantificar os fendis volateis, 4-EG e 4-EF, em vinhos é feita
uma extracdo liquido-liqguido com uma solucao de éter dietilico: hexano (1:1), seguida

da adi¢cao de uma quantidade (50 ul) de 4-decanol, usado como P.I.

Para isso transferiram-se 50 ml da amostra (ou da soluc¢do padrao de calibracdo),

com uma pipeta volumétrica, para um baldo volumétrico de 100 + 0,1 ml.

Adicionaram-se 50 ul da solugao de P.l., 4-decanol, com recurso a uma seringa,
tendo o cuidado de garantir que nao ficassem bolhas na solucdo. De seguida, foram
adicionados 5 ml da solu¢do de extracdo, com uma micropipeta, de modo a ocorrer a
separacdo de fases e agitou-se manualmente. De seguida, introduziu-se uma barra
magnética no baldo volumétrico e colocou-se na placa de agitacdo durante 5 minutos a

700 rpm.

Posteriormente, na hote, colocou-se a montagem do sistema de extracgdo,
retirou-se a barra magnética e transferiu-se o conteddo do baldo volumétrico para a

ampola de decantacdo de 250 ml. Aguardou-se até que ocorresse a separacao de fases.

ApOds a separacgdo das fases, a fase inferior (fase aquosa) é decantada para o baldao
volumétrico de 100 £ 0,1 ml, enquanto a fase superior (fase etérea) é colocada num tubo

Falcon®. De seguida, a extracdo foi efetuada mais duas vezes, para isso adicionaram-se
2 ml da solugdo de extragao, com uma micropipeta, para o baldo volumétrico de 100 +

0,1 ml e agitou-se vigorosamente. A restante extracdo foi efetuada do mesmo modo

referido anteriormente.

Por fim, transferiram-se 2 ml da fase superior para um vial com graduacao de
volume, assegurando que se rejeitou qualquer porg¢ao de fase aquosa que possa ter sido
arrastada na extragdo. Evaporou-se, cautelosamente, o extrato a 1/3 do volume original
com recurso a uma corrente de nitrogénio. A valvula que regula a corrente de nitrogénio
deve ser regulada e aberta muito lentamente de modo a evitar a perda de extrato na
Figura 2.1 apresenta-se esquematicamente o processo de tratamento da amostra para

a quantificacdo dos fendis.
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A extracdo liquido-liquido, LLE, € uma das técnicas de separacdo mais utilizadas
e por isso foi a técnica selecionada para a extracdo dos fendis voldteis. Esta técnica
envolve a distribuicdo de uma ou mais substancias entre duas fases liquidas imisciveis,
onde numa das fases o analito se encontra dissolvido (fase aquosa) e a outra é um

solvente organico (solvente extrator).

As principais vantagens desta técnica sdo, essencialmente, o processo poder ser
realizado a temperatura ambiente e a possibilidade de utilizacdo de solventes com boa
capacidade de extracdo. Por sua vez, a principal desvantagem esta no facto de gerar
produtos intermedidrios e, portanto, ser necessdrio utilizar um outro processo de

separacdo posteriormente, como por exemplo, a evaporacio, destilacdo, etc. & 5>

Dado que neste método, parte da amostra é evaporada depois da extra¢do, ndo
é possivel saber rigorosamente o volume final do residuo, entdo é necessario recorrer

ao método do P.l. para a quantificacdo dos fendis.

Este método consiste, essencialmente, na adicdo de uma quantidade conhecida
de um elemento de referéncia, também denominado de padrdo interno, P.l.,, nas
solucdes padrdo e amostras. E 0 método mais adequado quando a quantidade de
amostra limita a precisdo da analise e permite corrigir variacdes no sinal analitico devido
a mudancas nas condi¢cdes de andlise. °° Assim, permite corrigir perdas de volumes e

ndo requer volumes iguais, pois a relacdo do analito/P.l. é sempre a mesma.
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Figura 2. 1: Esquema representativo do tratamento da amostra até a anadlise por GC-FID.
(Fonte: colegdo propria).

2.8. Condigoes de anadlise cromatografica

Para a realizacdo destes ensaios utilizou-se a metodologia de andlise de
cromatografia gasosa com detetor FID, com um equipamento Agilent Technologies,
modelo 6890N. As condi¢bes experimentais otimizadas utilizadas encontram-se listadas

na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5: Condigdes cromatograficas utilizadas na determinagdo de fendis volateis por GC-FID.

CondigGes operatorias

Coluna (Agilent Technologies) CP-WAX 58 (FFAP) CB (50 m x 0,25 mm x 0,20 um)
Detetor FID 250 eC
Injetor Splitless 250 °C
Varia¢do da temperatura 50 2C (5 min); rampa 3 2C/min até 220 C
Pressdo Constante
Gas de arraste Hidrogénio
Volume de inje¢ao 1ul

Tempo de andlise 91 minutos

Solvente de limpeza Hexano

2.9. Identificagdo e quantificacdo dos fendis volateis

Apds a obtencdo dos cromatogramas, foi efetuada a analise dos resultados

recorrendo ao software Chromeleon e ao Microsoft Excel.

A andlise qualitativa corresponde a identificacdo dos sinais na amostra por
comparagdo com os tempos de retencdo obtidos nos cromatogramas das solucGes

padrao.

Para a andlise quantitativa, é considerada a razdao entre a area dos picos (em

pA min) dos fendis volateis, 4-EG e 4-EF e a drea do padrao interno, 4-decanol.

A quantificacdo é realizada por interpola¢do do razdo das areas de pico de cada
fenol volatil da amostra e do P.l. na reta de calibragdo em fungao da concentra¢do do

analito.

2.10. Tratamento dos resultados

Para que a validacdo de um método analitico seja devidamente descrita e
estatisticamente suportada, é necessario proceder a aplicacdo de alguns testes
estatisticos. Assim nesta sec¢do é apresentada uma explicacao sucinta de cada método

estatistico usado no capitulo discussao e apresentacdo dos resultados.
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2.10.1. Estimativa central e de dispersao

Existem duas estimativas populacionais indispensaveis na andlise de resultados
a média, X, e o desvio padrao, s. Geralmente, o resultado apresentado para uma analise
ndo deve ser um resultado individual, mas sim, um valor médio do conjunto dos
resultados obtidos numa série de medicGes, assim a média é definida através da
Equagdo 2.1.%2
Xi

X = —_ 2.1
n

Em que x; corresponde ao somatorio de todos os resultados individuais obtidos

e n ao numero de medicOes efetuadas.

A influéncia dos erros aleatdrios é avaliada através do cédlculo do desvio padrdo

amostral (s), dado pela Equagdo 2.2.

5= Z (xi—f)z 2.2

n-1

Relativamente a analise das amostras, as mesmas sdo efetuadas em duplicado.
Nos ensaios de fortificagao sao realizadas sete réplicas para os estudos de repetibilidade

e duas para os estudos de precisdo intermédia.

2.10.2. Teste de Grubbs

Com vista a homogeneizagdo dos resultados, realiza-se um teste de Grubbs para
averiguar a existéncia de aberrantes, ou seja, determinar o quao desviado se encontra

um valor suspeito (x,) do X obtido na medicdo (Equagao 2.3).

G =—" 2.3
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O teste de Grubbs (G) pressupde a priori que a distribuicdo em causa é normal.
Este teste consiste num procedimento estatistico, no qual, em primeiro lugar, se deve
formular as hipéteses, denominadas de hipdtese nula (Ho) e hipdtese alternativa (Hi).
De um modo geral, o objetivo destes testes passa por avaliar se a Hp deve ser rejeitada
ou n3o rejeitada para um determinado propdsito. E de realcar que o facto de a Ho ndo
ser rejeitada ndo implica que esta seja verdadeira, apenas ndo foram obtidas evidéncias

de que seja falsa. &

Neste teste, a H.é definida como “ndo existem diferencas significativas entre o

valor suspeito e os outros valores obtidos na medicdo”.

O valor de G calculado é comparado com o valor de G indicado na tabela de
Grubbs para n observacdes, incluindo o suspeito, e para a probabilidade de 95 %. Caso
o valor de G calculado seja inferior ao valor de G tabelado, a Ho ndo é rejeitada, o que
indica que o valor suspeito nao difere significativamente dos restantes, e, como tal, ndo

deve ser desprezado. °?

Os resultados deste teste apenas foram apresentados nos anexos quando algum

dos valores foi desprezado.

2.10.3. Teste F de Snedecor Fisher

O teste F de Snedecor-Fisher é um teste estatistico que foi utilizado para avaliar
a gama de trabalho. Para avaliar esta componente, neste teste utiliza-se a variancia

amostral (s?) que se define como o quadrado do s (Equagdes 2.4 e 2.5). &2

_ 51 2 2 2.4
PG—SZz,se51>Sz .
522 ) ) 25

PG = 57 1 58 S$¢> S1 .
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Neste teste, a Ho é definida como “a variancia dos resultados do primeiro
conjunto de medicdes (S12) n3o difere estatisticamente da variancia dos resultados do

segundo conjunto de medicdes (S,?).”

O valor de PG calculado é comparado com o valor indicado na tabela F two-side
tailed para n-1 G.L. e para a probabilidade de 95 %. Caso o valor de PG calculado seja
inferior ao valor de F tabelado, a Ho ndo é rejeitada, o que indica que as varidncias ndo

diferem significativamente.

2.10.4. Teste de Cochran

Um outro teste estatistico que permite avaliar a homogeneidade das varidncias
de um conjunto de resultados é o teste de Cochran. Este teste foi utilizado no calculo da
precisdo, onde foi possivel avaliar o ensaio que tem maior influéncia na ndo
homogeneidade das variancias relativamente aos ensaios realizados. Calcula-se a razdo
entre a maior variancia (S> max) e o somatério de todas as outras, como ilustrado na

Equacdo 2.6.

S?max

= 2.6
X Si?

PG

Neste teste, a Ho é definida como “ndo existem diferencas significativas das

variancias entre grupos de ensaios (512)”.

O valor de C calculado é comparado com o valor indicado na tabela C paran G.L.
no numerador e denominador. Caso o valor de C calculado seja inferior ao valor de C
tabelado, a Ho ndao é rejeitada, o que indica que as variancias nao diferem

significativamente e que o ensaio com maior variancia nio deve ser desprezado.
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2.10.5. Forma da apresentagao dos resultados

Os resultados sdo sempre apresentados considerando dois algarismos
significativos nas incertezas. As incertezas associadas aos parametros estatisticos da

reta de calibracdo sdo obtidas para 95 % de probabilidade e para n-2 G.L.

Para a apresentacdo das concentracdes efetivas foram consideradas as

incertezas obtidas pela abordagem passo a passo.

O intervalo de confianca das taxas de recuperacdo é apresentado considerando

o desvio padrao.

Por fim, a incerteza do método foi avaliada considerando os dados da validacao,
sendo a componente da justeza obtida através dos ensaios de recuperacdo e a

componente da precisdo obtida em condicdes de precisdo intermédia.
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3. Apresentacao e discussao dos resultados

Nesta seccdo sdao apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a
validacdo do mesmo, sendo posteriormente apresentados a monitorizacdo de alguns

parametros recorrendo a ferramentas de controlo de qualidade.

Para a validagao do método foram realizados os ensaios necessarios para avaliar
os seguintes parametros de desempenho: seletividade; LDQ; gama de trabalho;
linearidade; sensibilidade; justeza; precisdo (em condicdes de repetibilidade e de

precisdo intermédia) e finalmente a incerteza do método.

3.1. Curvas de calibragdo

A validacdo do método analitico para a quantificacdo do teor dos fendis volateis,
4-EG e 4-EF, foi iniciada com o tracado de curvas de calibragcdo. Os padrdGes de calibracdo
foram preparados a partir de uma solucdao mae de calibracdo conjunta de fendis volateis
com a concentracdo efetiva para 0 4-EG de 999 + 12 mg/l e 1001 + 13 mg/| para o 4-EF
(Anexo 6.2.1.) e uma solucdo de trabalho de fendis volateis com a concentracdo de 9,99

+ 0,24 mg/| para 0 4-EG e 10,00 + 0,26 mg/I para o 4-EF (Anexo 6.2.2.).

A partir destas solugdes foram preparadas solu¢des padrao de calibragdo, por
diluicao, e estas foram analisadas por GC-FID. A Figura 3.1 apresenta um cromatograma
obtido para o padrdo de concentra¢do 1,501 + 0,080 mg/| para o 4-EF e de 1,498 + 0,073
mg/| para o 4-EG (Anexo 6.2.3.).
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Figura 3.1: Cromatograma de uma soluco de 4-EG e 4-EF de concentracdo de 1,50 mg/| contendo
4-decanol (C=983,9 mg/l) como padrdo interno.

No cromatograma da Figura 3.1 observam-se trés picos, correspondentes ao
padrdo interno, 4-decanol, com um tempo de retencdo, tr, de 25,612 min, e aos analitos

em estudo, 4-EG, com um tr de 42,406 min e 4-EF, com um tr de 47,723 min.

A implementacdo e validacdo do método teve como base o trabalho
desenvolvido por Joana Gomes.3! Os tr médios referidos nesta fonte bibliogréfica foram
de 25 min para o Pl utilizado (3-octanol), 63 min para 4-EG e 70 min para 4-EF. Ja os tr
obtidos no trabalho desenvolvido no ambito desta dissertagdo foram diferentes pois as
condicdes experimentais variam como, por exemplo, as dimensdes da coluna diferem,

assim como a natureza do padrao interno utilizado.

Num outro estudo realizado por Valent3o et al., ° com uma coluna CP-WAX 58-
(FFAP) CB (50 m x 0,25 mm x 0,25 um), os tr médios obtidos foram de 48,0 min para 4-

EG e 52,4 min para 4-EF, muito préximos dos obtidos neste trabalho.

Na Tabela 3.1 encontram-se apresentados os tr referidos nos diversos trabalhos.
De real¢ar que, embora os tr obtidos sejam diferentes do método utilizado por Joana
Gomes 31, é possivel verificar que o intervalo de tempo entre o pico do 4-EG e do 4-EF é

superior a 5 min em todos os casos.

53



Tabela 3.1: Comparagdo dos tr (minutos) dos picos dos fendis volateis e Pl em diferentes estudos.
Neste trabalho o valor apresentado consiste na média de 5 analises.

tr PI tr 4-EG tr 4-EF

Ref. Padrao interno
(min) (min) (min)
3 3-octanol 25 63 70
26 4-decanol - 48,0 52,4
Este trabalho 4-decanol 25,62 42,41 47,28

A partir dos cromatogramas obtidos foram determinadas as dreas
correspondentes aos picos dos 2 fendis volateis e do PI. Na Tabela 3.2 registaram-se os
valores das areas dos picos (A) obtidos nos cromatogramas para cada um dos padroes
de calibragdo, em pA min, bem como as suas concentragdes com a respetiva incerteza

combinada associada, em mg/I. (Anexo 6.2.3.).

Tabela 3.2: Valores das areas dos picos obtidos para cada padrao de calibragdo apresentado com a
incerteza associada (u) (CPI = 983,9 mg/I).

A 4-decanol C4-EGpxtu A 4-EG C4-EFp*u A 4-EF
(pA min) (mg/1) (A min) (mg/1) (pA min)

3,650 0 0 0 0
3,460 0,0200 £ 0,0010 0,0471 0,0200 £ 0,0011 0,0548
10,89 0,0499 + 0,0024 0,3491 0,0501 + 0,0027 0,4110
4,936 0,200 £ 0,010 0,6380 0,200+ 0,011 0,7551
4,351 0,499 + 0,024 1,479 0,500 + 0,026 1,763
12,37 0,999 + 0,049 8,344 1,001 £ 0,053 9,885
5,004 1,498 £ 0,073 4,887 1,501 £ 0,080 5,796

A partir dos dados da Tabela 3.2, elaboraram-se as retas de calibracdao
considerando a razdo entre a area dos picos, em pA min, dos fendis volateis, 4-EG e 4-

EF e a 4rea do PI, 4-decanol.
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Figura 3.2: Representagdo grafica da razdo entre a drea dos picos do 4-EG (azul) e 4-EF (laranja) e a area do PI, 4-

decanol, em fungdo da concentragdo dos padrdes.

Na Figura 3.2 esta representada uma curva de calibracdo para cada analito. De
salientar que foram tracadas retas de calibracdo em dias diferentes, sempre que eram
realizadas andlises de amostras (Anexo 6.3.1.) %3

A partir da analise da Figura 3.2 é possivel verificar que a representacdo é uma

funcdo linear sendo que as equagdes do primeiro grau sdo: Y = (0,658 + 0,015) c (mg/I)
+ (0,002 + 0,021) parao 4-EGe Y = (0,779 £ 0,018) c (mg/l) +( 0,003 + 0,026) para o 4-
EF, em que Y representa a razao entre a area do analito e a drea do PI.

As incertezas dos declives e ordenadas na origem foram apresentadas
considerando uma probabilidade de 95 % e um numero de G.L. de 5 permitindo avaliar
a qualidade das retas obtidas. °* Os célculos das incertezas estdo apresentados no Anexo

6.3.2.

Considerando a incerteza calculada para a ordenada na origem, verifica-se que
esta é superior ao respetivo valor de ordenada na origem, ou seja, o intervalo de

confianca inclui o ponto (0;0) para cada um dos compostos.

A curva de calibracdo é considerada satisfatéria desde que o r seja superior a

0,995 e que a sua representacado grafica seja uma reta. Verificou-se, a existéncia de uma
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elevada correlacdo linear para ambos os compostos, dado que o valor obtido (r=0,9997)

é superior ao considerado adequado. 74

3.2. Seletividade

A seletividade permite concluir acerca da capacidade que o método apresenta
para quantificar, com a confianca necessaria, o analito de interesse na presenca de

outras espécies que poderdo influenciar a sua quantificacdo. *°

Para avaliar este parametro de desempenho recorreu-se a andlise de
cromatogramas de diversas solucGes: branco da amostra, padrdo, amostra e amostra
com fortificacdo. Na figura 3.3 encontram-se apresentados os cromatogramas obtidos

nos ensaios da avaliacdo da seletividade nas diferentes matrizes.

Foram utilizados quatro niveis de concentracdo diferentes e realizou-se sete
réplicas em cada nivel, utilizando diferentes matrizes. Na Tabela 3.3. encontram-se as
concentracOes utilizadas, assim como os volumes adicionados nos ensaios de

recuperagdes nas matrizes analisadas.

Tabela 3.3: Volume de fortificacdo das concentracdes de 4-EG 9,99 mg/l e de 4-EF= 10,0 mg/|
adicionados a cada amostra (50 ml), dependendo da matriz a analisar.

Volume
C 4-EGp C4-EFp
Matriz adicionado
(mg/1) (mg/1)
(ml)

Vinho branco maduro 1,28 0,249 0,250

Vinho verde branco 2,65 0,503 0,504

Vinho rosé 4,06 0,750 0,752

Vinho tinto maduro 9,00 1,50 1,50

Com base nos ensaios realizados, é possivel observar que a fortificagdo de uma
amostra com uma concentragdo conhecida dos analitos conduz a um aumento da area

do pico proporcional a fortificacao.
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Para complementar o estudo da seletividade, a avaliacdo dos tempos de
retencdo, da assimetria e da percentagem de recuperacdo na amostra fortificada,
permitem avaliar a seletividade/especificidade do método. Os valores obtidos para cada

matriz encontram-se nas Tabelas 3.4 a 3.7.
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Figura 3.3: Cromatogramas obtidos no estudo da seletividade em diferentes vinhos: rosé, branco verde, branco maduro e tinto maduro. Em cada
cromatograma é apresentado um branco do processo, o padrédo de calibragdo com a concentragdo de 1,50 mg/l, uma amostra e a mesma amostra
fortificada. As concentragGes de fortificacdo encontram-se na Tabela 3.3.
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Tabela 3.4: Tempos de retengdo, assimetria e taxa de recuperagdo obtidas na matriz vinho rosé.

tr (min) Assimetria R (%)
Analito 4-EG 4-EF  4-EG 4-EF 4-EG  4-EF
Branco da amostra - - - - - -
Padrio (1,50 mg/]) 42,41 47,27 097 1,04 - -
Amostra 42,41 47,27 - 0,96 - -
Amostra fortificada 42,41 47,28 096 1,01 909 91,2

Tabela 3.5: Tempos de retengao, assimetria e taxas de recuperagao obtidas na matriz vinho branco

verde.
tr (min) Assimetria R (%)
Analito 4-EG 4-EF 4-EG 4-EF 4-EG 4-EF

Branco da amostra - - - - - -

Padrio (1,50 mg/]) 42,41 47,27 097 1,04 - -
Amostra 42,41 47,28 - 1,00 - -

Amostra fortificada 42,41 47,27 097 1,03 1041 1024

Tabela 3.6: Tempos de retengdo, assimetria e recuperagdes obtidas na matriz vinho branco

maduro.
tr (min) Assimetria R (%)
Analito 4-EG 4-EF 4-EG 4-EF  4-EG 4-EF

Branco da amostra - - - - - -

Padrdo (1,50 mg/1) 42,42 47,28 094 1,03 - -
Amostra 42,40 47,28 - 1,00 - -

Amostra fortificada 42,41 47,28 0,96 1,05 100,4 98,2

Tabela 3. 7: Tempos de retencdo, assimetria e recuperagbes obtidas na matriz vinho tinto maduro.

Injecéo tr (min) Assimetria R (%)

Analito 4-EG 4-EF 4-EG 4-EF 4-EG 4-EF

Branco da amostra - - - - - -

Padrao (1,50 mg/1) 42,2 47,1 1,02 1,08 - -
Amostra 42,2 47,1 - 0,94 - -

Amostra fortificada 42,2 47,1 0,99 1,02 113,7 109,3
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Verifica-se que os tr ndo variaram significativamente, mesmo alterando algumas
vardveis, como o dia de analise e o tipo de matriz, sendo que o definido internamente

como aceitdvel é uma variacao de + 0,30 min.

Relativamente a assimetria, em testes com solucdes padrdes e sob condicbes
controladas, o fator de assimetria deve situar-se entre 0,9 e 1,1. Em situacdes de
trabalho de rotina, podem existir outros comprometimentos com a metodologia e o tipo
de analito, assim, picos com fator de assimetria até 2,0 s3o geralmente aceites. °® Nos
ensaios de seletividade realizados, todos os valores apresentados encontram-se dentro

dos valores definidos entre 0,9 e 1,1.

O laboratério definiu internamente que para o método da quantificacdo dos
fendis volateis, o valor da taxa de recuperacdo (R) devera estar contido no intervalo
entre 80 e 120.%. Concluiu-se que o método é seletivo e, como tal, as respostas
encontram-se diretamente relacionadas com a concentracdo dos analitos na amostra

ndo sendo afetadas pela presenca de outros componentes da matriz.

3.3. Limite de quantificacao

De acordo com o procedimento interno da empresa, quando se procede a
validagao de um método analitico, no que diz respeito aos limiares analiticos, apenas é
relevante a determinagao do LDQ, pelo que o LDD nado foi determinado na validagao

estatistica dos métodos em estudo.

Este parametro foi estimado a partir da realizacdo de ensaios de recuperagao
com adicdo de analito de concentracdo idéntica a do primeiro padrdao da curva de

calibracdo diferente de zero, isto é, 0,020 mg/Il, a uma amostra.

Os ensaios de recuperacao foram efetuados para demonstrar que o método
permite quantificar o 4-EG e o 4-EF neste nivel de concentrac¢do e, como tal, este poderia
ser o valor minimo de concentracao que poderia ser quantificada por este método de

anadlise. %7
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As sete amostras da matriz vinho tinto maduro, adicionaram-se, 0,1 ml da
solucdo de trabalho com concentracdo de 9,99 + 0,24 mg/| para o 4-EG e 10,01 £ 0,26
mg/l para o 4-EF. As concentragbes das amostras fortificadas encontrando-se
apresentadas nas Tabelas 3.8 e 3.9, respetivamente, bem como as taxas de

recuperacao, R.

Tabela 3.8: Determinagdo da taxa de recuperagdo (R) e desvio padrdo (s) em cada ensaio no estudo
do LDQ do método de quantificagdo do 4-EG para a matriz vinho tinto maduro.

. C4-EF amostra C 4-EF adicionada  C 4-EF fortificada Rts

prsalo (mg/1) (mg/1) (mg/1) )

1 0,032 98,3

2 0,029 85,3

3 0,031 91,2

4 0,012 0,020 0,031 93,9

5 0,030 89,6

6 0,030 89,9

7 0,031 91,4
Média - - 0,031 91,4 + 4,4

Tabela 3.9:Determinacdo da taxa de recuperacgdo (R) em cada ensaio no estudo do LDQ do método
de quantificagdo do 4-EF para a matriz vinho tinto maduro.

Ensai C4-EF amostra C4-EF adicionada C 4-EF fortificada Rts
e (me/1) (me/1) (me/1) )
1 0,053 102,1
2 0,054 103,1
3 0,055 108,4
4 0,033 0,020 0,050 84,9
5 0,050 86,6
6 0,052 96,3
7 0,051 90,4
Média - - 0,052 96,0+9,3
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Uma vez que as R obtidas para 0 4-EG (91,4 + 4,4 %) e para o 4-EF (96,0 + 9,3%),

encontram-se inseridas no intervalo de R estabelecido, concluiu-se que o LDQ pode ser
considerado a concentracdo do primeiro padrdo de calibracdo diferente de zero, isto é,

0,020 mg/I. (Anexo 6.4.)

Uma outra forma de avaliar o LDQ consiste na avalia¢do da relagdo S/N, utilizada
particularmente para os métodos cromatograficos. Este método é adequado para
procedimentos analiticos que apresentam ruido na linha de base.®® Neste caso, o LDQ é
estimado a partir da comparacdo do sinal analitico obtido para um padrdo contendo
baixa concentracdo dos analitos em estudo com os sinais de ruido antes e apds a saida
dos picos do 4-EG e 4-EF. Em geral, para o LDQ considera-se aceitavel uma relagdo S/N

de 10:1.%°

A relacdo S/N foi calculada considerando o primeiro padrdo da curva de
calibracdo do cromatograma da Figura 3.4 e a selecdo de janelas de tempo antes e apds

cada pico (ruido) de modo a determinar a relacdo S/N (Figura 3.5).

Q ] LH\MJLJJ_M_MJ,Q J, i

- 80 w0 we 20 280 a0 30 60 80 560 580 600 80 60 0 800 80

Figura 3. 4: Cromatograma do primeiro padrdo da curva de calibragdo (c= 0,020 mg/l).
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Figura 3.5: a) Cromatograma do primeiro padrdo da curva de calibracdo e selegido de janelas de tempo.

b) Ampliagdo da Figura 5 a)

Pela andlise da Figura 3.5 foi possivel avaliar o valor da altura do ruido antes e
apos o pico de cada analito para a determinagdo do S/N. Os dados estdo representados

na Tabela 3.10.

Tabela 3.10: Analise dos resultados do sinal/ruido.

Janela de tempo Altura maxima
Pico .
(min) (prA4)
2 41,8-42,0 0,020
4 42,7-429 0,022
5 46,5 - 46,7 0,021
7 47,3-47,5 0,020
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Com base nos ensaios e resultados obtidos, demonstrou-se que o valor estudado
para o LDQ cumpre com o definido no procedimento interno PCQ.34- Validacdo de
métodos em andlise quimica, uma vez que para as janelas de tempo selecionadas, o
resultado obtido para Alturax 10=0,20 pA4, é inferior a altura do pico dos fendis volateis,

cuja altura para 0 4-EG € 0,52 pA e para o 4-EF € 0,70 pA.

Comparando o LDQ obtido com os valores dos limiares de percecdo, 47 ug/l para
0 4-EG e 440 pg | para o 4-EF, é possivel verificar que o LDQ apresentava valores mais

baixos que os limiares de percecdo.

Relativamente aos estudos apresentados na Tabela 1.3, verifica-se que os
autores apenas referem o valor do LDD. Considerando que geralmente o LDQ é o triplo
do LDD, multiplicou-se os valores de LDD por 3 para efeitos de comparacdo. Assim,
conclui-se que o valor obtido é consideravelmente inferior a todos os estudos com
excecdo no estudo de Ldpez et al. *8, que obtiveram um LDQ muito inferior para o 4-EG
e 4-EF. Isto acontece porque o método de analise utilizado é o GC-MS e neste trabalho

o0 GC-FID, sendo o primeiro muito mais sensivel.

3.4. Gama de trabalho

Um dos parametros mais importantes a definir na validagdo de um método
analitico é a gama de trabalho, pois define o intervalo de concentra¢cdao que o analito
pode ser quantificado recorrendo a este método de analise. Uma das formas de avaliar
este parametro é pela verificacdo da existéncia de homogeneidade de varidncias ao
longo de toda a gama de trabalho, demonstrando que a gama selecionada se encontra

bem ajustada. ®

Para tal, realiza-se um teste F de Snedecor-Fisher para avaliar se as variancias das
respostas obtidas na andlise do padrao de concentragao mais baixa, diferente de zero,
e do padrao de concentracdo mais elevada da curva de calibragdo diferem
significativamente. Deste modo, prepararam-se seis réplicas do padrdao com C 4-EG de
0,0200 + 0,0010 mg/I e C 4-EF de 0,0200 + 0,0011 mg/l. Foram preparadas também seis
réplicas do padrdo com C 4-EG de 1,498 + 0,073 mg/l e C 4-EF de 1,501 + 0,080 mg/I.
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A partir dos cromatogramas foram determinadas as areas correspondentes aos
picos dos fendis volateis e do P.l. Assim, nas Tabelas 3.11 e 3.12 apresentam-se os
valores das dreas dos picos, obtidos nas seis réplicas efetuadas para o padrdo de

concentracdo mais baixa e mais alta, respetivamente.

Tabela 3.11: Valores das areas dos picos obtidos para os seis replicados do padrdo com
concentragdo 0,0200 mg/l, contendo 983,9 mg/| de 4-decanol.

A 4-decanol A 4-EG C 4-EGexp A 4-EF C 4-EFexp
(pA min) (pA min) (mg/1) (pA min) (mg/1)
6,914 0,0641 0,0215 0,0779 0,0206
6,883 0,0671 0,0225 0,0741 0,0198
6,920 0,0656 0,0219 0,0746 0,0199
4,893 0,0459 0,0218 0,0504 0,0191
6,987 0,0665 0,0222 0,0759 0,0200
9,992 0,0759 0,0182 0,0915 0,0173

Tabela 3.12: Valores das areas dos picos obtidos para os seis replicados do padrao com C 4-EG =
1,498 mg/l e C 4-EF = 1,501 mg/I contendo 983,9 mg/| de 4-decanol.

A 4-decanol A 4-EG C 4-EGexp A 4-EF C 4-EFexp

(pA min) (pA min) (mg/1) (pA min) (mg/1)
7,397 4,811 1,520 5,905 1,525
8,108 5,293 1,526 6,500 1,532
8,164 5,338 1,528 6,564 1,536
8,401 5,501 1,530 6,758 1,537
7,568 4,902 1,534 6,016 1,529
8,203 5,463 1,520 6,604 1,525

Utilizando estes resultados, realizou-se o teste de homogeneidade de variancias.
Na Tabela 3.13 apresentam-se os valores obtidos para a analise do primeiro padrao e

ultimo, em termos de média e s°.
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Tabela 3.13: Valores da média e varidncia para obtidos para a concentragdo de 0,020 e 1,50 mg/I.

Padrio de C mais Padrio de C mais

Analito
baixa elevada
C 4-EGp (mg/1) 0,0200 1,498
4-EG C (mg/]) 0,0219 0,0199
S? 3,01x10¢ 1,30 x10-6
C 4-EFp (mg/1) 0,0200 1,501
4-EF C (mg/) 1,527 1,530
S? 2,69x105 2,43 x10-5

A partir destes resultados apresentados na Tabela 3.13, calculou-se o valor de F,
sendo este igual a 8,942 para o 4-EG e 18,63 para o 4-EF (Anexo 6.5). Este valor foi
comparado com o valor de F de 7,146 indicado na tabela two-side tailed (n = 6) para 95
% de confianca. Como o valor de F calculado foi superior ao valor de F tabelado concluiu-

se que a gama de trabalho do método ndo se encontra bem ajustada.

Por este motivo, dever-se-ia reduzir a gama de trabalho até que as variancias das
respostas obtidas para a solu¢do padrdao de mais baixa e mais elevada concentragao nao
fossem estatisticamente diferentes, ou, em alternativa, testar o modelo de regressao
ponderada. Contudo, devido a contingéncias de tempo, nao foi possivel avaliar estas

situagdes.

Assim, apesar de ndo existir homogeneidade de variancias ao longo da gama de
trabalho, foi demonstrada a linearidade da reta de calibragdo na gama de trabalho
selecionada, e de acordo com os procedimentos internos da empresa, esta pode ser
considerada vdlida. No entanto, no estudo da precisdo em condigdes de repetibilidade
e de precisdo intermédia, foi verificada a necessidade de estabelecer trés niveis de
concentracdao atendendo ao teste de Crochan que permite avaliar se a matrizes sao

significativamente diferentes.

Posto isto, definiu-se que o valor minimo de concentracdao de fendis volateis
corresponde ao LDQ, isto é, 0,020 mg/I. J4 o limite superior foi de 2,0 mg/I definido
tendo em conta o valor mais elevado obtido na andlise das amostras das diversas

matrizes em condicdes de repetibilidade.
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E importante referir que os valores de concentracdo mais elevados obtidos nas
amostras analisadas, situaram-se sempre dentro deste intervalo. Assim, para o 4-EG o
valor maximo obtido foi de 1,81 mg/| para a matriz vinho tinto maduro e 1,85 mg/| para

0 4-EF na mesma matriz.

Comparando a gama de trabalho obtida neste trabalho com as apresentadas nos
trabalhos da Tabela 1.3., verifica-se que, de forma geral, estes apresentam gamas mais

alargadas comparativamente a este trabalho.

3.5. Linearidade

A linearidade foi avaliada por visualizacdo dos graficos obtidos, pelo célculo e
analise do r de 7 curvas de calibracdo. O teste de linearidade deve ser bem interpretado,
pois os coeficientes de correlagdo sdo bons indicadores de correlagdo, mas nao

necessariamente de linearidade.”*

O coeficiente de correlacdo de cada reta encontra-se listado na Tabela 3.14.

Tabela 3.14: Coeficiente de correlagdo (r) obtidos das retas de calibragdo de 4-EG e 4-EF.

Data r 4-EG r 4-EF
23/11/2021 0,9997 0,9997
13/01/2022 0,9991 0,99994
17/01/2022 0,9997 0,9997
19/01/2022 0,9994 0,9994
26/01/2022 0,9996 0,9997
01/02/2022 0,9998 0,9998
15/06/2022 0,9991 0,9993

Verifica-se, através da analise da Tabela 3.14 que as curvas de calibracao da
razdo do analito e do Pl e a concentra¢dao dos fendis volateis para cada composto
apresentam uma elevada correlagdo na gama de trabalho estudada, tendo em conta
gue os valores de r foram superiores ou iguais a 0,9991. Assim, conclui-se que existe

linearidade pois os coeficientes de correlagdo sdo superiores a 0,995.
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Comparando os coeficiente de correlacdo obtidos com os coeficientes de
determinacdo obtidos nos trabalhos apresentados na Tabela 1.3., verifica-se que, de
forma geral, os valores obtidos sdo superior a todos os estudos, talvez devido a

considerar-se uma gama de trabalho mais restrita.

3.6. Sensibilidade

A sensibilidade de um método que segue um modelo de regressao linear pode
ser avaliada através do declive da reta de calibracdo. Por este motivo, o controlo dos
declives também permite verificar se a sensibilidade do método se mantém constante

ao longo tempo. 7

Deste modo, registaram-se os declives das curvas de calibracdo dos fendis
volateis obtidos a partir da andlise de sete curvas de calibracdo, como ilustrado na

Tabela 3.15.

Tabela 3.15: Valores dos declives (d) das retas de calibragdo realizadas ao longo do tempo.

Data d 4-EG d 4-EF
(1/mg) (1/mg)

23/11/2021 0,682 0,805
13/01/2022 0,688 0,823
17/01/2022 0,658 0,780
19/01/2022 0,698 0,850
26/01/2022 0,567 0,741
28/01/2022 0,620 0,748
01/02/2022 0,645 0,772
d 0,651 0,788

s 0,046 0,040

Determinou-se o valor médio dos declives e o respetivo desvio padrao e, ainda,
o coeficiente de variagao (CV) de 7,1 % e 5,1 % para o 4-EG e 4-EF, respetivamente.

(Anexo 6.6.)
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De acordo com o definido internamente pelo laboratério, os resultados sdo
considerados satisfatdrios sempre que o CV for inferior a 10 %. Como tal foi verificado,

concluiu-se que a sensibilidade do método ndo é alterada ao longo do tempo.

3.7. Justeza

3.7.1. Ensaios de recuperagdo

A justeza do método foi avaliada a partir dos resultados obtidos na realizacdo de
ensaios de recuperacao. Estes ensaios permitem avaliar os efeitos da matriz, que
representa uma possivel fonte de erro neste tipo de analises. Para tal, considerou-se
uma série de amostras, em que apenas se variava a concentragao dos analitos
adicionados em proporc¢des conhecidas ao longo de toda a gama de trabalho. 74 De
realcar que a concentracdo adicionada de cada matriz encontra-se apresentada na

Tabela 3.3.

Na Tabela 3.16 encontram-se os resultados obtidos para as recuperagdes nas
matrizes analisadas, assim como a média das percentagens (%) de recuperacdo de todas

as matrizes e respetivo desvio padrao.

Tabela 3.16: Resultados dos ensaios de recuperacgdo (R).

Analito Matriz R (%) Rt s (%)

Vinho branco maduro 106 103 103 103 106 105 105 104,5+1,3
Vinho branco verde 106 103 108 110 109 106 107 107,0%2,5

4-EG
Vinho rosé 95 91 92 92 96 95 94 91,4%20
Vinho tinto maduro 103 105 107 95 96 109 98 101,8+5,6
Vinho branco maduro 104 105 105 106 107 105 104 105,2+1,2
A-EF Vinho branco verde 109 105 108 113 112 107 109 109,4+238

Vinho rosé 93 87 87 88 93 91 89 89,8+2,4
Vinho tinto maduro 101 104 105 115 107 95 112 105,5+6,7
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Como as taxas de recuperacao obtidas situam-se entre os 80 e 110 %, estes
valores sdo satisfatérios uma vez que se encontram dentro do intervalo estabelecido

pelo laboratério (80 -120 %).

Analisando a Tabela 3.16 verifica-se que a matriz de vinho tinto maduro
apresentou uma taxa de recuperacao média satisfatdria, contudo o respetivo valor de
desvio padrao é o mais elevado para os dois analitos, o que indica que existe uma maior

variagdo na taxa de recuperagdo nesta matriz.

Para a matriz de vinho rosé, o valor da média de recuperacdo esta contido no
intervalo 80-100 % e é a matriz que apresenta taxas de recuperacdo mais baixas para

ambos os analitos.

O vinho branco maduro foi a matriz que apresentou melhores resultados para os
dois analitos, sendo a taxa de recuperacdo média, préxima de 100 %, ndo apresentando
grandes variacGes de recuperacdo de réplica para réplica. Observa-se, também, um
comportamento semelhante para a matriz vinho branco verde, no entanto com um

desvio ligeiramente maior.

Pode-se, portanto, concluir que os métodos sdo justos, que indica que ndo

existem evidéncias da ocorréncia de erros sistematicos.

3.7.2. Ensaios interlaboratoriais

Além do recurso a ensaios de recuperacao, a justeza do método foi avaliada
através da participagdo num ensaio interlaboratorial, no qual os participantes
analisaram a mesma amostra fornecida pelo BIPEA. Para avaliagdo dos resultados
através do procedimento sugerido pela Organizagao internacional da vinha e do vinho
(OIV), os mesmos devem estar de acordo com as seguintes condicOes, equagdes 3.1 e

3.2.%
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Xref + VMa > X +2s 3.1

Xref -VMa < X -2s 3.2

onde Xref € 0 valor de referéncia fornecido pela entidade organizadora, vma (valor
maximo admissivel) é fornecido igualmente pela entidade organizadora, x é o valor

médio experimental de concentracdo e s é o desvio padrao obtido pelo laboratoério.
De forma a avaliar o desempenho do método calculou-se o Z-score.

A amostra analisada tem como matriz um vinho branco, tendo na sua
composicao os analitos em estudo e procedeu-se a sua analise em duplicado. O numero
de laboratodrios participantes neste ensaio foi 30. Na Figura 3.6 estd representado um

cromatograma da amostra analisada.

( 4-etilguaiacol e

T
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Figura 3.6: Cromatograma de uma amostra de vinho branco obtido na participagdo num ensaio
interlaboratorial. tr do 4-decanol = 25,068 min, tr do 4-EG = 41,761 min e tr do 4-EF = 46,821 min.

Na tabela 3.17 é possivel comparar os resultados obtidos pelo método
desenvolvido com os resultados de referéncia fornecidos pela entidade organizadora.
Verificou-se que a média dos resultados obtidos neste ensaio se encontra dentro dos

limites estabelecidos pela BIPEA.
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Tabela 3.17: Resultados da concentragdo obtida (X), do valor de referéncia (Xref) e devios (s).

Xref x S
Analito
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
4-EG 0,049 0,061 9
4-EF 0,353 0,394 54

O procedimento utilizado pelo OIV *° para a avaliacdo deste pardmetro considera
gue se os resultados dados por x + 2s se encontram dentro do intervalo estipulado
xreft vma, é verificada a veracidade nos resultados. Assim, foram calculados os

intervalos admissiveis que podem ser analisados na Tabela 3.18.

Determinaram-se também os valores de Z-score, que estdo apresentados na

Tabela 3.18.

Tabela 3.18: Resultados dos intervalos admissiveis pela OIV para avaliar a justeza do método e
valores de Z-score obtidos para a andlise do material de referéncia.

Xref + vina X+ 2s Xref —vma X —2s
Analito Z-score
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
4-EG 0,116 0,079 0,018 0,043 1,33
4-EF 0,814 0,502 0,108 0,286 0,76

Analisando os resultados apresentados na Tabela 3.18, verifica-se que os
analitos se encontram dentro do intervalo tolerado, cumprindo com o estipulado pelo

Olv.

Relativamente ao Z-score, verifica-se que todos os resultados sao inferiores a 2,

logo o método apresenta um desempenho satisfatério. 1°°(Anexo 6.7.1)

De forma a complementar este estudo foi calculado, ainda, o bias relativo (Anexo
6.7.2), tendo-se obtido um erro de 24 % e 12 % para o 4-EG e 4-EF, respetivamente.

Apesar dos valores obtidos serem apreciaveis, estes sdo aceitaveis dentro dos critérios
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definidos pela BIPEA e corroborados pelos valores do Z-score, pois apresentam um valor

inferior a 2.

Conclui-se, assim, que os resultados obtidos mostraram que o método é justo,

sendo os resultados obtidos para o 4-EF considerados melhores.

3.8. Precisao

A avaliacdo da precisdo envolve a repeticdo de medicGes numa mesma amostra
em determinadas condicGes especificadas. Neste trabalho, as condi¢cdes de precisdo
avaliadas foram a repetibilidade e a precisdo intermédia. A reprodutibilidade n3o foi
avaliada, dado que implicava a realizacdo da metodologia analitica desenvolvida num

outro laboratoério.

3.8.1. Precisdo em condi¢Ges de repetibilidade

Para avaliar a precisdao em condic¢Oes de repetibilidade foram analisadas réplicas
(n) em oito matrizes, em diferentes niveis de concentracdo para os dois analitos em
estudo. Em cada matriz, analisou-se a amostra em duplicado e sete réplicas da amostra

fortificada. Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 3.21 e 3.22

Determinaram-se os valores da concentragao dos analitos, 4-EG e 4-EF, o desvio
padrao da repetibilidade para cada uma das matrizes, considerando os sete ensaios

realizados para cada uma delas. (Tabelas 3.19 e 3.20).

Tabela 3.19: Valores da concentracdo de 4-EG, do desvio padrdo da repetibilidade e da variancia
para cada matriz, em mg/I.

C 4-EGp C 4-EGexp S, s2
Matriz
(mg/l) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto 0,020 0,031 0,0008 1,30 x 10
Vinho tinto 0,020 0,036 0,0012 6,00 x 107
Vinho tinto 0,250 0,249 0,0068 4,64 x 105
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Vinho tinto 1,50 1,59 0,043 1,81 x 103
Vinho verde branco 0,500 0,547 0,012 1,53 x 104
Vinho rosé 0,750 0,716 0,015 2,35 x 10+
Vinho branco maduro 0,250 0,261 0,0032 1,05 x 10-5
Vinho branco maduro 1,25 1,25 0,048 2,29 x 103

Tabela 3.20: Valores da concentragdo de 4-EF, do desvio padrdo da repetibilidade e da variancia
para cada matriz, em mg/I.

C 4-EFp C 4-EFexp Sr Sz
Matriz

(mg/1) (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)
Vinho tinto 0,020 0,066 0,0025 6,50 x 10-¢
Vinho tinto 0,020 0,052 0,0018 3,20 x 10-¢
Vinho tinto 0,250 0,287 0,0093 8,61 x 105
Vinho tinto 1,50 1,59 0,042 1,75x%x103
Vinho verde branco 0,500 0,548 0,015 2,39 x10+4
Vinho rosé 0,750 0,701 0,018 3,37 x10+*
Vinho branco maduro 0,250 0,264 0,0029 8,70 x 10-6
Vinho branco maduro 1,25 1,24 0,045 2,04 x103
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Tabela 3.21: Valores da concentragdo de 4-EG, obtidos nas diferentes matrizes no estudo da repetibilidade.

C 4-EGexp (mg/1)

Matriz Amostra Fortificagdo 1 2 3 4 5 6 7
Vinho tinto maduro 0,017 0,020 0,036 0,037 0,034 0,037 0,035 0,037 0,037
Vinho tinto maduro 0,012 0,020 0,032 0,029 0,031 0,031 0,030 0,030 0,031
Vinho tinto maduro 0,014 0,250 0,251 0,250 0,249 0,244 0,245 0,235 0,256
Vinho tinto maduro 0,000 1,50 1,59 1,51 1,55 1,55 1,59 1,63 1,63
Vinho branco verde 0,011 0,500 0,544 0,528 0,554 0,564 0,561 0,543 0,547
Vinho rosé 0,015 0,750 0,730 0,697 0,704 0,704 0,734 0,730 0,716
Vinho branco maduro 0,000 0,250 0,264 0,257 0,258 0,257 0,264 0,263 0,261
Vinho branco maduro 0,000 1,25 1,26 1,29 1,17 1,25 1,23 1,31 1,20

Tabela 3.22: Valores da concentracdo de 4-EF obtidos nas diferentes matrizes, no estudo da repetibilidade.
C 4-EFexp mg/1
Matriz Amostra Fortificacdo 1 2 3 4 5 6 7

Vinho tinto maduro 0,047 0,020 0,066 0,070 0,066 0,067 0,066 0,063 0,069

Vinho tinto maduro 0,033 0,020 0,053 0,054 0,055 0,050 0,050 0,052 0,051

Vinho tinto maduro 0,029 0,250 0,284 0,280 0,288 0,279 0,285 0,306 0,291

Vinho tinto maduro 0,000 1,50 1,59 1,54 1,58 1,56 1,60 1,66 1,64

Vinho branco verde 0,000 0,500 0,551 0,531 0,551 0,519 0,567 0,540 0,548

Vinho rosé 0,032 0,750 0,727 0,689 0,688 0,692 0,730 0,717 0,701

Vinho branco maduro 0,002 0,250 0,263 0,263 0,265 0,268 0,270 0,264 0,261

Vinho branco maduro 0,017 1,25 1,24 1,29 1,19 1,27 1,23 1,31 1,21
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Com o objetivo de avaliar a necessidade de eliminar alguma matriz para o calculo
da repetibilidade do método, a partir dos valores da varidancia de repetibilidade
determinados anteriormente, realizou-se um teste de Cochran (Anexo 6.8.1). A partir
da analise dos resultados, verificou-se que o valor de C tabelado é igual a 0,307, para 95
% de confianca, e o valor de C calculado da matriz com maior variancia, vinho tinto
maduro, foi de 0,612. Este calculo seria sucessivamente realizado até que nao fosse

necessario eliminar mais nenhuma matriz.

No entanto, ao invés de se eliminarem as matrizes e se determinar a
repetibilidade do método para a gama de trabalho estabelecida, considerou-se trés
niveis de concentracdes, dado ndo se ter verificado a homogeneidade de variancias ao
longo de toda a gama de trabalho. Para cada nivel, determinou-se ndo sé a

repetibilidade como também a precisdo intermédia e a incerteza do método.

Para a determinacdo do 4-EG, o nivel de concentracdo mais baixo corresponde
ao intervalo 0 < [4-EG] < 0,020 mg/I. O nivel de concentracdo intermédio corresponde
ao intervalo 0,020 < [4-EG] < 1,00 mg/l. Por fim, o nivel de concentracdo alto
corresponde ao intervalo 1,00 < [4-EG] < 1,50 mg/I. O critério de divisdo da gama de
trabalho nestes niveis corresponde ao que permite uma menor rejeicdo de matrizes no
estudo da repetibilidade, de modo que nao se observassem diferencas significativas nas

variancias.

Para a determinag¢dao do 4-EF, o nivel de concentra¢cdo mais baixo corresponde
ao intervalo 0 < [4-EF] < 0,500 mg/l. O nivel de concentragdo intermédio corresponde
ao intervalo 0,500 < [4-EF] < 1,00 mg/I. Por fim, o nivel de concentragdo alto é idéntico

a do 4-EG e corresponde ao intervalo 1,00 < [4-EF] < 1,50 mg/I.

Para o nivel de concentracdo de 4-EG da concentracgdo inferior a 0,020 mg/I,
foram consideradas 2 matrizes, como ilustrado na Tabela 3.23, onde consta a
concentracdo dos analitos, o desvio padrao de repetibilidade e a variancia de

repetibilidade.
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Tabela 3.23: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia obtidos em
condigGes de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentragdo baixo.

C 4-EGp C 4-EGexp Sr Sz
Matriz
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,020 0,031 0,0008 1,30 x 106
Vinho tinto maduro 0,020 0,036 0,0012 6,00 x 107

Com a aplicacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que
apresentava maior variancia, a segunda, o valor de C calculado foi de 0,684. Como o
valor de C tabelado para n =2 e 95 % de confianca é de 0,853, concluiu-se que esta
matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram
consideradas as duas matrizes mencionadas. A partir destas, foram calculados o

respetivo CVr e o limite de repetibilidade apresentados na Tabela 3.24.

Tabela 3.24: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EG, no nivel de concentragdo baixo.

C4-EGp CV, re
Matriz
(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,020 2,6 0,0022
Vinho tinto maduro 0,020 3,2 0,0032
Média - 2,9 0,0027

Da analise da tabela é possivel concluir que o CVr foi de 2,9 %, o que de acordo
com o definido pelo laboratdério (< 10 %) é considerado satisfatério. Para além disso,
ainda se concluiu que os valores obtidos em duplicado, em condi¢cdes de repetibilidade,

podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os 0,0027 mg/I.

Para o nivel de concentragdo intermédio (0,020 < [4-EG] < 1,00 mg/l), foram
consideradas quatro matrizes, como ilustrado na Tabela 3.25, sendo que para cada uma
delas foi determinado o valor médio da concentragdo de analitos, o desvio padrao de

repetibilidade e a variancia de repetibilidade.
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Tabela 3.25: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia obtidos em
condigGes de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentragdo intermédio.

C4-EGp C 4-EGexp Sr S2
Matriz
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,250 0,247 0,0068 4,64 x 10°
Vinho branco verde 0,500 0,549 0,0124 1,53 x 10*
Vinho rosé 0,750 0,717 0,0153 2,35 x 10*
Vinho branco maduro 0,250 0,261 0,0032 1,05 x 10°

Apbs realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que

apresentava maior variancia, o vinho rosé, o valor de C calculado foi de 0,529. Como o

valor de C tabelado para n =4 e 95 % de confianca é de 0,560, concluiu-se que esta

matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram

consideradas as 4 matrizes mencionadas. A partir destas, foram calculadas o respetivo

CVr e o limite de repetibilidade, tal como esta representado na Tabela 3.26.

Tabela 3.26: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EG, no nivel de concentragdo intermédia.

C4-Gp CV, re
Matriz

(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,250 2,8 0,019
Vinho branco verde 0,500 2,2 0,035
Vinho rosé 0,750 2,1 0,043
Vinho branco maduro 0,250 1,2 0,009
Média - 2,1 0,026

De acordo com o definido pelo laboratério, a repetibilidade pode ser considerada

satisfatdria se o CVr for inferior a 10 %, o que se verificou, uma vez que o é CVr de 2,1

%. Concluiu-se, ainda, que os valores obtidos em duplicado, em condi¢cdes de

repetibilidade podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os 0,026 mg/I.
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Por fim, o nivel de concentracdo alto (1,00 < [4-EG] < 1,50 mg/l) foram
consideradas duas matrizes, como ilustrado na Tabela 3.27, sendo que para cada uma
delas foi determinado o valor médio da concentracdo de analitos, o desvio padrdo de

repetibilidade e a variancia de repetibilidade.

Tabela 3.27: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e variancia obtidos em
condigdes de repetibilidade do 4-EG para o nivel de concentragdo alto.

C4-EGp C 4-EGexp Sr s?
Matriz
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto maduro 1,50 1,580 0,043 0,0018
Vinho branco maduro 1,25 1,247 0,048 0,0023

Apbs realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que
apresentava maior variancia, o vinho branco maduro, o valor de C calculado foi de 0,558.
Como o valor de C tabelado para n =4 e 95 % de confianca é de 0,853, concluiu-se que
esta matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram
consideradas as duas matrizes mencionadas. A partir destas, foram calculadas o

respetivo CVr e o limite de repetibilidade, tal como esta representado na Tabela 3.28.

Tabela 3.28: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EG, no nivel de concentragdo alto.

C4-EGp CV: I'r
Matriz
(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho tinto maduro 1,50 2,7 0,12
Vinho branco maduro 1,25 3,8 0,13
Média - 3,3 0,13

De acordo com o definido pelo laboratério, a repetibilidade pode ser considerada

satisfatdria se o CVr for inferior a 10 %, o que se verificou, uma vez que o CVr é de 3,3
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%. Concluiu-se, ainda, que os valores obtidos em duplicado, em condi¢bes de

repetibilidade podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os 0,13 mg/I.

Em sintese, na Tabela 3.29 estdo apresentados os resultados obtidos para a

repetibilidade o 4-EG nos trés niveis de concentragao.

Tabela 3.29: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade (r) obtidos
para o 4-EG nos trés niveis de concentragdo definidos.

Nivel de concentragio CVr T,
Analito
(mg/1) (%) (mg/1)
<0,020 2,9 0,003
4-EG 0,020—1,00 2,1 0,026
>1,00 3,3 0,13

Pela andlise da Tabela 3.29 verifica-se que o 7 aumenta com o aumento do nivel
de concentracgdo. Ja para o CVr ndo se verifica 0 mesmo, uma vez que o valor mais baixo

€ o do nivel de concentragao intermédio, sendo este o que engloba mais matrizes.

Em relacdo a determinacdo do 4-EF, o nivel de concentragdo inferior a 0,500 mg/|
engloba a analise de quatro matrizes, como ilustrado no Anexo 6.8.2. Apds realizagao
do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz com maior variancia, vinho tinto
maduro (0,250 mg/I), o valor de C calculado foi de 0,865. Como o valor de C tabelado
para n = 4 e 95 % de confianga é de 0,560, concluiu-se que esta matriz deveria ser
rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram consideradas apenas as trés

matrizes mencionadas.

Ja para o nivel de concentrac¢do intermédio, foram consideradas duas matrizes,
como ilustrado no Anexo 6.8.2. Apds realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que
para a matriz que apresentava maior variancia, o vinho rosé, o valor de C calculado foi
de 0,590. Como o valor de Ctabelado paran=2e 95 % de confianca é de 0,853, concluiu-
se que esta matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal,

foram consideradas as duas matrizes mencionadas.
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Por fim, o nivel de concentracdo alto, foram consideradas duas matrizes, como
ilustrado no Anexo 6.8.2. Apds realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a
matriz que apresentava maior variancia, o vinho branco maduro, o valor de C calculado
foi de 0,538. Como o valor de C tabelado para n = 2 e 95 % de confianca é de 0,853,
concluiu-se que esta matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e,

como tal, foram consideradas as duas matrizes mencionadas. (Anexo 6.8.3)

Em sintese, estd apresentado os resultados obtidos para a repetibilidade na

determinacdo do 4-EF nos trés niveis de concentracao.

Tabela 3.30: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade (r) obtidos
para o 4-EF nos trés niveis de concentragao.

Nivel de concentragio CVr T,
Analito
(mg/1) (%) (mg/1)
> 0,500 2,79 0,007
4-EF 0,500—1,00 2,72 0,047
>1,00 3,12 0,122

Comparando a repetibilidade dos resultados obtidos para os dois analitos, é
possivel constatar que os valores obtidos do 4-EF apresentam um menor CVr para os
niveis de concentragdo baixo e alto, enquanto para o 4-EG o CVr é menor para o nivel
de concentragao intermédio. O valor de rr para ambos os fendis vai aumentando ao

longo dos niveis de concentragao.

Apenas foi eliminada uma matriz pelo teste de Cochran para a determinagao do

4-EF no nivel de concentrac¢do baixo nas oito matrizes analisadas para ambos os fendis.

3.8.2. Precisao em condicdes de precisdo intermédia

A precisdo intermédia foi avaliada, em analises realizadas nas mesmas condi¢cdes

experimentais, alterando os dias de analise, para os niveis de concentracdo utilizados no
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estudo de repetibilidade. Em cada dia que uma matriz foi analisada, os ensaios foram

realizados em duplicado.

A partir dos valores dos duplicados, foi possivel calcular o valor do desvio médio
da precisao intermédia, Sl, e o valor do coeficiente de variacdo médio, CVI. Estes valores

estdo demonstrados no Anexo 6.9.

Os valores obtidos para os trés niveis de concentracdo definidas para o 4-EG,

encontram-se resumidos na Tabela 3.31.

Tabela 3.31: Desvio médio da precisdo intermédia (Si) e coeficiente de variagdo médio (CVi)
obtidos para o 4-EG.

Nivel de concentragao N2 de S CVi

Analito
(mg/1) matrizes (mg/1) (%)
<0,020 6 0,0011 3,7
4-EG 0,020—1,00 19 0,012 2,6
> 1,00 7 0,063 3,9

Os resultados obtidos para os duplicados de seis amostras, foram levados em
consideragdo para o estudo da precisao intermédia para o nivel de concentragao mais
baixo. Desta forma, foi possivel calcular o valor de S;, sendo o valor obtido de 0,0011
mg/l. Ja o valor de CV, é igual a 3,7 %, concluindo, assim que a precisdo intermédia é

considerada satisfatoria dado que é inferior a 10 %.

Para o nivel de concentragdo intermédio, 0,020 a 1,00 mg/I, foram tomadas em
considera¢ao dezanove amostras analisadas, em duplicado, para o estudo da precisao
intermédia. Assim, o valor de S, obtido foi de 0,012 mg/l. A partir deste valor,
determinou-se o CV, é igual a 2,6 %, concluindo, assim que a precisao intermédia é

considerada satisfatoria dado que o valor é inferior a 10%.

Por ultimo, para o nivel de concentragao alto, > 1,00 mg/Il, foram consideradas
para o estudo da precisdo intermédia sete amostras replicadas. A partir destes valores,
determinou-se o valor médio da concentracdo de 4-EG nestas amostras, bem como, o

guadrado da diferenga entre duplicados. De seguida, determinou-se o valor do S;, sendo
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este igual a 0,063 mg/l. A partir deste valor, determinou-se o CV, é igual a 3,9 %,

concluindo, assim que a precisdo intermédia é considerada satisfatoria.

O mesmo estudo também foi efetuado para a determinacdo do 4-EF. Os valores

obtidos para os trés niveis concentracdao, encontram-se resumidos na Tabela 3.32.

Tabela 3.32: Desvio médio da precisdo intermédia (Si) e coeficiente de variagdo médio (CVi)
obtidos para o 4-EF.

Nivel de concentragao Nede S CVi

Analito
(mg/1) matrizes (mg/1) (%)
> 0,500 15 0,006 33
4-EF 0,500—1,00 11 0,027 4,0
> 1,00 7 0,064 3,9

Os resultados obtidos para os duplicados de quinze amostras, foram levados em
consideracdo para o estudo da precisdo intermédia para o nivel de concentragdo baixo
Desta forma, foi possivel calcular o valor de S, sendo o valor obtido de 0,006 mg/I. Ja o

valor de CV, é igual a 3,3 %.

Para o nivel de concentragao intermédio, definido o intervalo como 0,500 a 1,00
mg/l, onze amostras analisadas em duplicado foram tomadas em consideragdo para o
estudo da precisdo intermédia. Assim, o valor de S, obtido foi de 0,027 mg/I. A partir

deste valor, determinou-se o CV, é igual a 4,0 %.

Por ultimo, para o nivel de concentragao alto, > 1,00 mg/I, foram consideradas
para o estudo da precisdo intermédia ao longo deste intervalo sete amostras replicadas.
Determinou-se o valor do S;, sendo este igual a 0,064 mg/l. A partir deste valor,

determinou-se o CV, é igual a 3,9 %.

Assim foi possivel concluir que a precisao intermédia é considerada satisfatoéria

em todos os niveis de concentragao dado que o valor de CV, foi sempre inferior a 10%.

Na Tabela 3.33, encontra-se de forma resumida os CV obtidos para a

repetibilidade e precisdo intermédia para os dois analitos em estudo.
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Tabela 3.33: Comparacdo da precisdo obtida em condi¢des de repetibilidade e em condi¢Ses de
precisdo intermédia do método dos fendis volateis.

P Nivel de concentrac¢ao CVr CVi
(mg/1) (%) (%)

<0,020 2,9 3,7

4-EG 0,020—1,00 2,1 2,6
>1,00 3,3 3,9

20,500 2,8 3,3

4-EF 0,500—1,00 2,7 4,0
>1,00 3,1 3,9

Analisando a Tabela 3.33, conclui-se que, dentro das condi¢cdes de precisdo
avaliadas, sdo observados valores superiores para a CV,, como seria de esperar
atendendo que as analises foram realizadas em diferentes dias, apesar de terem sido
estudadas um maior nimero de matrizes para o estudo da precisdo intermédia.
Comparando os resultados obtidos com os dois analitos, é possivel verificar que os
valores do 4-EG sdo superiores aos do 4-EF, como excecdo do nivel de concentragdao

intermédio.

No que diz respeito aos CVs, foi possivel observar que, de modo geral, os
coeficientes de variagdo calculados para cada gama de trabalho, quer em condi¢Ges de
repetibilidade quer de precisdo intermédia, se encontravam bastante préximos uns dos

outros e situados a cerca de 3 %.

Em suma, dado que o valor do coeficiente de variagdo médio em todos os niveis
de concentragdo, foi sempre muito baixo, pode-se considerar que a precisdo é
satisfatdria, ou seja, os erros aleatdrios observados nas analises efetuadas em condicdes
de repetibilidade e precisdao intermédia ndo afetaram a confiangca nos resultados

produzidos.
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3.9. Incerteza do método

O grau de incerteza associado a avaliacdo analitica do sistema foi estimado de
acordo com os dados da justeza e da precisdo obtidos para os trés niveis de

concentracdo. (Anexo 6.10)

Na Tabela 3.34 é apresentado um resumo dos resultados obtidos na estimativa
da incerteza do método do nivel de concentragdo baixo considerando a precisao em

condicGes de precisdo intermédia e os ensaios de recuperacdo efetuados, neste

trabalho, para o 4-EG.

Os valores de justeza obtidos para os ensaios de recuperagdao foram
apresentados na se¢do 3.7 e para a precisdo em condi¢Ges de precisdo intermédia foram

apresentados na se¢do 3.8.2.

Tabela 3.34: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo baixo do método de
quantificagdo do 4-EG.

Componente Variavel Valor Unidades

Precisdo u(precisio)relativa 3,6 %

[4 — EGJobs 0,034 mg/1

[4 — EG],ef 0,034 mg/1
bias relativo 2,7 %

uadd 0,12 mg/1

Cadd 9,99 mg/1
Justeza u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,000071 ml
Vadd 0,100 ml
u(Vol)relativa 0,070 %
u(recuperacdo,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 3,0 %
Incerteza combinada uc(y) 4,7 %
Incerteza expandida U 9,4 %

Na Tabela 3.35 é apresentado o resumo dos resultados obtidos na estimativa da

incerteza do método do nivel de concentragdo intermédio considerando a precisdo em
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condicdes de precisdo intermédia e os ensaios de recuperacdo efetuados neste trabalho

para o 4-EG.

Tabela 3.35:Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo intermédio do método de
quantificacdo do 4-EG.

Componente Variavel Matriz Valor Unidades
Precisao u(precisao)relativa 2,5 %
Vinho tinto maduro 0,261
o Vinho branco maduro 0,247
[ = EGloes Vinho branco verde 0,549 me/!
Vinho rosé 0,717
Vinho tinto 0,249
Vinho branco maduro 0,258
[4 — EG]ref , mg/l
Vinho branco verde 0,514
Vinho rosé 0,765
bias relativo 5,6 %
uadd 0,12 mg/1
Cadd 9,99 mg/1
Justeza u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,002 ml
Vinho tinto maduro 1,28
Vinho branco maduro 1,25
Vadd ml
Vinho branco verde 2,65
Vinho rosé 4,06
Vinho tinto maduro 0,041
Vinho branco maduro 0,020
u(Vol)relativa %
Vinho branco verde 0,051
Vinho rosé 0,042
u(recuperacdo,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 5,7 %
Incerteza combinada uc(y) 6,3 %
Incerteza expandida U 12,5 %

Na Tabela 3.36 é apresentado o resumo dos resultados obtidos na estimativa da

incerteza do método do nivel de concentracdo alto considerando a precisao em
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condicdes de precisdo intermédia e os ensaios de recuperacao efetuados neste trabalho

para o 4-EG.

Tabela 3.36: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo alto do método de
quantificacdo do 4-EG.

Componente Variavel Matriz Valor Unidades
Precisao u(precisao)relativa 3,9 %
Vinho tinto maduro 1,58
L4 = EGlons Vinho branco maduro 1,25 me/!
Vinho tinto maduro 1,52
[ = EGlrer Vinho branco maduro 1,25 me/!
bias relativo 2,6 %
uadd 0,12 mg/1
Cadd 10,0 mg/1
Justeza u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,0032 ml
Vinho tinto maduro 9,00
Vadd ml
Vinho branco maduro 7,15
Vinho tinto maduro 0,035
u(Vol)relativa %
Vinho branco maduro 0,045
u(recuperacdo,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 2,9 %
Incerteza combinada uc(y) 4,9 %
Incerteza expandida U 9,8 %

Os dados das tabelas anteriores demonstram que estimativa da incerteza do
método obtida para 0 4-EG é de 10 %, 13 % e 10 % para o nivel baixo, intermédio e alto,
respetivamente. A estimativa do nivel de concentracdo intermédio é superior as
restantes. Uma possivel explicacdo para essa diferenca podera dever-se a um maior

numero de matrizes apresentadas neste nivel.

Aincerteza do método da determinac¢ao do 4-EF é apresentado em resumo para
os diversos do niveis de concentracdo considerando a precisdo em condi¢cdes de
precisdo intermédia e os ensaios de recuperacao efetuados neste trabalho, apresentada

nas Tabelas 3.37, 3.38 e 3.39, para o nivel baixo, intermédio e alto, respetivamente.
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Tabela 3.37: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentrag¢do baixo do método de
quantificacdo do 4-EF.

Componente Variavel Valor Unidades

Precisao u(precisio)relativa 3,3 %

[4 — EF] s 0,276 mg/1

[4 — EF] 0,263 mg/1
bias relativo 51 %

uadd 0,12 mg/1

Cadd 10,0 mg/1
Justeza u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,00052 ml
Vadd 1,25 ml
u(Vol)relativa 0,041 %
u(recuperacgao,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 53 %
Incerteza combinada uc(y) 6,2 %
Incerteza expandida U 12,4 %

Na Tabela 3.38 é apresentado o resumo dos resultados obtidos na estimativa da
incerteza do nivel de concentracdo intermédio considerando os ensaios de recuperacao

efetuados neste trabalho para o 4-EF.

Tabela 3.38: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentracdo intermédio do método de
quantificacdo do 4-EF.

Componente Variavel Matriz Valor Unidades
Precisao u(precisio)relativa 2,8 %
Vinho branco verde 0,544
(4~ EFlobs Vinho rosé 0,706 me/l
Vinho branco verde 0,504
[4 — EF]ref , - mg/l
Vinho rosé 0,784
Justeza bias relativo 9,0 %
uadd 0,12 mg/1
Cadd 10,01 mg/1
u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,00207 ml
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Vinho branco verde 2,65

Vadd ml
Vinho rosé 4,01

Vinho branco verde 0,020
u(Vol)relativa %

Vinho rosé 0,051
u(recuperacgao,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 9,1 %
Incerteza combinada uc(y) 9,5 %
Incerteza expandida U 19,0 %

Na Tabela 3.39 é apresentado o resumo dos resultados obtidos na estimativa da
incerteza do nivel de concentracdo alto considerando os ensaios de recuperagao

efetuados neste trabalho para o 4-EG.

Tabela 3.39: Estimativa da incerteza expandida do nivel de concentragdo alto do método de
quantificagao do 4-EG.

Componente Variavel Matriz Valor Unidades
Precisao u(precisao)relativa 4,0 %
Vinho tinto maduro 1,59 N
4 —EF m
[ Jobs Vinho branco maduro 1,25 8
Vinho tinto maduro 1,52
[4 - EF] ref . mg/l
Vinho branco maduro 1,27
bias relativo 3,3 %
uadd 0,12 mg/1
Cadd 10,0 mg/1
Justeza u(add)relativa 1,2 %
uVadd 0,00319 ml
Vinho tinto maduro 9,00
Vadd ml
Vinho branco maduro 7,15
Vinho tinto maduro 0,035
u(Vol)relativa %
Vinho branco maduro 0,045
u(recuperacdo,c)relativo 1,2 %
u(justeza)relativa 3,6 %
Incerteza combinada uc(y) 54 %
Incerteza expandida U 10,7 %
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Para o caso da determinacdo do 4-EF, os dados das tabelas anteriores
demonstram que estimativa da incerteza obtida é de 13 %, 19 % e 11 % para o nivel
baixo, intermédio e alto, respetivamente. Aqui verifica-se 0 mesmo que para o outro
analito, isto é, a estimativa da incerteza do nivel de concentragdo intermédio é superior

as restantes.

Comparando a estimativa da incerteza dos dois analitos é possivel verificar que
o 4-EF apresenta incertezas maiores. De realgar que estes valores vao de encontro aos
do CV,determinados no estudo da precisdo intermédia do método para cada gama de

trabalho.

Conclui-se, assim, que a incerteza do método é inferior a 20 % em todos os niveis
de concentracdo o que indica que, de acordo com critérios estabelecidos internamente,
a metodologia utilizada é apropriada para estimar a incerteza em todas as gamas de

trabalho.

3.10. Aplica¢do de método numa outra matriz

A validacdo dos fendis volateis por GC-FID foi realizada considerando quatro
matrizes de vinhos diferentes. Contudo, foi também realizado um estudo a uma matriz
de um vinho licoroso, mais concretamente, um moscatel para verificar o desempenho

do método nesta matriz, por indicagao dos auditores.

Na Figura 3.7 estd apresentando um cromatograma obtido numa amostra de
vinho licoroso e na mesma amostra fortificada com ambos os fendis, uma vez que na

amostra ndo foi detetado qualquer um dos fendéis em estudo.
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Figura 3.7: Cromatograma de uma amostra de Vinho licoroso + Vinho licoroso fortificado (c = 1,25
mg/) . tr do 4-decanol = 25,207 min; tr do 4-EG = 41,942 min e tr do 4-EF =46,825 min.

A partir da analise do cromatograma, verifica-se a existéncia de 3 picos
referentes ao 4-decanol, 4-EG e 4-EF, tal como era esperado. Foi calculada a R (%) obtida

num ensaio em duplicado. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 3.40.

Tabela 3.40: Volume de fortificagdo adicionado de uma solugdo de fenois de (c 4-EG=9,99 mg/l e c
4-EF = 10,0 mg/l), recuperacdes obtidas e respetiva média.

Volume adicionado R1 R2 R
Analito
(ml) (%) (%) (%)
4-EG 101 104 102,5
_ 7,50
4-EF 98 100 99

Com base nos valores apresentados na Tabela 3.40, é possivel observar que as
taxas de recuperacdes obtidas s3o muito aceitaveis, pois a R (%) obtida para ambos os
fendis volateis foi de 102 % e 99 %, muito préxima dos 100 %. Conclui-se, assim, que o
comportamento do vinho licoroso no que respeita a determinagao dos fendis volateis

em estudo é semelhante as restantes matrizes.
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3.11. Controlo de qualidade

As cartas de controlo sdo frequentemente utilizadas para monitorizar a
gualidade dos resultados a partir de diversos parametros, como o declive da reta de

calibracdo, padrao de verificacdo ou branco da amostra.

Esta ferramenta serve para averiguar se existem anomalias que exijam revisdo
da curva de calibracdo, ou de outro parametro, que possa estar a influenciar os

resultados.

3.11.1. Declives

A partir dos valores obtidos na Tabela 3.15 (capitulo 3.6) elaborou-se uma carta
de controlo de individuos proviséria para cada analito (Figura 3.8a e 3.8b). Para tal, foi
necessario determinar o valor alvo e os limites de aviso e controlo a partir da média e

desvio padrdo. Estes valores estdo apresentados na Tabela 3.41.

Tabela 3.41: Valor alvo, desvio padrao e limites de aviso e controlo do declive das retas de
calibracdo de 4-EG e 4-EF para a construgao das cartas de controlo.

Valor alvo S LSA LIA LSC LIC
Analito
(1/mg) (1/mg) (1/mg) (1/mg) (1/mg) (1/mg)
4-EG 0,651 0,046 0,743 0,789 0,559 0,513
4-EF 0,788 0,040 0,868 0,908 0,669 0,708
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Figura 3.8: Carta de controlo de individuos do declive da reta de calibragdo do: a) 4-EG; b) 4-EF. O
valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarela e LIC a verde.

Da analise da Figura 3.8a e 3.8b, verifica-se que os valores do declive se
encontram dentro dos limites estabelecidos na carta de controlo e sempre entre os
valores de LSA e LSC, o que demonstra que os limites poderiam ser reduzidos. Assim,
conclui-se que o declive das retas de calibracao dos dois fendis se manteve estavel e sob
controlo ao longo do tempo.

3.11.2. Branco da amostra

Foi construida uma carta de controlo a partir do branco da amostra, para verificar
a existéncia de impurezas, (Figura 3.9a e 3.9b). Para tal, foi necessario determinar o
valor alvo e os limites de aviso e controlo a partir da média e desvio padrao. Estes valores
estdo apresentados na Tabela 3.42.

Tabela 3.42: Valor médio, desvio padrdo e limites de aviso e controlo do declive da reta de
calibracdo de 4-EG e 4-EF para a construgao das cartas de controlo do branco da amostra.
Valor alvo S LSA LIA LSC LIC
Analito
(pA min) (pA min) (pA min) (pA min) (pA min) (pA min))
4-EG 0,020 0,010 0,040 0,050 0,000 -0,010
4-EF 0,019 0,005 0,030 0,035 0,008 0,003

93



Branco (pAxmin)

Branco da amostra 4-EG Branco da amostra 4-EF

0.05

0.05
<
® S
X
0.03 ° % 003 5
S o @
2 B’ v v
® ° O [ °
0.01 Y ° % 0.01
I~
-0.01 -0.01 3/01 7/01 9/01 6/01 8/01 5/06 3/06
3/01 7/01 9/01 6/01 8/01 5/06 3/06
b)

Figura 3.9: Carta de controlo de individuos do branco da amostra do: a) 4-EG; b) 4-EF. O
valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarela e LIC a verde.

Da andlise da Figura 3.9a e 3.9b, verifica-se que os valores dos brancos se
encontram dentro dos limites estabelecidos na carta de controlo e sempre entre os
valores de LSA e LSC. Verifica-se que ndo existe nenhuma tendéncia demonstrando que

o processo de analise encontra-se sob controlo.

3.11.3. Padrdo de verificacdo

Foi construida uma carta de controlo, com os valores de concentragao
determinada experimentalmente do padrdo de concentragdo 1,50 mg/I, denominado

de padrdo de verificagao, para cada analito (Figura 3.10a e 3.10b).

No inicio de cada analise, é tracada uma reta de calibracdo. De seguida sdo
analisadas as amostras e no final analisa-se novamente o padrdo de verificacdo, de
forma a garantir a validade da curva de calibra¢do durante a analise das amostras. Assim,
é relevante monitorizar a concentra¢ao do padrdo de verificagdo sendo os resultados
inseridos numa carta de controlo para verificar se o processo esta sob controlo, ou seja,

se estdo dentro dos limites estabelecidos.

Para tal, foi necessario determinar o valor alvo e os limites de aviso e controlo a

partir da média e desvio padrdo. Estes valores estao apresentados na Tabela 3.43.
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Tabela 3.43: Valor médio, desvio padrdo e limites de aviso e controlo do 4-EG e 4-EF para a
construgdo das cartas de controlo do padrdo de verificagdo (1,50 mg/I).

Valor alvo S LSA LIA LSC LIC
Analito
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
4-EG 1,51 0,021 1,56 1,58 1,47 1,45
4-EF 1,51 0,031 1,58 1,61 1,45 1,42
Padrao verificacao 4-EG Padrao verificacao 4-EF
1.62 1.62
= 5
g’ 1.57 é 1.57
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152 - 1.52
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Figura 3.10: Carta de controlo de individuos do padrdo de verificacdo 1,50 mg/| do a) 4-EG; b) 4-EF.
O valor alvo corresponde a reta azul, LSA a laranja, LIA a cinzenta; LSC a amarela e LIC a verde.

Da analise da Figura 3.10a e 3.10b, verifica-se que os valores de concentragao
dos padrdes de verificagdo encontravam-se dentro dos limites estabelecidos na carta de
controlo. Apenas um ponto do padrao de verificacdo do 4-EF é que se encontra ao
mesmo nivel do LSC. Assim, pode-se concluir que a reta de calibracdo se manteve
constante, sendo determinado para o padrao de verificagdo dos dois fendis um valor

gue se encontra dentro dos limites definidos ao longo do tempo.

O principal objetivo do controlo da qualidade de rotina é o reconhecimento e a
eliminacdo de erros grosseiros e/ou sistematicos. Assim, nas cartas de controlo tracadas
é possivel monitorizar os resultados da analise, tendo-se verificado que, para os dois
analitos, ndo existem anomalias, concluindo-se que a informacdo obtida a partir da
analise de brancos da amostra, padrdes de verificacdo e declives das retas de calibracao

permitem concluir que o método encontra-se sob controlo. Posto isto, constata-se que
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ndo existem impurezas dos reagentes, dos materiais e que o equipamento esta a

funcionar adequadamente.

3.11.4. Ensaio interlaboratorial

Durante o periodo do trabalho experimental foi possivel participar num ensaio
interlaboratorial, constituindo uma ferramenta importante do controlo da qualidade. O
parametro mais utilizado para avaliar os resultados obtidos neste ensaio é o Z-score. Os
valores obtidos foram de 1,33 e 0,76 para o 4-EG e 4-EF. Estes resultados foram

apresentados na seccdo da avaliacdo da justeza no subcapitulo 3.7.2.

Estes valores demonstram que o desempenho do método é satisfatério, dado

gue sdo inferiores a 2, ndo existindo, entdo evidéncia da presenca de erros sistematicos.

Os ensaios interlaboratoriais constituem uma ferramenta de CQE permitindo a
avaliacdo do desempenho do método, concluiu-se que o método apresentou um

desempenho aceitavel.
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4. Conclusao

Os fendis volateis, 4-EG e o 4-EF, sdo produtos metabdlicos resultantes da
contaminagao por leveduras Brettanomyces que conferem defeitos olfativos descritos
como “couro” e “suor a cavalo” que se sobrepdem aos aromas desejaveis dos vinhos. E
essencial o desenvolvimento de métodos de facil operacdo, com uma boa sensibilidade

e precisao.

Neste trabalho foi realizada a validacdo do método analitico para a determinacao
dos fendis volateis recorrendo ao GC-FID, tendo sido caracterizados os seguintes
parametros de desempenho: seletividade, limite de quantificacdo, gama de trabalho,
linearidade, sensibilidade, justeza, precisdo, assim como a incerteza em matrizes de
bebidas alcodlicas, nomeadamente vinho tinto maduro, branco maduro, branco verde

e roseé.

A seletividade foi demonstrada recorrendo a fortificacdo de amostras tendo

obtido taxas de recuperacdo entre os 90 e 114 %.

O valor do LDQ (0,020 mg/l) demonstrou ser adequado ao propdsito e foi
avaliado de duas maneiras distintas. Na primeira, foram realizados ensaios de
recuperac¢ao ao nivel do primeiro padrdo da curva de calibragao, tendo-se obtido taxas
de recuperacgao entre 85 % e 108 %. A segunda maneira consistiu na andlise da relagao
S/N, que foi considerada aceitavel. De referir ainda que os limiares de perceg¢édo do 4-EG
(47 pg/l) e do 4-EF (440 pg/l), sdo cerca de 2 e 22 vezes superiores ao LDQ determinado,

respetivamente.

Foi verificada uma boa correlagdo linear da razdo entre as areas dos picos dos
analitos e do padrao interno, concluindo-se, que existe linearidade na gama de trabalho
utilizada. Os valores de R obtidos foram sempre superiores ou iguais a 0,9991. No

entanto, nao se verificou a homogeneidade das variancias nesta gama.

A sensibilidade do método foi avaliada pelo declive das retas de calibragdao
realizadas em dias diferentes, mantendo-se praticamente constante ao longo do tempo,
dado que ndo ocorreram alteragdes significativas dos declives durante o periodo de

estudo.
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A justeza foi avaliada recorrendo a ensaios de recuperacdo e a um ensaio
interlaboratorial no qual o laboratdrio apresentou um desempenho satisfatério (Z-score

<2).

Quanto a precisdao do método, avaliada em condicdes de repetibilidade e de
precisdo intermédia, foi possivel concluir que nos trés niveis de concentracao estudados

os valores dos CV foram satisfatdrios para os dois analitos em estudo.

A incerteza do método foi estimada para os trés niveis de concentracdo e situaram-

se entre os 10 e 19 %, transmitindo confianca nos resultados produzidos.

Para além das matrizes estudadas, vinhos de mesa, foi analisado um vinho licoroso
para verificar o alargamento do campo de aplicabilidade do método, tendo-se obtido
taxas de recuperacdo idénticas as restantes matrizes. Assim, seria desejdvel, no futuro,

a inclusdo desta matriz na validacdo do método.

De uma forma geral, pode-se referir que os resultados para o 4-EF sdo melhores
em todos os parametros de desempenho. Por ultimo, conclui-se que atendendo aos
resultados dos parametros de desempenho, o método foi validado e mostra-se

adequado para a quantificacdo do 4 EF e 4 EG na matriz vinhos de mesa.
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6. Anexos

6.1. Fichas de seguranca

Tabela 6.1: Ficha de segurancga dos reagentes utilizados.

Reagentes Pictogramas Perigo

Eter dietilico Inflamavel; nocivo ou irritante
Inflamavel; carcinogénico; nocivo ou
Hexano %
irritante e prejudicial para o ambiente

4-decanol Inflamavel

@ Inflamavel; carcinogénico e toxico
4-etilguaicol @ Inflamavel

@ Corrosivo; inflamavel
Etanol Inflamavel; nocivo ou irritante

1. Eter dietilico

Metanol

4-etilfenol

Adverténcias de perigo

H224 - Liquido e vapor extremamente inflamaveis.
H302 - Nocivo por ingestao.

H336 - Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

Adverténcias de prudéncia

P210 - Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de ignicdo. Nao
fumar.

P280 - Usar luvas de prote¢do/protecdo ocular.

P303+P361+P353 - Se entrar em contacto com a pele (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche.

P304+P340 Em caso de inalagdo - retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posicao que
ndo dificulte a respiracao.

P312 - Caso sinta indisposi¢do contacte um centro de informacgdo antivenenos/médico.

P403+P235 - Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.
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2. Hexano

Adverténcias de perigo

H225 - Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

H304 - Pode ser mortal por ingestdo e penetragdo nas vias respiratorias.
H315 - Provoca irritagdo cutanea.

H336 - Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

H361f - Suspeito de afetar a fertilidade.

H373 - Pode afetar os drgdos (sistema nervoso) apds exposi¢do prolongada ou repetida (em caso de
inalagdo).

H411 - Téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

Adverténcias de prudéncia

P202 N3o manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as precaugbes de Seguranca.
P280 - Usar luvas de protecdo/protecdo ocular.

P303+P361+P353 - Se entrar em contacto com a pele (ou o cabelo): Retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com agua.

P304+P340 - Em caso de inalagdo: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que
nao dificulte a respiracao.

P308+P313 — Em caso de exposicdo ou suspeita de exposi¢do: consulte um médico.

3. Metanol

Adverténcias de perigo

H225 - Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H301+H311+H331 - Téxico por ingestao, contacto com a pele ou inalagdo.

H370 - Afeta os 6rgaos (olho).

Adverténcias de prudéncia

P210 - Manter afastado do calor, faisca, chama aberta, superficies quentes. Ndo fumar.
P270 - Ndo comer, beber ou fumar durante a utilizagdo deste produto.
P280 - Usar luvas de prote¢do/protecdo ocular.

P303+P361+P353 - Se entrar em contacto com a pele (ou o cabelo): Retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com agua.
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P304+P340 - Em caso de inalagdo: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que
ndo dificulte a respiragdo.

P308+P311 - Em caso de exposicdo ou suspeita de exposi¢do: contacte um centro de informagdo
antivenenos/médico.

4. A4-etilguaiacol

Adverténcias de perigo

H315 - Provoca irritagdo cutanea.
H319 - Provoca irritagao ocular grave.

H335 - Pode provocar irritagdo das vias respiratorias.

Adverténcias de prudéncia

P261 - Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P264 - Lavar cuidadosamente apds manuseamento.

P271 - Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.

P280 - Usar luvas de protecdo/protecdo ocular.

P302+P352 - Se entrar em contacto com a pele: lavar abundantemente com agua.

P305 + P351 + P338 - Se entrar em contacto com os olhos: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar.

5. 4-etilfenol

Adverténcias de perigo

H302 - Nocivo por ingestao.

H312 - Nocivo em contacto com a pele.

H314 - Provoca queimaduras cutaneas graves e danos oculares.
H318 - Causa sérios danos oculares.

H332 - Nocivo por inalagdo.

Adverténcias de prudéncia

P280 - Usar luvas de prote¢do/protec¢do ocular.

P301 +P312 — Em caso de ingestdo: caso sinta indisposicdo contacte um centro de informacdo
antivenenos/médico.

P301 + P330 + P331 - Em caso de ingestdo: enxaguar a boca. Ndo provocar o vomito.
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P302+P352 - Se entrar em contacto com a pele: lavar abundantemente com agua.

P304+P340 - Em caso de inalagdo: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que
ndo dificulte a respiragdo.

P305 + P351 + P338 - Se entrar em contacto com os olhos: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar.

P310 - Contacte imediatamente um centro de informagdo antivenenos/médico.

6. Etanol

Adverténcias de perigo

H225 - Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

H319 - Provoca irritagao ocular grave.

Adverténcias de prudéncia

P210 - Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de ignicdo. Nao
fumar.

P233 - Manter o recipiente bem fechado.

P305 + P351 + P338 - Se entrar em contacto com os olhos: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar.

6.2. Solugdes de calibragao

6.2.1. Calculo da concentracdo efetiva da solu¢do mae de calibracdo e respetiva
incerteza combinada associada

Para o cdlculo das incertezas das solugGes foi utilizada a abordagem “passo a passo”. De maneira a
visualizar de forma efetiva, sdo apresentados os passos necessarios para o calculo da incerteza da solugdo
mae do 4-EG.

Em primeiro lugar, especificou-se a mensuranda de acordo com a Equagdo 6.1.

m X Pureza _ 100,4 x 99,5
Voawzo  0,1000

6.1

[Sol.miée] = =999 mg/l

Determinaram-se as fontes de incerteza que estdo apresentadas no diagrama em espinha de
peixe para este caso em particular representado na Figura 6.1.
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Massa do reagente Pureza do reagente

Zona de trabalho ——————*

Zona da tara

Concentracao da solugao
Calibracgp ———, mae de calibragao
+——— Temperatura

Volume da solugao mae

Figura 6. 1: Diagrama em espinha de peixe para o célculo da incerteza da concentragdo efetiva
da solugdo mae de de calibragao.

Apéds a identificagdo das fontes de incerteza, foi necessario quantifica-las. Assim, calculou-se a

incerteza da pureza u(P), assumindo uma distribui¢do retangular. A incerteza padrao é calculada através
da Equagdo 6.2.

_% 0005 _ 6.2
u(P)=% === = 0,003

Seguidamente, determinou-se a incerteza da massa u(m), tendo em conta o erro maximo
admissivel (EMA) da balanga na zona da tara e na zona de trabalho, de acordo com a Equagdo 6.3.

Un=

EMAtara® | EMAtrabalho? _\/ 0,0022  0,0005

+ *-0,0012 6.3
3 3 3 N

Por fim, determinou-se a incerteza do volume u(V), sabendo que o volume contido no baldo
volumétrico pode ser afetado pelas seguintes fontes de incerteza:

Solucdo (uMv), na forma de incerteza padrdo, admitindo uma distribui¢do triangular. Dada pela
Equacao 6.4:

T 0,10

uMv (V)=\/g = f

=0,041 | 6.4

e Temperatura (uT), na forma de incerteza padrdo é determinada calculando a variagdo do volume

do material volumétrico (AV), tendo em consideracdo que normalmente a temperatura de um
laboratério oscila aproximadamente 42C. Assim a AV é calculada através da Equagdo 6.5.

AV=~+ (Vpus0 X coeficiente de expansio da agua X AT) =100 X 2,1 x 104 X 4 =0,084 | 6.5
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Assumindo uma distribui¢do triangular, calcula-se a incerteza padrdo associada a temperatura
recorrendo a Equagdo 6.6.

uT(V)=% = &g“ = 0,048 | 6.6

Tendo em conta as diferentes fontes de incerteza associadas ao volume, a u(V) é obtida através
da seguinte equagao:

wy = [ty (V)2 + 1z (V)2 = /(0,041)% + (0,048)2 =0,063 | 6.7

Aincerteza combinada da solugdo mae do 4-EG é obtida através da Equagdo 6.8.

uc(C4—etilguaiacol)=CX\/ P + v =999 0,995 0,100 100 12;2 6.8

mg/l

u(P)2+u(m)2 u(v)>? \/0,003)2 (0,001)% | (0,063)? _
m

Para o caso do 4-EF, o cdlculo das concentragdes é efetuado da mesma forma que o 4-EG, uma
vez que foi preparada uma solugdo conjunta de calibragao, variando apenas a pureza do reagente, que
corresponde a 99,9%, tal como esta apresentado na Tabela 6.2.

Tabela 6.2: Valores auxiliares para o célculo da concentragdo da solucdo mae de calibragao.

m P |4 C

(g) (%) (ml) (mg/1)
4-EG 0,100 99,5 100 999
4-EF 0,100 99,9 100 1001

Na Tabela 6.3, encontram-se apresentadas, de forma resumida, as incertezas para o calculo da
concentracdo da solucdo mae de calibragao.

Tabela 6.3: Certezas para o calculo da concentragdo da solugdo mae de calibracgdo.

Up Uy u, u,
4-EG 0,003 0,001 0,068 999 + 12
4-EF 0,006 0,001 0,068 1001 + 13

6.2.2. Calculo da concentragdo da solugdo de trabalho e respetiva incerteza
combinada associada

Neste caso foi também utilizada a abordagem passo a passo para o calculo da incerteza
combinada associada a solucgdo de trabalho.
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Como a solugdo de trabalho de fendis volateis foi preparada por dilui¢do a partir da da solugdo
mae, a concentragdo da mesma é obtida através da Equagdo 6.9.

Csolugéo mae X Vadigﬁo mie 999 x 5
Voaizo 0,5000

[Sol.trabalho] = =999 mg/l

De seguida, determinaram-se as fontes de incerteza e, as mesmas estdo apresentadas no
diagrama em espinha de peixe para este caso em particular na Figura 6.2.

Concentragao da solugao mae Volume da solugao mae transferido
\ \
\ \
A A\
\ \
\

/ Concentragéo da solugéo
Callbragzo v4 de trabalho

/’4 Temperatura

Volume da solugao de trabalho

Figura 6. 2: Diagrama em espinha de peixe para o calculo da incerteza da concentragao da solugao
de trabalho.

Com base na incerteza da concentracdo de 4-EG na sua forma expandida (24,4 mg/l) e na
incerteza padrao associada ao volume da solugdo mae de calibragdo transferido para preparar esta
solugdo, correspondente a incerteza indicada no certificado da micropipeta utilizada (0,004 ml),
determinou-se a incerteza do volume u(V) de acordo com a Equagdo 6.10.

u, = +/(0,102)2 + (0,000)2 = 0,102 6.10

Assim, a incerteza combinada da solugdo de trabalho é obtida através da Equagao 6.11.

u,(Cstock) = C x \/u(conamée)Z + u(adigao mae)? + u(“//)z 9,99 \/24'4)2 (0,004)2  (0,105)2 6.11

c v o,999+ 5,0 + 500 =0,244 mg/l

Na Tabela 6.4, encontram-se apresentadas, de forma resumida, as incertezas para o calculo da
concentragdo da solucdo de trabalho.

Tabela 6.4: Incertezas para o calculo da incerteza da concentragdo da solugdo de trabalho.

Uc expandida umﬂ u, U,
4-EG 24,4 0,004 0,105 9,99 +0,24
4-EF 26,4 0,004 0,105 10,01 £ 0,26
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6.2.3. Calculo da concentracdo da solugdo padrao de calibragdo e respetiva
incerteza combinada associada

Neste caso foi também utilizada a abordagem passo a passo para o calculo da incerteza
combinada associada a solugdo padrdo de concentragdo 1,50 mg/I.

Como a solugdo padrdo de fendis volateis foi preparada por diluigdo a partir da concentragdo da
solugdo de trabalho, a concentragdo da mesma é obtida através da seguinte equagao.

Csolum;éo trabalho X Vadicéo trabalho 9,99 X 15
Vbatzo 0,100

[Sol.padrao] = = 1,50 mg/I 6.12

Determinaram-se as fontes de incerteza e, as mesmas estdo apresentadas no diagrama em
espinha de peixe para este caso em particular na Figura 6.3.

Concentracao da Volume da solugdo de
soluczo de trabalho trabalho transferido

\ \
\ N
A\ \
b L
/ Concentragao da
Calibragao 4-/ solugao padrao

/
/'-— Temperatura

Volume da solugao padrao

Figura 6.3: Diagrama em espinha de peixe para o célculo da incerteza da concentragao da solug¢dao
padrdo.

Identificadas as fontes de incerteza, é necessario quantifica-las, sabendo que a u.(C4_gg)
corresponde a 0,244 mg/I. No entanto, utilizou-se esta incerteza na sua forma expandida que corresponde
a 0,489 mg/I.

A incerteza padrdo associada ao volume da solugdo mae de calibragdo transferido para preparar
esta solucdo, corresponde a incerteza indicada no certificado da pipeta graduada (0,030 ml).

Por fim, determinou-se a incerteza do volume u(V), tal como demonstrado anteriormente a u(V)
é dada pela Equagao 6.13.

6.13

u, = +/(0,041)2 + (0,000)2 = 0,0411

Assim, a incerteza combinada da solu¢do padrdo é obtida através da Equagdo 6.14.

u.(Cstock) = C xJ +——=1,50X%
c v v 9,990 15,0 100

mg/l

u(conc.trabalho)? + u(adigdo trabalho)? = wu(V)? J(0,489)2 (0,030)2 . (0,048)2 -0,073 6.14
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Na Tabela 6.5, encontram-se apresentadas, de forma resumida, as incertezas para o calculo da
concentragdo da solugdo padrao.

Tabela 6.5: Incertezas para o calculo da concentragdo da solugdo padrdo de calibragao.

Uc expandida Uymi Uy U
4-EG 0,489 0,030 0,048 1,501 + 0,073
4-EF 0,530 0,030 0,048 1,501 + 0,080

6.3. Curvas de calibragao

6.3.1. Representagao grafica

As curvas de calibragdo realizadas ao longo da validagdo do método da determinagdo dos fendis

volateis encontram-se representadas na Figura 6.4.
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Figura 6.4: Curvas de calibracdo do 4-EG (azul) e 4-EF (laranja) realizadas aquando da analise de amostras.
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6.3.2. Calculo das incertezas associadas aos declives e ordenadas na origem

Para calcular as incertezas associadas ao declive (Sa) e ordenada na origem (Sb) recorreu-se as
Equagoes 6.15, 6.16 e 6.17.

6.15

6.16

6.17

Tabela 6.6: Valores auxiliares e respetivas incertezas associadas ao declive e a ordenada na origem
para n=7, realizada no dia 17/01/2022.

2 - % (yi
in Z(xi - %)’ _'%f % =z Sa Sp (mg/1) 1
L
4-EG 3,534 13344  0,000465  0,0096 8344x103 5,929x10°3
4-EF__ 3548 13451 000067 _ 0,0116 _ 1,001x107 7,126x103

6.4. Limite de Quantificacao

6.4.1. Determinagao da concentragdo adicionada no ensaio de recuperagao

A concentracdo do 4-EG adicionada ([4-EG] adicionada), em mg/l, em cada um dos ensaios de
recuperacdo realizados foi determinado considerando a concentracdo da solucdo de trabalho, que
equivale a 9,99 + 0,244 mg/|, o volume da solugdo de trabalho adicionado e o volume final de solugdo em
cada ensaio (Equagdo 6.18).

Csolucéo trabalho X Vadigéo trabalho _ 9:99 X 0:1
Vbatzo 50

[4 — EGadiciomada = = 0,020 mg /! 6.18

O célculo da concentragdo do 4-EF adicionada ([4-EF] adicionada), em mg/I|, foi realizado da
mesma forma.
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6.4.2. Determinacgao da taxa de recuperagao

A taxa de recuperagdo, R, obtida em cada ensaio de recuperagdo foi calculada como descrito na
Equagao 6.19

__ [4—EG]fortificada—[4-EG]amostra % 100 = 0,023-0,005
- [4—EG]adicionada - 0,020 -

R 90% 6.19
6.5. Gama de trabalho

6.5.1. Teste F de Snedecor Fisher
Para avaliar se a gama de trabalho se encontrava bem ajustada, avaliou-se a homogeneidade das

variancias ao longo da mesma e, para tal, aplicou-se o teste F de Snedecor-Fisher. Neste caso, o valor de
F para o 4-EG foi obtido, tendo em consideragao a Equagao 6.20.

_ 512 2,694x10-5
$22  3,013x10-6

= 8,942 6.20

O valor de F para o 4-EF foi calculado, considerando a Equagdo 6.21.

_S12 _ 2,428x10-5
S22 1,303x10-6

6.6. Sensibilidade

6.6.1. Coeficiente de variagao

As sensibilidades dos métodos analiticos foram avaliadas através da determinacdo dos CVs
(Equagdo 6.22 e 6.23).

0,046
— = = 0 6.22
CV (4 —EG) 0,651 x100=7,1%
0,040
— = = 0 6.23
CV (4 — EF) 0.788 X 100 = 5,1 %
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6.7. Justeza

6.7.1. Determinagao do Z-score

Para avaliar o desempenho do laboratério na participagdo de ensaios interlaboratoriais,
procedeu-se a determinagdo do Z-score em cada um dos ensaios realizados. O Z-score para o 4-EG foi
calculado através da Equagdo 24, sabendo que o desvio padrdo do ensaio foi de 9,0 mg/Il, o valor médio
de concentracdo de 4-EG na amostra foi de 0,061 mg/l e conhecendo o valor de referéncia de
concentragdo de 4-EG na amostra de 0,049 mg/|.

_ X-Xref _  0,061-0,049 _ 6.24
7 = - = 5 =1,33
Para o 4-EF, o desvio padrdo do ensaio foi 54 mg/l, o valor médio de concentracdo de 4-EG na

amostra foi 0,394 mg/| e o valor de referéncia de concentragdo de 4-EG na amostra foi de 0,353 mg/I

(Equagdo 25).

7= X-Xref _ 03940353 _ 076 6.25

N 54

6.7.2. Determinagao do bias relativo

Para avaliar o desempenho do laboratério na participagdo de ensaios interlaboratoriais,
procedeu-se também a determinagao do bias relativo em cada um dos ensaios realizados.

O bias relativo para o 4-EG foi calculado como descrito na Equagao 6.26, sabendo que, o valor
médio de concentracdo de 4-EG na amostra foi de 0,061 mg/l e conhecendo o valor de referéncia de
concentragdo de 4-EG na amostra foi de 0,049 mg/I.

b () = 22X 100 = 20600

= x 100 =24% 6.26
Xref 0,049

Para o 4-EF, o valor médio de concentracdo de 4-EG na amostra foi 0,394 mg/|l e o valor de
referéncia de concentragdo de 4-EG na amostra foi de 0,353 mg/| (Equagdo 6.27).

b (%) =L 100 = 220038

_ - 0,
Xref - 0353 100 =12% 6.27
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6.8. Repetibilidade
6.8.1. 4-EF

Para intervalo de trabalho de concentragédo inferior a 0,500 mg/I, foi determinado o valor médio

da concentragdo de analito, o desvio padrdo de repetibilidade e a varidncia de repetibilidade, como
ilustrado na Tabela 6.7.

Tabela 6.7: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e varidancia obtidos em
condicdes de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho baixa.

Matriz C4-EFp C 4-EFexp Sr S2
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,020 0,0663 0,00325 6,00 X 10°®
Vinho tinto maduro 0,020 0,0522 0,0018 3,00 x 10°®
Vinho tinto maduro 0,250 0,2875 0,0093 8,60 x 10
Vinho branco maduro 0,250 0,2648 0,0029 9,00 x 10

A partir destes valores, foram calculadas o respetivo CVr e o limite de repetibilidade

apresentados na Tabela 6.8.

Tabela 6.8: Coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EF, na gama de trabalho baixa.

. C 4-EFp CV: I'r
Matriz

(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho tinto maduro 0,020 3,8 0,0071
Vinho tinto maduro 0,020 3,4 0,0050
Vinho branco 0,250 11 0,0083

maduro
Média - 2,8 0,0068

A partir da tabela é possivel concluir que o CVr é de 2,8 %, o que de acordo com o definido pelo
laboratdrio (> 10 %) é considerado satisfatério. Para além disso, ainda se concluiu que os valores obtidos

em duplicado, em condi¢Ges de repetibilidade podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os
0,0068 mg/I.

Para intervalo de trabalho de concentragdo intermédio: 0,500 < [4-EF] < 1,00 mg/l, foi
determinado o valor médio da concentracdo de analito, o desvio padrdo de repetibilidade e a variancia
de repetibilidade, como ilustrado na Tabela 6.9.
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Tabela 6.9: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e varlancia obtidos em
condigGes de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho intermédia.

Matriz C4-EFp C- 4Fexp Sr S2
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho branco verde 0,500 0,544 0,015 2,39 x 10*
Vinho rosé 0,750 0,706 0,018 3,37 X 10*

A partir destes valores, foram calculadas o respetivo CVr e o limite de repetibilidade
apresentados na Tabela 6.10.

Tabela 6.10: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EF, na gama de trabalho intermédia.

. C4-EFp CV: I'r
Matriz
(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho branco 0,500 28 0,043
verde
Vinho rosé 0,750 2,6 0,051
Média - 2,7 0,047

De acordo com o definido pelo laboratério, a repetibilidade pode ser considerada satisfatoria se
o CVr for inferior a 10 %, o que se verificou, uma vez que o CVr é de 2,7 %. Concluiu-se, ainda, que os
valores obtidos em duplicado, em condig¢des de repetibilidade podem ser aceites se a diferencga entre eles

nao exceder os 0,047 mg/I.

Para intervalo de trabalho de concentracgdo alta: 1,00 < [4-EF] < 1,50 mg/I, foi determinado o
valor médio da concentragao de analito, o desvio padrao de repetibilidade e a variancia de repetibilidade,

como ilustrado na Tabela 6.11.

Tabela 6.11: Valores de concentragdo, desvio padrdo de repetibilidade e varlancia obtidos em
condicdes de repetibilidade do 4-EF para a gama de trabalho alta.

Matriz C 4-EFp C- 4Fexp Sr s2

(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Vinho tinto maduro 1,50 1,593 0,042 1,75 x 103
Vinho branco maduro 1,25 1,249 0,045 2,04 x 1073

A partir destes valores, foram calculadas o respetivo CVr e o limite de repetibilidade

apresentados na Tabela 6.12.
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Tabela 6.12: Coeficiente de variagdo de repetibilidade (CVr) e do limite de repetibilidade (rr) para o
4-EF, na gama de trabalho alta.

. C4-EFp CV: I'r
Matriz
(mg/1) (%) (mg/1)
Vinho tinto 150 26 0,18
maduro
Vinho branco 125 36 0,13
maduro
Média - 3,1 0,12

De acordo com o definido pelo laboratério, a repetibilidade pode ser considerada satisfatéria se
o CVr for inferior a 10 %, o que se verificou, uma vez que o (CVr) é de 3,1%. Concluiu-se, ainda, que os
valores obtidos em duplicado, em condigdes de repetibilidade podem ser aceites se a diferenga entre eles

ndo exceder os 0,12 mg/I.

6.8.2. Teste de Cochran

A fim de determinar se alguma matriz necessitava de ser eliminada para calcular a repetibilidade
do método, foi realizado um teste Cochran, que se baseia numa analise das variancias calculadas para
cada matriz utilizada no estudo da precisdo. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 6.13,

6.14 e 6.15.

Tabela 6.13: Teste de Cochran para a gama de trabalho baixa.

o o
b (_le b (?e Maior S2  C calculado C tabelado Avaliagdo
matrizes ensaios
4-EG 2 7 0,000001 0,000 0,853 Valor aceite
4-EF 4 7 0,000009 0,865 0,869

Tabela 6.14: Teste de Cochran para a gama de trabalho intermédia.

o o i
. (_1e ) (!e I I C calculado C tabelado Avaliagdo
matrizes ensaios S2
4-EG 4 7 0,0002 0,541 0,860 Valor aceite
4-EF 2 7 0,00003 0,590 0,853 Valor aceite

Tabela 6.15: Teste de Cochran para a gama de trabalho alta.

N2 de Ne de

. . Maior S2 C calculado C tabelado Avaliacdo
matrizes ensaios
4-EG 2 7 0,002 0,558 0,853 Valor aceite
4-EF 2 7 0,002 0,538 0,853 Valor aceite
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Tomando como exemplo a gama de trabalho alta, é apresentado o célculo do C para o 4-EG
através da Equagao 6.28.

C- w,znazx - 0,0029 = 0558 6.28
Xwi (0,00229+0,00181)

Onde a varidncia maxima corresponde a matriz de vinho branco maduro.

6.8.3. DeterminagaodoCV.er,

O CV, para o 4-EG foi calculado como descrito na Equagdo 6.29, considerando o valor médio de
concentragdo de 4-EG, para a matriz de vinho branco maduro na gama alta, foi de 1,247 mg/l e que 0 S,
corresponde a 0,048 mg/I.

oV =L x100= 228 100 =3,84 % 6.29
X 1,247
Admitindo a mesma matriz, o r, foi calculado como indicado na Equagao 6.30.

r-2,8xS, =2,8x0,048 = 0,134 6.30

Para o 4-EF, o valor médio de concentracao de 4-EG, para a matriz de vinho branco maduro na
gama alta, foi de 1,249 mg/I e o Sr corresponde a 0,045 mg/| (Equagdo 6.31).

6.31
oV =X x100= 222 100 = 3,6 %
x 1,249
Admitindo a mesma matriz, o r, foi calculado como indicado na Equagao 6.32.
6.32

r-2,8xS =2,8x0,045=0,13

6.9. Precisao intermédia

A precisdo intermédia foi estudada considerando trés gamas de trabalho. Para o nivel baixo,
foram considerados os resultados da concentragdo de 4-EG de 6 amostras e 15 para o 4-EF, obtidos em
duplicado, cujos valores se encontram apresentados na Tabela 6.16.
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Tabela 6.16: Valores auxiliares necessarios para a determinagdo da precisdo intermédia no nivel de
trabalho baixo.

Matriz C 4-EGp C1 Cz (C1- C2)2

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)Z
Vinho tinto maduro 0,020 0,03596 0,03685 0,0000008
Vinho tinto maduro 0,020 0,02128 0,02073 0,0000003
4-EG Vinho tinto maduro 0,020 0,02498 0,02791 0,0000086
Vinho tinto maduro 0,020 0,02936 0,03054 0,0000014
Vinho tinto maduro 0,020 0,04000 0,03850 0,0000023
Vinho tinto maduro 0,020 0,01894 0,01881 0,0000000
Vinho branco maduro 0,250 0,26261 0,26327 0,000000
Vinho branco maduro 0,250 0,24538 0,25463 0,000086
Vinho branco maduro 0,250 0,29452 0,28854 0,000036
Vinho branco maduro 0,250 0,25490 0,24221 0,000161
Vinho branco maduro 0,500 0,25784 0,26851 0,000114
Vinho branco maduro 0,250 0,26798 0,28097 0,000169
Vinho tinto maduro 0,020 0,06581 0,06709 0,000002
4-EF Vinho tinto maduro 0,020 0,04316 0,04528 0,000005
Vinho tinto maduro 0,020 0,04994 0,05438 0,000020
Vinho tinto maduro 0,020 0,05359 0,05465 0,000001
Vinho tinto maduro 0,020 0,04357 0,04692 0,000011
Vinho tinto maduro 0,020 0,05920 0,06005 0,000001
Vinho tinto maduro 0,250 0,28372 0,27991 0,000014

Vinho tinto maduro 0,250 0,29288 0,30822 0,00231
Vinho tinto maduro 0,250 0,18963 0,20374 0,000199

A partir dos resultados apresentados na tabela x, determinou-se 0 S,, para 0 4-EG, de acordo com
a Equagdo 6.33.

1 2 1 6.33
Si= (5L =y ) = \/m x 0,0000134 = 0,0011 mg/I|

Para o 4-EF, o S, foi calculado através da Equagao 6.34.

6.34

2
Si= 72—y ) = J “— % 0,00150 = 0,0059 mg/I

2 xX15

6.9.1. Determinagdaodo CV,er,

O CV, para o 4-EG foi calculado como descrito na Equagdo 6.35, considerando que o valor médio
de concentragdo de 4-EG, para o vinho tinto na gama baixa, foi de 0,0286 mg/l e 0 S; corresponde a 0,0011

mg/I.

Sr 0,0011
—x 100 =
x 0,0286

CV, = x 100 = 3,7 %l 6.35
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J& para o caso do 4-EF, sabe-se que o valor médio de concentragdo de 4-EG, para o vinho branco
maduro e vinho tinto na gama baixa foi de 0,0179 mg/I e sabendo que o S, corresponde a 0,0059 mg/I.
(Equagdo 6.36).

0,0059
0,0179

x 100 = 3,3 % 6.36

oV, =2 x 100 =
X

6.10. Incerteza do método

Apresenta-se, a titulo de exemplo, a estimativa da incerteza associada ao 4-EG da gama de
concentragao baixa.

6.10.1. Incerteza associada a componente da precisao

A u(precisdo)relativa foi estimada através do CV, determinado no estudo da precisdo intermédia
do método e, correspondeu a 3,7 %.

6.10.2. Incerteza associada a componente da justeza

Para se estimar a u(justeza) relativa, determinou-se, em primeiro lugar, o bias relativo como
descrito nas Equagoes 6.37 e 6.38.

bias relativo (%)= Zebservadol~WXtesricoll o () 2203620087 o 4y _ 5 55 g 6.37
[xtesricol [0,037]
bias relativo (%)= Xobservadol-Itesricol| 9 9g 2003170052 o 160 _3 170 6.38
[Xtesricol [0,032]

Foi determinado o valor quadratico médio dos desvios dos ensaios de recuperacdo, através da
Equagoes 6.39.

i2
bme= [P = [H2- 2730, 639

Onde, bi corresponde ao desvio relativamente a recuperacdo e n ao nimero de ensaios de
recuperacdo efetuados.

Para determinar a u(add)relativa, considerou-se a concentracdo de 4-EG adicionada, Caqq, assim
como a uadd. O célculo esta apresentado na Equagao 6.40 e 6.41.
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u 0,120

Ucada) retativa= ﬁ X100 = === X 100 = 1,20 % 6.40
u 0,120

Uada) retativa™ gogy X 100 = 2220 X 100 = 1,20 % 6.41

Para determinar a u(Vol)relativa de acordo com a Equagdo 6.42, considerou-se a uVol que foi de
0,00007 ml, tendo por base o volume da micropipeta e o Vadd que equivaleu a 0,100 ml.

u 0,00007
Uon) retativa™ o X 100 = === x 100 = 0,070 % 6.42

Para determinar a u(recuperagdo,c)relativo, combinou-se a u(add)relativa com a u(Vol)relativa
dado que estas se apresentam nas mesmas unidades. (Equagdo 6.43)

6.43
U(recuperacio) relativa™ \/(u(add) relativa )* + (u(vol) relativa )? =\/(1'20)2 +(0,070)2 = 1,20 %

Calculou-se a uf(justeza)relativa combinando o bias relativo com a u(recuperagao,c)relativo.
(Equagdo 44)

u(justeza) relativa™~ \/(bias relativ0)2 + (u(recuperagﬁo)relativa)2 = (2:73)2 + (1:20)2 =2,98% 6.44

6.10.3. Incerteza combinada e expandida

Calculou-se a uc(y) do 4-EG do nivel de trabalho baixo, combinando a u(precisdo)relativa com a
u(justeza)relativa através da Equagdo 6.45 e 6.46.

Ucy) = \/(u(precisao) relativa )2 (u(justeza) relativa )2 =y (3,69)% + (2,98)2=4,71% 6.45

u) =kxu, =2x471=94% 6.46
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