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Resumo

Resumo

A cortica € uma matéria-prima natural com grande importancia para a inddstria
portuguesa. Os grandes aspetos que tornam este material tdo atrativo sdo ndo so, o facto de este
ser renovavel e sustentavel, mas também devido & sua estrutura alveolar que lhe atribuem
carateristicas unicas, como a sua leveza. Grande parte da cortica produzida pela industria
destina-se ao fabrico de vedantes para produtos vinicolas, tendo nos Gltimos anos vindo a perder
popularidade, devido a problemas de contaminacdo. A situagdo mais comum e gque causa maior
prejuizo é o denominado de “gosto a rolha”, estando extremamente associado ao composto
2,4,6-tricloroanisol, mais conhecido por TCA.

O TCA é um metabolito fangico com odor a mofo que se forma através da biometilacao
do 2,4,6-triclorofenol (TCP). Este haloanisol é quimicamente estavel e ndo se degrada
significativamente no tempo, sendo o seu limite sensorial na ordem dos 1,4-4,6 ppt.

Assim, torna-se de extrema importancia conhecer e saber detetar haloanisois, mais
concretamente o TCA. Diversas técnicas tém vindo a ser desenvolvidas nos ultimos anos, sendo
a mais utilizada a cromatografia gasosa com detecdo por espectrometria de massa. Embora esta
técnica consiga detetar TCA em concentracdes bastante baixas, abarca varias desvantagens
como a utilizacdo de equipamento dispendioso e ndo portatil, a necessidade de pessoal técnico
qualificado ou o elevado tempo na obtencdo de resultados. Estas desvantagens, levaram a
colocacdo da hipotese da voltametria como técnica de analise do TCA, pois permite a analise
em pouco minutos, in-situ e de uma forma simples sem recorrer a grandes quantidades de
solventes.

Este trabalho teve como objetivo validar um método de voltametria de onda quadrada
para analisar TCA na agua de cozedura da cortica. Durante a determinacdo da curva de
calibracdo obtiveram-se coeficientes de correlacdo satisfatorios (entre 79% e 94%). Os valores
dos LD’s e LQ’s rondaram os 1,6x10° ppt e 4,7x10™ ppt, respetivamente. Contudo, 0s
resultados obtidos nos estudos de precisao e de exatiddo do método indicam que esses valores
ndo devem ser considerados.

Durante o trabalho de validacdo foram-se analisando alguns parametros que poderiam
interferir nas analises ou que se poderiam otimizar. Dentro de vérios aspetos, a limpeza dos
elétrodos e a temperatura da solucdo foram os que mostraram maior importancia e que deveriam
ser controlados.

Assim, pode-se concluir que a técnica de voltametria de onda quadrada nao é a melhor
técnica para a determinagdo de TCA na agua de cozedura na forma como o método foi
desenvolvido, apesar de segundo a bibliografia ser uma técnica bastante sensivel (Souza, et al.,
2002).

Palavras-chave: 2,4,6-tricloroanisol; voltametria de onda quadrada; cortica.
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Abstract

Abstract

Cork is a natural raw material of great importance to the portuguese industry. The
biggest aspects that make this raw material so atractive to the industry is not only the fact that
its renewable and sustainable, but also because of its alveolar structure that gives unique
characteristics to it, such as its lightness. A big part of the cork produced its destinated to the
production of seals for vinicular products, mostly cork stoppers, but losing popularity in the last
years, due to contamination problems. The most common situation and the one that causes more
financial loss its the called "Cork taint”, being extremely associated with the compount 2,4,6-
Trichloroanisole, also known as TCA.

The TCA is a fungal metabolite with a moldy aroma that is produced through the
biomethylation of 2,4,6-trichlorophenol (TCP), This haloanisole is chemically stable and does
not deteriorate significantly over time, being its sensory threshold in the order of 1,4-4,6 ppt.

So, it becomes of the extremely importance to know and know how to detect
haloanisoles, more specifically the TCA. Several techniques have been developed over the last
years, being the most used the gas chromatography by mass spectromery detection. Altough
this technique can detect TCA levels in extremely low concentrations, has several
disadvantages such as the use of expensive and non-portable equipment, the need of highly
qualified staff or the elevated time for obtaining results. This disadvantages led to the
hypothesis of voltammetry as an analysis technique for detecting TCA levels, since it allows
the analysis in few minutes, in situ and as a simple way without recurring to large amounts of
solvents.

This thesis had as the main goal the validation of a method of square-wave voltammetry
for determining TCA levels in the cork boiling water. During the determination of the
calibration curve satisfactory correlation coefficients were obtained (between 79% and 94%).
The values of DL's and QL's were between 1,6x10™ ppt and 4,7x10° ppt. However, the results
obtained in the studies of precision and accuracy of the method indicate that these values should
not be considered.

During the validation work were analysed some parameters that could interfere in the
analysis our that could optimized. In several aspects, electrodes cleaning and solution
temperature were the were the most important and what should be controlled.

So, it can be concluded that the use of square-wave volammetry is not the best technique
for determining TCA levels in the cork boiling water in the way the method was developed,
altought according to the bibliography it is a very sensitive technique (Souza, et al., 2002).

Keywords: 2,4,6-trichloroanisole, square-wave volammetry, cork
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Introducéo Geral

1. Introducéo Geral
1.1.Enquadramento do Tema e Motivagao

O estudo presentemente efetuado consiste na validagdo de um método de determinagéo
de TCA em amostras provenientes das aguas de cozedura da industria M.A. Silva Corticas Lda.

Este estudo tem especial importancia, pois existe uma grande necessidade de detetar a
presenca deste composto e quantifica-lo numa fase em que ainda é possivel aplicar medidas de
controlo e reducdo sem que haja grandes problemas econdémicos. O TCA quando presente nas
rolhas de cortica, mesmo em pequenas concentracfes, provoca um defeito organolético em
vinhos engarrafados denominado de “gosto a rolha” resultando num grande problema
econdmico para a inddstria vinicola.

O TCA é um metabolito fungico derivado do anisol presente na cortica que pode surgir
através da formacdo de fungos, mas também a partir da poluicdo antropogénica (Maggi &
Mazzoleni, 2006). Este composto é caracterizado pelo gosto/cheiro a mofo e é quimicamente
estavel ndo se degradando significativamente com o tempo. Tendo em conta que o seu limite
sensorial é bastante baixo (1,4-4,6 ng/L), varios estudos tém sido desenvolvidos, tanto para a
sua detecdo, como para a sua diminuicdo (Sefton & Simpson, 2005).

A determinacdo de TCA tem sido realizada sobretudo recorrendo as técnicas
cromatograficas, especialmente cromatografia gasosa com diferentes modos de detecdo. Como
estas técnicas estdo muitas vezes além das capacidades econdmicas dos produtores de cortica,
estes muitas vezes recorrem apenas a analise sensorial. Este tipo de andlise acaba por ndo ter
precisdo nenhuma, pois estudos confirmam que a sensibilidade de detetar TCA varia bastante
de individuo para individuo (Anticg, et al., 2004; Maggi & Mazzoleni, 2006).

De modo a ultrapassar esta dificuldade, tém sido estudados nos ultimos anos, técnicas
alternativas a cromatografia, como por exemplo o recurso a técnicas voltamétricas ou a
biossensores.

A voltametria de onda quadrada (SWV) € uma técnica eletroquimica que tem sido estudada
como alternativa na detecdo e quantificacdo de TCA, uma vez que é, ndo s6 bastante simples
como répida, apresentando ainda elevada sensibilidade e com baixos limites de detecdo (Souza,
et al., 2002).

1.2.Objetivo

O principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um novo método
eletroquimico, voltametria de onda quadrada, para detetar e quantificar TCA presente em
amostras reais. Esta metodologia teve como finalidade apresentar uma alternativa aos métodos
mais tradicionais presentes nas industrias, nomeadamente a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Esta ultima, é ndo sé bastante dispendiosa economicamente
como requer bastante tempo. Sendo assim, o desafio deste trabalho foi demonstrar que é
possivel utilizar um método mais econdémico e mais simples, SWV, e obter resultados
semelhantes aos obtidos por GC-MS.
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1.3.0rganizacao da Tese
A presente tese € organizada em seis capitulos onde é descrito o trabalho realizado. O
enquadramento e o objetivo sdo introduzidos neste capitulo.

No segundo capitulo é apresentada a revisdo bibliografica na qual é descrita a
constituicdo e propriedades da cortica e 0 respetivo processo industrial. Realca-se,
particularmente, o problema da contaminacdo do vinho por TCA e descreve-se algumas
técnicas analiticas ja utilizadas bem como o principio da voltametria de onda quadrada.

Os materiais e métodos utilizados para a realizacdo do trabalho sdo apresentados no
capitulo 3.

O capitulo 4 apresenta os resultados obtidos e discussdo dos mesmos.

No quinto capitulo serdo apresentadas todas as conclus@es retiradas deste estudo bem
como propostas de trabalhos futuros.

Por fim, no sexto capitulo, apos as referéncias bibliograficas encontram-se 0s anexos.
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2. Enquadramento Teorico
2.1.A cortica: composicao e propriedades

A cortica é uma matéria-prima que apresenta uma grande relevancia na economia
portuguesa. Segundo dados de 2016, existem quase 670 empresas ligadas a industria corticeira,
dando trabalho a aproximadamente 9 mil trabalhadores, correspondendo a maior parte ao
fabrico de rolhas seguido pela preparagéo da cortica. Estes nimeros contribuem assim para que
Portugal seja o maior produtor de cortica com uma percentagem de 49,6% (100 mil toneladas)
e também o lider mundial de exportacbes, com cerca de 62,7% que valem cerca de 897,2
milhdes de euros (APCOR, 2016).

Assim, a cortiga pode ser definida como a “casca” do sobreiro (Quercus Suber L) e é
um tecido vegetal 100% natural constituido por trés camadas, o felema, o felogene e a
feloderme que todas juntas formam a periderme (Pereira, et al., 1999). Na Figura 2-1 €
apresentado o aspeto da cortica em diferentes escalas.*

Figura 2-1- Aspeto da cortica ao nivel macroscopico e microscopico.

Uma das particularidades do sobreiro € que este consegue manter a primeira periderme
durante todo o seu tempo de vida. Para além disso consegue regenerar a felogene com a mesma
longevidade da primeira. E assim, gracas a estas caracteristicas, que a cortica se torna um
produto de bastante interesse comercial (Silva, 2010).

Em termos da composic¢do quimica da cortica, Guillemonat (1960) conseguiu agrupar
0S Varios componentes quimicos em cinco grupos: componentes cerosos, taninos, suberina,
celulose e lenhina. Mais tarde, Pereira (1999) apurou, através da comparacao de varios trabalhos
que a composicdo da cortiga serd aproximadamente: suberina (40%), lenhina (27%), celulose e
outros polissacarideos (18%), taninos e substancias cerosas (14%) e elementos minerais (1,2%)
(Pereira, et al., 1999). Assim, é importante caracterizar tanto a suberina, como a lenhina pois
juntas correspondem a maior parte da composicdo da cortica. A suberina pode ser definida
como uma rede macromolecular insolivel em varios solventes formada por uma mistura de
acidos gordos e alcoois gordos pesados. Ja a lenhina, ou também conhecida por lignina é um
polimero irregular constituido por unidades de fenilpropano (Barros, et al., 2015).

! Adaptado de http://www.apcor.pt
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A esséncia da cortica estd na existéncia de células agrupadas numa estrutura alveolar
caracteristica, onde cerca de 60% de uma prancha é preenchida por gases semelhantes ao ar
explicando assim a sua leveza. Outras propriedades fisicas de um material como a cortiga é que
esta € eléastica e compressivel, impermeével tanto para liquidos como para gases, suave ao
toque, hipoalérgica, excelente isolante (térmico e acustico), resistente ao atrito e com
combustio lenta?.

2.2.A indUstria corticeira

A cortica passa por diversas etapas e tratamentos até que seja transformada nos produtos
final, seja este rolhas ou materiais diversos.

O primeiro passo da industria corticeira consiste na obtengdo da matéria-prima, assim a
cortica é extraida do tronco do sobreiro normalmente no verdo e a este processo da-se o0 nome
de descorticamento.

Para que este primeiro processo seja possivel, sdo necessarios 25 anos, para que o tronco
produza cortica suficiente (70 cm de perimetro e a 1,30 m do solo) para tornar o descorticamento
rentavel. Segundo o Decreto de Lei 169/2001 (art. 13°) este processo tem que ter no minimo,
um intervalo de 9 anos, sendo que um sobreiro suporta até 15 descorticamentos (150 anos)
(Anon., 2001). A Figura 2-2 representa varias imagens onde estd representado o
descorticamento?®.

Figura 2-2- Montado e Descorticamento.

O primeiro descorticamento, ou desboia, da origem a uma cortica virgem, utilizada em
pavimentos, com uma superficie muito irregular e dura. Nos descorticamentos seguintes,
obtém-se uma cortica mais uniforme, denominada de cortica de producdo. Dentro desta, a
primeira € designada de secundeira e s6 a partir do terceiro descorticamento se produz uma
cortica com boas propriedades para o fabrico de rolhas, chamada a cortica amadia (Pereira, et
al., 1999).

2 http://www.apcor.pt
$ http://www.apcor.pt
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Ap0s a extracdo da cortica, as pranchas obtidas passam por um periodo de repouso de 6
meses, sendo de seguida submetidas a uma cozedura durante cerca de 1h. Esta cozedura tem
como objetivo a expansdo em volume, a diminuigdo da porosidade, a solubilizagédo dos taninos
alterando assim as propriedades fisicas que facilitam posteriormente o corte. De seguida as
pranchas sdo secas durante 3-4 dias. As pranchas sao tracadas, isto é, cortadas de maneira a
obter pecas homogéneas, e sdo classificadas por classes e qualidade. De seguida, com a
finalidade de facilitar a classificacdo, a prancha € recortada e endireitam-se os lados. Os passos
de producédo seguintes ja dependem do produto final que se pretende obter (Costa & Pereira,
2004).

Como no ambito do trabalho, recai um especial interesse nas rolhas de cortica, assim de
seguida serdo apresentados os restantes passos para o fabrico destas. A Figura 2-3 apresenta um
resumo esquematico de todas as etapas, desde da casca do sobreiro até a rolha final.

Descorticamento

Estabilizacdo
durante 6 meses

Cozedura

Escolha

Brocagem

Secagem durante
3-4 dias

Rabaneacdo

Secagem

Rectificacdo

Tragamento

Classificacdo

Tratamento de
Superficies

Figura 2-3- Esquema do processo de transformacgéo desde a casca do sobreiro até & rolha.

Em todo o processo de fabrico, a etapa que mais tem interesse para o0 contexto deste
trabalho € a da cozedura. Nesta fase a cortica € cozida em agua limpa e a ferver tendo como
objetivos limpar e extrair algumas substancias (Albuquerque, et al., 2013).

Assim, a analise desta agua escura e com elevados niveis de compostos permite avaliar
a qualidade da cortiga.

2.3.TCA: o problema e a sua formagéo

Cerca de 44% da cortica destina-se ao fabrico de rolhas tornando estas o principal
produto (APCOR, 2016).

Durante décadas as rolhas de cortica correspondiam a 100% do mercado de vedantes de
produtos vinicolas, mas no final do século passado esta percentagem foi diminuindo devido ao
aparecimento das rolhas sintéticas. Este acontecimento esta relacionado com problemas que as
rolhas de cortica possam provocar a indudstria vinicola, mais propriamente o problema de
contaminag¢do denominado de “gosto a rolha”.
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Apesar de varios compostos estarem relacionados com este problema, habitualmente
este € relacionado com a presenca de um composto 2,4,6-tricloroanisol, sumariamente
denominado de TCA. Outros compostos que eventualmente também sdo dados como
responsaveis sdo o 2,3,4,6-tetracloroanisol (TeCA), o pentacloroanisol (PCA) e o 2,4,6-
tribromoanisol (TBA) (Figura 2-4).

- OCH; I OCH; OCH,3 OCH;
o le B cl da cl al
CH3 Iui Cl
o~ g N |
|
|
|
: Z o a a
: & : Br st/ cl
Anisol I 246-TCA : 2,4,6-TBA 2,3,4,6-TeCA PCA

Figura 2-4- Estrutura quimica dos diferentes haloanisois responsaveis pelo gosto a rolha nos vinhos.
(Adaptado de Fontana, 2012).

O TCA é um metabolito fungico com um odor semelhante ao mofo derivado do
metoxibenzeno (anisol) e é quimicamente estavel ndo toxico nem perigoso para o ser humano.
N&o se degrada significativamente com o tempo e o seu limiar sensorial é bastante baixo, na
ordem dos 1,4-4,6 ppt, sendo o suficiente para degradar o sabor do vinho (Sefton & Simpson,
2005; Gil & Pereira, 2006).

O seu percursor € o 2,4,6-triclorofenol (TCP) e este pode surgir através da formacéao de
fungos, mas também a partir da poluicdo antropogénica na cortica (Maggi & Mazzoleni, 2006).

No processo de fabrico da indUstria da cortica j& descrito, existe a etapa de estabilizacéo
num ambiente suscetivel ao crescimento de fungos e bactérias que causam a deterioracdo da
cortica. Entdo, para diminuir este efeito, sdo adicionados conservantes a base de halofendis,
como os clorofendis, que ao sofrer biometilacdo (O-metilagdo) formam os haloaniséis (Fontana,
2012).
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Figura 2-5- Representacdo das estruturas quimicas do TCP e TCA. (Adaptado de Subervin, 2015).

A biometilacdo é uma reacdo executada na sua maioria por fungos filamentosos
existentes quer nas pranchas de cortica quer na madeira das caves. Esta € considerada uma
reacdo bioguimica de defesa pois ocorre quando 0s microrganismos entram em contacto com
os halofendis (utilizados como pesticidas e fungicidas altamente toxicos), convertendo-0s assim
em haloanisois ndo toxicos. (Coque, et al., 2006).

2.4.Técnicas de Analise

Com o passar dos anos, o conhecimento sobre os haloanisdis, mais propriamente o TCA,
tem levado a um maior controlo durante o processo de fabrico das rolhas de cortiga destinadas
ao engarrafamento de vinhos.

Este capitulo destina-se ao resumo dos métodos de controlo e andlise para a
quantificacdo de TCA utilizadas atualmente pela inddstria corticeira.

2.4.1.Anédlise sensorial

Devido ao elevado preco das atuais técnicas utilizadas na detecdo de TCA
(maioritariamente técnicas cromatogréaficas), ainda existem industrias a utilizar apenas a analise
sensorial como método.

Este tipo de analise apesar de ndo ser exato pois recorre ao olfato ou paladar (tanto em
agua como em vinho) ja existe regulamentacéo, atraves da norma ISO 22308:2005 pois 0 TCA
geralmente é encontrado em concentragdes bastante baixas, na ordem dos ng/L (Maggi &
Mazzoleni, 2006).

Esta norma foi desenvolvida através do Projeto Quercus realizado pela Confederacéo
europeia da cortica (CELiege) durante a decada de 90 do século passado. Para além desta
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norma, fez também parte dos objetivos deste projeto: a elaboracdo de um Codigo de Boas
Préaticas Rolheiras e o desenvolvimento de uma Roda de Aromas (Figura 2-6), ajudando assim,
a harmonizac&o do vocabulario utilizado na analise (Subervin, 2015).
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Figura 2-6- Roda dos Aromas. (Adaptado de Subervin, 2015)

Relativamente a outros estudos realizados, varios limites sensoriais foram relatados
dependendo da solucdo em que se encontra o TCA. Inicialmente, Riu et al. (2002) apenas
concluiu que em vinhos brancos o limite sensorial é inferior ao dos vinhos tintos (10 ng/L e 40
ng/L, respetivamente). No ano seguinte, Guilbault et al. (2003) referiu que o limite sensorial
poderia ir desde 5 a 20 ng/L, dependendo do tipo de vinho. Seguidamente, Sefton e Simpson
(2005) consideram que este ia de 1,4 a 4,6 ng/L. Varelas et al. (2010) referiram um intervalo de
1,4 a 10 ng/L. Mais recentemente, Fontana (2012), considerou a presenca de TCA nédo s6 em
vinho, mas noutras solucdes obtendo um intervalo mais elevado, desde 0,03 a 50 ng/L.

2.4.2.Determinagdo analitica de TCA

Com o0s avancos existentes tantos nas areas da tecnologia como da qualidade torna-se
cada vez maior a exigéncia em produtos de elevada qualidade, como é o caso do vinho. Assim,
as industrias produtoras de rolhas de cortica tém investido tanto em equipamentos como em
investigacdo. Torna-se 6bvio que grande parte destes investimentos foram direcionados para a
quantificacdo de TCA durante todo o processo de fabrico de rolhas, garantindo assim que estas
nunca irdo causar nenhum defeito organolético no vinho.

O controlo de qualidade pode ser efetuado em varios passos do processo de fabrico
desde as aguas de cozedura das pranchas, até a analise diretamente no produto final. Contudo
ndo sé a rolha deve ser analisada, também o vinho, a madeiras das pipas e 0 ambiente envolvente
devem ser considerados potenciais fontes de TCA.

Existem dois documentos essenciais no controlo de qualidade das rolhas de cortica no
que toca ao TCA: a norma ISO 20752:2007 e o0 método OIV-MA-AS315-16.
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A juncdo destes dois documentos resulta no modo de como as empresas hoje em dia
determinam o TCA libertavel, baseando-se no equilibrio entre a cortica (matrizes sélidas) e o
vinho/simuladores hidroalcodlicos (matrizes liquidas). Ambos se baseiam na maceracdo das
rolhas seguidos de microextracdo em fase solida (SPME), sequida da quantificagdo por
cromatografia gasosa e detecdo por espectrometria de massa (GC-MS), embora na norma ISO
ainda se considere a detecdo por captura de eletrdes (GC-ECD). Ainda nestes métodos sao
estimados os limites de detecdo e quantificagdo, sendo inferior a 0,5 ppt e 1 ppt, respetivamente.

Ao longo dos anos, varios métodos tém sido testados e otimizados tanto para a extracéo
de haloanisdis como para detecéo.

Soleas et al. (2002), realizaram varios ensaios tanto para rolhas como para vinhos, onde
testavam a microextracdo em fase sélida seguida de cromatografia em fase gasosa com
espectrometria de massa (SPME/GC-MS). Estas experiéncias resultaram em LD e LQ
aceitaveis para 0 TCA (0,1 ng/L e 2 ng/L, respetivamente), tornando este método bastante bom
sendo ainda nos dias de hoje utilizado nos dois documentos no controlo do TCA.

No ano seguinte, Hayasaka et al. (2003), apresentaram uma alternativa de modo a
conseguir resultados mais sensiveis utilizando SBE/GC-MS. Embora se tenha obtido realmente
resultados melhores ndo foram suficientes para superar o método anterior.

Um pouco mais tarde, GOmez-Ariza et al. (2004), desenvolveram dois métodos
baseados em pervaporacdo (PV) com detecdo por cromatografia em fase gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS). A diferenca reside no modo como o pervaporador esta
ligado ao sistema de detecdo. No primero, o0 pervaporador esta ligado diretamente, enquanto
que no segundo existe um sistema de dessorcéo térmica em fase criogénica solida (CT-TD)
entre o pervaporador e o sistema GC-MS aumentando assim tanto a sensibilidade como a
precisdo tornando-a assim uma abordagem fidvel. Ainda no mesmo ano, Martinez-Urufiuela et
al. (2004) conseguiu validar o método baseado em HS-SPME (microextracdo em fase sélida
em headspace) como método de detecdo ndo s6 de TCA como de outros cloanisois.

Campillo et al. (2008), voltaram a utilizar o método de extracao ja estudado, HS-SPME
em vinhos, embora desta vez a detecdo desenvolvida tenha sido por cromatografia gasosa com
detetor por emissdo atémica (GC-AED). Neste método, a detecdo foi cuidadosamente
optimizada de modo a obter os melhores resultados possiveis.

Campilo et al. (2010), mantendo o sistema GC-MS como modo de detecéo, testaram a
extragdo por microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) em clorofenois e haloanisois.
Sob condic¢des optimizadas (volume de solventes, tempo de extracdo, etc), o limite de detecéo
obtido foi entre 0,004-0,108 ng/mL em vinhos. No mesmo ano, ainda surgiram dois estudos
que podem ser comparados com o anterior: Pizarro C. et al. (2010) mantiveram o método de
extracdo, alterando a detecdo para cromatografia gasosa com captura de eletrdes (GC-ECD), ja
Fontana et al. (2010) alteraram o método de extragdo para extragdo por ultra-sons (US)
mantendo a detegcdo por GC-MS. Ambos os trabalhos mostraram resultados satisfatorios. O
primeiro mostrou uma linearidade superior a 99,4%, repetibilidade abaixo dos 9,8%,
reprodutibilidade inferior a 9,9% e limites de detecdo abaixo dos limites olfactivos. O segundo
método, obteve recuperacdes de cerca 80% indicando a robustez do método.
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Sillero-Mérquez et al. (2011) avaliaram a capacidade da formacao de uma Unica gota de
amostra ser analizada por espectrometria de mobilidade idnica associada a uma coluna
multicapilar (MCC-IMS). Com os resultados obteve-se um limite de dete¢do na ordem dos 0,01
ng/L apenas para 2 mL de vinho.

Um pouco mais tarde, Cacho et al. (2013) determinaram simultaneamente catorze
clorofendis e cloroanisois com extracdo por SBSE com detecdo por desor¢do térmica acoplada
a um sistema GC-MS (TD-GC-MS) e obtiveram-se limites de detecdo entre 0,3-1,5 ng/L para
os clorofendis e 0,2-0,5 ng/L para os cloroanisoéis, dependendo do composto, com boa precisao
e recuperacao.

Em 2014, surgiram trés artigos relevantes sobre a determinacdo de haloanisdis em
vinhos e/ou cortica. No inicio do ano, Pizarro et al. (2014) sugeriram uma extracdo por
microextracdo liquida-liquida assistida por vortex (VALLME) e dete¢do por cromatografia
gasosa com microdetector de captura de electrdes (GC-mECD) para a quantificacdo de TCA,
TeCA, TBA e PCA. O método foi validado mostrando uma linearidade de cerca de 98,3%,
repetibilidade e reprodutibilidade abaixo dos 10% e 11,2% respetivamento. Pouco depois,
Lichvanové et al. (2014) investigaram a aplicacdo de CD-IMS (corona discharge-ion mobility
spectrometer) na detecdo de TCA com um tempo de aceleragcdo ortogonal no espectémetro,
obtendo-se LD’s de 100 ppb em gas e 150 ng em fase so6lida. Ja no final do ano, Camino-
Sanchez et al. (2014) utilizaram um método baseado na amostragem com dessorcéo térmica
em cromatografia de géas acoplada a espectrometria de massa em tandem (TD-GC-MS/MS).
Devido aos seus bons resultados, este método mostrou-se uma ferramenta Util da detecdo
precoce de TCA e do seu precursor TCP.

Ruiz-Delgado, et al. (2016), voltou a utilizar a técnica de HS-SPME utilizando fibras de
polidimetilsiloxano e como técnica de detecgdo, utilizou GC-QqQ-MS/MS, onde foram obtidos
limites de quantificacdo inferiores a 0,91 ng/L, isto é, valores abaixo dos limiares sensoriais do
ser humano.

Nas Tabela 2-1 e Tabela 2-2 é feito um resumo das principais técnicas desenvolvidas
até ao momento para a extracao e detecdo de TCA.

Tabela 2-1- Resumo das principais técnicas de quantificagdo de TCA. (Adaptado de (Freitas, 2014))
TECNICA

AUTOR = = LIMITE DE DETECAO
Extracao Detecéo
SOLEAS, ET AL. (2002) SPME GC-MS 0,1 ng/L
HAYASAKA, ET AL. (2003) SBE CG-MS -
GOMEZ-ARIZA ET AL. < GC-MS 25,8 ng/L
(2004) Pervaporacao | 1 1p.gc-ms 4,2 ng/L
MARTINEZ-URUNUELA, ET
AL. (2004) HS-SPME GC-ECD -
INSA, ET AL. (2005) SPE CG-MS 0,2 ng/L
PIZARRO, ET AL. (2007) MAE GC-ECD -
CAMPILLO, ET AL. (2008) HS-SPME GC-AED 1,2-18,5 ng/L
CAMPILO, ET AL. (2010) DLLME GC-MS 0,004-0,108 ng/mL
PIZARRO, ET AL. (2010) DLLME GC-ECD -
FONTANA, ET AL. (2010) us GC-MS 0,6-0,7 ng/L
SILLERO-MARQUEZ, ET AL. ) MCC-IMS 0,01 ng/L
(2011)
GC-MS
SCHMARR, ET AL. (2011) HS-SPME multidirecional 0,5 ng/L
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Tabela 2-2- Continuagéo do resumo das principais técnicas de quantificagéo de TCA. (Adaptado de (Freitas, 2014))

AUTOR = IEENICS = LIMITE DE DETECAO
Extracéo Detecao
PIZARRO, ET AL. (2011) MAE-DLLME GC-ECD -
PERES, ET AL. (2013) Cv 0,31 ng/L
CACHO, ET AL. (2013) SBSE TD-GC-MS 0,2-0,5 ng/L
PIZARRO, ET AL. (2014) VELLME GC-mECD
< i i 100 ppb (gas)
LICHVANOVA, ET AL. (2014) CD-IMS 150 ng (s6lido)
CAMINO-SANCHEZ, ET AL.
o - TD-GC-MS/MS -
BAI, ET AL. (2016) DLLME GC-ECD -
CACHO, ET AL. (2016) DSI GC-MS 0,006-0,05 ng/L
RU'Z'DE'E%?E)O’ ETAL. HS-SPME | GC-QQ-MS/MS .

2.4.3.Voltametria

A voltametria é o ramo da quimica analitica que estuda as relagdes entre voltagem,
corrente e tempo, desenvolvendo condigdes que favorecem a polarizagdo de um elétrodo
especifico, o elétrodo de trabalho que sera descrito mais adiante. Esta técnica € utilizada para
estudar a composicdo de uma solugdo através de curvas corrente-voltagem, e a magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de eletrdes durante um processo redox pode ser relacionado
com a quantidade de substancia presente na solucéo (Skoog, et al., 1996).

Normalmente, a célula eletroquimica é constituida por trés elétrodos (Figura 2-7): o
elétrodo de trabalho (ET), o elétrodo de referéncia (ER) e o contra-elétrodo (CE), sendo este
ultimo um elétrodo auxiliar. Estes trés elétrodos estdo emersos huma solugdo que contém a
substancia de interesse e também um eletrélito ndo reativo chamado eletrélito de suporte. Este
eletrolito de suporte pode ser definido como uma substancia que, quando dissolvida num certo
solvente, produz uma solugdo com uma condutividade superior a do solvente (Agostinho, et al.,
2004).

As curvas obtidas em cada experiéncia, da-se 0 nome de voltamogramas.

—HO—
10g

ER

Figura 2-7- Célula eletroquimica com trés elétrodos.

Neste tipo de célula, existe uma diferenca de potencial entre 0 ET e 0 ER, 0 que faz com
gue a resisténcia entre o ER aumente, acontecendo o contrario com a do CE. Sendo assim, a
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corrente ira passar entre o elétrodo de trabalho e o contra-elétrodo, evitando interferéncias no
elétrodo de referéncia mantendo o potencial deste constante (Aleixo, 2013).

A voltametria é geralmente realizada utilizando um potenciostato controlado por um
computador com elementos funcionais. O computador facilita a interagdo com o operador, isto
é, sintetiza a forma de onda, sequéncia a amostragem e registo de dados e manipula o relatério
dos resultados (graficamente ou por lista de dados) (Bard & Faulkner, 2001).

O sistema de funcionamento encontra-se destacado na Figura 2-8.

Corrente Elétrica 4

CE
ER Célula
Voltagem / "R |eletroquimica
: \ TE
[]%:
| = U Rk ki

Figura 2-8- Esquema representativo do funcionamento de um potencidstato.

O processo de oxidagédo-reducdo ocorrido durante a voltametria, pode ser descrito pela
Equagéo 2.1:

0O+ne” ©R (2.1)

Onde O e R correspondem a forma oxidada e reduzida respetivamente.

Esta reacdo pode ser composta por duas etapas, sendo a primeira o transporte de espécies
até a superficie do elétrodo e a segunda a reacdo propriamente dita no elétrodo. Assim a sua
velocidade vai depender de processos como a transferéncia de massa e a transferéncia de carga.
Relativamente a transferéncia de massa, na voltametria, este acontece quase exclusivamente
por difuséo.

A transferéncia de carga neste tipo de reacdo eletrénicas ocorrem na interface elétrodo-
solucdo gerando assim corrente elétrica. A corrente total é constituida por duas componentes, a
corrente faradaica e a corrente capacitiva. A primeira corresponde a reacdo redox da espécie
em estudo no elétrodo e a segunda corrente também pode ser conhecida como néo-faradaica ou
corrente de dupla camada e flui através da célula e é resultante da carga ou descarga da
capacitancia de uma dupla camada e ndo envolve qualquer reacdo quimica. Assim, a corrente
observada na interagdo do analito e do elétrodo € faradaica e proporcional a concentracdo do
analito no seio da solucgéo.
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Para que seja possivel quantificar a substancia pretendida esta tem que ser eletroatrativa,
isto é, ela tem que oxidar ou reduzir na regido do potencial aplicado para que seja possivel a
transferéncia de eletrdes tanto a nivel termodindmico como cinético.

Em voltametria, como o potencial ndo é uma funcdo linear do tempo, este pode ser
aplicado de vérias formas afetando assim o sinal adquirido e determinando qual o tipo de
técnica. Assim a forma como o potencial € aplicado é refletido na sensibilidade do método e
também na seletividade que é observada no formato das curvas nos voltamogramas. Na Figura
2-9 estdo resumidos os diferentes tipos de potenciais que podem ser aplicados e as respetivas
técnicas voltamétricas.

Tipo de Tipo de
Home Forma de onda woltath etria Hoom e Forma de onda woltatmetria
Folatografia
(x) Varredura g (9 Pulso [P;sl;;lo;:gaﬁa
linear 'Jloltan}e'iria. diferencial diferenicial
hidrodindmica
Tempo —s- Tempo —=
(5) Onda 5 T altametria de (0 Triangular V oltametria
quadrada onida gquadrada E cicliea
Tempo —=

Tempo —=

Figura 2-9- Tipos de potenciais aplicados em voltametria. Adaptado de (Crouch, Holler, Skoog, & West, 1992)

2.4.3.1. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV), do inglés “Square Wave Voltammetry”, foi
inicialmente desenvolvida por Geoffery Barker (1953) enquanto este estudava uma maneira de
compensar a corrente capacitiva residual em analises polarogréficas, contudo, esta técnica
possuia uma sensibilidade limitada pela reversibilidade do sistema e pelos ruidos de fontes
diversas, 0 que influenciava bastante as respostas da corrente (Souza, et al., 2002).

Mais tarde, Ramaley e Krause (1969), baseando-se no trabalho anterior, desenvolveram
uma teoria de voltametria de onda quadrada utilizando elétrodos estacionarios com a finalidade
de eliminar os ruidos. A partir dai, a SWV comecou a ser utilizada com a vantagem de ser
possivel a substituicdo dos elétrodos de mercurio por elétrodos sélidos. Contudo, esta
metodologia tinha algumas limitacdes, por exemplo, como o0s autores se limitaram a saltos de
pequeno incremento de potencial resultava apenas em baixas velocidades de varrimento (Souza,
et al., 2002).

Mais recentemente, Osteryoung (1980) liderou diversos estudos que resultaram na
voltametria de onda quadrada como é conhecida dos dias de hoje.

Esta técnica pode ver-se como uma conjuncéo dos melhores aspetos de varias técnicas
de pulso. Por exemplo, inclui a anulacdo do ruido de fundo e a sensibilidade da voltametria
diferencial de pulso (Bard & Faulkner, 2001).
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A SWV é uma das técnicas mais rapidas e sensiveis atualmente, pois os seus limites de
detecdo podem ser comparados com técnicas cromatogréficas e espectroscopicas. Como ocorre
noutras formas voltamétricas de pulso, o elétrodo é levado através de varios periodos, porém
na SWV, ndo ha remogdo da camada de difusdo entre estes, o que faz com que seja uma técnica
sem um modelo pologréfico especifico (Bard & Faulkner, 2001).

A Figura 2-10 representa a forma do perfil de escada caracteristico da voltametria de
onda quadrada.

P

inic.

Tempo ——
Figura 2-10- Curva corrente-potencial da SWV. Adaptado de (Souza, Machado, & Avaca, 2002).

Nesta técnica, uma onda quadrada de amplitude AE,, sobreposta com uma rampa de
potencial em forma de escada que é caracterizada pela amplitude AEj, largura a e periodo 7 que
é aplicada ao elétrodo de trabalho. O varrimento comeca com um potencial inicial E;y;. que
pode ser aplicado por um tempo extipulado para o sistema, t;. O tempo total para um varrimento
completo é determinado pela jun¢do do periodo e da amplitude AE. Por fim o sinal é obtido de
forma diferencial como uma intensidade da corrente resultante (AI), o que faz com que a técnica
apresente uma excelente sensibilidade e alta rejeicdo das correntes capacitivas (Souza, et al.,
2002).

O pico voltamétrico resultante desta técnica apresenta posicdo, largura e altura
caracteristicos de um sistema redox (Souza, et al., 2002). A Figura 2-11 apresenta 0s
voltamogramas tipicos associados a sistemas reversiveis e irreversiveis com a separacdo das
correntes direta, inversa e resultante.
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L resultante
b
= /
© € r / \
B g
g & L / direta
Q Q
Qo
4
‘ reversa
Potencial Potencial

Figura 2-11- Voltamogramas tipicos onde (A) representa um sistemas redox reversivel e (B) um sistema redox
irreversivel.

2.4.3.1.1. Modelos tedricos da voltametria de onda quadrada

Os modelos tedricos utilizados no estudo da SWV foram desenvolvidos essencialmente
por duas equipas, uma em Nova lorque e outra na Jugoslavia chefiadas respetivamente por Janet
Osteryoung e por Milivoj Lovri¢. Foram utilizados programas computacionais onde foi possivel
simular 0 comportamento quimico para trés tipos de sistemas: reversiveis, ndo reversiveis e
quase reversiveis, permitindo assim desenvolver toda a teoria da voltametria de onda quadrada
de modo a ser utilizada nos estudos analiticos sob variadas condicdes.

A adsorcdo de reagentes em qualquer reacdo oxidacao-reducao pode causar um aumento
nas respostas da voltametria de onda quadrada quando comparadas com outras técnicas de
pulso.

Os resultados de uma avaliacdo das respostas da SWV mostraram que, se uma reacao
ocorre a partir de um reagente dissolvido, a corrente faradaica diminui muito mais lentamente
gue a corrente capacitiva. Assim, estas duas componentes podem ser separadas, se a medida for
realizada no final de cada pulso. Caso contrario, se a reacdo ocorrer num reagente adsorvido, a
relacdo entre a corrente faradaica e o tempo depende do grau de reversibilidade e do potencial
do elétrodo de trabalho (Souza, et al., 2002).

Ambas as pesquisas consideraram que a adsor¢do seguia as leis de Fick com uma difusédo
linear e um coeficiente de massa aproximadamente planar. Consideraram ainda, no tratamento
matematico, a lei de Faraday (relaciona a densidade da corrente em funcdo da quantidade de
massa transferida para a superficie do ET). Este tratamento levou ainda em consideracdo a
relacdo entre os parametros do sistema (potencial padréo, constante de velocidade, etc.) e os
pardmetros volumétricos (altura, largura, posi¢édo do pico) (Souza, et al., 2002).

Todos os calculos tedricos foram simulados para os trés tipos de sistemas com um
algoritmo COOL possibilitando todo o tratamento da SWV. Toda a teoria foi testada e aplicada
a sistemas com comportamento ja conhecido (azul de metileno, alguns metais como Cd e Pb,
etc.) e sob diversas condicdes. Através dos calculos tedricos percebeu-se que as caracteristicas
dos voltamogramas teoéricos dependem linearmente de alguns dos parametros utilizados e do
tipo de sistema redox (Souza, et al., 2002).
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Os modelos propostos foram ainda testados para compostos organicos com o objetivo
de explorar os tratamentos quantitativos possiveis e a aplicacdo da SWV.

Todos os modelos desenvolvidos apenas tém em consideragdo a utilizacao de elétrodos
solidos convencionais ou elétrodos de mercurio.

Em termos de aspetos positivos esta técnica tem conseguido varios adeptos devido a sua
larga lista de vantagens.

Como ja foi referido, a sensibilidade da SWV pode ser comparada a das técnicas
cromatograficas e espectrométricas. Talvez a sua maior vantagem seja a alta velocidade de
aquisicdo de dados, frequéncias de 1 a 100 ciclos de onda quadrada por segundo permitem
atingir velocidades de varrimento de potenciais na ordem dos 100-1000 mV/s (a voltametria
diferencial varia ente 1 a 10 mV/s), diminuindo assim o tempo de anélise de 3-5 minutos para
meros segundos (3-10 segundos) sem qualquer perda de resolucdo dos picos. (Skoog, et al.,
1996; Souza, et al., 2002)

Apesar da sua lista extensa de vantagens, a voltametria de onda quadrada também
apresenta algumas desvantagens, especialmente quando comparada com a voltametria ciclica
(CV).

Por norma, a voltametria ciclica é mais intuitivamente interpretavel em termos
quimicos, em ligacGes entre processos que ocorram em potencialidades separadas, a CV pode
destacar-se mais facilmente.

Mas apesar destas desvantagens, numa analise mais pratica, a SWV continua a ser a
melhor escolha entre todas as técnicas de pulso (Bard & Faulkner, 2001).
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3. Material e Métodos

No presente capitulo serdo apresentados todos os materiais e métodos de preparacao de
solugdes e amostras utilizados no decorrer do trabalho.

Recorrendo a estudos que ja tinham sido realizados ao nivel da determinacdo de TCA
utilizando técnicas de voltametria, utilizaram-se alguns aspetos como a a propor¢do volumétrica
do solvente organico (acetonitrilo, ACN) na solucéo aquosa final e o tipo de elétrodos utilizados
(Freitas, 2014).

Posto isto, o trabalho foi realizacdo tendo em consideracéo:

i. Concentracéo do eletrdlito de suporte (perclorato tetrabutilaménio, TBAP) de 0,2M;

ii. Que a limpeza dos elétrodos é efetuada de forma a ndo causar perturbagcfes nos
resultados;

iii. Repetibilidade do sinal do solvente de modo a ndo influenciar as condigdes das
diversas experiéncias;

iv. Estabelecimento de curvas de calibracdo pelo método da adicdo de padrdo, com
solugdes padrdo (ACN/agua) e calculo dos seus limites de detecdo e quantificacdo
(LD e LQ, respetivamente);

v. Reprodutibilidade do sinal e solucdes padrao;

vi. Estudo da repetibilidade, preciséo e exatidao para amostras reais;

vii. Andlise de outros fatores que poderao influenciar os resultados.

3.1.Reagentes

Os reagentes utilizados no trabalho desenvolvido foram o 2,4,6-tricloroanisol (TCA) da
Sigma-Aldrich, com 99% de pureza, 2,4,6-tribromoanisol (TBA) da Sigma-Aldrich, com 99%
de pureza, 2,4,6-triclorofenol (TCP) da Acros Organics, com 98% de pureza, 2,6-dicloroanisol
(DCA) da Acros Organics, com 99% de pureza, perclorato tetrabutilaménio (TBAP) da Acros
Organics, com pureza de 98%, acetonitrilo (ACN) da Fisher Chemical com 99,9% de pureza.
O material utilizado para preparacdo das solucdes padrdo e amostras foi passado por alcool
metilico puro da marca Valente e Ribeiro Lda. A agua utilizada foi destilada num destilador
Destilnorma- L304 da Normax. Para os testes extra utilizou-se para preparacdo das solucdes
agua desionizada da VWR-BHD Prolabo e para limpeza dos elétrodos propanona (acetona) da
marca José Manuel Gomes dos Santos, Lda com 99,7% de pureza, validade ate 9/2018.

3.2. Amostras

Para a realizacdo dos ensaios de voltametria foram utilizadas amostras de aguas de
cozedura provenientes da M. A. Silva Lda.

As amostras foram recolhidas das 4guas de cozedura das pranchas de cortica segundo o
protocolo normal da empresa entre os anos 2015 e 2016, nos meses de Outubro de 2015, Maio
e Outubro de 2016 e sujeitas a uma analise de GC-MS no laboratério da empresa.
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Ate a sua posterior utilizagdo nas analises de voltametria, foram guardadas em frascos
escuros e num frigorifico AEG Santo a aproximadamente 3°C.

3.3.Analise por cromatografia gasosa

De modo a ser possivel comparar os resultados obtidos no &mbito desta dissertacdo, as
amostras foram analisadas em contexto de empresa utilizando cromatografia gasosa com
detecdo por espectrometria de massa (GC-MS) com extracdo em solucgéo etandlica. O método
utilizado foi o descrito pela norma 1SO 20752:2014 e a resolucdo 1VO-296/2009 com micro-
extracdo em fase solida (SPME) utilizando fibra de polidimetilsiloxano com 100um seguindo-
se a cromatografia gasosa.

Inicialmente a amostra passa por um periodo de 43h de maceracao em solucgéo etanolica
a 12% a temperatura ambiente. Para a quantificacdo do TCA libertavel séo recolhidas 50 mL e
guardados em frascos escuros de modo a evitar a degradacédo do TCA.

Para a realizacdo da cromatografia gasosa foi utilizado como aparelho um Thermo Trace
GC Ultra, com uma coluna capilar de fenilmetilpolissiloxano a 5%, TG-5MS, com detecdo por
espectrometria de massa (Thermo 1SQ).

Para ser possivel quantificar o TCA foi necessario recorrer ao método de calibracdo com
padrdo interno, onde se preparou uma solucdo de etanol a 12% contendo TCA deuterado para
ser utilizado como padrao interno fazendo variar as concentracdes entre 0,5 e 50 ng/L.

Seguidamente foi colocado o mesmo volume das diferentes amostras em vials distintos
de modo a ocuparem apenas metade da sua capacidade total, de modo a evitar o contacto entre
a fibra do SPME e a fase liquida. Antes dos vials serem fechados e colocados a analisar,
adicionou-se NaCl até a saturacdo, de modo a facilitar o processo de extracdo, e também o
padréo interno (solucdo de TCA-d5). Depois a fibra adsorve os vapores libertados pela amostra
durante 30 minutos a 40+2°C.

Seguidamente a fibra é colocada no injetor do GC para ser realizada a desadsorcao
durante cerca de 15 minutos a 260°C. O hélio foi utilizado como corrente gasosa de
arrastamento no GC com um fluxo constante de ImL/min.

A detecdo foi feira no modo MS/MS, com detecgéo de trés ides e a quantificacdo do ido
mais abundante tendo como i&o precursor ido produto, os ides m/z 217 e 199 para o TCA-d5 e
0s i0es m/z 212 e 197 para o TCA.

Por fim, para quantificar o TCA, a area do pico cromatografico foi corrigida,
considerando a area do pico do padréo interno.

3.4.Andlise por voltametria de onda quadrada

As andlises realizadas no ambito deste trabalho foram inicialmente efetuadas com
aproximadamente 1 minuto de agitacdo seguido de 30 segundos de repouso antes de iniciar a
medicdo. Verificou-se que ao longo do decorrer dos ensaios ia-se formando uma camada no
ET, logo foi necessario efetuar outos testes, como por exemplo de limpeza de maneira a
verificar se ndo havia qualquer influéncia nos resultados.
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3.4.1.Sistema voltamétrico

O sistema voltamétrico utilizado encontra-se representado na Figura 3-1 e consiste num
sistema de trés elétrodos. O elétrodo auxiliar, identificado na Figura 3-1 (a) € um elétrodo de
platina (M241Pt da Radiometer Copenhagen) com uma placa de platina. O elétrodo de trabalho,
apresenta-se na Figura 3-1 (b) e consiste num elétrodo de prata (M295Ag da Radiometer
Copenhagen com lote 831-11) com uma barra de prata com 103 mm de altura e 7,5 mm de
comprimento. Por fim o elétrodo de referéncia, Figura 3-1 (c), € um elétrodo de dupla jungédo
Ag/AgCl da Hanna instruments.

Todos os elétrodos encontram-se ligado a um instrumento de medicdo da Dropsens, 0
uStat 400. Este dispositivo contém um microprocessador que controla o potencial ou a corrente
aplicada nos elétrodos e mede a corrente ou a resposta do potencial. O software utilizado para
a rececdo e tratamento de dados foi o DropView 3.0.

Figura 3-1- Sistema voltamétrico com elétrodos auxiliar (a), de trabalho (b) e de referéncia (c) e potencidstato (d).

Os voltamogramas foram obtidos com potenciais entre -1,0 e 1,0 V com um alcance de
corrente de £10 mA. Os dados eram medidos a cada 0,007 V. Utilizou-se ainda um tempo de
equilibrio de 2,0 s, demorando cada andlise cerca de 1 minuto.

Para a realizacdo dos testes da reprodutibilidade foi utilizado um dispositivo de medi¢édo
e um software de rececdo diferentes, embora o sistema de elétrodos se tenha mantido o mesmo.

Neste caso o sistema utilizado tinha como dispositivo um Potentiostat-Galvanostat
(PG580, da Uniscan), e a aquisicdo de dados era realizada com o software UIEChem v.1.34
(Unisan Instruments Ltd). Neste caso os voltamogramas foram obtidos tanto com 0 mesmo
intervalo de alcance como o mesmo alcance de corrente.

Durante as experiéncias, com o intuito de verificar possivel alteracbes com a
temperatura e uma vez que 0 TBAP, na concentragdo utilizada (0,2M) a temperaturas baixas é
dificil de dissolver alterou-se ligeiramente o sistema.

Monica Salavessa 19



Determinacao de 2,4,6-tricloroanisol na agua de cozedura da cortiga por voltametria

Assim, utilizou-se um pequeno reator com camisa de aquecimento onde iria circular
agua quente proveniente de um banho.

Figura 3-2- Sistema de aquecimento utilizado na quantificagdo dos contaminantes. A esquerda o banho de
aquecimento e a direita o reator.
Posto isto, optou-se por fazer circular &gua a cerca de 30°C proveniente de um banho
Sotel-Haake E12. Esta temperatura sera suficiente para manter o TBAP dissolvido, corresponde
a temperatura 6tima de funcionamento do ER e ndo é suficientemente alta para o ACN evaporar.

Para as experiéncias em que se alterou o elétrodo de trabalho utilizam-se dois elétrodos
de prata, um da Radiometer Copenhagen do mesmo tipo que o inicial (M295Ag), mas de um
lote diferente 789-11. O outro utilizado era a Radiometer Electrodes do tipo P4011.

3.4.2.Reprodutibilidade de padrbes

De modo a ser possivel identificar a reprodutibilidade da resposta, analisaram-se as
mesmas amostras contendo TCA em ACN/agua (1,5:1, v:v) com 0,2M de TBAP, em aparelhos
diferentes. Este teste serviu também para ser possivel regularizar e otimizar alguns parametros
no software Dropview, uma vez que o sistema anterior estava totalmente configurado para 0s
trabalhos anteriores.

3.4.3.Limpeza dos elétrodos convencionais
De modo a diminuir qualquer efeito indesejado causado pela eletrodeposicdo, foi

necessario avaliar o efeito da limpeza dos elétrodos durante as experiéncias. Assim foram
realizados os seguintes ensaios.

i. Numa solucdo de ACN/agua com 0,2M de TBAP foram realizados ensaios com
intervalos de 10 minutos durante 30 minutos sem qualquer tipo de limpeza ou adicéo de
volume.
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ii. Numa solucdo de ACN/agua com 0,2M de TBAP foram realizados ensaios com
intervalos de 10 minutos durante 30 minutos sem adi¢do de volume, mas com limpeza
entre ensaios.

iii. Realizacdo de uma curva de calibragdo por adi¢cdo de padréo, com adigdo de solugéo
ACN/agua com 0,2M de TBAP sem TCA com limpeza dos elétrodos (apenas com
papel) entre ensaios.

iv. Realizacdo de uma curva de calibracdo por adicdo de padréo, com adig¢do de solugéo
ACN/ANC (amostra ndo contaminada) com 0,2M de TBAP com limpeza dos elétrodos
(apenas com papel) entre ensaios.

v. Realizagdo de uma curva de calibracdo por adicdo de padrdo, com adicdo de solucdo
ACN/agua com 0,2M de TBAP com TCA com limpeza dos elétrodos (apenas com
papel) entre ensaios.

3.4.4.Validacdo do método de SWV

3.4.4.1. Repetibilidade do solvente

De modo a verificar que a resposta do solvente ndo influenciaria os resultados, avaliou-
se a repetibilidade deste. Assim, preparam-se trés soluces de ACN/agua (1,5:1; v:v) com 0,2
M de TBAP em trés dias diferentes e analisam-se duas vezes por dia. Posto isto, atraves da
sobreposicao dos voltamogramas avaliou-se a variabilidade da resposta.

3.4.4.2. Método de calibracéo, limites de detecdo e quantificagédo

O método de calibracdo utilizado foi 0 método por adicdo de padréo, isto é, todas as
adigOes sdo feitas diretamente na amostra.

Este método é utilizado quando é dificil reproduzir um branco da matriz sem o
componente com interesse em estudar. Este método consiste na adicdo de quantidades
conhecidas da substancia em diferentes niveis numa matriz da amostra (Bottoli, et al., 2004).

De uma forma geral, este método pode ser descrito pela seguinte formula (Harris, 1998):

Concentracao do analito na amostra __ sinal da amostra

(3.1)

Concentracao do analito+padriao na mistura " sinal da mistura

Apbs transformacdes algébricas e considerando que adi¢éo padréo é feita numa amostra
com concentracdo inicial desconhecida, C,, com uma intensidade de corrente S,, onde S é a
area do pico. Entdo uma concentragdo conhecida do padrdo com o analito, C,é adicionada em
pequenos volumes a amostra obtendo-se um sinal S, .,,.a curva de calibracdo pode ser obtida
graficamente atravées da equacao:

SaspVy = m x (CVy + CpV,) (3.2)

Onde V€ o volume final da diluigéo, V, € o volume pipetado da amostra, V}, € o volume

pipetado da solucdo padrdo e m é o valor do declive. A curva pode ser representada
graficamente como representado na Figura 3-3.

Monica Salavessa 21



Determinacao de 2,4,6-tricloroanisol na agua de cozedura da cortiga por voltametria

Sa.+pr

m X C,V, ——' m
>

Figura 3-3- Representagdo grdfica da expresséo da curva de calibragdo por adigéo de padrdo.

De modo a ser possivel estudar a linearidade e calcular os respetivos limites do método
(limite de detecdo e limite de quantificacdo) utilizou-se uma solucdo padrdo composta por ACN
e agua destilada com uma proporcao 1,5:1 (v/v) e 0,2M de TBAP com concentracdes a variar
entre 0s 160 e 200 ppt de TCA.

A esta solucdo for adicionada volumes de 300 pL a uma solucdo de 20 mL contendo
ACN e amostra ndo contaminada também numa proporcéo de 1,5:1 (v/v) e 0,2M de TBAP,
fazendo com que em cada ensaio as concentracdes variassem entre si. A utilizacdo de amostra
ndo contaminada no lugar de agua destilada deveu-se ao facto de, através das experiencias
relativas a limpeza dos elétrodos, se ter verificado que a dgua ndo teria um comportamento
estavel o suficiente para tornar a calibracdo suficientemente confiavel.

Calculada a curva de calibracdo com um nivel de regresséo satisfatorio, procedeu-se ao
calculo do limite de detecdo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ).

Existem trés formas diferentes para ser possivel calcular estes dois limites: em branco,
por estudo de linearidade ou por abordagem grafica com base no ruido. Uma vez que a
linearidade tem que ser estudada para valida¢do do método, sera a segunda forma a ser aplicada
neste trabalho (International Organisation of Vine and Wine, 2005).

O LD pode ser definido como o teor minimo a partir do qual é possivel determinar, com
uma certa certeza, a presenca de uma substancia. Isto €, em termos préaticos é a concentracdo
minima que é possivel distinguir do branco e pode ser calculado da seguinte forma.

3,3>(Sy/
- X

LD = (3.3)

b
Onde Sy/xcorresponde ao desvio padrdo residual da curva de calibragéo e € obtido pela
Equacao (3.4) (Associacdo de laboratdrios acreditados de Portugal, 2013).

3(vi-(b+(mx))
N-2

Sy/x = (34)

Sendo N o numero de pontos considerados na curva.
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O LQ é a menor concentragdo obtida, a partir da qual é possivel quantificar o composto
com um certo nivel de exatidao e precisdo. A nivel pratico é o padrao de calibragdo, excluindo
0 branco, com menor concentracdo. Este limite pode ser calculado através da Equacédo (3.5)
(Associacao de laboratorios acreditados de Portugal, 2013).

IOXSy/
X

LQ=——" (3.5)

Por fim e na prética, o LQ é bem mais relevante que o LD, sendo por conveccdo o ultimo
% do primeiro (International Organisation of Vine and Wine, 2005).

3.4.4.3. Preciséo e exatidao da analise

A precisdo e exatiddo sdo dois aspetos bastante importantes para a validacdo de
métodos.

A precisao avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos sobre
uma mesma amostra. Existem trés parametros que podem definir a precisdo: repetibilidade,
reprodutibilidade e precisdo intermédia.

No ambito deste trabalho optou-se por estudar a precisdo através da repetibilidade.
Assim, efetuaram-se uma serie de medicGes sob varias amostras, com Vvarios niveis de
concentracdes, em condicdes de repetibilidade. De seguida, a repetibilidade pode ser expressa
como desvio-padréo, variancia ou coeficiente de repetibilidade, sendo este ultimo expresso em
percentagem e dado como:

v, (%) = 57 x 100 (3.5)

Onde Sr; € o desvio padrdo da repetibilidade e x € a média dos valores considerados.
(Associacdo de Laboratdrios Acreditados de Portugal, 2000)

Para interpretacdo dos resultados expressos segundo o coeficiente de repetibilidade
(também conhecido por desvio padréo relativo, %DRP), uma baixa percentagem indica que a
dispersdo dos resultados é pequena, logo existe uma elevada repetibilidade, caso contrario, um
grande valor indica uma variacéo significativa com os resultados.

Por outro lado, a exatidao é a concordancia entre o valor médio dos varios ensaios e o
valor dado como verdadeiro do composto de interesse, sendo a analise estatista feita através de
testes estatisticos realizados através do software SPSS.

Para analisar a exatiddo, analisaram-se varias amostras reais da agua de cozedura da
cortica contaminada com diferentes niveis de TCA (valores entre 1 e 11 ppt), j& analisadas na
empresa, sendo este o valor dado como verdadeiro.

As amostras, uma vez que contém componentes organicos, foram diluidas em ACN com
0,33M de TBAP para ser possivel obter a propor¢cdo desejada de ACN/Amostra (1,5:1; v:v)
com 0,2M de TBAP.

Assim, sempre que possivel, realizaram-se trés ensaios de voltametria de onda quadrada
para cada amostra de modo a minimizar qualquer erro.
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3.4.4.4. Otimizacao da validacéo

Durante a validacdo realizaram-se uma gama de diversas analises onde se alteravam
pequenos aspetos, de modo a descartar varias situacdes que podiam interferir com os resultados,
entre 0s quais:

e A 4gua utilizada, uma vez que a agua destilada poderia ter ides a interferir na
estabilidade das analises. Para este efeito, analisaram-se diversos brancos, uns
com agua destilada e outros com agua desionizada.

e O elétrodo de trabalho, pois este ja podia estar danificado apds inimeras
utilizacOes. Para isto, testaram-se dois elétrodos de prata diferentes para avaliar
a sua estabilidade.

e A limpeza dos elétrodos com acetona, entre medicdes.

Todas as anélises foram feitas com o sistema de aquecimento descrito anteriormente.
No despiste da agua, analisaram-se trés brancos com cada uma das aguas, sendo que a agua
destilada teria acabado de ser destilada para descartar qualquer alteracdo. Nas analises do
elétrodo, realizaram-se adi¢des de padrdo inicialmente com TCA e posteriormente com 0s
outros contaminantes. Na situacdo da limpeza apenas se utilizou adi¢do de padrdo com TCA,
nestas ultimas duas situacdes utilizou-se agua desionizada. Como ja foi referido, a proporcéo
utilizada foi sempre de ACN/Agua seria de 1,5:1 (v/v) com 0,2 M de TBAP.

3.5.Anélise qualitativa de outros contaminantes

Para ser possivel verificar a forma e a avaliar a diversidade do método, bem como a sua
especificidade, realizaram-se ensaios de adigdes de padrdo para outros componentes diferentes
do TCA, nomeadamente o DCA, TCP e TBA.

Para a analise do TCP e do TBA as soluc¢des padrdo continham aproximadamente a
mesma concentracdo que as solucbes de TCA (cerca de 200 ppt) e 0,2M de TBAP. J& para o
DCA, utilizou-se uma concentracdo um pouco mais elevada (500 ppt) também com 0,2M de
TBAP. Por fim, preparou-se uma solugdo padrdo com todos os contaminantes, incluindo o
TCA, de maneira a ser possivel comparar com os resultados individuais.
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4. Resultados e Discusséao

4.1.Reprodutibilidade de padrdes

Como inicialmente foi necessario, mudar tanto o potencidstato como o software de
aquisicao de dados, foi necessario realizar algumas experiéncias de reprodutibilidade, de modo
a que os valores de aquisicao de dados fossem o mais semelhantes possivel.

Apesar de haver parametros semelhantes, o software DropView tinha um parametro de
tempo que ndo era considerado no UIEChem, sendo assim necessario realizar uma experiéncia
para ver qual é que se adaptava mais.

Ap0s o ensaio com o aparelho antigo, notou-se que o software entre o inicio da aquisicao
de dados e a aquisicdo do primeiro dado, passavam dois segundos, sendo esse entdo o tempo
que se iria utilizar para testar todos 0s outros tempos.

10000
9000
8000
7000 Potentiostat-
6000 Galvanostat_Padrdo 1
g_ 5000 tcond
B 4000
——tdep
3000
AL teg
\_/ 1000
0
-1 -0,5 0 0,5 1
P (V)

Figura 4-1- Voltamogramas dos ensaios da reprodutibilidade do solvente ACN/Agua.

Pela analise da Figura 4-1, percebe-se que nenhum dos tempos se adequa totalmente ao
aparelho anterior, portanto concluiu-se que o que se adaptava melhor era o tempo de equilibrio

(teq).
Outro ponto também analisado foi a reprodutibilidade entre aparelhos e de dois padrbes
no mesmo aparelho, todos apenas s6 de solvente ACN/Agua com 0,2M de TBAP.
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Figura 4-2- Voltamogramas de comparagdo da reprodutibilidade do solvente ACN/Agua entre os dois aparelhos.

Pela Figura 4-2 nota-se que existe uma boa reprodutibilidade entre padrdes diferentes
no aparelho pStat 400, mas quando comparado com o Potentiostat-Galvanostat existe um
ligeiro deslocamento das curvas.

4.2.Limpeza dos elétrodos

Durante as analises iniciais houve a necessidade de verificar qual a importancia da
camada acumulada nos elétrodos entre ensaios e qual a sua interferéncia nos resultados. Para
isso foram realizadas uma serie de experiéncias de modo a tentar testar todos os cenarios
possiveis, tanto utilizando como solvente 0 ACN com agua ou com amostra ndo contaminada.

9000

8000

7000

6000

21 5000 —— 0 minutos

- 4000 —— 10 minutos
20 minutos
— 30 minutos

P(V)

Figura 4-3-Voltamogramas do ensaio de limpeza com solugdo ACN/Agua com 0,2M de TBAP sem qualquer limpeza
ou adigdo de volume.

A primeira experiéncia, representada na Figura 4-3, verifica-se que quando n&o existe
qualquer limpeza de elétrodos, a area dos picos vai aumentando mesmo sem qualquer tipo de
adicdo de TCA. Isto deve-se ao facto de no elétrodo de trabalho ocorrer uma deposicédo que
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dificulta assim a transferéncia de eletrGes entre a solucgdo e a superficie do elétrodo, dando a
ilusdo que esta a ocorrer uma adigdo de volume com aumento de concentragéo.

1600

1400

1200

1000
—— 0 minutos

<
3
- —— 10 minutos
20 minutos
400 —— 30 minutos
200
0
-1 -0,5 0 0,5 1
P (V)

Figura 4-4- Voltamogramas do ensaio de limpeza com solugdo ACN/Agua com 0,2M de TBAP com limpeza sem
adicdo de volume.

A segunda experiéncia consistiu na repeticdo da primeira, s6 que desta vez limpando 0s
elétrodos. Assim, pela Figura 4-4, verificou-se que j& ndo ocorre o aumento de area,
demonstrando que a limpeza pode ser definitivamente um fator importante.

De seguida, avaliou-se esta teoria com adi¢des de volume, com e sem TCA.

8000
7000
6000
Branco
5000 ——100 L
< 4000 200 pL
3000 ——300u
400 pL
2000
500 plL
—— 600 uL
0
-1 -0,5 0 0,5 1
P (V)

Figura 4-5- Voltamogramas do ensaio de limpeza com adi¢éo de padrdo de uma solugéio ACN/Agua com 0,2M de
TBAP sem TCA com limpeza.

Na Figura 4-5, verificam-se os resultados referentes a adigcdo de padrdo sem qualquer
concentracdo de TCA, isto é, foi adicionado apenas o solvente com 0,2M de TBAP. Através da
analise verifica-se que inicialmente ndo de verifica um aumento de area substancial embora nos
ultimos dois ensaios tenha existido uma deslocacdo e um aumento dos picos. Este fendmeno
pode ocorrer possivelmente devido a dois fatores: ou a acetonitrilo foi evaporando ao longo da
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experiéncia alterando assim o solvente base, ou a &gua sendo agua destilada e ndo desionizada,
alguns ides poderdo interferir tornando o seu comportamento um pouco imprevisivel.

6000
5000
— O 0 ppt

4000

0,32 ppt

f:s. 3000 ——0,96 ppt

B 1,92 ppt
2000
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1000 —4,71 ppt
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0

-1 -0,5 0 0,5 1
P (V)

Figura 4-6- Voltamogramas do ensaio de limpeza com adi¢éo de padrdo de uma solugdo ACN/AnC com 0,2M de
TBAP com TCA com limpeza.

Por fim, realizaram-se as duas adi¢Ges de padrdo com TCA como as utilizadas para
calculo dos limites de detecdo e quantificacdo, realizando sempre a limpeza entre ensaios. Na
Figura 4-6, esta representada a experiéncia com amostra ndo contaminada. Pela analise da para
verificar que ndo existe um aumento significativo da area como seria de esperar (inicialmente
maior que depois iria diminuindo), embora este ainda ocorra. E importante ainda referir que
dever-se-ia ter utilizado 0,33M de TBAP e ndo 0,2M quando se trata de amostras com
componentes organicos de modo a corrigir a proporcéo relativa na solucéao final (Freitas, 2014).

Na Figura 4-7, esta a experiéncia analoga, mas desta vez com agua

12000
10000
— 0 ppt

8000

——0,32 ppt

f::ﬁ 6000 0,96 ppt

B —— 1,92 ppt
4000

3,17 ppt
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-1 -0,5 0 0,5 1
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Figura 4-7- Voltamogramas do ensaio de limpeza com adi¢éo de padrdo de uma solugio ACN/Agua com 0,2M de
TBAP com TCA com limpeza.
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4.3.Validacdo do método de SWV

4.3.1.Repetibilidade do solvente

Um aspeto importante para a validacdo de um método, ¢ a repetibilidade do solvente,
pois é necessario garantir que este ndo interfere de qualquer maneira com os resultados,
permitindo assim uma comparagao mais simples.

Assim, realizaram-se dois conjuntos de experiéncias com diferentes ensaios cada, um
com ACN/Agua e outro com ACN/ANC, com 0,2M e 0,33M de TBAP respetivamente, embora
nas experiéncias com amostra ndo contaminada tenha existido uma correcdo de TBAP.

10000
9000
8000

7000
6000 ———23-2-16_Manh3 (2)

5000 23-2-16_Tarde (1)

I (HA)

4000 24-2-16_Manh3 (1)
——24-2-16_Tarde (1)

——1-3-16_Manhi (1)

-1 0,5 0 0,5 1
P(V)

Figura 4-8- Voltamogramas dos ensaios da repetibilidade do solvente ACN/Agua.

Pela analise da Figura 4-8 é possivel verificar que o comportamento do solvente em
agua ndo é estavel o suficiente para ser seguro confiar, enquanto que através da Figura 4-9 é
percetivel que com amostra ndo contaminada ja demonstra ser um pouco mais repetivel embora
ndo seja constante.
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—21/04/2016
3 3000 —21/04/2016
= 21/04/2016
2000
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10/05/2016
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— 0
1 0,5 0 0,5 1
P (V)

Figura 4-9- Voltamogramas dos ensaios da repetibilidade do solvente ACN/AnC.
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4.3.2.Curva de Calibracéo, Limites de Detecédo e Quantificacéo

Para os estudos de calibracdo por adicdo de padrdo optou-se por utilizar amostras néo
contaminadas com TCA da agua de cozedura em vez de 4gua, uma vez que, como ja foi referido
anteriormente a 4gua apresentava um comportamento pouco constante.

Assim, inicialmente utilizaram-se solugdes contento ACN/AnC (1,5:1; v:v) com 0,2M
de TBAP (com corre¢édo por ser uma substancia organica) e foram-se adicionando volumes de
solucdo padréo de TCA preparada com ANC/Agua (1,5:1; v:v) com 0,33M de TBAP. Contudo
com o decorrer das experiéncias, verificou-se que os resultados ndo eram os esperados. Tal era
notdrio tanto durante os ensaios como quando se realizavam os calculos.

Durante as experiéncias, verificava-se que a cada adicdo o elétrodo de trabalho ia
ficando mais escuro, mesmo efetuando a limpeza deste entre as adi¢cOes, e que existia um
depdsito na solucdo que o elétrodo ia soltando. Estes acontecimentos sao percetiveis na Figura
4-10 e Figura 4-11, respetivamente.

Figura 4-10- Diferenca da cor do elétrodo de trabalho antes (A) e depois (B) do experimento.
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Figura 4-11- Formagdo do depdsito durante o experimento (esquerda) e respetiva quantidade no final (direita).

Segundo Zoski, no Handbook of electrochemistry, existe uma caracteristica na
voltametria de substancias organicas que consiste na formagdo de uma camada iénica na
superficie do elétrodo de trabalho. Esta camada pode ter alguns efeitos no decorrer do
experiéncia, como a mudanca das concentragdes relativas ou em mudancas fortes na
viscosidade da solugdo (afetando a transferéncia de massa). Normalmente estas camadas
apresentam comportamentos estaveis, mas em situacdes extremas podem interferir com a
formagdo dos picos ou até com o alcance do estado estacionario (Zoski, 2007).

No caso deste trabalho, pode ser uma explicacdo para a interpretacdo dos resultados
finais.

Ap0s todos os calculos necessarios para 0 método da adi¢do padrdo, notou-se as
concentragdes ndo se aproximavam de zero como era de esperar numa amostra nao
contaminada.

Assim, apenas a titulo de exemplo, a Figura 4-12 mostra os voltamogramas obtidos para
um dos ensaios para a realizagédo da calibracéo por adi¢édo de padrao.
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— 0 ppt
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3 4000 3,04 ppt

3000 —4,53 ppt
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2000

—— 7,46 ppt
1000
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Figura 4-12- Voltamogramas do ensaio com adi¢éo de padréo de uma solugdo ACN/AnC com 0,33M de TBAP para
construgdo da curva de calibragéo.
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Como é possivel verificar pelos voltamogramas, existem dois picos definiveis. Assim
para uma analise mais cuidada é necessario efetuar ndo s6 uma curva de calibracdo para cada
pico, mas também uma para a soma dos dois.

Assim, na Figura 4-13, através de uma aproximagdo da escala do voltamograma,
identifica-se os picos A e B.

—— 0 ppt
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Figura 4-13- Aproximagdo e identificagdo das curvas dos voltamogramas do ensaio com adigdo de padrdo de uma
solugéo ACN/AnC com 0,2M de TBAP para construgéo da curva de calibragdo.
Apos a integracao dos picos através do software Dropview e a realizacdo de todos 0s
calculos necessarios do método, obtiveram-se as trés curvas de calibracdo presentes nas Figura
4-14 a Figura 4-16.
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Figura 4-14- Curva de Calibragdo do pico A.
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Figura 4-15- Curva de calibragdo do pico B.
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Figura 4-16- Curva de Calibragdo da soma dos picos A e B.

A Tabela 4-1, mostra de uma maneira resumida os valores obtidos do declive, da
ordenada na origem, o coeficiente de correlacdo, a concentragdo obtida, o desvio padrdo da
curva, os limites de detecdo e de quantificacdo, de cada uma das curvas

Tabela 4-1- Valores obtidos para o desvio padréo de cada curva de calibragdo obtida e respetivos limites de
detegdo e quantificagdo.

Con;ggra do Declive | Ordenada | r? C(:Sts',sa Sy/x LD (ppt) | LQ (ppt)
A 331,303 | 403175 | 0,941 | 60,847 | 1,898 | 1,554x10° 4,708x10°

A+B 507,396 | 804734 | 0,790 | 79,299 | 10,355 | 3,860x10° | 1,290x10™

B 238,110 | 388730 | 0,853 | 81,628 | 2,055 | 1,586x10°  5,286x107

Pela anélise dos valores verifica-se em primeiro lugar que apesar de todas apresentarem
bons coeficientes de correlagdo, as concentragdes obtidas sdo bastante superiores as esperadas
inicialmente (aproximadamente O ppt). Quanto aos limites de detegéo e quantificacdo, apesar
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de demonstrar valores bastante baixos (0 que seria positivo), com base nos resultados das
concentragdes, ndo podem ser considerados validos por ndo serem confiaveis.

Como ja foi referido, os resultados fugiram um pouco do que seria de esperar. De
maneira a perceber se seria alguma coisa durante o desenrolar das experiéncias realizou-se uma
ultima experiéncia separadas em 6 ensaios cada um com 4 medigoes.

De modo a garantir que as condi¢Bes eram iguais para todos 0s ensaios, preparou-se 300
mL de ACN/ANC (1,5:1; v:v) com 0,2M de TBAP e para cada ensaio utilizou-se 40 mL, sendo
que entre ensaios, 0 recipiente mantinha-se fechado para o solvente ndo evaporar. Nos primeiros
trés ensaios ndo houve qualquer adicdo de padrdo, existiu apenas limpeza dos elétrodos entre
medi¢Oes. Nos ensaios 4, 5 e 6 adicionou-se em cada medi¢do um volume de 400uL, 500uL e
600uL respetivamente, sempre efetuando a respetiva limpeza. Na Figura 4-17 estdo
representados os voltamogramas obtidos.
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Figura 4-17- Voltamogramas do ensaio com adi¢éo de padrdo de uma solugdo ACN/AnC com 0,2M de TBAP para identificagéo de algum erro nos ensaios jd realizados.
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Através da andlise da figura acima, pode-se concluir que ndo é possivel distinguir o0s
ensaios com adicdo de padrdo e sem adigdo de padrdo. Visto que as amostras foram todas
preparadas de igual maneira e a solugdo padréo utilizada foi a mesma para todas as adicdes,
pode-se concluir que néo existe qualquer problema no procedimento de preparacédo de soluces.

4.3.3.Precisao e Exatidao

Como ja foi referido varias vezes ao longo deste trabalho, a concentracdo de TCA que
se encontra na agua de cozedura da cortica, foi analisada através da técnica de GC-MS, utilizada
atualmente na empresa em questdo. Analisaram-se ao todo doze amostras reais com
concentragcdes compreendidas entre os 0 ppt (amostras ndo contaminadas) e os 11,84 ppt.

N&o foram analisadas mais amostras pois, como se ird verificar mais a frente, os
resultados ndo justificavam o gasto de material.

A precisdo do método foi determinada recorrendo ao calculo do coeficiente de
repetibilidade, expresso em percentagem. Na Tabela 4-2, estdo representados todos os dados
utilizados para o calculo do respetivo coeficiente (cv,): concentragdes obtidas e suas médias
(%) e desvios padrdo (Sr;). Estdo ainda representadas as concentragdes reais de cada amostra.

Todas as amostras deveriam ter sido analisadas pelo método da adigdo padrdo em
triplicado, mas existiram algumas amostras em que, ou o volume da amostra ndo era suficiente
para os trés ensaios, ou havia curvas de calibracdo ndo possiveis de tragar. Assim, apenas foram
contabilizadas as amostras em que se realizaram entre 2 a 3 ensaios. Como também ja foi
explicado anteriormente (Seccéo 4.3.2), existiram amostras em que foram efetuadas trés curvas
de calibragédo devido aos picos existentes nos voltamogramas, nesses casos foi considerada a
menor concentracdo obtida.

Tabela 4-2- Valores obtidos para a determinagdo da precisGo da SWV.

Concentragdo Real (ppt) | Concentragdo obtida (ppt) | X (ppt) | S7; | cv,.(%)
0,000 84,512 | 60,847 | 42,959 | 62,773 | 20,843 | 33,204
1,483 13,938 | 28,296 | 18,355 | 20,196 | 7,354 36,412
1,879 98,936 | 24,521 - 61,729 | 52,619 | 85,243
2,187 45,632 | 10,52 - 28,076 | 24,828 | 88,431
3,375 80,868 | 11,558 | 21,114 | 37,847 | 37,563 | 99,250
11,840 21,765 | 9,465 | 19,622 | 16,951 | 6,571 38,764

Como é possivel verificar pelos dados acima apresentados, o coeficiente de
repetibilidade nunca é inferior a 30%, sendo que a média dos seis valores é de 63,551%, o que
significa que o método tem uma precisdo bastante baixa.

Para os célculos da exatiddo, os valores obtidos pelo método de voltametria de onda
quadrada foram comparados com os obtidos por GC-MS. Na Seccéo 3.4.4.3 foi referenciado
um método que tinha como base o testes estatisticos, mais precisamente o Teste T-Student.
Contudo, depois de realizar todos os calculos verificou-se que o resultado ndo seria possivel se
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calcular devido a discrepancia dos valores obtidos pela voltametria. Posto isto, optou-se por
uma simples visualizagdo grafica, presente na Figura 4-18.
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Figura 4-18- Representagdo grdfica das concentragdes reais vs. a médias das concentragbes obtidas.

Como ¢é possivel analisar, as concentracdes obtidas sdo bastante superiores as reais,
apenas a amostra de concentragdo mais elevada (11,84 ppt) tem resultados que se podem
considerar semelhantes. Isto leva a concluir, que o método de voltametria de onda quadrada,
nas condigdes experimentais utilizadas, tem uma exatiddo bastante mais fraca que a esperada.

4.3.4.0timizacéo da validacdo

Durante o processo de validacao foram alterados e testados alguns aspetos que poderiam
estar a interferir com os resultados.

A primeira alteragdo foi realizada de modo a se tentar perceber se na realidade o solvente
contendo agua destilada estaria mesmo a interferir com o resultado.

Para isso, realizou-se mais um conjunto de experiéncias, uma com agua destilada e outra
com agua desionizada. Para cada uma prepararam-se trés brancos distintos aos quais se
adicionaram 0,2M de TBAP. Para os brancos de dgua destilada, como ja se tinha concluido que
a resposta era instavel, apenas se analisaram duas vez com o intuito de verificar apenas se a
agua acabada de destilar variava. No caso da &dgua desionizada, como nunca se tinha analisado
a resposta obtida, em cada branco analisou-se trés vezes limpando sempre os elétrodos com
papel, entre analises.

Os voltamogramas com escala aumentada da agua destilada encontram-se na Figura
4-19 e os da agua desionizada na Figura 4-20.
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Figura 4-19- Voltamogramas com escala aumentada das experiéncias com ACN/Agua destilada com 0,2M de
TBAP.
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Figura 4-20- Voltamogramas com escala aumentada das experiéncias com ACN/Agua desionizada com 0,2M de
TBAP.

Pela analise dos dados em cima representados verifica-se que nenhum dos solventes
apresenta um comportamento perfeitamente estavel, mesmo quando se considera a analise do

mesmo branco.

Assim, pode-se concluir que, apesar de poder existir alguma interferéncia por causa dos
iBes existentes na agua destilada ndo sera suficiente para contribuir para a falta de consisténcia
dos brancos, uma vez que esta também existe na agua desionizada.

Poderdo existir varias explicacdes para o facto de nem o branco se conseguir estabilizar,
como por exemplo o tipo de elétrodos ndo se adaptar ao método, ou estes precisarem de uma
lavagem mais consistente. Esta ultima hipdtese poderia ser possivel com uma lavagem com
acido, embora para, apds isso seria necessaria uma analise para obter um voltamograma padréo,
0 que para o elétrodo de trabalho de prata ndo existe qualquer referéncia bibliogréfica, apesar
de mais a frente ser analisada uma alternativa.
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Estes estudos complementares ainda serviram para analisar o impacto que a temperatura
poderia ter nos resultados finais, pois foram realizadas com aquecimento de modo a manter a
solugéo a cerca de 30°C.

Como concluséo verificou-se que a grande alteracdo visivel foi o facto do TBAP se
manter dissolvido durante toda a experiéncia, isto €, a solugdo mantinha-se sempre translicida
0 que n&o acontecia sem 0 aquecimento, como se pode verificar na Figura 4-21.

Figura 4-21- Diferenca entre solugGo sem aquecimento (A) e com aquecimento (B).

Como ja foi referido o problema de néo se conseguir validar o método pode-se encontrar
no elétrodo de trabalho. Para isso, realizaram-se experiéncias nas mesmas condicGes
laboratoriais (branco contendo ACN/Agua desionizada (1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP a 30°C)
alterando apenas o elétrodo de trabalho, para os ja descritos na Secgdo 3.4.3.

A Figura 4-22 representa 0s voltamogramas obtidos para o ET inicial.
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Figura 4-22- Voltamogramas dos vdrios ensaios com o elétrodo de trabalho M295Ag inicial.
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Como se pode ver pela analise dos resultados, o elétrodo inicialmente utilizado ja ndo
apresenta qualquer estabilidade na linha de base dos voltamogramas, isto porque ap6s alguma
andlise visual cuidada notou-se que o elétrodo j& continha alguma corrosao relativa a utilizag&o.

Posto isto, optou-se por analisar um elétrodo de prata do mesmo fabricante e do mesmo
tipo, com alteragdo apenas do lote e sendo totalmente novo. Os voltamogramas obtidos
encontram-se na Figura 4-23.
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Figura 4-23- Voltamogramas com escala aproximada dos vdrios ensaios com o elétrodo de trabalho M295Ag
novo.
Com a anélise dos resultados, percebe-se que apesar do primeiro branco néo estabilizar,
0s restantes demonstram resultados bastante satisfatorios.

Por fim, analisaram-se as amostras com o elétrodo de prata de um fabricante diferente.
Este ao contrario do anterior ja ndo era totalmente novo. Os resultados encontram-se na Figura
4-24.
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Figura 4-24- Voltamogramas com escala aproximada dos vdrios ensaios com o elétrodo de trabalho P4011.
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Com a avaliacdo dos voltamogramas, percebe-se que ndo serem tao instaveis como 0s
do elétrodo inicial, também ndo demonstram resultados tdo positivos como o anterior.

Todas estas experiéncias com os diferentes ET’s foram ainda sujeitas a uma analise mais
detalhada, isto é, todas os picos foram integrados de modo a verificar realmente ndo haveria um
aumento de area que ndo fosse percetivel visualmente. Todos os valores obtidos através no
software de aquisicdo de dados encontram-se no Anexo 6.1. Assim concluiu-se que realmente
0s voltamogramas ndo apresentam picos com nenhuma tendéncia.

Assim, apds se concluir que realmente o elétrodo de trabalho utilizado até aqui ja estaria
um pouco danificado e que um elétrodo do mesmo fornecedor seria 0 que proporcionava a
melhores resultados, realizou-se uma adic¢éo de padrdo com uma amostra real para perceber se
os resultados também seriam influenciados. Para isso, realizou-se uma adicdo de padrdo como
as descritas na validacdo do método, de uma solucdo padrdo contendo 200 ppt de TCA,
ACN/Agua desionizada (1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP, que foi adicionada a uma solu¢do com
2,3 ppt de TCA. Apos a realizagdo dos célculos obteve-se uma concentracdo de 58,46 ppt, 0
que é bastante superior a detetada pelo GC-MS. Assim, conclui-se que apesar de a mudanca do
ET ter melhorado a estabilidade da linha de base dos picos, este ainda ndo consegue obter
resultados concordantes com os dados como reais, podendo demonstrar que provavelmente o
elétrodo de prata ndo serd o mais adequado a voltametria de onda quadrada.

Por fim, voltou-se uma ultima vez ao aspeto da limpeza dos elétrodos e testou-se a
utilizacdo da acetona para limpeza dos elétrodos aquando uma adi¢do de padrdo com TCA.
Optou-se por testar esta hipotese, porque a limpeza apenas com papel entre adi¢des poderia néo
estar a limpar ao nivel necessario para ndo interferir com a adicdo seguinte. A escolha da
acetona deveu-se ao facto de Hassam, et al. (2010) no Egipto, terem realizado algumas
experiéncias com elétrodos de prata em que 0 método de limpeza consistia numa lavangem com
acetona seguida de agua destilada.

Utilizando a mesma solucdo padréo, realizaram-se duas adi¢cbes padrdo, uma com
limpeza sem acetona e outra com, de modo a ser uma comparagdo 0 mais proxima possivel.

Na Figura 4-25, encontra-se 0s voltamogramas com uma escala aproximada da
experiéncia sem limpeza com acetona (apenas com papel), e na Figura 4-26 os voltamogramas
com uma escala aproximada da experiéncia com limpeza com acetona (acetona, agua e depois
secagem com papel).
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Figura 4-25- Voltamogramas com escala aumentada da quantificagdo de TCA sem limpeza de elétrodos com
acetona.

—— 0 ppt

—0,5 ppt
1,45 ppt

—— 3,44 ppt

I (1A)

— 6,3 ppt
9,98 ppt

—— 14,39 ppt

—19,41 ppt

— 24,95 ppt
-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2

P (V)

Figura 4-26- Voltamogramas com escala aumentada da quantificagdo de TCA com limpeza de elétrodos com
acetona.

Como se pode concluir com a analise dos resultados, a acetona ndo proporciona
resultados mais coerentes quando comparados com uma limpeza mais simples.

Tal como foi feito nas analises dos elétrodos de trabalho, no caso da limpeza com
acetona, também foi realizada uma analise detalhada dos picos, o que comprovou a conclusao
anterior. Os dados completos, encontram-se no Anexo 6.2.

4.4.Analise qualitativa de outros contaminantes

Apds se tentar quantificar, sem sucesso, TCA em amostras reais de agua de cozedura da
cortica com a técnica de voltametria de onda quadrada, optou-se por realizar algumas
experiéncias extra para determinar eventuais interferéncias.
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Numa primeira fase averiguou-se se a técnica seria capaz de qualificar alguns dos outros
contaminantes presentes na cortica como o TBA, DCA e TCP, distinguindo-os do TCA. Esta
analise seria realizada quer em solug6es individuais que com uma solu¢do em conjunto.

Todas as solucdes foram preparadas e analisadas contento ACN/Agua (1,5:1; v/v) com
0,2M de TBAP. Embora ja tenha sido concluido que a agua destilada ndo tem um
comportamento estavel como solvente, para esta qualificagdo ndo seria seguro utilizar aamostra
ndo contaminada, pois apenas se teria a certeza que ndo estaria contaminada com TCA.

Na Tabela 4-3 estdo representadas as concentragdes de cada contaminante em ppt
presentes nas solucdes padrdo para analise individual e na solugdo padrdo conjunta. Encontra-
se ainda a concentracdo de cada substancia aquando a segunda adi¢do, 300 pL, na anélise de
todas juntas que seré analisada mais a frente.

Tabela 4-3- Concentragdo dos contaminantes na solugdo padrdo individual e conjunta e na 22 adigcdo da solugdGo
padrdo conjunta.

Concentracao na Concentracao na Concentracao na 2°

Contaminante solucéo padréao solucéo padréao adicao de Todos os

individual (ppt) conjunta (ppt) contaminantes (ppt)
TCA 200 284 5,57
TBA 240 228 4,47
TCP 220 344 6,75
DCA 517,2 517,2 10,14

De modo a facilitar a analise, os voltamogramas individuais encontram-se no Anexo 6.3
sendo que na Figura 4-27 esta representada uma curva de cada voltamograma com aproximacao
de escala. Optaram-se por curvas com concentragdes entre 0s 5 ppt e 0s 7 ppt de maneira a que
ndo existisse a probabilidade de o método ndo detetar. Na solucdo que continha todos o0s
contaminantes escolheu-se a segunda adicdo pois era a que correspondia de uma forma mais
préxima as concentracles pretendidas.
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—6,23 ppt
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—5,71 ppt
de TCP

-1 0,8 0,6 -0,4 -0,2 0 0,2
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Figura 4-27- Aproximagdo de curvas de uma adigdo de cada voltamograma.
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Através da analise verifica-se que ndo é possivel definir quais 0s picos caracteristicos
de cada contaminante, ou seja, ndo é possivel qualificar os diversos contaminantes pela técnica
de voltametria de onda quadrada, nas condicdes estabelecidas.
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5. Conclusoes

O presente estudo teve como objetivo a validacdo de um método analitico de
quantificacdo de TCA, denominado voltametria de onda quadrada (SWV) em amostras reais de
agua de cozedura de cortica provenientes de uma industria corticeira portuguesa.

Através de algumas experiéncias iniciais, verificou-se que a limpeza dos elétrodos era
um passo extremamente importante em qualquer ensaio de SWV pois a camada presente no
elétrodo no fim da analise dificulta a transferéncias de massa entre a solucéo eletrélica e o
elétrodo podendo dar “falsas™ areas de picos e consequentemente falsos resultados.

Depois passou-se para o verdadeiro tema deste estudo, a validacdo do método por SWV
0 que nao foi possivel devido aos resultados ndo concordantes. Primeiramente, aquando a
realizacdo da curva de calibracdo, esta foi realizada com amostra ndo contaminada (a agua
destilada ndo estabilizava as linhas de bases dos voltamogramas, nem as areas destes), 0 que
levaria a esperar concentracfes proximas dos 0 ppt, o que ndo aconteceu, chegando a ter valores
até 84,5 ppt apos os calculos. Apesar destes resultados, ainda se calculou os limites de detecéo
e quantificacdo, que apesar de serem valores bastante baixos ndo podem ser considerados reais
devido aos resultados pouco fidveis. No que toca a precisdo, este método apresenta um
coeficiente de repetibilidade de 63,551% 0 que corresponde a uma precisdo bastante baixa. Ja
a exatiddo nem foi possivel calcular devido a grande discrepancia dos valores obtidos.

Ao longo do processo de validacdo, foram analisados alguns aspetos extra de modo a
otimizar o método. Assim foram analisados quatro pontos. Dois dos aspetos que ndo
demonstraram nenhuma alteracdo foram, em primeiro lugar, a substituicdo de agua destilada
por agua desionizada (demonstrando que os ifes da dgua ndo afetavam os resultados) e em
segundo a limpeza dos elétrodos com acetona (provando que ndo € necessaria uma limpeza
mais consistente). Por fim, as ultimas experiéncias basearam-se na utilizacdo de temperatura de
modo a manter o TBAP uniformemente dissolvido na solucdo devido a sua elevada
concentracdo e a substituicdo do elétrodo de trabalho inicial, pois este ja se encontrava
danificado com a utilizagéo, por um igual e novo, o que proporcionou alguma estabilidade nos
voltamogramas, mas sem sucesso ao nivel da quantificacdo de TCA.

Por fim, realizou-se uma tentativa de qualificar contaminantes em vez de os quantificar.
Assim, utilizando varios contaminantes (TCA, TBA, TCP e DCA) separadamente e numa
solugdo em conjunto concluiu-se que 0s picos ndo ocorriam em zonas distintas do
voltamograma de modo a distinguiram-se as susbtancias.

Assim, conclui-se que o método como se encontra desenvolvido ndo é capaz de
quantificar TCA em amostras reais de agua de cozedura da corti¢a, nem qualificar nenhum dos
possiveis contaminantes.

5.1.Propostas para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros, propde-se a tentativa de varios aspetos do método de modo a
averiguar todos os testes possiveis de modo a descartar 0 método de vez.
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Um dos aspetos passiveis a alteracdo, é o sistema voltamétrico, uma vez que o elétrodo
de prata podera ndo ser o melhor para a voltametria de onda quadrada.
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Anexos

6. Anexos

6.1.Analise detalhada das experiéncias com diferentes elétrodos de
trabalho

Nas tabelas abaixo representadas, encontram-se os valores obtidos através do software
Dropview apds a integracdo dos picos de cada voltamograma obtido para o respetivo elétrodo
se trabalho utilizado.

Tabela 6-1- Valores retirados dos voltamogramas dos ensaios com o elétrodo de trabalho M295Ag inicial.

Experiéncia | Pico Largura Area Altura _P(_)t_encial P_otencial
(V) (uC) (UA) inicial (V) final (V)

A - - - - -

11 B - - - - -
€ 0,091 16385,765 | 1319,675 -0,0153 0,1784

A - - - - -

12 B - - - - -
C 0,102 16532,010 | 1293,183 -0,0177 0,1808
A 0,247 18038,170 | 495,654 -0,9110 -0,3881

21 B - - - - -
C - 13869,823 | 1007,098 -0,0298 0,1735
A 0,247 13594,740 | 381,682 -0,8844 -0,2259

2.2 B - - - - -
C 0,118 16242,410 | 1193,747 -0,0347 0,1711
A 0,408 19657,393 | 370,033 -0,8868 -0,2259
2 3 B - 722,165 69,305 -0,2090 -0,0783
@ 0,138 16956,431 | 1247,324 -0,0274 0,1759
A 0,404 18896,608 | 371,029 -0,8989 -0,2041
2 4 B - 939,174 94,697 -0,2041 -0,0758
C 0,114 17384,500 | 1285,330 -0,0371 0,1687
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Tabela 6-2- Valores retirados dos voltamogramas dos ensaios com o elétrodo de trabalho M295Ag novo.

Experiéncia | Pico Largura Area Altura .P(.)tfencial P_otencial
V) (uC) (uA) inicial (V) final (V)
A - - - - -
11 B - - - - -
C 0,081 36180,496 | 2708,682 -0,0342 0,1967
A 0,183 7538,000 | 289,036 -0,6153 -0,2579
12 B 0,085 2671,765 | 159,731 -0,2503 -0,0402
C 0,082 34715,563 | 2647,882 -0,0351 0,1893
A 0,189 9367,673 | 360,849 -0,6161 -0,2563
13 B 0,084 2379,038 | 140,525 -0,2355 -0,0407
C 0,081 32811,993 | 2535,155 -0,0349 0,1864
A 0,194 10310,323 | 398,389 -0,6076 -0,2550
14 B 0,094 3258,255 | 205,497 -0,2375 -0,0339
C 0,081 30296,57 | 2351,15 -0,0339 0,1848
A 0,188 10134,624 | 404,372 -0,6078 -0,2583
2.1 B 0,095 2102,732 | 142,749 -0,2323 -0,0349
C 0,084 32008,763 | 2452,551 -0,0273 0,1994
A 0,222 12723,665 | 410,768 -0,6618 -0,2354
2 2 B - - - - -
C 0,091 29379,427 | 2209,923 -0,0278 0,1862
A 0,214 15000,668 | 520,302 -0,6521 -0,2346
2 3 B - 1315,286 86,060 -0,2214 -0,0327
@ 0,089 28649,942 | 2152,249 -0,0275 0,186
A 0,202 13047,377 | 505,721 -0,5963 -0,2457
2 4 B - 1189,52 76,527 -0,2165 -0,0419
C 0,088 29860,732 | 2254,031 -0,0285 0,183
A 0,198 13415,875 | 508,538 -0,6011 -0,2532
25 B - 728,649 50,982 -0,2136 -0,0345
C 0,087 27846,795 | 2130,078 -0,0275 0,1801
A 0,207 11178,259 | 429,458 -0,6148 -0,2878
2 6 B - 886,154 65,783 -0,2229 -0,0478
C 0,091 32051,932 | 2365,817 -0,0338 0,1847
A 0,204 11923,576 = 452,704 -0,6244 -0,2549
2.7 B - 762,063 58,825 -0,2153 -0,0415
C 0,093 30047,568 | 2186,129 -0,0348 0,1826
A 0,203 11731,097 | 444,686 -0,6143 -0,2641
2.8 B - 628,558 42,355 -0,2252 -0,0412
C 0,093 27100,374 | 2003,433 -0,0346 0,1807
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Tabela 6-3- Valores retirados dos voltamogramas dos ensaios com o elétrodo de trabalho P4011.

Experiéncia | Pico Largura Area Altura _Pgtgncial Pptencial
V) (uC) (uA) inicial (V) final (V)
A - - - - -
11 B 6639,124 | 373,734 -0,2750 -0,0195
< 0,076 25145,945 | 2108,464 -0,0098 0,1992
A - - - - -
12 B 0,107 14778,985 873,189 -0,2680 -0,0021
C 0,069 20054,574 | 1821,307 0,0068 0,1930
A 0,157 5666,481 | 252,147 -0,5590 -0,2714
13 B 0,103 14204,489 | 910,926 -0,2405 -0,0032
C 0,070 19981,956 = 1801,133 0,0016 0,1977
A 0,146 5687,600 | 258,627 -0,5479 -0,2695
14 B 0,103 12655,802 | 827,219 -0,2308 -0,0080
C 0,070 18539,784 | 1683,887 0,0041 0,1856
A 0,156 5616,521 | 252,783 -0,5697 -0,2768
2.1 B 0,101 12017,358 | 780,839 -0,2429 -0,0129
c 0,075 | 21301,272 @ 1787,765 -0,0219 0,1905
A 0,152 6461,347 | 303,181 -0,5334 -0,2695
2 2 B 0,105 9212,881 | 621,186 -0,2332 -0,0105
C 0,073 18884,949 | 1623,146 -0,0056 0,2001
A 0,160 6537,046 | 288,794 -0,5624 -0,2550
2.3 B 0,109 8726,097 | 592,812 -0,5380 -0,0080
@ 0,073 18483,492 | 1610,578 0,0080 0,1929
A 0,152 5144,643 | 259,230 -0,5164 -0,2550
2 4 B 0,106 6854,032 | 488,618 -0,2308 -0,0177
C 0,075 19950,178 | 1717,959 -0,0105 0,1808
A 0,160 6328,148 | 286,884 -0,5455 -0,2501
25 B - 6203,505 | 414,884 -0,2259 -0,0129
© 0,075 18942,874 | 1633,898 -0,0105 0,1905
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6.2.Analise detalhada das experiéncias com limpeza com acetona.

Na Tabela 6-4 e na Tabela 6-5 encontram-se os valores da analise mais detalhada do
resultados obtido para as experiéncias sobre a limpeza dos elétrodos com e sem acetona.

Tabela 6-4- Valores retirados dos voltamogramas dos ensaios sem limpeza com acetona.

. Largura Area Altura Potencial Potencial
[TCA] (ppt) | Pico (\g/) (uC) WA) | inicial (v) | final (V)
A 0,323 19043,638 | 402,824 -0,9062 -0,2380
o B 0,121 | 18481,892 | 1158212 | -0,0371 0,1832
0.50 A 0,270 19511,396 & 444,246 -0,9038 -0,2526
’ B 0,115 | 21646,968 | 1383,604 | -0,0371 0,1880
145 A 0,292 19433,652 | 433,558 -0,8965 -0,2380
’ B 0,118 | 19792,685 | 1254,660 | -0,0444 0,1880
344 A 0,284 19135,603 | 425,244 -0,8965 -0,2383
’ B 0,117 | 19179,897 | 1229,743 | -0,0371 0,1832
5.0 A 0,305 | 19169,928 = 410,770 -0,9352 -0,2550
’ B 0,119 | 16722,213 | 1084,864 | -0,0371 0,1784
0.08 A 0,261 | 18582,971 = 443,119 -0,8771 -0,2332
’ B 0,113 | 18723,504 | 1231,750 | -0,0371 0,1759
1439 A 0,394 | 20106,131 = 392,817 -0,9231 -0,2380
' B 0,126 15118,983 | 938,893 -0,0395 0,1759
1041 A 0,381 20898,672 | 415,709 -0,9231 -0,2332
! B 0,124 | 14361,743 | 914,129 -0,0444 0,1687
2495 A 0,316 21558,718 | 457,303 -0,9183 -0,2453
' B 0,113 | 18680,500 | 1231,975 | -0,0347 0,1735
30.87 A 0,445 20667,058 | 312,630 -0,9377 -0,2430
' B - 13505,730 | 817,590 -0,0444 0,1808
2707 A 0,419 | 23523591 = 421,936 -0,9449 -0,2405
! B 0,119 | 15418,232 | 1025,834 | -0,0492 0,1687
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Tabela 6-5- Valores retirados dos voltamogramas dos ensaios com limpeza com acetona.

[TCA] Pico Largura Area (UC) Altura .Pc.)tgncial Pptencial
(ppt) V) (uA) inicial (V) final (V)
0.00 A 0,413 17234,610 = 310,658 -0,9231 -0,2622

' B 0,131 14241,578 | 833,602 -0,0250 0,1905
0.50 A 0,444 | 20694,508 | 369,222 -0,9425 -0,2598
' B 0,141 16232,624 | 877,996 -0,0274 0,1977
145 A 0,438 19887,864 = 366,361 -0,9256 -0,2526
’ B 0,144 15756,876 | 872,140 -0,0371 0,2001
344 A 0,343 21634,638 @ 457,315 -0,9256 -0,2647
' B 0,121 18541,404 | 1130,767 -0,0347 0,1832
6.30 A 0,341 20920,485 | 442,584 -0,9183 -0,2574
' B 0,125 16354,760 | 999,144 -0,0419 0,1832
0.98 A 0,450 19596,211 = 350,087 -0,9256 -0,2526
’ B 0,144 14062,902 | 793,684 -0,0371 0,1929
14.39 A 0,407 21392,342 418,900 -0,9013 -0,2429
' B 0,134 14709,500 | 856,033 -0,0419 0,1832
1941 A 0,458 20294,459 = 353,480 -0,9231 -0,2574
’ B 0,141 14116,444 | 807,969 -0,0347 0,1856
24,95 A 0,450 | 20486,837 | 360,718 -0,9256 -0,2574
' B 0,137 14028,408 | 816,323 -0,0371 0,1856
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6.3.Voltamogramas de qualificacdo de contaminantes

De modo a ndo se tornar o corpo da discussdo dos resultados da qualificagdo dos
contaminantes, este anexo apresenta 0s voltamogramas da adicdo de padrdo de cada
contaminante.

Na Figura 6-1 esta representado os voltamogramas da adicdo de padrdo do TCA em
ACN/Agua (1,5:1; v/iv) com 0,2M de TBAP e com uma soluco padrdo com concentracio de
200 ppt.

—— 0 ppt
—1,98 ppt

I (nA)

3,92 ppt
——5,83 ppt
— 7,69 ppt

11,32 ppt

Figura 6-1- Voltamograma referente a qualificagdo de TCA.

A Figura 6-2 representa os voltamogramas da adi¢ao de padrdo do TBA em ACN/Agua
(1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP e com uma solucgdo padrdo com concentracdo de 240 ppt.
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Figura 6-2- Voltamograma referente a qualificagdo de TBA.

Na Figura 6-3 esté representado os voltamogramas da adicdo de padrdo do TCP em
ACN/Agua (1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP e com uma solugio padrdo com concentragio de
220 ppt.
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Figura 6-3- Voltamograma referente a qualificagdo de TCP.

A Figura 6-4 representa os voltamogramas da adi¢&o de padrio do DCA em ACN/Agua
(1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP e com uma solugéo padrdo com concentracdo de 517,2 ppt.
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Figura 6-4- Voltamograma referente a qualificagdo de DCA.

Na Figura 6-5 esta representado os voltamogramas da adi¢do de padrdo de uma solucéo
padrdo contendo todos os contaminantes em ACN/Agua (1,5:1; v/v) com 0,2M de TBAP em
que em cada adicéo foram adicionados 300 L.
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Figura 6-5- Voltamograma referente a qualificagdo de todos os contaminantes na mesma solugdo.

As concentragdes presentes em cada adi¢cdo encontram-se na

Tabela 6-6- Concentragbes, em ppt, presentes em cada adi¢do na experiéncia de todos os contaminantes.

Contaminante Adicéo 1 Adicéo 2 Adicéo 3 Adicéo 4 Adicdo 5
(ppt) (ppt) (ppt) (ppt) (ppt)
TCA 2,81 5,57 8,27 10,92 13,52
TBA 2,26 4,47 6,64 8,77 10,86
TCP 3,41 6,75 10,02 13,23 16,38
DCA 5,12 10,14 15,06 29,89 24,63
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