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RESUMO

As doencas transmitidas por mosquitos sdo das mais mortais, e por isso, 0s mosquitos
s80 uma ameaca para milhdes de pessoas. A tecnologia associada a repelentes representa um
papel fundamental no controlo efetivo e sustentavel dos mosquitos. Um dos propésitos da Smart
Inovation®, Lda. é contribuir para esse controlo e para isso desenvolveu uma gama de produtos
com propriedades de repeléncia, a gama Si Repel Mosquito®, que pode ser aplicada em varios

substratos, sendo o principal substrato, o téxtil.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico para a
quantificacdo da substancia ativa éster etilico do &cido 3-(N-butil-N-acetil)aminopropionico
(IR3535), presente em amostras téxteis tratadas com o Si Repel Mosquito® 101-TF (Textile
Finish), produzido pela Smart Inovation®, Lda. Este método é importante para a empresa, pois
permite validar a presenca do IR3535 em amostras téxteis, antes destas seguirem para testes de

eficacia de forma a garantir que o resultado do mesmo seja positivo.

Numa etapa inicial realizaram-se extracoes em amostras téxteis com diferentes solventes:
o Acetonitrilo, o Etanol e o Isopropanol. Apos as extracdes, foi necessario quantificar o composto
IR3535 (substancia ativa) extraido pelo solvente recorrendo a técnica de Espetroscopia de

ultravioleta-visivel (UV-VIS).

Posteriormente, calculou-se o rendimento de extracéo para cada solvente, com o objetivo
de perceber qual era o mais eficiente. Obteve-se um rendimento de 69, 28 e 0% na extracdo com
Acetonitrilo, Etanol e Isopropanol, respetivamente. De seguida, procedeu-se a validacdo do método
apresentado neste trabalho, com o solvente Acetonitrilo, através do estudo de alguns parametros
como a Calibracdo da reta, Gama de trabalho, Linearidade, Limiares Analiticos (Detecdo e
Quantificacao), Sensibilidade, Precisdo e Exatiddo, estudos estes que foram realizados seguindo
uma bibliografia especifica, permitindo assim estabelecer critérios de aceitacdo para o método.
Pela analise do coeficiente de correlacdo da curva de calibracao para os padroes de IR3535
constatou-se que existe uma boa correlacdo entre as absorvancias e as concentracdes dos
padrdes, tendo-se verificado um coeficiente de correlacdo de 0,998. O limite de detecao foi de

5,34x10< mol/L e o limite de quantificacao foi de 1,62x10° mol/L.

Palavras-chave: IR3535, Repelentes, UV-VIS, Validacdo do método



ABSTRACT

Mosquito-borne diseases are some of the deadliest diseases in the world. As such,
mosquitoes are a threat to millions of people. The technology associated with repellents plays a
fundamental role in the effective and sustainable control of mosquitoes. One of Smart Inovation®,
Lda.’s purposes is to contribute to the prevention of this issue. With this in mind, the company has
developed a wide range of products with repellence properties, the Si Repel Mosquito®, which can

be applied to various substrates - the main substrate being textiles.

This work aims to develop and validate an analytical method for the quantification of the
active substance ethyl 3-[acetyl(butyl)amino]propanoate (IR3535), present in textiles treated with
Si Repel Mosquito® 101- TF (Textile Finish), produced by Smart Inovation®, Lda. This method is
very important, since it allows the company to validate the presence of IR3535 in its textiles before

making effectiveness tests, ensuring a positive result.

In an initial stage, textile extractions were carried out with different solvents: Acetonitrile,
Ethanol and Isopropanol. After the extraction, it was necessary to quantify the IR3535 (active
substance) extracted by the solvent. For this matter, the ultraviolet-visible spectroscopy (UV-VIS)

technique was used.

Subsequently, the extraction yield of each solvent was calculated, in order to understand
which was the most efficient. A yield of 69, 28 and 0% was obtained in the extraction with
Acetonitrile, Ethanol and Isopropanol, respectively. Then, the validation of the method presented
in this work was carried out using the solvent Acetonitrile. For this purposed, parameters such as
Calibration, Working range, Linearity, Limit of detection and limit of quantification, Analytical
sensitivity, Precision and Accuracy were analysed. These studies were carried out following a
specific bibliography, thus allowing the establishment of acceptance criteria for the method. By
analysing the correlation coefficient of the calibration curve for the IR3535 standards, it was
concluded that there is a good correlation between the absorbances and concentrations of the
standards, with a correlation coefficient of 0,998. The detection limit was 5,34x10¢ mol/L and the

quantification limit was 1,62x10° mol/L.

Keywords: IR3535, Repellents, UV-VIS, Method validation
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CAPITULO 1

Introducao



1.1. APESENTACAO DA EMPRESA

A Smart Inovation®, Lda. foi

fundada em 2010 e esta integrada num

Smart
Inovation®

Together with Nanotechnology

grupo empresarial multidisciplinar detentor

de um vasto conhecimento na industria das

novas tecnologias que empregam principios
ativos inovadores. Na figura 1 & Figura 1. Logotipo da empresa.

apresentado o logdtipo atual da empresa.

A Smart Inovation®, Lda. € uma empresa de nanotecnologia que desenvolve solucdes
quimicas com aplicabilidade em diferentes produtos e sectores. Através da sua tecnologia
consegue conferir novas caracteristicas e funcdes aos diferentes materiais. Composta por uma
equipa multidisciplinar, que trabalha para desafiar as regras e paradigmas estabelecidos, a
empresa ajuda parceiros de diferentes industrias a adicionarem valor a sua oferta e a abrirem

novas categorias de mercado.

A tecnologia Si desenvolvida pela Smart Inovation®, Lda. € inovadora, Unica e esta
patenteada em 147 paises. Consiste numa matriz de nanoparticulas que permite transportar

principios ativos.

As nanoparticulas podem ligar-se a diversos materiais, tais como, téxteis, tintas, vernizes,

papéis ou ceramica, atribuindo-lhes novas propriedades e caracteristicas diferenciadoras.

E uma tecnologia segura, sustentavel, amiga do ambiente e confere uma alta eficacia e
longa durabilidade dos principios ativos nos diferentes materiais. Por ter uma aplicacdo simples,

a Tecnologia Si é aplicavel em diferentes setores e equipamentos.

1.2. MOTIVACAO

Os mosquitos representam uma ameaca para milhdes de pessoas em todo o mundo, uma
vez que atuam como vetores patdgenos e parasitas devastadores.! As doencas transmitidas por
vetores sao das mais mortais, todos os anos mais de um bilhdo de pessoas sao infetadas e mais
de um milhao de pessoas morrem de doencas transmitidas por vetores, incluindo malaria, dengue,
esquistossomose, leishmaniose, doenca de Chagas, febre-amarela, filariose linfatica e

oncocercose.?
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As doencas causadas por picadas de mosquitos aumentaram devido a adaptacao dos
mesmos para ambientes urbanos. As mudancas climaticas estdo a expandir as areas quentes e
humidas do planeta, que associadas a ambientes urbanos fornecem as condicdes perfeitas para

a multiplicacao dos mosquitos e o aparecimento de doencas virais transmitidas por vetores.:

O controlo efetivo e sustentavel dos vetores ¢ um desafio intrigante para a saude publica
em todo o mundo, com referéncia especial as comunidades locais nos paises em desenvolvimento,
que tém um acesso precario a diagnosticos, prevencdo e tratamento adequados de doencas

infeciosas.

Embora as estratégias de controlo de vetores baseadas em inseticidas sejam para a
prevencao das doencas, a resisténcias a inseticidas e outros obstaculos podem diminuir a eficacia
dessa abordagem. As tecnologias de repelentes representam uma alternativa fundamental na

prevencao da transmissao de doencas transmitidas por vetores.®

Atualmente estdo a ser implementados esforcos a nivel internacional para controlar a
propagacdo de doencas, identificar novos repelentes e educar as pessoas para diminuir o risco de

infecdo.

A Smart Inovation®, Lda. tem vindo a revelar-se como um parceiro importante que
pretende combater e prevenir determinadas doencas que se revelam verdadeiros flagelos mundiais
com os seus produtos inovadores. Uma das principais gamas de produtos produzidas pela Smart
¢ a gama Si Repel Mosquito®, que pode ser aplicada em varias areas como a industria téxtil,
industria das tintas, area da cosmética e saude, entre outras. Apesar das varias aplicacdes, o
principal foco da empresa tem vindo a ser a industria téxtil, e para isso a Smart dispde de um
acabamento funcional téxtil, Si Repel Mosquito® 101-TF (Textile Finish), que ao ser aplicado nas
diversas fibras téxteis vai conferir-lhes uma propriedade de repeléncia. Este acabamento ¢é eficaz
e resistente a mais de 100 lavagens, na luta contra mosquitos, carracas, moscas, piolhos e outros
insetos. Ideal para prevenir picadas e transmissao de doencas infeciosas. O Si Repel Mosquito®

oferece uma protecao de longa duracao e valor acrescentado aos téxteis.

1.3. OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico para a
quantificacdo do IR3535 presente em amostras téxteis tratadas com o Si Repel Mosquito® 101-

TF (Textile Finish).
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A implementacao deste método de quantificacdo tem como principal objetivo validar e
quantificar a presenca de IR3535 em amostras téxteis resultantes de ensaios de aplicacao do
produto o Si Repel Mosquito® 101-TF realizados pela propria empresa e pelos clientes, antes das

mesmas seguirem para testes de eficacia, de forma a garantir um resultado positivo.

Para isso procedeu-se a extracao da substancia ativa das amostras téxteis e de seguida
quantificou-se a mesma através da Espetroscopia de UV-VIS. Por ultimo, realizou-se a validacao

de alguns dos parametros do método analitico para a quantificacao de substancia ativa.
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CAPITULO 2

Estado da Arte



2.1 ACABAMENTOS FUNCIONAIS

Ao longo dos anos vem-se observando um grande desenvolvimento na industria téxtil,
nomeadamente na criacdo de artigos téxteis diferenciados através da sua funcionalizacao,
respondendo assim as exigéncias dos consumidores e criadores da moda.” Com estes
desenvolvimentos para além da funcao tradicional de vestir pessoas, a téxtil passou a proporcionar

conforto, protecéo e funcionalidades aos artigos.s

A funcionalizacdo dos téxteis pode ser definida como um processo que atribui

determinadas caracteristicas ao material, que podem ser obtidas através:

e Da propria fibra, isto é, a mesma ja ter esse tipo de caracteristicas ou através de
aditivos adicionados ao processo da fiacao da fibra;
e Fios, tecidos ou malhas, por exemplo, com fibras ou camadas diferentes;

e Acabamento téxtil.

Os acabamentos funcionais permitem que os artigos téxteis, apos a sua funcionalizacao,
adquiram a capacidade de interagir e reagir aos estimulos externos do usuario e do meio-ambiente,
como por exemplo, passam a ser capazes de responder aos estimulos elétricos, quimicos e

magneéticos, e esta resposta sera dada pela funcionalidade integrada na sua estrutura.

Na industria téxtil, a aplicacdo do acabamento funcional normalmente é realizada na fase
final do processamento téxtil. De uma forma geral, os acabamentos podem ser classificados nas
seguintes classes, e podem ser utilizados individualmente ou combinados entre si; acabamentos

mecanicos, quimicos e biotecnologicos.!

Neste trabalho apenas vamos estudar os acabamentos quimicos pois o Si Repel

Mosquito® 101-TF (Textile Finish) da Smart Inovation®, Lda., pertence a esta classe.

2.1.1 ACABAMENTOS QUIMICOS

Os acabamentos quimicos baseiam-se na aplicacdo de produtos quimicos que reagem
com as fibras ou cuja simples presenca no tecido altera as suas propriedades.z A funcionalizacao
dos téxteis com acabamentos quimicos permite manipular as propriedades da superficie dos

téxteis sem comprometer o seu conforto e as suas propriedades mecanicas.:

Os acabamentos quimicos podem ser aplicados através dos meios tradicionais, tais como,

a impregnacao, a exaustao, a impressao, o revestimento, entre outros. No entanto nos ultimos
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anos tém vindo a ser desenvolvidos outros meios de aplicacao alternativos aos tradicionais, que é
0 caso do encapsulamento, através das microcapsulas, da nanotecnologia através de

nanoparticulas de diversos materiais, entre outros.°

Com a evolucdo da nanotecnologia, uma nova area desenvolveu-se no dominio dos
acabamentos téxteis. A nanotecnologia abriu novos caminhos nos acabamentos quimicos, que
resultou no desenvolvimento de processos aprimorados, que contribuem para alcancar novas

propriedades funcionais que ndo eram possiveis com acabamentos quimicos tradicionais."

Como ja foi referido anteriormente, no Capitulo “1.1 Apresentacao da empresa”, a Smart

Inovation, Lda. recorre ao uso de nanotecnologia nos diversos acabamentos téxteis que dispde.

2.1.2 NANOTECNOLOGIA NOS ACABAMENTOS FUNCIONAIS

A nanotecnologia tem vindo a crescer em muitas areas, como é o exemplo da mecanica,
eletrbnica, otica, medicina, plasticos, eletrbnica e aeroespacial. Atualmente, desempenha um

papel extraordinario no acabamento funcional de téxteis e polimeros.:

A nanotecnologia € a ciéncia que controla e manipula matéria com dimensdes nano, entre

os 1 e 10 nm, podendo ser aplicada em diferentes areas da ciéncia.

Um dos desenvolvimentos mais promissores desta tecnologia ¢ a producdo de
nanoparticulas. Comparando com particulas de maiores dimensoes, as nanoparticulas possuem
caracteristicas Unicas, como por exemplo, as excelentes propriedades quimicas, magnéticas,

oticas e mecanicas.*

A aplicacdo de nanoparticulas confere novas caracteristicas aos téxteis, como por
exemplo, retardante de chama, protecdo a radiacado UV, repeléncia a agua, autolimpeza,

propriedades antimicrobianas e repelente de insetos.

20



2.2 REPELENTES

As doencas causadas pelas picadas dos mosquitos, como o dengue, a febre-amarela e a
doenca Zika, tém vindo a aumentar, resultado de trés fatores do mundo moderno: a urbanizacéao,
a modernizacdo e a mobilidade internacional.: Os repelentes de mosquitos podem ser uma escolha
simples e eficaz para reduzir ou até eliminar o risco de contrair doencas.s Devido a isto, a aplicacao
de repelentes de insetos, nas suas diversas formas, tem vindo a aumentar ao longo dos ultimos

anos como método de prevencao dessas mesmas doencas pelo mundo todo.

Os repelentes de mosquitos sdo substancias quimicas e tém um Unico objetivo, afastar os
mosquitos do ser humano.” O modo de acéo dos repelentes pode ser dividido em dois tipos: nos
que afetam o sentido do olfato do mosquito, os repelentes espaciais, e naqueles que afetam o
sentido do tato, os repelentes de contacto, como se pode observar na figura 2. Os repelentes
espaciais afastam os mosquitos sem permitir que estes toquem no ser humano. Isto acontece
porque quando os mosquitos entram em contacto com as moléculas do repelente, estas vao
bloquear os sensores de olfato do mosquito impossibilitando assim de detetar o seu alvo (os
mosquitos sao atraidos pelos odores do corpo humano). Nos repelentes de contacto o mecanismo
difere um pouco, pois estes permitem que o mosquito pouse na pele, mas que 0 mesmo seja
afastado antes de a ferrar. Quando os mosquitos entram em contacto com a pele tratada de
repelente, as moléculas vao atuar no sistema nervoso do mosquito provocando-lhe um estado de

confusado que o leva imediatamente a fugir da zona com repelente.

(a) Sem repelente (b) Repelente de (c) Repelente espacial
contacto

Figura 2. Modo de acédo dos repelentes.
Os mosquitos sdo atraidos pelos odores corporais (nuvem verde). Os repelentes (nuvem
vermelha) vao perturbar essa atracdo.
Imagem adaptada de 18.
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Os repelentes podem ser comercializados de diversas formas — cremes, sprays, 6leos,
pulseiras — mas também podem ser vendidos como acabamentos téxteis ou aditivos para
lavandaria.»*» Os téxteis com propriedades de repeléncia contra os mosquitos tém tido um
potencial significante no mercado. Ndo apenas nas areas tropicais onde as doencas infeciosas
transmitidas pelos mosquitos séo mais comuns, mas também na areas urbanas por todo o

mundo.m

A eficiéncia de um repelente depende imenso das caracteristicas da sua formulacdo. Um
repelente ideal tem como principais caracteristicas a eficacia prolongada contra varias espécies
de insetos, nao causar irritacdes na pele a quando do uso e nao ser toxico.»# Na tabela 1 séo

apresentadas as caracteristicas ideais que um repelente deve ter.

Tabela 1. Caracteristicas ideais dos repelentes de insetos.z

Eficacia contra um grande numero de espécies de insetos

Nao irritar a pele na sua aplicacao

Nao ter odor ou ter um odor agradavel

Nao afetar a roupa depois da aplicacdo (manchar, branquear,
enfraquecer as fibras)

Nao deixar residuos na pele

Quimicamente estaveis

Vidvel economicamente

Nao toxico
Efeito prolongado (8 a 12h)

© O N O U A WN R

Os repelentes podem ser divididos em dois tipos - os naturais e os sintéticos. Os
repelentes naturais derivam de produtos extraidos de plantas, como por exemplo, os o6leos
essenciais. O dleo de citronela, o 6leo de eucalipto e o0 6leo de Neem sado alguns 6leos essenciais
com propriedades de repeléncia. Ja os repelentes sintéticos sao produzidos em grande escala por
industrias quimicas. Os repelentes sintéticos mais comuns sao o DEET, o IR3535, a Icaridina e a

Permitrina, cujas estruturas quimicas sao apresentadas nas figura 3 e 4.32
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Figura 3. Estruturas quimicas do DEET, da Icaridina e da Permitrina.
Imagem adaptada de 22.

Neste trabalho apenas vai ser abordado o repelente IR3535. A Smart Inovation®, Lda.
opta por usar este repelente na sua gama de produtos Si Repel Mosquito®, pois o IR3535 quando
comparado com 0s outros repelentes mais comuns apresenta a vantagem de ser menos toxico e

mais sustentavel para a mesma gama de concentracao de aplicacao.

2.2.1IR3535

0O 1IR3535, com o nome quimico de éster etilico do acido 3-(N-butil-N-

acetillaminopropionico, figura 4, ¢ uma molécula sintética derivada da B-alanina, um aminoacido

O
HSC/\/\N/\)I\O/\CI_|3

HsC” O

Figura 4. Estrutura quimica do IR3535.
Imagem adaptada de 25.

natural.zs2

Foi desenvolvido
pela Merck por volta dos anos 70, e esta disponivel no mercado europeu a mais de trés décadas.

Nos estados Estados Unidos apenas foi introduzido no mercado no ano de 1999, apos ser
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aprovado pela Environmental Protection Agency (EPA), classificando o mesmo como um repelente

de insetos e um biopesticida.z=>

0 IR3535 é um liquido sem cor e sem odor. A temperatura ambiente este apresenta uma
pressao de vapor baixa, sendo assim uma substancia volatil. Tem uma baixa solubilidade em agua,

mas dissolve-se bem em solventes organicos.»

0 IR3535 tem eficacia contra mosquitos, moscas, carrapatos, piolhos, vespas e abelhas.:
Normalmente é aplicado com concentracdes entre os 6 e 20%, e independentemente da forma de
aplicacao, este apresenta uma eficacia prolongada de pelo menos 8h contra qualquer inseto
referido a cima.»# Em comparacéo com outros repelentes do mercado, o IR3535 tem uma menor
toxicidade, o que permite ser usado em produtos repelentes recomendados para gravidas e para

criancas a partir dos seis meses de idade.>

0 mecanismo de acdo do IR3535 deve-se ao facto de ser uma substancia volatil, e assim
formar barreiras de vapor nas zonas de aplicacdo, que tém um efeito repelente no inseto. Por ser
um repelente e ndo um inseticida (produto quimico que mata insetos), estes ultimos néo

conseguem desenvolver resisténcia a esta substancia ativa.>»
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2.3 METODO DE QUANTIFICACAO

Numa primeira abordagem deste trabalho, apés uma pesquisa, verificou-se que o método
de quantificacao de repelentes mais usual é a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) acoplado sempre a um instrumento de detecao, como por exemplo, HPLC acoplado a um

detetor UV=+ e HPLC acoplado a um detetor de matriz de diodos (DAD):.

0 trabalho foi iniciado usando a técnica HPLC, no entanto devido a problemas técnicos
nao foi possivel acabar o trabalho usando este método. Posto isto foi necessario realizar uma nova
pesquisa para ver um outro método usado na quantificacao de repelentes, onde se concluiu que

o trabalho poderia ser realizado usando a Espetroscopia UV-VIS. ==

2.3.1 ESPETROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espetroscopia na regiao do ultravioleta (UV) e do visivel (VIS) é usada na quantificacao

de um grande numero de espécies inorganicas, organicas e biolégicas.*

A radiacdo ultravioleta e visivel apenas compreende uma pequena parte do espetro
eletromagnético, como se pode observar na figura 5. Considera-se que a radiacdo ultravioleta
corresponde & gama de comprimento de onda entre os 100 e os 400 nm, e que a radiacao visivel

corresponde a gama de comprimento de onda entre os 400 e 800 nm.

Frequency [Hz]
107 10° 10" T0EM0R 10° 10° 10° 1 10°
Ultraviolet Visible Infrared

F E 5 2 g

= © =] = 2 ‘@

= E >o 2 2 - 2

g £ F £2 £ : § 2 g £

P} ] P =5 = = = e = &

10 10" 10" 10° 10° 10 107 1 10° 10° 10° 10° 10"

Wavelength [m]

Figura 5. Espetro eletromagnético.
Imagem adaptada de 36.

A espetroscopia UV-VIS tem como base as transicdes eletronicas que ocorrem nas
diferentes espécies quando estas absorvem radiacdo. A absorcao de radiacdo tem como
consequéncia a excitacao de eletrdes, de um nivel de baixa energia (estado fundamental) para um
nivel de maior energia (estado excitado), figura 6. Este processo so ocorre quando a energia
absorvida pelo eletrdo é igual ou superior a energia que separa os dois estados, por este motivo

diz-se que o processo de excitacdo é quantizado.”
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'y E(excited)

AE = [E(excited) — E(ground) = hv

Figura 6. Processo de excitacao.
Imagem adaptada de 37.

Os conjuntos de atomos responsaveis pela absorcdo da radiacdo sdo chamados de
cromoforos, estes podem ser grupos funcionais insaturados ou aromaticos.” No caso da
substancia ativa em estudo, o IR3535, como se pode observar na figura 3, este apresenta dois
grupos cromdforos, os dois grupos carbonilos. Sao estes dois grupos presentes na molécula
responsaveis pela absorcdo da radiacdo e assim permitir que a quantificacdo do mesmo nas
diferentes amostras seja feita através da espetroscopia UV-VIS. O composto IR3535 absorve num

comprimento de onda entre os 200 nm e os 300 nm.=

2.3.2 LEI DE LAMBERT-BEER

Quando a radiacao incide na amostra, a quantidade de radiacao absorvida ¢é a diferenca
entre a radiacdo incidente, |,, e a radiacao transmitida, |, que pode ser expressa através da

transmitancia, T, ou da absorvancia, A.*

A transmitancia ¢é definida como uma fracao da radiacéo incidente na amostra, Equacao

T=— Equacao 1
Onde, I é a intensidade da radiacao transmitida e I, € a intensidade da radiacao incidente.

Para um meio totalmente absorvente a transmitancia é nula, 1=0, enquanto que para um
meio completamente transparente é unitaria (I=1,). Embora a transmitancia seja uma grandeza

intuitiva, & usual ser substituida pela absorvancia.z
A=log (ITO) =logT Equacao 2

A absorvancia tem um papel importante, pois esta é diretamente proporcional a

concentracao do analito na amostra, esta é a base da Lei de Lambert-Beer.
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A=sxbxc Equacao 3

Onde, € é a constante da absortividade molar, ¢ é a concentracdo da amostrae b é o
percurso otico que usualmente é igual a 1 cm, e assim obtemos a equacao na sua forma

simplificada.®
A=exc Equacao 4

O principio da Lei de Lambert-Beer, que diz que a absorvancia é proporcional a
concentracao, também se aplica a solugcbes com mais do que uma espécie absorvente. Neste
caso a absorvancia da solucao vai ser o somatorio das absorvancias de cada espécies presentes

na solucdo, equacao 5.%

Ay =AcHA = (g, xbxc) + (g, xbxc, ) Equacao 5
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2.4 VALIDACAO DE UM METODO

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou a implementacdo de um
método ja conhecido por um laboratorio, carece de um processo de avaliacdo que verifica a sua

eficiéncia. Esse processo é denominado de validag&o.«

A validacao de um método é um requisito muito importante na quimica analitica, porque
um método € um processo que envolve varias acdes suscetiveis a ocorréncia de erros, sistematicos
e/ou aleatorios, e por consequente, em algumas situacdes alterar significativamente o valor do
resultado final. E também fundamental que o laboratério disponha de meios e critérios objetivos,
para demonstrar, através da validacdo, que os métodos que executam, conduzem a resultados

crediveis e adequados a qualidade pretendida.*#

Quando se pretende validar um método o primeiro passo a realizar € a sua descricao e
caracterizacao. A descricao dos métodos deve ser feita em documentos, de forma detalhada e
organizada, de modo que, qualquer pessoa com a devida preparacao o consiga pdr em pratica.

Estes documentos deverdo conter:

e Elementos de identificacao do documento
o Titulo ou designacao do ensaio;
o Codigo identificador do ensaio;
o Revisao/edicao;
o Data de entrada em vigor e responsaveis pela sua elaboracao e aprovacao;
o Numero de cada pagina e numero total de paginas.
o Elementos descritos do método
o Resumo ou referéncia aos principios teoricos da determinacéo indicando as
grandezas influentes no resultado;
o Campo de aplicacéo;
o Equipamento, material e reagentes;
o Processo de calibracao;
o Procedimento de ensaio;
o Processo de calculo dos resultados.

¢ Elementos bibliograficos e normativos««

28



Sempre que um laboratério instaura um método analitico interno, este tera de realizar um
processo de validacao do método. A validacao de um método consiste no estudo e conhecimento

dos parametros seguintes:

e (Gama de trabalho;

e Linearidade;

e Limiares analiticos (Detecédo e Quantificacao);
e Sensibilidade;

e Precisao;

e Exatidao.

Existem varios requisitos minimos para a validacdo, no entanto, o laboratorio deve
seleciona-los mediante o tipo de método. Por exemplo, nas analises qualitativas, nao é necessario
estudar o limite de quantificacao, a precisao, a exatidao, a gama de trabalho e a linearidade. Neste
tipo de analises, o limite de detecao, a seletividade e a robustez sao os requisitos minimos para a
validacao. No caso das analises quantitativas, que é o caso do método desenvolvido neste trabalho,

0s parametros acima mencionados sao importantes.+#

O processo de validacdo envolve o estudo de parametros por avaliacdo direta e por

avaliacao indireta.

2.4.1 CALIBRACAO

A calibracdo de um método mostra que a resposta de um processo esta relacionada com

a concentracao do analito. O processo da calibracdo é constituido pelos seguintes passos:

1. Preparar uma série de solucdes padrdao em que a concentracdo do analito é
conhecida;

2. Medir as solucdes padrao num equipamento analitico, nas mesmas condicoes
experimentais;

3. Representar os resultados num grafico de calibracéo.

4. Determinar a concentracdo das amostras a analisar por interpolacdo na reta do

grafico.

Durante o processo de calibracao devemos ter em atencéo alguns aspetos importantes.

As solucbes padrao devem estar distribuidas equitativamente pela gama de trabalho, e por vezes
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a resposta obtida do branco é diferente de zero, entdo, este deve ser incluido na curva de

calibracao.

A curva de calibracdo é dada pela equacao 6, que representa o sinal medido, y,, em funcao

da concentracéo do analito, x..
Y=a+bx Equacao 6
Onde, a ¢ a ordenada de origem e b é o declive da reta.

Esta reta é formada por pares ordenados e independentes, (xi, Vi), (X, V2), «.., (%, V), ...y (Xa,
yx), onde N corresponde ao nimero de pontos da reta. O ponto (xi, y:) geralmente representa os

valores do branco.

A precisao da estimativa é quantificada pelo desvio padrao residual, S,,. Este desvio
exprime a dispersao dos valores da resposta ao longo da curva de calibracao.
Sy/x =
N ( 62
i=1 yi'yi) ~
—_— Equacao 7
ND quac

Onde, ¥, € uma estimativa calculada do sinal medido. Este valor obtém-se substituindo os

valores da concentracdo do analito na reta obtida, 9i=a+b.xi.

A cada componente da curva de calibracdo esta também associado os seus respetivos

desvios padrdo, o desvio padrdo do declive, S,, e o desvio padrdo da ordenada de origem, S.,.

Sb =
S
y/x Equacéo 8
/ 2
ZL(XFX)
S, =
N
S X
Sypx |—— Equacao 9
Nx 32N, (%)

Onde, x é a média das concentracdes das solucdes padrao.
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Com estes valores, o intervalo de confianca do declive, Equacao 10, e da ordenada de

origem, Equacao 11, podem ser calculados.
b+tx§, Equacao 10
axtx§, Equacédo 11

Onde, t é o valor da variavel de Student para o nivel de confianca desejado e (N-2) graus

de liberdade, ver anexo 1.

A concentracao do analito na amostra, x,, como ja foi referido anteriormente é calculada
através da interpolacao do valor da resposta do equipamento analitico na curva de calibracao. A
este valor esta associada uma incerteza, que ¢ a combinacao da incerteza da determinacao do

valor medido e a incerteza da estimativa dos coeficientes de regressao, Equacao 12.

2
S 11 VoY
XOI%X N+—+% Equa(;éo ].2
N b EL (%)
Onde, y é a média da resposta do equipamento analitico das diferentes solucdes padrao,

Yo ¢ @ média da resposta do equipamento analitico para as amostras independentes o e n € o

numero de ensaios independentes efetuados para a amostra.

Para cada concentracdo do analito na amostra, x,, existe um intervalo de confianca,

Equacao 13.
Xg +1x Sy Equacéo 13

Por ultimo, temos o desvio padrao do método, S,,, e o coeficiente de variacao do

método, CV,,, que permite ao analista concluir sobre a qualidade do método. -+

Sm = % Equacao 14
CVy, = %X1OO Equacao 15
2.4.2 GAMA DE TRABALHO

A gama de trabalho € um intervalo de concentracdes no qual o método fornece resultados

com uma incerteza aceitavel. O limite superior do intervalo corresponde ao limite de quantificacao
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e o limite inferior corresponde a concentracao a partir da qual se observam anomalias significativas

na sensibilidade do método.

Para avaliar a gama de trabalho em modelos lineares recorre-se ao uso da norma ISO
8466-1+ e para modelos polinomiais de 2° grau a norma ISO 8466-2+, Segundo a norma I1SO
8466-1+ sdo analisados a primeira e Ultima solucdo padrao em 10 réplicas independentes e

posteriormente é realizado o teste da homogeneidade das variancias.

Neste teste, em primeiro lugar sdo determinadas as variancias associadas a primeira

solucéo padrao, 82, e da ultima solucédo padrao, $2,.

St=
10 -2
ly -y
ni-1
10
_ LY .
i Equacédo 17
[
Onde, y,; € o valor da resposta das réplicas independentes e n, € o numero de réplicas
independentes.

Com os valores das variancias é determinado o valor de PG. Recorre-se a equacao 18

quando o 82> 82, e a equacao 19 quando $2,> S2,,.

g2
PG=—2 Equacao 18
2 quag
1
g2
PG=T1 Equacao 19
STo

Por ultimo, compara-se o valor obtido PG com o valor tabelado da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher, ver Anexo 2, para um nivel de confianca de 95% e n-1 graus de liberdade no

numerador e no denominador.

Se 0 PG<F, as diferencas entre as variancias ndo sao significativas, logo conclui-se que a
gama de trabalho estd ajustada. No caso de o PG>F, as diferencas entre as variancias sao

significativas e a gama de trabalho nao esta ajustada.«
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2.4.3 LINEARIDADE

A linearidade ¢é a capacidade que ¢ um método analitico tem para fornecer resultados

diretamente proporcionais a concentracao do analito.+

Uma das formas de avaliar este parametro é a partir do coeficiente de correlacdo da curva
de calibracdo, r ou R. O coeficiente de correlacdo pode ter valores entre -1 e O que representam
uma correlacao negativa (reta de declive negativo), e valores entre 0 e 1 que representam uma

correlacao positiva (reta de declive positivo).=#

0 calculo do coeficiente de correlacdo, r, € um dos parametros usados para avaliar a curva

de calibracao.
o [ 0eR). (v )]
\/Zi'\il(xi-i)z. Zi,\il(yi_y)z

Equacdo 20

Segundo o Guia Relacre 13, em analises quimicas as curvas de calibracdo devem

apresentar coeficientes de correlacdo superiores a 0,995.%

A linearidade de um método também pode ser avaliada através de um modelo estatistico,
segundo a norma ISO 8466-1%, onde calcula-se a funcéo linear e a funcado ndo linear de um
conjunto de pares ordenados, bem como os respetivos desvios padrao residuais, S,, € S,,, €

também a diferenca entre as variancias, DSz

DS?=(N-2).8%,-(N-3).8%, Equacao 21
SyZ =
N N2
() -
S E 22
N3 quacao

Onde, ¥, € uma estimativa calculada do sinal medido. Este valor obtém-se substituindo os

valores da concentracao do analito na funcao nao linear da reta obtida, §,=a+b.x+c. xi2.

Seguidamente, calcula-se o valor teste, PG.

DS’
PG=—- Equacao 23
S
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Por ultimo, compara-se o valor obtido PG com o valor tabelo da distribuicdo F de
Snedecor/Fisher, ver Anexo 2, para um nivel de confianca de 95%, 1 grau de liberdade no

numerador e n-3 graus de liberdade no denominador.

Se 0 PG<F, a curva de calibracdo é linear. No caso de o PG>F, a curva de calibracdo nao

¢ linear. %44

2.4.4 LIMIARES ANALITICOS

Os limiares analiticos sao constituidos pelo Limite de Detecao, LDD, e pelo Limite de

Quantificacao, LDQ.

Estes limites dependem de diversos fatores que variam no tempo, como por exemplo,
contaminacdes, tipo de amostra, equipamento, operador, entre outros, e por isso devem ser
atualizados sempre que se muda de analista, reagentes, equipamento ou local, e sempre que se

altera a curva de calibracéo.=

2.4.4.1 LIMITE DE DETECAO - LDD
0O limite de detecdo corresponde a concentracdo minima, a partir da qual é possivel detetar

a presenca do analito com uma certeza razoavel.

Representa também a menor quantidade do analito que é possivel detetar numa amostra,
mas nao necessariamente quantifica-la, uma vez que a quantificacdo a este nivel esta sujeita a

erros significativos.
Uma leitura inferior ao limite de detecdo nao significa que o analito esta ausente.

No caso de 0 método recorrer a uma calibracéo linear o limite de detecao ¢ obtido através

da equacao 243

[3.3<8)4
b

LDD = (Equacéo 24)

2.4.4.2 LIMITE DE QUANTIFICAGCAO - LDQ
O limite de quantificacdo corresponde a mais pequena concentracdo a partir da qual é

possivel quantificar o analito, com uma determinada exatidao e precisao.

Em termos praticos, usualmente, o limite de quantificacdo corresponde ao padrao de

menor concentracao, excluindo o branco.
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No caso de o método recorrer a uma calibracao linear o limite de quantificacéo é obtido

através da equacao 25 w4

10xS
LDQ = % (Equacio 25)
2.4.5 SENSIBILIDADE

A sensibilidade avalia a capacidade de um método em distinguir pequenas variacdes de
concentracao do analito. Esta é definida como sendo a derivada de primeira ordem da curva de

calibracao.
A sensibilidade pode ser expressa pelo quociente entre o acréscimo do valor lido, AL, € a
variacdo da concentracao, AC, correspondente aquele acréscimo, equacéo 26.

AL
ibili =— E 30 2
Sensibilidade C (Equacéo 26)

No caso de a curva de calibracdo ser uma funcdo linear, a sensibilidade sera constante

ao longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao valor do declive da curva de calibracao.=+

2.4.6 PRECISAO

A precisao permite avaliar a dispersao dos resultados de ensaios independentes, repetidos
sobre a mesma amostra em condicdes definidas. Deste modo, é possivel averiguar se 0 método é

capaz de repetir e reproduzir os resultados obtidos.

A precisdo é avaliada através do coeficiente de variacdo, CV, ja apresentado

anteriormente.

A repetibilidade, S, a reprodutibilidade, S,, e a precisao intermédia, S,, sdo métodos

utilizados para fazer a analise da precisao. s

2.4.6.1 REPETIBILIDADE

A repetibilidade corresponde a precisao dos resultados obtidos em ensaios independentes
efetuados em condicdes de repetibilidade, tais como, mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo
equipamento, mesmo tipo de reagente, mesmas condi¢cdes ambientais, num curto intervalo de

tempo.
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Para determinar a repetibilidade de um método, sao analisados uma série de amostras
ou padrdes, em condicdes de repetibilidade. O numero de réplicas a realizar deve ser superior ou

igual a 10, segundo o Guia Relacre 13.2 (GUIA)

Através dos resultados obtidos, é calculado o coeficiente de variacao da repetibilidade, CV,,

equacao 27.

CV,=

S, ~
H (Equacao 27)

Onde, S, é o desvio padrao da repetibilidade e X é a média dos resultados obtidos.*

2.4.6.3 PRECISAO INTERMEDIA

A precisao intermédia corresponde a precisao estimada sobre a mesma amostra/padroes
utilizando o mesmo método, mas definindo quais as condicdes a variar, como por exemplo,
diferentes analistas, diferentes equipamentos ou diferentes épocas. Deve-se fazer variar pelo

menos uma condicao.

0 método mais simples de avaliar a precisdo intermédia é realizar uma série de medicdes,
em condicdes pré-definidas, sobre uma mesma amostra, amostras supostamente idénticas ou

padrdes.

A estimativa da precisao intermédia, S,,, € dada pela equacao 28, que corresponde ao

desvio padrdo de precisao intermédia referente & gama em estudo.

1 Z”: ,
n-1 : (yk'y)
k=1

Onde, n é o numero de réplicas, y. € o resultado individual obtido e ¥ representa a média

Sip= (Equacao 28)

dos resultados individuais obtidos.«#*

2.4.7 EXATIDAO

A exatiddo de um método é definida como a amplitude/concordancia entre o valor obtido
a partir do método e o valor tomado como verdadeiro. Este parametro pode ser estimado com
base em andlise de materiais de referéncia certificados (MRC), a participacdo em ensaios

interlaboratoriais (EIL) e a realizacdo de ensaios de recuperacao.«+
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Neste trabalho apenas é abordada a avaliacdo da exatidao através de ensaios de

recuperacao.

Os ensaios de recuperacdo mostram a quantidade de analito que é recuperado numa
amostra fortificada. A taxa de recuperacdo tem como objetivo verificar se existem erros

sistematicos a serem introduzidos por causas desconhecidas.

O procedimento dos ensaios de recuperacao consiste na adicao de uma quantidade
controlada de padrao a uma amostra de concentracdo conhecida do analito, para verificar a

quantidade de analito que se consegue obter.

A taxa de recuperacao, R(%), é obtida através da equacéo 29.

C,1-C,

R(%)=
O

(Equacao 29)

Onde, C, é a concentracao obtida pela curva de calibracdo, C, e a concentracao da

amostra sem a fortificacao e C, é a concentracdo da fortificacao.

Os ensaios de recuperacao devem ser realizados ao longo de toda a gama de trabalho. A
taxa de recuperacao ideal é de 100%, mas o critério de aceitacdo para a taxa de recuperacao €
normalmente entre 80 % e 110 %. Mediante a concentracdo e a complexidade da matriz a
percentagem é alterada. Na tabela 2 estao representadas as taxas de recuperacéo para cada nivel

de concentracéo.

Tabela 2. Concentracéo do analito e respetivas taxas de recuperagéo.”

Substancia ativa (%) R(%)
100% 98-102
=10 98-102

>] 97-103
>0,1 95-105
>0,01 90-107
>0,001 80-110
>0,0001 80-110
>0,00001 80-110
>0,000001 60-115
>0,0000001 40-120
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Para confirmar a exatiddo de um método pode-se realizar o Teste t, que compara o valor

médio, X, com um valor de referéncia, x..,.

Em primeiro calcula-se o valor t,,, pela equacao 30.

XXef) -V N
=( f)_\/_ (Equacéo 30)

exp S

Onde, s o desvio padrao relativo a taxa de recuperacado e n o numero de réplicas.

Por ultimo comparamos 0 maédulo do valor t,,, com o valor t,,, valor da variavel de Student

para o nivel de confianca desejado é (N-1) graus de liberdade.

Se |t..| <t X € X N30 apresentam diferencas significativas, o que significa que nao foi
estatisticamente evidenciado a existéncia de desvios, erros sistematicos. Se |t..| > tw, X € Xe..
apresentam diferencas significativas, o que significa que foi estatisticamente evidenciado a

existéncia de desvios, erros sistematicos.«
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CAPITULO 3

Parte Experimental



3.1 AMOSTRAGEM

A amostra de tecido tratada com o Si Repel Mosquito® 101-TF para analise foi fornecida
pela empresa. O tecido € composto por 35% de algodao e 65% de poliéster. O produto Si Repel
Mosquito® 101-TF foi aplicado por impregnacao, um dos métodos tradicionais de aplicacao de

acabamentos quimicos, como referido no Capitulo “2.1.1 Acabamentos Quimicos”.

Na aplicacdo do produto Si Repel Mosquito® 101-TF, sao utilizados outros compostos
para além da substancia ativa. Estes compostos ndo podem ser identificados, uma vez que a
formulacao do produto é confidencial, e por este motivo os mesmos serado representados por uma

letra (A, B ou C).

Na tabela 3 esta apresentada a massa (em gramas) dos diferentes compostos presentes
em 1 g de tecido ap6s a aplicacao do Si Repel Mosquito® 101-TF. Os célculos destes valores nao
podem ser apresentados pois contém informacao, como por exemplo, receitas e formulacdes, que

sao matéria confidencial da empresa.

Tabela 3. Massa dos compostos por grama de tecido, apos a aplicacdo do produto.

Massa em gramas por

Produtos cada grama de tecido
IR3535 00171
A 0,0113
B 0,0167
C 0,0144

3.2 REAGENTES

Na tabela 4 estdo apresentados os reagentes utilizados nas extracdes e na preparacao
das solucdes padrao.

Tabela 4. Lista de carateristicas dos reagentes utilizados nas extracdes e na preparacao de solucdes padréo.

Féormula M pa25°C Pureza

Reagente CAS quimica (g/mol)  (g/cm’) (%) Marca
IR3535 52304-36-6  C,H.NO, 215,29 0,998 98 Merk
Etanol 64-17-5 C,HOH 46,07 0,789 99,8 Fisher Scientific

Isopropanol 67-63-0 C,H,OH 60,10 0,786 99 Valente e Ribeiro

Acetonitrilo 75-05-8 C.H:N 41,04 0,786 99 Fisher Scientific
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3.3 CONDICOES DE ANALISE UV-VIS

Para a quantificacdo dos compostos utilizou-se o Espetrofotémetro Shimadzu UV-1601, de
duplo feixe. As cuvetes eram de quartzo, com um volume de 500 L e percurso ético de 1 cm. Os
espetros foram adquiridos no intervalo de comprimentos de onda entre 200 e 600 nm. Os dados

foram adquiridos com o software UV-1601 e para tratamento dos mesmos utilizou-se o Excel.
3.4 EXTRACAO E ANALISE DAS AMOSTRAS TEXTEIS
0 procedimento de extracdo da amostra de tecido foi adaptado de 49.

A amostra de tecido, primeiramente, foi cortada em pequenos quadrados de forma

uniforme com 0,5 cm de aresta, figura 7.

Figura 7. Amostra de tecido cortada em quadrados com 0,5 cm de aresta.

Para a extracdo pesou-se 0,5 + 0,001 g, adicionou-se
10 mL de solvente e deixou-se em agitacdo durante 10 minutos,
figura 8. Ao fim dos 10 minutos de agitacado, decantou-se a
solucdo para um frasco e reservou-se. Ao mesmo tecido
adicionou-se mais 10 mL de solvente e deixou-se novamente
em agitacao durante 10 minutos. Estes passos foram repetidos
até serem realizadas cinco extracdes, para no final termos uma

solucdo de 50 mL.

Figura 8. Amostra de tecido em
agitacéo com o solvente.
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Apds as cinco extracdes, submeteram-se os 50 mL de solucao resultante da extracao
mais o tecido a um banho ultrassénico durante 10 minutos, figura 9.

Figura 9. Banho ultrassonico.

As solucdes foram analisadas posteriormente por espetroscopia de UV-VIS.

Neste processo de extracao utilizou-se trés solventes diferentes com o objetivo de avaliar
qual dos trés teria melhor rendimento na extracdo. A escolha dos solventes teve em conta a
solubilidade do composto IR3535, que esta diretamente relacionada com a sua polaridade,
moléculas polares tém uma maior solubilidade em solventes polares.® Visto que o composto
IR3535 ¢ uma molécula polar®, a principal caracteristica dos solventes a escolher seria serem

solventes polares. Posto isto, 0s solventes escolhidos foram o Acetonitrilo, o Isopropanol e o Etanol.

0 procedimento acima descrito foi repetido trés vezes de forma independente para cada

solvente.

3.5 ESPETROS DE ABSORCAO DOS COMPOSTOS

Como ja foi apresentado anteriormente, a Lei de Lambert-Beer € acumulativa. Neste caso,
a solucdo a analisar contém os diferentes compostos utilizados no tratamento do tecido resultante
do processo de extracao, e por consequente a absorvancia medida sera o resultado da soma das

absorvancias de cada um dos compostos.

Devido a isto, numa primeira fase do trabalho avaliou-se os espetros dos diferentes
compostos, com o objetivo de perceber qual a influéncia que os diferentes compostos teriam nas

absorvancias das solucdes de extracao.

42



Para tal, preparou-se solucdes dos diferentes compostos, IR3535, A, B e C, com as
concentracdes apresentadas na tabela b, nos diferentes solventes. Posteriormente realizou-se as
analises das solucdes no espetrofotometro de UV-VIS e por ultimo tracou-se e analisou-se 0s

respetivos espetros.

Tabela 5. Concentracdes usadas na preparacao das solucdes nos diferentes solventes.

Produtos Concentracao (mol/L)
IR3535 (3,9 +£0,9) x 10°
A (1,2 +0,4) x 10+
B (3,6 £ 0,8) x 10°
C (6,5 +0,2) x 10¢
3.6 QUANTIFICACAO

Para a quantificacdo do IR3535 preparou-se a solucdo mae de concentracdo (1,16 + 0,05)
x 104 mol/L, e a partir desta preparou-se cinco solucdes padrdo de diferentes concentracdes. No
caso do composto C preparou-se a solucdo mae de concentracédo (2,2 + 0,1) x 10* mol/L, e a

partir desta preparou-se cinco solucdes padrao de diferentes concentracoes.

Posteriormente, analisou-se as solucdes no espetrofotometro UV-VIS de acordo com o
procedimento descrito no ponto 3.2.2. Para a construcao das curvas de calibracéo, utilizou-se os
valores da absorvancia medidos em funcao das respetivas concentracoes das solucdes padrao e

obteve-se a reta de cada curva de calibracao.

3.7 RENDIMENTO

Para o calculo do rendimento utilizou-se a equacdo 31.

_ Cexperimental

n=———x100 (Equacéo 31)

Ctec’)rica

Para o calculo da concentracao tedricas do composto IR3535 na amostra apds a extracéo,
apresentada na tabela 6, utilizou-se os valores de massa por grama de tecido apresentados na

tabela 4 e considerou-se uma extracao 100% eficaz, ver Anexo 3.

Tabela 6. Concentracdes tedricas do IR3535 e do Composto C nas amostras apos a extragao.

PrOdutOS cteérica (mOI/L)
IR3535 7,9 x 10+
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3.8 VALIDAGAO DO METODO
3.8.1 GAMA DE TRABALHO

Para avaliar a gama de trabalho do método realizou-se o teste de homogeneidade das
variancias. Para tal, preparou-se 10 réplicas independentes da solucao padrao mais concentrada

e da solucao padrao menos concentrada, 1 e 5 respetivamente.

3.8.2 LINEARIDADE

Para avaliar a linearidade do método avaliou-se o coeficiente de correlacdo da curva de

calibracdo e realizou-se 0 modelo estatistico descrito na norma ISO 8466-1+.

3.8.3 LIMIARES ANALITICOS

Para determinar os limiares analiticos utilizou-se as equacdes 24 e 25, ja apresentadas

anteriormente.

3.8.4 PRECISAO

Para avaliar a precisao do método estudou-se a repetibilidade e a precisao intermédia.

Na repetibilidade, preparou-se 10 réplicas independentes da solucao padrao mais

concentrada e da solucdo padrdao menos concentrada, 1 e b respetivamente.

Na precisao intermédia, analisou-se duas solucdes padrao, 1 e 5, em triplicado de 4 em

4 dias.

3.8.5 EXATIDAO

Para avaliar a exatidao do método realizou-se ensaios de recuperacdo envolvendo trés
niveis de concentracao e, para cada nivel, efetuadas trés determinacoes. Este ensaio consistiu na
adicdo de quantidades conhecidas de analito, sob uma matriz de branco, estimando-se as

percentagens das taxas de recuperacao e posteriormente realizou-se o Test t.

44



CAPITULO 4

Apresentacao e discussao dos resultados



4.1 ESPETROS DE ABSORCAO DOS COMPOSTOS,
QUANTIFICACAO E RENDIMENTO

Numa primeira fase deste estudo foram analisados os espetros dos compostos IR3535,
A, B e C nos diferentes solventes de extracao, o Acetonitrilo, o Etanol e o Isopropanol, figura 10,

11 e 12, respetivamente.

3,5

2,5

IR3535
1,5 A

B

C

Absorvancia

0,5

05
Comprimento de onda (nm)

Figura 10. Espetros UV-VIS dos compostos IR3535, A, B e C no solvente Acetonitrilo.
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Figura 11. Espetros UV-VIS dos compostos IR3535, A, B e C no solvente Etanol.
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Figura 12. Espetros UV-VIS dos compostos IR3535, A, B e C no solvente Isopropanol.
Analisando em particular cada espetro pode-se constatar que os compostos IR3535e 0 C
sao aqueles que terdo maior influéncia na absorvancia da solucdo obtida apds o processo de
extracdo, absorvancia essa que pode ser representada pela equacao 32, que pode ser reescrita,

substituindo-se as absorvancias de cada composto pela respetiva equacao, equacao 33.

Asoucao=Piras3sTAc (Equacao 32)

Asolugéoz

(€1r3535%Cirasas) +(€0xCe) (Equacéo 33)
Perante esta analise, para quantificar o |IR3535 foi necessario determinar as
absortividades molares, €, do IR3535 e do Composto C nos diferentes solventes. Para a

determinacao das absortividades molares, procedeu-se a construcdo das curvas de calibracao nos

comprimentos de onda maximos de cada composto nos diferentes solventes.

Posteriormente através de um sistema de equacdes, determinou-se a quantidade de
IR3535 extraida pelos diferentes solventes e por ultimo, calculou-se o rendimento para cada

solvente.

Na tabela 7 sdo apresentados os comprimentos de onda maximos, quer do IR3535 quer

do Composto C nos diferentes solventes, retirados da analise das figuras 10, 11 e 12.
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Tabela 7. Comprimentos de onda maximos para ambos 0s compostos.

Comprimento de onda

Solvente Composto .
maximo (nm)

IR3535 200

Acetonitrilo
203
IR3535 209

Etanol

C 212
: : IR3535 213

sopropano
214

Da figura 13 a 16, estdo apresentadas as curvas de calibracao dos compostos IR3535 e
C nos diferentes comprimentos de onda maximos no solvente Acetonitrilo, da figura 17 a 20 estao
apresentadas as curvas de calibracao dos compostos IR3535 e C nos diferentes comprimentos
de onda maximos no solvente Etanol e da figura 21 a 24 estdo apresentadas as curvas de
calibracdo dos compostos IR3535 e C nos diferentes comprimentos de onda maximos no solvente

Isopropanol.
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Figura 13. Curva de calibracdo do composto IR3535 no comprimento de onde de 200 nm no solvente Acetonitrilo.
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Figura 14. Curva de calibracao do composto IR3535 no comprimento de onda de 203 nm no solvente Acetonitrilo.
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Figura 15. Curva de calibracao do composto C no comprimento de onda de 200 nm no solvente Acetonitrilo.
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Figura 16. Curva de calibracdo do composto C no comprimento de onda de 203 nm no solvente Acetonitrilo.
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Figura 17. Curva de calibracéo do IR3535 no comprimento de onda de 209 nm no solvente Etanol.
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Figura 18. Curva de calibracao do IR3535 no comprimento de onda de 212 nm no solvente Etanol.
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Figura 19. Curva de calibracdo do Composto C no comprimento de onda de 209 nm no solvente Etanol

50



0,12 o

0,1

y=14747x-0,0018 .. 4
S 0,08 R2 = 0,996 ..........
e J
S 0,06 e
S
<004
.."...
002 .
0 e
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06

Concentracao (mol/L)

Figura 20. Curva de calibracdo do Composto C no comprimento de onda de 212 nm no solvente Etanol
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Figura 21. Curva de calibracao do IR3535 no comprimento de onda de 213 nm no solvente Isopropanaol.
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Figura 22. Curva de calibracao do IR3535 no comprimento de onda de 214 nm no solvente Isopropanol.
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Figura 23. Curva de calibracdo do Composto C no comprimento de onda de 213 nm no solvente Isopropanol.
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Figura 24. Curva de calibracao do Composto C no comprimento de onda de 214 nm no solvente Isopropanol.

Analisando as curvas de calibracao e as respetivas equacdes das retas, foram obtidos os
seguintes dados: Absortividades molares do IR3535 e do Composto C, nos diferentes
comprimentos de onda maximos, no solvente Acetonitrilo, tabela 8; Absortividades molares do
IR3535 e do Composto C, nos diferentes comprimentos de onda maximos, no solvente Etanol,
tabela 9; Absortividades molares do IR3535 e do Composto C, nos diferentes comprimentos de

onda maximos, no solvente Isopropanol, tabela 10.
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Tabela 8. Absortividades molares do IR3535 e do Composto C, nos diferentes comprimentos de onda maximos, no
solvente Acetonitrilo.

Composto £a 200 nm (M- cm+) €a 203 nm (M: cm>)
IR3535 7071,9 7041,8
Cc 47407 30549

Tabela 9. Absortividades molares do IR3535 e do Composto C, nos diferentes comprimentos de onda maximos, no
solvente Etanol.

Composto £a 209 nm (M- cm+) €a 212 nm (M: cm>)
IR3535 5655,3 4420,9
Cc 13259 14747

Tabela 10. Absortividades molares do IR3535 e do Composto C, nos diferentes comprimentos de onda maximos,
no solvente Isopropanol.

Composto €a 213 nm (M: cm?) ¢a 214 nm (M* cm-)
IR3535 4499,6 4041,8
C 18184 17669

Para a quantificacdo do IR3535, realizou-se o processo de extracdo em triplicado para
cada solvente, como descrito no Capitulo “3.4 Extracdo e analise das amostras téxteis”. Para cada
solvente obteve-se trés valores de absorvancia, dos quais se calculou as médias, valores

apresentados na tabela 11, 12 e 13.

Tabela 11. Absorvancia obtida para a solucdo de extracdo com o solvente Acetonitrilo nos diferentes comprimentos
de onda maximos.

200 nm 203 nm
3,864 3,837
Absorvancia 4,039 3,888
3,818 3,918
Média 3,907 3,878
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Tabela 12. Absorvancia obtida para a solucao de extragdo com o solvente Etanol nos diferentes comprimentos de

onda maximos.

209 nm 212 nm
3,792 3,855
Absorvancia 3,808 3,720
3,776 3,841
Média 3,792 3,805

Tabela 13. Absorvancia obtida para a solucao de extracdo com o solvente Isopropanol nos diferentes comprimentos

de onda maximos.

213 nm 214 nm
3,145 3,111
Absorvancia 3,057 3,031
3,057 3,142
Média 3,086 3,094

Posto isto, para cada solvente escreveu-se um sistema de duas equacoes, reescrevendo

a equacao 33, anteriormente apresentada, ficando como incognitas a concentracao do IR3535 e

do composto C. Na equacao 34 utilizou-se os dados apresentados nas tabelas 8 e 11, que

corresponde a extracdo com o solvente Acetonitrilo. Na equacao 35 utilizou-se os dados

apresentados nas tabelas 9 e 12, que corresponde a extracao com o solvente Etanol. Na equacao

36 utilizou-se os dados apresentados nas tabelas 10 e 13, que corresponde a extracao com o

solvente Isopropanol.

{Amistura, 200 nm:AIR3535, 200 nm+ACOmposto C, 200 nm
Amistura, 203 nm=AIR3535, 203 nm+ACOmpost0 C, 203 nm

{Amistura, 200 nm=(€IR3535, 200 nmXCIR3535)+(EComposto C, 200 nmXCComposto C)

Amistura, 203 nm=(€IR3535, 203 nmXCIR3535)+(EComposto C, 203 nmXCComposto C)

3,907=(7071,9xCias35)+(47497%Composto ¢ )
3,878=(7041,9xCir3s35)+(30549%Ceomposto ¢ )

o Cirss3s=5,475x10" mol/L
CComposto c=7,460><10_7 mol/L

(Equacao 34)
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{Amistura, 209 nm=AIR3535, 209 nm+AComposto C, 209 nm
Amistura, 212 nm=AIR3535, 212 nm+ACOmposto C, 212nm

{Amistura, 209 nm=(€|R3535, 209 nmXCIR3535)+(€Composto ¢, 209 nm*Ceomposto c)

Anmistura, 212 nm=(€|R3535, 212 nmXCIR3535)+(€Composto ¢, 212 nm*Ceomposto c)

o {31792:(565513XCIR3535)+(13259XCComposto C)
3,804=(4420,9%Cig3s35)+( 14747%Ciomposto ¢ )

Cirasas=2,213x10 mol/L
(:){ IR3535 * mol/ (Equacao 35)

CComposto C=1;91X10_4 mol/L

{Amistura, 213 nm=AIR3535, 213 nm+ACOmposto C, 213nm
Amistura, 214 nm=AIR3535, 214 nm+ACompost0 C, 214 nm

{Amistura, 213 nm:(€|R3535, 213 nmXCIR3535)+(£Composto ¢, 213 nm*Ccomposto c)

Anmistura, 214 nm:(€|R3535, 214 nmXCIR3535)+(£Composto ¢, 214 nm*Ccomposto c)

3,086=(4499,6xCir3s35)+( 18184xCiomposto ¢ )
(=1
3,094=(4041,8%Ciras35)+( 14669%Ciomposto ¢ )

Ciraras=2,888x10" mol/L
@{ IR3535 / (Equacéo 36)

CComposto c=2,411x 10_4 mol/L

Obtendo a concentracdo experimental extraida de IR3535 por cada solvente é possivel
calcular o rendimento usando a equacdo 31, anteriormente ja apresentada. Apenas se fez o calculo
do rendimento para o composto IR3535 pois o principal objetivo deste trabalho é quantificar

apenas o composto IR3535 extraido das amostras.

Na extracdao com o solvente Acetonitrilo, obteve-se uma concentracao experimental de
5,475 x 10+ mol/L, da qual resultou um rendimento de 69%. Para o solvente Etanol, obteve-se
uma concentracdo experimental de 2,213 x 10+ mol/L, da qual resultou um rendimento de 28%.
No caso da extracdo com o solvente Isopropanol, como obteve-se uma concentracdo negativa,
para o calculo do rendimento considerou-se uma concentracao experimental do composto IR3535
igual a 0, do qual se obteve um rendimento de 0%, o que permite concluir que o solvente
Isopropanol ndo conseguiu extrair o composto IR3535 das amostras. Estes resultados sao

apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Concentracdes experimentais do IR3535 e rendimentos de cada extracdo com os diferentes solventes.

Solvente Ceoeiimenas (MoOI/L) Rendimento (%)
Acetonitrilo 5,475 x 104 69
Etanol 2,213 x 104 28
Isopropanol 0 0

Perante os resultados do rendimento, para a realizacdo da validacdo do método

selecionou-se o solvente com maior rendimento, o Acetonitrilo.

4.2 VALIDACAO DO METODO

A validacao do método efetuou-se em dois processos. No primeiro processo procedeu-se
ao estudo dos diferentes parametros da validacao de um método, ja anteriormente referidos, para
o composto IR3535. No segundo processo, apenas realizou-se o estudo da calibracao e da
linearidade para o Composto C. Isto acontece porque o principal objetivo deste trabalho é

quantificar o composto IR3535 e ndo o Composto C.

Para o calculo dos diferentes parametros de validacao do método as férmulas utilizadas
sao as que foram apresentadas ao longo do Capitulo “2.4 Validacdo do método”. Os calculos

intermédios estao apresentados no Anexo 4.

a) IR3535
4.2.1 CALIBRACAO

Para a construcao da curva de calibracao, analisou-se em separados as solucdes padrao

com o IR3535 feitas a partir da solucdo méae. Os valores obtidos sdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15. Valores de absorvancia medidos para cada solucao padrao.

Padrao C (mol/L) A (200 nm)
Branco 0 0

1 (9,3+0,4) x 10s 0,659

2 (8,1 £0,3) x 10° 0,586

3 (5,8 £0,2) x 10° 0,432

4 (4,6 £0,2) x 10° 0,343

5 (3,5+0,1) x 10° 0,272
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Na figura 25 é apresentada a curva de calibracdo obtida da relacédo linear entre as
absorvancias e as respetivas concentracdes das solucdes padrao, assim como a equacao da

respetiva reta e o valor do coeficiente de correlacao.
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Figura 25. Curva de calibracéo referente as solucdes padrdo com o IR3535.

A equacao da reta pode ser reescrita tendo em conta as incertezas associadas ao declive
(S;) e a ordenada na origem (S.):y = (b £ t.S)x + (a £ t.S,)

Mediante estes pressupostos a equacao da reta final é:
y = (7071 + 425)x + (0,01 + 0,03)

A concentracao do IR3535 na amostra, x,, foi calculada através da interpolacao do valor
médio das abso6rvancias obtidas na curva de calibracao. A este valor esta associada uma incerteza:

(Xo = 1.S,0)
Mediante estes pressupostos a concentracao experimental do IR3535 é:
C=(55+0,3) x 10+ mol/L

Posteriormente calculou-se o desvio padrao do método, S,., € o coeficiente de variacéo do

método, CV,, valores apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Valores obtidos para o desvio padrdo e coeficiente de variacdo do método.

S. Cv,
1,62 x 10¢ 3,10 %
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4.2.2 GAMA DE TRABALHO

De forma a avaliar a gama de trabalho, analisou-se os padroes 1 e 5, com 10 réplicas
independentes de cada, e realizou-se o teste de homogeneidade das variancias, utilizando os

resultados obtidos apresentados na tabela 17.

Tabela 17. Valores obtidos no estudo da gama de trabalho.

Ensaio Padrao 1 Padrao 5

0,659 0,239
2 0,663 0,213
3 0,666 0,225
4 0,650 0,227
5 0,655 0,212
6 0,663 0,275
7 0,642 0,225
8 0,663 0,234
9 0,645 0,235
10 0,634 0,223

De seguida, foi calculado o valor PG, sendo depois comparado com o valor tabelado da
distribuicao de F de Snedecor/Fischer, para 95% de probabilidade e 9 graus de liberdade, valores

apresentados na tabela 18.

Tabela 18. Valores obtidos no teste da homogeneidade das variancias.

PG F
2,175 4,026

O PG calculado é de 2,715, sendo inferior ao valor tabelado, o que permite concluir que
as variancias nao diferem significativamente. Posto isto, pode-se afirmar que a gama de trabalho

esta bem ajustada.

4.2.3 LINEARIDADE

Para o estudo da linearidade da curva de calibracao, inicialmente realizou-se uma analise
visual, onde a mesma aparenta ter um bom ajuste linear e avaliou-se o coeficiente de correlacao,

R=0,998, que de acordo com o Guia Relacrel3 representa uma boa correlacéo.
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Numa segunda abordagem avaliou-se a linearidade através de um modelo estatistico,
segundo a norma ISO 8466-1, onde foi calculada a funcao linear e a funcédo nao linear, figura 26

e 27, respetivamente.
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Figura 26. Regressao linear do método.
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Figura 27. Regressao polinomial do método.
Através das regressoes foi possivel calcular os respetivos desvios padrao residuais, S,, €

S,,, a diferenca de variancias, DSz, e o valor PG, valores apresentados na tabela 19.

Tabela 19. Valores obtidos para o estudo da linearidade.

S,. S, DS: PG F
0,0114 0,00540 0,000436 14,9 864,2
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O PG calculado ¢é de 14,9 sendo inferior ao valor tabelado, o que permite concluir que a

curva de calibracao é linear.

4.2.4 LIMIARES ANALITICOS

A determinacdo dos limiares analiticos foi efetuada através do estudo da curva de

calibracdo obtida, com base nas formulas apresentadas no Capitulo “2.4.4 Limiares Analiticos”.

Os valores obtidos experimentalmente para o limite de detecéo e limite de quantificacao

estdo apresentados na tabela 20.

Tabela 20. Valores obtidos no calculo dos limiares analiticos.

LDD LDQ
5,34x10¢ mol/L  1,62x10° mol/L

4.2.5 SENSIBILIDADE

A sensibilidade do método, como a curva de calibracdo é uma funcao linear, é constante
ao longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao valor do declive da curva de calibracao,

7071,9.

4.2.6 PRECISAO

A avaliacao da precisao do método divide-se em dois estudos, o da repetibilidade e o da

precisao intermédia.

Para o estudo da repetibilidade procedeu-se a analise de 10 réplicas independentes dos
padrées de maior € menor concentracao, tabela 21, e determinou-se o desvio padrao da
repetibilidade, S,, e o coeficiente de variacao, CV,, para cada solucado padrao, valores apresentados

na tabela 22.
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Tabela 21. Valores de absorvancia obtidos na analise das 10 réplicas independentes do padrédo 1 e b.

Ensaio Padréo 1 Padrao 5
1 0,659 0,239
2 0,663 0,213
3 0,666 0,225
4 0,650 0,227
5 0,655 0,212
6 0,663 0,275
7 0,642 0,225
8 0,663 0,234
9 0,645 0,235

10 0,634 0,223

Tabela 22. Dados obtidos no estudo da repetibilidade.

Padrao 1 Padrao 5
S, 0,0108 0,0178
CV. 1,65 7,73

Para o estudo da precisao intermédia analisou-se duas solucdes padrao, 1 e 5, em
triplicado de 4 em 4 dias, e determinou-se o desvio padrdo da precisao intermédia, S, e o

coeficiente de variacdo, CV,, para cada solucédo padrao, valores apresentados na tabela 23.
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Tabela 23. Dados obtidos no estudo da precisdo intermédia.

Padrao Dia Absorvancia Desvio Padrdao CV (%)
1 0,616 0,594 0,594 0,013 2,112

2 0,628 0,599 0,633 0,018 2,961

3 0,686 0,689 0,688 0,002 0,222

. 4 0,703 0,752 0,706 0,027 3,813
5 0,675 0,686 0,672 0,007 1,088

6 0,688 0,715 0,707 0,014 1,972

7 0,715 0,703 0,689 0,013 1,853

8 0,724 0,705 0,747 0,021 2,900

1 0,172 0,165 0,182 0,009 4,939

2 0,187 0,178 0,174 0,007 3,706

3 0,284 0,267 0,271 0,009 3,244

4 0,266 0,261 0,265 0,003 1,002

° 5 0,253 0,254 0,245 0,005 1,968
6 0,248 0,249 0,265 0,010 3,756

7 0,255 0,274 0,278 0,012 4,568

8 0,227 0,232 0,211 0,011 4912

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que os coeficientes de variacdo da
repetibilidade sdo inferiores a 10%, assim como os coeficientes de variacao da precisao intermédia,

podendo assim afirmar que o método é preciso.

4.2.7 EXATIDAO

A exatiddo do método foi avaliada através de um ensaio de recuperacao envolvendo trés
niveis de concentracao e, para cada nivel, efetuadas trés réplicas. Na tabela 24 sao apresentados
0s valores de absorvancia obtidos para cada ensaio, assim como as taxas de recuperacao e

coeficientes de variacao da exatidao.
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Tabela 24. Valores obtidos no estudo da exatidao, os ensaios de recuperacao.

Concentracao de Concentracdo Recuperagio

Ensaio f0|('tni1f(i:lz/alf;)éo Absorvancia obtida (mol/L) (%) CV (%)
0,659 0,0000914 98,4

1 0,0000929 0,650 0,0000901 97,0 1,033
0,663 0,0000920 99,0
0,490 0,0000675 96,9

2 0,0000697 0,497 0,0000685 98,3 1,344
0,503 0,0000694 99,5
0,261 0,0000351 100,9

3 0,0000348 0,255 0,0000343 98,4 2,070
0,251 0,0000337 96,8

Com base nas taxas de recuperacdo obtidas, verifica-se que as mesmas se encontram
dentro dos valores recomendados apresentados na tabela 2 apresentada no Capitulo “2.4.7

Exatidao”, entre 80 a 110%.

Para confirmar a exatiddo do método, os valores médios das taxas de recuperacao obtidos
nos diferentes ensaios foram submetidos ao Teste t, considerando o valor da taxa de recuperacao
ideal, 100%, como valor de referéncia. O valor de t de Student utilizado, com 95% de probabilidade
e n-1 graus de liberdade foi de 4,303. Os valores obtidos para o Teste t sdo apresentados na tabela

25.

Tabela 25. Valores obtidos para o Teste t.

Ensaio It..1 t..
1 3,076
2 2,279 4,303
3 1,102

Os valores experimentais de t sdo menores do que o valor tabelado, o que demonstra que
o valor médio das taxas de recuperacdo nao difere significativamente do valor de referéncia,

podendo assim concluir que o método analitico é exato.
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b) COMPOSTO C
4.2.8 CALIBRACAO

Para a construcdo da curva de calibracao, analisou-se em separados as solucbes padrao
com o Composto C feitas a partir da solucdo mae. Os valores obtidos sdo apresentados na tabela

26.

Tabela 26. Valores de absorvancia medidos para cada solucdo padrao.

Padrao C (mol/L) A (200 nm)
Branco 0 0

1 (7,6 £ 0,3) x 10+ 0,360

2 (6,5+0,3) x 10¢ 0,309

3 (5,4+0,2) x 10¢ 0,262

4 (4,4+0,2) x 10¢ 0,214

5 (2,17 +£0,09) x 10° 0,104

Na figura 28 ¢ apresentada a curva de calibracao obtida da relacao linear entre as
absorvancias e as respetivas concentracées das solucées padrdo, assim como a equacao da

respetiva reta e o valor do coeficiente de correlacao.

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06

Concentracao (mol/L)

y = 47407x + 0,002
Rz = 0,9994

Absorvancia

Figura 28. Curva de calibracdo do Composto C.

A equacao da reta pode ser reescrita tendo em conta as incertezas associadas ao declive

(S,) e a ordenada na origem (S.):y = (b £ t.S)x + (@ £ 1.S,)
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Mediante estes pressupostos a equacao da reta final é:
y = (47407 + 1660)x + (0,002 + 0,008)

Posteriormente calculou-se o desvio padrao do método, S.., e o coeficiente de variacao do
método, CV,, valores apresentados na tabela 27.
Tabela 27. Valores obtidos para o desvio padrao e coeficiente de variacdo do método

s,,, cvm
7,99 x 10¢ 1,84 %

4.2.9 LINEARIDADE
Para o estudo da linearidade da curva de calibracéo, inicialmente realizou-se uma analise
visual, onde a mesma aparenta ter um bom ajuste linear e avaliou-se o coeficiente de correlacéo,

R=0,999, que de acordo com o Guia Relacrel3 representa uma boa correlacéo.

Numa segunda abordagem avaliou-se a linearidade através de um modelo estatistico,
segundo a norma ISO 8466-1, onde foi calculada a funcéo linear e a funcao nao linear, figura 29

e 30, respetivamente.

0,4

0,35
y = 47407x + 0,002

Rz =0,9990

Absorvancia
o o
T— o ~ o
(8] N o w

o
—

0,05

0
0,00E+00 1,00E-06 2,00E-06 3,00E-06 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06 7,00E-06 8,00E-06

Concentracdo (mol/L)

Figura 29. Regresséo linear do método.
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0,05

Concentracao (mol/L)
Figura 30. Regressao polinomial do método.
Através das regressoes foi possivel calcular os respetivos desvios padrao residuais, S,, €
S,,, a diferenca de variancias, DS?, e o valor PG, valores apresentados na tabela 28.
Tabela 28. Valores obtidos para o estudo da linearidade.

S, S, DS: PG F
0,00379 0,00871 10,000170 2,24 864,2

0 PG calculado ¢é de -2,24 sendo inferior ao valor tabelado, o que permite concluir que a

curva de calibracao é linear.

66



CAPITULO 5

Conclusao



Neste trabalho pretendeu-se desenvolver e validar um método analitico para a
quantificacao do IR3535 presente em amostras téxteis tratadas com o produto Si Repel Mosquito®
101-TF (Textile Finish), produzido pela Smart Inovation®. A implementacao deste método permite
a empresa quantificar e validar a presenca do composto IR3535 nas amostras téxteis antes destas

seguirem para os testes de eficacia, de forma a garantir resultados positivos.

Numa primeira fase do trabalho procedeu-se a extracdo do IR3535 de amostras téxteis
com diferentes solventes: o Acetonitrilo, o Etanol e o Isopropanol. Para cada solvente procedeu-se
a quantificacdo do IR3535 e posteriormente calculou-se o rendimento de extracdo para cada
solvente. Obteve-se um rendimento de 69, 28 e 0% na extracdo com Acetonitrilo, Etanol e
Isopropanol, respetivamente. Desta fase de trabalho conclui-se que o melhor solvente para extrair
0 IR3535 seria o Acetonitrilo, pois foi aquele que obteve o rendimento mais elevado. Posto isto,

procedeu-se a validacao do método analitico apenas com o solvente Acetonitrilo.

Na segunda fase do trabalho efetuou-se a validacdo do método em dois processos. No
primeiro processo procedeu-se validou-se os diferentes parametros, a Calibracdo da reta, Gama
de trabalho, Linearidade, Limiares analiticos (Detecao e Quantificacdo), Sensibilidade, Precisao e
Exatiddo para o composto IR3535. No segundo processo, apenas realizou-se o estudo da
Calibracao da reta e da Linearidade para o Composto C. Isto acontece porque o principal objetivo

deste trabalho é quantificar o composto IR3535 e nao o Composto C.

Para o primeiro processo de validacao, inicialmente realizou-se a calibracao da equacao

da reta do IR3535, da qual resultou a equacéo da retay = (7071 + 425)x + (0,01 + 0,03).

No parametro gama de trabalho comecou-se por definir a mesma, tendo-se verificado que
estava bem ajustada, uma vez que o resultado do teste de homogeneidade de variancias assim o

indicou.

No estudo da linearidade, verificou-se através do coeficiente de correlacéo, R = 0,998, e

do modelo estatistico descrito na norma ISO 8466-1 que a funcao de calibracao era linear.

No estudo dos limiares analiticos, verificou-se que o limite de detecéo era de 5,34 x 10¢

mol/L. Em relacao ao limite de quantificacdo verificou-se que era de 1,62 x 10* mol/L.

Na sensibilidade do método, esta corresponde ao declive da reta, que se mantém

constante ao longo de toda a gama de trabalho, e tem o valor de 7071,9.
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Para avaliar a precisao do método, realizou-se um estudo para a repetibilidade e um
estudo para a precisdo intermédia. Para ambos os estudos calcularam-se os coeficientes de

variacao, 0s quais sao inferiores a 10%, o que permite concluir que o método € preciso.

No estudo da exatidao do método, realizou-se ensaios de recuperacdo nos quais se obteve
taxas de recuperacao entre os 96,8% e os 100,9%, valores estes que permitem concluir que o
método é exato. Para confirmar esta conclusao realizou-se um Teste t, o qual permite mais uma

vez confirmar a exatiddo do método.

No segundo processo de validacao, inicialmente realizou-se a calibracao da equacao da
reta do Composto C, da qual resultou a equacao da reta y = (47407 + 1660)x + (0,002 + 0,008).
No estudo da linearidade, verificou-se através do coeficiente de correlacéo, R2= 0,999, e do modelo

estatistico descrito na norma I1SO 8466-1 que a funcao de calibracdo era linear.

Por fim, conclui-se que o objetivo do trabalho foi atingido, pois a validacdo do método foi

bem-sucedida.
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5.1 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para um trabalho futuro, é sugerido que o método seja melhorado em varios aspetos
fundamentais. Uma das alteracdes sugeridas ¢é validar o mesmo método alterando apenas o
método que quantificacdo para HPLC, como era a primeira abordagem do trabalho. Isto porque
os componentes do produto Si Repel Mosquito® 101-TF (Textile Finish) t€m comprimentos de
onda maximos muito proximos, e por isso, ao uso do método da espetroscopia de UV-VIS na
quantificacao do IR3535 esta associado um erro. Ao usar o HPLC, como os compostos tém tempos
de retencao diferentes, seria possivel isolar o IR3535 e quantificar o mesmo sem qualquer tipo de
interferéncia dos outros compostos. Outro aspeto a melhorar seria o rendimento de extracdo, para
tal, é sugerido realizar a extracdo com outro tipo de solventes ou entdo usar outro tipo de extracao,

como por exemplo, a extracdo por Soxhlet.
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ANEXOS



ANEXO 1 - VALORES DE T DE STUDENT, PARA 95% DE
PROBABILIDADE*

Value of t for a confidence interval of 90% 95% 98% 99%
Critical value of Itl for P values of 0.10 0.05 0.02 0.01
number of degrees of freedom
1 6.31 1:2:71 31.82 63.66
2 2.92 4.30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4.60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 3.17
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2:14 2.62 2.98
16 1.75 212 2.58 2.92
18 1:73 2.10 2:55 2.88
20 72 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.01 2.40 2.68
oo 1.64 1.96 2.33 2.58

The critical values of |t| are appropriate for a two-tailed test. For a one-tailed test the value is
taken from the column for twice the desired P-value, e.g. for a one-tailed test, P=0.05, 5
degrees of freedom, the critical value is read from the P=0.10 column and is equal to 2.02.



ANEXO 2 - VALORES DE DISTRIBUICAO F DE SNEDECOR,

PARA 95% DE PROBABILIDADE*

V2

Vi

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

12

15

20

VWoONONOLAWN=

647.8
38.51
17.44
12.22
10.01
8.813
8.073
7.571
7.209
6.937
6.724
6.554
6.414
6.298
6.200
6.115
6.042
5.978
5.922
5.871

799.5
39.00
16.04
10.65
8.434
7.260
6.542
6.059
5.715
5.456
5.256
5.096
4.965
4.857
4.765
4.687
4.619
4.560
4.508
4.461

864.2
39.17
15.44
9.979
7.764
6.599
5.890
5416
5.078
4.826
4.630
4.474
4.347
4.242
4.153
4.077
4.011
3.954
3.903
3.859

899.6
39.25
15.10
9.605
7.388
6.227
5.523
5.053
4.718
4.468
4.275
4121
3.996
3.892
3.804
3.729
3.665
3.608
3.559
3.515

921.8
39.30
14.88
9.364
7.146
5.988
5.285
4.817
4.484
4.236
4.044
3.891
3.767
3.663
3.576
3.502
3.438
3.382
3.333
3.289

937.1
39.33
14.73
9.197
6.978
5.820
5.119
4.652
4.320
4.072
3.881
3.728
3.604
3.501
3.415
3.341
3.277
3.221
3.172
3.128

948.2
39.36
14.62
9.074
6.853
5.695
4.995
4.529
4.197
3.950
3i759
3.607
3.483
3.380
3.293
3.219
3.156
3.100
3.051
3.007

956.7
39.37
14.54
8.980
6.757
5.600
4.899
4.433
4.102
3.855
3.664
3:512
3.388
3.285
3.199
3.125
3.061
3.005
2.956
2913

963.3
39.39
14.47
8.905
6.681
5.523
4.823
4.357
4.026
3.779
3.588
3.436
3.312
3.209
3.123
3.049
2.985
2.929
2.880
2.837

968.6
39.40
14.42
8.844
6.619
5.461
4.761
4.295
3.964
3.717
3.526
3.374
3.250
3.147
3.060
2.986
21922
2.866
2.817
2.774

976.7
39.41
14.34
8.751
6.525
5.366
4.666
4.200
3.868
3.621
3.430
3.277
3.153
3.050
2.963
2.889
2.825
2.769
2.720
2.676

984.9
39.43
14.25
8.657
6.428
5.269
4.568
4.101
3.769
3:522
3.330
=
3.053
2.949
2.862
2.788
2.723
2.667
2.617
2.573

993.1
39.45
14.17
8.560
6.329
5.168
4.467
3.999
3.667
3.419
3.226
3.073
2.948
2.844
2.756
2.681
2.616
2.559
2.509
2.464

v; = number of degrees of freedom of the numerator; v, = number of degrees of freedom of the denominator.
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ANEXO 3 — CALCULO DA CONCENTRAGCAO TEORICA DO
IR3535 NAS AMOSTRAS APOS A EXTRACAO

1 g de tecido - 0,0171 g de IR3535

0,5 g de tecido - X

X=0,00855 g de IR3535

M(IR3535) = 215,29 g/mol

m 0,00855
"M 215,29

=0,0000397 mol de IR3535 em 0,5 g de tecido

Considerando um rendimento de 100% e um volume final de extracéo igual a 0,05L,
temos uma concentracao:

~n_0,0000397

_ 4
v 0.05 =7,9x10™ mol/L

79



ANEXO 4 — CALCULOS INTERMEDIOS USADOS NA VALIDACAO

DO METODO
a) IR3535
Calibracao
Tabela 29. Calculo do desvio padrao residual, Sy/x.
N
~ N2
X y §. a b Z(yi-yi) N-2 Sy/x
i=1
0 0 0,013
9,3x10s 0,659 0,669
8,1x10¢ 0,586 0,587
0,0125 7071,9 0,0005234 4 0,01144
58x 10 0,432 0,423
46 x10s 0,343 0,341
3,6x10s 0,272 0,259
Tabela 30. Calculo da incerteza associado ao declive da reta, Sh.t .
N
sv/x Xi )TI z (Xi 'i) 2 sb t s,, -t
i=1
0
9,3 x 10
8,1 x10s
0,01144 5,2 x 10% 7,5 x 10 152,9 2,780 425,10
5,8 x 103
46 x 10
3,56 x 10
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Tabela 31. Caélculo da incerteza associado a ordenada de origem da reta, Sa.t.

9,3 x 10®
8,1 x 10
0,01144 5 8 x 10 52 x10s 2,2 x10¢ 3,4 x 10 7,5 x 10 0,00926 2,780 0,0257
X -5
46 x 10

3,5 % 10°

Tabela 32. Calculo da incerteza associada a concentracdo do analito na amostra, Sx0.

N
S, b N n @3 % Rooob ) 0’ S, ot St
i=1

9,3 x 10®
8,1 x 10°
0,0114 70719 6 3 12,43 £ 8 x 10 5,2 x 105 3,4 x 10 0,00926 2,780 0,0257
X -5
4,6 x 10°

3,5 % 10°

Tabela 33. Calculo do desvio padrao do método, Sm.

S,. b S.
0,01143 7071,9 1,62 x 10¢

Tabela 34. Calculo de coeficiente de variacdo do método, CVm.

S, Xi X; CvV,
0
9,3x 10
8,1 x 10
1,62 x 10 5,2 x 103 3,10 %
5,8 x 10°
46 x10s

3,5x10°
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Gama de trabalho

2
S5 > &21, entdo PG = 2—; < PG
1

Linearidade

Tabela 35. Calculo do desvio padrdo da gama de trabalho.

Ensaio Padrao 1 Padrao 5
1 0,659 0,239
2 0,663 0,213
3 0,666 0,225
4 0,650 0,227
5 0,655 0,212
6 0,663 0,275
7 0,642 0,225
8 0,663 0,234
9 0,645 0,235
10 0,634 0,223

Média 0,654 0,231
§ 0,000117 0,000318

=2 o pG=2,715

" 0,000117

Tabela 36. Calculo da diferenca entre variancias, DS, e o valor de PG.

N 2
y DY S, DS: PG F
i=1
o o001
0,659 0,661
0,586 0,587
000008744 6 00054 0000436 149  864,2
0432 0432
0343 0,350
0,272 0,266
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b) Composto C

Calibracao
Tabela 37. Caélculo do desvio padrao residual, Sy/x
N
~ N2
X y, y, a b Z (v:9) N-2 Sy/x
i=1
0 0o 0,002

7,6x10¢ 0360 0,363
6,5x10¢ (309 0,311
54x10° (262 0,260
4,4x10° 214 0,208
2,2x10° 0104 0,105

0,002 47407 57 x10* 4 0,003785

Tabela 38. Calculo da incerteza associado ao declive da reta, Sb.t.

y/x

7,6 x 10
6,5 x 104
0,003785 4,4 x 104 6,3 x 10¢ 597,3 2,780 1660,4
5,4 x 10¢
4,4 x 10

2,2 x 10

Tabela 39. Calculo da incerteza associado a ordenada de origem da reta, Sa.t.

N N
S,. X; Xi (x)?  Nx ) (x%)?
200 WY

S..t

7,6 x 10¢
6,5 x 10¢
0,003785 44x10¢ 15x%x100 2,4 x10v 0,798 0,00302 2,780
5,4 x 10
4.4 x 10¢

2,2 x 10¢

0,00840
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Tabela 40. Calculo do desvio padrao do método, Sm.

S, b S.
0,003785 47407 7,9 x 10¢

Tabela 41. Calculo de coeficiente de variacdo do método, CVm.

sm X| )Tl cvm
0
7,6 x 10
6,5 x 10
7,9 x 10 44 %10 1,84 %

5,4 x 10+

4,4 x 10

2,2 x 10

Linearidade
Tabela 42. Calculo da diferenca entre variancias, DS, e o valor de PG.
N 2
y ) N s, DS: PG F
i=1
0 -0,001
0,36 0,351
0,309 0,303
0,0002276 6 0,00871 -0,000170 -2,24 864,2

0,262 0,255
0,214 0,206
0,104 0,105
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