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"Above all, don't fear difficult moments. The best comes from them"

Rita Levi-Montalcini
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Resumo

A andlise de compostos organicos volateis (VOC) presentes em matrizes
biolégicas como o sangue, é realizada com bastante frequéncia nos laboratérios de
Quimica e Toxicologia Forense do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses. Apesar de serem determinagdes analiticas de grande relevancia, o facto de
serem compostos volateis dificulta a sua analise, devendo garantir-se que ndo ocorrem
perdas, que comprometem a analise e consequentemente, o processo legal.

O presente trabalho teve como objetivo abordar diferentes situacdes como a
colheita de diferentes volumes de amostra, temperaturas de armazenamento em mais
do que uma analise da mesma amostra de forma a retratar o procedimento abordado
para a rotina didria num laboratdrio forense. Para isso foi importante estudar os varios
fatores em simultaneo, durante um certo periodo de tempo, e assim, verificar de que
forma poderd ser afetada a determinacdo das diferentes substancias estudadas, o
etanol, o metanol, o 2-propanol e a acetona.

Foram fortificados 538,8 mL de sangue branco, distribuidos por 96 tubos com
volumes diferentes (3, 6 e 9 mL) aos quais se adicionou uma massa de 0,1 g de NaF. As
amostras de ensaio foram sujeitas a duas temperaturas de armazenamento: a -20°C e
a 5-6 °C, por um periodo de 30 dias e analisadas aos dias 0, 15 e 30.

Para analisar as amostras, foi utilizado um cromatégrafo de gas Agilent 6890N
com detetor de ionizagdo em chama e um injetor headspace de volume fixo Agilent
G1898 (HS-GC-FID).

Os resultados obtidos para os quatro compostos em estudo foram analisados
individualmente. Foi calculada a diferenca da concentragdo obtida nos trés periodos de
analise, a diferenca percentual e feita a comparacgao estatistica com o teste t-Student
emparelhado, com um nivel de significancia de 5%.

Na generalidade em todos os conjuntos de amostras, verificou-se que apds um
periodo de 30 dias de armazenamento houve diferencas significativas na concentracao
dos quatro compostos. A acetona foi o composto para o qual a diminuicdo de
concentracao foi mais elevada.

No caso de etanol ndo se registaram alteragdes significativas de concentracao
apos um periodo de 30 dias no caso de amostras de menor volume e de volume
intermédio, para a concentracdo 0,50 g/L, quando armazenadas a -20 °C. O mesmo foi
verificado para o metanol nas amostras de volume elevado, para a concentracdo 0,50
g/L, quando armazenadas a 5-6 °C.

Em algumas amostras para o etanol foi possivel verificar a influéncia da abertura
prévia do tubo.

Palavras-chave: VOC, estabilidade, condi¢Ges de armazenamento, sangue, HS-GC-FID

Xl






Abstract

The analysis of volatile organic compounds (VOC) present in biological matrices
such as blood is carried out quite frequently in the Chemistry and Forensic Toxicology
laboratories of the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences. Despite
being highly relevant analytical determinations, the fact that they are volatile
compounds makes their analysis difficult, and it must be ensured that no losses occur,
which compromise the analysis and, consequently, the legal process.

This study aimed to address different situations such as the collection of different
sample volumes, storage temperatures in more than one analysis of the same sample in
order to portray the procedure addressed for the daily routine in a forensic laboratory.
For this, it was important to study the various factors simultaneously, over a certain
period of time, and thus verify how the determination of the different substances
studied, ethanol, methanol, 2-propanol and acetone, could be affected.

A total of 538,8 mL of white blood was spiked, distributed into 96 tubes with
different volumes (3, 6 e 9 mL) to which a mass of 0,1 g NaF was added. The samples
were subject to a two temperatures: -20 °C and 5-6 °C, and were stored for a period of
30 days and analyzed on days 0, 15 and 30.

To carry out the work, an Agilent 6890N gas chromatograph with a flame
ionization detector and an Agilent G1898 fixed volume headspace injector (HS-GC-FID)
were used.

The results obtained for the four compounds under study were analyzed
individually. The difference in concentration obtained in the three periods of analysis,
the percentage difference, was calculated and a statistical comparison was made using
the Student t-test, with a significance level of 5%.

Overall, across all sets of samples, it was found that after a 30-day storage period
there were significant differences in the concentration of the four compounds. Acetone
was the compound for which the concentration drop was highest.

In the case of ethanol, there were no significant changes in concentration after
a period of 30 days in the case of samples of smaller and intermediate volume, for the
concentration of 0,50 g/L, when stored at -20 °C. The same was verified for methanol in
high volume, at a concentration of 0,50 g/L, when stored at 5-6 °C.

In some samples for ethanol it was possible to verify the influence of the previous
opening of the tube.

Keywords: VOC, stability, storage conditions, blood, HS-GC-FID
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1.1. Justificacao do tema

A analise de compostos organicos volateis no ambito de intoxicacdes com
interesse forense constitui um importante desafio colocado a Toxicologia Forense, sendo
analises pedidas frequentemente devido ao baixo custo destes compostos para o
consumidor, o seu facil acesso e o facto de serem legais. O seu consumo pode levar a uma
vasta gama de situacées como conducdo sob o efeito de dlcool, que pode levar a morte
do préprio ou de terceiros, acidentes de trabalho, crimes de violéncia doméstica,
agressdes sexuais, homicidios e suicidios.*

A presenca deste tipo de compostos na corrente sanguinea em concentragdes
baixas é comum, visto que sdo formados no decorrer de alguns processos fisioldgicos. No
entanto, ndo é habitual estarem presentes em elevadas concentracdes. Sdo compostos
gue se encontram presentes em varios produtos domésticos, industriais e de recreio, e a
sua ma utilizacdo ou consumo excessivo pode conduzir a intoxica¢do.'™3

O etanol é o composto psicoativo mais conhecido e consumido no mundo, quer
como género alimentar quer como substancia de abuso, o que faz com que seja uma das
analises mais frequentes e importantes realizadas em servicos de toxicologia forense,
devido ao significado que pode adquirir em questdes legais, como por exemplo a
conducdo sob efeito de alcool.* Além do etanol, existem outros compostos orgéanicos
volateis com interesse forense como é o caso do metanol, do 2-propanol e da acetona
gue sdo inalados ou ingeridos, na procura de efeitos similares aos do etanol e de
barbituricos e que incluem prazer, desinibicao, euforia e alucina¢des e que podem causar
dependéncia psicoldgica.?

Assim que estes compostos sdo ingeridos, sao absorvidos e distribuidos por todo o
conteuddo aquoso existente no corpo, o que faz com que a matriz bioldgica escolhida e
preferencial para este tipo de analises seja o sangue. E uma matriz que consegue avaliar
a exposicdo aos diferentes compostos volateis.> Em amostras colhidas in vivo, os niveis
detetados de determinado composto, estdo diretamente relacionados com a sua
concentragdo no sangue. A par destas vantagens, o sangue é das amostras mais recebidas
num laboratdrio de toxicologia forense, sendo assim a matriz escolhida para este
trabalho.?

Apesar de serem determinagdes analiticas de grande relevancia, o facto de serem
compostos volateis dificulta a sua andlise, devendo existir certos cuidados para que haja
o minimo de perdas possivel. Diversos estudos visaram anteriormente a determinacdo
das condicGes ideais para a conservacdo das amostras, no entanto, fatores intervenientes
como a temperatura de armazenamento e a abertura prévia do tubo tém sido estudados
maioritariamente de forma isolada e sobretudo para um Unico composto, o etanol. Um
fator relacionado com a colheita da amostra, que podera condicionar os resultados da
analise, é o correto enchimento dos tubos utilizados para armazenar a amostra, sendo
importante estudar os vérios fatores em simultaneo, durante um certo periodo de tempo,
e assim, verificar de que forma podera ser afetada a determinacgdo das varias substancias.

Para a realizacdo do presente trabalho, optou-se pela utilizacdo de um
cromatdgrafo de gds Agilent 6890N, equipado com um detetor de ionizacdo de chama e
um injetor headspace de volume fixo (1 mL) Agilent G1888 (HS-GC-FID). A escolha deste
equipamento baseou-se no facto de ser a técnica analitica preferencial para a
guantificacdo de etanol e de compostos volateis em sangue, e por ser a técnica ja utilizada
no Servico de Quimica Toxicologia Forenses da Delegacio do Centro do INMLCF.!



1.2. Objetivo

O trabalho apresentado nesta dissertacdo tem como objetivo abordar diferentes
situacbes como a colheita de diferentes volumes de amostra, temperaturas de
armazenamento, em mais que uma andlise da mesma amostra de forma a retratar o
procedimento abordado para a rotina didria de uma amostra num laboratério forense. E
importante estudar os vérios fatores em simultaneo, durante um certo periodo de tempo,
e assim, verificar de que forma podera ser afetada a determinag¢ao de compostos como o
etanol, o metanol, o 2-propanol e a acetona.

As condicdes em estudo foram selecionadas com base na recolha bibliografica
efetuada e com as condi¢des a que uma amostra fica sujeita depois de ser rececionada no
Servigo de Quimica e Toxicologia Forenses da Delega¢do do Centro do INMLCF. O método
bem como o procedimento analitico selecionado, foi o usado na rotina para a pesquisa
destas substancias. Tendo sido verificadas para uma concentragdo mais baixa, 0,50 g/L, e
para uma mais elevada, 1,20 g/L, dos analitos em estudo.

No final, a variacdo da concentracdo é medida em g/L e foi feita analise estatistica dos
resultados obtidos, sendo aceite um nivel de significancia de 5% nos varios testes a serem
aplicados.



1.3. Compostos organicos volateis (VOC)

Os compostos organicos volateis, VOC do inglés volatile organic compound, podem
ser encontrados numa ampla gama de produtos com os quais lidamos diariamente, e
guando utilizados ou consumidos de forma errada podem assumir o papel de agentes
toxicos.®’

Segundo a Diretiva de 1999/13/CE de 11 de margo de 1999, os VOC sdo compostos
organicos que apresentam “uma pressdo de vapor igual ou superior a 0,01 kPa a
293,15 K”, excluindo compostos como o mondxido de carbono, o didxido de carbono, o
acido carbodnico e o carbonato de amdnio.®?

Os VOC sdo bastante atrativos por terem um baixo custo, legais e de facil acesso,
0 que os torna apeteciveis na procura de sensacdes semelhantes as das drogas ou de
outros sedativos. Devido a conjugacdo de varias propriedades moleculares como a
solubilidade, a volatilidade e a capacidade de atravessarem camadas lipidicas, os VOC
conseguem atingir rapidamente a corrente sanguinea o que faz com que tenham um
efeito relativamente rapido, mas que também desapareca na mesma medida. O seu
consumo pode ser acidental ou intencional, através de vias como a inalagdo ou a ingestao,
gue a par da duracdo de exposicdo aos mesmos, faz com que tenham influéncia na
toxicidade que ocorre maioritariamente a nivel cardiaco, mas que também leva a que
ocorra depress3o respiratdria.t1?

0 VOC mais relevante em termos forenses é o etanol, mas existem outros de interesse
neste contexto como é o caso do metanol, do 2-propanol e da acetona.

1.3.1. Etanol

O etanol, C;HsOH, figura 1, alcool etilico, vulgarmente designado por alcool, esta
presente em muitos produtos do nosso quotidiano sendo, por isso, de facil acesso. E um
composto importante em vdérias atividades como por exemplo na industria, sendo
utilizado como solvente na sintese de outros compostos e como aditivo na gasolina, tintas
e vernizes, em varios produtos de cosmética e produtos de limpeza domésticos. No
entanto o seu consumo ocorre maioritariamente em atividades sociais, familiares e em
ambientes de festa através de bebidas alcodlicas.*?*3

A pressdo e temperatura ambientes é um liquido, incolor, com odor e sabor
caracteristicos, com vapor de pressdo de 5,8 kPa e densidade 790 g/L a 20 °C e que entra
em ebulicdo a 78,3 °C a pressao atmosférica. O etanol é totalmente miscivel em dgua, em
outros alcoois, em ésteres e em hidrocarbonetos halogenados.1%41>
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Figura 1.Representagdo da estrutura da molécula de etanol segundo a notagdo “ball and stick”; a branco
os atomos de hidrogénio, a cinzento os atomos de carbono e a vermelho o &tomo de oxigénio.

E um composto que estd presente em varios tipos de bebidas alcodlicas e numa
variada gama de concentracdes. Pode ser obtido através de dois processos; a)
fermentac3o de sacarideos, e b) da hidratacdo do etileno.??14

O etanol é um composto toxico, teratogénico e que afeta o sistema nervoso
central (SNC). Dependendo da quantidade ingerida consegue provocar diferentes
altera¢cdes no comportamento do individuo, comecando com o relaxamento dos
musculos e com um efeito estimulante, em pequenas quantidades. Quando o seu
consumo é exagerado, as consequéncias podem ser mais graves levando ao estado de
coma e em Ultimo caso, a morte. No entanto, um dos problemas mais frequentes é o
alcoolismo, que para além das consequéncias fisicas a médio e longo prazo, tem
consequéncias a nivel social.*#>

1.3.2. Metanol

O metanol, CHsOH, figura 2, também designado por alcool metilico, pode ser
encontrado em varios produtos de uso corrente como anticongelantes, solventes, resinas,
vernizes, tintas e perfumes, mas também tem um papel importante na sintese quimica de
outros compostos a nivel industrial 1617

A pressio e temperatura ambientes é um liquido incolor e com um sabor
ligeiramente mais doce do que o etanol. A temperatura de 20 °C a densidade do liquido é
792 g/L e a pressdo de vapor 12,9 kPa. A press3o atmosférica entra em ebulicdo a 64,96
°C. O metanol é completamente miscivel em agua.'®'®

)

Figura 2. Representagdo da estrutura da molécula de metanol segundo a notagdo “ball and stick”; a
branco os d&tomos de hidrogénio, a cinzento os atomos de carbono e a vermelho o 4tomo de oxigénio.



O metanol é um produto resultante da fermentagao alcodlica da pectina, o que faz
com que esteja presente em bebidas alcodlicas, como o vinho e as bebidas espirituosas,
em concentracdes que podem atingir os 300 mg/L.'1® No entanto, as intoxicacdes
provocadas por este composto podem ser acidentais ou intencionais, porque apesar de
estar presente em diversos produtos, o metanol por vezes é usado como substituto do
etanol apesar dos seus efeitos prejudiciais.’® Para além de ser formado através da
fermentac¢do, o metanol pode ser produzido pela combinagdo direta de mondxido de
carbono com hidrogénio na presenga de um catalisador, sendo esta via atualmente cada
vez mais utilizada.’

E um composto depressor do SNC, embora seja menos téxico do que o etanol. A
exposicdo curta ou prolongada ao metanol pode provocar vdrios sintomas, entre eles
deficiéncia visual, cefaleias persistentes, nduseas, tonturas e dermatite de contacto.®18

1.3.3. 2-Propanol

O 2-propanol também designado por alcool isopropilico ou isopropanol,
(CH3),CHOH, figura 3, é um composto que pode ser encontrado em antissépticos,
desinfetantes (tem propriedades antibacterianas), anticongelantes, produtos de limpeza
de janelas e em produtos de cosmética como aftershaves e cremes de maos. Para além
dos produtos convencionais mencionados, também é usado como solvente na industria
na preparacdo de medicamentos, gomas e para desnaturar o etanol.**=%!

A press3o e temperatura ambientes é um liquido incolor e com um odor bem forte
a mofo, com uma pressdo de vapor de 4,5 kPa a 20 °C e densidade 786 g/L a mesma
temperatura, entrando em ebulicdao a 82,3 °C. Das moléculas estudadas, é a que tem o
maior massa molecular, 60,1 g/mol e também é miscivel em dgua. No entanto, facilmente
se oxida noutra molécula — acetona.®20

Figura 3. Representacdo da estrutura da molécula de 2-propanol segundo a notacao “ball and stick”; a
branco os 4tomos de hidrogénio, a cinzento os 4&tomos de carbono e a vermelho o atomo de oxigénio.

O 2-propanol é um composto facilmente sintetizado através da reagdao do
propileno com o acido sulfurico, seguindo-se uma hidrélise. Esta hidrélise, em alguns
casos pode ocorrer na presenca de um catalisador a alta press3o.?°



E um composto menos téxico que o metanol, mas um depressor mais potente do
SNC que o etanol. A par da sua influéncia no SNC, a intoxicagao por 2-propanol pode
provocar vasodilatacdo, hipotensdao, edema pulmonar e gastrite com possivel
sangramento, visto que é absorvido rapidamente no trato gastrointestinal.?%??

1.3.4. Acetona

A acetona também designada por dimetilcetona ou 2-propanona, CH3;COCHj3,
figura 4, é um composto que pode ser encontrado em diversos produtos, tal como
referidos nos pontos anteriores. Apesar de ser associada maioritariamente a um produto
removedor de verniz, pode ser usado para manufaturar fibras artificiais e explosivos,
como intermediario em produtos farmacéuticos, como solvente e ainda estar presente na
preparacdo de papel e adesivos.?>?

A semelhanca dos restantes compostos alvo de estudo nesta dissertacdo, a
acetona, a pressdo e temperatura ambientes, é um liquido incolor com um odor e sabor
bem distintos, com uma pressao de vapor de 24 kPa e densidade de 790 g/L a 20 °C e que
entra em ebulicdo a 56,2 °C a pressdo atmosférica. A acetona é também miscivel em agua
em todas as propor¢des.?24

Figura 4. Representagdo da estrutura da molécula de acetona segundo a notagao “ball and stick”; a branco
os atomos de hidrogénio, a cinzento os atomos de carbono e a vermelho o 4tomo de oxigénio.

A acetona estd presente numa vasta gama de produtos quotidianos, quer como
produto primario para a sintese de outros compostos, quer como produto intermedidrio
ou final. Pode ser encontrada naturalmente em plantas, arvores, nos gases vulcanicos,
nos gases que sao libertados para a atmosfera pelos fogos florestais mas, também pode
ser preparada em ambiente laboratorial através da hidrdlise em meio acido de
hidroperdxido de cumeno ou da oxidag¢do do 2-propanol.?3?* No entanto, é um composto
que costuma estar presente, em pequenas quantidades no sangue e na urina de
individuos saudaveis, mas que apresenta concentragdes superiores nos diabéticos e em
casos de cetoacidose diabética, provocando um quadro clinico semelhante a uma
intoxicacao alcodlica. Os sintomas provocados vao desde sonoléncia e discurso incoerente
em casos mais leves, a coma profundo nos mais graves.?>2¢



1.4. Matrizes bioldgicas

Sao vdrias as matrizes bioldgicas que podem ser submetidas a analises toxicoldgicas.
Assim, qualquer matriz que tenha estado em contacto com uma substancia téxica é uma
possivel amostra.?’” A escolha da matriz depende de varios fatores como o tipo de
investigacao, a facilidade de colheita da amostra, que tipo de informagdo podera ser
fornecida, a integridade da amostra e as propriedades das substancias em causa, devendo
ser sempre analisada a situacdo para se fazer um levantamento das amostras a
recolher.?82°

De acordo com o tipo de investigacdo em causa deve-se dar preferéncia a
determinadas matrizes. Em casos in vivo normalmente sdo colhidas amostras de sangue
(total, plasma e soro), urina, fluido oral, cabelo, unhas, suor, vdmito, aspirado gastrico e
ar expirado. Por outro lado, em casos post mortem, para além da urina e do sangue, que
pode ser periférico e/ou cardiaco, pode ser colhido durante a autépsia outro tipo de
matrizes como a bilis, conteido estomacal, fluido cefalorraquidiano, humor vitreo e
6rgaos como o rim, pulmao, figado e cérebro. No entanto existem outras matrizes que
ajudam a complementar as analises toxicoldgicas e que incluem a medula dssea, o 0sso,
o musculo-esquelético, o tecido adiposo e o ventriculo esquerdo.?30:31

Na literatura sdo varios os estudos que tentam perceber qual a capacidade que outras
matrizes, como o fluido oral, suor e cabelo, tém para determinar a exposicdo ou ndo aos
compostos volateis.3>3* No entanto, o sangue continua a ser a matriz preferencial para
este tipo de analises toxicoldgicas.>

1.4.1. Sangue

O sangue é um fluido vital, denso e mais viscoso do que a &agua, constituido
maioritariamente por dgua, proteinas soluveis, gorduras, sais e, com funcGes especificas,
algumas células suspensas (eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas). Tem como fungdes o
transporte de oxigénio e nutrientes até as células, e em troca liberta diéxido de carbono
e outras substancias prejudiciais.?”

Dependendo do objetivo da analise, esta matriz bioldgica pode ser avaliada na forma

de sangue total, plasma ou soro. Quando é necessaria uma quantificacdo de varias
substancias, o sangue total é a amostra mais indicada, visto que as substdncias tém
diferentes afinidades as proteinas nele presentes. Se a analise for reduzida apenas ao soro
ou ao plasma corre-se o risco de perder algumas, fazendo com que a analise ndo seja a
mais correta e distorcendo a realidade da situac3o legalmente em causa.?
Apesar da sua complexidade, o sangue permite que substancias tdxicas, estranhas ao
organismo como o alcool, os medicamentos e as drogas de abuso, sejam detetadas,
guantificadas e interpretadas. A sua maior vantagem relaciona-se com o facto de ser
possivel fazer uma correlacao da concentracao de substancias no sangue com o estado

clinico do individuo e de ainda, através dos metabolitos, estimar o periodo decorrido
desde a sua administragdao. No entanto, tem como desvantagem o facto de ser obtida de
uma forma invasiva e poder ser facilmente contaminada.'3® Para além disto, é uma
amostra relativamente facil de colher in vivo, mas que em situacdes post mortem pode



mesmo nao ser possivel obté-la como é o caso de cadaveres em avangado estado de
putrefacdo, exumagdes ou em mortes que tenham ocorrido por choque traumatico.
Nestas situacdes é necessdrio recorrer a outras matrizes.3®

O sangue total, além do soro e do plasma, é uma matriz que permite fazer analises
com relevancia quantitativa, mas apenas quando obtido in vivo através da veia cefalica e
post mortem, através da artéria femoral ou quando a amostra recolhida é de sangue
venoso. O sangue cardiaco apesar de ser uma possivel amostra, como sofre uma grande
influéncia de redistribuicdo post mortem, n3ao tem uma forte interpretagao
quantitativa.?®3°

1.5. Colheita e armazenamento de amostras

Antes de as amostras serem analisadas, existem procedimentos importantes que
podem influenciar as analises toxicolégicas, interferindo na sua qualidade, e
consequentemente, com o processo legal. Merecem referéncia a selecdo da amostra, a
colheita, o armazenamento e o transporte.3”3® De forma a evitar contaminacdes,
alteracdes das matrizes e dos analitos presentes, os toxicologistas e técnicos de campo
devem seguir protocolos adaptados a cada uma das situa¢des e matrizes.?’

O processo comeca com a selecdo da ou das matrizes a colher com base em critérios
bem definidos, seguindo-se o primeiro passo de preservacao. A colheita deve garantir a
integridade da amostra e de qualquer analito que possa estar presente, prevenindo,
assim, alteracdes significativas. Todas as amostras devem ser colocadas nos tubos a que
se destinam e ser devidamente identificadas com o nimero do processo, nome, data da
colheita e descricdo da amostra. Para além disto, devem fazer-se acompanhar por
documentos que garantam a cadeia de custddia, as analises pretendidas, informacgdes
sobre o caso, o relatério da policia, medicamentos que possam estar presentes na
amostra e informac3o sobre o individuo.?”3’

Apds a colheita, as amostras sdo pré-armazenadas a uma temperatura de 4 °C por um
periodo maximo de 48h, sendo depois direcionadas para os laboratérios dos Servigos de
Toxicologia Forense, onde s3ao rececionadas e verificadas as condi¢cdes em que chegam,
bem como as informacgdes anexas, assegurando assim a cadeia de custddia. S6 a posteriori
sdo analisadas e armazenadas por um periodo maximo de 2 anos quando dizem respeito
a exames e pericias médico-legais, e por um 1 ano as amostras provenientes da conducgao
sob efeito de dlcool ou de outras substancias.3>4°

No entanto, durante o armazenamento de amostras que contém compostos volateis
podem ocorrer alteracdes de concentracdo causadas por fatores como a temperatura, o
tempo de armazenamento, o volume de amostra e a abertura prévia do tubo em que
estdo contidas. Estes fatores potenciam a perda dos VOC através de mecanismos como a
presenca de microrganismos, a evapora¢do dos compostos ou a oxidagdo quimica.*!
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1.5.1. Temperatura

A temperatura (T) de armazenamento é um dos fatores mais importantes e o que
pode ter mais influéncia na estabilidade da matriz bioldgica e dos varios analitos que a
amostra pode conter.

Devido as caracteristicas dos compostos em estudo e dos mecanismos que levam a
sua perda, sdo varias as referéncias na literatura que aconselham o armazenamento das
amostras em tubos, hermeticamente fechados, a baixas temperaturas, sendo
recomendado o uso de 4 °C para curtos periodos e -20 °C para longos. O uso de
temperaturas mais elevadas promove volatilizacdo dos analitos e a degradacdo do
sangue.?’3% Segundo o trabalho desenvolvido por Hayden, as amostras com
concentracées mais elevadas tém tendéncia a que ocorram maiores diminuicdes da
concentragdo ao longo do tempo.*? No entanto, o contrério foi demonstrado por Jones e
Ericsson para a temperatura de armazenamento de 4 °C.*3

A utilizacdo de temperaturas mais baixas, nas quais a amostra congela, também pode
levantar problemas a longo prazo fazendo com que o sangue perca algumas das suas
propriedades como a fluidez e homogeneidade e que ocorra hemdlise celular.?’

1.5.2. Volume

O volume de amostra é um dos fatores mais irregular e da responsabilidade do técnico
gue faz a colheita do sangue. De acordo com a norma procedimental 009 do INMLCF é
recomendada a colheita de 10 mL de sangue, ou seja, deve ser colhido o volume suficiente
para fazer as andlises necessarias as diferentes substancias que possam existir (volateis,
drogas, medicamentos), as analises de confirmacdo e que estas ainda possam ser
repetidas, caso seja preciso.?”44

Apesar de existir uma norma e de também haver regulamentac3o3 neste sentido, a
variabilidade de volumes de amostras sanguineas em laboratdrio continua a existir, o que
pode ter influéncia na andlise. Em consequéncia do volume de amostra existente no tubo,
na parte superior forma-se uma camada de ar (headspace) maior ou menor que pode
interferir com os analitos e levar a sua perda. Ou seja, quanto maior for o volume, menor
ird ser o seu headspace e menor espaco havera para que ocorra oxidacdo e evaporagao
dos compostos.?’30

Todos os tubos destinados a amostras sanguineas tém uma massa de 1 a 5 % de NaF
(fluoreto de sédio).3° Como a sua adi¢do antecede a recolha da amostra e é constante
para um determinado volume de tubo de recolha****, a concentracdo de NaF em volumes
mais pequenos de amostra é maior quando comparado com volumes maiores de amostra.
O que segundo a literatura, pode levar a uma diminuicdo da concentracdo dos
compostos.*®
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1.5.3. Abertura prévia do tubo

A abertura dos tubos é também um dos fatores que pode contribuir para diminuicao
da concentracdo dos analitos. Os VOC tendem a difundir-se da amostra para a atmosfera
até atingirem o equilibrio e o tubo da amostra ao ser aberto, por breve instantes, ird haver
uma renovacao do ar. Sempre que existe ar novo dentro do tubo, a difusdo dos VOC ird
sempre criar um novo equilibrio, levando a perda de analitos. Isto faz com que os tubos
s6 devam ser abertos quando for estritamente necessario.?”3%47

1.5.4. Tempo de armazenamento

O tempo e a temperatura de armazenamento sao os fatores mais relevantes, tendo
influéncia direta nos microrganismos presentes.3” Nos vérios estudos é o fator que mais
varia, mas poucos sdo os que igualam o tempo de armazenamento que as amostras tém
em laboratério. No entanto, segundo Kocak é expectdvel que em longos periodos de
tempo haja altera¢des mais significativas na concentracdo dos VOC, do que em periodos
mais curtos.?’48

1.6. Cromatografia de gas com detetor de ionizagao de chama e sistema
de injecao de headspace

1.6.1. Cromatografia de gas

A cromatografia de gas (GC) é uma das técnicas analiticas mais utilizada pelos
toxicologistas, por permitir a analise de substancias que se volatilizem, sem se
decomporem, até temperaturas cerca de 400 °C.*° E uma técnica com uma elevada
resolucao, sensibilidade, precisdao e exatidao, é simples e os tempos de analise envolvidos
sdo relativamente curtos.*”48

A GC baseia-se na distribuicdo dos analitos da amostra entre uma fase estacionaria
e uma fase mével (gas inerte), permitindo a separacao, identificacdo e quantificacdo dos
analitos. A fase mével deve ser um gas quimicamente inerte, ou seja nao deve reagir com
os analitos da amostra nem com a fase estacionaria.*’

Inicialmente, a amostra é introduzida, através de um sistema de injecdo, numa
coluna, com frequéncia do tipo capilar, que se encontra dentro de um forno cuja
temperatura é controlada (Figura 5).%° A temperatura do injetor deve ser suficientemente
elevada para que ocorra a volatilizacdo imediata da amostra e haja o minimo de perdas
possivel.”? Assim que é volatilizada, a amostra é transportada pela fase mdvel até a fase
estacionaria iniciando-se a separacdo cromatografica.”?
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Figura 5. Esquema representativo do sistema de cromatografia de gas. Adaptado de 49.

A separacdo dos analitos ocorre de acordo com a massa molecular, tamanho,
ponto de ebulicdo e com as algumas propriedades que determinam a afinidade (por
adsorcdo ou particdo) com a fase estacionaria. Todas estas caracteristicas vao fazer com
gue haja uma maior ou menor interacdo com a fase estacionaria, provocando diferentes
velocidades de migracdo e consequentemente, diferentes tempos de retencdo.*’48

Os analitos vao eluir ao longo da coluna, de acordo com as propriedades ja
mencionadas, sendo depois detetados por um detetor que produz um sinal proporcional
a quantidade de analito que por ele passar. O sinal é depois processado obtendo-se no
final um cromatograma com os sinais dos vdérios analitos.3”°?2 Cada analito, sob
determinadas condicbes, apresenta um tempo de retengdo caracteristico, que fornece
informacao qualitativa, podendo também ser retirados do mesmo cromatograma dados
sobre a altura ou a area do sinal, que apresenta um valor proporcional a quantidade do
analito na amostra.>?

Como mencionado anteriormente, esta é uma técnica que separa os analitos de
acordo com as suas afinidades para as duas fases, observando-se diferentes tempos de
retencao, para diferentes analitos. No entanto, pode acontecer haver substancias com o
mesmo tempo de retengdo, induzindo o analista em erro. Para que isto ndo aconteca, é
necessario o uso de duas colunas cromatograficas com fases estacionarias de polaridades
diferentes, sendo uma usada para identificar e quantificar e a outra para confirmar e
evitar a existéncia de falsos positivos. A diferenca de polaridade das duas fases
estaciondrias vai fazer com que o tempo de retencdo e a ordem de eluicdo do mesmo
analito seja diferente e que todas as substdncias possam ser identificadas
corretamente.3>3
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1.6.2. Detetor de ionizagdao em chama

O detetor de ionizagdo em chama (FID) é o mais utilizado em cromatografia de gas
uma vez que da resposta a praticamente todos os compostos organicos, sendo pouco
afetado por variacdes de temperatura, por exemplo.>%>

O FID baseia-se na producdo de ides pela combustdo de compostos que contém
atomos de carbono, sendo a sua resposta dependente do nimero de atomos de carbono
dos analitos.3”>* O analito ao eluir da coluna do GC vai interagir com uma chama gerada
pela combustdo de hidrogénio em ar, e que vai levar a formacao de ides. Estes ides vao,
por sua vez, ser atraidos para um elétrodo dando origem a uma corrente elétrica
proporcional a quantidade de analito presente na chama e que vai dar origem ao sinal.3”>2

Apesar das varias vantagens deste detetor, ele tem a desvantagem de destruir a
amostra, impedindo assim a sua reutilizacdo.

1.6.3. Sistema de headspace

O sistema de headspace (HS) é uma técnica de amostragem que permite a andlise de
compostos voldteis em matrizes bioldgicas.>?>>>¢

Esta técnica baseia-se no equilibrio dos analitos volateis entre uma fase liquida inferior
(matriz bioldgica) e uma fase gasosa superior (headspace), dentro de um vial devidamente
selado e a temperatura controlada (Figura 6). A partir da fase gasosa formada, uma
aliquota é injetada no cromatografo.>’

Fase Gasosa
© (Headspace)

OOOO

Fase Liquida
Analitos

Volateis

Figura 6. Principio da técnica de headspace. Adaptado de 58.

No entanto, na sua utilizacdo é necessario ter em atencdo os potenciais efeitos
provocados pela matriz bioldgica. Uma forma de os diminuir, é através da diluicdo da
amostra utilizando a solugdo que contém o padrio interno.*

O HS é uma técnica simples, na qual a injecdo da amostra é direta e limpa, evitando a
contaminac3o do injetor e da coluna e reduzindo assim a perda de analito.5>°¢ E um
procedimento que pode ser mecanizado e o facto de a amostra ser injetada na fase gasosa
faz com que o cromatograma apresente picos separados e bem definidos, e que a sua
linha de base seja estavel.>®
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2.1. Material e métodos

2.1.1. Amostras biologicas

O sangue utilizado, dispensado pelo Hospital de Sao Jodo do Porto, foi colhido no
ano de 2018 e encontrava-se fora do prazo legal estipulado para a sua conservagdo e
utilizacdo em contexto hospitalar. Nao foi necessdrio realizar qualquer tipo de
preparagao, uma vez que o sangue ja se encontrava pronto a ser utilizado.

Inicialmente, o sangue foi mantido congelado, sendo posteriormente
descongelado e mantido refrigerado num frigorifico até ser repartido pelos varios tubos,
tendo sido utilizado um volume total de 538,8 mL.

2.1.2. Padrdes, reagentes e conservante

2.1.2.1. Reagentes/padroes

e Agua ultrapura MilliQ, obtida por sistema de purificacdo Millipore;

e Etanol PanReac Applichem ITW Reagents;

e  Metanol Uvasol® adquirido a Merck;

e Acetona SupraSolv® adquirido a Merck;

e 2-Propanol EMSURE® adquirido a Merck;

e n-Propanol EMSURE® adquirido a Merck;

e  Padrdes certificados — Multicomponent Alcohol Calibration kit (0,1; 0,25; 0,50;
1,00; 2,00; 4,00 g/L).

2.1.2.2. Conservante

e Fluoreto de sddio (NaF) da marca Scharlau.

2.1.3. Material e equipamento

° Baldes volumétricos de 50 e 1000 mL;
. Frascos de vidro para armazenamento;
. Micropipeta eletrénica de volume variavel de 10-300 uL Sartorius 312110;

° Micropipeta de volume varidvel de 10-1000 pL Eppendorf Reference2
312059;

° Micropipeta de volume fixo de 100 uL Eppendorf Reference 3408347

. Pontas adequadas as varias micropipetas;
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° Doseador Eppendorf Multipette Plus com combitips de 10 mL 3883039;
° Vials 10 mL;

° Capsulas de aluminio constituidas por septos de silicone para vials;
° Suporte para vials e tubos;

° Tubos de plastico de 10 mL com tampa de rosca;

° Hote Kottermann,;

. Vortex Zx3;

° Camaras Frigorificas;

. Banho de Ultrassons Bandelin Sonorex Super RK 510 H;

. Agitador GFL 3015;

. Centrifugadora KUBOTA 5400;

2.1.4. Instrumentos analiticos

Foi utilizado um sistema cromatografico HS-GC-FID da marca Agilent® 6890N,
dotado de um detetor de ionizagao de chama, acoplado a um injetor de headspace de
volume fixo (loop) Agilent G1888.

Tabela 1. Principais caracteristicas do sistema HS-GC-FID utilizado.

Componente Principais Caracteristicas
Equipamento GCHS
Fabricante Agilent
GC
Modelo 6890N
N2 de Série CN10532058
Fabricante Agilent
Headspace Modelo G1888
N2 de Série IT00525007
Detetores 2 FID
GC ChemStation
Software

Rev.B.03.01.[317]
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2.2. Procedimento Experimental

2.2.1. Compostos organicos volateis estudados

A selecdo do grupo de compostos voldteis estudados neste trabalho assentou
essencialmente em trés aspetos: na falta de estudos cientificos efetuados para trés dos
compostos (acetona, metanol e 2-propanol), na sua relevancia em contexto
clinico/forense e na representatividade de amostras recebidas no Servico de Quimica e
Toxicologia Forense da Delegagao do Centro do Instituto Nacional de Medicina Legal e
Ciéncias Forenses.

Desta forma, os compostos em estudo sdo o etanol, a acetona, o metanoleo 2-
propanol que foram estudados em duas concentragées 0,50 g/L e 1,20 g/L. A escolha
destes valores baseou-se na concentracdo dos controlos de qualidade interno (CQl)
utilizados no SQTF para a quantificacdo de etanol e de outros compostos volateis.®°

2.2.2. Preparagao de solugdes utilizadas no procedimento analitico

No procedimento analitico para a determinacdo/quantificacdo das substancias
utilizou-se dois controlos de qualidade interno (CQl) e o padrdo interno que é o n-
propanol devido as propriedades fisico-quimicas e comportamento cromatografico
semelhante aos das substancias em estudo e ser o Pl utilizado no SQTF-DC.

Na preparacdo das solucdes utilizaram-se padrdes com pureza igual ou superior a
99,5%, cuja densidade se apresenta na tabela 2.

Tabela 2. Densidade dos compostos em estudo.

Composto Etanol Acetona Metanol 2-Propanol n-Propanol
Densidade
7 7 7 7
(g/L) a 20 °C 90 90 90 86 800

2.2.2.1. Preparacao da solugdo de Pl contendo 0,10 g/L de n-propanol

Medir 12,5 mL de n-propanol e transferir para um frasco de armazenamento de
1L. Adicionar agua ultrapura até perfazer o volume.

2.2.2.2. Preparagao das solugoes de controlo de qualidade interno
Medir os volumes indicados na tabela 3 e transferir para um baldo de 500 mL.

Adicionar agua ultrapura até perfazer o volume. No fim, colocar em banho de ultrassons
durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Tabela 3. Preparagao das solugGes de padrGes de referéncia para CQl.

~ Etanol Acetona Metanol 2-Propanol
Concentragao
Alvo (g/L
(&/L) uL g/L uL g/L ulL g/L L g/L
0,50 316 0,499 316 0,499 316 0,499 318 0,499
1,20 759 1,199 759 1,199 759 1,199 763 1,199

2.2.3. Preparagao das solugoes utilizadas na parte experimental

2.2.3.1. Solugdo de concentragdo 7,5 g/L
Medir os volumes indicados na tabela 4 e transferir para um baldo de 50 mL.

Adicionar agua ultrapura até perfazer o volume. No fim, colocar em banho de ultrassons
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Tabela 4. Preparacdo da solugdo de trabalho de concentragdo 7,5 g/L.

~ Etanol Acetona Metanol 2-Propanol
Concentragao
Alvo (g/L)

uL g/L uL g/L uL g/L L g/L

7,50 4748 7,501 474,8 7,501 4748 7,501 477 7,498

2.2.3.2. Solugdo de concentragdo 18 g/L
Medir os volumes indicados na tabela 5 e transferir para um baldo de 50 mL.

Adicionar agua ultrapura até perfazer o volume. No fim, colocar em banho de ultrassons
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Tabela 5.Preparagdo da solugdo de trabalho de concentragdo 18 g/L.

Concentragdo Etanol Acetona Metanol 2-Propanol
Alvo (g/L
(&/L) uL g/L ulL g/L L g/L L g/L
18 1139 17,99 1139 17,99 1139 17,99 1145 18,09
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2.2.4. Preparagao das amostras de ensaio

As amostras de ensaio (AE) foram sujeitas a duas temperaturas de
armazenamento: a -20 °C e a 5-6 °C, ambas utilizadas na rotina do SQTF-DC. Os tubos de
colheita com capacidade de 10 mL foram preenchidos com trés volumes diferentes (3, 6
e 9 mL) e armazenados por um periodo de 30 dias. Parte das amostras foram abertas a
meio do tempo de armazenamento para simular a abertura do tubo na rotina para a
analise de outras substancias.

As condicBes foram estudadas para duas concentragées diferentes (0,50 g/Le 1,20

g/L).
2.2.5. Preparacgao das pools de concentragées 0,50 e 1,20 g/L
Para fortificar o sangue branco com as concentra¢des 0,50 g/L e 1,20 g/L,

utilizaram-se as solugdes com as concentragdes 7,5 g/L e 18 g/L. Os volumes medidos de
sangue e de solugao estao descritos nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Volumes de sangue e da solugdo de concentragdo 7,5 g/L, adicionados para obter concentrag¢des
de 0,50 g/L nos diferentes volumes de tubos.

Volume de sangue (mL) Volume df solugao de Volume.tc.:)tal de sangue
concentracdo 7,5 g/L (uL) fortificado (mL)
2,8 200 3
5,6 400 6
8,4 600 9

Tabela 7.Volumes de sangue e da solugdo de concentragdo 18 g/L, adicionados para obter concentragdes
de 1,20 g/L nos diferentes volumes de tubos.

Volume de sangue (mL) Volume dtz solugao de Volume.t?tal de sangue
concentragdo 18 g/L (pL) fortificado (mL)
2,812 188 3
5,625 375 6
8,438 562 9
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2.2.6. Preparagao das amostras de ensaio para congelagao e refrigeragao

De forma a simplificar os diferentes fatores estudados, foi usado um cdédigo de
letras e nimeros que remetem diretamente para as condi¢des de cada amostra de ensaio
(Tabela 8).

A concentracdo inicial foi representada por um A para os 0,50 g/L e um B para os
1,20 g/L, sendo a primeira informacdo a ser dada; de seguida é especificado o volume
total da amostra no tubo, sendo usado um P para o volume pequeno (3 mL), um M para
o volume médio (6 mL) e um E para o volume elevado (9 mL). Depois é referida a
temperatura a que a amostra foi exposta: T1 (-20 °C) ou T2 (5-6 °C), seguindo-se por ultimo
0 1 ou o0 2 que indicam se o tubo foi aberto ao dia 15 ou nao, respetivamente. Para cada
condicdo foram preparados quatro tubos, estando representados pelas letras a, b, c e d.

Um exemplo da designacdo de uma amostra é o seguinte:

APTi-1a
em que A é a concentracdo 0,50 g/L; P o volume de 3 mL, T; a temperatura de -20 °C,
1 ser aberto ao dia 15 e o0 a, o primeiro tubo desta condicao.

Tabela 8. Planificagdo das amostras de ensaio de acordo com o cddigo de identificagdo.
Legenda: A— concentracgdo 0,50 g/L, B— concentrac¢do 1,20 g/L; P- volume pequeno, M— volume médio, E—
volume elevado; Ti- -20 °C, T>— 5-6 °C; 1- tubos abertos aos dias 0, 15 e 30, 2- tubos abertos aos dias 0 e
30; a,b,c,d — tubos com as mesmas condigGes.

Concentragao Volume I, Tubos I,
1a 1a
1b 1b
1c 1c
1d 1d

Pequeno (P) % %
2b 2b
2c 2c
2d 2d
1a 1a
1b 1b
1c 1c

A(0,50¢g/L)/B Médio (M) ;: ;:

(1,20¢/L) 2b 2b
2c 2C
2d 2d
1a 1a
1b 1b
1c 1c

Elevado (E) 1d 1d
2a 2a
2b 2b
2c 2c
2d 2d
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Em cada tubo foi colocada uma massa de 0,1 g de NaF como conservante. De
seguida, com recurso a micropipetas de volume variavel de 10-1000 uL e de 10-300 pL
foram transferidos para os tubos os volumes de sangue e de solugado descritos nas tabelas
9 e 10.

No final da fortificagdo, 538,8 mL de sangue foram distribuidos por 96 tubos no
total, 48 para cada temperatura (T1 e T), 24 para cada concentrac¢do (A e B), 8 para cada
volume (P, M e E) e 4 abertos ao dia 0, 15 e 30 (Figura 7).

T1 T2
A-0,50 g/L B—1,20g/L A-0,50 g/L B—1,20 g/L
e 1 e e
8 tubos 8 tubos 8tubos 8tubos 8tubos 8 tubos 8 tubos 8tubos 8tubos 8tubos 8tubos 8 tubos

Figura 7. Divisdo dos tubos de acordo com a temperatura de armazenamento, concentracdo e volume apds a
fortificacdo do sangue.

2.2.7. Procedimento experimental aplicado as AE, CQl e PI

As amostras de ensaio (AE), CQl e Pl antes de serem analisadas foram retiradas
antecipadamente da congelagdo e refrigeracdo para que atingissem a temperatura
ambiente.

De forma a garantir a correta homogeneizacdo das AE, estas foram invertidas 10
vezes e centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos, a semelhanca do estudo realizado
por Kocak.*®

Para cada amostra foram injetadas duas aliquotas, encontrando-se registados no
anexo Al os valores obtidos para as concentragdes iniciais, dia 0, dos quatro compostos.
Foram posteriormente analisadas aos dias 15 e 30 de armazenamento.

2.2.8. Procedimento analitico aplicado

Todas as amostras e CQl antes de serem analisadas e introduzidas no
cromatdgrafo, foram sujeitas ao procedimento analitico seguinte: num vial de 10 mL,
colocou-se 1 mL da solugdo de padrdo interno e adicionaram-se 100 puL de amostra
pretendida.
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Cada vial deve ser imediatamente fechado apds a sua preparagao, sob pena de
perda dos compostos volateis presentes na matriz.

2.2.9. Anadlise instrumental

Para a realizacdo do presente estudo foi utilizado um sistema cromatografico HS-
GC-FID: um cromatografo de gas Agilent 6890N com detetor de ionizacdo de chama e
injecdo por headspace estatico Agilent G1888. Foram utilizadas duas colunas com
diferentes polaridades, sendo a DB-ALC1 mais polar do que a DB-ALC2. O hélio funcionou
como gas de arraste e 0 azoto como gas “makeup”, fazendo a ligagdo entre a coluna e o
detetor. Neste detetor, a chama é produzida por combustdo de ar e hidrogénio.

Uma vez que os compostos em estudo tém tempos de retengdo préximos, o
método utilizado ocorreu em condig¢Bes isotérmicas, ou seja, a temperatura foi mantida
durante todo o tempo da corrida.

Na tabela 9 e anexo A2 encontram-se descritos os parametros analiticos da analise
instrumental usada.

Tabela 9. Principais parametros analiticos da analise instrumental.

Parametros GC

DB-ALC2 - 30,0 m x 320 um

Coluna Analitica 1 Filme espessura 1,20 um

Colunas
Coluna Analitica 2 D.B-ALC1 —30,0mx 320 um
Filme espessura 1,80 um

G4as de arraste Hélio
Modo Split
Split Ratio 3,68:1

Inlet
Pressao 11,96 psi
Temperatura 150 °C
Split Flow 20,0 mL/min
Temperatura 250 °C
Fluxo H; 40,0 mL/min

Detetores FID

Fluxo Ar 450 mL/min
Fluxo Azoto 45,0 mL/min
Temperatura 50°C

Forno
Run Time 5 min

Parametros Headspace




Estabilizagdo Vial 10 min

Injecao 1 min
Pressurizacao Vial 0,50 min
HS Temperatura Forno 50°C
Temperatura Loop 90 °C
Temperatura 90 °C

Transferline

2.2.10. Identificagdo/confirmagao e quantificacdo das amostras

Na identificacdo dos compostos, sdo entendidos como resultados positivos
aqueles que nos cromatogramas apresentem um sinal cujo tempo de retengao relativo,
seja idéntico ao do composto de referéncia analisado nas mesmas condi¢des, sendo
aceite uma variagdo de + 0,7%.%*

Os tempos de retencdo para os compostos em estudo, com o método usado
encontram-se descritos na tabela 10 e representados no cromatograma da figura 8.

Tabela 10. Tempos de reten¢do dos quatro compostos em estudo e do padrao interno.

Tempo de Retengdo (min)

Composto
FID1 FID2
Etanol 2,621 2,436
Acetona 2,932 3,549
Metanol 2,069 1,962
2-Propanol 3,549 3,106
n-Propanol 4,649 3,958
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Figura 8. Cromatogramas obtidos através da analise HS-GC-FID, aos compostos em estudo e padrdo
interno. Tempo de retengdo em minutos (FID1, FID2): Metanol (2,113;1,998), etanol (2,667;2,478),
acetona (2,972;3,998), 2-propanol (3,148;2,993) e n-propanol.

Ap0s a identificagdo, as curvas de calibragdo sdo o que nos permite quantificar a
amostra. Sdo curvas construidas a partir das dreas relativas (drea do pico do
composto/area do pico do padrdo interno) obtidas para diferentes calibradores.®! No
método utilizado como existem duas colunas cromatograficas e dois detetores, o FID1 e
o FID2, foram obtidas duas curvas de calibragdo com seis pontos para cada composto
(anexo A2), com um coeficiente de correlacdo (r?) igual ou superior a 0,9997.

Ao longo do trabalho, foram usados os dois sinais para confirmacdo/quantificagao,
no entanto, uma vez que ambos os sistemas se encontram validados optou-se por usar
apenas o sistema FID1.

2.2.11. Analise estatistica aplicada

Os resultados obtidos para os quatro compostos em estudo foram analisados
individualmente. Foi calculada a diferenca da concentracdo obtida nos trés periodos de
analise e a diferenca percentual entre Co e C30. ApSs a avaliacdo da presenca de outliers
utilizando o teste de Grubbs, os resultados foram comparados usando o teste t-Student
emparelhado. Os resultados obtidos foram, ainda, representados em grafico para
comparacado das duas temperaturas.

O teste de Grubbs é usado na detecdo de outliers num conjunto de valores que
seguem aproximadamente uma distribuicdo normal. A hipdtese nula (Ho) é a de que o
valor extremo nao é outlier e na hipotese alternativa (H1) esse valor é outlier.

Sao usadas duas férmulas: G = % se o menor valor do conjunto é testado como
yn—¥

S

outliere G = se for o maior valor do conjunto a ser testado, y é a média, y; € o menor

valor, yn 0 maior valor e s o desvio padrdo.®?
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Neste trabalho, o teste de Grubbs foi aplicado a cada conjunto de quatro amostras
de ensaio com as mesmas condi¢des, quando necessario, com um nivel de significancia
de 5%. O valor de G tabelado é de 1,48 para 4 graus de liberdade.

O teste t-Student emparelhado é um teste de hipdteses que é aplicado para
comparac¢ao de diferengas entre conjuntos de pares de observagdes realizados sobre
amostras.

X
=y
o desvio padrdo, respetivamente, da diferenca entre valores dos pares de medidas e n é
o numero de ensaios.®?

Neste trabalho, o teste T-Student emparelhado foi aplicado a cada conjunto de
guatro amostras com as mesmas condi¢des, com um nivel de significancia de 5%, e tendo
sido usado o valor uni caudal. Foram definidas as seguintes hipdteses:

O parametro do teste é definido pela férmula: t = onde X e s sdo a média e

(Hipotese Nula) Ho: Co= C3o
(Hipotese Alternativa) Hi: Co> Cz0 ou Co< Cao

Nestas, para Ho ndo existe diferenca estatistica significativa entre a concentracao

ao dia 0 e a concentracdo ao dia 30, e para Hia concentracdo ao dia 0 é maior que no dia
30.

28






Parte lll - Resultados e
Discussao






Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para um periodo de
armazenamento de 30 dias. A andlise dos resultados foi feita, apds verificagdo de outliers

pelo teste de Grubbs, utilizando o teste t-Student emparelhado com um nivel de
significancia de 5%.

2.3. Amostras brancas

As amostras brancas antes de serem utilizadas em ensaios ou em rotina tém que
estar isentas de analitos, ou seja, o chamado sangue branco.

Figura 9. Bolsas de sangue utilizadas.

Para verificar se as amostras utilizadas no trabalho, figura 9, se encontravam
isentas de analitos, foram retiradas de cada bolsa de sangue com recurso a uma
micropipeta de volume fixo, aliquotas de 100 uL, tendo sido preparadas e analisadas como
descrito anteriormente. Depois de analisadas obteve-se, para a primeira bolsa da figura
9, o cromatograma presente na figura 10.

FID1

pA
52 a
50 ||

43—3 [
4&—; | ||

1 2 1 4 min

Figura 10. Cromatograma de uma das bolsas de sangue usada obtido com o sistema FID1.

Observa-se que a amostra esta isenta de etanol, metanol, 2-propanol ou acetona,
sendo apenas visivel o sinal do padrao interno usado aos 4,690 min. O mesmo foi
observado para as restantes bolsas de sangue.
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2.4. Recolha de dados

Para cada conjunto de quatro tubos com as mesmas condicdes (a, b, c e d), foram
efetuadas determinagGes em duas aliquotas por cada tubo apds 0 (Co), 15 (Cis) e 30 (Cso)
dias de preparacdo. A partir dos resultados obtidos, obteve-se a média das concentragdes
das duas aliquotas desde que satisfizessem o limite de repetibilidade 6%, para ambas as
concentracgdes 0,50 g/L e 1,20 g/L. Este valor foi determinado no SQTF-DC em estudos

prévios.

Os valores das concentracGes para os trés periodos de analise e o valor médio

encontram-se registados no anexo A3 para os quatro compostos.
A analise estatistica foi feita com base no valor médio.

2.5. Compostos organicos volateis estudados

2.5.1. Etanol

2.5.1.1. Identificacao de outliers

Para os valores que poderao ser discrepantes, em cada conjunto de amostras de

ensaio com as mesmas condi¢des, fez-se o teste de Grubbs.
Na tabela 11, encontram-se os valores dos

os valores que constam no anexo A4.1.

Tabela 11. Valores de G experimental para as amostras APTi-1a, BMT1-2d, APT.-1d, BMT2-1a, BET2-2c.

resultados potencialmente
discrepantes e o valor obtido para o parametro de teste, G experimental, calculado com

Valor potencialmente

Amostra de ensaio X
discrepante

G experimental

APT:-1a 0,62 1,36
BMT3-2d 1,37 1,33
APT,-1d 0,56 1,47
BMT>-1a 1,24 1,20
BET>-2¢ 1,36 1,41

Como se pode verificar, para todas as amostras foi obtido um valor de G
experimental inferior ao G tabelado, tendo sido aceite a hipdtese nula. Nenhum ensaio

foi considerado um outlier.
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2.5.1.2. Teste t-Student emparelhado e variagao das concentragoes

A semelhanca do teste anterior, também o teste t-Student emparelhado foi feito
aos mesmos conjuntos de amostras de ensaio com as mesmas condigdes. Os valores
obtidos para os parametros de teste e t critico uni caudal encontram-se em anexo (A5.1).

Nas tabelas 12, 13, 14 e 15 encontram-se registados os resultados da concentracao
de etanol obtidos, as diferencas para os trés periodos de andlise, a diferenca percentual
entre Co e C3p e as conclusdes obtidas por aplicacdo do teste-t emparelhado a diferenca
da concentracdo Co e Cao.

Tabela 12. Resultados obtidos para o analito etanol em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T1. Concentragdes expressas em g/L.

Diferenca Diferenga Diferenga %
AE C C C t-Student
0 18 % (Co- Cis) (Co- C30) (Co- C30)

APTi-1a 0,62 0,63 0,62 -0,01 0,00 0,0
APT:-1b 0,48 0,52 0,49 -0,04 -0,01 -2,1

N3o significativa
APTi-1c 0,54 0,54 0,52 0,00 0,02 3,7
APT:-1d 0,52 0,52 0,51 0,00 0,01 1,9
APTi-2a 0,54 - 0,51 - 0,03 5,6
APT1-2b 0,52 - 0,52 - 0,00 0,0

N3do significativa
APT1-2c 0,52 - 0,52 - 0,00 0,0
APT1-2d 0,52 - 0,52 - 0,00 0,0
AMT:-1a 0,51 0,50 0,48 0,01 0,03 5,9
AMTi-1b 0,52 0,52 0,49 0,00 0,03 5,8

Significativa

AMTi-1c 0,52 0,48 0,48 0,04 0,04 7,7
AMT:-1d 0,52 0,51 0,51 0,01 0,01 1,9
AMT:-2a 0,50 - 0,50 - 0,00 0,0 N3o Significativa

34



AMT;:-2b 0,51 - 0,50 - 0,01 2,0
AMT1-2c 0,52 - 0,49 - 0,03 5,8
AMT:-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AET:-1a 0,51 0,51 0,50 0,00 0,01 2,0
AET:-1b 0,50 0,51 0,50 -0,01 0,00 0,0
N3do Significativa
AET1-1c 0,51 0,51 0,48 0,00 0,03 5,9
AET:-1d 0,52 0,51 0,50 0,00 0,02 3,9
AET1-2a 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AET:1-2b 0,53 - 0,50 - 0,03 5,7
Significativa
AET:1-2c 0,52 - 0,49 - 0,03 5,8
AET:-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9

Como se pode observar pela tabela 12, o valor maximo de diminuicdo da
concentragao de etanol foi de 7,7% para a amostra AMT1-1c e o valor minimo foi de 0,0%

para as amostras APTi-1a, APT1-2b, APT1-2¢c, APT1-2d, AMT;-2a e AETs1-1b.

Quatro dos seis conjuntos ndo apresentaram diferencas significativas apds um
periodo 30 dias de armazenamento.
Para as amostras de volume médio, as AMT1-1 tém diferencas significativas e as
AMT;-2 diferengas nao significativas, enquanto nas amostras de volume elevado verifica-
se o0 oposto. Os resultados obtidos para volume elevado levantam algumas duvidas e

nesse sentido deveria ser feita uma nova analise.

As amostras de ensaio de volume pequeno apresentam diferencas ndo
significativas entre as concentrac¢des obtidas nas duas condi¢Oes de ensaio.
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Tabela 13. Resultados obtidos para o analito etanol em amostras de ensaio de concentragdo B e
armazenados a temperatura T1. ConcentracGes em g/L.

Diferenca Diferenca Diferenca %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)
BPTi-1a 1,30 1,28 1,27 0,02 0,03 2,31
BPT:-1b 1,30 1,27 1,21 0,03 0,09 6,92
Significativa
BPT:-1c 1,31 1,33 1,24 -0,02 0,07 5,34
BPT:-1d 1,28 1,28 1,24 0,00 0,04 3,13
BPTi-2a 1,31 - 1,24 - 0,07 5,34
BPTi-2b 1,35 - 1,30 - 0,05 3,70
Significativa
BPT1-2c 1,36 - 1,28 - 0,08 5,88
BPT:-2d 1,26 - 1,24 - 0,02 1,59
BMT:-1a 1,29 1,31 1,30 -0,02 -0,01 -0,78
BMT:-1b 1,28 1,30 1,26 -0,02 0,02 1,56
N3o significativa
BMT:-1c 1,30 1,28 1,28 0,02 0,02 1,54
BMT:-1d 1,31 1,32 1,30 -0,01 0,01 0,76
BMT;:-2a 1,32 - 1,26 - 0,06 4,55
BMT1-2b 1,34 - 1,31 - 0,03 2,24
Significativa
BMT1-2c 1,34 - 1,26 - 0,08 5,97
BMT:-2d 1,37 - 1,30 - 0,07 5,11
BET:-1a 1,34 1,33 1,28 0,01 0,06 4,48 e
Significativa
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BET:-1b 1,35 1,33 1,29 0,02 0,06 4,44

BET:-1c 1,32 1,34 1,24 -0,02 0,08 6,06
BET:-1d 1,36 1,34 1,28 0,02 0,08 5,88
BET1-2a 1,33 - 1,30 - 0,03 2,26
BET1-2b 1,34 - 1,27 - 0,07 5,22
Significativa
BET1-2c 1,32 - 1,30 - 0,02 1,52
BET:-2d 1,32 - 1,26 - 0,06 4,55

Como se pode observar pela tabela 13, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor maximo de diminuicdo da concentracdo de etanol foi de 6,92% para a
amostra BPT1-1b e o valor minimo foi de 0,76% para a amostra BMT1-1d.

Apenas um dos seis conjuntos ndo apresentou diferencas significativas apds um
periodo de 30 dias de armazenamento.

As amostras de ensaio de volumes pequeno e elevado apresentam diferencas
significativas, entre as concentracdes Co e C30. No entanto para as amostras de volume
médio, com abertura do tubo ao fim de 15 dias de armazenamento, BMT>-1, ndo se
registam diferencas significativas enquanto sem abertura do tubo, BMT;-2, as diferencas
sao significativas. Estes resultados levantam algumas davidas e, nesse sentido, deveria ser
feita uma nova andlise.
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Nas tabelas seguintes, encontram-se registados os resultados referentesa T,  (5-

6 °C).

Tabela 14.Resultados obtidos para o analito etanol das amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T2. ConcentragGes em g/L.

Diferenga

Diferenca

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)

APT>-1a 0,51 0,50 0,49 0,01 0,02 3,9
APT2-1b 0,51 0,50 0,48 0,01 0,03 5,9

Significativa
APT2-1c 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9
APT>-1d 0,56 0,55 0,53 0,01 0,03 5,4
APT>-2a 0,51 - 0,49 - 0,02 3,9
APT>-2b 0,51 - 0,50 - 0,01 2,0

N3o significativa

APT2-2c 0,50 - 0,50 - 0,00 0,0
APTz-2d 0,52 - 0,48 - 0,04 7,7
AMTz-1a 0,51 0,50 0,49 0,01 0,02 3,9
AMT2-1b 0,51 0,49 0,48 0,02 0,03 5,9

Significativa
AMT2-1c 0,50 0,48 0,48 0,02 0,02 4,0
AMT:-1d 0,48 0,49 0,48 -0,01 0,00 0,0
AMT:-2a 0,50 - 0,48 - 0,02 4,0
AMT:2-2b 0,50 - 0,48 - 0,02 4,0

Significativa
AMT2-2c 0,50 - 0,49 - 0,01 2,0
AMT:-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
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AET>-1a 0,50 0,49 0,48 0,01 0,02 4,0

AET>-1b 0,50 0,49 0,49 0,01 0,01 2,0
N3o significativa
AET>-1c 0,48 0,50 0,49 -0,02 -0,01 2,1
AET>-1d 0,50 0,50 0,48 0,00 0,02 4,0
AET2-2a 0,51 - 0,49 - 0,02 3,9
AET2-2b 0,50 - 0,48 - 0,02 4,0
Significativa
AET2-2c 0,51 - 0,48 - 0,03 5,9
AET2-2d 0,50 - 0,48 - 0,03 5,9

Como se pode observar pela tabela 14, o valor maximo de diminuicdo da
concentracdo de etanol foi de 7,7% para a amostra APT;-2d e o valor minimo foi de 0,0%
para as amostras APT;-2c e AMT»-1d.

Apenas dois dos seis conjuntos ndo apresentaram diferencas significativas apds
um periodo de 30 dias de armazenamento.

Para as amostras de volume pequeno as APT;-1 tém diferencas significativas e as
APT,-2 diferengas nao significativas, enquanto nas amostras de volume elevado verifica-
se o oposto. Os resultados obtidos para volume elevado levantam algumas duvidas e,
nesse sentido, deveria ser feita uma nova anélise.

As amostras de ensaio de volume médio apresentam diferencas significativas em
ambas as condi¢des de ensaio.

39



Tabela 15. Resultados obtidos para o analito etanol em amostras de ensaio de concentragdo B e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes em g/L.

Diferenca Diferenga

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 30 (Co- Ci1s) (Co- C30) (Co- C30)
BPT:-1a 1,30 1,28 1,24 0,02 0,06 4,62
BPT>-1b 1,32 1,28 1,26 0,04 0,06 4,55
Significativa
BPTz>-1c 1,31 1,29 1,26 0,02 0,05 3,82
BPT>-1d 1,33 1,29 1,28 0,04 0,05 3,76
BPT:-2a 1,26 - 1,25 - 0,01 0,79
BPT>-2b 1,33 - 1,28 - 0,05 3,76
N3do Significativa
BPT:-2c 1,22 - 1,12 - 0,1 8,20
BPT>-2d 1,28 - 1,26 - 0,02 1,56
BMT:-1a 1,24 1,28 1,26 -0,04 -0,02 -1,61
BMTz-1b 1,30 1,28 1,26 0,02 0,04 3,08
Significativa
BMT2-1c 1,34 1,30 1,27 0,04 0,07 5,22
BMT:-1d 1,28 1,27 1,28 0,01 0,00 0,00
BMT:-2a 1,30 - 1,26 - 0,04 3,08
BMT2-2b 1,26 - 1,24 - 0,02 1,59
Significativa
BMT:-2c 1,28 - 1,26 - 0,02 1,56
BMTz-2d 1,30 - 1,27 - 0,03 2,31
BET:-1a 1,32 1,26 1,29 0,06 0,03 2,27 e
Significativa
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BET:-1b 1,33 1,30 1,27 0,03 0,06 4,51
BET>-1c 1,35 1,31 1,28 0,04 0,07 5,19
BET»-1d 1,32 1,30 1,26 0,02 0,06 4,55
BET:-2a 1,30 - 1,25 - 0,05 3,85
BET2-2b 1,30 - 1,28 - 0,02 1,54
Significativa
BET2-2c 1,36 - 1,28 - 0,08 5,88
BET:-2d 1,32 - 1,26 - 0,06 4,55

Como se pode observar pela tabela 15, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor maximo de diminuicdo da concentracdo de etanol foi de 8,20% para a
amostra BPT,-2c e o valor minimo foi de 0,00% para a amostra BMT»-1d.

Apenas um dos seis conjuntos ndo apresentou diferencas significativas apds um
periodo de 30 dias de armazenamento e diz respeito a amostra de menor volume, cujo
tubo ndo foi aberto antes de 30 dias. Este resultado também foi obtido para este volume
de amostra, em concentracdo mais baixa e as duas temperaturas ensaiadas.

As amostras de ensaio de volumes médio e elevado apresentam diferencas
significativas. As amostras de volume pequeno, BPT;, tém diferencas significativas de

concentrac¢do Cop e C3p, apenas quando houve abertura do tubo ao fim de 15 dias.
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2.5.1.3. TivsT:

Depois de registados os resultados obtidos para cada temperatura (T1- -20 °C; To—
5-6 °C), os mesmos foram agrupados em graficos por volume e concentracao, para melhor
visualizacdo do efeito das duas temperaturas de ensaio, para o mesmo periodo de tempo.
Na figura 11 encontram-se representados os resultados obtidos para o analito

etanol.
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Figura 11. Graficos representativos da evolugdo da concentragdo do etanol para um periodo de 30 dias.
Legenda: azul — Co, laranja — Cis e cinzento — Cso.
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As amostras de ensaio assinaladas a vermelho, sdo as que causam alguma duvida
e para as quais uma nova analise seria necessario.

Os resultados apontam, que para o etanol, a conservac¢ao a T1 (-20 °C) conferiu
maior estabilidade as amostras apds o periodo de 30 dias de armazenamento.
Observando-se ainda que para a concentragdo mais baixa é registado um maior nimero
de diferengas nao significativas entre a concentragdo inicial e ao fim de 30 dias de
armazenamento. Este resultado vai ao encontro do trabalho de Hayden*?, no qual foi
observado que as amostras com uma concentracao mais elevada tém tendéncia a que
haja uma diminuicdo mais acentuada da concentracao.
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2.5.2. Metanol

2.5.2.1. Identificagao de outliers

Para os valores que poderao ser discrepantes, em cada conjunto de amostras de
ensaio com as mesmas condicdes, fez-se o teste de Grubbs.

Na tabela 16, encontram-se os valores dos resultados potencialmente
discrepantes e o valor obtido para o parametro de teste, G experimental, calculado com
valores que constam no anexo A4.2.

Tabela 16. Valores de G experimental para as amostras APT:-1a, APT1-1b, APT>-2d, BPT2-2b e BET»-2c.
Valor potencialmente
discrepante

Amostra de Ensaio G experimental

APT:-1a 0,64 1,36
APT:-1b 0,50 1,02
BPT;-2d 1,26 1,39
APT,-1d 0,59 1,49
BPT»>-2b 1,31 1,36
BET:-2c 1,36 1,37

Como se pode verificar, para todas as amostras foi obtido um valor de G
experimental inferior ao G tabelado, tendo sido aceite a hipdtese nula. Com excecdo da
amostra APT,-1d que mostrou ser um outlier e foi excluida da restante andlise estatistica.

2.5.2.2. Teste t-Student emparelhado e variagao das concentrag¢oes

A semelhanca do teste anterior, também o teste t-Student emparelhado foi feito
aos mesmos conjuntos de amostras de ensaio com as mesmas condigdes. Os valores
obtidos para os parametros de teste e o t critico uni caudal encontram-se em anexo
(A5.2).

Nas tabelas 17, 18, 19 e 20 encontram-se registados os resultados de concentracao
de metanol obtidos, as diferencas obtidas para os trés periodos de analise, a diferenca
percentual entre Co e C3p e as conclusdes obtidas por aplicacdo do teste-t emparelhado a
diferenca de concentragdes Co e Cso.
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Tabela 17. Resultados obtidos para o analito metanol em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T1. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenga Diferenga

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)
APTi-1a 0,64 0,64 0,64 0,00 0,00 0,0
APTi-1b 0,50 0,52 0,50 -0,02 0,00 0,0
N3do significativa

APTi-1c 0,56 0,55 0,52 0,01 0,04 7,1
APT:-1d 0,54 0,52 0,52 0,02 0,02 3,7
APT1-2a 0,56 - 0,53 - 0,03 5,4
APT1-2b 0,54 - 0,52 - 0,02 3,7

Significativa
APT1-2c 0,54 - 0,52 - 0,02 3,7
APT:-2d 0,54 - 0,52 - 0,02 3,7
AMTi-1a 0,52 0,51 0,49 0,01 0,03 5,8
AMT:-1b 0,53 0,53 0,50 0,00 0,03 5,7

Significativa
AMT:-1c 0,54 0,49 0,48 0,05 0,06 11
AMT:-1d 0,52 0,52 0,52 0,00 0,00 0,0
AMTi-2a 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AMT1-2b 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9

Significativa
AMT1-2c 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AMT;:-2d 0,54 - 0,51 - 0,03 5,6
AET:-1a 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9

Significativa
AET1-1b 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9
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AET:-1c 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9

AET:-1d 0,54 0,52 0,51 0,02 0,03 5,6
AET:-2a 0,54 - 0,52 - 0,02 3,7
AET1-2b 0,55 - 0,53 - 0,02 3,6
Significativa
AET1-2c 0,53 - 0,52 - 0,01 1,9
AET:-2d 0,54 - 0,52 - 0,02 3,7

Como se pode observar pela tabela 17, o valor maximo de diminuicdo de
concentragdo de metanol foi de 11% para a amostra AMT1-1c e o minimo foi de 0,0% para
as amostras APT1-1a, APT1-1b e AMT1-1d.

Apenas um dos seis conjuntos ndo apresentou diferencas significativas durante os
30 dias.

As amostras de ensaio de volumes médio e elevado apresentam diferencas
significativas apds um periodo de 30 dias de armazenamento. No entanto para as
amostras de volume pequeno, os resultados obtidos quando o tubo foi aberto ao fim de
15 dias, APT1-1 tém diferencas nao significativas entre Co e C30, enquanto para as amostras
APT:-2 sdo registadas diferencas significativas. Estes resultados levantam algumas
duvidas e, nesse sentido. Deveria ser feita uma nova anélise.
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Tabela 18. Resultados obtidos para o analito metanol em amostras de ensaio de concentragdo B e

armazenados a temperatura T1 Concentrages expressas em g/L.

Diferenca Diferenga Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 30 (Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)

BPT:-1a 1,30 1,27 1,26 0,03 0,04 3,08
BPT:i-1b 1,28 1,28 1,20 0,00 0,08 6,25

Significativa
BPT:-1c 1,31 1,33 1,23 -0,02 0,08 6,11
BPT:-1d 1,27 1,28 1,22 -0,01 0,05 3,94
BPTi-2a 1,32 - 1,24 - 0,08 6,06
BPTi-2b 1,35 - 1,28 - 0,07 5,19

Significativa
BPT1-2c 1,36 - 1,28 - 0,08 5,88
BPT:-2d 1,26 - 1,22 - 0,04 3,17
BMTi-1a 1,28 1,32 1,28 -0,04 0,00 0,00
BMT:-1b 1,26 1,30 1,26 -0,04 0,00 0,00

N3o significativa

BMT:-1c 1,30 1,30 1,26 0,00 0,04 3,08
BMT:-1d 1,30 1,32 1,28 -0,02 0,02 1,54
BMTi-2a 1,33 - 1,24 - 0,09 6,77
BMT1-2b 1,34 - 1,30 - 0,04 2,99

Significativa
BMT1-2c 1,33 - 1,26 - 0,07 5,26
BMT:-2d 1,38 - 1,28 - 0,10 7,25
BET:-1a 1,35 1,33 1,27 0,02 0,08 5,93
BET:-1b 1,36 1,34 1,28 0,02 0,08 5,88

Significativa
BET:-1c 1,33 1,34 1,22 -0,01 0,11 8,27
BET:-1d 1,37 1,34 1,27 0,03 0,10 7,30
BET:-2a 1,34 - 1,29 - 0,05 3,73 Significativa
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BET1-2b 1,34 - 1,26 - 0,08 5,97

BET1-2c 1,31 - 1,28 - 0,03 2,29

BET:-2d 1,32 - 1,25 - 0,07 5,30

Como se pode observar pela tabela 18, relativamente a concentragdo mais
elevada, o valor maximo de diminuigdo de concentragao de metanol foi de 8,27% para a
amostra BET1-1c e o minimo foi de 0,00% para as amostras BMT1-1a e BMT1-1b.

Apenas um dos conjuntos que ndo apresentou diferencas significativas durante os
30 dias.

As amostras de ensaio de volumes pequeno e elevado apresentam diferencas
significativas apds um periodo de 30 dias de armazenamento. Nos resultados obtidos para
as amostras de volume médio, BMT1-1 tém diferencas nao significativas e as BMT;-2
diferencgas significativas, que mais uma vez levanta algumas duvidas, que deverdo ser
esclarecidas com a realiza¢ao de novos ensaios.
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Nas tabelas seguintes, encontram-se registados os resultados obtidos para T> (5-

6 °C).

Tabela 19. Resultados obtidos para o analito metanol em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenca Diferenga  Diferenga %
AE Co Cis Cso t-Student
(Co- Cas) (Co- C30) (Co- C30)

APT2-1a 0,52 0,51 0,50 0,01 0,02 3,9
APT>-1b 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9 e

Significativa
APT>-1c 0,53 0,52 0,52 0,01 0,01 1,9
APT2-2a 0,53 - 0,50 - 0,03 5,7
APT>-2b 0,52 - 0,51 - 0,01 1,9

Significativa
APT2-2c 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
APT»2-2d 0,54 - 0,48 - 0,06 11
AMT:-1a 0,52 0,50 0,51 0,02 0,01 1,9
AMT-1b 0,52 0,50 0,50 0,02 0,02 3,9

N3o significativa

AMT>-1c 0,50 0,46 0,50 0,04 0,00 0,0
AMT:-1d 0,50 0,50 0,50 0,00 0,00 0,0
AMT:-2a 0,51 - 0,51 - 0,00 0,0
AMT2-2b 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9

Significativa
AMT2-2c 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AMT2-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AETz:-1a 0,52 0,50 0,49 0,02 0,03 5,8 N3o significativa
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AET>-1b 0,50 0,50 0,50 0,00 0,00 0,0
AET2-1c 0,50 0,52 0,50 -0,02 0,00 0,0
AET2-1d 0,51 0,52 0,49 -0,01 0,02 3,9
AET2-2a 0,53 - 0,51 - 0,02 3,8
AET2-2b 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
N3o significativa
AET2-2c 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AETz-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9

Como se pode observar pela tabela 19, o valor maximo de diminuicdo de
concentragdo de metanol foi de 11% para a amostra APT,-2d e o minimo foi de 0,00%

para as amostras AMT;-1c, AMT,-1d, AMT,-2a, AET>-1b e AET»-1c.

Trés dos seis conjuntos ndo apresentaram diferencas significativas durante os 30

dias.

As amostras de ensaio de volume pequeno apresentam diferencas significativas,
enquanto as de volume elevado diferencas ndo significativas. Os resultados obtidos para
as AMT»-1 e AMT>-2 suscitam duvidas e como tal, deveria ser feita uma nova analise.
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Tabela 20. Resultados obtidos para o analito metanol em amostras de ensaio de concentragdo B e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferen¢a Diferenga

Diferenca %

AE Co Cis Cso t-Student
(Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)

BPT:-1a 1,30 1,26 1,21 0,04 0,09 6,92
BPTz-1b 1,32 1,27 1,24 0,05 0,08 6,06

Significativa
BPT»>-1c 1,31 1,28 1,24 0,03 0,07 5,34
BPT:-1d 1,33 1,28 1,26 0,05 0,07 5,26
BPT2-2a 1,24 - 1,22 - 0,02 1,61
BPT2-2b 1,31 - 1,26 - 0,05 3,82

Significativa
BPT>-2c 1,22 - 1,11 - 0,11 9,02
BPT2-2d 1,26 - 1,24 - 0,02 1,59
BMT:-1a 1,24 1,27 1,24 -0,03 0,00 0,00
BMTz-1b 1,22 1,26 1,14 -0,04 -0,02 -1,64

N3o significativa

BMT2-1c 1,32 1,29 1,26 0,03 0,06 4,55
BMT:-1d 1,26 1,20 1,26 0,06 0,00 0,00
BMT:-2a 1,28 - 1,24 - 0,04 3,13
BMT2-2b 1,24 - 1,21 - 0,03 2,42

Significativa
BMT:-2c 1,27 - 1,26 - 0,01 0,79
BMT:-2d 1,28 - 1,26 - 0,02 1,56
BETz2-1a 1,32 1,28 1,27 0,04 0,05 3,79
BET:-1b 1,34 1,28 1,26 0,06 0,08 5,97 Significativa
BET2-1c 1,35 1,31 1,27 0,04 0,08 5,93

51



BET:-1d 1,32 1,29 1,26 0,03 0,06 4,55

BET:-2a 1,29 - 1,22 - 0,07 5,43
BET:-2b 1,30 - 1,27 - 0,03 2,31
Significativa
BET2-2c 1,36 - 1,26 - 0,10 7,35
BET:-2d 1,32 1,24 - 0,08 6,06

Como se pode observar pela tabela 20, relativamente a concentragdo mais
elevada, o valor maximo de diminui¢do de concentragao de metanol foi de 9,02% para a
amostra BPT,-2c e o minimo foi de 0,00% para as amostras BMT;-1a e BMT,-1d.

Apenas um dos conjuntos ndo apresentou diferencgas significativas durante os 30
dias.

As amostras de ensaio de volumes pequeno e elevado apresentam diferencas
significativas apds um periodo de 30 dias de armazenamento. No entanto para as
amostras de volume médio as BMT,-1 tém diferengas ndo significativas e as BMT;-2
diferencas significativas. Estes ensaios deverao ser repetidos.
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2.5.2.3. TivsT:

Depois de registados os resultados obtidos para cada temperatura (T1- -20 °C; To—
5-6 °C), os mesmos foram agrupados em graficos por volume e concentracdo, para melhor
visualizacdo do efeito das duas temperaturas de ensaio, para o mesmo periodo de tempo.

Na figura 12 encontram-se representados os resultados obtido para as amostras
referentes ao metanol.
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Figura 12. Graficos representativos da evolu¢do da concentracdo do metanol para um periodo de 30 dias.
Legenda: azul — Co, laranja — Cis e cinzento — Cso.
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As amostras de ensaio assinaladas a vermelho, sdo as que causam alguma duvida
e para as quais uma nova analise seria necessaria.

O conjunto de ensaios realizado aponta para que os parametros avaliados tenham
efeito significativo na concentracdao de metanol apdés armazenamento de 30 dias, nas
condigdes ensaiadas, ndo sendo possivel retirar conclusdes sobre efeito diferenciado da
temperatura.

Os resultados devem ser aprofundados com mais réplicas para cada uma das
condigdes e periodos de tempo estudados.
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2.5.3. 2-Propanol

2.5.3.1. Identificagao de outliers

Para os valores que poderao ser discrepantes, em cada conjunto de amostras de
ensaio com as mesmas condicdes, fez-se o teste de Grubbs.

Na tabela 21, encontram-se os valores dos resultados potencialmente
discrepantes e o valor obtido para o parametro de teste, G experimental, calculado com
os valores que constam no anexo A4.3.

Tabela 21. Valores de G experimental para as amostras APTi-1a, BPT1-2b, BPT2-2b, BPT2-2¢c, BMT2-1c e
BET»-2c.

Valor potencialmente
discrepante

Amostra de Ensaio G experimental

APT:-1a 0,63 1,47
BPT:-2b 1,34 1,39
BPT-2b 1,28 0,98
BPT2-2¢ 1,16 1,37
BMT.-1b 1,18 1,23
BMT.-1c 1,28 1,11
BET,-2c 1,31 1,44

Como se pode verificar, para todas as amostras foi obtido um valor de G
experimental inferior ao G tabelado, tendo sido aceite a hipdtese nula. Nenhum ensaio
foi considerado um outlier.

2.5.3.2. Teste t-Student emparelhado e variagao das concentrag¢oes

A semelhanca do teste anterior, também o teste t-Student emparelhado foi feito
aos mesmos conjuntos de amostras de ensaio com as mesmas condigdes. Os valores
obtidos para os parametros de teste e para ot critico uni caudal encontram-se em anexo
(A5.3).

Nas tabelas 22, 23, 24 e 25 encontram-se registados os resultados de concentracao
do 2-propanol obtidos, as diferencas obtidas para os trés periodos de andlise, a diferenca
percentual entre Co e C3o e as conclusdes obtidas por aplicagdo do teste-t a diferenga de
concentracao Co e Cso.
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Tabela 22. Resultados obtidos para o analito 2-propanol em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T1. Concentragdes expressas em g/L.

Diferenga

Diferenca

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
APT:-1a 0,63 0,64 0,60 -0,01 0,03 4,8
APT1-1b 0,49 0,50 0,48 -0,01 0,01 2,0
Significativa
APT:-1c 0,52 0,52 0,50 0,00 0,02 3,9
APT1-1d 0,51 0,52 0,49 -0,01 0,02 3,9
APT1-2a 0,54 - 0,50 - 0,04 7,4
APT1-2b 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
Significativa
APT1-2c 0,52 - 0,49 - 0,03 5,8
APT:-2d 0,52 - 0,50 - 0,02 3,9
AMTi-1a 0,52 0,49 0,46 0,03 0,06 12
AMTi-1b 0,50 0,50 0,47 0,00 0,03 6,0
Significativa
AMT:-1c 0,51 0,50 0,46 0,01 0,05 9,8
AMT:-1d 0,52 0,50 0,49 0,02 0,03 5,8
AMTi-2a 0,51 - 0,48 - 0,03 5,9
AMT1-2b 0,52 - 0,48 - 0,04 7,7
Significativa
AMT1-2c 0,50 - 0,47 - 0,03 6,0
AMT:1-2d 0,50 - 0,48 - 0,02 4,0
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AET:-1a 0,51 0,50 0,48 0,01 0,03 5,9

AET1-1b 0,51 0,50 0,48 0,01 0,03 5,9
Significativa
AET:-1c 0,50 0,50 0,46 0,00 0,04 8,0
AET:-1d 0,52 0,50 0,48 0,02 0,04 7,7
AET1-2a 0,52 - 0,48 - 0,04 7,7
AET1-2b 0,52 - 0,49 - 0,03 5,8
Significativa
AET1-2c 0,51 - 0,47 - 0,04 7,8
AET:-2d 0,50 - 0,47 - 0,03 6,0

Como se pode observar pela tabela 22, o valor maximo de diminuicdao da
concentragao de 2-propanol foi de 12% para a amostra AMT;-1a e o valor minimo foi de
2,0% para a amostra APT:-1b.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apdés um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Tabela 23. Resultados obtidos para o analito 2-propanol em amostras de ensaio de concentracdo B e
armazenados a temperatura T1. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenga

Diferenga

Diferenca %

AE C C C t-Student
0 1 30 (Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)
BPT:-1a 1,28 1,22 1,20 0,06 0,08 6,25
BPT:i-1b 1,30 1,22 1,14 0,08 0,16 12,3
Significativa
BPT:-1c 1,28 1,25 1,18 0,03 0,10 7,81
BPT:-1d 1,26 1,22 1,18 0,04 0,08 6,35
BPT:i-2a 1,24 - 1,18 - 0,06 4,84
BPTi-2b 1,34 - 1,24 - 0,10 7,46
Significativa
BPTi-2c 1,28 - 1,22 - 0,06 4,69
BPTi-2d 1,26 - 1,16 - 0,10 7,94
BMTi-1a 1,28 1,24 1,22 0,04 0,06 4,69
BMTi-1b 1,28 1,24 1,19 0,04 0,09 7,03
Significativa
BMT:-1c 1,26 1,22 1,20 0,04 0,06 4,76
BMT:-1d 1,30 1,24 1,22 0,06 0,08 6,15
BMT:-2a 1,29 - 1,19 - 0,10 7,75
BMTi-2b 1,31 - 1,24 - 0,07 5,34
Significativa
BMT1-2c 1,30 - 1,20 - 0,10 7,69
BMT:-2d 1,30 - 1,22 - 0,08 6,15
BET:-1a 1,32 1,25 1,20 0,07 0,12 9,09 .
Significativa
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BET:-1b 1,31 1,26 1,22 0,05 0,09 6,87

BET:-1c 1,28 1,25 1,17 0,03 0,11 8,59
BET:-1d 1,32 1,27 1,22 0,05 0,10 7,58
BET:-2a 1,30 - 1,22 - 0,08 6,15
BET1-2b 1,28 - 1,20 - 0,08 6,25
Significativa
BET1-2c 1,29 - 1,22 - 0,07 5,43
BET:-2d 1,28 - 1,18 - 0,10 7,81

Como se pode observar pela tabela 23, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor maximo de diminuicdo da concentracdo de 2-propanol foi de 12,3% para
a amostra BPT1-1b e o valor minimo foi de 4,69% para a amostra BMT;-1a.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apds um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Nas tabelas seguintes, encontram-se registados os resultados obtidos para T, (5-

6 °C).

Tabela 24. Resultados obtidos para o analito 2-propanol em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

AE c ¢ ¢ Diferenca Diferenga Diferenga % t-Student
0 1 %0 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
APT>-1a 0,50 0,48 0,47 0,02 0,03 6,0
APT»-1b 0,50 0,47 0,46 0,03 0,04 8,0
Significativa
APT2-1c 0,52 0,49 0,48 0,03 0,04 7,7
APT>-1d 0,53 0,52 0,50 0,01 0,03 57
APT>-2a 0,50 - 0,47 - 0,03 6,0
APT>-2b 0,50 - 0,47 - 0,03 6,0
Significativa
APT2-2¢ 0,50 - 0,48 - 0,02 4,0
APTz-2d 0,49 - 0,46 - 0,03 6,1
AMTz-1a 0,48 0,47 0,46 0,01 0,02 4,2
AMT2-1b 0,48 0,48 0,46 0,00 0,02 4,2
Significativa
AMT2-1c 0,49 0,46 0,45 0,03 0,04 8,2
AMT:-1d 0,47 0,48 0,46 -0,01 0,01 2,1
AMT:-2a 0,48 - 0,47 - 0,01 2,1
AMT2-2b 0,48 - 0,46 - 0,02 4,2
Significativa
AMT2-2c 0,49 - 0,47 - 0,02 4,1
AMTz-2d 0,50 - 0,47 - 0,03 6,0
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AET:-1a 0,49 0,46 0,46 0,03 0,03 6,1

AET>-1b 0,50 0,47 0,47 0,03 0,03 6,0
Significativa
AET>-1c 0,48 0,48 0,47 0,00 0,01 2,1
AET>-1d 0,50 0,48 0,46 0,02 0,04 8,0
AET2-2a 0,48 - 0,47 - 0,01 2,1
AET2-2b 0,48 - 0,46 - 0,02 4,2
Significativa
AET2-2c 0,50 - 0,46 - 0,04 8,0
AET2-2d 0,49 - 0,48 - 0,01 2,1

Como se pode observar pela tabela 24, o valor maximo de diminuicdo da
concentragao de 2-propanol foi de 8,2% para a amostra AMT,-1c e o valor minimo foi de
2,0% para a amostra AET»-2d.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apds um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Tabela 25. Resultados obtidos para o analito 2-propanol em amostras de ensaio de concentracdo B e

armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenca Diferenca Diferenca %

AE C C C t-Student
0 1 30 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
BPT2-1a 1,24 1,21 1,17 0,03 0,07 5,65
BPT:-1b 1,22 1,21 1,18 0,01 0,04 3,28
Significativa
BPT»>-1c 1,22 1,22 1,18 0,00 0,04 3,28
BPT»-1d 1,26 1,21 1,20 0,05 0,06 4,76
BPT>-2a 1,23 - 1,18 - 0,05 4,07
BPT:-2b 1,28 - 1,22 - 0,06 4,69
Significativa
BPT>-2c 1,16 - 1,04 - 0,12 10,3
BPT:-2d 1,25 - 1,18 - 0,07 5,60
BMTz-1a 1,21 1,20 1,18 0,01 0,03 2,48
BMTz-1b 1,18 1,18 1,18 0,00 0,00 0,00
N3o significativa
BMTz-1c 1,28 1,23 1,20 0,05 0,08 6,25
BMTz-1d 1,24 1,14 1,20 0,10 0,04 3,23
BMTz-2a 1,26 - 1,18 - 0,08 6,35
BMTz-2b 1,22 - 1,16 - 0,06 4,92
Significativa
BMT2-2c 1,24 - 1,18 - 0,06 4,84
BMTz-2d 1,27 - 1,19 - 0,08 6,30
BET:-1a 1,24 1,20 1,20 0,04 0,04 3,23 e
Significativa
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BET2-1b 1,26 1,21 1,18 0,05 0,08 6,35

BET:-1c 1,26 1,23 1,20 0,03 0,06 4,76
BET>-1d 1,26 1,20 1,20 0,06 0,06 4,76
BET2-2a 1,26 - 1,16 - 0,10 7,94
BET2-2b 1,24 - 1,19 - 0,05 4,03
Significativa
BET2-2c 1,31 - 1,20 - 0,11 8,40
BET2-2d 1,24 - 1,20 - 0,04 3,23

Como se pode observar pela tabela 25, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor mdximo de diminuicdo de concentracdo de 2-propanol foi de 10,3% para
a amostra BPT;-2c e o minimo foi de 0% para a amostra BMT;-1b.

As amostras de ensaio de volumes pequeno e elevado apresentam diferencas
significativas apds um periodo de 30 dias de armazenamento. Os resultados obtidos para
as amostras de volume médio, BMT2-1 e BMT>-2, suscitam duvidas e devera ser feita uma
nova analise.
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2.5.33. TivsT:

Depois de registados os resultados obtidos para cada temperatura (T1- -20 °C; To—
5-6 °C), os mesmos foram agrupados em graficos por volume e concentracdo, para melhor
visualizacdo do efeito das duas temperaturas de ensaio, para o mesmo periodo de tempo.

Na figura 13 encontram-se representados os resultados obtido para as amostras
referentes ao 2-propanol.
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Figura 13. Graficos representativos da evolugdo da concentragdo do 2-propanol para um periodo de 30
dias. Legenda: azul — Co, laranja — Cis e cinzento — Cso.
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As amostras de ensaio assinaladas a vermelho, sdo as que causam alguma duvida
e para as quais uma nova analise seria necessario.

Para ambos os valores de temperatura de armazenamento registaram-se
diferencas significativas entre a concentragao inicial Co e a concentragdo ao fim de 30 dias
de armazenamento, Cso, independentemente do volume de amostra, da concentragao e
da abertura intermédia do tubo.
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2.5.4. Acetona

2.5.4.1. Identificagao de outliers

Para os valores que poderao ser discrepantes, em cada conjunto de amostras de
ensaio com as mesmas condicdes, fez-se o teste de Grubbs.

Na tabela 26, encontram-se os valores dos resultados potencialmente
discrepantes e o valor obtido para o parametro de teste, G experimental, calculado com
os valores que constam no anexo A4.4.

Tabela 26. Valores de G experimental para as amostras APT:-1a, BPT1-2a, BPT1-2b, BMT1-1c, BMT1-2d,
BPT2-1b e BPT>-2c.
Valor potencialmente
discrepante

Amostra de Ensaio G experimental

APT:-1a 0,62 1,48
BPT:-2a 1,22 0,99
BPT:-2b 1,37 1,30
BMT;-1c 1,26 1,48
BMT3-2d 1,25 1,29
BPT»-1b 1,12 1,05
BPT2-2¢ 1,12 1,46

Como se pode verificar, para todas as amostras foi obtido um valor de G
experimental inferior ao G tabelado, tendo sido aceite a hipdtese nula. Nenhum ensaio
foi considerado um outlier.

2.5.4.2. Teste t-Student emparelhado e variagao das concentrag¢oes

A semelhanca do teste anterior, também o teste t-Student emparelhado foi feito
aos mesmos conjuntos de amostras de ensaio com as mesmas condigdes. Os valores
obtidos para os parametros de teste e o t critico uni caudal encontram-se em anexo
(A5.4).

Nas tabelas 27, 28, 29 e 30 encontram-se registados os resultados de concentracao
da acetona obtidos, as diferencas obtidas para os trés dias de andlise, a diferenca
percentual entre Co e C3p e as conclusdes obtidas por aplicacdo do teste-t emparelhado a
diferenca de concentracdes Co e Cso.
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Tabela 27. Resultados obtidos para o analito acetona em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T1. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenga

Diferenga

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
APT:-1a 0,62 0,61 0,51 0,01 0,11 18
APT:-1b 0,47 0,45 0,40 0,02 0,07 15
Significativa
APT:-1c 0,50 0,46 0,42 0,04 0,08 16
APT1-1d 0,48 0,51 0,40 -0,03 0,08 17
APT1-2a 0,52 - 0,39 - 0,13 25
APT1-2b 0,49 - 0,39 - 0,10 20
Significativa
APT1-2c 0,50 - 0,40 - 0,10 20
APT1-2d 0,51 - 0,41 - 0,10 20
AMTi-1a 0,50 0,49 0,40 0,01 0,10 20
AMT;:-1b 0,47 0,46 0,40 0,01 0,07 15
Significativa
AMT:-1c 0,48 0,48 0,40 0,00 0,08 17
AMT;:-1d 0,50 0,49 0,42 0,01 0,08 16
AMT:-2a 0,49 - 0,42 - 0,07 14
AMT1-2b 0,50 - 0,42 - 0,08 16
Significativa
AMT1-2c 0,46 - 0,42 - 0,04 8,7
AMT;:-2d 0,46 - 0,43 - 0,03 6,5
AET:-1a 0,48 0,48 0,42 0,00 0,06 13 e
Significativa
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AET1-1b 0,49 0,46 0,42 0,03 0,07 14

AET:-1c 0,48 0,46 0,40 0,02 0,08 17
AET:-1d 0,49 0,46 0,41 0,03 0,08 16
AET1-2a 0,50 - 0,40 - 0,10 20
AET1-2b 0,48 - 0,40 - 0,08 17
Significativa
AET1-2¢ 0,52 - 0,41 - 0,11 21
AET:-2d 0,50 - 0,42 - 0,08 16

Como se pode observar pela tabela 27, o valor médximo de diminuicdo de
concentracdo de acetona foi de 25% para a amostra APT1-2a e o minimo foi de 6,3% para
a amostra AMT;-2d.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apds um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Tabela 28. Resultados obtidos para o analito acetona em amostras de ensaio de concentragdo B e
armazenados a temperatura T1. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenga

Diferenca

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
BPT:-1a 1,31 1,17 0,76 0,14 0,55 42,0
BPT:-1b 1,34 1,16 0,76 0,18 0,58 43,3
Significativa
BPT:-1c 1,28 1,15 1,10 0,13 0,18 14,1
BPT:-1d 1,26 1,13 1,09 0,13 0,17 13,5
BPT:-2a 1,22 - 1,07 - 0,15 12,3
BPT1-2b 1,37 - 1,11 - 0,26 19,0
Significativa
BPT:1-2c 1,25 - 1,13 - 0,12 9,60
BPT:-2d 1,30 - 1,02 - 0,28 21,5
BMT;-1a 1,32 1,14 1,10 0,18 0,22 16,7
BMT:-1b 1,32 1,16 1,09 0,16 0,23 17,4
Significativa
BMTi-1c 1,26 1,12 1,06 0,14 0,20 15,9
BMT;:-1d 1,33 1,16 1,06 0,17 0,27 20,3
BMT:-2a 1,30 - 1,08 - 0,22 16,9
BMT:-2b 1,34 - 1,12 - 0,22 16,4
Significativa
BMT1-2¢c 1,30 - 1,07 - 0,23 17,7
BMT:-2d 1,25 - 1,10 - 0,15 12,0
BET:-1a 1,34 1,16 1,08 0,18 0,26 19,4 e
Significativa
BET:-1b 1,34 1,18 1,10 0,16 0,24 17,9
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BET:-1c 1,30 1,12 1,04 0,18 0,26 20,0

BET:-1d 1,31 1,19 1,10 0,12 0,21 16,0
BET:-2a 1,32 - 1,11 - 0,21 15,9
BET:-2b 1,28 - 1,04 - 0,24 18,8
Significativa
BET:-2¢ 1,32 - 1,09 - 0,23 17,4
BET:-2d 1,30 - 1,06 - 0,24 18,5

Como se pode observar pela tabela 28, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor maximo de diminuicao de concentragdo de acetona foi de 43,3% para a
amostra BPTi-1b e o minimo foi de 9,60% para a amostra BPT:-2c.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apdés um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Nas tabelas seguintes, encontram-se registados os resultados obtidos para T, (5-

6 °C).

Tabela 29. Resultados obtidos para o analito acetona em amostras de ensaio de concentragdo A e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenca

Diferenca

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 30 (Co- C15) (Co- C30) (Co- C30)
APT>-1a 0,48 0,44 0,41 0,04 0,07 15
APT>-1b 0,50 0,42 0,39 0,08 0,11 22
Significativa
APT2-1c 0,52 0,44 0,42 0,08 0,10 19
APT>-1d 0,49 0,46 0,42 0,03 0,07 14
APT>-2a 0,48 - 0,40 - 0,08 17
APT2-2b 0,50 - 0,41 - 0,09 18
Significativa
APT2-2c 0,51 - 0,42 - 0,09 18
APT>-2d 0,47 - 0,40 - 0,07 15
AMTz-1a 0,45 0,42 0,42 0,03 0,03 6,7
AMT:2-1b 0,44 0,44 0,40 0,00 0,04 9,1
Significativa
AMT>-1c 0,50 0,42 0,40 0,08 0,10 20
AMT-1d 0,46 0,44 0,41 0,02 0,05 11
AMT:-2a 0,47 - 0,42 - 0,05 11
AMT2-2b 0,44 - 0,42 - 0,02 4,6
Significativa
AMT2-2c 0,50 - 0,42 - 0,08 16
AMT:-2d 0,49 - 0,41 - 0,08 16
AETz-1a 0,47 0,42 0,40 0,05 0,07 15
AET2-1b 0,50 0,42 0,42 0,08 0,08 16
Significativa
AET>-1c 0,48 0,43 0,44 0,05 0,04 8,3
AET>-1d 0,50 0,44 0,43 0,06 0,07 14
AET2-2a 0,44 - 0,42 - 0,02 4,6 Significativa
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AET:-2b 0,46 - 0,42 - 0,04 8,7

AET2-2c 0,48 - 0,42 - 0,06 13

AET2-2d 0,48 - 0,43 - 0,05 10

Como se pode observar pela tabela 29, o valor maximo de diminuicdo de
concentracdo de acetona foi de 22% para a amostra APT;-1b e o minimo foi de 4,6% para
a amostra AMT;-2b.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apds um periodo de 30
dias de armazenamento.
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Tabela 30. Resultados obtidos para o analito acetona em amostras de ensaio de concentragdo B e
armazenados a temperatura T2. ConcentracGes expressas em g/L.

Diferenga

Diferenga

Diferenga %

AE C C C t-Student
0 1 %0 (Co- Ci15) (Co- C30) (Co- C30)
BPT:-1a 1,22 1,12 1,04 0,10 0,18 14,8
BPT>-1b 1,12 1,10 1,04 0,02 0,08 7,14
Significativa
BPT:-1c 1,14 1,11 1,03 0,03 0,11 9,65
BPT>-1d 1,20 1,08 1,03 0,12 0,17 14,2
BPT>-2a 1,24 - 1,02 - 0,22 17,7
BPT>-2b 1,28 - 1,10 - 0,18 14,1
Significativa
BPT2-2c 1,12 - 0,91 - 0,21 18,8
BPT>-2d 1,25 - 1,04 - 0,21 16,8
BMTz-1a 1,21 1,10 1,02 0,11 0,19 15,7
BMTz-1b 1,18 1,04 1,04 0,14 0,14 11,9
Significativa
BMTz-1c 1,24 1,13 1,08 0,11 0,16 12,9
BMTz-1d 1,25 1,04 1,08 0,21 0,17 13,6
BMT:-2a 1,24 - 1,02 - 0,22 17,7
BMT:-2b 1,24 - 1,04 - 0,20 16,1
Significativa
BMT2-2c 1,24 - 1,04 - 0,20 16,1
BMTz-2d 1,27 - 1,05 - 0,22 17,3
BET>-1a 1,17 1,10 1,06 0,07 0,11 9,40 e
Significativa
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BET2-1b 1,24 1,10 1,08 0,14 0,16 12,9

BET:-1c 1,20 1,10 1,08 0,10 0,12 10,0
BET>-1d 1,23 1,08 1,08 0,15 0,15 12,2
BET2-2a 1,27 - 1,01 - 0,26 20,5
BET2-2b 1,21 - 1,04 - 0,17 14,1
Significativa
BET2-2c 1,30 - 1,06 - 0,24 18,5
BET2-2d 1,21 - 1,08 - 0,13 10,7

Como se pode observar pela tabela 30, relativamente a concentracdo mais
elevada, o valor maximo de diminuicdo de concentracdo de acetona foi de 20,5% para a
amostra BET;-2a e o minimo foi de 7,14% para a amostra BPT;-1b.

Todos os conjuntos apresentaram diferencas significativas apés um periodo de 30
dias de armazenamento.
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2.5.43. TivsT:

Depois de registados os resultados obtidos para cada temperatura (T1- -20 °C; To—
5-6 °C), os mesmos foram agrupados em graficos por volume e concentracdo, para melhor
visualizacdo do efeito das duas temperaturas de ensaio, para o mesmo periodo de tempo.

Na figura 14 encontram-se representados os resultados obtido para as amostras
referentes a acetona.
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1,5

1,35
1,2

1,05
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0,6
0,45
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< 0,54

0,5
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0,34

0,3

APT1-1 APT1-2 APT2-1 APT2-2
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Volume M - Concentragao A Volume M - Concentragao B

1,5
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Volume E - Concentragao A Volume E - Concentragao B

0,55 1,35
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0,6
0,45
0,3

BET1-1 BET1-2 BET2-1 BET2-2
Amostras de Ensaio
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Figura 14. Graficos representativos da evolugdo da concentragdo da acetona para um periodo de 30 dias.
Legenda: azul — Co, laranja — Cis e cinzento — Cso.
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Para a acetona, independentemente da temperatura de armazenamento, T1 ou
T2, foram observadas diferencas significativas em todos os casos investigados.
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Parte IV - Conclusao






A andlise das condicbes com maior relevancia na estabilidade de amostras
sanguineas que contenham compostos organicos voldteis é um estudo realizado
frequentemente. Assim, neste trabalho foram estudadas a variagdo da temperatura, do
volume de amostra e da abertura prévia do tubo para o etanol, metanol, 2-propanol e
para a acetona.

Na generalidade das amostras houve diminui¢gdao da concentragao para todos os
compostos estudados no periodo de 30 dias de armazenamento. Verificou-se que as
diferencgas estdo relacionadas com a pressao de vapor de cada composto. O etanol foi o
analito com menos perdas e a acetona o analito para o qual se registaram valores de perda
de massa percentuais mais elevados.

No caso do etanol ndo se registaram alteracdes significativas de concentracao
apods um periodo de 30 dias no caso de amostras de menor volume e volume intermédio,
para a concentragdo de 0,50 g/L, quando armazenadas a -20 °C. O mesmo foi verificado
para o metanol nas amostras de volume elevado, para a concentra¢do 0,50 g/L, quando
armazenadas a 5-6 °C. Para o 2-propanol e para a acetona foram observadas diferencas
significativas entre as concentracgdes Co e Czp em todas as condi¢des ensaiadas.

Verificou-se a influéncia da abertura prévia do tubo entre as amostras AMT1-1 e
AMT:-2, APT,-1 e APT;-2, BPT,-1 e BPT,-2 para o etanol.

Em conclusdo, as andlises a amostras sanguineas e com a presenca de compostos
organicos volateis devem ser realizadas no menor espago de tempo, uma vez que ao longo
do tempo é expectdvel que ocorram alteracdes mais significativas na concentracdo dos
compostos organicos volateis.

Futuramente, este é um trabalho que deve ser continuado e no qual o tempo de
armazenamento deve ser prolongado, no caso do etanol, e encurtado para os restantes
compostos, com um maior numero de amostras de ensaio e anadlises para os periodos de
tempo definidos. Posteriormente, podera ser feita andlise multivariada de forma a tentar
identificar qual ou quais os fatores com mais influéncia na estabilidade das amostras.
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Al. Concentragoes iniciais obtidas para os quatro compostos

Al.l. T,
Etanol Metanol 2-Propanol Acetona Etanol Metanol 2-Propanol Acetona

0,61 0,63 0,62 0,62 1,30 1,29 1,28 1,32
APT;-1a BPT;-1a

0,63 0,66 0,64 0,61 1,20 1,31 1,27 1,30

0,48 0,49 0,49 0,48 1,31 1,28 1,32 1,40
APT;-1b BPT;-1b

0,49 0,50 0,49 0,46 1,29 1,28 1,27 1,29

0,54 0,57 0,53 0,48 1,38 1,28 1,26 1,28
APT1-1C BPT1-1C

0,53 0,54 0,53 0,52 1,34 1,34 1,29 1,29

0,51 0,53 0,50 0,47 1,26 1,23 1,28 1,35
APT;-1d BPT;-1d

0,53 0,54 0,52 0,50 1,30 1,31 1,23 1,16

0,52 0,54 0,53 0,52 1,33 1,34 1,24 1,16
APT;-2a BPT;-2a

0,55 0,57 0,54 0,51 1,29 1,29 1,25 1,28

0,53 0,56 0,52 0,48 1,33 1,33 1,33 1,39
APT;-2b BPT;-2b

0,52 0,53 0,52 0,50 1,37 1,37 1,34 1,35

0,52 0,52 0,52 0,52 1,34 1,35 1,25 1,17
APT;-2c BPT;-2c

0,53 0,55 0,53 0,47 1,37 1,38 1,32 1,33

0,52 0,53 0,52 0,51 1,26 1,26 1,26 1,30
APT;-2d BPT;-2d

0,53 0,54 0,53 0,50 1,27 1,26 1,25 1,29

0,50 0,52 0,51 0,49 1,27 1,25 1,27 1,32
AMT;-1a BMT;-1a

0,52 0,52 0,53 0,51 1,31 1,31 1,29 1,33

0,51 0,52 0,50 0,50 1,27 1,24 1,28 1,35
AMT;-1b BMT;-1b

0,52 0,54 0,51 0,44 1,29 1,29 1,27 1,30

0,51 0,53 0,51 0,49 1,28 1,30 1,23 1,20
AMT;-1c BMT;-1c

0,52 0,54 0,51 0,46 1,31 1,31 1,28 1,31

0,51 0,52 0,52 0,50 1,31 1,30 1,30 1,34
AMT;-1d BMT;-1d

0,53 0,53 0,51 0,49 1,31 1,31 1,29 1,32

0,49 0,49 0,51 0,50 1,32 1,31 1,31 1,35
AMT;-2a BMT;-2a

0,52 0,54 0,51 0,48 1,32 1,35 1,27 1,24

0,51 0,52 0,52 0,50 1,33 1,33 1,32 1,37
AMT;-2b BMT;-2b

0,51 0,52 0,52 0,50 1,35 1,35 1,30 1,30

0,52 0,52 0,50 0,49 1,31 1,29 1,31 1,36
AMT;-2c BMT;-2c

0,51 0,53 0,51 0,44 1,36 1,37 1,29 1,24

0,52 0,54 0,50 0,46 1,36 1,37 1,30 1,29
AMT;-2d BMT;-2d

0,53 0,54 0,51 0,45 1,38 1,39 1,29 1,21

0,51 0,52 0,51 0,48 1,32 1,32 1,33 1,38
AET;-1a BET;-1a

0,51 0,52 0,51 0,50 1,37 1,38 1,31 1,29

0,49 0,50 0,51 0,51 1,33 1,32 1,31 1,36
AET;-1b BET;-1b

0,51 0,54 0,51 0,47 1,37 1,39 1,31 1,31

0,49 0,50 0,50 0,49 1,30 1,30 1,28 1,28
AET;-1c BET;-1c

0,53 0,55 0,51 0,46 1,35 1,36 1,29 1,31

0,51 0,53 0,52 0,50 1,35 1,35 1,34 1,37
AET;-1d BET;-1d

0,30 0,54 0,51 0,47 1,37 1,39 1,30 1,25
AET;-2a 0,52 0,55 0,52 0,50 BET;-2a 1,31 1,32 1,30 1,34
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0,51 0,53 0,51 0,49 1,35 1,36 1,30 1,30

0,53 0,55 0,51 0,45 1,31 1,31 1,29 1,33
AET;-2b BET:-2b

0,52 0,55 0,53 0,50 1,36 1,37 1,28 1,24

0,52 0,53 0,51 0,52 1,31 1,30 1,30 1,34
AET;-2c BET;-2c

0,52 0,53 0,51 0,52 1,32 1,32 1,28 1,31

0,53 0,55 0,50 0,47 1,31 1,32 1,30 1,34
AET;-2d BET;-2d

0,51 0,53 0,51 0,52 1,32 1,32 1,27 1,27

Al1.2.T,
Etanol Metanol 2-Propanol Acetona Etanol Metanol 2-Propanol Acetona

0,50 0,52 0,51 0,52 1,29 1,25 1,26 1,28
APT>-1a BPT,-1a

0,52 0,53 0,49 0,45 1,32 1,34 1,23 1,15

0,51 0,51 0,50 0,51 1,33 1,33 1,24 1,13
APT,-1b BPT,-1b

0,51 0,53 0,50 0,49 1,31 1,31 1,21 1,11

0,52 0,53 0,52 0,52 1,33 1,34 1,23 1,14
APT>-1c BPT,-1c

0,52 0,53 0,52 0,53 1,29 1,28 1,21 1,13

0,56 0,59 0,53 0,48 1,32 1,31 1,27 1,25
APT,-1d BPT,-1d

0,56 0,59 0,53 0,50 1,34 1,35 1,24 1,14

0,52 0,54 0,50 0,48 1,24 1,21 1,22 1,24
APTz-Za BPT2-2a

0,50 0,52 0,49 0,48 1,29 1,28 1,24 1,25

0,51 0,52 0,50 0,51 1,35 1,33 1,31 1,29
APT,-2b BPT»-2b

0,51 0,53 0,51 0,49 1,31 1,29 1,26 1,26

0,49 0,50 0,50 0,51 1,18 1,19 1,10 0,99
APT,-2¢c BPT,-2c

0,52 0,53 0,51 0,51 1,22 1,25 1,23 1,25

0,52 0,54 0,49 0,45 1,26 1,22 1,25 1,25
APT,-2d BPT,-2d

0,51 0,53 0,49 0,49 1,29 1,30 1,25 1,25

0,52 0,53 0,48 0,44 1,22 1,20 1,19 1,20
AMT,-1a BMT,-1a

0,50 0,51 0,48 0,46 1,27 1,27 1,23 1,22

0,51 0,53 0,48 0,44 1,30 1,29 1,25 1,26
AMT,-1b BMT,-1b

0,51 0,52 0,48 0,43 1,30 1,14 1,11 1,10

0,49 0,49 0,49 0,51 1,29 1,25 1,28 1,32
AMT,-1c BMT,-1c

0,50 0,52 0,49 0,48 1,38 1,38 1,29 1,16

0,49 0,51 0,46 0,43 1,28 1,26 1,25 1,27
AMT,-1d BMT,-1d

0,48 0,49 0,48 0,49 1,28 1,27 1,23 1,23

0,50 0,51 0,47 0,45 1,27 1,25 1,26 1,20
AMT,-2a BMT,-2a

0,49 0,51 0,49 0,49 1,32 1,32 1,25 1,24

0,50 0,51 0,48 0,44 1,26 1,25 1,22 1,25
AMT,-2b BMT,-2b

0,51 0,53 0,47 0,43 1,25 1,24 1,23 1,22

0,49 0,51 0,49 0,50 1,27 1,26 1,25 1,27
AMT,-2c BMT,-2c

0,50 0,52 0,49 0,50 1,28 1,28 1,23 1,20

0,52 0,53 0,50 0,47 1,29 1,28 1,26 1,27
AMT,-2d BMT,-2d

0,51 0,52 0,49 0,51 1,30 1,29 1,28 1,27
AET,-1a 0,50 0,52 0,50 0,44 BET,-1a 1,26 1,27 1,18 1,11
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0,51 0,53 0,48 0,50 1,37 1,37 1,29 1,23

0,50 0,50 0,50 0,50 1,33 1,35 1,25 1,20
AET>-1b BET»-1b

0,50 0,51 0,49 0,50 1,33 1,32 1,27 1,27

0,47 0,48 0,48 0,49 1,37 1,37 1,26 1,18
AET,-1c BET,-1c

0,50 0,52 0,48 0,47 1,33 1,33 1,27 1,22

0,49 0,49 0,50 0,52 1,29 1,28 1,25 1,26
AET,-1d BET,-1d

0,51 0,53 0,49 0,47 1,31 1,37 1,27 1,20

0,51 0,53 0,48 0,44 1,29 1,26 1,26 1,29
AET,-2a BET,-2a

0,51 0,53 0,48 0,44 1,31 1,32 1,26 1,25

0,51 0,53 0,48 0,46 1,25 1,24 1,23 1,26
AET>-2b BET»-2b

0,50 0,52 0,48 0,46 1,30 1,35 1,25 1,16

0,52 0,53 0,50 0,45 1,39 1,38 1,36 1,38
AETz-ZC BETz-ZC

0,50 0,52 0,49 0,50 1,33 1,34 1,26 1,22

0,50 0,51 0,50 0,52 1,33 1,34 1,23 1,15
AET,-2d BET,-2d

0,52 0,54 0,48 0,44 1,31 1,30 1,26 1,27
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A2. Método utilizado na determinagao de compostos organicos volateis

de baixo peso molecular

OVEN

Initial temp: 40 'C (On)

Initial time: 5.00 min

Ramps:
# Rate Final temp Final time
1 0.0(Off) Post

temp: 50 'C Post

time: 0.00 min Run

time: 5.00 min

FRONT INLET (SPLIT/SPLITLESS)
Mode: Split

Initial temp: 50 'C (Off)
Pressure: 0.00 psi (Off)

Total flow: 45.0 mL/min

Gas saver: Off

Gas type: Helium

COLUMN 1

Capillary Column

Model Number: J&W 123-924
DB-ALC2

Max temperature: 260 'C
Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 320.00 um
Nominal film thickness: 1.20 um
Mode: constant pressure
Pressure: 11.96 psi

Nominal initial flow: 2.7 mL/min
Average velocity: 42 cm/sec
Inlet: Back Inlet

Outlet: Front Detector

Outlet pressure: ambient

FRONT DETECTOR (FID)
Temperature: 250 'C (On)
Hydrogen flow: 40.0 mL/min (On)
Air flow: 450.0 mL/min (On)
Mode: Constant makeup flow
Makeup flow: 45.0 mL/min (On)
Makeup Gas Type: Nitrogen
Flame: On

Electrometer: On

Lit offset: 2.0

6890 GC METHOD

Maximum temp: 240 'C
Equilibration time: 0.20 min

BACK INLET (SPLIT/SPLITLESS)
Mode: Split

Initial temp: 150 'C (On)
Pressure: 11.96 psi (On)

Split ratio: 3.68:1

Split flow: 20.0 mL/min

Total flow: 28.3 mL/min

Gas saver: Off

Gas type: Helium

COLUMN 2

Capillary Column

Model Number: J&W 123-9134
DB-ALC1

Max temperature: 260 'C
Nominal length: 30.0 m
Nominal diameter: 320.00 um
Nominal film thickness: 1.80 um
Mode: (see column 1)

Pressure: 11.96 psi

Nominal initial flow: 2.7 mL/min
Average velocity: 42 cm/sec
Inlet: Back Inlet

Outlet: Back Detector

Outlet pressure: ambient

BACK DETECTOR (FID)
Temperature: 250 'C (On)
Hydrogen flow: 40.0 mL/min (On)
Air flow: 450.0 mL/min (On)
Mode: Constant makeup flow
Makeup flow: 45.0 mL/min (On)
Makeup Gas Type: Nitrogen
Flame: On

Electrometer: On

Lit offset: 2.0
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SIGNAL 1

Data rate: 50 Hz
Type: front detector
Save Data: On

Zero: 0.0 (Off)

Fast Peaks: Off
Attenuation: 0

COLUMN COMP 1
Derive from front detector

AUX PRESSURE 3
Description:

Gas Type: Helium

Inicial pressure: 0.00 psi (Off)

AUX PRESSURE 5
Description: VIAL/PRESS
Gas Type: Helium
Inicial pressure: 14.50 psi (On)
Inicial time: 0.00 min
# Rate Final pres Final time
1 0.0 (off)

TIME TABLE
Time Specifier

SIGNAL 2

Data rate: 20 Hz
Type: back detector
Save Data: On
Zero: 0.0 (Off)

Fast Peaks: Off
Attenuation: 0

COLUMN COMP 2
Derive from back detector

AUX PRESSURE 4
Description: CARRIER
Gas Type: Helium
Inicial pressure: 30.00 psi (On)
Inicial time: 0.00 min
# Rate Final pres Final time
1 0.0 (off)

POST RUN
Post Time: 0.00 min

Parameter & Setpoint

GC Injector

Front Injector: No parameters specified

Back Injector: No parameters specified

HEADSPACE PARAMETERS

Headspace Device:
Communications Mode:

Agilent G1888 Headspace Sampler
IP Address:Port =10.1.1.122

Serial Number: IT00525007

Firmware Revision: A.01.09

Vial Size, mL: 10

Handshake Mode: Headspace Proceed
Oven Stabilization Time, min: 1

Pressure Units: psi

Carrier Connection: Back Inlet (EPC) Vial Aux5
Vial EPC:
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Multi HS Extr: OFF

Extractions Per Vial: 2
GC Cycle Time (Min): 5.2
Inject Time (Min): 1.00
Loop Equilibration Time (Min): 0.05
Loop Fill Time (Min): 0.05
Loop Temperature: 90
Oven Temperature: 50
Shake: Low
Transfer Line Temperature: 90
Vial Equilibration Time (Min): 10.0
Vial Pressurization Time (Min): 0.50

Calibration Table

Calculate: Internal Standard

Based on: Peak Area

Rel. Reference Window: 5.000 %

Abs. Reference Window: 0.000 min

Rel. Non-ref. Window: 5.000 %

Abs. Non-ref. Window: 0.000 min

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks: Not reported

Partial Calibration: Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type: Linear

Origin: Included

Weight: Equal

Recalibration Settings:
Average Response: Average all calibrations
Average Retention Time: Floating average new 75 %

Calibration Report Options:
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Default Sample ISTD Information (if not set in sample table):
ISTD  ISTD Amount Name

# (g/L]
I |
1 1.00000 PIB
2 1.00000 PIA
RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min]  Sig (8/L]
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2.069

2.436

2.621

2.932

2.952

3.106

3.549

3.958

4.649

NEFR,OUPR,WONEROUP,WONERPOUPRRWONRERPOUPPWONREROUPRAWONRERPOUPRPWONRERPOUPRDWNRERPOODUPRARWNREROODUPDWNEERE

1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000e-1
2.50000e-1
5.00000e-1
1.00000
2.00000
4.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000

8.99604e-1
2.60473
5.05773
8.45451
18.59451
39.82512
8.05355e-1

2.38083
4.65131
7.73626
17.24434
37.20140
1.42754
4.13070
8.20050
14.19178
30.69585
65.86839
1.21722
3.58683
7.16342
12.54731
27.78325
60.18740
7.38672
18.92542
37.87609
75.08568
151.58438
310.73056
2.57543
7.08781
14.00116
25.69776
53.55754
112.57899
2.24814
6.30331
12.54491
23.30712
48.90308
103.94480
7.98064
20.28238
40.32942
79.83863
161.08553
329.50803
25.18107
28.51507
28.03296
25.03809
26.26649
27.65357
21.15223
23.87035
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1.11160e-1
9.59794e-2
9.88587e-2
1.18280e-1
1.07559%e-1
1.00439e-1
1.24169e-1
1.05005e-1
1.07497e-1
1.29261e-1
1.15980e-1
1.07523e-1
7.00508e-2
6.05224e-2
6.09719e-2
7.04633e-2
6.51554e-2
6.07272e-2
8.21543e-2
6.96995e-2
6.97991e-2
7.96983e-2
7.19858e-2
6.64591e-2
1.35378e-2
1.32097e-2
1.32009e-2
1.33181e-2
1.31940e-2
1.28729%e-2
3.88284e-2
3.52718e-2
3.57113e-2
3.89139%e-2
3.73430e-2
3.55306e-2
4.44813e-2
3.96617e-2
3.98568e-2
4.29053e-2
4.08972e-2
3.84820e-2
1.25303e-2
1.23260e-2
1.23979e-2
1.25253e-2
1.24158e-2
1.21393e-2
3.97124e-2
3.50692e-2
3.56723e-2
3.99391e-2
3.80713e-2
3.61617e-2
4.72763e-2
4.18930e-2

MetanolB

MetanolA

EtanolB

EtanolA

AcetonaA

IsopropanolB

IsopropanolA

AcetonaB

PIB

PIA



3 1.00000 23.52534 4.25074e-2
4 1.00000 21.24778 4.70637e.2
5 1.00000 21.96787 4.55210e-2
6 1.00000 23.34804 4.28302e-2
Curvas de Calibragao
e Etanol
Area Ratio v | EtanclB at exp. RT: 2.436
] & | FIDZ B,
2 / Correlation: 0.99991
- p Residual Std. Dev.: 0.01265
1.5 o Formula: v = mx + b
] 5. m: 5.94960e-1
1] - b: -8.,42919%e-3
] e *: Amount
] /:// y: Area
142
0 P;I- T | I
0 2 4
Amount Ratio
Area Ratio | Etanollk at exp. RT: 2.621
257 § | FID1 A,
Correlation: 0.99980
2‘: Residual 3Std. Dev.: 0.02058
1 yd Formula: v = mx + b
1.5 ;5/ m: 6.45483e-1
i P s} -1.737Bge-2
1 - . -
: 4/ ®x: Amount
] Py ¥: Area
05+ 3 -
19w
1
0 T T
0 2 4
. Amount Ratio
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e Metanol

Area Ratio ] MetanolB at exp. RT: 1.962
1'4_: [ FID2Z B,
1.2 Correlation: 0.995985
; Residual Std. Dev.: 0.00987
1_; Formula: y = mx + b
0.8 5 m: 3.59310e-1
IJ.E—: b -3.90883e-3
] X: Amount
0.4 4 4 y: Area
1 3
0,2-:12
0P T
0 2 4
Amount Ratio
Area Ratio Metancld at exp. RT: 2.069
E & | FID1 A,
14 Correlation: 0.99976
1.2 Residual Std. Dev.: 0.01383
1 Formula: y = mx + b
. 5 m: 3.98052e-1
087 b -6.67980e-3
0.6 x: Amount
0.4 4 v: Area
0.2—;.‘2 3
0 f—r——— T
0 2 4
Amount Ratio
e Acetona
Area Ratio J Acetonal at exp. RT: 2.932
] © | FID1 A,
12 Correlation: 0.99970
10 Residual Std. Dev.: 0.12880
. Formula: v = mx + b
8- 5 m: 3.34644
6 -] b 3.21784e-2
®: Amount
4 4 .
1 y: Rrea
22 :
0 | T T T T
0 2 4
Amount Ratio
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Area Ratio ]
: G
10
8-
] 5
&
4 }4/
24 3
1"
R ; e
0 2 4
Amount Ratio
e 2-Propanol
Area Rafio 7
4 ‘
354
28 5
2
1573 4
14
4 3
05,2
0 I T
0 2 4
Amount Ratio
&
5
4/
—— -y
2 4
Amount Ratio
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AcetonaB at exp. BT: 3.549

FIDZ E,
Correlation: 0.58588972
Residual Std. Dev.: 0.11118
Formula: yv = mx + b

m: 2.99243

b 3.04670e-2

®: Amcunt

y: Area

IsopropanclB at exp. RT: 2.952

FIDZ B, .
Correlation: 0.99959
Residual Std. Dev.: 0.00626
Formula: v = mx + b

m: 1.01876

b: -1.50948e-3

x: Amount

y: RArea

IsopropanolX at exp. RT: 3.106

FID1 A,
Correlation: 0.99999
Residual Std. Dev.: 0.00944
Formula: y = mx + b

m: 1.11571

b: =1.1386le=2

®: Amount

y: Area



e Padrao Interno

Area Ratio
0.8
0.6
0.4

0.2

0
0

Area Ratio

08
0.6-]
0.4

0.2

T
0.5
Amounl Ratio

=]

102

PIB at exp. RT: 3.0558

FID2 B,

Correlation:

Residual EStd. Dev.:

Formula: y = mx + b
m: 1.00000
b: 0.00000
®: Amount
y: Area

PIA at exp. RT: 4.649

FID1 A&,

Correlation:

Fesidual Std. Dev.:

Formula: v = mx + b
m: 1.00000
b: g.00000
H: Amount
y: Area

1.00000
0.00000

1.00000
0.00000



A3. Valores de Co, C15 e C30 e valor médio conforme o limite de

repetibilidade

A3.1. Etanol

Concentragao A, Temperatura T,

AE Co Média Cis Média C3o Média

0,61 0,63 0,63

APT:-1a 0,62 0,63 _— 0,62
0,63 0,63 0,62
0,48 0,51 0,50

APT:-1b 0,48 0,52 T — 0,49
0,49 0,52 0,48
0,54 0,54 0,52

APT:1-1c 0,54 0,54 I — 0,52
0,53 0,53 0,51
0,51 0,52 0,50

APT:-1d 0,52 0,52 T — 0,51
0,53 0,52 0,51
0,52 0,51

APT:-2a 0,54 - - T — 0,51
0,55 0,51
0,53 0,52

APT1-2b 0,52 - - —_— 0,52
0,52 0,51
0,52 0,52

APT1-2c 0,52 - - —_— 0,52
0,53 0,51
0,52 0,52

APT:-2d 0,52 - - S 0,52
0,53 0,51
0,50 0,51 0,47

AMT:-1a 0,51 0,50 S — 0,48
0,52 0,50 0,49
0,51 0,53 0,49

AMT:-1b 0,52 0,52 e — 0,49
0,52 0,51 0,49
0,51 0,50 0,47

AMT:-1c 0,52 0,48 R — 0,48
0,52 0,47 0,48
0,51 0,52 0,51

AMT:-1d 0,52 0,51 —_— 0,51
0,53 0,50 0,51
0,49 0,50

AMT:-2a 0,50 - - 0,50
0,52 0,50
0,51 0,49

AMT:1-2b 0,51 - - 0,50
0,51 0,50
0,52 0,49

AMT1-2c 0,52 - - e 0,49
0,51 0,49
0,52 0,50

AMT:-2d 0,52 - - —_— 0,50
0,53 0,50
0,51 0,51 0,50

AET:-1a 0,51 0,51 e 0,50
0,51 0,51 0,49
0,49 0,50 0,50

AET:-1b 0,50 0,51 0,50
0,51 0,52 0,49

103



0,49 0,50 0,48

AET:-1c 0,51 0,51 0,48
0,53 0,52 0,49
0,51 0,52 0,50

AET:-1d 0,52 0,51 0,50
0,30 0,51 0,50
0,52 0,50

AET1-2a 0,52 - - 0,50
0,51 0,51
0,53 0,50

AET:-2b 0,53 - - 0,50
0,52 0,51
0,52 0,49

AET:-2c 0,52 - - 0,49
0,52 0,49
0,53 0,50

AET:-2d 0,52 - - 0,50
0,51 0,50

e Concentracdo B, Temperatura T;
AE Co Média Cis Média Cso Média

1,30 1,29 1,27

BPT:-1a 1,30 1,28 1,27
1,30 1,27 1,27
1,31 1,27 1,21

BPT:-1b 1,30 1,27 1,21
1,29 1,27 1,21
1,38 1,33 1,25

BPT:-1c 1,31 1,33 1,24
1,34 1,33 1,23
1,26 1,27 1,24

BPT:-1d 1,28 1,28 1,24
1,30 1,3 1,23
1,33 1,24

BPT:-2a 1,31 - - 1,24
1,29 1,25
1,33 1,3

BPT:-2b 1,35 - - 1,30
1,37 1,29
1,34 1,27

BPT:1-2c 1,36 - - 1,28
1,37 1,3
1,26 1,25

BPT:-2d 1,26 - - 1,24
1,27 1,22
1,27 1,31 1,29

BMT:-1a 1,29 1,31 1,30
1,31 1,31 1,3
1,27 1,3 1,24

BMT:-1b 1,28 1,30 1,26
1,29 1,3 1,29
1,28 1,28 1,28

BMT:-1c 1,30 1,28 1,28
1,31 1,29 1,26
1,31 1,33 1,29

BMT:-1d 1,31 1,32 1,30
1,31 1,32 1,3
1,32 1,29

BMT:-2a 1,32 - - 1,26
1,32 1,23
1,33 1,3

BMT:-2b 1,34 - - 1,31
1,35 1,32

BMT:-2c 1,31 1,34 - - 1,26 1,26
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1,36 1,27
1,36 1,3

BMT:-2d 1,37 - - 1,30
1,38 1,3
1,32 1,31 1,28

BET:-1a 1,34 1,33 1,28
1,37 1,35 1,27
1,33 1,33 1,28

BET:-1b 1,35 1,33 1,29
1,37 1,33 1,3
1,30 1,34 1,26

BET:-1c 1,32 1,34 1,24
1,35 1,34 1,23
1,35 1,34 1,28

BET:-1d 1,36 1,34 1,28
1,37 1,33 1,28
1,31 1,3

BET1-2a 1,33 - - 1,30
1,35 1,29
1,31 1,27

BET:-2b 1,34 - - 1,27
1,36 1,27
1,31 1,29

BET:-2¢ 1,32 - - 1,30
1,32 1,3
1,31 1,24

BET:-2d 1,32 - - 1,26
1,32 1,27

e Concentracao A, Temperatura T2
AE Co Média C1s Média Cao Média

0,5 0,5 0,49

APT>-1a 0,51 0,50 0,49
0,52 0,49 0,49
0,51 0,51 0,49

APT2-1b 0,51 0,50 0,48
0,51 0,49 0,48
0,52 0,53 0,51

APT2-1c 0,52 0,52 0,50
0,52 0,5 0,5
0,56 0,55 0,52

APT>-1d 0,56 0,55 0,53
0,56 0,55 0,54
0,52 0,49

APT2-2a 0,51 - - 0,49
0,5 0,49
0,51 0,49

APT2-2b 0,51 - - 0,50
0,51 0,5
0,49 0,5

APT2-2c 0,50 - - 0,50
0,52 0,49
0,52 0,48

APT2-2d 0,52 - - 0,48
0,51 0,49
0,52 0,5 0,49

AMT2-1a 0,51 0,50 0,49
0,5 0,49 0,49
0,51 0,49 0,48

AMT2-1b 0,51 0,49 0,48
0,51 0,49 0,49
0,49 0,47 0,48

AMT2-1c 0,50 0,48 0,48
0,5 0,49 0,48
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0,49 0,49 0,49

AMT>-1d 0,48 0,49 0,48
0,48 0,49 0,48
0,5 0,49

AMT:-2a 0,50 - - 0,48
0,49 0,48
0,5 0,49

AMT2-2b 0,50 - - 0,48
0,51 0,48
0,49 0,49

AMT2-2c 0,50 - - 0,49
0,5 0,49
0,52 0,5

AMT2-2d 0,52 - - 0,50
0,51 0,49
0,5 0,49 0,49

AET2-1a 0,50 0,49 0,48
0,51 0,49 0,48
0,5 0,49 0,49

AET2-1b 0,50 0,49 0,49
0,5 0,49 0,49
0,47 0,49 0,49

AET2-1c 0,48 0,50 0,49
0,5 0,5 0,49
0,49 0,5 0,48

AET2-1d 0,50 0,50 0,48
0,51 0,5 0,48
0,51 0,48

AET:-2a 0,51 - - 0,49
0,51 0,49
0,51 0,48

AET2-2b 0,50 - - 0,48
0,5 0,48
0,52 0,48

AET2-2¢ 0,51 - - 0,48
0,5 0,49
0,5 0,48

AET2-2d 0,50 - - 0,48
0,52 0,49

e Concentracao B, Temperatura T2
AE Co Média Cis Média Cso Média

1,29 1,27 1,25

BPT:-1a 1,30 1,28 1,24
1,32 1,29 1,22
1,33 1,28 1,26

BPT2-1b 1,32 1,28 1,26
1,31 1,28 1,27
1,33 1,28 1,27

BPT2-1c 1,31 1,29 1,26
1,29 1,3 1,24
1,32 1,3 1,29

BPT>-1d 1,33 1,29 1,28
1,34 1,28 1,28
1,24 1,25

BPT>-2a 1,26 - - 1,25
1,29 1,25
1,35 1,28

BPT2-2b 1,33 - - 1,28
1,31 1,28
1,18 1,12

BPT>-2c 1,22 - - 1,12
1,27 1,11
1,26 1,25

BPT>-2d 1,28 - - 1,26
1,29 1,26
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1,22 1,27 1,26

BMTz-1a 1,24 1,28 1,26
1,27 1,3 1,27
13 1,27 1,24

BMTz-1b 1,30 1,28 1,26
13 1,29 1,27
1,29 1,3 1,29

BMT2-1c 1,34 1,30 1,27
1,38 1,3 1,28
1,28 1,27 1,29

BMTz-1d 1,28 1,27 1,28
1,28 1,27 1,27
1,27 1,25

BMT2-2a 1,30 - - 1,26
1,32 1,27
1,26 1,23

BMT2-2b 1,26 - - 1,24
1,25 1,24
1,27 1,27

BMT2-2¢ 1,28 - - 1,26
1,28 1,26
1,29 1,26

BMTz-2d 1,30 - - 1,27
13 1,28
1,26 1,24 1,28

BET>-1a 1,32 1,26 1,29
1,37 1,29 1,3
1,33 1,3 1,29

BET2-1b 1,33 1,30 1,27
1,33 1,3 1,25
1,37 1,33 1,29

BET>-1c 1,35 1,31 1,28
1,33 1,32 1,28
1,29 1,3 1,29

BET>-1d 1,32 1,30 1,26
1,31 1,31 1,22
1,29 1,25

BET»-2a 1,30 - - 1,25
1,31 1,25
1,25 1,29

BET2-2b 1,30 - - 1,28
13 1,28
1,39 1,28

BET>-2c 1,36 - - 1,28
1,33 1,28
1,33 1,27

BET2-2d 1,32 - - 1,26
1,31 1,26
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A3.2. Metanol

Concentragao A, Temperatura T,

AE Co Média Cis Média Cao Média

0,63 0,63 0,64

APT:-1a 0,64 0,64 0,64
0,66 0,65 0,63
0,49 0,52 0,51

APT:-1b 0,50 0,52 0,50
0,50 0,53 0,49
0,57 0,56 0,53

APT:-1c 0,56 0,55 0,52
0,54 0,54 0,52
0,53 0,52 0,51

APT:-1d 0,54 0,52 0,52
0,54 0,52 0,52
0,54 0,53

APT:-2a 0,56 - - 0,53
0,57 0,53
0,56 0,53

APT:-2b 0,54 - - 0,52
0,53 0,52
0,52 0,52

APT:1-2c 0,54 - - 0,52
0,55 0,52
0,53 0,53

APT:-2d 0,54 - - 0,52
0,54 0,51
0,52 0,52 0,48

AMT:-1a 0,52 0,51 0,49
0,52 0,50 0,50
0,52 0,54 0,50

AMT:-1b 0,53 0,53 0,50
0,54 0,52 0,50
0,53 0,50 0,48

AMT:-1c 0,54 0,49 0,48
0,54 0,48 0,49
0,52 0,53 0,52

AMT:-1d 0,52 0,52 0,52
0,53 0,50 0,51
0,49 0,50

AMT:-2a 0,52 - - 0,50
0,54 0,51
0,52 0,50

AMT:-2b 0,52 - - 0,50
0,52 0,50
0,52 0,50

AMT1-2c 0,52 - - 0,50
0,53 0,49
0,54 0,51

AMT:-2d 0,54 - - 0,51
0,54 0,51
0,52 0,51 0,50

AET:-1a 0,52 0,52 0,50
0,52 0,52 0,50
0,50 0,50 0,51

AET:-1b 0,52 0,52 0,50
0,54 0,54 0,50
0,50 0,50 0,50

AET:-1c 0,52 0,52 0,50
0,55 0,54 0,49
0,53 0,51 0,51

AET:-1d 0,54 0,52 0,51
0,54 0,53 0,51
0,55 0,53

AET:1-2a 0,54 - - 0,52
0,53 0,52
0,55 0,53

AET1-2b 0,55 - - 0,53
0,55 0,53

AET1-2c 0,53 0,53 - - 0,54 0,52
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0,53 0,49
0,55 0,52
AET:-2d 0,54 - - 0,52
0,53 0,51
e Concentracdo B, Temperatura T,
AE Co Média Cis Média C30 Média
BPT:-1a 1,29 1,30 1,27 1,27 1,26 1,26
! 1,31 ' 1,27 ’ 1,26 '
1,2 1,2 1,2
BPT:-1b 28 1,28 28 1,28 20 1,20
1,28 1,28 1,20
1,28 1,33 1,24
BPT:-1c 1,31 1,33 1,23
1,34 1,33 1,22
BPT:-1d 1,23 1,27 1,28 1,28 1,23 1,22
! 1,31 ' 1,29 ’ 1,22 ’
1,34 1,23
BPT:-2a 1,32 - - 1,24
1,29 1,24
1,33 1,29
BPT:-2b 1,35 - - 1,28
1,37 1,27
BPT:-2c 1,35 1,36 1,27 1,28
! 1,38 ' 1,30 '
1,26 1,24
BPT:-2d 1,26 - - 1,22
1,26 1,20
1,25 1,32 1,28
BMT:-1a 1,28 1,32 1,28
1,31 1,31 1,29
1,24 1,31 1,23
BMT:-1b 1,26 1,30 1,26
1,29 1,30 1,30
1,30 1,30 1,28
BMT:-1c 1,30 1,30 1,26
1,31 1,29 1,25
1,30 1,32 1,29
BMT:-1d 1,30 1,32 1,28
1,31 1,31 1,28
1,31 1,28
BMT:-2a 1,33 - - 1,24
1,35 1,21
1,33 1,29
BMT1-2b 1,34 - - 1,30
1,35 1,31
1,29 1,26
BMT:-2c 1,33 - - 1,26
1,37 1,26
1,37 1,29
BMT:-2d 1,38 - - 1,28
1,39 1,28
1,32 1,31 1,28
BET:-1a 1,35 1,33 1,27
1,38 1,35 1,26
1,32 1,34 1,27
BET:-1b 1,36 1,34 1,28
1,39 1,34 1,28
1,30 1,34 1,25
BET:-1c 1,33 1,34 1,22
1,36 1,35 1,19
1,35 1,34 1,27
BET:-1d 1,37 1,34 1,27
1,39 1,33 1,27
1,32 1,30
BET:-2a 1,34 - - 1,29
1,36 1,28
BET:-2b 1,31 1,34 - - 1,26 1,26
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1,37 1,25
1,30 1,28
BET1-2¢ 1,31 - ; 1,28
1,32 1,29
BET:-2d 1,32 1,32 1,24 1,25
! 1,32 ' 1,26 '
e Concentracdo A, Temperatura T2
AE Co Média Cis Média Cao Média
0,52 0,52 0,50
APT»-1 0,52 0,51 0,50
e 0,53 0,50 0,49
0,51 0,53 0,50
APT-1b ’ 0,52 d 0,52 d 0,50
z 0,53 0,50 0,49
0,53 0,54 0,53
APT>-1 0,53 0,52 0,52
e 0,53 0,51 0,51
0,59 0,56 0,53
APT>-1d ’ 0,59 d 0,56 d 0,54
z 0,59 0,57 0,55
0,54 0,50
APT2-2a 0,53 - ; 0,50
0,52 0,50
0,52 0,50
APT2-2b 0,52 - ; 0,51
0,53 0,52
0,50 0,50
APT2-2¢ 0,52 - ; 0,50
0,53 0,51
0,54 0,48
APT,-2d 0,54 - ; 0,48
0,53 0,48
0,53 0,51 0,51
AMT;-1a 0,52 0,50 0,51
0,51 0,50 0,51
0,53 0,50 0,49
AMT:-1b 0,52 0,50 0,50
0,52 0,50 0,50
0,49 0,49 0,50
AMT,-1c 0,50 0,46 0,50
0,52 0,44 0,49
0,51 0,50 0,50
AMT2-1d 0,50 0,50 0,50
0,49 0,51 0,49
0,51 0,52
AMT;-2a 0,51 - ; 0,51
0,51 0,50
0,51 0,50
AMT:-2b 0,52 - ; 0,50
0,53 0,50
0,51 0,51
AMT,-2¢ 0,52 - ; 0,50
0,52 0,50
0,53 0,51
AMT,-2d 0,52 - ; 0,50
0,52 0,50
0,52 0,51 0,50
AET-1a 0,52 0,50 0,49
0,53 0,50 0,48
0,50 0,51 0,50
AET2-1b 0,50 0,50 0,50
0,51 0,50 0,51
0,48 0,51 0,50
AET2-1c 0,50 0,52 0,50
0,52 0,52 0,50
0,49 0,52 0,50
AET2-1d 0,51 0,52 0,49
z 0,53 0,51 0,48
0,53 0,51
AET2-2 0,53 - - 0,51
ea 0,53 0,51
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0,53

0,49

AET2-2b 0,52 - - 0,50
z 0,52 0,50
0,53 0,50
AET2-2c 0,52 - - 0,50
0,52 0,51
0,51 0,50
AET2-2d 0,52 - - 0,50
0,54 0,50
e Concentragao B, Temperatura T:
AE Co Média Cis Média Cso Média
1,25 1,25 1,23
BPT:-1a 1,30 1,26 1,21
1,34 1,27 1,19
1,33 1,27 1,25
BPT>-1b 1,32 1,27 1,24
1,31 1,27 1,24
1,34 1,27 1,25
BPT2-1c 1,31 1,28 1,24
1,28 1,29 1,22
1,31 1,29 1,27
BPT:-1d 1,33 1,28 1,26
1,35 1,26 1,25
1,21 1,23
BPT:-2a 1,24 - - 1,22
1,28 1,22
1 1,2
BPT2-2b 33 1,31 - - 25 1,26
1,29 1,27
1,19 1,12
BPT2-2c 1,22 - - 1,11
1,25 1,10
1,22 1,24
BPT:-2d 1,26 - - 1,24
1,30 1,23
1,20 1,26 1,24
BMTz-1a 1,24 1,27 1,24
1,27 1,28 1,25
1,29 1,26 1,22
BMTz-1b 1,22 1,26 1,14
1,14 1,27 1,25
1,25 1,29 1,28
BMTz-1c 1,32 1,29 1,26
1,38 1,29 1,25
1,26 1,14 1,27
BMT2-1d 1,26 1,20 1,26
1,27 1,25 1,25
1,25 1,24
BMT2:-2a 1,28 - - 1,24
1,32 1,25
1,25 1,21
BMT2-2b 1,24 - - 1,21
1,24 1,21
1,26 1,26
BMT2-2c 1,27 - - 1,26
1,28 1,25
1,28 1,25
BMTz-2d 1,28 - - 1,26
1,29 1,26
1,27 1,29 1,26
BET:-1a 1,32 1,28 1,27
1,37 1,28 1,28
1,35 1,29 1,28
BET2-1b 1,34 1,28 1,26
1,32 1,28 1,24
1,37 1,32 1,27
BET:-1c 1,35 1,31 1,27
1,33 1,30 1,27
1,28 1,28 1,27
BET:-1d 1,32 1,29 1,26
1,37 1,30 1,25
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1,26

1,22

BET:-2a 1,29 - 1,22
1,32 1,23
1,24 1,27

BET2-2b 1,30 - 1,27
1,35 1,27
1,38 1,27

BET2-2c 1,36 - 1,26
1,34 1,26
1,34 1,25

BET2-2d 1,32 1,24
1,30 1,24
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A3.3. 2-Propanol

Concentragao A, Temperatura T,

AE Co Média Cis Média Cso Média

0,62 0,62 0,60

APT:-1a 0,63 0,64 0,60
0,64 0,65 0,60
0,49 0,50 0,48

APT:-1b 0,49 0,50 0,48
0,49 0,50 0,47
0,53 0,52 0,50

APT:-1c 0,52 0,52 0,50
0,53 0,52 0,49
0,50 0,52 0,49

APT:-1d 0,51 0,52 0,49
0,52 0,52 0,49
0,53 0,50

APT:-2a 0,54 - - 0,50
0,54 0,49
0,52 0,50

APT1-2b 0,52 - - 0,50
0,52 0,50
0,52 0,49

APT1-2c 0,52 - - 0,49
0,53 0,49
0,52 0,50

APT:-2d 0,52 - - 0,50
0,53 0,50
0,51 0,51 0,46

AMT;-1a 0,52 0,49 0,46
0,53 0,47 0,47
0,50 0,50 0,47

AMT;:-1b 0,50 0,50 0,47
0,51 0,51 0,47
0,51 0,50 0,46

AMT:-1c 0,51 0,50 0,46
0,51 0,49 0,47
0,52 0,50 0,49

AMT;-1d 0,52 0,50 0,49
0,51 0,51 0,49
0,51 0,48

AMT:-2a 0,51 - - 0,48
0,51 0,49
0,52 0,48

AMT1-2b 0,52 - - 0,48
0,52 0,48
0,50 0,48

AMT;-2¢ 0,50 - - 0,47
0,51 0,46
0,50 0,48

AMT;:-2d 0,50 - - 0,48
0,51 0,49
0,51 0,51 0,46

AET:-1a 0,51 0,50 0,48
0,51 0,49 0,47
0,51 0,51 0,48

AET:-1b 0,51 0,50 0,48
0,51 0,49 0,48
0,50 0,50 0,47

AET:-1c 0,50 0,50 0,46
0,51 0,50 0,46
0,52 0,51 0,48

AET:-1d 0,52 0,50 0,48
0,51 0,49 0,49
0,52 0,48

AET:-2a 0,52 - - 0,48
0,51 0,49
0,51 0,49

AET:1-2b 0,52 - - 0,49
0,53 0,49
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0,51 0,48
AET1-2¢ 0,51 - - 0,47
0,51 0,46
0,50 0,47
AET:-2d 0,50 - - 0,47
0,51 0,47
e Concentracdo B, Temperatura T,
AE Co Média Cis Média Cso Média
1,28 1,24 1,20
BPT:-1a _— 1,28 1,22 —_— 1,20
1,27 1,21 1,20
1,32 1,22 1,14
BPT:-1b 1,30 1,22 1,14
1,27 1,21 1,14
1,2 1,2 1,1
BPT:-1c _ L2 1,28 25 1,25 19 1,18
1,29 1,25 1,18
1,2 1,22 1,1
BPT:-1d o L8 1,26 ! 1,22 19 1,18
1,23 1,22 1,17
1,24 1,19
BPT:1-2a 1,24 - - 1,18
1,25 1,17
1,33 1,26
BPT:-2b 1,34 - - 1,24
1,34 1,21
BPT:-2c 1,25 1,28 1,22 1,22
! 1,32 ' 1,23 '
1,26 1,18
BPT:-2d 1,26 - - 1,16
1,25 1,14
1,27 1,23 1,22
BMT:-1a 1,28 1,24 1,22
1,29 1,24 1,22
1,28 1,23 1,17
BMTi-1b 1,28 1,24 1,19
1,27 1,24 1,21
1,23 1,22 1,22
BMTi-1c 1,26 1,22 1,20
1,28 1,21 1,18
1,30 1,23 1,21
BMT:-1d 1,30 1,24 1,22
1,29 1,26 1,22
1,31 1,22
BMT:-2a 1,29 - - 1,19
1,27 1,16
1,32 1,25
BMTi-2b 1,31 - - 1,24
1,30 1,23
1,31 1,20
BMT1-2¢ —_ 1,30 - - —_— 1,20
1,29 1,19
1,30 1,22
BMT:-2d 1,30 - - 1,22
1,29 1,23
1,33 1,24 1,20
BET:-1a 1,32 1,25 1,20
1,31 1,26 1,20
1,31 1,26 1,22
BET:-1b 1,31 1,26 1,22
1,31 1,25 1,21
1,28 1,24 1,20
BET:-1c 1,28 1,25 1,17
1,29 1,26 1,14
1,34 1,28 1,22
BET:-1d 1,32 1,27 1,22
1,30 1,27 1,21
1,30 1,22
BET:-2a 1,30 - 1,22
1,30 1,23
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1,29

1,20

BET:1-2b 1,28 - 1,20
1,28 1,19
1,30 1,22

BET1-2c 1,29 - 1,22
1,28 1,22
1,30 1,18

BET:-2d 1,28 - 1,18

e Concentracdo A, Temperatura T2
AE Co Média Cis Média Cso Média

0,51 0,48 0,47

APT>-1a 0,50 0,48 0,47
0,49 0,47 0,47
0,50 0,48 0,46

APT2-1b 0,50 0,47 0,46
0,50 0,46 0,46
0,52 0,50 0,48

APT2-1c 0,52 0,49 0,48
0,52 0,48 0,48
0,53 0,52 0,49

APT2-1d 0,53 0,52 0,50
0,53 0,52 0,51
0,50 0,47

APT:-2a 0,50 - - 0,47
0,49 0,47
0,50 0,47

APT2-2b 0,50 - - 0,47
0,51 0,47
0,50 0,48

APT2-2¢ 0,50 - - 0,48
0,51 0,47
0,49 0,46

APT2-2d 0,49 - - 0,46
0,49 0,47
0,48 0,47 0,46

AMTz-1a 0,48 0,47 0,46
0,48 0,47 0,47
0,48 0,48 0,46

AMT2-1b 0,48 0,48 0,46
0,48 0,47 0,47
0,49 0,45 0,45

AMT2-1c 0,49 0,46 0,45
0,49 0,47 0,45
0,46 0,48 0,46

AMT:-1d 0,47 0,48 0,46
0,48 0,47 0,47
0,47 0,47

AMT2-2a 0,48 - - 0,47
0,49 0,47
0,48 0,46

AMT2-2b 0,48 - - 0,46
0,47 0,46
0,49 0,47

AMT2-2c 0,49 - - 0,47
0,49 0,47
0,50 0,47

AMT>-2d 0,50 - - 0,47
0,49 0,47
0,50 0,46 0,47

AET:-1a 0,49 0,46 0,46
0,48 0,47 0,45
0,50 0,47 0,47

AET>-1b 0,50 0,47 0,47
0,49 0,47 0,47
0,48 0,48 0,47

AET2-1c 0,48 0,48 0,47
0,48 0,47 0,47
0,50 0,49 0,46

AET2-1d 0,50 0,48 0,46
0,49 0,47 0,47

AET2-2a 0,48 0,48 - - 0,47 0,47
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0,48 0,47
0,48 0,46
AET2-2b 0,48 - - 0,46
z 0,48 0,47
0,50 0,46
AET2-2c 0,50 - - 0,46
0,49 0,47
0,50 0,48
AET2-2d 0,49 - - 0,48
e Concentragdo B, Temperatura T:
AE Co Média Cis Média C30 Média
BPT:-1a 1,26 1,24 1,20 1,21 1,20 1,17
2 1,23 ’ 1,22 ’ 1,17 '
1,24 1,22 1,18
BPT2-1b 1,22 1,21 1,18
1,21 1,20 1,19
BPT2-1c 1,23 1,22 1,22 1,22 1,16 1,18
2 1,21 ’ 1,22 ’ 1,20 '
BPT:-1d 1,27 1,26 1,22 1,21 1,20 1,20
2 1,24 ’ 1,20 ’ 1,19 '
1,22 1,18
BPT:-2a 1,23 - - 1,18
1,24 1,17
1,31 1,23
BPT2-2b 1,28 - - 1,22
1,26 1,20
1,10 1,04
BPT2-2c 1,16 - - 1,04
1,23 1,05
1,25 1,18
BPT:-2d 1,25 - - 1,18
1,25 1,19
1,19 1,20 1,18
BMTz-1a 1,21 1,20 1,18
1,23 1,21 1,18
1,25 1,18 1,18
BMT2-1b 1,18 1,18 1,18
1,11 1,19 1,17
1,28 1,23 1,22
BMTz-1c 1,28 1,23 1,20
1,29 1,23 1,19
1,25 1,09 1,20
BMTz-1d 1,24 1,14 1,20
1,23 1,19 1,21
1,26 1,18
BMT:-2a 1,26 - - 1,18
1,25 1,17
1,22 1,15
BMT2-2b 1,22 - - 1,16
1,23 1,17
1,25 1,17
BMT2-2c 1,24 - - 1,18
1,23 1,19
1,26 1,18
BMT2-2d 1,27 - - 1,19
1,28 1,20
1,18 1,21 1,19
BET:-1a 1,24 1,20 1,20
1,29 1,20 1,21
1,25 1,22 1,20
BET2-1b 1,26 1,21 1,18
1,27 1,20 1,17
BET:-1c 1,26 1,26 1,24 1,23 1,20 1,20
2 1,27 ’ 1,22 ’ 1,19 '
BET:-1d 1,25 1,26 1,20 1,20 1,20 1,20
2 1,27 ' 1,21 ’ 1,19 '
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1,26

1,16

BET.-2a 1,26 1,16
1,26 1,15
1,23 1,19

BET:-2b 1,24 1,19
1,25 1,19
1,36 1,20

BET:-2c 1,31 1,20
1,26 1,19
1,23 1,21

BET:-2d 1,24 1,20
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A3.4. Acetona

Concentragao A, Temperatura T,

AE Co Média Cis Média Cso Média

0,62 0,58 0,52

APT:-1a 0,62 0,61 0,51
0,61 0,64 0,50
0,48 0,45 0,41

APT:-1b 0,47 0,45 0,40
0,46 0,45 0,38
0,48 0,45 0,43

APT:1-1c 0,50 0,46 0,42
0,52 0,47 0,41
0,47 0,51 0,40

APT:-1d 0,48 0,51 0,40
0,50 0,51 0,41
0,52 0,41

APT:-2a 0,52 - - 0,39
0,51 0,37
0,48 0,39

APT1-2b 0,49 - - 0,39
0,50 0,39
0,52 0,4

APT1-2¢ 0,50 - - 0,40
0,47 0,4
0,51 0,41

APT1-2d 0,51 - - 0,41
0,50 0,41
0,49 0,48 0,42

AMT:-1a 0,50 0,49 0,40
0,51 0,5 0,39
0,50 0,43 0,41

AMT:-1b 0,47 0,46 0,40
0,44 0,49 0,39
0,49 0,48 0,43

AMT:-1c 0,48 0,48 0,40
0,46 0,47 0,38
0,50 0,47 0,42

AMT:-1d 0,50 0,49 0,42
0,49 0,51 0,42
0,50 0,44

AMT:-2a 0,49 - - 0,42
0,48 0,41
0,50 0,42

AMT:1-2b 0,50 - - 0,42
0,50 0,41
0,49 0,44

AMT:1-2c 0,46 - - 0,42
0,44 0,39
0,46 0,44

AMT:-2d 0,46 - - 0,43
0,45 0,42
0,48 0,49 0,44

AET:-1a 0,48 0,48 0,42
0,50 0,46 0,41
0,51 0,50 0,43

AET:-1b 0,49 0,46 0,42
0,47 0,43 0,40
0,49 0,48 0,40

AET:-1c 0,48 0,46 0,40
0,46 0,45 0,40
0,50 0,49 0,41

AET:-1d 0,49 0,46 0,41
0,47 0,43 0,41
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0,50 0,42

AET:-2a 0,50 - - 0,40
0,49 0,39
0,45 0,40

AET:-2b 0,48 - - 0,40
0,50 0,41
0,52 0,43

AET1-2¢ 0,52 - - 0,41
0,52 0,39
0,47 0,42

AET:-2d 0,50 - - 0,42
0,52 0,41

e Concentracdo B, Temperatura T,
AE Co Média Cis Média C3o Média

1,32 1,19 0,50

BPT:-1a 1,31 1,17 0,76
1,30 1,15 1,02
1,40 1,17 0,54

BPT:-1b 1,34 1,16 0,76
1,29 1,15 0,99
1,28 1,16 1,11

BPT:-1c 1,28 1,15 1,10
1,29 1,14 1,09
1 1,1 1,12

BPT:-1d 3 1,26 16 1,13 ’ 1,09
1,16 1,10 1,06
1,16 1,12

BPT:-2a 1,22 - - 1,07
1,28 1,02
1,39 1,18

BPT:-2b 1,37 - - 1,11
1,35 1,04
1,17 1,14

BPT1-2c 1,25 - - 1,13
1,33 1,12
1,30 1,05

BPT:-2d 1,30 - - 1,02
1,29 0,99
1,32 1,14 1,11

BMT:-1a 1,32 1,14 1,10
1,33 1,14 1,09
1,35 1,13 1,09

BMT:-1b 1,32 1,16 1,09
1,30 1,19 1,09
1,20 1,11 1,10

BMT:-1c 1,26 1,12 1,06
1,31 1,12 1,03
1,34 1,11 1,10

BMT:-1d 1,33 1,16 1,06
1,32 1,20 1,03
1,35 1,09

BMT:-2a 1,30 - - 1,08
1,24 1,06
1,37 1,14

BMT:-2b 1,34 - - 1,12
1,30 1,10
1,36 1,13

BMT1-2c 1,30 - - 1,07
1,24 1,01
1,29 1,09

BMT1-2d 1,25 - - 1,10
1,21 1,11
1,38 1,17 1,08

BET:-1a 1,34 1,16 1,08
1,29 1,14 1,07
1,36 1,19 1,09

BET:-1b 1,34 1,18 1,10
1,31 1,17 1,12

BET:-1c 1,28 1,30 1,10 1,12 1,12 1,04
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1,31 1,15 0,96
1,37 1,2 1
BET:-1d 3 1,31 23 1,19 09 1,10
1,25 1,15 1,11
1,34 1,13
BET1-2a 1,32 - - 1,11
1,30 1,09
1,33 1,04
BET1-2b 1,28 - - 1,04
1,24 1,05
BET1-2¢c 1,34 1,32 1,09 1,09
! 1,31 ' 1,09 '
1,34 1,06
BET:-2d 1,30 - - 1,06
1,27 1,07
e Concentracdo A, Temperatura T2
AE Co Média Cis Média Cao Média
0,52 0,45 0,42
APT>-1 0,48 0,44 0,41
ria 0,45 0,43 0,40
0,51 0,43 0,40
APT>-1b . 0,50 ” 0,42 ” 0,39
z 0,49 0,42 0,38
0,52 0,45 0,42
APT>-1 0,52 0,44 0,42
e 0,53 0,43 0,41
0,48 0,48 0,41
APT>-1d . 0,49 ” 0,46 ” 0,42
z 0,50 0,45 0,43
0,48 0,41
APT2-2a 0,48 - - 0,40
0,48 0,39
0,51 0,42
APT2-2b 0,50 - - 0,41
0,49 0,40
0,51 0,42
APT>-2¢ 0,51 - - 0,42
0,51 0,40
0,45 0,43
APT>-2d 0,47 - - 0,40
0,49 0,38
0,44 0,42 0,43
AMT>-1a 0,45 0,42 0,42
0,46 0,43 0,40
0,44 0,46 0,42
AMT:-1b 0,44 0,44 0,40
0,43 0,43 0,39
0,51 0,40 0,40
AMT>-1c 0,50 0,42 0,40
0,48 0,43 0,41
0,43 0,45 0,41
AMT,-1d 0,46 e 0,44 0,41
0,49 0,42 0,41
0,45 0,42
AMT;-2a 0,47 - - 0,42
0,49 0,41
0,44 0,43
AMT:-2b 0,44 - - 0,42
0,43 0,41
0,50 0,42
AMT;-2¢ 0,50 - - 0,42
0,50 0,43
0,47 0,43
AMT,-2d 0,49 - - 0,41
0,51 0,39
0,44 0,42 0,40
AET:-1a 0,47 e 0,42 0,40
2 0,50 0,42 0,41
0,50 0,42 0,44
AET2-1b 0,50 0,42 0,42
i 0,50 0,42 0,41
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0,49

0,42

0,45

AET2-1 4 4 44
re 0,47 0,48 0,44 0,43 0,42 0

0,52 0,46 0,44

AET>-1d 0,50 0,44 0,43
0,47 0,42 0,42
0,44 0,44

AET2-2a 0,44 - - 0,42
0,44 0,41
0,46 0,44

AET2-2b 0,46 - - 0,42
0,46 0,41
0,45 0,42

AET2-2c 0,48 - - 0,42
0,50 0,41
0,52 0,43

AET2-2d 0,48 - - 0,43
0,44 0,43

e Concentragao B, Temperatura T2
AE Co Média Cis Média C3o Média

1,28 1,12 1,10

BPT:-1a 1,22 1,12 1,04
1,15 1,12 0,98
1,1 1,1 1

BPT:-1b 13 1,12 13 1,10 08 1,04
1,11 1,08 0,99
1,14 1,12 1,07

BPT>-1c 1,14 1,11 1,03
1,13 1,10 0,99

BPT:-1d 1,25 1,20 1,10 1,08 1,04 1,03

z 1,14 ' 1,06 ’ 1,02 '

1,24 1,04

BPT:-2a 1,24 - - 1,02
1,25 1,00
1,29 1,13

BPT2-2b 1,28 - - 1,10
1,26 1,06
0,99 0,92

BPT2-2c 1,12 - - 0,91
1,25 0,90
1,25 1,06

BPT:-2d 1,25 - - 1,04
1,25 1,04
1,20 1,11 1,04

BMTz-1a 1,21 1,10 1,02
1,22 1,09 0,99
1,26 1,06 1,11

BMT2-1b 1,18 1,04 1,04
1,10 1,03 0,98
1,32 1,16 1,12

BMT2-1c 1,24 1,13 1,08
1,16 1,10 1,05
1,27 1,01 1,09

BMT2-1d 1,25 1,04 1,08
1,23 1,08 1,06
1,20 1,05

BMT:-2a 1,24 - - 1,02
1,24 0,99
1,25 1,03

BMT2-2b 1,24 - - 1,04
1,22 1,04
1,27 1,02

BMT2-2c 1,24 - - 1,04
1,20 1,06
1,27 1,04

BMT2-2d 1,27 - - 1,05
1,27 1,06
1,11 1,12 1,06

BET:-1a 1,17 1,10 1,06
1,23 1,07 1,05

BET2-1b 1,20 1,24 1,15 1,10 1,09 1,08
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1,27 1,05 1,06
1,1 1,11 1,09
BET2-1c 8 1,20 1,10 1,08
1,22 1,08 1,07
BET2-1d 1,26 1,23 1,08 1,08 1,09 1,08
2 1,20 ' 1,08 ’ 1,06 '
BET2-2 1,29 1,27 101 1,01
zsa 1,25 ' 1,01 '
1,26 1,03
BET:2-2 ’ 1,21 - - ’ 1,04
22b 1,16 1,06
1,38 1,06
BET2-2 ! 1,30 - - ! 1,06
rae 1,22 1,06
1,15 1,13
BET:-2d 1,21 - - 1,08
1,27 1,03
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A4. Identificacao de outliers - Teste de Grubbs

A4.1. Etanol
Desvio Padrao Média G experimental
APT;-1a 0,0589 0,54 1,36
BMT;-2d 0,0206 1,34 1,33
APT,-1d 0,0238 0,53 1,47
BMT;-1a 0,0416 1,29 1,20
BET»-2c 0,0283 1,32 1,41
A4.2. Metanol
Desvio Padrdao Média G experimental
APT;-1a 0,0589 0,56 1,36
APT;-1b 0,0589 0,56 1,02
BPT;-2d 0,0450 1,32 1,39
APT>-1d 0,0238 0,53 1,49
BPT.-2b 0,0386 1,26 1,36
BET»-2c 0,0310 1,32 1,37
A4.3. 2-Propanol
Desvio Padrao Média G experimental
APT;-1a 0,0629 0,54 1,47
BPT:-2b 0,0432 1,28 1,39
BPT.-2b 0,0510 1,23 0,981
BPT:-2c 0,0510 1,23 1,37
BMT»-1b 0,0427 1,23 1,11
BMT,:-1c 0,0427 1,23 1,23
BET»-2c 0,0330 1,26 1,44
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A4.4. Acetona

Desvio Padrao Média G experimental
APT;-1a 0,0695 0,52 1,48
BPT;-2a 0,0656 1,29 0,99
BPT:-2b 0,0656 1,29 1,30
BMT;-1c 0,0320 1,31 1,48
BMT;-2d 0,0369 1,30 1,29
BPT,-1b 0,0477 1,17 1,05
BPT,-2c 0,0704 1,22 1,46
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A5. Teste t-Student Emparelhado

A5.1. Etanol

o Amostras APT:-1

Co Cso
Média 0,54 0,54
Variancia 0,00347 0,00337
gl 3
Stat t 0,775
P(T<=t) uni-caudal 0,248
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT1-2
Co Cso
Média 0,525 0,519
Variancia 0,000100 3,49E-05
gl 3
Stat t 0,809
P(T<=t) uni-caudal 0,239
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT:-1
Co Cso
Média 0,518 0,490
Variancia 0,0000250 0,000200
gl 3
Stat t 4,37
P(T<=t) uni-caudal 0,0111
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT1-2
Co Cso
Média 0,513 0,498
Variancia 9,17E-05 0,0000250
gl 3
Stat t 2,32
P(T<=t) uni-caudal 0,0514
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras AET:-1

Co Cso
Média 0,510 0,495
Variancia 6,67E-05 0,000100
gl 3
Stat t 2,32
P(T<=t) uni-caudal 0,0514
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET1-2
Co Cso
Média 0,523 0,498
Variancia 0,0000250 0,0000250
gl 3
Stat t 8,660
P(T<=t) uni-caudal 0,00162
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT1-1
Co Cso
Média 1,29 1,24
Variancia 0,000158 0,000600
gl 3
Stat t 4,18
P(T<=t) uni-caudal 0,0125
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;i-2
Co Cso
Média 1,32 1,27
Variancia 0,00207 0,000900
gl 3
Stat t 4,16
P(T<=t) uni-caudal 0,0127
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-1
Co Cso
Média 1,30 1,29
Variancia 0,000167 0,000367
gl 3
Stat t 1,41
P(T<=t) uni-caudal 0,126
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BMT;:-2

Co Cso
Média 1,34 1,28
Varidncia 0,000425 0,000692
gl 3
Stat t 5,55
P(T<=t) uni-caudal 0,00575
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET:-1
Co Cso
Média 1,34 1,27
Variancia 0,000292 0,000492
gl 3
Statt 12,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000604
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET1-2
Co C30
Média 1,33 1,28
Variancia 9,17E-05 0,000425
gl 3
Stat t 3,78
P(T<=t) uni-caudal 0,0162
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-1
Co Cso
Média 0,525 0,500
Variancia 0,000567 0,000467
gl 3
Stat t 8,66
P(T<=t) uni-caudal 0,00162
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-2
Co Cso
Média 0,510 0,492
Variancia 6,67E-05 9,17E-05
gl 3
Stat t 2,05
P(T<=t) uni-caudal 0,0664
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras AMT,-1

Co Cso
Média 0,500 0,482
Varidncia 0,000200 0,0000250
gl 3
Stat t 2,78
P(T<=t) uni-caudal 0,0345
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT,-2
Co Cso
Média 0,505 0,488
Variancia 0,000100 9,17E-05
gl 3
Stat t 7
P(T<=t) uni-caudal 0,00299
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET>-1
Co C3o
Média 0,495 0,485
Variancia 0,000100 3,33E-05
gl 3
Stat t 1,41
P(T<=t) uni-caudal 0,126
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-2
Co Cso
Média 0,508 0,483
Variancia 0,0000250 0,0000250
gl 3
Stat t 8,66
P(T<=t) uni-caudal 0,00162
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-1
Co Cso
Média 1,32 1,26
Varidncia 0,000167 0,000267
gl 3
Stat t 19,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000158
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BPT;-2

Co Cso
Média 1,27 1,23
Varidncia 0,00209 0,00529
gl 3
Stat t 2,23
P(T<=t) uni-caudal 0,0562
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-1
Co Cso
Média 1,29 1,23
Variancia 0,00173 9,17E-05
gl 3
Stat t 1,12
P(T<=t) uni-caudal 0,173
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;,-2
Co C3o
Média 1,29 1,26
Variancia 0,000367 0,000158
gl 3
Stat t 5,74
P(T<=t) uni-caudal 0,00524
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET»-1
Co Cso
Média 1,33 1,28
Variancia 0,000200 0,000167
gl 3
Stat t 6,35
P(T<=t) uni-caudal 0,00395
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-2
Co Cso
Média 1,32 1,27
Varidncia 0,000800 0,000225
gl 3
Stat t 4,20
P(T<=t) uni-caudal 0,0123
t critico uni-caudal 2,35
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A5.2. Metanol

e Amostras APT:-1

Co Cso
Média 0,560 0,545
Varidncia 0,003467 0,00410
gl 3
Stat t 1,57
P(T<=t) uni-caudal 0,108
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT1-2
Co Cso
Média 0,545 0,5223
Variancia 0,000100 0,0000250
gl 3
Stat t 9,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00145
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT;-1
Co Cso
Média 0,528 0,498
Variancia 9,17E-05 0,000292
gl 3
Stat t 2,45
P(T<=t) uni-caudal 0,0459
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT;-2
Co Cso
Média 0,525 0,503
Variancia 0,000100 0,0000250
gl 3
Stat t 9,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00145
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET:-1
Co C3o
Média 0,525 0,503
Varidncia 0,000100 0,0000250
gl 3
Stat t 9,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00145
t critico uni-caudal 2,35
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o Amostras AET:-2

Co Cso
Média 0,540 0,523
Varidncia 6,67E-05 0,0000250
gl 3
Stat t 7,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00299
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPTi-1
Co Cso
Média 1,29 1,23
Variancia 0,000333 0,000625
gl 3
Stat t 6,06
P(T<=t) uni-caudal 0,00450
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-2
Co Cso
Média 1,32 1,26
Variancia 0,00203 0,000900
gl 3
Stat t 7,13
P(T<=t) uni-caudal 0,00284
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-1
Co Cso
Média 1,29 1,27
Variancia 0,000367 0,000133
gl 3
Stat t 1,57
P(T<=t) uni-caudal 0,108
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co C3o
Média 1,35 1,27
Varidncia 0,000567 0,000667
gl 3
Stat t 5,67
P(T<=t) uni-caudal 0,00543
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BET:1-1

Co Cso
Média 1,35 1,26
Varidncia 0,000292 0,000733
gl 3
Stat t 12,3
P(T<=t) uni-caudal 0,000574
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET1-2
Co Cso
Média 1,33 1,27
Variancia 0,000225 0,000333
gl 3
Stat t 5,19
P(T<=t) uni-caudal 0,00696
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-1
Co Cso
Média 0,523 0,507
Variancia 3,33E-05 0,000133
gl 2
Stat t 5,00
P(T<=t) uni-caudal 0,0189
t critico uni-caudal 2,92
e Amostras APT,-2
Co Cso
Média 0,528 0,498
Variancia 9,17E-05 0,000158
gl 3
Stat t 2,78
P(T<=t) uni-caudal 0,0346
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT,-1
Co C3o
Média 0,510 0,503
Varidncia 0,000133 0,0000250
gl 3
Stat t 1,57
P(T<=t) uni-caudal 0,108
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras AMT,-2

Co Cso
Média 0,518 0,503
Varidncia 0,0000250 0,0000250
gl 3
Stat t 3,00
P(T<=t) uni-caudal 0,0288
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-1
Co Cso
Média 0,508 0,495
Variancia 9,17E-05 3,33E-05
gl 3
Stat t 1,67
P(T<=t) uni-caudal 0,0971
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-2
Co Cso
Média 0,523 0,503
Variancia 0,0000250 0,0000250
gl 3
Stat t 1,67
P(T<=t) uni-caudal 0,0971
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-1
Co Cso
Média 1,32 1,24
Variancia 0,000167 0,000425
gl 3
Stat t 16,2
P(T<=t) uni-caudal 0,000256
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-2
Co C3o
Média 1,26 1,21
Variancia 0,00149 0,00449
gl 3
Stat t 2,36
P(T<=t) uni-caudal 0,0498
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BMT,-1

Co Cso
Média 1,26 1,25
Varidncia 0,00187 0,000133
gl 3
Stat t 0,577
P(T<=t) uni-caudal 0,302
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co Cso
Média 1,27 1,24
Variancia 0,000358 0,000558
gl 3
Stat t 3,87
P(T<=t) uni-caudal 0,0152
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-1
Co Cso
Média 1,33 1,27
Variancia 0,000225 3,33E-05
gl 3
Stat t 9,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00145
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-2
Co Cso
Média 1,32 1,25
Variancia 0,000958 0,000492
gl 3
Stat t 4,76
P(T<=t) uni-caudal 0,00882
t critico uni-caudal 2,35
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A5.3. 2-Propanol

e Amostras APT:-1

Co Cso
Média 0,538 0,518
Variancia 0,00396 0,00309
gl 3
Stat t 4,90
P(T<=t) uni-caudal 0,00814
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT;-2
Co Cso
Média 0,525 0,498
Variancia 0,000100 0,0000250
gl 3
Stat t 5,74
P(T<=t) uni-caudal 0,005239
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT;-1
Co Cso
Média 0,513 0,470
Variancia 9,17E-05 0,000200
gl 3
Stat t 5,67
P(T<=t) uni-caudal 0,00544
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT1-2
Co Cs3o
Média 0,508 0,478
Variancia 9,17E-05 0,0000250
gl 3
Stat t 7,35
P(T<=t) uni-caudal 0,00260
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET:-1
Co Cso
Média 0,510 0,475
Variancia 6,67E-05 1,00E-04
gl 3
Stat t 12,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000604
t critico uni-caudal 2,35
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o Amostras AET:-2

Co Cso
Média 0,513 0,478
Varidncia 9,17E-05 9,17E-05
gl 3
Stat t 12,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000604
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPTi-1
Co Cso
Média 1,28 1,18
Variancia 0,000267 0,000633
gl 3
Stat t 5,55
P(T<=t) uni-caudal 0,00578
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-2
Co Cso
Média 1,28 1,20
Variancia 0,00187 0,00133
gl 3
Stat t 6,93
P(T<=t) uni-caudal 0,00308
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-1
Co Cso
Média 1,28 1,21
Variancia 0,000267 0,000225
gl 3
Stat t 9,67
P(T<=t) uni-caudal 0,00118
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co C3o
Média 1,30 1,21
Variancia 6,67E-05 0,000492
gl 3
Stat t 11,7
P(T<=t) uni-caudal 0,000676
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BET:1-1

Co Cso
Média 1,31 1,20
Varidncia 0,000358 0,000558
gl 3
Stat t 16,3
P(T<=t) uni-caudal 0,000253
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET1-2
Co Cso
Média 1,29 1,21
Variancia 9,17E-05 0,000367
gl 3
Stat t 13,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000479
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-1
Co Cso
Média 0,513 0,478
Variancia 0,000225 0,000292
gl 3
Statt 12,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000604
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-2
Co Cso
Média 0,498 0,470
Variancia 0,0000250 6,67E-05
gl 3
Statt 11,0
P(T<=t) uni-caudal 0,000804
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT,-1
Cso Co
Média 0,480 0,458
Variancia 6,67E-05 0,0000250
gl 3
Stat t 3,58
P(T<=t) uni-caudal 0,0187
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras AMT,-2

Co Cso
Média 0,488 0,468
Varidncia 9,17E-05 2,50E-05
gl 3
Stat t 4,90
P(T<=t) uni-caudal 0,00814
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-1
Co Cso
Média 0,493 0,465
Variancia 9,17E-05 3,33E-05
gl 3
Stat t 4,37
P(T<=t) uni-caudal 0,0111
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-2
Co Cso
Média 0,488 0,468
Variancia 9,17E-05 9,17E-05
gl 3
Stat t 2,83
P(T<=t) uni-caudal 0,0331
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-1
Co Cso
Média 1,24 1,183
Variancia 0,000367 0,0001583
gl 3
Stat t 7,00
P(T<=t) uni-caudal 0,00299
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-2
Co C3o
Média 1,23 1,16
Varidncia 0,00260 0,00623
gl 3
Stat t 4,82
P(T<=t) uni-caudal 0,00849
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BMT,-1

Co Cso
Média 1,23 1,19
Variancia 0,00183 0,000133
gl 3
Stat t 2,27
P(T<=t) uni-caudal 0,0540
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co Cso
Média 1,25 1,18
Varidncia 0,000492 0,000158
gl 3
Stat t 12,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000604
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-1
Co C3o
Média 1,26 1,20
Varidncia 0,000100 0,000100
gl 3
Stat t 7,35
P(T<=t) uni-caudal 0,00260
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-2
Co Cso
Média 1,26 1,19
Variancia 0,00109 0,000358
gl 3
Stat t 4,27
P(T<=t) uni-caudal 0,0118
t critico uni-caudal 2,35
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A5.4. Acetona

e Amostras APT:-1

Co Cso
Média 0,518 0,433
Varidncia 0,00483 0,00276
gl 3
Stat t 9,81
P(T<=t) uni-caudal 0,00112
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT;-2
Co C3o
Média 0,505 0,398
Variancia 0,000167 9,17E-05
gl 3
Stat t 14,3
P(T<=t) uni-caudal 0,000368
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT;-1
Co C3o
Média 0,488 0,405
Variancia 0,000225 1,00E-04
gl 3
Stat t 13,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000479
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT1-2
Co Cso
Média 0,478 0,423
Variancia 0,000425 0,0000250
gl 3
Stat t 4,62
P(T<=t) uni-caudal 0,00954
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET:-1
Co Cso
Média 0,485 0,413
Variancia 3,33E-05 9,17E-05
gl 3
Stat t 15,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000313
t critico uni-caudal 2,35
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o Amostras AET:-2

Co Cso
Média 0,500 0,408
Varidncia 0,000267 9,17E-05
gl 3
Stat t 12,3
P(T<=t) uni-caudal 0,000574
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPTi-1
Co Cso
Média 1,30 0,928
Variancia 0,00123 0,0374
gl 3
Stat t 3,28
P(T<=t) uni-caudal 0,0232
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT1-2
Co C3o
Média 1,29 1,08
Variancia 0,00430 0,00236
gl 3
Stat t 5,11
P(T<=t) uni-caudal 0,00727
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-1
Co Cso
Média 1,31 1,08
Variancia 0,00103 0,000425
gl 3
Stat t 15,6
P(T<=t) uni-caudal 0,000285
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co Cso
Média 1,30 1,09
Varidncia 0,00136 0,0004912
gl 3
Stat t 11,1
P(T<=t) uni-caudal 0,000785
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BET:1-1

Co Cso
Média 1,32 1,08
Varidncia 0,000425 0,000800
gl 3
Stat t 20,5
P(T<=t) uni-caudal 0,000126
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET1-2
Co Cso
Média 1,31 1,08
Variancia 0,000367 0,000967
gl 3
Stat t 32,5
P(T<=t) uni-caudal 3,19E-05
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-1
Co C3o
Média 0,498 0,410
Variancia 0,000292 0,000200
gl 3
Stat t 8,49
P(T<=t) uni-caudal 0,00172
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras APT,-2
Co Cso
Média 0,490 0,408
Variancia 0,000333 9,17E-05
gl 3
Stat t 17,2
P(T<=t) uni-caudal 0,000213
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AMT,-1
Co Cso
Média 0,463 0,408
Variancia 0,000692 9,17E-05
gl 3
Stat t 3,54
P(T<=t) uni-caudal 0,0192
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras AMT,-2

Co Cso
Média 0,475 0,418
Varidncia 0,000700 0,0000250
gl 3
Stat t 4,00
P(T<=t) uni-caudal 0,0140
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET>-1
Co Cso
Média 0,488 0,423
Variancia 0,000225 0,000292
gl 3
Stat t 7,51
P(T<=t) uni-caudal 0,00245
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras AET,-2
Co C3o
Média 0,465 0,423
Variancia 0,000367 0,0000250
gl 3
Stat t 4,98
P(T<=t) uni-caudal 0,00779
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-1
Co Cso
Média 1,17 1,04
Variancia 0,00227 3,33E-05
gl 3
Stat t 5,63
P(T<=t) uni-caudal 0,00554
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BPT;-2
Co Cso
Média 1,23 1,02
Varidncia 0,00500 0,00629
gl 3
Stat t 23,7
P(T<=t) uni-caudal 8,26E-05
t critico uni-caudal 2,35
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e Amostras BMT,-1

Co Cso
Média 1,22 1,06
Varidncia 0,00100 0,000900
gl 3
Stat t 15,9
P(T<=t) uni-caudal 0,000273
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BMT;-2
Co Cso
Média 1,25 1,04
Variancia 0,000225 0,000158
gl 3
Stat t 36,4
P(T<=t) uni-caudal 2,29E-05
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET»-1
Co C3o
Média 1,21 1,08
Variancia 0,00100 0,000100
gl 3
Stat t 11,3
P(T<=t) uni-caudal 0,000735
t critico uni-caudal 2,35
e Amostras BET,-2
Co Cso
Média 1,25 1,05
Variancia 0,00203 0,000892
gl 3
Stat t 6,61
P(T<=t) uni-caudal 0,00353
t critico uni-caudal 2,35
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