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Validacao do método e incerteza de medicao.

4.1.
Parametros analiticos de mérito.

O processo de validacdao garante que um método analitico produza
informacdes confidveis e claras a partir de resultados experimentais. De acordo
com a Norma ABNT NBR/IEC 17025, a validagao é a confirmagéao por testes,
apresentando evidéncias objetivas, de que determinados requisitos sao
preenchidos para um dado uso intencional (Norma ABNT NBR/IEC 17025). Uma
definicdo com maior afinidade com as atividades relacionadas com a quimica
analitica é encontrada nos textos produzidos pelo EURACHEM, e que define a
validagdo como o processo de definir uma exigéncia analitica e de confirmar que
o método sob investigagdo tem capacidade de desempenho consistente com o
que tal aplicagéo requer (EURACHEM,2002). Todas essas definicbes oficiais e
cuidados com a normalizagdo dos procedimentos usados na validagdo, indicam
a necessidade de se mostrar que a qualidade das medigbes analiticas, através
da rastreabilidade, da confiabilidade e da comparabilidade, tem sido cada vez
mais exigida.

Na validagao no laboratério, “in house validation”, as etapas do processo
se passam dentro de um Unico laboratério e tem o intuito tanto de validar um
método novo (que tenha sido desenvolvido localmente) quanto de verificar se um
método adotado de outras fontes esta sendo bem aplicado. Esse tipo de
validacao é usado nas etapas do desenvolvimento de uma metodologia, servindo
para a divulgagcdo da mesma através da publicacdo de artigos em revistas
cientificas, onde sao registradas todas as caracteristicas de desempenho da
metodologia, com excegdo do estudo interlaboratorial, este caracteristico da
validagdo completa, “full validation”. O estudo interlaboratorial complementa o
processo de validagao, servindo para verificar como a metodologia se comporta
numa determinada aplicacao levando em consideracao os resultados obtidos em
varios laboratorios. Nesse caso, estabelece-se a reprodutibilidade da
metodologia e calcula-se a incerteza expandida associada a metodologia
desenvolvida (GUM).
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Os estudos de validagdo devem ser representativos e conduzidos de modo
a contemplar a faixa de concentracdo esperada para o analito de interesse e os
tipos de amostras onde se espera medir 0 analito em questédo (Ribani, 2004). Os
termos mais usados para classificar o conjunto de parametros de validacédo de
métodos sdo: parametros de desempenho analitico, caracteristicas de
desempenho ou parametros analiticos de mérito, sendo essa ultima designacao
a utilizada no presente texto.

Os parametros analiticos de mérito descritos nesse trabalho s&o: (i)
resposta linear, (i) capacidade de deteccao (limite de deteccado e limite de
quantificagdo, etc), (iii) precisdo (repetitividade e reprodutibilidade) e (iv)
tendéncia ou recuperagdo, que sao descritos a seguir para a metodologia
voltamétrica usando o BIiFE. A robustez foi avaliada indiretamente na etapa de
otimizacdo do método. Os parédmetros de mérito da metodologia voltamétrica
desenvolvida utilizando o BiFE foram comparados com os obtidos com o uso do
HMDE, um eletrodo mais tradicional na determinagao de tracos de metais.

4.1.1.
Resposta Linear.

A faixa de resposta linear indica a capacidade do método analitico em
produzir resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito em
exame, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (Swartz,1998). Nesse
caso, a quantificagao requer que se conheca a relacdo de dependéncia entre a
resposta medida e a concentracdo do analito presente na amostra, esperando
qgue 0s requisitos para a aplicacao da equacéao da reta sejam cumpridos. A faixa
de resposta linear ou faixa linear dindmica pode ser obtida por processo de
calibragdo externa com padrdes (curva analitica) ou por adicdo sequencial de
padrdes na matriz em estudo (curva de adigdo de analito). E importante ressaltar
que a falta de linearidade nao inviabiliza a aplicacado de um método, desde que
se conhega 0 modelo de previsao de resultados adequado para estes casos (por
exemplo, o quadratico).

Neste trabalho, buscou-se 0 modelo linear de resposta analitica descrito
pela equacao da reta. A equacdo da reta envolve duas varidveis que sao a
resposta medida (y), no caso a corrente faradaica de oxidagdo do analito, e a
quantidade de analito na amostra (x), no caso a concentragdo de analito. Os
parametros importantes do modelo séo a inclinagéo ou sensibilidade da curva de
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calibragéo (representado pelo coeficiente angular “a”), a intersegéo da curva com
0 eixo y quando x € igual a zero (representado pelo coeficiente linear “b”) e um
coeficiente de correlagdo entre os pontos da curva. A equagdo completa € a
indicada abaixo na Equacao 15.

y=ax+b (15)

A melhor técnica para obtencdo dos parédmetros da curva analitica,
levando em consideracdo a dispersao dos resultados de todos os pontos
medidos, € a regressao linear usando o método dos minimos quadrados. Com
essa técnica, estima-se a melhor reta que passa pelo conjunto de pontos
medidos experimentalmente na curva analitica. A regressao deve ser ponderada
caso 0 comportamento das variaveis for heteroscedastico (aumento da variancia
em funcdo do aumento da concentragdo de analito), o que n&o foi o caso dos
resultados reportados para o presente trabalho. O coeficiente de regresséao (r) ou
de determinacédo (R®) s&do usados para comprovar a existéncia de uma relagéo
linear (Cunha,2007). Nao existe consenso na literatura a respeito de qual desses
dois coeficientes € o melhor e nem qual seria o limite para o valor aceitavel
desses coeficientes para a indicagdo do comportamento linear. No caso,
indicamos o critério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que
aponta valores de coeficiente de correlacao (r) igual ou superior a 0,99 como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. Na Tabela 8
sao mostrados os coeficientes relevantes da curva de calibracao de Pb (ll) (feita
por adicdo sucessiva de analito) na ME de querosene usando medigcdes
voltamétricas com o BiFE e com HMDE. Os resultados obtidos sdo a média de
trés experimentos (trés curvas de adicao padrao). Curvas de adigcéo tipicas para
a ME de querosene sdao mostrada na Figura 37 e Figura 38 usando
respectivamente o BiIFE e o HMDE. Um conjunto de voltamogramas de
concentracdes crescentes de PB (Il) em ME de querosene é mostrado na Figura
39 (BIiFE) e na Figura 40 (HMDE).
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Tabela 8 — Parametros da curva de calibragdo de Pb por adicdo de padrdes® obtidas em

ME de querosene usando medi¢édo voltamétrica com BiFE e com HMDE.

BiFE
Equagdo da curva y=(4,56x10°+0,60)x + (0,14+0,03)
(y=ax+b)
r 0,998+0,001
R? 0,998+0,001
HMDE
Equagdodacurva  y=(8,04x10"°+1,50)x + (0,201+1,13)
(y=ax+b)
r 0,998+0,001
R? 0,998+0,001

? Resultado médio de trés curvas de calibracao.
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Figura 37 - Curva de adicao padrao de Pb (Il) para a ME de querosene
usando o BiFE.
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Figura 38 - curva de adi¢do padrao de Pb (ll) para a ME-querosene
usando HMDE.
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Figura 39 - Voltamogramas de concentragéo crescente de Pb (Il) em ME de

querosene usando BiFE.
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Figura 40 - Voltamogramas de concentracao crescente de Pb (ll) em ME

de querosene usando HMDE.

No caso da ME de éleo lubrificante, os coeficientes relevantes da curva de
adicao sao indicados na Tabela 9. Na Figura 41 e na Figura 42 sao mostradas
curvas representativas usando medicado com o BiIFE e com o HMDE

respectivamente.

Tabela 9 — Parametros da curva de calibragdo de Pb por adicdo de padrées® obtidas em

ME de éleo lubrificante usando medicao voltamétrica com BiFE e com HMDE.

BiFE
Equacgéo da y=(3,62x10*°+0,53)x + (0,007+0,005)
curva
(y=ax+b)
r 0,999
R? 0,999
HMDE
Equagao da y=(7,16x10°+1,22)x + (0,027+0,01)
curva
(y=ax+b)
r 0,999
R? 0,999

? Resultado médio de trés curvas de calibracao.
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Figura 41 - curva de adicdo padrao de Pb(ll) para a ME de 6leo

lubrificante usando BiFE.
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Figura 42 - curva de adi¢do padrao de Pb(ll) para a ME de 6leo
lubrificante usando HMDE.
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Tanto com BIiFE quanto com HMDE, a faixa linear foi de apenas uma
ordem de magnitude, provavelmente devido a complexidade do meio. Uma curva
tipica mostrando a relagdo entre o sinal do analito em uma faixa maior é
mostrada na Figura 43.
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Figura 43 - Resposta analitica do Pb(ll) em ME de querosene utilizando

uma faixa maior de concentracao de analito no BiFE.

4.2.
Capacidade de deteccao.

Os parametros relacionados com a capacidade de detecgdo estao
relacionados com a capacidade potencial do método em medir as menores
quantidades de analito ou em discriminar teores proximos de analitos em uma
amostra. Esses parametros, em geral, dependem da sensibilidade da curva
analitica (indicada pelo coeficiente angular) e de fatores estatisticos pré-
estabelecidos, podendo variar dependendo do critério adotado no
estabelecimento desse parametro. Por exemplo, dependendo do critério
adotado, a magnitude do branco nao € considerada, apenas o seu desvio
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padrdo, sendo assim esses parametros servem apenas para comparagao dos
métodos e nao para avaliagdo da menor quantidade de analito que pode
efetivamente ser medida (Cunha, 2007). Neste trabalho avaliou-se a capacidade
de deteccao pelo limite de deteccdo (LD) e pelo limite de quantificacdo (LQ),
ambos definidos pelos critérios indicados mais abaixo.

4.2.1.
Limite de deteccao (LD).

Limite de deteccao (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra e que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada sob
as condicOes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2002). Pode-se calcular o
limite de deteccdo de trés formas diferentes: método visual, método relagéo
sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica. No método
baseado em parametros da curva analitica, adotado neste trabalho, o limite de
detecgéo pode ser expresso como:

LD =3 (16)
a

Onde s, € a estimativa do desvio padrdo de dez replicatas do ensaio com o
branco ou, no caso da auséncia de sinal relevante para o branco, do ensaio com
solugdes contendo a menor concentracéo aceitavel de analito na curva e “a” é a
sensibilidade da curva analitica. No caso da utilizacdo da cela eletrolitica para
medicao voltamétrica, o resultado final foi multiplicado por 10 por causa do fator
de diluicdo da amostra.

No caso da utilizagado da cela de medigao para a voltametria o calculo sera
LD*10 (volume amostral de querosene, mL).

4.2.2.
Limite de quantificacao (LQ).

O limite de quantificagéo (LQ) € a menor concentragdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitdvel de exatidao e precisdo. Um critério
semelhante ao do LD foi adotado nesse trabalho, alterando-se apenas o valor do
limite de confianga (k) de 3 para 10. No método baseado em parametros da
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curva analitica, adotado neste trabalho, o limite de quantificagcdo pode ser

expresso como:
Sy
LO =10~ (17)
a

Os valores de LD e de LQ para o Pb (Il) sdo indicados na Tabela 10. Os valores
reportados s@o os estimados na cela de medicao, isto é, nas MEs de querosene
e de dleo lubrificante, e os estimados nas amostras, isto €, no querosene e no
6leo lubrificante, considerando o uso do BiFE e do HMDE. Para se calcular estes
parametros utilizou-se a média de trés curvas analiticas de adicao de Pb (ll)
utilizando as MEs das matrizes de interesse.

A memodria de célculo para LD e LQ das ME’s de querosene usando BiFE
e HMDE encontra-se no Anexo | e Il.

Tabela 10 - Parametros de capacidade de detecgéo do Pb (lI).

PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0610600/CA

Querosene Oleo lubrificante
BiFE HMDE BiFE HMDE
LD na cela 42x10°molL"  3,3x10°molL” 6x10"™molL" 4,8x10"molL"
(0,88 ug LM (0,68 pg L") (0,12 ug L™ (0,09 ug L™
LD naamostra 4,2x 10%(molL") 3,3x10%mol L 0,3ugg’” 0,24 ugg"
(878ugL") (68ugL")
LQ na cela 1,4x10%mol L 1,1x10®%molL" 2x10°molL" 1,6x10"mol L
29ugL’ 2,36 ug L™ 0,41 ug L™ 0,32 ug L™
LQnaamostra 1,4x 10" molL" 1,1 x107" molL" 1,03pg g’ 0,08 ugg”
29 ug L™ 23,6 ug L™

4.2.3.
Precisao.

Precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condi¢des definidas. As duas formas mais comuns
de expressa-las sdo por meio da repetitividade e da reprodutibilidade interna,
sendo usualmente indicadas pelo desvio-padrao relativo (RSD) ou coeficiente de
variacao. A repetitividade e a reprodutibilidade sao geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, elas devem ser determinadas para um
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diferente numero de concentracdes e, em casos relevantes, a relacdo entre
precisdo e concentracao do analito deve ser estabelecida. Por ser a faixa linear
dos métodos voltamétricos curta, usou-se apenas uma concentragdo da regiao

média das mesmas.

4.2.3.1.
Repetitividade (r)

A repetitividade (r) € o grau de concordancia entre os resultados de
medigbes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas
condi¢des de medicdo (0 mesmo procedimento de medicao, 0 mesmo analista, o
mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢cées, o mesmo local e repeticées
em curto espaco de tempo). Na obtencao da repetitividade, devem-se realizar no
minimo sete repeticbes para calculo da estimativa do desvio padrdo. Neste
trabalho expressou-se o resultado como estimativa do desvio padréo relativo
(DPR), como indicado na Equagéo18, usando dez repeticbes de uma mesma
amostra na mesma ME. Alternativamente foi realizado um estudo com troca de

ME, pelo fato de expressar a realidade do procedimento de medicao.

DPR = bp
CMD

x100 (18)

Onde DP é o desvio padrao e CMD é a concentracao média determinada.

Testes de repetitividade de medicao de Pb foram realizados em amostras
microemulsionadas de querosene e de 6leo lubrificante onde o analito foi
adicionado na forma de padrao inorganico (5 x 10® mol L™ na cela). No caso da
voltametria, o conceito de repetitividade ndo pode ser entendido da maneira
restritiva da definicdo, pois para cada replicata existe a renovagédo da superficie
ativa do eletrodo, seja ela a formagdo de um novo filme ou de uma nova gota
pendente de mercurio. O valor das repetitividades em termos de DPR ¢ indicado
na Tabela11. Quando se compara os resultados observados na mesma ME para
HMDE e para BiFE, observa-se a repetitividade melhor para as medicoes feitas
com o HMDE, o que pode ser facilmente explicado pela melhor reproducao da
area superficial da gota de mercurio quando comparado com a reproducao das
caracteristicas do filme formado em cada replicata. Com a troca de ME, néo
ocorreu diferenga significativa comparando os dois eletrodos, o que pode ser
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justificado pela grande variabilidade dos resultados na troca da ME. No caso da
ME de 6leo lubrificante (resultados baseados em experimentos realizados
apenas na mesma ME), a diferenca de desempenho dos eletrodos é percebida
nitidamente, pois com o HMDE o valor de repetitividade (da ordem de 5%) é
menor do que a observada com o BIiFE, indicando a vantagem do HMDE em
termos de reproducao de superficie ativa de eletrodo. No entanto, ndo se deve
descartar que a piora do desempenho do BiFE na medicdo em ME de éleo
lubrificante seja alguma interferéncia do meio contendo o 6leo durante a

formacao do filme.

Tabela 11 — Repetitividade do método (medicées de Pb (Il) 5x 10® mol L)

Repetitividade Querosene® Oled®
(DPR)
BiFE HMDE BiFE HMDE
Mesma ME 9% 1% 18% 5%
Troca ME 17% 16% - -

a — ME de querosene
b— ME de 6leo lubrificante

4.2.3.2.
Reprodutibilidade interna (R)

Reprodutibilidade interna (R) é o grau de concordancia entre os resultados
das medicbes realizadas em uma mesma amostra utilizando-se condigdes
variadas, no caso desse trabalho a condicao escolhida foi a troca de analistas.
Evidentemente, cada analista utilizou uma ME distinta, porém de composicao
igual a indicada na etapa de otimizagdo. A reprodutibilidade interna assim como
a repetitividade também pode ser expressa em termos de DPR. Neste trabalho
foi aplicado um teste de hip6tese para comparar o resultado médio obtido entre
dois analistas (indicados como X; e X, com n; e ny sendo as replicatas) e o valor
encontrado (tp) foi comparado com o valor tabelado na distribuigcéo de t-Student,
para os graus de liberdade (gl) adequados, ou seja, gl = ny + n, — 2 (gl=18; t-
student=2,01). Abaixo estao listadas as Equacbes 19 e 20 usadas para calculo
da reprodutibilidade. E importante salientar que os experimentos de
reprodutibilidade interna foram realizados apenas para um dos tipos de ME (no
caso, o0 de querosene).
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Sp

_ \/(nl —1)sZ +(n, —1)s2

n, +n,—2

A analise de dados ANOVA foram processados usando programa Excel
(Microsoft Office). Em seguida, utilizou-se a Equagédo 21 calcular o valor da
reprodutibidade do método.

Sezntre = (MQenrre - MQdentro )/ n (21 )

Onde MQgnire € @ soma dos minimos quadrados entre os analistas; MQgentro € @
soma dos minimos quadrados de cada analista e n € o numero total de replicatas
(Cunha, 2007).

A reprodutibilidade para a ME de querosene usando BiFE com troca de
ambos analistas e ME foi 4%. Resultados semelhantes foram obtidos usando o
HMDE (4%). Esses resultados mostraram que a troca do analista € um fator
insignificante em termos da reprodugé@o de resultados. A meméria de célculo
para a reprodutibilidade e repetitividade da ME de querosene usando BIiFE e
HMDE encontra-se no Anexo lll e IV.
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4.3.
Testes de recuperacao e avaliacao da aplicabilidade dos métodos.

A recuperacao ou fator de recuperagao é definido como a proporgao da
quantidade do analito interesse (contido ou adicionado no material teste) que é
extraido e/ou passivel de ser quantificado. No entanto, avaliagdes
excessivamente otimistas de recuperacao podem ocorrer no caso da adicao de
analito (fortificacdo da amostra) se a substéncia adicionada nao estar
necessariamente na mesma forma que o presente em uma amostra especifica.
Os efeitos dos componentes da matriz também devem ser investigados porque
estes podem interferir na quantificagdo do analito. Na maioria dos casos, a
dispersdo dos resultados de recuperacdo aumenta com a diminuicdo da
concentracao causando assim uma diferengca substancial quando testes sao
realizados com concentragfes significantemente diferentes do analito. Assim, os
testes de recuperagdo devem ser realizados na faixa de concentragao tipica
esperada para o composto de interesse na amostra em estudo. Se tal faixa for
muito ampla, testes devem ser realizados com o analito adicionado em
diferentes concentragbes, sendo de preferéncia uma préxima ao limite de
quantificagdo, outra préxima a concentragdo maxima permitida pelo método (por
exemplo o final da faixa linear dindmica) e, finalmente, em uma concentragao
proxima & média da faixa de uso do método. No presente trabalho, devido a
dimensédo relativamente curta da faixa linear, escolheu-se fazer os testes de
recuperacao utilizando apenas uma Unica concentragdo (para cada tipo de
amostra) proxima a média da faixa linear reportada.

Para a realizacdo de testes de recuperacao, idealmente se deve utilizar os
materiais de referéncia certificados (MRC), no entanto, materiais deste tipo nao
necessariamente estdo disponiveis ou mesmo existem. Nesses casos, se faz
uso de materiais fortificados com quantidades conhecidas do analito de
interesse.

Para amostras fortificadas é aconselhavel a realizagcdo de estudos
comparativos entre métodos, o que consiste na comparacao entre resultados
obtidos empregando-se o método em desenvolvimento e um método de
referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos, ou seja, 0 grau de exatiddo do método testado em relagdo ao de
referéncia.

Os intervalos aceitaveis para recuperagao de substancias-trago geralmente
estao entre 70 e 120%, com repetitividade de até + 20% (cunha,2007). Neste
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trabalho, os resultados de recuperacao foram expressos em termos percentuais
utilizando como referéncia o valor da quantidade de analito estipulado pelo MRC
de 6leo lubrificante (NIST 1085a) ou o valor adicionado de analito na ME de

querosene.

4.3.1.
Testes de recuperacao em oleo lubrificante usando MRC.

Para avaliar a aplicacdo da metodologia em amostra de 6leo lubrificante,
usou-se o MRC NIST 1085a que possui valores certificados para o Pb (297.4 mg
kg") sendo que o certificado em questdo encontra-se no Anexo V. As anélises
realizadas com o método voltamétrico proposto foram realizadas em triplicada
em trés dias diferentes e o0s resultados encontram-se na Tabela 12. Os
resultados experimentais obtidos foram comparados com o valor de referéncia

no MRC utilizando um teste t-Student Equagéo 22.

X — i,

s\/n

(22)

t, =

Onde: X é a média dos resultados experimentais da espécie de interesse; o € 0
valor da espécie de interesse especificado no MRC; s é o desvio padrao das

medigOes realizadas e n é o numero de replicatas.

Tabela 12 — Resultados da recuperacao do Pb em ME de 6leo lubrificante usando
NIST1085a.

Recuperacao®
Aliquota® BiFE HMDE
1 98,0+ 2,8 98,9+1,3
2 98,6 +2,4 99,9+ 1,6
3 99,8+2,8 99,5+1,3

2 Aliquotas feitas em trés dias diferentes.
® Média de trés determinacoes.

Os resultados indicaram recuperagdes préximas de 100% (98,8 = 2,6%
com o BiFE e 99,4 + 1,4% usando o HMDE), mostrando que o método em

questao pode ser aplicado para a determinagcdo de Pb em o6leo lubrificante. A
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repetitividade dos resultados também foi boa, mesmo levando-se em conta os
desvios-padrdo para a mesma amostra analisada em dias diferentes. Nesse
caso, 0 problema relacionado com a maior variagdo de sinal utilizando o BiFE
também ¢é detectado, pois o desvios-padrdao médio observado com esse eletrodo
foi aproximadamente duas vezes maior que o obtido com o HMDE, confirmando
o que foi visto no estudo de repetitividade do método.

4.3.2.
Testes de recuperacao em ME de querosene fortificada.

Para avaliar a aplicagdo da metodologia em amostra de querosene usou-
se o0 procedimento de fortificacdo com o analito de interesse (Pb). Nesse caso
especifico, tanto padrao inorganico do analito quanto o padrdo metalo-organico
foram empregados para se avaliar a capacidade do método em recuperar o
analito presente em formas quimicas diferentes. As andlises usando os métodos
voltameétricos propostos foram realizadas em triplicada em trés dias diferentes,
sendo os resultados médios indicados na Tabela 13. Os resultados
experimentais da voltametria foram comparados com os valores obtidos com um
método alternativo, no caso a espectrometria de absorgao atémica com forno de
grafite (ET AAS). Isso foi feito para cada amostra. As recuperagdes obtidas
também foram comparadas estatisticamente usando os resultados da andlise

espectrométrica como valores de referéncia.

Tabela 13 - Resultados da recuperacédo do Pb em ME de querosene usando fortificagdo

com o analito.

Técnica Recuperacgao (%) média
Pb inorgéanico Pb metal orgéanico
Voltametria BiFE 98,2 + 0,35 99,5 + 0,42
Voltametria HMDE 98,9 + 0,63 99,2 + 0,56
ET AAS 99,3 £ 0,38 100,2 + 0,26

No caso da andlise de amostras de querosene obteve-ve uma
concordancia excelente entre resultados obtidos pelo método proposto (seja ele
usando BiFE ou HMDE) tanto em relagdo ao valor adicionado de analito quanto
em relagdo ao valor de analito recuperado pelo método de comparacao (ET
AAS). Também importante foi constatar que o valor da recuperagéao independe
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da forma na qual o analito é introduzido na amostra. Isso mostra que o uso do
acido nitrico durante o processo de preparagao da ME provoca a isoformacéao de

espécies quimicas, no caso, a forma inorganica.

4.4.
Incerteza de medicao voltamétrica de Pb.

A incerteza de medicao é o parametro associado a um valor medido e que
caracteriza a dispersao dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao
mesmo (VIM, 2007). A incerteza associada ao valor medido é resultante de erros
originados nos varios estagios da amostragem, da preparacao de amostra, da
analise e do conhecimento imperfeito de fatores que afetam o resultado
contribuindo para que o mesmo se desvie do valor verdadeiro. Assim sendo, a
incerteza de medicao caracteriza a faixa de valores, dentro da qual o valor real
deve se situar, com um nivel de confianca especifico, sendo esta expressa como
um desvio-padrao ou um multiplo calculado do desvio-padrédo. Na obtengao da
incerteza de medigdo de um mensurando por um método analitico especifico, é
essencial assegurar que a estimativa considere explicitamente todas as fontes
possiveis de incerteza, computando os componentes mais significativos.

A necessidade dos laboratérios de ensaios em implementar um
procedimento sistematico para estimar a incerteza em suas medi¢des fez com
que surgisse o documento de referéncia denominado Guia para Expressdo da
Incerteza de Medicdo da ISO, conhecido como ISO GUM. Esse documento
demonstra que a incerteza de valores medidos incorpora diferentes fontes de
incerteza que surgem de efeitos aleatorios e para as quais sdo atribuidas valores
de contribuicao (variancias). O ISO GUM propbe a aplicacdo da lei da
propagacao da incerteza na combinacdo dessas diferentes fontes para se obter
um valor global denominado de incerteza combinada. Tal procedimento pode-se
tornar complexo quando, por exemplo, as fontes de incerteza nédo séo
independentes umas das outra. Nesse caso a combinagéo deve levar também
valores de covariancia. O procedimento descrito no ISO GUM é valido na maioria
dos casos, porém pode se tornar complexo em modelos de resposta nao-
lineares, quando o numero de graus de liberdade ndo podem ser obtidos
(inaplicabilidade da férmula de Welch-Satterthwaite) e quando a contribuigéo tem
distribuicao de saida (distribuicdo de probabilidade) cujo valor de variancia nao
possa ser facilmente obtido para um dado nivel de confianca (BIPM, 2007).
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4.41.
Etapas gerais para a estimativa da incerteza da medicao usando a
proposta do ISO GUM.

O ISO GUM indica uma série de etapas para se realizar a estimativa da
incerteza de medigdo de um mensurando. A seguir, as etapas do processo serao
descritas, levando em conta as aproximagdes e caracteristicas proprias desse
estudo de caso: incerteza de associada a medicao voltamétrica de Pb em ME de
querosene.

A primeira etapa do processo é a definicdo da entidade da qual uma
propriedade especifica vai ser medida (corrente faradaica de Pb (Il)). Em
seguida, assumiu-se um modelo incompleto (auséncia de uma férmula ou
modelo que incluisse todas as contribuicdes de incerteza) e construiu-se um
diagrama de causa e efeito, esquematizando as grandezas de entrada (fontes de
incertezas) na forma de “espinha de peixe” e a grandeza de saida (incerteza
combinada a partir das grandezas de entrada que no caso € a incerteza da
corrente faradaica de Pb), como indicado na Figura 44. Como seria dificil
identificar em detalhes todas as incertezas de entrada (indicadas pelas retas que
convergem para o eixo principal do diagrama de causa e efeito), decidiu-se por
dividi-las em quatro grupos distintos denominadas como indicado a seguir:
repetitividade (u,); reprodutibilidade (ug); solugbes criticas (us,) € curva de
calibragao (Ugyrva)-
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Reprodutibilidade Repetitividade

Troca de

analista Repeticées na mesma ME

Fatores instrumentais
Troca de ME

» corrente faradaica

Micropipeta para adigéo de
volumes de 20 uL na cela de

traballho (certificado) ——  Coeficientes

angular e linear

Micropipeta para preparagao das
microemulsdes (certificado)

Solugdes criticas Curva analitica

Figura 44 - Diagrama de causa e efeito.

Cada incerteza de entrada pode ser formada por uma ou varias
contribuicbes (denominadas aqui como fontes primarias) que sao combinadas
para se ter o valor de cada incerteza de entrada. Na combinacao para se obter
as incertezas de entrada ou para se obter a incerteza combinada a partir das
incertezas de entrada assume-se a independéncia entre essas fontes de modo a
se usar a forma mais simples da lei da propagacdo da incerteza (soma
quadratica das contribui¢des) como indicado na Equacgao 23.

n 2
u(y) = Z(%x‘) u?(x,) 23)
i=1 l

Onde: u(y) é o resultado da combinacao de incertezas (podendo ser, qualquer
uma das quatro incertezas de entrada obtidas a partir das incertezas que foram
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agrupadas ou a incerteza combinada obtida a partir das incertezas de entrada);
dy/ox;é o coeficiente de sensibilidade de cada fonte (coeficientes estes utilizados

para transformar grandezas de entrada em incertezas uniformizando as

unidades das grandezas de entrada de modo a permitir que estas possam ser

2
combinadas ao final do processo) e os valores u (x) s&o as variancias

associadas a cada uma das fontes.

Os valores das incertezas podem ser obtidos por meio de andlise
estatistica (desvio padrao calculado) ou por meio da informagéo prévia sobre os
fatores que afetam o processo de medicao (obtidos por outros meios que nao
sejam os da analise estatistica, por exemplo, a deducdo da distribuicdo de
probabilidade de forma conhecida, informacao obtida de certificados, manuais,
experiéncia do analista, etc.). No caso da incerteza estar associada aos desvios-
padrdo experimentais, o procedimento de calculo é o de obter a média aritmética
de um conjunto de medicoes de onde se pode obter a variancia e se avaliar o
tipo de distribuicdo estatistica dos resultados. Outra consideracao importante € a
distribuicdo normal das grandezas de entrada. Essa decisdo é baseada no
Teorema Central do Limite que mostra que uma distribuicdo estatistica que
provem da combinacdo de outras distribuicbes ndo necessariamente normais
resultara numa distribuicdo que tende a ser normal. Como as grandezas de
entrada e obviamente as incertezas de saida sdo combinacdes de distribuicdes,
essa situacao parece ser razoavel para o modelo estudado nesse trabalho.

Na Equacao 24 encontra-se a férmula para a determinacao da incerteza

de medicdo (uy,) a partir do desvio padrao experimental. No processo nao-
estatistico, o valor da incerteza é simplesmente o valor indicado pela fonte de
informagéao utilizada na Equagéao 25.

U, =—— (24)
Jn
Onde s é o desvio padrao experimental e n é o nimero de replicatas.
u,=c (25)

Onde c é a estimativa do resultado obtido da fonte de referéncia (Cunha,2007).
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4.4.2.
Incerteza associada a repetitividade (uy).

Esse tipo de incerteza foi obtido pelo célculo do desvio padrdao de 10
medicdes consecutivas das correntes faradaicas de Pb (ll) (adicionado na forma
de padréo de Pb(Il)) em uma ME de querosene. Os resultados dessas medicoes,
em termos de DPR, foram indicados anteriormente nesse capitulo (Tabela 11)
para os experimentos realizados com o BiFE e com o HMDE. E importante
salientar que para a realizagcao de cada replicata foram necessarios: a troca de
ME e o uso de uma nova gota de mercurio ou um novo filme de bismuto,
distorcendo o conceito formal de repetitividade. No entanto, nesse estudo se
assumird que as medigbes sob condi¢cdes experimentais otimizadas descritas
anteriormente foram feitas em condigdes de repetitividade, independentemente
da mudanga da ME e superficie ativa do eletrodo. Os valores de u, observados
para os dois tipos de eletrodo sdo comparaveis, como ja havia sido indicado em
secao anterior no célculo da repetitividade dos métodos. Considerando que as
condigdes instrumentais aplicadas nos dois casos sdo muito semelhantes, faz
sentido crer que as flutuagdes de sinal sdo causadas pela troca da ME e do
eletrodo de trabalho. Comparando teoricamente as reprodugdes nas superficies
ativas (gota de mercurio ou filme de bismuto), as variagdes nas superficies dos

filmes formados no GCE tendem a ser mais relevantes.

4.4.3.
Incerteza associada a reprodutibilidade (ug).

As incertezas associadas com a reprodutibilidade foram obtidas usando
experimentos semelhantes aos descritos para a repetitividade, agora usando
dois conjuntos de dados (n=10 cada conjunto). Cada um desses conjuntos foi
obtido por um analista e, consequentemente, em uma ME distinta e desse modo,
a avaliagéo pdde ser feita levando em consideracgao a troca de analista e a troca
de ME. Relatou-se anteriormente que a contribuicdo da troca de ME é muito
mais significativo que a troca de analista independentemente do tipo de eletrodo
utilizado para realizar a medicao de corrente. Para cada conjunto de dados
obtidos, os resultados médios foram comparados pela aplicacdo de um teste de
hip6tese nula. O valor de ug foi entédo calculado levando em consideragéo os
desvios padrdes de cada conjunto, representando isso como a raiz quadrada da
meédia quadratica obtido por cada analista (MQanaista), € 0 desvio padrao obtido
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entre os analistas e ME distintas (Sentre), ONde Sentre = V(MQentre — MQanaiista)/N). OS
valores médios quadraticos (MQ) sdo os somatérios da diferenca entre cada
valor independente e o valor médio e n € o numero de replicatas. Finalmente, ug
foi obtido usando a Equacédo 26 sendo os valores desse tipo de incerteza
utilizando BiFE e HMDE indicados na Tabela 14.

entre = Sk (26)

O estudo de reprodutibilidade feito na etapa de validagao ja sinalizava
que a troca da ME implicava em varia¢des de sinal e que isso era menos critico
ao se utilizar o HMDE. Esse comportamento foi confirmado aqui na etapa de
avaliagao de incertezas, pois 0 ug observado utilizando o HMDE é uma ordem de
magnitude menor que a observada com o BiFE. Isso apontaria vantagem
significativa para o HMDE, porém, para que essa conclusdo seja realmente
vdlida ainda se tem que avaliar as outras fontes de incertezas e a combinagao

final das mesmas.

4.4.4.
Incertezas associadas as solucoes criticas (Usoi)-

Esse tipo de incerteza esta relacionada com a preparacdo das MEs e
com a adi¢ao de solucbes (padrées analiticos e solucao de Bi (lIl)) na cela de
trabalho. Os padrdes adicionados na cela foram obtidos diretamente pela
diluicao da solugao original de padréao inorganico e foram inseridos em volumes
fixos para a construcdo das curvas de adi¢do. No caso do uso do BiFE, a adigao
de solucdo de nitrato de bismuto na cela eletrolitica ndo foi considerada pois a
concentracao otimizada para este parametro foi escolhida em condicées de
robustez e logo, ndo se esperou pequenas variagoes de sinal analitico causadas
por pequenas variagdes no volume do nitrato de bismuto.

Nesse caso, a incerteza das micropipetas (Un,) usadas na preparagéo da
ME, dos padrdes e na adicdo dos padroes a cela foram consideradas e
combinadas do modo mostrado na Equagdo 27. Os valores U,, sdo as
incertezas expandidas obtidas nos certificados das micropipetas Anexos VI e VII
(no caso k=2 para o nivel de confianga a 95% considerando distribuicado normal)
o fator de abrangéncia usado nesses casos. A razao da divisao de U por k é a
obtencao da incerteza padréo.
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2 2

[ mpl [ mp2
u _, = E + 27

Onde mp; indica a pipeta usada para adi¢cao dos volumes na cela e mp,
indica a pipeta usada é pipeta para adicao padrao de chumbo na cela.

Como os procedimentos relativos a preparacao e uso de solugdes criticas
s80 0s mesmos para os experimentos usando ambos os eletrodos, o valor da
incerteza é igual nos dois casos. Esse valor € indicado na Tabela 14, mostrando
a grande influéncia desse tipo de incerteza em relagao aos outros ja calculados.

4.4.5.
Incertezas associadas a curva de calibracao (ucyrva)-

Para se obter a incerteza associada a curva de calibracdo, uma curva de
adigbes sucessivas de padrao (quatro adicoes) foi preparada dentro da faixa
linear do método. O sinal de cada concentragdo de analito foi medido em
quadruplicata na mesma ME (condi¢do de repetitividade). A partir da curva de
adicao obtiveram-se os valores dos coeficientes angular (a) e linear (b) e seus
respectivos desvios padrdes (s, € Sp), de onde foram calculadas as incertezas u,
€ Up pelo processo ja descrito anteriormente. Desses dois Ultimos valores se

obtém a incerteza da curva Equagéo 28.

Ucirva = \/[(Cib2 Xshz )+ (Ciaz X Sa2 )+ (zxcih XCpy XUy XU, X r)J (28)

Onde cj, e ci, sao coeficientes de sensibilidade e r € um coeficiente de
correlagao.

Considerando que os sinais analiticos na curva de calibracdo se ajustam
no modelo linear (y = ax + b), onde x é a concentracédo de analito e y é a corrente
faradaica medida, os valores s, e s, sao calculados usando as Equagdes 29a e
29b abaixo.

S

2 2
P x Y x
2 l? (29a) e s,

s, =—=

2X 2
e Ll sz (29b)
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Onde os valores x indicam cada uma das concentracdes usadas na construcao
da curva de adicéo de Pb. Os simbolos s e D representam respectivamente as
variancias e o desvio da curva sendo dadas pela Equacao 30a e Equacao 30b.

D=(nxY#)-xf (30a) e oo b (30D)

n—2

Onde A é a diferenca entre um valor esperado de x no melhor ajuste da curva de
calibracdo e o valor experimental de x. As incertezas u, e u, sdo entdo

calculadas usando a Equagéo 31a e Equagéo 31b.

u, =+ls,”  @la) e U, =+s, (31b)

Os coeficientes de sensibilidade ¢y e ¢, sdo usados para uniformizar as
unidades dimensionais das incertezas, permitindo que a soma quadratica possa
ser efetuada conforme Equacao 32a e Equacgao 32b.

dy 1 dy y-b
= —__ 32 =—= 32b
“ ob a (322) ® a da a’ (320)

Finalmente o coeficiente de correlagdo entre os pontos experimentais é
dado pela Equagao 33 (Cunha,2007).

D ¥ 2 (33)

JianxZi

Os valores das incertezas associadas as curvas de calibracdo usando o
HMDE e o BIiFE sao indicados na Tabela 14, de onde se vé a menor contribuicao
para o HMDE por causa , provavelmente, das variagbes de sinal maiores de
corrente faradaica de Pb que sdo combinadas ao longo da curva de adigdo. A
memoria de calculo da curva analitica das MEs de querosene usando BiFE e
HMDE esta no Anexo VIl e IX assim como o tutorial no Anexo X.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0610600/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0610600/CA

105

4.4.6.
Incertezas combinada (uc) e incerteza expandida (U).

Apoés a identificagdo e quantificagdo das incertezas de entrada, estas
devem ser combinadas para a obtencdo da incerteza de saida u,, isto é, a
incerteza associada a medicdo de corrente faradaica de Pb (ll). Essa
combinacédo é indicada na Equacdo 34. A incerteza expandida é obtida pela
multiplicacdo de u. por um fator de abrangéncia k, que representa o grau de
liberdade efetivo, e que nesse trabalho corresponde a uma probabilidade de
abrangéncia de aproximadamente 95% da distribuicdo normal (k
aproximadamente igual a 2, no caso k =2). O fator de abrangéncia é usado
apenas para garantir uma margem de seguranca para a incerteza combinada.
Nos Anexos Xl e Xll encontram-se as memoérias de calculos das incertezas para
as MEs de querosene usando BiFE e HMDE com troca de analista e ME. Nos
Anexos XllII e XIV encontram-se as memorias de calculos das incertezas para as
ME'S de querosene usando BiFE e HMDE com troca de ME. O tutorial encontra-
se no Anexo XV.

U, = \/(u2 g +u,, uz) (34)

Na Tabela 14, os valores de incerteza das quatro fontes agrupadas e de
suas combinagdes (incerteza combinada e incerteza expandida) utilizando
medigbes voltamétricas com os dois tipos de eletrodos (BiFE e HMDE). Em
seguida, descrevem-se detalhes de como cada uma dessas incertezas foram
calculadas e avalia-se criticamente a contribuicdo de cada uma.

Tabela 14 - Valores de incerteza para as medigdes voltamétricas de Pb(ll) em ME de

querosene usando BiFE e HMDE.

Incerteza (u) Valor (mol L)

BiFE HMDE
Repetitividade (u;) 1,61x10°% 2,07 x10°
Reprodutibilidade (ug) 428 x 107 575x 107
Solugdes criticas (Uso) 4,33 x 107 4,33 x 107
Curva de calibragéo (Ucunva) 499 x 10°® 2,49 x 107
Combinada (uc) 4,36 x 107 43x107
Expandida (U) 8,73 x 107 8,67 x 107
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4.5.
Consideracoes finais.

Algumas consideragbes finais podem ser feitas com relagdo aos
resultados encontrados ao longo do célculo de incerteza de medigdo do sinal
analitico do Pb (ll). Para tal, deve-se usar os gréficos de barras Figura 44 e
Figura 45 respectivamente para a metodologia que faz uso do BIiFE e para a
metodologia que faz uso do HMDE. Comparando-se os valores de u, e de U vé-
se resultados similares, da ordem de 4 x 107 e 8 x 10”7 mol L respectivamente,
para ambos os eletrodos, indicando que a escolha de qualquer um deles gera
resultados similares em termos de incerteza associada a medicao. Esse fato se
deve Unica e exclusivamente a grandeza de entrada us, cuja magnitude é igual
para ambas as abordagens de medicdo de corrente faradaica e de longe, é o
parametro que domina o processo. Sendo assim, qualquer tentativa de melhoria
da incerteza de medigédo tem que passar pela alteragéo do jeito na qual as MEs
e 0s padroes sao preparados e, no caso dos padrdes, adicionados a cela.
Qualquer outro esfor¢o no sentido de melhorar repetitividade, reprodutibilidade
seria inatil. Em termos numéricos, os experimentos para calculo de incerteza
foram realizados com solucdes de Pb () 5 x 10® mol L. Logo, as incertezas
combinadas s&o uma ordem de magnitude em relagdo a esse valor, 0 que a
primeira vista € um absurdo. No entanto, deve-se levar em consideragdo que
toda essa incerteza vem da preparagao das solugdes criticas e que 0 processo
de medicéo em si carrega incertezas de 5,6 x 10 mol L™ para o BiFE (em torno
de 100% do valor referéncia) e de 2,2 x 10® mol L™ para o HMDE (em torno de
44% do valor de referéncia). Deve-se ainda lembrar que esses ultimos valores
ainda carregam incertezas de medicdo de volume (padrbées e adicdao de
padrdes), que ainda poderiam ser minimizados.

A saida para a resolucdo desse problema passa pelo esforco de se
preparar as MEs utilizando medicdo em massa, pois nesse caso, apenas a
incerteza da balanca analitica (que € muito menos do que as incertezas dos
aparatos de medicdo de volume) seria envolvida. Alternativamente poderia se
fazer uso de outros aparatos automaticos de medicdo que possam oferecer
menores incertezas no volume medido (por exemplo, um amostrador automatico
operando em temperatura local constante). O caso mais complicado € o que
envolve a adigdo de solugdes padrdes na cela, pois a sistematica de uso dos
analisadores voltamétricos comerciais € a da adicdo de padrées usando
micropipetas automaticas.
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Outro fato relevante € que os resultados para U tornam os valores de LQ
medidos usando os critérios descritos na literatura estdo completamente fora da
realidade pratica da medicao de sinal analitico.

ucombinada

Curva analitica

Solugdes criticas

Repro

Fontes de incertezas

Repe

1,00E-09 1,01E-07 2,01E-07 3,01E-07 4,01E-07

Incerteza mol L

Figura 45 - Grafico de barras mostrando a contribui¢cdo das incertezas usando
BiFE.

ucombinada

Curva analitica

Solugdes criticas

Repro

Fontes de incertezas

Repe

5,00E-10 1,01E-07 2,01E-07 3,01E-07 4,01E-07

Incerteza mol L

Figura 46 - Grafico de barras mostrando a contribui¢do das incertezas usando
HMDE.
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