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6
Validacéo parcial das metodologias: Parametros analiticos
de mérito e avaliagdo de interferéncias mutuas

6.1
Curvas de calibracao

Demonstrar a qualidade de medi¢des quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade é exigéncia crucial ja que
dados analiticos nao confiaveis podem levar o analista a tomar decisdes
errbneas com prejuizos irreparaveis. Para garantir que um novo meétodo analitico
gere informagdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar
pelo processo de validagao. A validagdo de um método € um processo continuo
que inicia no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo do seu
desenvolvimento. A maioria dos 6rgaos reguladores do Brasil e de outros paises
exige a validagcdo de metodologia analitica e, para isso, tem estabelecido
documentos oficiais que sao diretrizes a serem adotadas no processo de
validacdo (EURACHEM, 1998; USP, 2000; INMETRO, 2003). Um processo de
validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o
uso desejado.

E possivel distinguir dois tipos de procedimentos de validagdo. O primeiro,
utilizado nesse trabalho, € chamado de validagdo no laboratério (in house
validation) e consiste das etapas de validagdo dentro de um unico laboratério
para validar os métodos novos desenvolvidos. A validagdo no laboratério é
utilizada nas etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na
publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que s&o avaliadas todas as
caracteristicas de desempenho da validagdo da metodologia, porém sem
verificar a reprodutibilidade do método. Segundo RIBANI e colaboradores (2004),
pode-se considerar esta etapa como sendo preliminar a validagdo completa (full
validation).

O segundo tipo, validacdo completa, envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial que é utilizado para verificar como a

metodologia se comporta com uma determinada matriz em varios laboratérios,
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estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida
associada a metodologia como um todo.

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em
diferentes grupos de trabalho de organizagbes nacionais ou internacionais. A
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, International Union of
Pure and Applied Chemistry) redigiu um documento técnico que define um guia
para validacdo de métodos analiticos que tem sido utilizado pela ISO (RIBANI,
2004). A norma internacional ISO/IEC 17025, que é uma norma especifica para
laboratérios de ensaio e de calibragdo, apresenta a "validagdo de métodos"
como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade assegurada dos
laboratérios de ensaio, bem como a documentacdo do trabalho de validacao
(ISO, 1999). O ¢drgéo regulador para alimentos e medicamentos dos Estados
Unidos da América (US-FDA, United States Food and Drug Administration)
também tem proposto guias sobre validagdo de métodos (US-FDA, 2000).

Para as técnicas analiticas consideradas classicas, tais como a gravimetria
€ a volumetria, o resultado da determinagao analitica provém da combinagao de
medidas de massas e/ou volumes e de considera¢des sobre a estequiometria
dos processos quimicos envolvidos. Ja para as técnicas instrumentais, € preciso
fazer a medicdo de uma propriedade fisico-quimica da amostra, que possa ser
correlacionada com a sua composicado. Assim, a natureza da medicao efetuada
depende da técnica empregada, tal como a luz absorvida ou emitida no caso dos
métodos espectrofotométricos.

A correlagéo entre o sinal medido e a massa ou concentragcédo da espécie a
ser quantificada muito raramente é conhecida a priori. Na maior parte dos casos,
a relagdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de
interesse deve ser determinada empiricamente a partir dos sinais medidos para
massas ou concentragdes conhecidas dessa espécie. Essa relagdo matematica,
muitas vezes, pode ser expressa como uma relagao linear entre uma variavel
aleatéria y e uma variavel n&o-aleatéria x que € descrita pelo modelo

representado na Equacéo 1:

Equacéo 1 y=Ax+B+eg

onde a intersecéo B corresponde ao branco experimental e o coeficiente angular
A corresponde a sensibilidade experimental. Os pardmetros A e B normalmente

sdo estimados usando regressao linear com ajuste por minimos quadrados. O
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termo € representa o erro nos valores medidos de y. Na pratica, métodos tais
como a fosforimetria que usam medi¢cdes definidas, podem ser calibrados por
minimos quadrados para que sejam obtidas estimativas confiaveis de x
(PIMENTEL; BARROS NETO, 1996; BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO,
2002).

Além dos coeficientes de regressao, também é possivel calcular, a partir
dos pontos experimentais, o coeficiente de determinacdo R? (ou correlagdo R).
Este parametro permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais
proximo da unidade, maior a precisdo do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

Admitindo-se que os erros nas medi¢cdes tém média igual a zero e os
mesmos nao estejam correlacionados, a funcao linear (Equacgédo 1) pode ser
ajustada aos valores experimentais usando-se a estimativa por minimos
quadrados (MQ), também chamada de estimativa por minimos quadrados
ordinarios.

O critério geral dos minimos quadrados € expresso pela soma quadratica

residual, SQ,, mostrada na Equacao 2.

in

Equacdo 2 SO, =>[(y, - e =Z{d1.- lo;)?
.-=| I.=.|

onde o; € o0 desvio padrao no ponto i e m € o niumero de medigdes da calibragao.

Adicionalmente, a SQ, devera ser minimizada, fazendo com que a
expressao assuma seu valor minimo e, dependendo do comportamento dos
erros, o critério dos minimos quadrados devera ser modificado.

Se os erros se devem somente aos valores medidos para a variavel
dependente (o sinal analitico), y, se os erros o, sdo constantes nos diversos
pontos da calibracdo (homocedasticidade) ou, se expressados pelas estimativas
de o, e se os erros em x puderem ser desprezados, o critério classico dos
minimos quadrados gaussianos, normais ou ordinarios pode ser aplicado, uma
vez que se garante a homocedasticidade do conjunto (varidncia constante na
faixa de calibragao considerada).

Através de graficos de residuos, pode-se verificar se a variancia nao é
constante no conjunto de calibracdo. Nestes graficos, dy, (residuo)
freqlientemente é uma funcdo de x com aparéncia afunilada. Nesses casos, a
homocedasticidade pode ser avaliada de maneira simples com o teste de Hartley

mostrado na Equacéo 3 :
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Equacao 3: W2y o2
quac F_"’m:nx ! 5 min

Onde s%.x € a variancia maxima e s, € a variancia minima.

Em situagcdes mais obscuras, segundo BARROS NETO e colaboradores
(2002), é preciso aplicar o teste de Bartlett para homogeneidade de variancias.
Em ambos os casos, o valor calculado devera ser comparado com o valor critico
da distribuicao e se este for maior que o critico, a hipétese nula de que as
variancias sio iguais devera ser rejeitada.

Quando os erros o, nas medi¢des variam, a heteroscedasticidade tem que
ser admitida e o critério de minimos quadrados se transformara no modelo de
minimos quadrados ponderados.

Por outro lado, se ambas as variaveis estdo sujeitas a erros (erro no valor
medido e na quantidade ou concentracdo do analito), deve-se fazer o ajuste por
minimos quadrados ortogonais.

Assim, a escolha do modelo a ser usado na calibracdo analitica
dependera da concordancia com as condicdes mencionadas anteriormente e do
procedimento de calibragéo.

Normalmente, as calibracbes experimentais sao realizadas fazendo-se
determinagdes em uma série de amostras de calibracdo contendo o analito de
interesse em quantidades adequadas. Se possivel, usam-se materiais cujas
concentragdes sao conhecidas com o maximo de confianga, isto €, com alta
precisdo e exatiddo. Na pratica, usam-se como amostras de calibragdo materiais
de referéncia certificados, padrdes contendo um ou varios componentes, e
materiais-padrao sintéticos (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

As quantidades ou concentracbes das amostras de calibragdo sao
tomadas como "verdadeiras" e isentas de erro, ou entdo admite-se que, os erros
aleatorios de x sdo despreziveis em relagado aos de y. Nessas condi¢des, deve-

se usar a fungao de calibragdo descrita na Equacéo 4:

Equacéo 4 v=B,+4, x+e

Se houver homocedasticidade, os parametros By e A, sdo estimados pelo
algoritmo gaussiano (normal) dos minimos quadrados.
O coeficiente de correlagéo (r,y), que € uma medida da relacdo entre duas

variaveis aleatérias, ndo tem nenhum significado na calibragdo feita nas
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condicdes mencionadas, uma vez que os valores de x em um experimento de
calibragdo nao sao grandezas aleatérias.

As incertezas dos valores de y estimados pela calibragdo e dos resultados
analiticos (quantidades ou concentragbes dos analitos) estimados através dos
modelos de calibragdo, diferem entre si. A incerteza nos valores de y na
calibragao é caracterizada pelo intervalo de confianca, enquanto a incerteza nos
valores estimados de x é caracterizada pelo intervalo de previsdo. Desta forma,
o intervalo de previsao de um valor medido de y, também influenciara na
definicao do valor critico (limite de decisao), do limite de detecgao, e do limite de
quantificagdo (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

Segundo BARROS NETO e colaboradores (2002), a precisdao na
calibracdo é caracterizada pelo Desvio padrdo residual, pela estimativa do
desvio padrao da estimativa do coeficiente angular A, pela estimativa do desvio
padrdo da estimativa de uma média y. na posigéo x;, pela estimativa do desvio
padrdo de um valor previsto y, na posicao x;, pela estimativa do desvio padréo de

7

uma média - r prevista a partir de n repeticdes na posigcao x;, e pela estimativa

-

do desvio padrdao de uma média *

r prevista a partir de n repeticbes na posi¢cao
xi. Em um texto bastante completo, os autores relacionam todas as equacobes
para o célculo desses erros especiais (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO,
2002).

Quando existirem efeitos de matriz e ndo se dispde de amostras de
calibragcdo com uma matriz semelhante, o método de adicbes de padrao pode
ser 0 mais indicado. Este método é utilizado com freqiiéncia em sistemas
ambientais e bioquimicos e na analise de ultratragos em geral. Adicionando-se
solug¢des-padréo a amostra, produz-se na série de calibragdo um comportamento
semelhante ao da amostra, desde que o analito no padrdo adicionado esteja na
mesma forma da amostra.

O modelo de adi¢des de padrao (ou de analito) é baseado no fato de que o
branco nao apresenta valor estatisticamente diferente de zero ou que esse valor
pode ser eliminado e se Xo € a concentragao inicial do analito na amostra que

esta sendo investigada (Equagéao 5), entao:
Equagéo 5 v, =Ax,

onde Yy, € o valor medido para a amostra sem adi¢do de padrdo. Quantidades

conhecidas, x;, do analito sdo adicionadas a amostra, de preferéncia em teores
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equimolares de x;, na faixa de Xy » Xg, X2 = 2X, ..., Xp = pX1 (normalmente com p =
3 ou 4).

A funcao de calibracdo por adicdo de padrao sera, entdo, estimada por
minimos quadrados e o procedimento se justificara se a sensibilidade da
determinacao das espécies na amostra for igual a das espécies adicionadas.

Quando o branco apresentar um valor diferente de zero, deve-se estima-lo
a partir de um nuamero suficientemente alto de medi¢gdes do branco, e entao
proceder corregdo dos valores medidos em relagdo a ele. Para garantir um
modelo de calibragdo adequado por adigbes de padréo, deve-se realizar p = 2
adicoes de padrao (onde p € o numero de amostras com adicdo de padrao).
Uma unica adi¢ao (repetida m; vezes) sé pode ser feita quando se tiver certeza
de que o modelo linear é adequado. Se a linearidade na faixa x < Xq tiver sido
apenas admitida, e ndo verificada experimentalmente, a calibracdo por adigdes
de padrao torna-se um método pouco confiavel. No entanto, praticamente nao
existe alternativa, quando se suspeita da presenca de efeitos de matriz.

Por outro lado, se a analise visual dos dados graficados mostrar que as
retas obtidas quando se trabalha com a curva aquosa (X4) e a curva de adicéo
padrdo (X;) sdo aproximadamente paralelas, isto é, parecem possuir a mesma
inclinacdo, um teste de paralelismo pode ser aplicado. As hipoteses admitidas

serao:

Ho= as linhas sao paralelas (as inclinagdes nao diferem)

H1= as linhas n&o sao paralelas (as inclinagbes diferem)

e a analise de variancia de Y em funcao de X; e de X, permitird avaliar se
Fcalcuiado < Feritico- NeSte caso, ndo se rejeita H, e as duas curvas produzem linhas
paralelas (p < 0,05), o que indica ndo haver efeito de matriz (GARDINER, 1997).

Desta forma, fica claro que para se aplicar o modelo de calibragcao
adequado, é importante testar as condi¢cdes anteriormente citadas. Inicialmente,
pode-se usar um programa computacional para examinar visualmente os erros
residuais de um dado modelo de calibragao, obtendo-se assim uma informagao
preliminar sobre as caracteristicas destes erros. Graficos tipicos de desvios
residuais também podem indicar quais os testes que devem ser realizados, tais
como o0s de aleatoriedade, de normalidade, de linearidade e de
homocedasticidade, entre outros.

A andlise dos graficos dos residuos tragcados revelou, em todos os

estudos, que os pontos se distribuem uniformemente com o incremento da
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variavel de resposta Y, além de apresentarem uma distribuicdo ao redor do
residuo igual a zero (valor predito igual ao valor experimental). Adicionalmente, o
grafico da probabilidade normal, mostrou que a varidncia é constante durante os
intervalos considerado, podendo ser aplicado o modelo de regressao simples. O
teste de Dixon para outliers confirmou a analise visual do grafico dos residuos

versus os valores preditos, ndo eliminando nenhum ponto.

6.2
Linearidade

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do
analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. No limite
inferior da faixa de concentragao, os fatores limitantes sdo os valores dos limites
de deteccdo e de quantificagdo. No limite superior, os fatores limitantes
dependem do sistema de resposta do equipamento de medicdo ou do
comportamento fisico-quimico da espécie interrogada.

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e
dentro desta, a resposta do sinal tera uma relacéo linear com o analito ou valor
da propriedade. A extensdo dessa faixa podera ser estabelecida durante a
avaliacdo da faixa de trabalho.

A faixa linear de trabalho de um método de ensaio é o intervalo entre os
niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser
possivel realizar a determinagdo com precisado, exatidao e linearidade exigidas,
sob as condicbes especificadas para o ensaio. A faixa linear é definida como a
faixa de concentragdes na qual a sensibilidade pode ser considerada constante e
€ normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido pelo método
analitico (INMETRO, 2003).

Desta forma, a linearidade reproduzira a habilidade de uma metodologia
analitica em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracao do analito em amostras, em uma dada faixa de concentragéo,
sendo obtida por padronizacao interna ou externa e formulada como expressao
matematica usada para o calculo da concentragao do analito a ser determinado
na amostra real (Equacgao 1).

O coeficiente de correlacdo linear (R) é freqlientemente usado para indicar
0 quanto pode ser considerada adequada uma reta como modelo matematico.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
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(INMETRO), um valor acima de 0,90 &, normalmente, requerido e o método
podera ser considerado como livre de tendéncias (unbiased) se o intervalo de
confianga da reta de regressao linear contiver a origem (INMETRO, 2003).

O coeficiente de determinagdo ou coeficiente de correlagédo muiltipla (R?) é
a razao entre a soma quadratica explicada pela regressdo e a soma quadratica
total e também é comumente chamada de variagdo percentual explicada pelo
modelo. Como a capacidade explicativa do modelo esta incluida no intervalo
0<R?<1, quanto mais proximo de 1 estiver o valor de R?, mais o modelo
consegue descrever a variagdo em y.

Segundo BARROS NETO e PIMENTEL (1996), um erro comum é
interpretar a raiz quadrada do coeficiente de determinagdo como sendo o
coeficiente de correlagao entre x e y. Conforme os autores, isto s6 é valido para
o ajuste de uma reta e o que R realmente representa é o coeficiente de
correlagéo entre os valores observados e os valores estimados pelo modelo.

Outro erro comum que os autores apontam € o de se usar o valor numérico
de R? ou de sua raiz quadrada, R, para avaliar um modelo e concluir sobre a
validade do ajuste caso esse valor seja suficientemente alto. Um valor de
R? = 0,98 (R = 0,99) apesar de bastante alto, significa apenas que 98% da
variagao total em torno da média foi explicada pelo modelo e nada impede que
os 2% restantes indiquem falta de ajuste. Assim, PIMENTEL e BARROS NETO
(1996) enfatizam que o correto é se usar o teste F para falta de ajuste, como ja
mencionado.

Pode-se avaliar se o modelo linear € adequado examinando-se a
distribuigdo dos residuos ao longo dos valores de x. Neste caso, se 0s erros
distribuem-se aleatoriamente em torno da linha zero, pode-se inferir que o
modelo linear é adequado. Caso os erros apresentem desvios sistematicos, o
modelo linear sera inadequado e um modelo ndo-linear descrevera melhor o
sistema. Segundo BARROS NETO e colaboradores (2002), a hipotese de
linearidade pode ser testada de duas maneiras: a priori (sem levar em
consideracdo nenhum modelo n&o-linear), comparando-se o desvio padrdo
residual, sy, com o desvio padrdo dos valores y; em relagdo a suas medias e a
posteriori (em relacdo a um dado modelo ndo-linear), comparando-se o desvio
padrao residual do modelo linear com o desvio padréo residual do modelo nao
linear.

Assim, o intervalo de massas ou concentracbes dentro do qual pode-se
construir uma curva analitica linear é chamado de faixa linear dindmica. Ainda

que as causas para a perda de linearidade sejam caracteristicas de cada
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técnica, este € um fendbmeno que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados.
Por outro lado, o calculo dos coeficientes de regressdo de uma curva analitica
deve ser acompanhado de uma cuidadosa inspecao, para verificar se todos os
pontos a serem usados estdo dentro da faixa linear dindmica correspondente.

Dentro da faixa linear dindmica e na hipotética auséncia de erros
indeterminados (R? = 1), todos os pontos teriam residuo de interpolacdo igual a
zero (r; = 0 %). Na pratica, sempre existem erros experimentais e, portanto
ri # 0% para qualquer ponto experimental usado na construgéo da curva. Se um
grafico dos r; em fungdo das massas ou concentragdes for construido, dentro da
faixa linear observar-se-a que os residuos se distribuirdo aleatoriamente entre
valores positivos e negativos. Entretanto, para massas ou concentracbes
maiores que o limite da faixa linear, geralmente o sinal medido € menor que o
sinal interpolado a partir da curva analitica. Deste modo, do final da faixa linear
em diante, a tendéncia geral é de todos os valores de r; serem negativos.

Curvas de resposta entre a quantidade de analito depositada no substrato
e o sinal fosforescente medido (curvas analiticas) dos sete hidrocarbonetos
nitrogenados e sulfurados foram construidas em etanol e em iso-octano, para
melhor representar uma matriz de derivado de petréleo (gasolina). Cada ponto
da curva é uma réplica auténtica, tendo sido feitas trés réplicas auténticas para
cada concentracao testada. As medicbes foram obtidas nos comprimentos de
onda maximos, que por sua vez, nao variaram significativamente em funcéo da
variagao da concentracdo em nenhum dos casos. A melhor reta entre os pontos
experimentais foi tracada com ajuda do software Microcal Origin 6.0°
(Northampton, USA). A Figura 25 e a Figura 26 mostram as curvas analiticas
tracadas para os sete analitos de interesse e as respectivas faixas lineares. A
equagdo da curva e o coeficiente de determinacdo (R?) estdo indicados nas
Figuras. Em todos os casos os valores de R? indicam que os modelos explicam
pelo menos 99% da variagédo total em torno da média, com excegao da curva

tracada para o DBT, onde o valor foi de 97%.
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Figura 25: Regresséo linear (curvas analiticas) para o DBT, para o BNT e para o BTF
obtidas nas condi¢des otimizadas da Tabela 11. As linhas curvas sao as hipérboles que
definem os intervalos de confianca (95%) da reta de regress&o. O intervalo de confianga
para a concentracao estimada a partir de um sinal observado Ip, pode ser obtido no eixo
X.
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Figura 26: Regresséo linear (curvas analiticas) para o CB, para a 78BQ, para a 79DMBA e
para a DBA obtidas nas condi¢ges otimizadas da Tabela 11. As linhas curvas sao as
hipérboles que definem os intervalos de confianga (95%) da reta de regressdo. O
intervalo de confianga para a concentragéo estimada a partir de um sinal observado Ip,
pode ser obtido no eixo x.
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Com a obtengdo das retas de regressdao, o primeiro passo na sua
interpretagdo é verificar o sinal de B (Equacéo 1). Se for positivo, indica que,
quanto maior o valor de X, maior o valor de Y; se negativo, indica que quanto
maior o valor de X, menor o valor de Y. Neste caso, B representa o acréscimo
medio de Y para um acréscimo unitario de X. Esta quantidade pode ser negativa,
situagcdo em que para um acréscimo de X corresponde um decréscimo de Y. Um
valor negativo significa que, mesmo quando nao existe intensidade de sinal, o
valor da concentragao € maior do que zero. Ao se expressar Y em fungdo de X e
supondo-se que teoricamente a concentragdo pudesse assumir o valor zero,
chega-se ao resultado hipotético que a intensidade deveria ser negativa. Como
isso é fisicamente impossivel, o significado pratico é que para cada intensidade
de sinal, existe um valor minimo observavel.

Segundo PIMENTEL e BARROS NETO (1996), intuitivamente pode-se
avaliar a qualidade do modelo comparando-se a soma quadratica explicada pelo
modelo (SQy) com a soma quadratica residual (SQ,). Quanto maior o valor de
SQreg, em relagdo ao valor de SQr, melhor seria 0 modelo. Entretanto, esta
abordagem néo leva em conta o fato que cada termo acrescentado (pois quanto
maior o numero de termos maior a variagdo explicada pelo modelo) tira do
modelo um grau de liberdade. Assim, € preciso avaliar se o grau de liberdade
retirado por um termo adicional € compensado pelo aumento na quantidade de
variagao que passou a ser explicada pelo modelo. Ainda segundo os mesmos
autores (PIMENTEL; BARROS NETO, 1996), isto pode ser feito comparando-se
as meédias quadraticas que sao obtidas dividindo-se as somas quadraticas da
regressdo (MQ.g) € dos residuos (MQ;) por seus respectivos graus de liberdade
(Vreg € Vr). Quanto maior o valor da razdo MQ,.i/MQ;, melhor sera o modelo.

Na hipétese que y = 0, ou seja, de que ndo exista relacéo linear entre as
variaveis y e x, tanto a média quadratica devida a regressdo quanto a média
quadratica residual serdo estimativas da variancia populacional e refletirdo
apenas o erro aleatorio. Esta hipotese podera ser avaliada por meio de um teste
F, que compara a razdo MQ.¢/MQ; com o valor critico (tabelado) de Fyreg.. Um
valor estatisticamente significativo (o = 0,05) da raz&o entre as médias (maior do
que o valor tabelado) indicara a existéncia de uma relagao linear entre as duas
variaveis. Adicionalmente, quanto maior for a razdo MQ,,/MQ; e o valor de F,
mais significativa sera esta relagao (PIMENTEL; BARROS NETO, 1996). Alguns
autores recomendam que MQ,.4 deve ser pelo menos cinco vezes maior que MQ,
para que a regressdao tenha utilidade pratica (DRAPER; SMITH, 1981;
PIMENTEL; BARROS NETO, 1996).
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A validade do modelo pode ser investigada, também, através de um teste t
de Student, que trata como hipétese nula (Hp) a premissa de que intensidade de
sinal fosforescente e concentracao de analito nao se relacionem linearmente. Em
um nivel de significancia de 5%, o valor calculado de t comprovara ou rejeitara
esta hipotese, complementando e reforgando o teste F anteriormente descrito.

Como mostrado na Tabela 13, que resume a analise de variancia (ANOVA)
dos dados experimentais obtidos para cada composto estudado, t calculado, em
todos os casos, possui um valor bastante superior ao valor critico (to s 14=2,145
ou tp0518=2,101 dependendo do caso), que permite rejeitar a hipotese nula,
resultando em um modelo que relaciona linearmente intensidade de sinal e
concentragao.

O Valor p é o menor valor de a (significancia) para o qual rejeitamos a
hipétese nula. Se 0=0,05, entédo, para um valor p = 0,05 nao rejeita-se Hy, caso
contrario, rejeita-se Ho. Em todos os casos mostrados na Tabela 13, p < 0,05.
Assim, temos que, ao nivel de 5% de significancia, rejeita-se Ho, resultando em
um modelo que relaciona linearmente intensidade de sinal fosforescente e
concentracdo e é estatisticamente valido. Adicionalmente, Fcacuado € muito maior
que o Fgiico , Mostrando que existe uma associagéo linear entre as variaveis

(mesmo resultado do teste t).

Tabela 13: Resumo da analise de variancia (ANOVA) das regressoes.

SQreq SQ, Teste F Teste t p
DBT 85x 10’ 1,9 x10° 633,4 25,2 4,7 x10™
BNT 1,4 x10° 1,3 x10° 20395 452 8.5 x10?"
BTF 1,2 x.10° 4,6 x10° 813,1 28,5 9,5 x10°
CB 8,3 x10° 2,4 x10° 1035,9 32,2 6,6 x10°
78BQ 2,0 x 10’ 1,9 x10° 525,4 22,9 2,9x10°
79DMBA 3,3 x10° 4,9 x10° 27215 52,2 8,1 x107

DBA 6,7 x10° 9,2 x10° 4413,7 66,4 7,8 x10™"°
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6.3
Sensibilidade, limite de detecc¢éo e limite de quantificacao

Sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em
funcdo da concentragdo do analito (capacidade de discriminar concentracoes
préximas). Pode ser expressa pela inclinagao da curva de regressao linear de
calibracao, conforme a Equacao 6 e é determinada simultaneamente aos testes
de linearidade. A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de
deteccao utilizada e ndo deve ser confundida com o limite de detecgao
(LANCAS, 2004).

Equacao 6 §=—
Onde:

S = sensibilidade;
dx = variagao da resposta;

dc = variagao da concentracéo.

Quando séao realizadas medicbes em amostras com baixas concentragdes
do analito é importante saber qual o menor valor desta que pode ser detectado
pelo método.

A importancia desta determinacao e os problemas associados a ela advém
do fato de que a probabilidade de detec¢cao ndo muda rapidamente de zero para
um quando seu limiar é ultrapassado. Os problemas tém sido investigados
estatisticamente e diversos critérios de decisdo tém sido propostos.

O limite de deteccdo do equipamento (LDE) é definido como a
concentragdo do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao
ruido/sinal do equipamento. Ja o limite de detecgcao do método (LDM) é definido
como a concentragao minima de uma substancia medida e declarada com 95%
ou 99% de confianga de que a concentragéo do analito € maior que zero. Assim,
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor
exato. Na pratica, o limite de deteccdo (LD) é determinado como a menor
concentragcdo do analito que pode ser diferenciada do ruido do sistema com
seguranca. O LDM ¢é determinado através de analise completa de uma dada

matriz contendo o analito e pode variar em fungdo do tipo da amostra. E
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fundamental, portanto, assegurar-se de que todas as etapas de processamento
do método analitico sejam incluidas na determinacao desse limite de detecgéao.

Para a validacdo de um método analitico, € normalmente suficiente
fornecer uma indicacdo do nivel em que a deteccido do analito comeca a ficar
problematica, ou seja, “Branco + 3s” € “ 0 + 3s “, considerando analise de sete
ou mais amostras de branco e de brancos com adigdo, respectivamente
(INMETRO, 2003).

O Limite de Quantificacdo (LQ), algumas vezes também denominado
Limite de Determinagdo, é a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdo e veracidade. Pode ser
considerado como sendo a concentracdo do analito correspondente ao valor da
média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrao (INMETRO, 2003).

Em um trabalho bastante completo, o INMETRO (2003) apresenta as
metodologias para as medi¢cdes quantitativas do limite de detecgéo e do limite de
quantificagao.

Adicionalmente, as metodologias desenvolvidas para os sete CPA
sulfurados e nitrogenados foram avaliadas pelas estimativas dos limites de
deteccdo absoluto (LDA) e dos limites de quantificacdo absoluto (LQA). Esses
parametros (Equacdo 7 e Equacdo 8) permitem avaliar a capacidade de

determinagdo em termos de massa de analito efetivamente depositadas no

substrato.
Equacao 7 LDA=38S,/m) x V x MM
Equacéo 8 LQA=(10S,/m) x V x MM

Nestas equacdes, S, € o desvio padrao da medigao do sinal fosforescente
de 10 brancos, m é a sensibilidade da curva analitica em mol L™, V é o volume
de amostra aplicado (5,0 x 10° L) e MM é a massa molar do analito em g mol™.

A Tabela 14 mostra os LDA e LQA para o sete analitos, estimados usando
as condi¢cdes experimentais e instrumentais selecionadas e otimizadas para
cada analito. Os limites de detecg¢ao absolutos, calculados para 5 yL de amostra,
foram da ordem de pg. Os limites de quantificagao e os valores de massa efetiva

da faixa de trabalho estdo também indicados na Tabela 14.
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Tabela 14: Parametros de sensibilidade e faixa de aplicagdo. Condigcbes instrumentais e
experimentais otimizadas (Tabela 11 e Tabela 12).

Analito LDA LQA Faixa de aplicagao (ng)
DBT 490 pg 1,6 ng 0,49 a 921
BNT 600 pg 2,0ng 0,6 a 1170
BTF 60 pg 0,2ng 0,06 a 34
CB 80 pg 0,3 ng 0,08 a 8360
BQ 200 pg 0,7 ng 0,2 a 896
79DMBA 200 pg 0,7 ng 0,2 a 1287
DBA 5 pg 17,0 pg 0,005 a 1407

6.4
Exatidao e Precisdo

A exatiddo da metodologia é definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente
verdadeiro (LANCAS, 2004). A exatidao, quando aplicada a uma série de
resultados de ensaio, implica numa combinacdo de componentes de erros
aleatorios e sistematicos (tendéncia).

A determinacdo da tendéncia total com relagcdo aos valores de referéncia
apropriados € importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrbes
reconhecidos. A tendéncia pode ser expressa como recuperagao analitica (valor
observado/valor esperado) e deve ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel.
Apesar disso, em ambos 0s casos, a incerteza associada com a determinagao
da tendéncia permanece como um componente essencial da incerteza global.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
meétodo sao, entre outros, o uso de materiais de referéncia, a participagdo em
comparagdes interlaboratoriais e a realizagado de ensaios de recuperagao.

Ja a precisdo € um termo geral que avalia a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, em condicdes definidas. E normalmente determinada
para circunstancias especificas de medicdo e as duas formas mais comuns de
expressa-la sdo por meio da repetitividade e a reprodutibilidade, sendo
usualmente expressa pelo desvio padrdao ou desvio padrao relativo.
Repetitividade e reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da concentracéo

do analito e, deste modo, devem ser determinadas para um diferente nimero de
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concentracdes e, em casos relevantes, a relacdo entre precisdo e a
concentracao do analito deve ser estabelecida (INMETRO, 2003).

A repetitividade ¢é definida como o grau de concordancia entre os
resultados de medi¢cdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob
as mesmas condigdes de medigdo, chamadas de condi¢cbes de repetitividade
que, segundo o INMETRO (1995), sdo mesmos procedimentos de medigao,
mesmo observador, mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢cdes, mesmo
local e repeticdes em curto espaco de tempo.

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersédo dos resultados e pode ser determinada por meio da
analise de padrdes, material de referéncia ou adicdo a branco em varias
concentragcdes na faixa de trabalho. O INMETRO (2003) sugere 7 ou mais
repeticdes para o calculo do desvio padrdo para cada concentragao, chamado
desvio padrao de repetitividade.

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢gdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigbes variadas de
medicdo (INMETRO, 1995). Embora a reprodutibilidade n&o seja um
componente de validagcdo de método executado por um unico laboratério, é
considerada importante quando se busca a verificagcdo do desempenho dos seus
métodos em relagdo aos dados de validacdo obtidos através de comparacao
interlaboratorial.

Varios fatores podem afetar a precisdo das medi¢cdes na fosforimetria em
superficie sdélida na temperatura ambiente (SSRTP). Entre eles podemos
destacar as variacdes da posicdo em que os volumes de solugéo de surfactante,
de sal de metal pesado e de analito s&do colocados no papel, a posicdo do
substrato acessorio do instrumento de medigdo, a presenga de oxigénio e de
umidade no ambiente que envolve o substrato e a amostra.

A precisdo das medicdes foi avaliada pela repetitividade e expressa
através do calculo do desvio padrao relativo (DPR). Para esse calculo, volumes
de 5 pL de solucdes de analito de concentragcdo 1,0 x 10° mol L' foram
depositadas em sete substratos de celulose. Cada analito foi testado nas
condicdes experimentais estabelecidas como 6timas. Os resultados mostraram
que uma variagao entre 0,27 e 1,6%, o que pode ser considerado excelente para
essa técnica, que por ser realizada em substrato sélido, esta sujeita a flutuagdes
na homogeneidade (porosidade, espessura) dos proprios substratos. Além disso,
o sinal de fundo original do substrato varia significativamente entre diferentes

folhas de papel filtro de um mesmo lote e também em fung¢do da posi¢cao de
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onde o substrato foi cortado numa mesma folha de papel. Em geral, para SSRTP
sao reportados resultados de repetitividade de até 15%. Para outras
concentracdes diferentes de 1,0 x 10, uma rapida avaliagdo da repetividade
pode ser vislumbrada pela varidncia dos pontos equivalentes a tais

concentracdes na curvas analiticas.

6.5
Seletividade

A seletividade corresponde a capacidade de uma metodologia em
determinar o analito de maneira inequivoca na presenga de outras substancias
susceptiveis de interferirem na medicdo (LANCAS, 2004). Adicionalmente, a
farmacopéia americana define seletividade de uma metodologia analitica como
sua habilidade em medir, de forma exata, um analito na presenca de
interferentes as quais se espera estejam presentes na matriz da amostra. Isso
inclui precursores de sintese, isdmeros, produtos de decomposigao, entre outros
(USP, 1990).

A seletividade € um parédmetro de grande importancia na analise de
amostras complexas e tem sido empregado como sinbnimo de especificidade,
apesar da objecdo de alguns autores (CHASIN, 1998). Neste caso, o termo
especifico refere-se a um método que produz uma resposta para um unico
analito, enquanto o termo seletivo refere-se a um método que fornece resposta a
um grupo de entidades quimicas que podem ou nao ser distinguiveis umas das
outras (LANCAS, 2004).

Um experimento que avalia as interferéncias mutuas entre as sete
substancias envolvidas neste trabalho foi feito objetivando-se verificar se a
escolha das condicbes experimentais especificas € capaz de gerar espectros
que nao sofram interferéncias (sejam elas espectrais ou nao-espectrais) dos
outros compostos presentes. Para tal, misturas sintéticas equimolares (5,0 x 10
mol L") contendo os sete CPA tiveram sua fosforescéncia medida (la+) €
comparada com o sinal fosforescente emitido por solugbes-padrao contendo
apenas um dos analitos de interesse (Ia). Essa comparagao foi feita pela razéo
do sinal do analito na mistura e na respectiva solucdo padrao (la+ / la), onde um
resultado igual ou muito proximo da unidade indica a auséncia de qualquer
interferéncia. No caso de razao acima da unidade tem-se interferéncia espectral

e, no caso do valor obtido ser inferior a um, tem-se interferéncia ndo-espectral no
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sinal do analito. Neste ultimo caso, a interferéncia podera ser corrigida por meio
de calibracido por método de adi¢ao de analito.

Os resultados mostram algumas situagbes bastante favoraveis, com
interferéncia minima nos sinais medidos para o BTF e o DBT, indicando a
grande seletividade na escolha das condi¢gdes experimentais para medi¢cdo de
fosforescéncia desses analitos. Uma interferéncia espectral um pouco mais
elevada, mas ainda indicando um resultado bastante promissor, foi obtida com
CB, BQ e DBA. Maior comprometimento pode ser observado para a 79DMBA e

mais intensamente para o BNT, onde percebe-se intensa interferéncia espectral.

Razbes entre o sinal da mistura de analitos e o sinal dos analitos.
Concentragao dos analitos: 5,0 x 10° mol L™,

Analito lasi /1
BTF 1,12
BNT 274
DBT 1,15
BQ 1,94
CB 2,21

79DMBA 18,6
DBA 1,50

Vale ressaltar que o uso de arranjos instrumentais e/ou matematicos tais
como varredura sincronizada, derivada de ordem superior ou reducido da banda
espectral de passagem podem reduzir ou até mesmo resolver este tipo de
interferéncia, desde que observadas as condi¢des experimentais especificas. No
entanto, como os estudos anteriores mostraram, € possivel encontrar outras
condigbes experimentais que, embora ndo produzam o sinal fosforescente mais
intenso, podem fornecer maior seletividade nas determinacbes. Neste caso,

cada situagao particular devera ser avaliada.
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6.6
Robustez

De acordo com o INMETRO (2003), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta frente a pequenas variagdes. Diz-se que um
método é robusto quando ele nao é afetado por modificacdes pequenas e
deliberadas em seus parametros. Neste trabalho, a robustez das metodologias
fosforimétricas foi avaliada pela variagao de parametros como o tipo de papel
que constitui o substrato sélido, o fabricante e o lote dos reagentes e o tempo de
secagem das aplicagbes no substrato, ndo havendo, nestes casos, variagao
significativa (a¢=5%) entre os resultados obtidos. Segundo o INMETRO (2003),
em trabalhos nos quais ha mudancas de fornecedores, marcas ou equipamentos
ao longo do desenvolvimento e validagdo das metodologias, sem alteracao
significativa nos resultados, pode-se dizer que o método possui uma robustez
intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a mudancas de ambiente de
analise.

Para determinar a robustez de um método, o INMETRO (2003) recomenda
o teste de Youden. Este teste permite ndo s6 avaliar a robustez do método,
como também ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados
finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variacdes. Estas
mudancas introduzidas refletem as alteragbes que podem ocorrer quando uma

metodologia é transferida para outros laboratérios, analistas ou equipamentos.
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