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Resultados e discussao — Validacao do método

A necessidade de se evidenciar a qualidade das medigbes em
Quimica, pela comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos
resultados tem sido, cada vez mais, reconhecida e requerida. Para se
garantir a geracao de informacdes confiaveis e interpretaveis sobre as
amostras em analise, o0 método analitico deve passar por um processo de
validagdo. A validacdo de um método € um processo continuo que
comecga no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento. Véarios autores e/ou 6rgaos definem o
conceito de validacdo de métodos, sendo que este conceito evolui
continuamente, entre eles:

“A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados” (ANVISA).*

“Validagéo € o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que
o método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente
com o que a aplicagdo requer* (EURACHEM).>

“Validacdo é a confirmagdo por testes a apresentacdo de evidéncias
objetivas de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado
uso intencional” (Norma ABNT NBR/IEC 17025).°"

Dentro do @mbito geral de validacdo de métodos € possivel distinguir
dois tipos: O primeiro, a validacao no laboratério (“in house validation”)
que consiste das etapas de validagdo em um Unico laboratério para
validar um método novo, devendo ser utilizada nas etapas preliminares do
desenvolvimento de uma metodologia, em que s&o avaliadas todas as
suas caracteristicas de desempenho, porém sem verificar a
reprodutibilidade interlaboratorial. O segundo tipo, a validagdao completa
(“full validation”), envolve, além das caracteristicas de desempenho, um

estudo interlaboratorial, que tem como objetivo verificar como a
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metodologia se comporta na analise de uma determinada matriz
comparando os resultados obtidos em laboratérios independentes,
estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida
associada.

Os parametros analiticos para validacdo de métodos vém sendo
definidos e re-definidos nacionalmente e internacionalmente e devem ser
baseados na intencao do uso do método. Definidas as melhores
condi¢Oes experimentais de intensidade de sinal fosforescente, tornou-se
passivel obter e apresentar os “parametros analiticos de mérito”, que sdo
conhecidos também como “parametros de desempenho analitico” ou
“caracteristicas de desempenho” ou ainda “figuras analiticas de mérito”:
linearidade, capacidade de deteccdo (limite de detecgcdo, LD e
quantificacao, LQ), robustez, preciséo (repetitividade e reprodutibilidade) e
tendéncia ou recuperagao (%).

4.1.
Linearidade

A linearidade é o comportamento segundo a qual a resposta analitica
medida encontra-se em propor¢cao direta e linearmente relacionada com
as concentragdes ou quantidades das substancias em estudo. Para o
estudo da linearidade faz-se necessaria a construgcdo de uma curva de
calibracdo ou curva analitica, sendo que o eixo x indica a concentragao ou
quantidade do mensurando (a variavel independente) e o eixo y indica a
intensidade fosforescente (a variavel dependente). Sistemas definidos por
modelos quadraticos ou até de ordem superior também podem ser
utilizados para este tipo de correlagdo entre variaveis independente e
dependente. No entanto, o modelo linear, que é definido pela equacao da

reta (equacao 1) é o mais simples de se utilizar.

y=ax+b (1)
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Na equacao 1, “a”é coeficiente angular, expressa a inclinagdo da curva
aos eixos e “b” é coeficiente linear, expressa a intersec¢ao da curva aos
eixos.

A determinagdo desta equacdo esta baseada no estudo do
comportamento das duas variaveis em questdo, buscando identificar a
existéncia de uma relagéo definida entre elas. A técnica que melhor se
enquadra neste objetivo € conhecida como regressao linear usando o
método dos minimos quadrados, que uma forma de estimar qual a melhor
reta que passa pelos pontos da curva analitica obtida experimentalmente.
A regressao deveria ser ponderada caso o comportamento das variancias
fosse heteroscedastico. E importante calcular o coeficiente de regressao
linear para comprovar a existéncia de uma relacao linear. Um coeficiente
de correlagdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA* recomenda
um valor igual ou superior a 0,99 e o INMETRO®? um valor acima de 0,90.
Optou-se neste trabalho por considerar como adequados os valores de
coeficiente de correlagéo (r) igual ou acima de 0,90.

4.1.1.
Linearidade do criseno

Experimentos consecutivos foram realizados para construcdo da
curva para o criseno em substrato solido contendo SDS e nitrato de prata
a fim de se avaliar a confiabilidade do método e a repetitividade dos
resultados ao longo do tempo. Adotou-se para tal uma diferenga entre os
coeficientes angulares menores ou iguais a 10%. A faixa de massas de
criseno testadas ficou entre 5,9 ng (5 pL de solugdo 5,2 x 10° mol L") e
59 ng (5 pL de solugdo 5,2 x 10”° mol L"). Concentragbes maiores de
criseno nao foram testadas por causa das limitagdes de solubilidade do
composto no sistema de solventes (etanol/agua 50/50% v/v) e por se ter
adotado o uso de apenas uma adicao de 5 pL de analito. Essa faixa mais
estreita também garantiu maior probabilidade de comportamento linear
por causa da menor variagcao da proporcao analito/sal de atomo pesado.

Uma curva analitica encontra-se na Figura 47 indicando a resposta
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fosforescente do criseno em funcdo da quantidade de analito depositada
no papel (média das trés medicbes com seus respectivos desvios
padrdes, + 1s). A Tabela 21 mostra 0 resumo dos dados extraidos dos
ultimos experimentos (trés curvas analiticas) realizados neste trabalho.

Ao se avaliar os resultados médios e desvios-padrao, vé-se que nao
existe erro sistematico associado, pois a faixa de valores para o
coeficiente linear inclui o zero. Isso se deu por causa do baixo sinal de
fundo do substrato contendo nitrato de prata e que pdéde ser compensado
pela corre¢cdo da medigdo do branco. Péde-se observar com a variagéo
de 6% do desvio padrao no valor do coeficiente angular, que nao se tem
praticamente diferenga significativa ao longo do periodo de 2 meses
(novembro/06 a janeiro/07), mesmo estando presentes as variagdes
diarias em termos, por exemplo, do controle da intensidade da fonte de
excitacdo e fluxo do gas de purga. O coeficiente de determinacao (R?) ou
correlagdo (r) mostram a consisténcia do comportamento linear obtido,
pois em SSRTP vérios fatores podem vir a provocar a observagao de
valores de R® menores que 0,99, entre eles, a dependéncia entre a
proporcado da massa de sal de atomo pesado e de analito. Na medida em
que a massa de AgNOs; foi mantida constante e a massa de criseno foi
alterada em uma ordem de grandeza na curva, desvios grandes de sinal
poderiam acontecer. No entanto, nesse caso, 0 comportamento indicou a
robustez do parametro em termos de quantidade de indutor de

fosforescéncia.
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Figura 47: Curva analitica para o criseno (em termos de concentragao dos 5 uL de
solugéo) utilizando substrato contendo SDS (360 pg) e AgNO;3 (30 pg).

Tabela 21: Resumo dos dados extraidos dos trés ultimos experimentos (curvas
analiticas) para o criseno

R2
0,974 1,000 0,982

Média R* + s 0,985+ 0,013
Coef angular (a) 1,35x 10" 1,33 x 10’ 1,20 x 10’

Média (a) s (1,30 £ 0,83) x 10’
Coef. Linear (b) -12,16 -4,589 -37,077

Data 23/11/2006 14/12/2006 4/1/2007

4.1.2.

Linearidade do pireno

Da mesma forma como realizado para o criseno, curvas de respostas
entre a concentragcao da solucao de analito depositada no substrato sélido
e a intensidade de sinal fosforescente medido para o pireno, nas
condigcbes experimentais estabelecidas anteriormente (solugéo carreadora
de analito em meio basico, em substratos contendo 993 ug de Pb(NO3),)
foram realizadas indicando a resposta fosforescente do pireno em funcao
da quantidade de analito depositada no papel (entre 5,9 e 121 ng de

pireno). A Figura 49 ilustra as médias das trés medi¢cdes com respectivos
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desvios-padrao (+ 1s). Na Tabela 22 é mostrado o resumo dos dados
extraidos dos trés ultimos experimentos (curvas analiticas) que foram

realizadas neste trabalho.

500-_ /
400-_ j/ e
300 /
200 e

100- /{f

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

T T T T T T T T
0,0 3,0x10° 6,0x10° 9,0x10° 1,2x10™

Concentragéo de pireno (mol L-1)

Figura 48: Curva analitica para o pireno (em termos de concentragao dos 5 L de
solugéo carreadora em meio basico) utilizando substrato contendo Pb(NO3). (993 ug).

Tabela 22: Resumo dos dados extraidos dos trés ultimos experimentos (curvas
analiticas) para o pireno

R2
0,989 0,994 0,995
Média 0,993 + 0,03
Coef angular (a) 4,07 x10° 485x10° 3,87 x10°
Média (4,27 +0,52) x 10°
Coef. Linear (b) 19,70 6,41 -3,61
Data 11/9/2006 15/12/2006 4/1/2007

Similarmente a andlise conduzida para o criseno, ao se avaliar os
resultados pode-se observar que a variagdo de 12% do desvio padrdo no
valor do coeficiente angular reflete a sensibilidade do fenébmeno a
pequenas variagoes diarias, inclusive em se tratando, neste caso, de meio
fortemente basico, pH 12 (pH de dificil medicao devido ao erro sddico e
variagbes de concentracdao hidrogenibnica no meio etandlico) e em

termos, com ja mencionado anteriormente, do controle da intensidade da
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fonte de excitagédo e fluxo do gas de purga. No entanto, esse valor pode
ser considerado aceitavel se for considerado o dificil controle desses
parametros. Quanto ao coeficiente de determinacdo, este nos mostra a

consisténcia do comportamento linear obtido.

4.2.
Capacidade de deteccao

A capacidade de deteccdo é um parametro de validacao relacionado
com a capacidade do método em discriminar amostras de teores de
analitos semelhantes. Esse parametro poderia ser denominado
sensibilidade, mas isso nao sera feito para nao se confundir com o termo
que indica a inclinacdo da curva analitica. A capacidade de deteccéo
obviamente depende da sensibilidade da curva analitica indicada pelo
coeficiente angular “a” obtido no subitem anterior. Neste trabalho a
capacidade de deteccao sera avaliada por meio dos limites de deteccao
(LD) e dos limites de quantificacdo (LQ) para indicar, respectivamente, a
capacidade de medicao de sinais que estatisticamente seriam do analito.
E valido lembrar que dependendo do critério adotado, a magnitude do
branco ndo é considerada, apenas o0 seu desvio padrdo. Assim esses
parametros apenas servem para comparagao entre métodos e nao para

avaliacao efetiva da menor quantidade de analito que pode ser medida.

4.2.1.
Limite de deteccao

O LD é o critério de capacidade de deteccao mais utilizado. Segundo
o INMETRO, ele representa a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental. Neste trabalho
utilizaremos o calculo do LD baseado em parametros da curva analitica,
por ser estatisticamente mais confiavel. Outro método que poderia ser
utilizado € o método da relagao sinal-ruido, que é aplicado normalmente
quando o procedimento analitico mostra ruido na linha de base, onde

para se determinar essa relacao é feita uma comparagcdo com amostras
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de baixas concentragbes conhecidas do composto na matriz em analise e
um branco desta amostra (matriz isenta do composto de interesse). As
estimativas da relacao sinal-ruido normalmente utilizada esta entre 3:1. O
LD pode ser expresso conforme equacao 2:
LD=3x"> @

a

“s”é a estimativa do desvio padrdo de dez replicatas do ensaio em branco e “a”

€ a inclinacao da reta, ou seja, o coeficiente angular.

No caso da técnica SSRTP, esse parametro também é mais bem
expresso em termos de massa efetiva de analito depositada no substrato
(limites de detecgéo absoluto, LDA) considerando 5 uL de amostra, o que
permite avaliar a capacidade de detecgdo em termos de massa. O LDA
pode ser expresso como indicado na equagao 3:

3%
LDA:(ijVxMM 3)
a
“V” é o volume depositado no substrato (5 uL) e “MM”¢é a massa molar do
analito em g mol '; “s”é a estimativa do desvio padrao de dez replicatas

do ensaio em branco e “a” é o coeficiente angular da curva analitica ja
descrita (subitem 4.1).

4.2.2.
Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental. O LQ pode ser calculado pela sistematica
similar descrita para o LD, utilizando a relagao de 10:1, ao invés de 3:1. O

LQ pode ser expresso conforme equacgao 4:

LO=10x> )
a
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O LQA pode ser expresso como indicado na equagao 5:

10xs

a

LQA:( ijxMM (5)

Na Tabela 23 encontram-se os resultados de LD, LDA, LQ e LQA
obtidos para o pireno e para o criseno nas condigbes experimentais
adequadas para cada analito.

Tabela 23 : Parametros de capacidade de detecgao para pireno e criseno.

Pireno® Criseno®

Sais de atomos pesados Pb(NOs3), AgNO;

LD (mol L™) 7x10° 6x107

LDA (ng) 0,07 0,68

LQ (mol L) 2,3x107 2 x10°

LQA (ng) 0,23 2,24
®Pireno depositado em substratos a partir de solugéo carreadora em meio basico e em substratos contendo 993
tlg PbNO;.

Criseno em substratos contendo 30 pg de AgNO; e 360 ng de SDS.

4.3.
Robustez

A robustez de um método é medida pela variacao de sinal que este
apresenta em face de pequenas variagcbes em algum parametro
especifico. Diz-se que um método é robusto quando ele nao é afetado por
uma pequena e deliberada modificagdo em um ou mais de seus
parametros. Para se determinar a robustez de um método ¢é
recomendado o teste de Youden (INMETRO®). Esse teste permite avaliar
a robustez e ordenar a influéncia de cada variavel no resultado final. Em
geral, sdo realizados em média oito ensaios com uma combinagéo fatorial
dos efeitos e, posterior verificacdo de qual efeito e/ou combinacdo de
efeitos apresenta variagoes.

Neste trabalho, a robustez foi obtida para cada parametro por meio de
um tratamento estatistico similar, o estudo multivariado, ou seja, os dados
para esta avaliagcao foram extraidos do tratamento estatistico realizado no

planejamento fatorial, pois esse método permite avaliar cada variavel e
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respectivas interacdes entre elas. O meétodo é considerado robusto para
um determinado parametro quando a variagao deste for maior ou igual a
10% (comparacgao entre a tolerancia e média da faixa).

Conforme descrito nas tabelas dos planejamentos fatoriais para o
pireno e para 0 criseno nas condi¢oes experimentais consideradas
adequadas, foram escolhidos dois parametros para demonstrar essa
avaliagdo: a concentragao hidrogenidénica do meio no caso do pireno e a
variagdo de massa de sal de atomo pesado no caso do criseno. Os
resultados podem ser observados na Tabela 24, cujos percentuais das
variagdes da concentracdo de NaOH na solucgéo final diluida para pireno e
a massa de AgNO; para criseno encontrados foram de 60% e 25%,
respectivamente, considerou-se assim os métodos robustos em relagao

aos parametros indicados.

Tabela 24: Resultados da avaliagdo da robustez para o pireno e criseno

[NaOH] mol L (sol. final diluida) | Média da faixa | Tolerancia | Variagao (%)

‘ Pireno 0,10 - 0,40 (0,25+/-0,15) 0,25 0,15 60
[AgNO3] mol L™ Média da faixa | Tolerancia | Variagao (%)

‘ Criseno 0’03 _ 0’05 (0’04+/_0!01) 0,04 0,01 25
4.4.
Precisao
44.1.
Repetitividade

O termo repetitividade é adotado pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM).>® Em conformidade a definicdo proposta, a
repetitividade é uma expressao da precisao (dispersdo dos resultados), é
0 grau de concordancia entre os resultados de medigcbes sucessivas de
um mesmo mensurando efetuadas sob as mesmas condicbes de
medigdo. Conforme recomendacdo do INMETRO®?, deve-se realizar no
minimo sete repetigcdes para calculo da estimativa do desvio padrao.
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Para este estudo, optou-se por expressar o resultado como estimativa
do desvio padréo relativo (%RSD), indicado na equagao 6, também
conhecido como coeficiente de variagao (CV), com dez repeticées de uma

mesma amostra, sob as mesmas condicoes.

RSD(%)=—"—x100 (6)

medicdo
“s,” € a estimativa do desvio padrdo de dez replicatas € “Mmediczo” € @

média das dez determinagdes.

Em geral, para a técnica SSRTP s&o reportados resultados de
repetitividade de até 15%, dependendo da complexidade da amostra. Isso
se da por causa de variacdbes de sinais produzidos pela pouca
homogeneidade nos substratos sélidos utilizados nas medi¢bes (variagao
de sinal de fundo, variacao na posicao de depdsito da solugdo de analito
e coadjuvante). Neste caso, ainda por se tratar de HPA, que sao
compostos facilmente degradaveis com a luz, serdo considerados
adequados valores de até 20% para o %RSD. Os valores encontrados
foram de 5% para o pireno e de 6% para o criseno, isso realizando as 10
medi¢cdes em um mesmo substrato (mesmo papel). Vale ressaltar que
quando a repetitividade na técnica SSRTP €& determinada em 10
medigdes em 10 substratos solidos distintos, descaracterizaria o conceito
de repetitividade normalmente usado; os resultados encontrados foram de
14% (pireno) e 19% (criseno).

4.4.2.
Reprodutibilidade

No contexto da definicdo internacional, a reprodutibilidade (sg) é o
grau de concordancia entre os resultados das medicées de uma mesma
amostra, efetuadas sob condi¢des variadas (mudancga de operador, local,
equipamentos, etc).>® A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos
estudos de colaboracdo entre laboratérios e deve ser considerada em

situagdes como a padronizacdo de procedimentos analiticos. E muito
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comum encontrar desacordo entre métodos analiticos e grandes
variagdes entre resultados. Isto pode ser detectado quando varios
laboratorios analisam uma amostra em comum, em estudos de
proficiéncia.

Assim como a repetitividade, a reprodutibilidade também pode ser
expressa em ternos de desvio padrao relativo (%RSD). Neste trabalho um
teste de hipétese foi aplicado entre dois analistas (indicados como ny e ny)
e o valor encontrado (tp) foi comparado com o valor tabelado na
distribuicdo de t Student, para os graus de liberdade (gl) adequados, ou
seja, gl = ny + ny - 2. A seguir, estao listadas a equacao 7 e a equacgao 8

usadas para célculo da reprodutibilidade.

S, = \/(nl—Dsanz—Dsi (7)
ntn,=2
fo= Xi—-X: (8)
AP
n n

Os dados foram processados fazendo-se o uso do programa do Excel
(Microsoft ~ Office), conforme descrito: ferramentas\analise de
dados\ANOVA:fator unico. Abaixo, as equagbes 9, 10 e 11 utilizadas apds

analise dos dados pelo sistema.

Sezntre = (MQentre - MQdentro )/ n (9)
Sr2 = MQdemro (1 O)
si=57+2,) (1)

“s’°%" é a soma dos quadrados dos desvios da repetitividade e entre os

analistas, “MQenie” € @ soma dos minimos quadrados entre os analistas e

“MQqentro” € @ sSoma dos minimos quadrados de cada analista.

Os resultados das oito replicatas e os valores encontrados para a
reprodutibilidade em mol L' e em percentual encontram-se na Tabela 25
(para o criseno) e Tabela 26 (para o pireno). As planilhas, com as

memérias de calculo do tratamento estatistico e com respectivos
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resultados podem ser observadas nas Tabelas 27 e 28, respectivamente.
Em percentuais, as médias dos valores encontrados na reprodutibilidade
foram de 24% para o criseno e de 18% para o pireno.

Vale ressaltar que a reprodutibilidade foi realizada em 8 substratos

sélidos distintos para cada analista.

Tabela 25 : Resultados para avaliagdo do atributo reprodutibilidade para o criseno

PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0220928/CA

Replicatas Analista 1 (mol L") | Analista 2 (mol L)
1 9,93 x 10° 7,69 x 10°
2 8,45x 10° 8,66 x 10°
3 1,27 x 10° 8,90 x 10°
4 1,33x 107 1,27 x10°
5 1,30 x 10° 1,17 x 107
6 1,12x 107 4,60 x 10°
7 9,65x 10° 1,24x10°
8 8,22x10° 9,75x 10°
Média 1,08 x 10 9,54 x10°
Desvio padrao 2,06 x 10° 2,72x10°
S entre 9,42 x 10" mol L™
s% 581 x107°
SR 5,90 x 107°
sg (repro) 2,43 x10° mol L™ 24 %
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Tabela 26 : Resultados para avaliagao do atributo reprodutibilidade para o pireno

Replicatas Analista 1 (mol L) |Analista 2 (mol L")

1 4,53 x 107 4,30 x 10°

2 4,71 x10° 4,79 x10°

3 4,61x107° 4,23 x 107

4 3,52 x 107 3,49 x 10°

5 3,45x 107 2,74x10°

6 4,89 x 10° 3,62x 10°

7 2,95x 107 3,71x10°

8 4,37 x 107 3,17 x10°
Média 4,13x10° 3,76 x 10°
Desvio padréo 7,16 x 10°® 6,61x10°

2
S entre
2
St
2
SR

Sr (repro)

1,02 x 10 mol L™

475x10™"
4,85x 10"

6,96 x 10°

mol L™

18%
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Tabela 27: Planilha com meméria de célculo do tratamento estatistico (Microsort Excel)

para a avaliagao da reprodutibidade do criseno.

Anova: fator Unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variédncia
Coluna 1 8 8,66E-05 1,08E-05 4,23E-12
Coluna 2 8 7,64E-05 9,54E-06 7,39E-12
ANOVA
Fonte da variacdo SQ g/ MQ F valor-P F critico
Entre grupos 6,56E-12 1 6,56E-12 1,1297 0,3058 4,6001
Dentro dos grupos  8,13E-11 14 5,81E-12
Total 8,79E-11 15
S%onte 9,42 E-14 molL”
s% 5,81,E-12
s%r 5,90,E-12
sg (repro) 2,43E-06 molL" 24 %
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Tabela 28 : Planilha com meméria de céalculo do tratamento estatistico (Microsort Excel)
para a avaliacdo da reprodutibidade do pireno

Anova: fator Unico

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 8 0,000330358 4,13E-05 5,13E-11
Coluna 2 8 0,000300519 3,76E-05 4,37E-11
ANOVA
Fonte da variagado SQ gl MQ [F valor-P F critico
Entre grupos 5,56E-11 1 5,56E-11 1,1725 0,297187561 4,6001
Dentro dos grupos 6,64E-10 14 4,75E-11
Total 7,20E-10 15
Senre 1,02,E-12 molL"
% 4,75,E-11
s%r 4,85,E-11
sr (repro) 6,96E-06 mol L 18 %
4.5.

Tendéncia ou Recuperacao (%)

A tendéncia (algumas vezes chamada de “recuperagao”) de um
sistema (método) de medicdo € o erro sistematico desse sistema de
medicdo. Perdas durante a preparagdo de amostra, contaminagdo ou
interferéncias causam variagdes perceptiveis na reprodutibilidade, mas
outros sdo efeitos sistematicos e necessitam ser considerados em
separado.

Neste trabalho as seguintes estratégias foram aplicadas para se

avaliar a tendéncia do método: (i) comparacdo com método de referéncia
e (ii) comparacao com material de referéncia certificado (MRC).
A recuperacao (ou fator de recuperagao), R, é definida como a proporgéo
da quantidade da substéncia de interesse, presente ou adicionada na
porcao analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser
quantificada.>*

A limitacdo do procedimento de recuperacao é a de que a substancia

adicionada nao estd, necessariamente, na mesma forma que a presente
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na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, na presenca de substancias
adicionadas em uma forma que proporcione sinal melhor ou pior,
ocasionando avaliagdes excessivamente otimistas ou pessimistas da
recuperacao. Pelo fato de outros componentes da matriz poderem
interferir na separacao, deteccao ou na quantificacdo da substancia de
interesse, efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados.

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungéo
da concentracdo da substancia. Na maioria dos casos, a dispersao dos
resultados aumenta com a diminuicdo da concentracao e a recuperacao
pode diferir substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por esse
motivo, a recuperagdo deve ser avaliada na faixa de concentracao
esperada para o composto de interesse. Isto pode ser feito adicionando a
substancia em diferentes concentragées, por exemplo, proximo ao limite
de quantificagdo, préximo a concentragdo maxima permitida pelo método
em teste e em uma concentragdo préxima a meédia da faixa de uso do
método. As medi¢cdes de recuperagcdo sao as mais comuns devido a
dificuldade de se obter MRC (que de fato n&o estdo disponiveis para
certas aplicacbes) e sdo expressas em termos de porcentagem da
quantidade medida da substancia em relacao a quantidade adicionada na
matriz (ou branco), em um determinado nimero de medigdes.”® Os
intervalos aceitaveis de recuperacdo de substancias-traco, e mais
particularmente em analise ultra-trago (determinacao de microquantidades
de amostra contendo quantidades traco de analito) geralmente estao
entre 70 e 120%, com repetitividade de até + 20%.°® Porém, dependendo
da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a
120%.

Os resultados de tendéncia foram expressos como recuperacao
analitica (valor medido, normalmente a média de seis replicatas dividido
pelo valor esperado) em percentual e serdo apresentadas mais a frente

quando do estudo com amostras de bilis e cachaca.
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4.5.1.
Comparacao com material de referéncia certificado

A importancia e o uso de materiais de referéncia certificados (MRC)
vém se intensificando na medida emque os processos analiticos exigem,
cada vez mais, controle da exatidao de seus resultados.

Os MRC estao sendo cada vez mais utilizados nos laboratérios para:
o controle da qualidade das andlises quimicas, a calibracdo de
equipamentos, o0 acompanhamento e a avaliacdo de analistas, a garantia
da qualidade de processos, o controle e atribuicdo de valores a materiais
e o0 desenvolvimento de metodologias. Eles sao ferramentas
indispensaveis para assegurar a confiabilidade metroldgica, ou seja,
rastreabilidade e confiabilidade das medigdes.

Em um certificado de MRC, além da média e das incertezas, séo
citadas ndo apenas as metodologias utilizadas na determinagdo de cada
propriedade/elemento bem como os laboratérios que participaram da
certificacdo do material. No Anexo 1 é apresentado o MRC utilizado neste
trabalho (NIST SRM 1647d) e seu respectivo certificado.

A estatistica teste adequada para andlise de MRC ¢é calculada pela

equagao 12.

}_ﬂo

to=—+-+="
N (12

—

€ a média dos resultados experimentais para a espécie de interesse,
“Lo” € o valor da espécie de interesse especificado no MRC, “s” o desvio

padrao das medicoes realizadas (n=6) e “n”o tamanho da amostra (n=6).

Para que a hip6tese nula ndo seja rejeitada € necessario que o
mddulo do valor da estatistica teste encontrado (1,) seja menor que o valor
tabelado na distribuicdo de t Student (Anexo 2), para os graus de
liberdade (gl) adequados, isto &, gl = n -1 = 5. Os testes foram realizados
com MRC NIST 1647d que possui valores certificados para pireno e para
criseno, cujas concentragdes estavam na ordem do pg mL™ (mg L7). As
andlises foram realizadas por SSRTP em quintuplicata para o pireno em e
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em sextuplicata para o criseno. Os resultados obtidos ndo mostraram
diferenga significativa para o nivel de {975 € 0s dados encontram-se na
Tabela 29 e na Tabela 30, respectivamente. As recuperagdes no MRC
usando SSRTP no modo sincronizado foram de 115% para o pireno e de
113% para o criseno. Vale ressaltar que nesse MRC estao presentes os
16 HPA prioritarios estabelecidos pelo EPA (Tabela 1), entre eles, varios
dos usados no estudo preliminar. Esse resultado indicou a boa
seletividade obtida pelo ajuste da SSRTP.

Tabela 29 : Dados do teste com SRM 1647d para o pireno

Valor Médio do CRM*
(mol L) 1,86 x 10°
Replicatas Valor medido **
(mg L)
1 2,24 x 10°
2 2,54 x 10°
3 2,02 x 10°
4 1,98 x 10°
5 1,92x 107
Média 2,14x10°
Desvio padrao 2,52 x 10°
t, 2,520
liabelado (G-1=4) 2,776

*Valores extraidos do certificado NIST SRM 1647d
** Valores medidos por SSRTP na presenga de Pb(NO;), em pH basico
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Tabela 30 : Dados do teste com SRM 1647d para o criseno

Valor Médio do CRM*
(mol L) 1,81 x 10°
Valor medido **
Replicatas (mg L™

1 0,91 x 10°
2 2,64 x107°
3 1,46 x 10°
4 1,92 x 10°
5 3,12x10°
6 2,20 x 107
Média 2,04x10°
Desvio padrao 7,97 x 10°

by 0,706

tiabelado (G-1-5) 2,571

*Valores extraidos do certificado NIST SRM 1647d
** Valores medidos por SSRTP na presenga de SDS e AgNOj3

4.5.2.
Comparacao entre métodos

Esse estudo consistiu na comparacdo de resultados obtidos
empregando-se o método em desenvolvimento e os resultados obtidos
por meio de um meétodo de referéncia, avaliando o grau de proximidade
entre os resultados, ou seja, 0 grau de exatiddo do método testado em
relacdo ao de referéncia. As andlises foram efetuadas em replicatas
auténticas (com solucdes independentes de amostra), utilizando o método
em desenvolvimento e o método de referéncia (HPLC com detecgao por
fluorescéncia), nas mesmas amostras de cachaca fortificadas, em uma
faixa de concentragcdo comum e na qual se pretende validar o método.

Similarmente a verificacdo da reprodutibilidade, a comparagéao entre
os métodos SSRTP e HPLC foi feita aplicando-se o teste de hipotese,
com comparagao de médias. As analises das amostras por SSRTP foram
realizadas em seis replicatas auténticas para o pireno e para o criseno, As

mesmas solu¢des de analito foram analisadas por HPLC. No caso do
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pireno, as andlises por HPLC foram realizadas com a mesma solugéo de
analito (mesma concentracdo), mas em pH nao ajustado da solugéo,
devido a problemas que poderiam ocorrer a coluna cromatogréafica em
meio fortemente basico. Curvas analiticas nas mesmas condigdes
também foram realizadas com o intuito de minimizar possiveis erros. De
acordo com os resultados obtidos, os mesmos ndo mostraram diferenca
significativa para o nivel de t 975 para as duas substancia e os dados

encontram-se nas Tabelas 31 (pireno) e 32 (criseno).

Tabela 31 : Resultado do teste da comparacao entre SSRTP e HPLC para o pireno

Valor medido (mg L)

Replicatas SSRTP* HPLC**
1 1,25 x 10° 1,84 x10°
2 1,77 x 10° 1,93x10°
3 1,69 x 10° 1,54 x 10°
4 1,62x10° 1,37 x10°
5 1,76 x 10° 1,87 x10°
6 1,10x 107 1,66 x 107
Média 1,53 x10° 1,70 x 10°
Desvio padrao 2,87 x10° 2,18x10°®
n°de replicatas (n) 6 6 gl= 10
Desvio padrdo combinado | 2,42 x 107"
Sp 7,0x10°
to 0,45
ttabelado 2,228

* valores medidos por SSRTP em presenga de Pb(NOs). em pH basico.
** valores medidos por HPLC com detecgao por fluorescéncia em pH ndo ajustado da solugdo de analito.
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Tabela 32 : Resultado do teste da comparacéo entre SSRTP e HPLC para o criseno

Valor medido (mg L")

Replicatas SSRTP* HPLC**

1 7,51 x 107 1,01 x 10°
2 1,86 x 10° 9,69 x 10°
3 1,22x10° 1,09 x 10°
4 1,52x10° 1,21 x 10°
5 1,84x10° 9,19x 107
6 1,44 x10° 8,59 x 10

Média 1,44 x10° 1,01 x 10°

Desvio padrao 4,16 x 10°® 1,26 x 10°
n°de replicatas (n) 6 6
Desvio padrao combinado | 4,22 x 107"

Sy 9,0x 10°
to 0,80

ttabelado 2,228

* valores medidos por SSRTP em presenga de SDS e AgNO;
** valores medidos por HPLC com detecgao por fluorescéncia

gl=

10
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