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6
Estudos de incerteza

O resultado de uma medi¢cdo ndo pode ser caracterizado por um unico
valor, pois todo o processo possui fontes de incerteza que devem ser
identificadas, quantificadas e, se possivel, minimizadas. A fim de garantir que a
informagao obtida de uma medicao seja real, a estimativa da incerteza € crucial
para permitir resultados verdadeiros. As incertezas podem ser obtidas da analise
estatistica de observagdes experimentais ou de certificados de calibragédo, dados
de referéncia, especificagcbes de material fornecido e do conhecimento geral dos
procedimentos e técnicas analiticas.

Sendo assim, o objetivo dessa parte do trabalho foi o de estudar as fontes
de incerteza de medigcdo de sinal associados as técnicas luminescentes
(fluorimetria e fosforimetria em temperatura ambiente e substrato sélido),
quantificar a contribuicdo dessas fontes, estimar as incertezas combinadas e

expandidas e avaliar estratégias para minimizagao desses valores.

6.1
Fontes de incerteza

O procedimento para a estimativa da incerteza descrita no Guia para a
Expressao da Incerteza na Medi¢cao (GUM) é baseado em uma relacdo entre as
quantidades medidas (x) e os resultados das medi¢des (y), sob a forma y = f (x),

conforme indicado na Equacgéo 21',"3%:

u®(y) =i2:,(ayaxi)2u2(xi)+ 22 _il (%Xi ayaxj)cov(xi, X)) | @1

=1 )

onde dy/dx; sao coeficientes de sensibilidade em relagéo a cada fonte de

2
incerteza e os valores u (x) s&o as variancias associadas a cada uma das
fontes.
Considerando que todos os parametros que contribuem para a medicao

sdo independentes (covariancia nula para os diferentes valores de entrada), a
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incerteza combinada, u(y), é, entdo, avaliada de acordo com principios de

propagacao de erro (Equagéao 22):

U(y):\/il(ayaxi) UZ(Xi) (22)

O GUM™® recomenda a expressao da incerteza do resultado medido como
um intervalo de confianga em algum nivel de probabilidade. A incerteza
expandida U(y) € a metade de largura deste intervalo, u(y), multiplicada por um
factor k, que é, em muitos casos, um valor t de Student tabelado (a um
determinado nivel de probabilidade).

A primeira etapa deste estudo foi o de definir e identificar as principais
fontes de incerteza envolvidas na medicao fotoluminescente. Em uma segunda
etapa, essas fontes foram quantificadas e combinadas. Essas fontes de
incerteza foram entao divididas em quatro grupos diferentes: (i) repetitividade, (ii)
reprodutibilidade interna, (iii) curva analitica e (iv) preparacdo de solucbes, as
quais sdo chamadas de padrdo quando s&o provenientes de analitos e criticas
para aquelas que sado coadjuvantes utilizadas na fosforimetria (solugbes de sal
de atomo pesado e de surfactante). Dentro destes quatro grupos principais,
outras fontes especificas sdo identificadas, como pode ser visto no diagrama de
causa e efeito para as medi¢cdes fluorimétricas e por fosforimetria em
temperatura ambiente e substrato sélido.

O diagrama de causa e efeito representa a resposta analitica do
mensurando (criseno, neste caso) no vetor principal da Figura 81, bem como a
contribuigdo de diferentes fatores nas ramificacdes (separadas em quatro grupos
acima indicados). Uma vez identificadas as fontes de incerteza e seus
respectivos valores, as incertezas combinada e expandida para as medicbes
envolvidas nos dois métodos luminescentes (fluorimetria e SSRTP) podem ser
calculadas. A incerteza combinada (u.) é a raiz quadrada da soma quadratica
das fontes de incerteza individuais, considerando que todos os quatro grupos
que contribuem para a variabilidade da medigdo sdo independentes uns dos
outros. Se uma dessas fontes contribui mais significativamente para a incerteza
do que as outras, sera a unica que ira controlar a incerteza global do processo e,
portanto, um dos que devem ser estudados a fim de melhorar a qualidade da
medicdo. A estimativa dos valores das incertezas associadas aos quatro

diferentes grupos de fontes de incerteza que influenciam na medicao
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luminescente estéo listados na Tabela 40. As respectivas incertezas combinada

e expandida também estao listadas na mesma Tabela 40.
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Reprodutibilidade Repetitividade

Analista Repeticdes
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» Fluorescéncia

Baldo
Volumétrico M
) (certifia::sasdao da Coefs. “a” e “b”
Volume Balanca) (regressdo
(certificado) ¢ linear)
Micropipetas Fator de
diluigéo
Preparo solugédo padrédo de analito Curva analitica
(b)
Reprodutibilidade Repetitividade
Analista
Repeticoes
Variagao do instrumento
» SSRTP
Baldo
Volumétrico M
®BY) (certifi?:zsda:) da Coefs. “a” e “b”
Volume \ Balanca) (regressao
(certificado) ¢ linear)
Micropipetas Fator de
diluigao
Preparo solu¢des padrédo e criticas Curva analitica

(analito, atomos pesados, SDS)

Figura 81: Diagrama de causa e efeito para (a) fluorimetria e (b) fosforimetria em

temperatura ambiente e substrato sélido.
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6.1.1
Incerteza associada a repetitividade (uy)

A incerteza associada a repetitividade na determinacdo do criseno foi
obtida utilizando o desvio-padrdo (s;) de dez medi¢cdes consecutivas e nas
mesmas condicdes experimentais de uma solugdo padrédo deste analito. A
fluorescéncia foi medida a partir de uma solugéo 1 x 10® mol L™ e as medicées
foram feitas através da substituicdo da solugdo medida por um novo volume
tirado da mesma solugdo padrao adicionada a mesma cubeta. No caso da
fosforescéncia, 11,4 ng de criseno (5 uL de uma solugédo de analito 1 x 10° mol
L™ adicionado ao substrato sélido) foram medidos. A fosforescéncia desta tnica
solucdo foi medida consecutivamente. E importante ressaltar que apenas um
substrato foi utilizado para estas medicbes de fosforescéncia uma vez que as
medi¢des utilizando diferentes substratos ndo iriam caracterizar o conceito de
repetitividade devido a ndo-homogeneidade dos substratos em termos de sinal
de fundo e pequenas variagdes na posicdo do analito frente a incidéncia de
radiacdo de excitagcdo (centro do substrato onde o analito é adicionado) para
cada um dos substratos.

Em geral, o desvio padrao relativo (RSD) de medigbes consecutivas de
fluorescéncia de solugdes nao ultrapassa 5%. Para a fosforimetria em
temperatura ambiente (RTP), RSD com valores de até 20% podem ser
esperados para as medi¢coes de sinal da mesma solucdo de analito adicionada
em diferentes substratos. No entanto, esses valores podem ser menores
dependendo da qualidade do papel de filtro (grau de variagao do sinal de fundo
do substrato) e da capacidade do analista em adicionar as solugdes criticas nos
diferentes substratos. Neste experimento utilizando sucessivas medigbes de
fosforescéncia de solugdes de criseno presentes em apenas um substrato, um
valor de 6% para o RSD foi alcangado, enquanto que o RSD de medic¢des de
fluorescéncia de solugdes de criseno foi de 2%. A repetitividade por SSRTP vista
na Tabela 40 foi cerca de trés ordens de grandeza superior a do método
fluorimétrico em termos de concentragdo (mol L™). Esta diferenca é esperada
uma vez que a concentracido das solugdes utilizadas nestes experimentos
(baseada na exigéncia caracteristica de cada uma das técnicas) também difere

em trés ordens de grandeza.
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6.1.2
Incerteza associada a reprodutibilidade interna (ug).

A incerteza associada a reprodutibilidade na determinagao do criseno foi
obtida através de experimentos semelhantes aos realizados para a obtencao de
repetitividade, porém utilizando dois conjuntos de dez medi¢cbées (n = 10) para
cada uma das técnicas fotoluminescentes. Cada conjunto de medi¢des foi feito
por um analista diferente (para SSRTP, dois grupos de 10 substratos para cada
analista foram usados para uma mesma amostra). Foi entdo aplicado o teste de
hipétese com comparagao de médias entre os analistas. Como ferramenta de
apoio, foi utilizado o programa do Excel (Microsoft Office), conforme descrito:
ferramentas\andlise de dados\ANOVA:fator unico. A estimativa da incerteza da

reprodutibilidade foi calculada pela soma dos quadrados dos desvios da

repetitividade de cada analista “s” e entre os analistas “Sene’, conforme
Equacdes 23, 24 e 25 a sequir:
2
Sentre = (MQentre - MQdentro)/ n (23)
Sr2 = MQdentro (24)
2 2 2
SR = (Sr + Sentre) (25)

“MQentre” € @ soma dos minimos quadrados entre os analistas, “MQgento” € a
soma dos minimos quadrados de cada analista e “n” o numero de replicatas (10,
neste caso).

A incerteza associada a reprodutibilidade foi entao calculada como:

Ur = V8§ (26)

Avaliando os valores na Tabela 40, a reprodutibilidade interna foi
ligeiramente superior aos valores de repetitividade obtidos por meio de
fluorescéncia, indicando que o impacto da mudanga de analistas ndo é relevante
e, portanto, Sene € muito baixa. Para SSRTP, ug foi dez vezes superior a u,

indicando que, mesmo usando dois analistas qualificados e com comprovada
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experiéncia em lidar com a andlise da amostra em substratos sdlidos, uma
relevante dispersdo dos resultados ainda €& observada. Essa dispersao é
proveniente da adicdo das solugdes criticas no centro dos substratos solidos e
do posicionamento destes substratos no acessoério para medigcdo de substrato
solido antes das medi¢cdes. Como o intervalo de tempo entre as medicbes feitas
por cada um dos analistas era pequeno, o impacto das variagdes no instrumento
(por exemplo, radiagao de excitagao, resposta do detector e, no caso de SSRTP,
o tempo de purga e o fluxo de gas N, sobre o substrato) ndo foi considerado

relevante.

6.1.3
Incerteza associada ao preparo das solucdes (us).

A incerteza associada a preparagao das solugdes foi primeiramente
avaliada através do preparo das solugdes padrdo através de ajuste de volume.
No caso da fosforimetria, uma vez estabelecidas as condi¢cbes robustas para
induzir fosforescéncia usando sais de atomos pesados e surfactante, a influéncia
de pequenas variagcbes das massas de AgNO; e SDS no substrato pode ser
ignorada. Em outras palavras, para a RTP, de todas as solugdes, a Unica a ser
considerada € a solugdo padrao do analito. Neste caso, as incertezas dos balbes
volumétricos (u.), em L, da balanga (uss), €em g, e das micropipetas (Ump), em L,
devem ser levados em consideragcdo para obter o valor final de us, tal como

indicado na Equacgao 27 abaixo, onde u(x) = U(x)/k e k =2:

Uy =4 (Uy )7 + (U )+ (Uy) (27)

As variagdes de volume devido a oscilagdbes de temperatura foram
consideradas insignificantes, portanto, os valores u,s e un, foram obtidos a partir
de incertezas expandidas dos certificados de calibracdo dos aparatos
volumétricos, U7k e Unyk, onde k = 2. A pesagem do analito foi feita por

diferen(;a (massa(baléo volumétrico + analito) ~ massa(baléo vqume'trico)) e, pOrtantO,
112

Upar = (Upar® + Upa®)'"?, onde Upa’ € Ups” "sd0 contribuicdes de cada etapa do
procedimento de pesagem. As unidades para estes valores de incerteza (u,s, Upa
e Ump), devem ser convertidas em concentragéo (mol L™, a fim de se calcular a
soma quadratica final para se obter a incerteza combinada. Essa transformacéao

foi feita através da multiplicacao do valor da incerteza, em massa ou em volume,
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pelos coeficientes de sensibilidade (dC/om e 9dC/dV) onde C = m/(MM x V),
aClom = 1/(MM x V) e dC/oV = -m/(MM x V?) onde MM foi a massa molar do
criseno em g mol”, m é a massa do criseno em gramas e V é o volume de
solugdo em L.
A partir do valor calculado de us para a medicdo fluorimétrica (7,69 x 107
mol L"), pode ser visto claramente que esta fonte tem o maior impacto sobre a
incerteza combinada (u;), sendo trés ordens de grandeza superior a contribuicao
das outras fontes (Figura 82a). Este resultado indica que qualquer esforgo feito
para reduzir us teria um impacto significativo sobre a incerteza combinada no
caso da fluorimetria. Em contrapartida, para SSRTP, o valor us era cerca da
metade do valor da fonte de maior impacto (ug) e, portanto, tem uma
contribuicao relativamente pequena na u, para a medi¢ao fosforimétrica (3,66 x
10 mol L"), como pode ser visto na Figura 82b. Das quatro fontes de incerteza,
a us é claramente uma das mais faceis de ser melhorada, uma vez que as
solugcdes podem ser preparadas pelo ajuste de massas ao invés de ser pelo
ajuste de volume. A maior precisao de medi¢gao das massas de soluto e solvente
deve ter um impacto maior na incerteza combinada da medi¢ao da fluorescéncia
e praticamente nenhum impacto sobre as medigdes feitas por SSRTP.
Um novo calculo da incerteza combinada para a medicao fluorescente foi

feito apds o preparo das solugdes por ajuste de massa, através da Equacéo 28:

— /1,2 2 1/2
us = (U m(analito) +u m(final_ solug:a"o)) (28)

onde uzm(ana,/to) foi a incerteza da massa de analito pesada e uzm(ﬁ,,a,_ solugao) TOi @
incerteza da massa da solugao final (analito mais o sistema de solventes). Estes
valores, em unidade de massa, foram retirados do certificado de calibracdo da
balanga (k=2, 95,45%). Como ja descrito,o valor de us deve ser convertido em
concentragdo (mol L) para que o calculo da soma quadratica para a incerteza
combinada possa ser feito. A reducdo de us, neste caso, foi de quase quatro
ordens de magnitude, como pode ser visto na Tabela 40. Neste caso, a
influéncia da us passou a ser a que causou menor impacto na u., a qual tem
agora um valor de 4,38 x 10" mol L"). Este valor de u, é significativamente
menor que o encontrado usando solugdes de analito preparadas por medidas de

volume.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RiIo - Certificacé@o Digital N° 0510428/CA

209

U, (Fluorescéncia)

ucurva
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&
w
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5,0x107 1,0x10° 1,5x10°
Incerteza (mol L)
Figura 82: Contribuigédo relativa das fontes de incerteza na incerteza combinada
(us) de medigdes luminescentes de criseno usando: (a) fluorimetria empregando
solucdo de analito por avolumacgéao e (b) fosforimetria em temperatura ambiente.
Fontes: uc. (curva analitica); us (preparo de solugdes); ur (reprodutibilidade
interna); u, (repetitividade).
6.1.4

Incerteza associada a curva analitica (Ucurva)

A fim de se obter a incerteza associada a curva analitica (usando uma
curva analitica de quatro pontos dentro de sua faixa de resposta linear), os sinais
fluorescentes ou fosforescentes do criseno foram medidos em ftriplicatas (para
cada concentragdo, as medigdes eram feitas usando a mesma solugdo para a
fluorimetria € o mesmo substrato contendo o analito para SSRTP). Para

fluorimetria, quatro solugbes de criseno em concentragbes crescentes foram
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preparadas e medidas diretamente na cubeta. Para RTP, o sinal foi medido
usando papel de filtro contendo 5 pL de solugao de criseno em concentragoes
crescentes. A partir das concentragcbes e de seus respectivos sinais
luminescentes, o desvio padrdo para o coeficiente angular (m) e o linear (b)
destas curvas analiticas foram calculados a fim de se obter as suas respectivas
incertezas u, e u,. Destes resultados, u., foi calculada usando a Equacéao
(29):

Uourva = \/[(Cibz xS,’ )+ (Cimz xs, 2 )+ (2% ¢y x Gy XUy XU, X r)J (29)

onde, cin € Ccp sdo os coeficientes de sensibilidade, s, e s, sdo os desvios
padrbées para os coeficientes linear e angular, respectivamente, € r é o
coeficiente de correlacao.

Considerando que o sinal luminescente (y) dentro de uma resposta

analitica linear obedece a Equacao 30:

y=mx+bhb (30)

onde x é a concentracio de criseno nas solugdes analiticas ou a quantidade de
criseno no substrato sélido (proveniente de solugbes analiticas em uma dada

concentracdo). Os valores de s, € s, podem ser obtidos das Equacdes 31 e 32:

$?x Y X2
Sy’ =Tz (31)
2 s?
W =05 (32)

onde os valores de x indicam cada uma das n concentragdes ou quantidades de
criseno usadas para construir a curva analitica contendo n pontos. Os simbolos
s? e D sd0 respectivamente a variancia e o desvio da curva, que sdo dados pelas

Equacdes 33 e 34:

D=(nxYx)-(>xf (33)
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s? = 2. (34)

onde A é a diferencga entre o valor tedrico de x (X:wsrico) NO Melhor ajuste da curva

e o valor experimental de X (Xexperimentar). AS incertezas u, € up, sdo calculadas de

(Equacgbes 35 e 36):
2
Up =4/Sp (35)

m (36)

Os coeficientes de sensibilidade cj, e ¢;» (Equagdes 37 e 38) sdo usados
para uniformizar as unidades dimensionais das incertezas, permitindo assim o

calculo da soma quadratica.

oy 1
G, =—t=—— 37
* b m (37)
oy _y-b
" om m? (38)

Finalmente, r é dado pela Equacao 39:

S Y. (39)

Jianxzi

E interessante ressaltar que, reduzindo-se a incerteza da medicédo

fluorescente pelo preparo das solugdes padrao de analito usadas na construgéo
da curva analitica, um enorme impacto sobre a incerteza da curva analitica deve
ser observado. No entanto, esse impacto seria verdadeiro se a medi¢cdo da
replicata para cada um dos pontos da curva fosse feita utilizando-se replicatas
auténticas (cada replicata feita utilizando uma solugdo de analito independente).
No entanto, neste trabalho, replicatas para cada ponto da curva analitica foram

feitas usando a mesma solugao, o que reduz a dispersado dos valores medidos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510428/CA

212

para cada solucdo padrdo. Os valores encontrados para a incerteza da curva

(ucurnva) €M ambas as técnicas pode ser vista na Tabela 40.

6.1.5
Incertezas combinada (uc) e expandida (U)

Como as fontes de incerteza ja foram identificadas, quantificadas e
comparadas graficamente na Figura 81ab, a incerteza combinada (u;) foi

calculada pela soma quadratica destas fontes (Equagéao 40):

2 2 2 2
TR TESTICTE T (40)

Como resultado, os valores de u, para SSRTP e fluorimetria sdo muito
préximos quando é considerado o preparo das solugdes por ajuste de volume.
Para SSRTP, 1,64 x 10® mol L' & um valor razoavel, uma vez que corresponde
a medicéo de 1,8 ng de criseno (14% da quantidade de criseno depositada no
substrato). Em termos de fluorescéncia, a incerteza da medicao igual a 7,69 x
10" mol L ndo é adequada, ja que a concentragdo de referéncia do criseno é
de 1 x 10® mol L e concentracdes de analitos na ordem de 1 x 10™"° mol L™
podem ser facilmente medidas em solugdes de PAH. Felizmente, um valor mais
compativel para a u; pode ser obtido para a fluorimetria usando a estratégia
apropriada para o preparo das solucbes (pesagem das solucdes). Neste caso, a
incerteza combinada de 1,06 x 10° mol L' (10,6% da concentragdo de
referéncia para o criseno) foi encontrada. Essas conclusbes também sao

verdadeiras para a incerteza expandida (usando k=2).
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U, (Fluorescéncia)

curva

Fontes

6,0x10"° 1,0x10°
Incerteza (mol L")

2.0x10"°

Figura 83: Contribuigédo relativa das fontes de incerteza na incerteza combinada
(u;) da medigao fluorescente do criseno empregando o preparo da solugdo por
ajuste de massa. Fontes: ugn, (curva analitica); us (preparo de solugdes); ug

(reprodutibilidade interna); u, (repetitividade).
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Tabela 40: Incertezas calculadas para as quatro fontes principais de incerteza

associadas a medigao da luminescéncia do criseno

Fontes de incerteza

Valores de incertezas

SSRTP Fluorimetria
Repetitividade
Ur 1,33 x 10" mol L™ 3,30 x 10" mol L
Reprodutibilidade
Ur 1,33 x 10°mol L™ 4,92 x 10" mol L

Curva analitica
Sensibilidade (u,)
Coeficiente linear (up)

Ucurva

6,82
2,25 x 10°

5.44 x 10" mol L™

3,00

3,00 x 10™

8.76 x 10" mol L’

Preparo da Solucgo

Balbes volumétricos (10 mL) (uyy)
Micropipeta (200 uL) (Ump)
Micropipeta (5 pL) (Ump)

Balanga (upa)

Volu
1,38 x 10° L
3,45x 107 L
2,16 x 10° L
1,00 x 10° mg

7,69 x 107 mol L™

me

1,38 x 10° L
345x107 L

1,00 x 10° mg

Massa

1,00 x 10° mg

Us 769x10"molL"  74,38x 10" mol L
Combinada

Ue 1,64x10°mol L’ 7,69x10"mol LT 71,06 x 10° mol L
Expandida

U 327 x10°mol L' 1,54x10°mol LT 72,12 x 10® mol L

" Preparo da solugdo padrdo do analito por avolumagdo e k = 2; 95% de

confianga

- Preparo da solugéo padrédo do analito por ajuste de massa.

nivel de
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