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5
Parte experimental
Validagao analitica

A validacdo analitica busca, por meio de evidéncias objetivas,
demonstrar que um método produz resultados confiaveis e adequados ao
uso pretendido®®. Para isso, o laboratério deve assegurar que as
caracteristicas de desempenho atendem aos requisitos propugnados. A
seqguir, sdo apresentados os parametros avaliados neste estudo, que, em

conjunto, caracterizam o método desenvolvido.

5.1

Estudos de calibracao

Utilizando o programa de temperatura e condigdes otimizadas,
realizaram-se os testes para definicao do procedimento de calibragao.

Curvas analiticas foram realizadas utilizando solugbes de
calibragdo de concentracdes de 0,25 a 8 pg L™, tanto em meio aquoso
simples (HNO3 2,5 % v/v), e na presencga de soro. Nos estudos com a
matriz, a dilui¢ao foi feita na propria cubeta do equipamento, utilizando um
padrao mais concentrado. Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios,
pois a massa caracteristica obtida foi, em média, de 80 pg / 0,0044 s'1,
quando o valor esperado deveria estar entre 33,6 e 50,4 pg / 0,0044 s™,
de acordo com o manual do equipamento, que traz o valor para solugdes
aquosas. Os coeficientes de correlacdo das curvas aquosa e com a matriz
foram, respectivamente, de 0,9982 e 0,9967, com coeficientes angulares
de, respectivamente, 7,6x10™ e 6,8x10*. A razdo dos coeficientes
(Mmatrix/Maquosa) fOi de 0,89, podendo-se considerar, em principio, a

existéncia de um pequeno efeito de matriz (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de calibracdo do vanadio em meio de HNO; 2,5 %v/v ( ® ) e na

presenca da matriz ( m ), utilizando o programa de temperatura otimizado.

A temperatura de atomizagdo n&o havia sido objeto de otimizagao,
uma vez que ja havia indicagéo da literatura de que a temperatura deveria
ser a mais alta possivel®®. Com o objetivo de melhorar a massa
caracteristica, modificou-se a temperatura de atomizagao para 2600°C e
foi refeito o estudo de calibracgao.

Neste novo estudo, foi obtida uma melhora na massa
caracteristica, para valores de aproximadamente 60 pg / 0,0044 s mas
os valores de absorvancia continuaram baixos. Como a nova temperatura
de atomizagao era a maxima permitida no equipamento, foi realizado um
estudo para determinar se um aumento no tempo de integragcdo poderia
melhorar a massa caracteristica (ou seja, a sensibilidade). Neste estudo,
foi utilizado o programa padrao do equipamento e uma solugao de 100 g
L™. Observa-se um incremento significativo da massa caracteristica até 9

segundos de atomizacéo e leitura (figura 17).
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Figura 17. Evolucdo da massa caracteristica com o aumento do tempo de integracao
(Tt = 2600 °C).

Baseado nestes resultados, foi realizado um estudo de calibragao,
mantendo-se todos os parametros obtidos na otimizacdo, modificando
apenas a temperatura de atomizacado (para 2600°C) e o tempo de
integragdo (12s). Desta forma, a massa caracteristica média obtida foi de
42,7 pg / 0,0044 s, conforme figura 18. O equipamento, porém,
apresentou problemas técnicos, de superaquecimento, devido a estas
condicbes extremas de temperatura e tempo, o que impossibilitou a

continuagao do estudo usando esta configuragao.
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Figura 18. Curvas de calibragdo do vanadio em meio de HNO; 2,5 %v/v (A) e na
presenca da matriz ( — ), usando o programa de temperatura otimizado, temperatura de

atomizacgao 2600°C e tempo de integracao de 12 segundos.

Considerando as limitagdes instrumentais em relacdo ao
superaquecimento, foi realizado um novo estudo onde, mantendo-se os
outros parametros obtidos com a otimizacdo multivariada, foi modificada
apenas a temperatura de atomizagao (para 2600°C) e foi reduzida a
diluicdo da amostra (de 1+2 para 2+1, usando HNOj; 2,5% v/v como
diluente). A modificagdo tem como objetivo aumentar a absorvancia.
Dada a mudanca na concentragao da matriz, foi reavaliada a temperatura
de pirdlise, conforme mostrado na figura 19, confirmando que a

temperatura de 1240 °C pode ser mantida.
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Figura 19. Estudo da temperatura de pirdlise com a amostra (3 ug L de V) diluida 2+1
em HNO; 2,5% (v/v), Ta = 2600°C, ty=7s

Com estas novas condigbes (fator de diluicdo igual a 2+1 e
temperatura de atomizacéo igual a 2600 °C, e os pardmetros restantes
conforme tabela 9) foi obtida uma massa caracteristica em média de 50
pg / 0,0044 s (valor esperado de 33,6 a 50,4 pg / 0,0044 s™). Os
coeficientes de correlagao da curva de calibragdo em HNO3 2,5% v/v e na
presenca da matriz foram de 0,99912 e 0,99776, respectivamente, e seus
respectivos coeficientes angulares foram 0,00229 e 0,00217. A razéo dos
coeficientes (Mmatrix'Maquosa) fOi de 0,95. Foi realizado o teste t conforme
documento do INMETRO™, e verificou-se que a matriz ndo afeta o ensaio

(tcalculado < ttabelado). AS curvas obtidas estao representadas na figura 20.
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Figura 20.

Curvas de calibragcdo do vanadio em meio de HNO; 2,5 %v/v ( m ) e na

presenca da matriz ( e ), usando o programa de temperatura otimizado, temperatura de

atomizacao 2600°C e diluicdo 2+1 da amostra com HNO; 2,5% (v/v).

Tabela 9. Procedimento e programa de temperatura apés modificagdes.

Etapa Temperatura (C°) | Rampa (s) | Permanéncia (s) Va(znif/gq(i)n%és
Secagem 110 1 30 250
Secagem 130 15 30 250

Pirolise 1240 10 20 250
Atomizagéao 2600 0 7 0
Limpeza 2610 1 4 250

Volume de injecdo da amostra 30 yL

Diluigdo da amostra: duas partes de soro + uma parte de HNO3 2,5% (v/v)

Volume de injegéo de modificador 10 pL

Massa do modificador (5 partes Pd + 3 partes Mg): 9 ng/10uL

Foi estudado o comportamento da curva de calibragcdo na presenca

da matriz de cinco amostras de soro diferentes, pela da adicdo do analito
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a essas amostras. Na figura 21, que mostra as curvas obtidas, observa-
se que nao houve diferenga significativa entre as suas inclinagbes. A
tabela 10 mostra as inclinacbes obtidas e a razdo das mesmas em
relagdo a da curva aquosa. Nos resultados obtidos das cinco amostras
estudadas apenas uma apresentou uma razao menor que 0,9, as outras
quatro amostras apresentaram razdes iguais a 0,9 indicando que a
influéncia de diferentes tipos de soro foi pequena. Neste caso também,
foi realizado o teste t e verificou-se que a matriz ndo afeta o ensaio
(tcalculado < ttabelado). O teste t realizado em pares (curva aquosa x curva
com a matriz) demonstrou significancia em dois dos quatro pontos da
curva (tcaiculado > ttabelado )- FOI realizado o teste mono-caudal analisando o
limite inferior da curva e neste teste cinco dos vinte pontos ficaram fora do
limite de confianca de 95%. Apesar de alguns resultados apontarem para
uma influéncia da matriz pouco significativa, foi definido que os testes
seriam realizados utilizando a curva em HNO3 2,5% v/v, evitando assim

trabalhar com a técnica de adi¢ao padrao.
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Figura 21. Curvas de adi¢do de analito a diferentes amostras de soro : amostra A ( = ),
amostra B (=), amostra C (), amostra D (A ), amostra E (A) e solugao de calibragdo
em HNO;3; 2,5% viv (@ ).
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Coeficiente angular (m) (Mmatriz/ Maguosa )
Amostra A 0,00207 0,9
Amostra B 0,00199 0,9
Amostra C 0,00189 0,8
Amostra D 0,00210 0,9
Amostra E 0,00213 0,9
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Figura 22. Perfil dos sinais de absorgéo e fundo na presenca da matriz.
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Figura 23. Sobreposicdo dos sinais de absor¢cdo e fundo na auséncia da matriz.

Solugdes em HNO; 2,5% v/v nas concentragdes de : 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 ug L.

Observando as figuras 22 e 23 foi verificado que, apesar da alta
temperatura de atomizacéao, o perfil se apresenta alargado. Na presenca
da matriz, o tempo do maximo (relativo a altura) do pico se apresenta um
pouco atrasado em relacdo as solu¢des de calibracédo (1,7 — 1,8 s),
explicando talvez a diferenga no coeficiente angular.

Considerando os resultados encontrados, foi definido que a curva
de calibragdo do método sera em HNOs3 2,5% v/v, uma vez que a matriz
nao interfere significativamente no ensaio. A partir deste ponto, todos os

testes foram realizados utilizando a curva em HNO3 2,5% v/v.

5.2

Linearidade

A linearidade determina a capacidade do método em produzir

respostas que sejam linearmente proporcionais a concentragdo do analito
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dentro de uma faixa especificada, em que demonstra a exatiddo e
precisdo requeridas. Nesta faixa, a sensibilidade pode ser considerada
constante. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida e a concentracao do analito.

O coeficiente de correlacéo linear (r) € usado para indicar se os
dados de calibragao ajustam-se a um modelo linear. Pode-se considerar a
reta como modelo matematico adequado para o método se r for maior do
que 0,9. No presente estudo, foi encontrado um r de 0,9989 para a curva
da figura 24. A curva foi realizada com dez replicatas. Como o intervalo
de confianga do coeficiente linear contém a origem (-0,00013 a 0,00024),
0 modelo linear pode ser considerado como do tipo y=mx, onde y é a
absorvancia integrada, m € o coeficiente angular e x é a concentragao de

vanadio.
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Figura 24. Curva de calibragdo do vanadio em meio de HNOj; 2,5% v/v, usando o

programa e condi¢des da tabela 9.

Na analise de variancia, foi feito o ajuste do modelo linear e os

resultados estdo na tabela 11. Para o nivel de significancia de 0,05, a


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0712978/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0712978/CA

68

regressao linear é significativa (Fcaiculado > Feritico) € @ falta de ajuste do
modelo n&o é significativa (Fcaicuiado < Feritico), S€NdO que 0 modelo explica

99,82% da variabilidade encontrada.

Tabela 11. Andlise de varidncia dos dados que geraram o grafico da figura 24 para o

ajuste do modelo linear

Fonte de variagao Quz?jrrg?ica NUmglr ode Qul\ggéj?;?ica F calculado | F critico
Regresséao 0,000066 1 0,000066 1397,55 4,95
Residuo 0,00000047 10 0,000000047
Falta de ajuste | 0,00000035 4 0,000000089 4,43 4,53
Erro puro 0,00000012 6 0,000000020
Total 0,000067 11
% de variancia explicada= 99,29
% maximo de variancia explicada= 99,82

5.3

Limite de detec¢do do método

O limite de detecg&o é a menor concentragcédo de analito na amostra
que pode ser distinguida de zero com uma determinada seguranga, mas
nao quantificada. O limite de deteccao foi determinado utilizando-se uma
amostra com concentragdo de analito proximo a zero (o menor valor
encontrado). A amostra foi analisada 10 vezes em 10 preparacgdes
diferentes e foram calculados a média e o desvio padrdo. O limite de
detecgao foi calculado usando a expressdo, conforme documento da
IUPAC*", LD = ty.1.1.0.S0, Oonde o valor de t,.1 1 utilizado foi 3 e sq, 0 desvio
padrao, em concentragdo, calculado das 10 determinagdes. Deste modo,
LD = 3.sp , ou seja, o limite de detecgdo encontrado para o método

desenvolvido foi de 0,30 ug L.

5.4

Limite de quantificagdao do método

O limite de quantificacdo € a menor concentragdo do analito que

pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e exatidao.
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Pode ser considerado como um multiplo (duas ou trés vezes) do limite de
deteccdo ou um multiplo 10 do desvio padrdo da dosagem de uma
amostra com concentragdo de analito proximo a zero (o menor valor
encontrado). A amostra foi analisada (em triplicata) 10 vezes em 10
preparagdes diferentes e foram calculados a média e o desvio padrao. O
limite de quantificacdo do método obtido foi de 1,0 pg L™ calculado pela
equacdo*’ LQ = 10.sp , onde so € 0 desvio padrdo em concentragdo

calculado das 10 determinagdes.

5.5

Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho é definida como o intervalo entre o nivel
inferior e superior de concentragdo do analito onde € possivel a
determinacdo com a precisdo, exatiddo e linearidade adequadas e
especificadas para o método*’. A faixa linear do método foi definida no
limite inferior como o limite de quantificacdo 1,0 ug L™ e no limite superior
pelo valor do maior concentragao da solugao analitica, 3,0 pg L™ ja que o
teste da curva demonstrou sua linearidade. Uma vez que nao sao
esperadas concentracbes de vanadio em soro acima deste valor,
concentracdes maiores nao foram testadas. Entretanto, o comportamento

ainda sera linear acima deste valor.

5.6

Exatidao

A exatidao é definida como sendo o grau de concordancia entre o
resultado de um método e o valor de referéncia aceito convencionalmente
como verdadeiro. A exatiddao deve ser declarada quantitativamente, na
forma de tendéncia. Os métodos usualmente aceitos para os estudos da
exatiddo sao a recuperagdao, a analise de material de referéncia

certificado e a comparagao com métodos de referéncia.
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5.6.1
Estudos de recuperacao

A recuperacdo pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com o analito. Uma boa recuperagado ndo garante a exatidao,
mas uma recuperacao fora dos limites aceitaveis indica uma falta de
exatidao.

A recuperacao neste estudo foi estimada pela analise em triplicata
de amostras fortificadas com as seguintes concentragdes de vanadio: 1, 2
e 3 ug L. A adicso foi realizada na cubeta fazendo a diluigdo de um pool
de soros com uma solugéo da diluigdo (na proporcao de 2+1) contendo o
analito. A curva de calibragao foi realizada em meio de HNO32,5% v/v. O
calculo da recuperacgéo foi feito através da expressao “Recuperacgéo (%) =
{(C1 — Co) / Cuq}.100”, onde Cy € a concentragdo da amostra sem a
fortificacdo, C4 a concentragcdo da amostra fortificada e C,q € a

concentracao adicionada.

Tabela 12. Resultados dos estudos de recuperagao.

Concentragao
adicionada Recuperacéo (%)
Mg L’ 12 replicata 22 replicata 32 replicata Média
1 109,3 85,0 97,2 97,2+ 12,1
2 103,2 91,1 103,2 99,2+7,0
3 107,3 1174 91,1 105,3+ 13,3

Deve-se observar que, no nivel de concentracdo em questdo, a faixa

aceitavel para a recuperagao é de 80 a 120%*°.

5.6.2

Analise de material de referéncia certificado

Para o presente estudo, foi adquirido um material de referéncia certificado
(MRC) do National Institute of Standards & Tecnology (NIST). O material

de referéncia certificado 1598a é uma mistura de soro bovino e suino com
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constituintes inorganicos. Foi realizada a analise do material de referéncia
certificado em dois dias diferentes (n=5). O valor certificado do vanadio é
de 1,88+0,11 ugL". A média encontrada foi 1,86 ug L™ (relativa aos dois
dias de analise), o desvio padrdo 0,12 ug L™ e o intervalo de confianca
(n=10) para 95% foi de 1,86+0,08 ug L. Foi calculado o erro relativo —
0,82% e o indice Z — 0,14, considerado satisfatorio segundo o DOQ-
CGCRE-008 do INMETRO™.

5.7

Precisao

A precisao avalia a dispersdo entre resultados independentes da
mesma amostra, em condi¢cdes definidas. A precisdao € expressa pelo
desvio padréao ou desvio padrio relativo. Para a validagao de um método
executado apenas por um laboratério, basta o estudo da repetitividade e

da precisdo intermediaria (ou reprodutibilidade intralaboratério)*.

5.71
Repetitividade

E a precisdo determinada em condicdes de repetitividade: mesmo
método, mesmo analista, mesmo equipamento e repeticbes em curto
intervalo de tempo (no mesmo dia). Neste estudo, foi realizada a analise
de trés niveis de amostra fortificada, com as seguintes concentragbes de
vanadio: 1, 2 e 3 ug.L”". Foram dosadas oito replicatas de cada
concentracdo, calculadas as médias, os desvios padrédo e os coeficientes

de variagédo. Os resultados encontrados estdo na tabela 13.
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Concentragdo de analito adicionada (ug L™) 1,0 2,0 3,0
Média (ug L™ 1,43 2,69 3,95

Desvio padrao (ug L) 1,47x10™" | 2,24x10" | 3,32x10™
Coeficiente de variagéo (%) 10,3 8,3 8,4

5.7.2

Reprodutibilidade intralaboratério

E a precisdo avaliada na mesma amostra e no mesmo laboratério,

porém variando o analista, o equipamento e em momentos diferentes.

Neste estudo, a precisao intermediaria foi avaliada variando o analista, e

em tempos diferentes, em trés niveis de concentracdo de uma amostra

fortificada com as seguintes concentracdes de vanadio: 1, 2 e 3 pg L™

Foram analisadas oito replicatas de cada concentragdo, calculadas as

meédias, os desvios padrao e os coeficientes de variacdo. Os resultados

encontrados estao na tabela 14.

Tabela 14. Resultados dos estudos de reprodutibilidade (precisao intermediaria).

Concentragao de analito adicionada (pg.L'1) 1,0 2,0 3,0
Média (ug.L™") 1,42 2,57 3,81

Desvio padrao (ug.L™) 5,16x107 | 1,45x10" | 1,60x10
Coeficiente de variagéo (%) 3,6 5,6 4,2

5.7

Robustez

A robustez é a resisténcia a mudancgas nos resultados produzidos

por um método quando alteragdes minimas sao realizadas nas condigcoes

experimentais estabelecidas. O método é considerado robusto, quando a
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variagao deste for maior ou igual a 10%. Para determinar a robustez
foram utilizados os dados da otimizacdo multivariada. Todos o parametros
avaliados foram considerados robustos na faixa apresentada, com

excecao da temperatura de pirdlise, que apresentou uma faixa robusta

com variagao menor que 10%.

Tabela 15. Resultados dos estudos da robustez do método.

Descrigao Minimo Média Méaximo | Variagcéo (%)
Temperatura de pirdlise (°C) 1180 1255 1330 6
Massa de modificador (pg/ 10 yL ) 6 9,1 12,2 34
Volume de amostra injetado ( uL) 26 30,5 35 15
Fator de diluicdo da amostra 1+4 1+2 1+1 15
Concentragao de HNO; no diluente (%) 2,1 2,9 3,8 29

5.8
Parametros analiticos de mérito
Os parametros de mérito do método foram estabelecidos conforme
a tabela 9. A curva foi considerada linear até pelo menos 3 ug L' que éo
intervalo analitico de interesse, e os limites de deteccao e quantificagao
encontrados foram respectivamente 0,3 e 1,0 pug L' A massa
caracteristica obtida foi 50 pg / 0,0044 s, dentro da faixa esperada para o
equipamento, (33,6 a 50,4 pg / 0,0044 s™).

foram obtidas recuperacdées médias de 97,2%; 99,2% e 105,3%, para

Nos estudos de exatidao

concentracbées de 1,2 e 3 pg.L'1, respectivamente. No caso da precisao
dos resultados a repetitividade mostrou que o maior coeficiente de
variagdo encontrado foi 10,3% na amostra adicionada de 1 pg.L". Por
outro lado o maior coeficiente de variacéo foi 5,6% na amostra adicionada
de 2 pg.L'1, com a precisdo intermediaria. Foram obtidos valores maiores
na repetitividade do que na reprodutibilidade, contrariando os resultados
usualmente encontrados, isso se deve possivelmente falta de estabilidade
da amostra enriquecida com vanadio. Estes parametros foram

considerados adequados para finalidade do método.
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