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6
Parte experimental
Estudos da incerteza do método

A incerteza da medicdo € um parametro associado ao resultado de
uma medigdo, que caracteriza a dispersao dos valores, que podem ser
fundamentalmente atribuidos a um mensurando. A incerteza de medi¢ao
compreende muitos componentes, sendo que alguns destes podem ser
estimados com base na distribuicdo estatistica dos resultados das séries
de medicbes, e podem ser caracterizados por desvios padrao
experimentais. Os outros componentes podem ser avaliados por meio de
distribuicdo de probabilidades assumidas, baseadas na experiéncia ou
em informacgdes.

O resultado da medicdo € a melhor estimativa do valor do
mensurando e todos os componentes da incerteza contribuem para a
disperséo, incluindo aqueles resultantes dos efeitos sistematicos, como os

componentes associados a correcdes e padrdes de referéncia®.

6.1
Fontes de incerteza

Inicialmente, foram estabelecidas as fontes que possivelmente
contribuem para a incerteza. Na figura 25 pode-se ver o diagrama de

causa e efeito relativo ao método desenvolvido.

. Repetitividade
Reprodutibilidade
Variagdes do Variagdes do
equipamento equipamento
— Analista
Concentragao
— luga ncentr:
Pipeta automatica Solugao concentrada
Baldo Fator de Coeficiente
volumétrico diluigdo a'e'b

Preparo de Curva analitica
solugdes criticas

Figura 25. Diagrama de causa e efeito para o método.
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6.2

Quantificando os componentes de incerteza

Para a estimativa da incerteza total € necessario tratar cada fonte
de incerteza separadamente, para conhecer a contribuicdo de cada fonte.
Cada contribuicdo a incerteza € denominada como um componente da
incerteza. Assim, foi montado o diagrama da figura 26, de acordo com o
Guia EURACHEM/CITAC®,

Coleta de sangue
e centrifugacao
para separagéo do
soro

v

Diluicdo do soro Preparo dos

com HNO; 2,5% padroes de

calibragao

y
Analise por —Y
espectrometria de Calibragdo do
absorcao atdbmica equipamento
\ 4
Resultado

Figura 26. Esquema do procedimento.

As incertezas deste estudo foram estimadas com base no trabalho
de Cunha e colaboradores*. Os componentes de incertezas estimadas

estao relacionados abaixo:

6.2.1
Repetitividade (u,)

A incerteza associada a repetitividade foi estimada pela analise de
trés niveis de amostra fortificada com as seguintes concentragoes: 1, 2 e
3 pg.L™". Foram analisadas oito replicatas de cada concentragdo, sob as
mesmas condicdes e foi calculado o desvio padrdo das replicatas. Os

resultados foram relacionados na tabela 16.
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6.2.2
Reprodutibilidade ( ur)

A incerteza associada a reprodutibilidade foi estimada pela analise
de trés niveis de amostra fortificada com as seguintes concentragdes: 1, 2
e 3 ug.L‘1. Foram dosadas sete replicatas de cada concentragdo sob
condigbes diferentes (analista e tempo). O calculo da incerteza associada
a reprodutibilidade foi realizado utilizando o método ANOVA e as

equacdes abaixo**:

sr2 = Iledentro
S(fntre:(MQnre_ MQntr n

s2=(s2+s2,,)

entre

Onde s, é a estimativa do desvio de repetitividade de cada analista

€ Sentre €ntre o0s analistas. A incerteza associada a reprodutibilidade é

calculada como Upg :\/g . Os resultados estao relacionados na
tabela 16.
6.2.3

Curva analitica ( Ucurva)

Para estimar a incerteza associada a curva analitica, foram feitas
duas curvas em quintuplicata, com seis pontos (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0
ug.L ™), considerando que a expressado da resposta linear da curva é  y =
mx + b.

Foram calculados o coeficiente angular (m) e o coeficiente linear
(b) da curva e suas respectivas incertezas, u, e u,. A incerteza

associada a curva foi calculada usando a equacéo:

U (2 xS +{G2 %52+ (2xG, <6, <t g, )
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onde cj € Cim sao os coeficientes de sensibilidade, que foram calculados

N 1 -b :
conforme as equacdes cbzgz—— e cmzﬂ: y >—- Os desvios
ob m om m
padrdo para os coeficientes linear e angular sy, e s, foram calculados
y , STxY X , . s?
usando as equacgoes S, =———— e s. =n—, onde
D " D

2
D=(nxYx?)-(3x) & o desvio da curva, s* = %AZ é a variancia da

curva, o valor de n corresponde ao numero de pontos da curva e A é a

diferenca entre o valor esperado de x e o valor experimental de x. As

incertezas de b e m s&o respectivamente u, =+/s{ e u,=4s2. O

D x

coeficiente de correlagdo é dado por r=———=———. Os resultados
Jinxzxzi

relacionados na tabela 16.

6.2.4
Preparo de solugoes criticas ( us)

A incerteza associada ao preparo de solugdes criticas foi calculada
considerando as seguintes variaveis: incerteza do pipetador do
autoamostrador (ups), incerteza do baldo (ups), incerteza da micropipeta
(Ump) € incerteza da solugcdo concentrada de vanadio (upq), obtidas dos
respectivos certificados. As incertezas do baldo e da micropipeta, que
foram usados trés vezes em diluigdes seriadas, foram considerados
apenas uma vez no calculo da incerteza, apds ser verificado que a
variagdo nao era significativa. A incerteza da solugdo concentrada foi
ajustada para os niveis da solugdo final usada para calibragdo do

equipamento, conforme:
2 2 2 2
uS:\/((upd) +(ubal) +(ump) +(upa)) ufd

As incertezas relativas ao volume foram convertidas em

concentracdo (ug L), multiplicando-as pelo coeficiente de sensibilidade

0C/0V. Os resultados estdo relacionados na tabela 16.
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6.3
Incerteza combinada

Consideraram-se aqui todas as fontes que contribuem para
incerteza da medicdo relatadas anteriormente. A equacido abaixo

representa a combinagao das incertezas,

i=1 j=1

)= 3 [ 2w £ (2] 2 fa n)

onde dy/ox; sdo os coeficientes de sensibilidade de cada fonte de
incerteza e u?(x;) sdo as variancias associadas a cada uma destas fontes.

Considerando-se que todos as fontes que contribuem para a
medi¢cdo sao independentes, ou seja, o termo da covariancia entre as
fontes pode ser considerado nulo, a equacao para o calculo da incerteza

combinada é simplificada para

b= 35 [ 2] wre

E, no caso do nosso estudo, uma vez identificadas e quantificadas
as fontes de contribuicéo, a incerteza combinada (uc) € obtida através da
soma quadratica das incertezas das fontes e é representada pela

equacao:

Ug = A/U, +Ug + Uga + U

c

A incerteza expandida para um nivel de 95,45% de confianga é dada

entao por U =u, x x para k=2

c
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Tabela 16. Resultados da estimativa da incerteza da medigao de vanadio em soro,

avaliadas em diferentes concentragdes.

Incertezas associadas Incertezas (ug L™)
1pgLl” | 2pgL”’ | 3puglL”
Repetitividade u | 1,47X10"|2,24X10" |3,32X10"
Reprodutibilidade ugr |5,16X102|1,45X10" [1,60X10™"
Padrao (certificado) Upg  |4,14X10°[4,14X10° |4,14X10°®
Baldo volumétrico 10 mL (certificado) Upar | 1,13X107[1,13X107 | 1,13X10”
Micropipeta 100-1000 L (certificado) Ump | 2,17X10%|2,17X10%|2,17X10°®
Pipeta do autoamostrador Upa |5,00X10%|5,00X10°®|5,00X10®
Fator de diluigao Urd 0,58 0,58 0,58
Preparo de solugio critica us |3,16X10%|3,16X10°%|3,16X10°
Coeficiente linear u, 19,15X10°|9,15X10°|9,15X10°
Coeficiente angular Un |5,52X10°|5,52X10°|5,52X10°
Curva Ucurva | 5,44X102|5,44X107|5,44X107
Incerteza combinada u. |[1,65X10"|2,72x10"|3,72x10"
Incerteza expandida U s, k=2)| 3,30X10™" | 5,44X10™ | 7,45X10"
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Figura 27. Graficos da contribuicdo das fontes de incerteza do método para
determinagao de vanadio em soro fortificado com 1, 2 e 3 pg.L™”" respectivamente.
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Os resultados obtidos demonstraram que a maior contribuicdo para
incerteza combinada foi a incerteza associada a repetitividade, seguida da
reprodutibilidade, possivelmente, devido dificuldade de homogeneidade
em materiais enriquecidos. Em todas as concentragdes, encontraram-se
incertezas adequadas, pois segundo a curva de Horwitz, o valor aceitavel
seria de até 32%"*.
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