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Validacao e ferramentas estatisticas

Muitos aspectos relacionados a sociedade sdo suportados, de alguma
forma, por algum tipo de medicdo analitica. Milhdes de medi¢des analiticas
sdo realizadas todos os dias, em milhares de laboratérios pelo mundo. O custo
da realizacdo destas medicdes muitas vezes € elevado e custos adicionais
podem advir de decisdes sobre falsos resultados. Definitivamente, € importante
alcancar resultados analiticos corretos e, a0 mesmo tempo, ser capaz de
demonstrar que eles o sdo. A utilizacdo de procedimentos analiticos validados
permite a obtenc¢éo de resultados confidveis.

Validar € confirmar, através da obtencdo e exame de evidéncias
objetivas, que os requisitos particulares para uma determinada utilizacdo de um
método foram atingidos. Em outras palavras, a validacio de um método
analitico consiste em definir os requisitos analiticos necessdrios para
determinada aplicagdo, gerar resultados através da utilizacio do método
analitico que € objeto de validacdo e, finalmente, confirmar se o desempenho
obtido para os pardmetros definidos € consistente.

No processo de validagdo estd implicita a avaliagdo dos critérios
estabelecidos, garantindo que o método € apropriado para a aplicacdo
pretendida. Essa garantia € de extrema importincia, sendo a mesma obtida
justamente pela defini¢do destes critérios. Um fator importante durante a etapa
de geracio de resultados analiticos € a utilizagdo de equipamentos
adequadamente calibrados e que estejam operando dentro das especificacdes.
Da mesma maneira, nesta etapa, o analista deve ter a competéncia necesséria, e
suficiente conhecimento e capacidade para tomar as decisdes apropriadas, de
acordo com as observagdes realizadas durante o processo de andlise e
avaliacdo de resultados. J4 que o desenvolvimento e a validacdo de métodos
analiticos sdo atividades fortemente relacionadas, é dificil definir exatamente
seus limites e, por isso, muitos dos pardmetros associados a validacdo sdo
avaliados, pelo menos aproximadamente, como parte do desenvolvimento do

método [18].

A validagdo de um método analitico deve ser realizada sempre que for
necessdrio verificar se o desempenho de seus pardmetros é adequado para

utilizacdo em uma determinada aplicacdo. A extensdo requerida da validagdo
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ou da revalidag@o vai depender da natureza das alteragdes envolvidas. Métodos
publicados, mesmo por instituicdes internacionalmente reconhecidas, quando
realizados pela primeira vez em um laboratdrio, precisam ser validados para
verificar se os parametros estabelecidos pelo método sdo alcangados pelo

laboratorio [18].

A utilizacdo de materiais de referéncia € parte critica do processo de
validagdo. Um certificado de andlise que caracterize completamente a
substancia de referéncia deve acompanhar todo padrdo analitico, seja ele
material de referéncia certificado (MRC) ou um padrio de trabalho, sendo este
ultimo usualmente um padrdo produzido no proprio laboratério, que §é

quantificado contra um material de referéncia certificado [19].

2

A maneira como a validagdo ¢é realizada deve ser definida pelo
laboratério que conduz a andlise, visto que ele é o responsavel por assegurar
que o método utilizado estd adequadamente validado. Existem muitas
publicacdes que abordam a validagdo de métodos analiticos através de estudos
colaborativos; entretanto, nem sempre esta € uma solucdo acessivel e viavel.
Sendo assim, o laboratério deve decidir que parametros de desempenho
precisam ser caracterizados para a valida¢do do método. Um bom comeco para
o planejamento do processo de validacdo € a consideracdo cuidadosa das
especificagdes do produto a ser analisado. De uma maneira geral, o laboratdrio
precisa fazer o melhor esfor¢o possivel dentro dos limites impostos, levando

em consideracdo os requerimentos do cliente, a experiéncia no método e os

custos envolvidos [18].

Os requisitos para validacio de métodos analiticos sdo, geralmente,
definidos por publicacdes orientativas, especificas para cada setor relevante.
Como requisito, entenda-se a defini¢do dos pardmetros de importancia e o grau
em que cada um deve ser aplicado. E recomendada a completa satisfacio dos
requisitos definidos sempre que estes estejam disponiveis para um setor

especifico [18].

Para o setor de defensivos agricolas, os requisitos de validacdo de
métodos analiticos aplicdveis a determinacdo de teor de ingrediente ativo em

produtos formulados e técnicos foram claramente definidos no documento
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intitulado “Guidelines on method validation to be performed in support of
analytical methods for agrochemical formulations” emitido pela CIPAC
(Collaborative International Analytical Pesticide Council) [20]. No ambito
nacional existe a norma ABNT NBR 14029 (Agrotdxicos e afins — Validagdo
de métodos analiticos) [14]. A nova versdo desta norma oferece uma visdo
completa e atual, ndo se restringindo exclusivamente a andlise de produtos
técnicos e formulados. Essa nova versdo abrange também métodos para andlise
de tracos e de residuos e inclui como requisito a estimativa da incerteza de

medig¢do, sinalizando o interesse na confiabilidade dos resultados analiticos.

A validagdo dos procedimentos analiticos envolvidos neste trabalho foi
obtida inicialmente a partir das seguintes etapas: defini¢do da curva analitica,
estudo de interferéncias, estudo de precisdo e exatiddo, e estimativa da

incerteza de medi¢@o. Cada uma destas etapas é descrita a seguir:

Definicdo da curva de calibragdo (ou curva analitica): Nesta etapa
investigou-se a provdvel faixa de resposta linear, definiu-se a melhor curva,
além de estimar os limites superior e inferior da faixa linear de trabalho. No
presente trabalho, quando necessério, o limite quantificag@o foi estimado e sua

adequacdo ao uso pretendido foi verificada.

Estudo de interferéncias: Verificou-se a existéncia de interferéncias
espectrais, pela simples aplicagdo do procedimento a amostras do branco de
reagente, branco da amostra (matriz) e ao material de referéncia. A verificacao
de ocorréncia de efeito matriz foi realiza pela utilizacdo dos resultados
experimentais obtidos no estudo de exatiddo e precisdo, descrito a seguir. Os
dados obtidos nos ensaios de fortificacdo foram utilizados para a construgdo da

curva de fortificagao e esta foi, entdo, comparada com a curva de calibracio.

Estudo de exatiddo e precisdo: Seleciou-se trés pontos (concentragdes) de
forma a cobrir toda a faixa de utilizacio da curva de calibracio e
correspondentemente de concentracdo das possiveis amostras: nominal,
superior e inferior. Preparou-se e analisou-se, através da adicdo do analito ao
branco da amostra, sete replicatas para cada ponto. Todo o processo de
preparagdo e andlise foi realizado sob condi¢des de repetitividade. Apds a

obtencdo dos resultados experimentais a existéncia de valores dispersos foi
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verificada pela utilizagdo do teste de Grubbs. As concentragdes de cada
amostra fortificada, a concentracdo média, o desvio padrio e o respectivo
coeficiente de variacdo foram calculados. Verificou-se a adequacdo dos
coeficientes de variacdo aos limites estabelecidos em norma de acordo com o
nivel de concentracdo. As recuperacdes foram calculadas. Verificou-se a
adequacdo das recuperagdes aos limites estabelecidos. A recuperagéo global do
procedimento analitico também foi calculada. O desvio padréo obtido para o
ponto de menor concentracdo foi comparado ao do limite de quantificagcdo
estimado, a partir da curva de calibracio, para verificagdo de sua adequacio
como limite de quantificacdo efetivo. Dentro desta etapa foram realizados
também ensaios para determinagdo da robustez do procedimento analitico. Para
esta finalidade foram eleitas varidveis que poderiam ter efeito significativo no
desempenho analitico, ensaios foram realizados para avaliar o efeito destas

variaveis.

Estimativa da incerteza de medigcdo: A incerteza de medi¢@o foi estimada
de acordo com o Guia EURACHEM/CITAC [15] e consiste basicamente da
seqiiéncia de a¢des descrita a seguir:

i)  Especificar claramente o mensurando e as grandezas de entrada das

quais ele depende.

ii)  Identificar as provaveis fontes de incerteza.

iii) Listar as provdveis fontes significativas através de um grafico de

causa e efeito.

iv) Estimar a contribuicdo de cada componente e converter todas as

contribuicdes para incerteza padrao.

v)  Considerar contribui¢des menores que 1/3 da contribuicdo do maior

componente como nao significativas.

vi) Calcular a incerteza padrao combinada.

vii) Calcular os graus de liberdade efetivos, o respectivo fator de

abrangéncia e a incerteza expandida.

viii) Concluir comparando a incerteza de medi¢do estimada com a

tolerancia estabelecida.
No item 2.5, sdo apresentados os principais conceitos envolvidos nesta

estimativa. A estimativa da incerteza de medi¢do de cada um dos
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procedimentos analiticos envolvidos neste trabalho foi realizada com o objetivo
principal demonstrar e expressar as varidveis envolvidas durante o processo de
andlise de teor de ingrediente ativo. A contribuicdo da amostragem nado foi
considerada. No capitulo 4, as incertezas estimadas para cada um dos
procedimentos analiticos envolvidos neste trabalho sdo apresentadas e
discutidas.

Além dos parimetros descritos nas etapas de validacdo foi avaliada
também a estabilidade do sistema analitico utilizado para as determinagdes
espectrofotométricas. Essa etapa foi iniciada pela selecio de uma amostra
conhecidamente estdvel e pela avaliacdo desta pela aplicagdo do procedimento
analitico em intervalos previamente definidos ao longo do periodo de
utilizacdo do equipamento. Esta avalia¢do foi realizada através da construcio

de graficos de controle.

Nos subitens a seguir, uma introducdo conceitual para cada uma das
principais técnicas estatisticas utilizadas na realizacdo deste trabalho, é

apresentada.

Graficos de controle

Um processo ¢ estatisticamente estavel, ou esta sob controle estatistico, se
apresentar apenas uma variagdo natural, sem quaisquer padrodes, ou ciclos, ou
pontos estranhos. Quando o processo estd sob controle é possivel predizer o seu
comportamento com certo grau de confianca. Entretanto, quando ocorrem
interferéncias no sistema o processo responde a estas causas gerando resultados
fora de controle e que sdo facilmente visualizados nos graficos de controle. Os
graficos de controle sdo ferramentas fundamentais, largamente utilizadas na
garantia do controle estatistico de processos. Eles permitem comparar
informagdes de amostras que representam o atual estado de controle do
processo contra os limites estabelecidos pela consideracdo da variabilidade
inerente ao processo. A construcdo e utilizacdo de graficos de controle sdo
detalhadamente descritas pela International Organization for Standardization —

ISO [21, 22].
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Neste trabalho, foram utilizados graficos de valores individuais (X) e de
amplitudes variantes (R) para avaliar a estabilidade do sistema
espectrofotométrico. Como ja mencionado, uma amostra conhecidamente
estavel foi selecionada, a absorvancia da amostra em 280 nm foi medida em
intervalos previamente definidos. Quando o nimero de dados disponiveis
igualou-se a 15, os intervalos de controle foram calculados e os graficos de
controle construidos. O calculo dos limites de controle para cada um dos

gréficos foi obtido pelas expressdes dadas a seguir:

1) Gréfico de valores individuais (X):
IC=X+ Ezﬁ (equacdo 2.1)
i)  Grafico de amplitudes variantes (R):
IC=D,R,D,R (equacgdo 2.2)
Onde: R > Amplitude média

X > Absorvancia média

E,, D; e Dy sdo fatores para os célculos dos intervalos de controle [22].

Ap6s a construcdo dos graficos, deu-se continuidade na determinacdo da
absorvancia da amostra, acompanhando simultaneamente o estado de controle

do sistema. Os resultados obtidos sdo apresentados no capitulo 4.

Testes de significancia

Os testes de significincia, também conhecidos como testes de hipdteses,
sao ferramentas que possibilitam a realiza¢do de inferéncia estatistica a uma
populacdo tomando como base dados experimentais obtidos a partir de
amostras desta populacio. Este assunto é detalhadamente discutido na literatura
[23, 24]. Aqui, nesse texto, a apresentagdo se restringe em um breve resumo.

Um teste de significancia consiste basicamente de:

i)  Estabelecer ambas as hipdteses: Nula (Hp) e Alternativa (H),
definindo se o teste é do tipo bilateral (H;: contempla sinal de

desigualdade #) ou unilateral (H;: contempla < ou >).

ii) Identificar a fun¢do estatistica apropriada ao teste.
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iii) Calcular o valor da estatistica de teste com base nos valores

experimentais obtidos.

iv) Obter o valor critico tabelado para a estatistica de teste a partir do
nivel de significancia (o) desejado e dos graus de liberdade

relativos ao experimento.

v)  Comparar os valores, calculado e critico, para a estatistica de teste.
Na comparagdo a hipétese nula (Hp) deve ser rejeitada se o valor
calculado para a estatistica de teste for maior que o valor critico
tabelado. Entretanto, a hip6tese nula (Hp) deve ser aceita se o valor
calculado para a estatistica de teste for menor que o valor critico

tabelado.

Nos subitens a seguir, os testes de significincia utilizados neste trabalho sdo

apresentados:

2.2.1Comparacdo de média populacional (u) e média amostral (x) -
Teste de t-Student’s:

X4
| A

n

t , onde: (equacido 2.3)

cal

s> desvio padriao amostral,

n-> numero de repeti¢des.

2.2.2Comparacao do desvio padrao(c) entre duas populacées - Teste F:

2
S

F,, =—,ondes;>s;. (equacdo 2.4)

cal

1

2.2.3 Verificacao da existéncia de valores dispersos - Teste de Grubbs
[14]:

X-X
G,= (—IJ e (equagdo 2.5)
s

G, = { X j ,onde: (equagao 2.6)

n
N
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X = primeiro termo da série,

X, = ultimo termo da série.

2.2.4 Verificacdo da homogeneidade de variancias (0°) - Teste de
Cochran’s [24]:

H_, ==, onde: (equacgdo 2.7)

sx = maior desvio padrdo do conjunto de dados avaliado,

ZSt.z - somatdrio das variancias do conjunto avaliado.

Os valores criticos desta estatistica (Hcyi¢) sdo apresentados no Anexo I
[24]. O valor critico, a ser utilizado em teste, é obtido em fun¢do do niimero de
graus de liberdade, do nivel de significAncia desejado, e do nimero de
determinagdes realizadas para obtencdo dos valores médios e respectivos

desvios padroes.

2.2.5 Deteccao de curvatura [24]:

z

Este teste ¢ utilizado para determinar o ponto maximo onde ocorre a
descontinuidade de linearidade na curva analitica. E um teste do tipo unilateral
no qual a hipdtese alternativa é: Hy: (pa— p) > 0.

= #l’ onde: (equagdo 2.8)
(RSD),|

n

cal

rg = residuo para a amostra de concentracio mais elevada,

RSD - Desvio padrio residual da curva,

n - nimero de pontos na curva.

pa~> média dos residuos para todas as amostras acima do limite de
linearidade

pg~>média dos residuos para todas as amostras abaixo do limite de

linearidade
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2.2.6 Comparacao entre duas relacoes lineares:

Quando duas relagdes lineares sdo comparadas indiretamente estio sendo
comparados os respectivos coeficientes linear e angular. Idealmente cada
coeficiente deve coincidir para que as relagdes sejam consideradas idénticas,
mas de uma perspectiva estatistica, um grau definido de similaridade também

pode fornecer a significincia necessaria para a consideragdo de igualdade.

O processo de comparacdo é baseado em andlise de regressdo linear
simples, para cada conjunto original de dados separadamente, e na andlise de
regressdo ndo linear multipla com a inclusdo de varidveis de indicacdo para a
avaliacdo do conjunto unificado de dados. Cada etapa do processo é explicada
em detalhes por William Gardiner [25]. A seguir, um resumo do processo é
apresentado.

O procedimento de teste é iniciado por avaliar separadamente a
significancia das retas a serem comparadas. E preciso considerar os valores
obtidos para o coeficiente de correlacdo e p-valor respectivo ao coeficiente
angular. Considera-se que relacdes lineares sdo estatisticamente significativas
quando estas apresentam R > 0,99 e p-valor < 0,05. Caso os pré-requisitos

definidos sejam atendidos entdo a unificacdo dos dois conjuntos deve ser

realizada pela criacdo de um dnico conjunto que atenda ao seguinte modelo:

Y:a+131X1+:32X2+133X1X2

Onde:Y > Todos os valores da varidvel resposta para os dois conjuntos,
X~ Todos os valores da varidvel de entrada para os dois conjuntos,
X2> Um (1) quando os dados forem origindrios do primeiro conjunto e
Zero (0) quando os dados forem originarios do segundo,

XX~ O produto da coluna X; pela coluna X,

A informacdo estatistica relacionada ao ajuste dos dados a este modelo é

a base para a comparagio que é composta dos dois testes, descritos a seguir:

O Teste 1 avalia se o melhor ajuste é obtido para um unico conjunto ou
para dois conjuntos distintos: Um conjunto composto por todos os dados dos
dois conjuntos originais para formar uma tnica curva ou dois conjuntos

distintos formando retas distintas.
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= Hipdteses:
Hy: Nao ha diferenca entre curva unica ou duas retas distintas (B, = B3 =
0)
H,;: Curva tnica é pior que duas retas distintas (pelo menos um dos

parametros (3., B3) € diferente de zero) - Teste bilateral.

. Teste estatistico:

5 SEQSS(X,. X X,1X)/2
cal QMReS

= (SQRW(XI X0 X1 X5) = S0k 0 (X, ))/2 , onde: (equagdo 2.10)

cal
QM Res

QMggs 2> € o quadrado médio do residuo da regressdo ndo linear

, que equivale a: (equacéo 2.9)

multipla.

SEQSS(X2,X1X2IX1) = SQregn(X1, X2, X1X2) - SQregn(X1)

SQreen(X1, X, X1X5) - Soma dos quadrados dos residuos da regressio
multipla para o modelo ndo linear contemplando X;, X;, X;Xj.
SQRregn(X1) > Soma dos quadrados da regressdo para o modelo linear

simples contemplando apenas X.

= Valor Critico:
Obtido da tabela de distribuicdo F para vi=2 e Vo= (na+ ng—4)
Fo2:v1:v2) > Teste bilateral se NC =95% > o =0,05 e o/2= 0,025; onde:

na > n° de pontos do primeiro conjunto original.

ng 2> n° de pontos no segundo conjunto original

. Sempre que no Teste I a hipétese nula for aceita, nao é necessario

realizar o Teste 2.

O Teste 2 consiste em avaliar se as retas distintas sdo paralelas, ou seja, se

os coeficientes angulares ndo sdo significativamente diferentes.

] Hipdteses:
Hy: As retas so paralelas (B3 = 0)

H;: As retas ndo sao paralelas (B3 # 0) > Teste bilateral.
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. Teste estatistico:

_ SEQSS(X,X,1X,,X,)

, que equivale a: equacao 2.11
cal oM. que eq (equag )
S X, X,.X,X,)—S0.,. X, X
F., :( Orens (X1 X2 X1 X,) = 50rcrs (X, 2)),0nde: (equacdo 2.12)
QMRes

QMggs > é o quadrado médio do residuo da regressio ndo linear
multipla.

SEQSS(XX5IX, X5) = SQregn(X1, X2, X1X3) - SQregn(X1, X2).
SQreen(X1, X2, X1X>) > Soma dos quadrados dos residuos da regressao
multipla para o modelo nao linear contemplando X;, X,, X;X»,

SQregn(X1, X5) > Soma dos quadrados dos residuos da regressdo multipla

para o modelo ndo linear contemplando X; e X,

. Valor Critico:
Obtido da tabela de distribui¢do F pra vi= 1 e vo= (na+ ng —4).
Fa 2. vi;v2) > Teste bilateral se NC =95% > a = 0,05 e 0/2=0,025; onde:
na - n° de pontos do primeiro conjunto original,

ng~> n° de pontos no segundo conjunto original.

2.3 Analise de variancia

A analise de variincia, também conhecida como ANOVA, € um teste de
significancia, que utiliza a distribuicio F para detectar diferencas entre médias
de mais de duas populagdes, comparando variancias. Esta técnica é abordada
em detalhes por Montgomery [26].

A aplicacdo da andlise de varidncia envolve as seguintes consideracdes
relacionadas com as populagdes em estudo: homogeneidade de varidncias,
distribuicdo normal e que as amostras sdo mutuamente independentes e obtidas
de forma aleatorias.

Na realizagdo do presente trabalho, os recursos da planilha eletronica do
Excel foram utilizados de acordo com o descrito por Juan C. Laponni [27].
Visando resumir como os resultados dos célculos obtidos a partir da planilha de
célculos do Excel foram interpretados, estio citados a seguir os principais itens

considerados para a interpretagao:
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] Hipdteses
Hipdtese nula (Hp): Todas as populagdes tém a mesma média (i =
=...= Up.)
Hipdtese alternativa (H;): Pelo menos uma das populagdes apresenta

média diferente.

. Teste estatistico:

2
M
F, =—F zh,onde: (equagio 2.13)

cal 2
s Res QM Res

QME - € o quadrado médio do fator que é equivalente sua variancia,

QMg 2 € 0 quadrado médio dos residuos, equivalente a varidncia dos

residuos.

] Valor critico:
O valor critico da estatistica pode ser obtido de tabela de distribui¢do F
unilateral, considerando ot = 5% e os respectivos graus de liberdade para
o fator e para os residuos. A decisdo, como em qualquer outro teste de
significincia, é de rejeitar Hy se o valor calculado para a estatistica de

teste for maior que o valor critico tabelado, ou aceitar Hy caso contrério.

A andlise de variancia foi utilizada para avaliar o impacto de fatores
como comprimento de onda e pH sobre os valores obtidos para absorvancia.
Amostras foram selecionadas e submetidas a condi¢cdes variadas destes fatores,
a fim de estimar o intervalo no qual o procedimento analitico pode ser
considerado robusto. Os resultados obtidos s@o apresentados no préximo

capitulo.

Analise de regressao

A andlise de regressdo é a ferramenta estatistica que permite a avaliacio
de séries emparelhadas de dados com o objetivo de determinar a existéncia de
uma relacdo significativa entre as varidveis de entrada e de resposta. Além de
definir a forma especifica da curva, através de um modelo, esta andlise

possibilita a estimativa das incertezas associadas ao uso subseqiiente do
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mesmo. Considerou-se em detalhe o modelo linear de regressdo: y = mx + b,
que assume como varidvel de aleatéria (x), que € conhecida, e a varidvel
resposta, ou dependente (y), que é desconhecida. O método dos minimos
quadrados ¢ utilizado para estimar o coeficiente linear (b) e o coeficiente

angular (m) do modelo.

Nos processos de medi¢do quimica medimos o valor de y para estimar o
valor de x utilizando a regress@o inversa. Considerou-se que todos os desvios
de pontos individuais da linha reta sdo decorrentes de erros de medida, ou seja,
nao ha erros no eixo do x. Para utilizar um modelo como curva de calibracio,
além das consideracdes ja mencionadas, é necessirio que os seguintes
requisitos sejam satisfatoriamente atendidos: (i) linearidade do modelo, (ii)
aleatoriedade dos erros, (iii) homogeneidade das varidncias, (iv) forma de

distribuicdo dos erros.

N

Quando detectada a heterocedasticidade do conjunto, a utilizagdo da
regressao linear ponderada € recomendada. A regressao linear simples pode ser
utilizada para estabelecer a relagdo entre concentragdo(x) e desvio padrao(s).
Utiliza-se entdo esta relacdo para estimar os desvios padrdo referentes a cada
ponto da curva. Os coeficientes de ponderacdo (w;), dados pela expressdao a
seguir, sdo utilizados para a construgdo da curva de calibragdo. O método dos

minimos quadrados ponderados € utilizado neste caso [24].
' z 1 (equagdo 2.14)

Pela utilizacdo da regressdo ponderada atribui-se menor importincia aos
pontos que apresentam maior desvio padrio, minimizando o somatério dos
quadrados dos residuos ponderados. Isto resulta no deslocamento do ponto
centrdide da curva com estreitamento dos intervalos de confianca em baixas
concentragdes e conseqiiente alargamento dos intervalos de confianga nas

concentragdes mais elevadas.

Ainda como parte do estabelecimento da curva de calibragdo € preciso

definir a faixa de trabalho. O limite minimo pode ser estabelecido pela
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estimativa do limite de deteccdo ou de quantificagdo. O limite maximo ¢é
estabelecido pelo ponto de descontinuidade de linearidade da curva analitica

através do teste de significincia apresentado no item 2.2.5.

O limite de deteccdo de um analito pode ser descrito como a concentragio
na qual o instrumento apresenta um sinal significativamente diferente do sinal
da amostra de branco ou do ruido de fundo. Foi estabelecido que esta
significancia € alcangada quando o sinal obtido equivale ao sinal da amostra do
branco (Y},) mais trés vezes o desvio padrdo da amostra do branco (sp), que

pode ser representada pela expressdo a seguir:
Y, =Y, +3S, (equagdo 2.15)

O sinal do branco da amostra (Y}) corresponde ao coeficiente linear da
curva de calibragdo. Para obter o valor da concentracdo no limite de detec¢ao
(Lp) € preciso substituir estes valores na equacéo de calibragcdo e assim pode-se
expressar o limite de detecgdo em termos de desvio padrdo de uma amostra de

branco (Sp) e do coeficiente angular (m) da curva analitica [28]:
L,=—=" (equagdo 2.16)
m

O limite de quantificacdo, que pode ser definido como a mais baixa
concentragdo do analito determindvel com exatiddo e repetitividade aceitaveis,

€ dado por:

108
L, = 7” (equagio 2.17)

2

Quando a homogeneidade das variancias é observada o desvio padrio
residual da curva analitica (RSD) € uma boa estimativa para o desvio padrao de
todos os pontos da curva, inclusive para o ponto com concentracdo igual a
concentragdo do branco da amostra. Desta forma € possivel estimar diretamente

ambos os limites pela utilizacdo desta estatistica.

L,= 3RSD e (equacgdo 2.18)
m
L, = 10RSD (equacdo 2.19)
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A formula para o célculo do desvio padrdo residual na regressdo linear

simples (RSD) é apresentada a seguir:

RSD = (equagdo 2.20)

Nos casos onde a heterocedasticidade ¢ significativa, o desvio padrdo do ponto
de menor concentracdo da curva deve ser menor que o desvio padrdo residual

ponderado (RSDw) dado pela expressdo a seguir:

(equacgdo 2.21)

A estimativa do desvio padrio para amostras de concentracio
desconhecida, que tiveram sua concentragdo determinada a partir de uma curva

de calibragdo especifica, é obtida a partir de uma das expressdes a seguir:

= Quando é observada homogeneidade de varidncias:

< \2
X. —-X
Se, = RSD X\/l+l+g , onde: (equagdo 2.22)
Toom p n S

p~> € o numero de replicatas na determinacio de X,
n > € o numero de determinagdes (pontos) na curva de calibracdo,

X; >¢€ a concentragdo de analito determinada para a amostra,

X >é a concentracio média da curva de calibraco,

2

S, = Z(X ~X) . (equagio 2.23)

= Quando é observada heterocedasticidade:

- \2
RSD X —-X
AN Wx\/l+l+i+—( ’ )
p n Wi Wxx

, sendo: (equacgdo 2.24)

S = Zw,. (Xi - )?) (equacdo 2.25)
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Além da construcdo da curva de calibracdo utilizou-se a técnica de
regressao linear também como ferramenta para a comparacao de procedimentos
analiticos distintos. A comparacio foi realizada pela andlise de regressdo linear
dos resultados obtidos através de procedimento cromatografico (x),
considerado como referéncia, com os resultados obtidos pela aplicagdo do
procedimento espectrofotométrico (y), procedimento proposto para andlise de
amostras para ensaios toxicolégicas. A significancia do modelo, propriamente
dito, e dos respectivos coeficientes linear e angular, é o ponto de partida para
esta avaliacdo. Como os valores obtidos para os coeficientes linear e angular,
que correspondem respectivamente as tendéncias fixa e relativa observadas, é

facil concluir comparando estes valores a 0,00 e 1,00 respectivamente [24].

Incerteza de medicao

Toda medicdo, acdo realizada através de uma seqiiéncia l6gica de ensaios,
ajustes e observacdo de um instrumento, tem como objetivo determinar a
grandeza de um mensurando especifico. O resultado de uma medicdo ¢
verdadeiramente uma aproximacgdo ou estimativa do valor do mensurando e,
assim, para ser considerado completo é preciso que seja composto também por

uma declaracdo da incerteza.

A incerteza de medicdo € um parametro associado ao resultado de uma
medi¢do, que caracteriza a dispersdo dos valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando [29]. Este parimetro pode ser dado
por um desvio padrio, ou miiltiplos deste ou ainda pela metade do intervalo

correspondente ao nivel de confianga declarado [30].

Estimando a incerteza padrio:

Muitas vezes o valor de uma grandeza, aqui designado por Y, € obtido de
maneira indireta, através de uma relacdo funcional f e de grandezas de entrada

X] ,Xg..XnI

Y=f(X,.X,,..X,) (equagdo 2.26)
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As incertezas das grandezas de entrada devem ser expressas na forma de um
desvio padrdo e podem ser estimadas a partir de informag¢des disponiveis ou de

observacgdes repetidas através de dois métodos distintos e definidos a seguir:

z

Incerteza tipo A: Uma série valores € obtida, através de medicdes
independentes, sob condi¢des aparentemente idénticas. O desvio padrio
experimental da média é determinado e utilizado como a estimativa da

incerteza padrao (u,).

u, = i, onde: (equagdo 2.27)

P \/;
s-> desvio padrdo de uma serie de dados,

n-> numero de termos nesta série de dados.

Incerteza tipo B: Um valor € obtido diretamente de um documento ou
lido de um instrumento. O método de avaliacdo de tipo B é baseado em

informagdes disponiveis sobre a variabilidade da grandeza e pode incluir:
i)  Dados de medic¢des prévias.

ii) Experiéncia ou conhecimento e propriedades da matéria e instrumentos
relevantes.

iii) Especificagcdes do fabricante.

iv) Dados fornecidos em certificados.

v) Incertezas atribuidas a dados extraidos de manuais.

No caso da avaliacdo pelo método tipo B a estimativa da incerteza padrao
(up) € obtida dividindo-se a metade do intervalo (a) atribuido a grandeza pelo
fator referente ao tipo de distribuicio de probabilidade conhecido para esta
grandeza. A Figura 2.1 ilustra o intervalo a para as distribui¢des, normal,

retangular e triangular.

Apresentamos na Tabela 2.1, a seguir, o fator divisor para os casos de

distribuicdo mais freqiientemente utilizados:
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—t — ——
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Figura 2.1 — Representacao grafica da metade dos intervalos de confianga, a, para as
distribuigdes normal, retangular e triangular, respectivamente.

Tabela 2.1 - Valores do fator divisor para as fungdes de distribuigao de probabilidade
mais utilizadas.

Tipo de
Distribuicio de Fator divisor Observagido
probabilidade
A variancia da distribuicdo retangular € igual a
Retangular \/g (a/N3)*. Esta distribui¢do é utilizada quando nio
se tem informacéo sobre o tipo de distribuicdo da
grandeza.
Triangular \/6 A Varifmcia da distribuicdo triangular € igual a
(al6).
Para a distribuicdo normal o intervalo com 95 %
Normal 2

de confianga corresponde a (u+2c), onde ¢ € o

desvio padrdo e i a o valor médio.

Combinando incertezas:

A incerteza da grandeza de saida Y € composta por todas as incertezas
geradas no processo de medigdo, inclusive as incertezas de cada uma das
grandezas de entrada. Ela é estimada na forma de incerteza padrdo combinada

(uc(y)) pela expressdo a seguir:

J Y of )
Ul = Z(af] w2y Y (equagdio 2.28)
i i j

Que € equivalente a:

> a of 9
ul,, = Z(aij - 22 Z af 9 S UG T ) (equagdo 2.29)
i=1 i=l j=i+l X a

1



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511081/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0511081/CA

36

Nos casos onde as grandezas de entrada sdo independentes, isto €, as grandezas

de entrada ndo sao correlacionadas, o segundo termo da expressdo € eliminado

ficando:
AR
Ueiy) = Z(g} U, (equagdo 2.30)
i=1 i
d
Se fizermos: ¢; = o _ Y X, Xy,...,Xy , Onde: (equagdo 2.31)
ox, 0X,

¢; > € o coeficiente de sensibilidade e descreve quanto da grandeza de

saida y varia com alteragdes nos valores da grandeza de entrada x;, xz...x;,.

Entdo poderemos expressar a incerteza combinada na forma:

N N
Uey) = \/chz Uy = \/Z”,z (y) , onde: (equagio 2.32)
P pan

N
Zuiz (y) = Somatdrio das incertezas padrio das grandezas de entrada.
i=1

Porém, em muitos casos a expressdo para combinagcdo de incertezas
reduz-se a expressdes bem mais simples, duas regras bésicas sdo apresentadas a

seguir:

Regra I: Para modelos que incluem apenas operacdes de soma e subtragéo,

como por exemplo:
Y=(p+g+r..) (equacdo 2.33)

A incerteza padrao combinada € obtida por:

_ 2 2 2 ~
U,y = \/u(p) Fug, FUGy Tt (equacdo 2.34)
Regra 2: Para modelos que incluem apenas operacdes de multiplicagdo e
divisao, como no exemplo:

rq
r

Y= (equacdo 2.35)
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A incerteza padrao combinada é obtida por:

2 2 2
Uy =Y (u(p)] +(M(Q)] +(u(r)j , onde: (equacdo 2.36)
' 4 q r
u(x,) )
———= - incertezas das grandezas de entrada expressas na forma de
X.

1

desvio padrao relativo.

Na prética, como modelos que envolvem ambos os tipos de operagdes sao
muito comuns, nestes casos 0os componentes da incerteza sdo agrupados em
parcelas que envolvem operagdes unicamente de soma e subtragdo e
combinados, posteriormente entdo combinados os grupos que envolvem
operagdes referentes a segunda regra. Este agrupamento de componentes de
incerteza € facilmente conduzido quando levamos em consideracdo as unidades

referentes a cada grandeza envolvida.

Estimando a incerteza expandida:

Basicamente a incerteza expandida (U) € um intervalo de confianca, e
como tal, precisa necessariamente ter seu nivel de confianca estabelecido. E
obtida pela multiplicacdo da incerteza padrdo combinada pelo fator de

abrangéncia (k):

U=ku,, (equacgdo 2.37)

A selec@o do valor do fator de abrangéncia deve ser realizada com base
no conhecimento sobre o tipo de distribui¢cdo, o nivel de confianca exigido e o
nimero de graus de liberdade envolvidos. Se uma varidvel aleatéria é
normalmente distribuida com esperanca p,, desvio padrio populacional o,
média aritmética z, de n observacdes independentes, e desvio padrdo amostral
s(z ), entdo a distribuicdo de Student’s, ou distribuic@o-t, da varidvel serd dada

pela expressdo a seguir para (v = n-1) graus de liberdade.

8 (equacio 2.38)

5(2)
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z

“De uma maneira geral, o nimero de graus de liberdade é igual ao
nimero de termos em soma menos o nimero de restricdes aos termos da

soma” [30].

Por exemplo, para uma grandeza Unica estimada pela média aritmética de n
observacdo o nimero de graus de liberdade, v, € igual a n-1. Se n observagdes
independentes sdo utilizadas para determinar os coeficientes linear e angular de
uma linha reta pelo método dos minimos quadrados, entdo os graus de

liberdade de suas respectivas incertezas padrio € dado por n-2.

Em geral a distribui¢do-t ndo descreve bem a distribuicdo da varidvel

(y=Y)/u,_ se u’y) é a soma de dois ou mais componentes de variincia

estimada, mesmo quando cada uma das grandezas de entrada estimada é
normalmente distribuida. Considera-se, entretanto, que a distribuicdo desta
varidvel seja aproximada a distribui¢do-t com graus de liberdade efetivos v,r

obtidos a partir da equacdo de Welch-Satterthaite [30]:

4
y =t (equacdo 2.39
o = " quagdo 2.39)

-1V

A Tabela 2.2 apresenta os valores para o fator de abrangéncia
considerando-se distribuicdo-t € o nivel de confianca mais comumente
utilizado, 95,45%, em funcdo do nimero de graus de liberdade envolvidos no

calculo do intervalo.

Depois de calcular a incerteza expandida é possivel expressar o resultado
da medi¢do por meio de um intervalo de confianga no qual se espera abranger a
fracdo especificada da distribuicio dos valores que podem ser atribuidos
razoavelmente a Y. O resultado de medi¢cdo deve ser reportado na forma da

expressao a seguir, definindo claramente o nivel de confianca selecionado:

Y=y+U. (equacdo 2.40)
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Tabela 2.2 — Valores do fator de abrangéncia para nivel de confianga de 95,45% [30].

Fator de abrangéncia Graus de Fator de abrangéncia Graus de liberdade
(k) liberdade (v) (k) (v)
1 13,97 16 2,17
2 4,53 17 2,16
3 3,31 18 2,15
4 2,87 19 2,14
5 2,65 20 2,13
6 2,52 25 2,11
7 2,43 30 2,09
8 2,37 35 2,07
9 2,28 40 2,06
10 2,25 45 2,06
12 2,23 50 2,05
13 2,21 100 2,025
14 2,20 © 2,000
15 2,18 - -
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