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4 Resultados e Discussao:
Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos separadamente a

seguir, de acordo com o tipo de amostra objeto de andlise:

4.1 Analise de amostras para estudos toxicologicos.
Nos subitens a seguir, o processo de validacdo do procedimento proposto
¢ descrito detalhadamente; em seqii€ncia, este procedimento é comparado com
o procedimento de rotina considerado referéncia. Além disso, as incertezas
estimadas e os resultados experimentais para cada procedimento analitico sdo

apresentados e comparados:

4.1.1Selecao do comprimento de onda

Para a obtencdo da sensibilidade madxima da resposta analitica, ao
considerar absorciometria molecular, é recomendado que a medida de sinal seja
realizada em comprimento de onda que corresponda a maxima absorvancia da
substancia de interesse. Nesse ponto, a variacdo em absorvancia por unidade de
concentragdo é maior, e, além disso, a curva de absorcdo em funcdo do
comprimento de onda € freqiientemente mais plana em um ponto de maximo, o
que proporciona uma menor incerteza oriunda de falhas em reproduzir
precisamente o comprimento de onda ajustado no instrumento.

Conseqiientemente, uma melhor concordancia com a lei de Beer é obtida [32].

A partir do espectro de absorcdo, apresentado na Figura 4.1, foi
selecionado o comprimento de onda de 280 nm para a quantificacio do
imidacloprid. Este comprimento de onda, apesar de apresentar a segunda maior
intensidade de absorcdo, foi escolhido em detrimento ao maximo da primeira
banda espectral. A primeira banda se encontra em regido proxima a 200 nm,
que € sujeita a influéncia da absor¢do da maioria dos solventes e se encontra
préxima do limite da faixa espectral de operacdo do instrumento. O espectro
apresentado na Figura 4.1 foi produzido a partir de uma solucdo aquosa com
concentracdo aproximada de 10 mg/L de imidacloprid. Cubetas de quartzo, do
tipo normal com abertura superior e tampa, com caminho 6ptico de 1 cm,

foram utilizadas nas determinagdes espectrofotométricas.
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Figura 4.1 Espectro de absor¢do de imidacloprid (10 mg/L) em solu¢do aquosa.

4.1.2 Estudo de estabilidade do sistema espectrofotométrico.

Para avaliar e comprovar a estabilidade do sistema, uma amostra de
imidacloprid em solucdo, preparada a partir do padrdo certificado, com
concentragdo aproximada de 6 mg/L, foi selecionada. A absorvincia de
aliquotas desta amostra foi determinada, a 280 nm, sendo medida em intervalos
regulares ao longo do periodo de utilizagdo do equipamento. Neste caso
utilizou-se dgua solvente grau 1 na cubeta submetida ao feixe de referéncia. A
avaliag@o da estabilidade do sistema analitico foi realizada pela construg¢do de
graficos de controle (graficos de valores individuais - X e de amplitudes
variantes - R). Quando o niimero de dados disponiveis era igual a 15, na data
de 11/09/06, os intervalos de controle foram calculados e os respectivos
graficos de controle foram construidos. A partir desta data a estabilidade do
sistema analitico foi monitorada sistematicamente. Os resultados sdo

apresentamos nas Figuras 4.2 e 4.3.
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Figura 4.2 Gréfico de controle para valores individuais de absorvancia
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Figura 4.3 Grafico de controle para amplitudes variantes dos valores de absorvéancia.

Observando o grafico de controle para os valores individuais de
absorvancia, Figura 4.2, é possivel notar que durante todo o periodo de
utilizacdo do sistema espectrofotométrico os valores de absorvancia obtidos
apresentaram-se dentro do intervalo de controle, marcados no gréfico por
linhas tracejadas. O valor médio para intensidade de absorbancia esta
representado por uma linha negra continua e foi estimado em 0,554. Os limites

minimo e méaximo de controle foram estimados em respectivamente 0,537 e
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0,570, com a utilizacdo da equagdo 2.1. Pode-se notar também a ndo ocorréncia
de qualquer tipo de tendéncia ou padrdao de comportamento, ji que todos os
pontos parecem estar aleatoriamente dispersos em torno do valor médio
estimado.

Da observacdo do grifico de controle das amplitudes, Figura 4.3, nota-se
que todas as amplitudes variantes observadas apresentam-se dentro do intervalo
de controle, representado neste grafico também por linhas tracejadas. O valor
médio estimado para a amplitude de absorvancia foi de 0,007. Os limites de
controle minimo e maximo estimados para as amplitudes de absorvancia, com
a utilizacdo da equagdo 2.2, foram respectivamente 0,000 e 0,0232. Neste
grafico também notamos a ndo ocorréncia de padrdes ou tendéncias.

A partir destes dados € possivel afirmar que o sistema
espectrofotométrico apresentou estado de controle estatistico satisfatdrio

durante todo o periodo no qual foi monitorado.

4.1.3 Linearidade

A absorvancia do imidacloprid na faixa de concentracdo entre 0,5 e 10
mg/L foi avaliada, a partir da utilizacdo de solugdes de calibracio preparadas a
partir de padrio certificado. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela
4.1. A possivel existéncia de valores dispersos foi investigada pela utilizacio
do teste de Grubbs, sendo que nenhum valor disperso foi observado.

Um grafico preliminar foi construido relacionando a concentracio (mg/L)
contra a absorvancia, Figura 4.4. Pela observacdo deste grafico, o ponto de
concentragdo mais elevada parece ainda pertencer 4 faixa linear. O teste de
significincia para detec¢do de curvatura, conceitualmente descrito no item

2.2.5, foi utilizado para confirmar se este ponto pertence a faixa linear.
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Figura 4.4 Gréfico preliminar para avaliagdo visual da faixa linear.
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Tabela 4.1 Dados obtidos para a curva de calibragdo do procedimento
espectrofotométrico.

Identifica¢do da solugao Concentragdo Absorbancia

de calibragio (mg/L) Valores obtidos Média Desvio padrio
0,047
0,052
SPCa 0,5029 0,053 0,051 0,0025
0,052
0,050
0,079
0,082
SPCy 1,0036 0,080 0,079 0,0019
0,079
0,077
0,175
0,174
SPCc 2,0072 0,177 0,175 0,0014
0,176
0,174
0,256
0,257
SPCp 3,0116 0,255 0,256 0,0024
0,252
0,258
0,346
0,345
SPCg 4,0154 0,344 0,346 0,0012
0,346
0,347
0,512
0,517
SPCr 6,0232 0,505 0,511 0,0045
0,511
0,510
0,690
0,703
SPCg 8,0209 0,703 0,698 0,0058
0,698
0,695
0,860
0,870
SPCy 10,0386 0,858 0,863 0,0050
0,867
0,859

Para calcular o valor do teste estatistico € preciso determinar a equacio da
reta, pelo método dos minimos quadrados, excluindo nesta o ponto sob
avaliagdo. Através da utilizacio da planilha de cédlculos do Excel para
realizacdo dos cdlculos da andlise de regressdo foram obtidos os resultados

apresentados na Tabela 4.2
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Estatistica de regressdo

Coeficiente de correlacdo linear (R) 0,99965
Coeficiente de determinacdo (R») 0,99929
Coeficiente de determinag@o ajustado 0,99915
Desvio padrao Residual (RSD) 0,00686
(Observacdes (n) 7
ANOVA v N MQ Feu F significagcdo
Regressdo 1 0,33297 0,33297 7085,59346 | 4,48443E-09
Residuo 5 0,00023 0,00005
Total 6 0,33321
Coeficientes| Erro padrdo t P-Valor | . 95.% 95%
inferiores |superiores
Coef. Linear (b) -0,00073 0,00443 -0,16457 | 0,87573 | -0,01213 | 0,01067
Coef. Angular (m) 0,08626 0,00102 84,17597 | 0,00000 | 0,08362 | 0,08889

7z

Inicialmente, observamos que a relacdo obtida € estatisticamente

significativa por apresentar coeficiente de correlagdo linear (R) maior que 0,99.

A andlise de variancia confirma também sua significancia quando se observa

que o valor obtido para estatistica F € muito elevado, j4 que o valor critico

tabelado para esta estatistica correspondente, para um nivel de significincia de

5%, € 6,60789. Foi observado que o coeficiente angular apresentou alta

significancia estatistica (P-Valor << 0,01). Por outro lado, o coeficiente linear

ndo apresentou significancia estatistica (P-Valor >> 0,05).

A equagdo estimada da reta foi Y =0,08626X —0,00073. A partir desta

equacdo calculou-se a estimativa de absorvancia para concentracdo igual a 10

mg/L.

Y = 0,865

A partir desse resultado, o residuo para o ponto sob avaliagdo (ry) foi estimado:

r, =Y =Y =0,863—-0,865 = —0,002

Com a utilizacdo destes valores e da equagdo 2.8, o teste estatistico foi

aplicado.

-0,002

t = T =
cal — -
®sD)x .|V 0,006
n

36 [(7T+]1)
7

-0,311
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Trata-se de um teste unilateral, para um nivel de significincia de 5% e o com
ndmero de graus de liberdade igual a cinco (v = n — 2); entdo o valor critico é:
t.. =2,015. O valor calculado para o teste estatistico foi muito menor que o
respectivo valor critico e a hipdtese nula, a qual considera a igualdade dos

residuos, ndo pode ser rejeitada. Conclui-se entdo que o ponto com

concentracdo igual a 10 mg/L pertence a faixa linear

A repeticdo do mesmo procedimento foi realizada para testar se o ponto
com concentracio igual a 20 mg/L pertence a faixa linear da curva. Como o
valor obtido para a estatistica de teste foi maior que o respectivo valor critico
(tewr = 21,610 et = 1,943), existe evidéncia estatistica para afirmar que o
ponto com concentracdio de 20 mg/L apresenta residuos com distribuicdo
significativamente diferente daqueles apresentados pela faixa linear avaliada, e

sendo assim, estd acima do limite maximo de linearidade.

Por ultimo, o limite inferior da curva foi estimado, mas antes disso, foi
preciso avaliar a homogeneidade das varidncias e definir se a passagem da
curva pela origem deveria ou ndo ser for¢cada. A avaliagdo da homogeneidade
das variancias foi realizada através do teste de Cochran, definido no item 2.2.4.
Ao observar os dados referentes ao desvio padrio para valores de absorvancia,
na Tabela 4.1, notou-se que o ponto com concentracido de 8 mg/L apresenta o
maior desvio padrdo do conjunto de dados; assim, o teste estatistico foi
realizado, utilizando a equacéo 2.7, para verificar se o modelo linear simples ¢é

adequado.

2 2
_ Sow _(00057646)° _ )

H =
“3S?0,0000972

O valor critico de teste foi determinado considerando o nivel de significancia
de 5%, os oito niveis de concentracdo utilizados na constru¢do da curva de
calibragdo e o nimero de medidas de absorvancia efetuadas em cada nivel de

concentracdo, cinco. O valor critico tabelado é H__ =0,391. Como o valor

crit
calculado da estatistica € menor que o respectivo valor critico, a hiptese de
igualdade de varidncias nao deve ser rejeitada. Sendo assim, pode-se concluir
que existe homogeneidade entre variancias e que o modelo linear simples é

adequado.
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Como para a relacdo linear sob avaliacdo o coeficiente linear ndo
apresentou significincia estatistica, decidiu-se forcar a passagem da reta pela
origem. A curva analitica obtida foi entdo Y = 0,0860 X, onde Y é a
absorvancia e X € a concentracdo em mg/L. Na Tabela 4.3 sdao apresentados os
resultados da andlise de regressdo obtidos pela utilizacdo da planilha de

calculos do Excel.

Tabela 4.3 Resultados da analise de regressao quando a passagem da curva pela
origem foi forgada.

Estatistica de regressdo

Coeficiente de correlacdo linear (R) 0,99993
Coeficiente de determinacio (R? 0,99986
Coeficiente de determinag@o ajustado 0,85700
Desvio padrao residual (RSD) 0,00583
(Observacdes (n) 8
ANOVA 14 N MQ F F significacdo
Regressao 1 1,7169 1,7169 50551,14 5,22367E-13
Residuo 7 0,0002 3,39E-05
Total 8 1,7172
Coeficiente angular (m)| Erro padrdo t P-valor | . 95.% 95%
inferiores superiores
0,0860 0,0004 224,8358 | 0,00000 0,0852 0,0870

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacio (LLQ) foram
estimados, utilizando respectivamente as equacdes 2.18 e 2.19, a partir do

desvio padrdo residual da curva de calibrag¢do, como detalhado a seguir:

_3xRSD _ 3x0,00583

L =0,20 mg/L
P m 0,0860 g
I, - 10xRSD _ 10x0,00583 _ 0,68 mglL
m 0,0860

O limite de quantificacio obtido para o procedimento proposto foi considerado
aceitdvel, dada a expectativa de que as amostras de 4gua de concentragdo mais

baixa de imidacloprid estariam na ordem de 1 mg/L.

Ainda pela utilizacdo da lei de Beer, expressa também na forma da

equacdo a seguir, o valor da absortividade molar do imidacloprid foi obtido:
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A=€Cyb (equagao 4.1)

Onde A € a absorvancia, Cy € a concentragdo molar (mol L'l), b é o caminho
optico (neste caso igual a 1 cm) e € € a absortividade molar (L mol™ cm'l). As
respectivas concentragdes molares (Cy) foram calculadas a partir dos dados
experimentais apresentados na Tabela 4.1, considerando a massa molar do

imidacloprid, que é de 255,7 g, e sdo apresentadas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Concentragbes molares de imidacloprid e respectivas absorvancias.

Concentragio Cum AR

(mg/L) (mol/L)

0,5029 2,0E-06 0,051
1,0036 3,9E-06 0,079
2,0072 7,9E-06 0,175
3,0116 1,2E-05 0,256
4,0154 1,6E-05 0,346
6,0232 2,4E-05 0,511
8,0209 3,1E-05 0,698
10,0386 3,9E-05 0,863

A absortividade molar obtida para o imidacloprid, por regressdo linear simples,
a partir destes dados, foi de 21.945 L mol” cm™. Observou-se também que o
valor experimental calculado para a absortividade molar do imidacloprid é

similar ao valor encontrado na literatura (21.700 L mol! cm™) [6].

4.1.4Estudo de interferéncias

A existéncia de interferéncias espectrais foi avaliada pela comparacao dos
espectros de varredura de amostras de solugdes do material de referéncia e
amostras dos diferentes tipos de matrizes envolvidas. A Figura 4.5 representa
simultaneamente os espectros de absorcdo para estas amostras, obtidos para a
faixa de 200 a 350 nm. Observando esta figura, pode-se notar que nenhuma das
matrizes apresenta picos de absor¢do coincidentes com o comprimento de onda
selecionado para quantificagdo do imidacloprid, 280 nm; desta forma, foi

confirmada a ndo existéncia de interferéncias espectrais das matrizes.
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Figura 4.5 Espectro de varredura, 200 a 350 nm, para amostras das matrizes
envolvidas e solugdes aquosas com diferentes teores de Imidacloprid.

A verificagdo de ocorréncia de interferéncias multiplicativas foi efetuada
através da comparacdo de curvas de fortificacdo com a curva de calibragio,
utilizando o teste de significincia detalhadamente descrito no item 2.2.6. Para
avaliar a ocorréncia destas interferéncias, selecionou-se uma das matrizes, a
dgua de represa, que ¢ a matriz relativa ao teste de Daphnia, e que foi utilizada
como base nos ensaios de fortificacio realizados durante a condugdo do estudo
de precisao e exatiddo, detalhado no proximo item. Esta matriz foi selecionada
por estar disponivel em maior quantidade e por apresentar maior concentracao
iOnica comparativamente a matriz utilizada no teste de algas, sendo
equiparavel, neste aspecto, a matriz utilizada no teste de peixes. Os resultados
obtidos, e apresentados na Tabela 4.7, foram utilizados para a construgdo da
curva de fortificacdo. A Tabela 4.5 apresenta os resultados da andlise de
regressdo para a curva de fortificagdo.

A equagdo da curva de fortificacdo obtida foi Y =0,0859X +0,0027.
Como observado para a curva de calibrag@o, a curva de fortificacdo também
apresentou significancia estatistica comprovada por seu coeficiente de
correlacdo linear (R > 0,99) e pela andlise de variancia, cujo valor calculado

para estatistica de teste foi muito elevado. Além disso, para esta curva, o
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coeficiente angular foi bastante significativo (p-valor préximo de 0,01) e o

coeficiente linear nao significativo.

Tabela 4.5 Resultados da analise de regressao para a curva de fortificagao.

Estatistica de regressdo

Coeficiente de correlacdo linear (R) 0,9997
Coeficiente de determinacdo (Rz) 0,9995
Coeficiente de determinacio ajustado 0,9990
Desvio padrio residual (RSD) 0,01239
(Observacdes (n) 3

ANOVA v SO MQ F F de significacdo
Regressao 1 0,301161189 0,30116119 | 1962,8046 0,014367058
Residuo 1 0,000153434 | 0,00015343
Total 2 0,301314623

S paEg:?io ! e infifizores supii;yoores

Coeficiente linear (b)

Coeficiente angular (m)

0,0027 0,0131
0,0859 | 0,0019

0,2069 | 0,8701
44,3035| 0,0144

-0,1641 0,1695
0,0612 0,1106

Dando continuidade a comparagdo, na Tabela 4.6, o conjunto unificado

de dados, com a introducgéo das varidveis de indicacdo X, e X;X,, para compor

o modelo ndo linear multiplo, € apresentado.

Y=a+pf X +5,X,+5,X X,

Tabela 4.6 Conjunto unificado de dados, obtidos a partir dos dados gerados para as
curvas de calibragao e fortificagdo, com introdugao de variaveis de indicacao.

Y X X, XX,
0,05077 0,5029 1 0,5029
0,07949 1,0036 1 1,0036
0,17500 2,0072 1 2,0072
0,25552 3,0116 1 3,0116
0,34604 4,0154 1 4,0154
0,51084 6,0232 1 6,0232
0,69790 8,0209 1 8,0209
0,86291 10,0386 1 10,0386
0,08429 1,0015 0 0,0000
0,52914 6,0089 0 0,0000
0,85767 10,0149 0 0,0000
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As hipdteses envolvidas no teste estatistico foram:
e Hy: ndo ha diferenga entre curva tnica ou duas retas distintas (.= 3= 0)
e H;: a curva tnica é pior que duas retas distintas (pelo menos um dos
pardmetros (32, B3) é diferente de zero.
Os dados necessdrios ao cdlculo da estatistica de teste pela utilizagdo da
equacdo 2.10, foram obtidos com o auxilio da planilha de célculos do Excel, e
sdo apresentados a seguir:

(SO (X5 X5, X, X, =8Ok, (X)) /2 (0,93961331-0,93960278) / 2
«“ oM, 0,00005584

=0,094

O valor critico tabelado da estatistica foi obtido para nivel de significancia
igual a 5%, com respectivos 2 e 7 graus de liberdade, sendo F ;= 6,54. Como
o teste € do tipo bilateral e a tabela disponivel era unilateral, o valor requerido
correspondeu ao valor tabelado para o/2=2,5%.

O valor calculado para o teste estatistico foi menor que o valor critico:

assim, ndo foi possivel rejeitar a hipdtese nula, e logo, conclui-se que nédo

existe efeito multiplicativo de matriz significativo.

4.1.5 Estudo de precisao, exatidao e robustez

Na Tabela 4.7 os resultados experimentais obtidos para o estudo de
precisdo e exatiddo sdo apresentados. Estes dados experimentais foram obtidos
pela realizagdo de ensaios de fortificagdo em condi¢des de repetitividade.
Nesta mesma tabela, nas duas tltimas colunas, sdo apresentados os valores
limites estabelecidos em norma [14] para recuperacao e para os coeficientes de
variagdo. Além destes, s@o apresentamos os valores estimados para as
incertezas padrdo devidas a precisdo e a exatidao.

Os niveis de concentracdo selecionados para realizagdo dos ensaios de
fortificacdo foram 1, 6 e 10 mg/L. Sete replicatas para cada ponto foram
preparadas e analisadas, em condi¢Ges de repetitividade, através da adicdo de
analito a aliquotas da matriz selecionada. A matriz selecionada para a
realizacdo dos ensaios de fortificag@o foi a matriz utilizada no teste de Daphnia,

como mencionado e justificado no item 4.1.4.
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ApOs a obtencdo dos resultados pela aplicagdo do procedimento analitico,
a avaliacdo da existéncia de valores dispersos foi realizada utilizando o teste de

Grubbs, sem apontar qualquer valor disperso.

Os valores calculados para os coeficientes de variacdo de cada um dos
niveis de concentragdo apresentados na Tabela 4.7, sdo todos muito inferiores
aos limites especificados [14]; sendo assim, estes foram considerados
satisfatérios. Ja os valores de recuperacdo obtidos para cada fortificagdo
individual apresentaram variacdo entre 94 a 104%, estando de acordo com os
limites especificados [14], que sdo para a toda a faixa de concentracdo avaliada
de 80 a 110%. A recuperacdo global média obtida para o procedimento foi de

100%.

Ainda dentro desta etapa, foram realizados ensaios para determinacdo da
robustez do procedimento analitico. O comprimento de onda selecionado para
determinagdo da absorvancia e o pH das amostras foram as varidveis

selecionadas.

4.1.5.1 Robustez em funcio do comprimento de onda.

A avaliagdo do impacto do comprimento de onda na determinacido da
concentragdo de analito foi realizada pela medida de absorvincia em
comprimentos de onda préximos aquele previamente escolhido (280 nm). O
procedimento analitico foi aplicado a diferentes aliquotas de uma amostra, com
concentragdo aproximada de 6 mg/L, a qual foi selecionada para esta
avaliacdo. Os comprimentos de onda utilizados foram: 280, 275, 278, 282 e
285 nm. Um total de cinco leituras de absorvancia foi realizado, em cada
comprimento de onda. As determinagdes foram realizadas em ordem aleatoria,
sorteando-se o comprimento de onda. A banda espectral de passagem do
monocromador foi fixada em 1 nm. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 4.8.

Nas Tabelas 4.09 e 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos com a
utilizacdo da planilha de cdlculos do Excel, para a opcdo de andlise de

variincia com um fator, considerando todo o conjunto de dados obtidos.
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Tabela 4.8 Resultados experimentais obtidos para ensaios de robustez com variagdo
do comprimento de onda.

Comprimento Concentragdo (mg/L)

de onda Desvi
(nm) Valores obtidos Meédia csvio
padrdo

275 6,11 6,01 6,05 6,00 6,05 6,05 0,05

278 6,44 6,36 6,37 6,33 6,38 6,38 0,04

280 6,51 6,39 6,44 6,38 6,44 6,43 0,05

282 6,37 6,28 6,35 6,28 6,32 6,32 0,04

285 6,04 5,93 5,98 5,93 5,98 5,97 0,05

Tabela 4.9 Resumo dos dados obtidos para diferentes comprimentos de onda.

Grupos n Soma Média Variancia
275 5 30,2282 6,0456 0,0021
278 5 31,8775 6,3755 0,0015
280 5 32,1562 6,4312 0,0025
282 5 31,5871 6,3174 0,0017
285 5 29,8682 5,9736 0,0024

Tabela 4.10 Analise de variancia (1 fator) para valores obtidos com comprimento de
onda de 275, 278, 280, 282 e 285 nm.

Fonte de variacdo SQ Y oM F.. P-valor F i
Entre grupos 0,8451 4 0,2113 102,9001 | 4,8104E-13 | 2,866081402
Dentro do grupo 0,0411 20 0,0021

Total 0,8861 24

A homogeneidade das varidncias foi confirmada pela aplicacdo do teste de
Cochran. O valor calculado para a estatistica de teste foi menor que o
respectivo valor critico. Os valores obtidos s3o apresentados a seguir,

considerando nivel de significincia de 5%.

Hea = 0,295 e Heie= 0,544
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Na Tabela 4.9, onde é apresentado um resumo dos dados, pode-se notar
que os valores médios decrescem do valor central (280 nm) para as
extremidades inferior e superior. J4 na Tabela 4.10, onde sdo apresentados os
resultados da andlise de variancia, nota-se que existe efeito significativo, ja que
o valor da estatistica de teste, F.,, € muito elevado, sendo muito superior ao
respectivo valor critico. Quando, no entanto, apenas os valores obtidos para os
comprimentos de onda de 280 e 278 nm sdo comparados, nota-se que oS
valores médios sdo proximos. A andlise de varidncia, conforme resultados de
célculos apresentados na Tabela 4.11, a seguir, confirma que nio existe
diferenca significativa entre os valores obtidos para concentragido quando estes
dois comprimentos de onda sdo comparados, e sendo assim podemos afirmar
que para a faixa de 280 a 278 nm o procedimento analitico € robusto. Foi

considerado um nivel de significincia de 5%.

Tabela 4.11 Andlise de variancia (1 fator) para valores obtidos com comprimento de
onda de 280 e 278 nm.

Fonte de variagdo SO 1% oM F.u P-valor F i

Entre grupos 0,0084 1 0,0084 | 3,8272 |0,086144848 | 5,317655063
Dentro do grupo 0,0176 8 0,0022

Total 0,0260 9

4.1.5.2 Robustez em funcio do pH da amostra.

O impacto do pH das amostras sobre o valor de absorvancia medido foi
determinado. Uma amostra com concentracdo aproximada de 15 mg/L de
imidacloprid foi selecionada. O pH original desta amostra foi determinado em
7,24. A partir desta amostra, utilizando solu¢do tampdo de Britton-Robinson”
[10], com pH ajustado de acordo com a faixa desejada, foi preparada uma série
de amostras com concentracdo aproximada de 1,5 mg/L. Trés replicatas foram
preparadas para cada faixa de pH. As amostras avaliadas foram preparadas
pela adicdo de 5 mL da respectiva solugdo tampdo, 1 mL da amostra

selecionada (que contem o ingrediente ativo) e foram em seguida avolumadas

* O preparo destas solugdes tampdo foi realizado a partir da adi¢io de solugdo 0,04 mol/L de
4cido ortofosférico, 0,04 mol/L de 4cido acético, 0,04 mol/L de acido bérico e da quantidade
apropriada de solucdo 0,2 mol/L de hidréxido de sddio.
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para 10 mL com 4gua solvente grau 1. A absorvancia (A) de cada amostra, a
280 nm, foi determinada, sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela

4.12.

Tabela 4.12 Resultados experimentais obtidos para ensaios de robustez com
variagao de pH.

Amostra pH A
9A 9,0 0,136
9B 9,0 0,120
9C 9,0 0,131
8A 8,1 0,132
8B 8,1 0,118
8C 8,1 0,124
TA 7,0 0,132
7B 7,0 0,114
7C 7,0 0,122
6A 5,9 0,135
6B 5,9 0,131
6C 5,9 0,131
S5A 5,0 0,134
5B 5,0 0,119
5C 5,0 0,124
4A 4,1 0,128
4B 4,1 0,121
4C 4,1 0,132

Nas Tabelas 4.13 e 4.14 sao apresentados os resultados obtidos pela utilizagdo
da planilha de cédlculos do Excel para andlise de variancia - um fator, para todo

o conjunto de dados experimentais obtidos:

Tabela 4.13 Resumo dos dados obtidos para diferentes valores de pH.

Nivel do fator n Soma Média Varidncia
pH =9.0 3 0,387 0,129 6,700E-05
pH =8.1 3 0,374 0,125 4,874E-05
pH =7.0 3 0,368 0,123 8,416E-05
pH=59 3 0,397 0,132 5,333E-06
pH=5.0 3 0,377 0,126 5,833E-05
pH=4.1 3 0,381 0,127 3,100E-05
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Tabela 4.14 Analise de variancia (1 fator) para valores obtidos a diferentes niveis de
pH.

Fonte de variagcdo NG v oM F., P-valor F..

Entre grupos 0,0001713 5 3,4257E-05| 0,697759471 | 0,6354322 | 3,1058747
Dentro dos grupos | 0,0005891 12 | 4,9096E-05

Total 0,0007604 17

A homogeneidade das varidncias foi constatada pela aplicacdo do teste de
Cochran. O nivel de significancia considerado foi de 5%. O valor calculado
para o teste estatistico foi menor que o respectivo valor critico; assim, as
variancias foram consideradas homogéneas. O valor critico e o valor calculado
para este teste estatistico foram Hj = 0,616 e He, = 0,386. Pela aplicacdo da
andlise de variancia, foi demonstrado que o fator pH ndo apresenta efeito
significativo. O valor calculado para o teste estatistico (F, = 0,697) é menor
que o respectivo valor critico (F.i = 3,11), o nivel de significancia considerado

foide 5 %.

4.1.6 Estimativa da incerteza de medicao

A estimativa da incerteza de medi¢do para o procedimento de
determinagdo de imidacloprid em solugdes aquosas utilizando o procedimento

espectrofotométrico foi realizada e estd detalhadamente descrita no Apéndice 1.

No parigrafo a seguir apresentamos a comparagao das estimativas de incerteza
de medicdo para o procedimento proposto e o procedimento considerado como
de referéncia. No Apéndice II é apresentada em detalhes a estimativa da
incerteza de medigdo para o procedimento de determinag@o de imidacloprid em
solugdes aquosas utilizando técnica de cromatografia liquida (procedimento de

referéncia).

A Figura 4.6 representa graficamente a comparacdo das incertezas
expandidas, em mg/L, para cada um dos procedimentos analiticos envolvidos
na quantificacdo de imidacloprid em solugdes aquosas. Pela Figura 4.6, nota-se
facilmente que o procedimento baseado em técnica cromatografica apresenta
incertezas menores. Quando, entretanto, levamos em consideracdo os limites
estabelecidos pela norma ABNT NBR 14029 para os coeficientes de variacio

na faixa de concentracio das amostras envolvidas, concluimos que ambos



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0511081/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0511081/CA

65

procedimentos sdo satisfatérios. A observacdo da Tabela 4.15 e da Figura 4.7
facilita a compreensdo desta afirmativa, os limites estabelecidos pela norma sio
muito superiores as incertezas estimadas, que estdo apresentadas nesta tabela e

grafico como incertezas relativas combinadas (u,.).
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Figura 4.6 Comparagao das incertezas expandidas para os procedimentos analiticos
de determinagdo de imidacloprid em solu¢des aquosas. O nivel de confianga de
94,5% foi considerado. (A Cromatografico, m Espectrofotométrico).

Tabela 4.15 Comparagao das incertezas estimadas e tolerancias estabelecidas para
os procedimentos de determinagdo de imidacloprid em solugdo aquosa (IM =
incerteza relativa expandida para nivel de confianga de 95,45% e u, = incerteza
relativa combinada).

Sy Princfpio do método —— Tolerancias (NBR-14029)
(mg/L) Cromatogrifico | Espectrofotométrico

IM Uy, IM Uy CV% CV

1,0 0,04 0,02 0,15 0,06 16 0,16
2,0 0,03 0,01 0,07 0,03 11 0,11
2,5 0,03 0,01 11 0,11
3,0 0,05 0,02 11 0,11
4,0 0,04 0,02 11 0,11
5,0 0,03 0,01 11 0,11
6,0 0,04 0,02 11 0,11
8,0 0,04 0,02 11 0,11
10,0 0,03 0,01 0,04 0,02 11 0,11
15,0 0,03 0,01 11 0,11
20,0 0,03 0,01 0,03 0,02 11 0,11
25,0 0,03 0,01 11 0,11
30,0 0,03 0,01 0,03 0,02 11 0,11
40,0 0,02 0,01 0,03 0,02 11 0,11
50,0 0,02 0,01 0,03 0,02 11 0,11
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Figura 4.7 Comparagéo das incertezas estimadas e tolerancias estabelecidas para os
procedimentos de determinagdo de imidacloprid em solugdo aquosa.

(® Cromatografico, m Espectrofotométrico, A Tolerancias NBR-14029.)

4.1.7 Comparacao experimental com o método padrao

Para concluir o processo de validagdo do procedimento analitico
proposto, foram realizados ensaios que permitiram a comparagdo direta de
resultados experimentais. Nove amostras foram analisadas simultaneamente
pela aplicacdo do procedimento proposto e também pela aplicagdo do
procedimento baseado em técnica de cromatografia liquida. Na Tabela 4.16 os

resultados experimentais obtidos sdo apresentados.

Duas observagdes foram obtidas a partir da utilizagdo da andlise de
varidncia (1 fator) na comparagdo dos resultados. Primeiro, as variancias
obtidas para cada procedimento sdo muito préximas. Segundo, os resultados
ndo diferem significativamente, o valor obtido para o teste estatistico (Feq =

0,002) € menor que o respectivo valor critico (Feic = 4,494 para o = 5%).
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Tabela 4.16 Resultados experimentais obtidos pela andlise de amostras utilizando os

procedimentos proposto e de referéncia.

A - Procedimento analitico baseado e técnica cromatografica

Concentracio

Amgstra F* | AreadoPico | CV% Corzfgn;]ie;gﬁo média D;grvg(())
£ (mg/L) P
Sol A-1 1 1247,494 0,049 12,64 12,63 0.01
Sol A-1 1 1246,633 12,63
Sol A-2 1 619,971 0366 6,29 6.30 0.02
Sol A-2 1 623,191 ’ 6,32 ’ ’
Sol A-3 1 124,458 1,27
0,857 1,28 0,01
Sol A-3 1 125,976 1,29
Sol B-1 1 1321,068 13,38
0,470 13,43 0,06
Sol B-1 1 1329,871 13,47
1 B-2 1 4
So 639,809 0.155 6,49 6.48 0.01
Sol B-2 1 638,409 6,47
Sol B-3 1 2530,650 0165 25,62 25 65 0.04
Sol B-3 1 2536,567 ’ 25,68 ’ ’
Sol C-1 1 2505,206 25,36
0,297 25,31 0,08
Sol C-1 1 2494717 25,26
Sol C-2 1 221,441 2,25
0,211 2,26 0,00
Sol C-2 1 222,102 2,26
Sol C-3 1 1195,932 12,11
1,257 12,01 0,15
Sol C-3 1 1174,865 11,90
B - Procedimento analitico baseado em técnica espectrofotométrica
Amostra " Al Concentragio Concentracio Desvio
# F Absorvancia | CV% (mg/L) média (mg/L) padrio
Sol A-1 0,5 0,556 0.127 12,92 1291 0.02
Sol A-1 0,5 0,555 12,90
Sol A-2 1,0 0,558 6,438
0,505 6,51 0,03
Sol A-2 1,0 0,562 6,53
Sol A-3 1,0 0,113 0.623 1,31 132 0.01
Sol A-3 1,0 0,114 ’ 1,32 ’ ’
Sol B-1 0,5 0,585 13,60
0 0.602 13,65 0.08
Sol B-1 0,5 0,590 13,71
Sol B-2 1,0 0,579 6,73
0,244 6,74 0,02
Sol B-2 1,0 0,581 6,75
Sol B-3 0,2 0,456 26,50
° 0311 26,44 0.08
Sol B-3 0,2 0,454 26,38
Sol C-1 0,2 0,432 25,10
0,493 25,01 0,12
Sol C-1 0,2 0,429 24,93
Sol C-2 1,0 0,202 0.349 2,35 535 0.01
Sol C-2 1,0 0,203 ’ 2,36 ’ ’
Sol C-3 0,5 0,523 12,16
0,407 12,12 0,05
Sol C-3 0,5 0,520 12,09

* F-> Fator de dilui¢do
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As Tabelas 4.17 e 4.18 apresentam os resultados obtidos pela utilizacado

da planilha de célculos do Excel, op¢do ANOVA -1 fator.

Tabela 4.17 Resumo dos dados experimentais obtidos pela andlise de amostras
utilizando os procedimentos proposto e de referéncia.

Principio do método n Soma Meédia Varidncia
Cromatografico 9 ]105,3478 11,7053 79,7301
Espectrofotométrico 9 ]107,0598 11,8955 80,7867

Tabela 4.18 Resultados da andlise de variancia para os resultados experimentais
obtidos na avaliagdo de amostras pela aplicacdo dos procedimentos proposto e
referéncia.

Fonte de variagcdo SO v oM F.u P-valor F.

Entre grupos 0,1628 1 0,1628443 0,0020 0,9646 4,4939
Dentro dos grupos 1284,1344 | 16 | 80,258403

Total 1284,2972 | 17

Na utilizagdo da andlise de regressdo, pela aplicagdo do método dos
minimos quadrados, os valores experimentais obtidos para o procedimento
proposto foram associados a ordenada (Y), e os valores obtidos para o
procedimento padrdo foram associados a abscissa (X). A utilizacdo desta
ferramenta estatistica possibilitou uma comparacio mais detalhada dos
resultados experimentais inclusive com decomposicio da tendéncia em
tendéncia fixa e tend€ncia proporcional, correspondentes respectivamente aos
coeficientes linear e angular da relacdo obtida. Os resultados desta andlise,
apresentados na Tabela 4.19, permitiram que as seguintes conclusdes fossem
obtidas, considerando um nivel de significincia de 5%: (i) Os resultados
obtidos pela utilizagcdo dos procedimentos analiticos comparados sdo altamente
correlacionados, por apresentar coeficiente de correlacdo igual a 0,9995; (ii) A
relacdo existente entre os procedimentos analiticos, Y = 0,118 + 1,006 X,
apresenta alta significincia estatistica. A estatistica de teste da andlise de
variancia desta regressao € muito superior ao correspondente valor critico, Fey
=7271,04 e F; = 5,59; (iii) O procedimento proposto ndo apresenta tendéncia
fixa significativa, o coeficiente linear da equacdo nao difere de zero, ou seja,
zero pertence ao intervalo de confianca deste coeficiente; (iv) O procedimento

proposto ndo apresenta tendéncia relativa significativa, o coeficiente angular da
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equacdo ndo difere de 1,00; ou seja, o valor 1,00 pertence ao intervalo de
confianga deste coeficiente. Sendo assim, pode-se concluir que os
procedimentos analiticos sdo equivalentes.

Tabela 4.19 Resultados da andlise de regressdo, obtidos a partir dos dados
experimentais de comparagao direta de procedimentos analiticos.

Estatisticas de Regressdo

Coeficiente de correlacdo ( R) 0,999519
Coeficiente de Determinagido (RY 0,999038
Coeficiente de Determinacdo Ajustado 0,998901
Desvio padrio residual 0,297994
Niumero de observacdes 9
ANOVA v S0 oM Fea Feri
Regressao 1 645,6720 645,6720 7271,0494 5,5914
Residual 7 0,6216 0,0888
Total 8 646,2936
Limite Limite
Coeficientes Err0~ t P-valor inferior | superior
padrao 95% 95%
Coeficiente linear 0,1186 0,1701 0,6971 0,5082 -0,2837 0,5209
Coeficiente angular| 1,0061 0,0118 85,2704 | 8,033E-12 | 0,9782 1,0340

Analise de amostras de produtos técnicos e formulados.

Ao considerar que a técnica espectrofotométrica se mostrou eficiente para
quantificagdo de imidacloprid, torna-se interessante avaliar a possibilidade de
utilizacdo desta técnica como alternativa para a quantificacdo do ingrediente

ativo em produtos técnicos e formulados.

Quando se concentra a atenc¢do nas provaveis interferéncias, no caso da
andlise dos produtos formulados, observa-se que a matriz é composta
basicamente pelos ingredientes da formulagdo. Mesmo quando os ingredientes
da formula¢do ndo sdo disponibilizados € possivel avaliar a existéncia de
interferéncias multiplicativas através da realizacdo de ensaios de fortificag@o.
Porém, antes de partir para a realizacdo da etapa experimental, € conveniente

avaliar a potencialidade do procedimento alternativo. Esta avaliacdo foi
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realizada pela comparacdo das incertezas estimadas para os procedimentos, o

de rotina e o alternativo, com as tolerancias definidas pela Portaria n°® 45 [16].

Com a utilizag@o dos dados disponiveis, foi possivel estimar as incertezas
de medi¢do para o procedimento de rotina. A incerteza de medicdo do
procedimento analitico hoje utilizado para a determinacdo de imidacloprid em
produtos técnicos e formulados (HPLC-UV) foi estimada e é apresentada em

detalhes no Apéndice III.

Por se tratar de uma avaliacdo preliminar, foi possivel também estimar
aproximadamente as incertezas de medi¢do para o procedimento alternativo.
Inicialmente, considerou-se que o instrumento utilizado nos experimentos
apresentou incerteza de transmitancia (or) igual a uma constante (0,003). Os
valores de transmitincia calculados e apresentados na Tabela 4.20, foram
obtidos a partir dos dados experimentais ja apresentados na Tabela 4.1. Na
tabela 4.20 sdo apresentados também os valores estimados para o desvio
padrdo relativo da concentracdo (oc/C), dados pela equacdo a seguir para

instrumentos desta categoria [32]:

o, 0434 k
—c =2 " x-1L

C

equacao 4.2
C logT T (equag )

Onde k; € uma constante € T € a transmitancia, sendo T = 1/ 10A_

Esta consideracdo foi confirmada pela observacdo da magnitude das incertezas
na medida de absorvéncia, que € aproximadamente constante para a faixa de
escala utilizada (a homogeneidade das varidncias foi confirmada,
anteriormente, pela aplicacdo do teste de Cochran aos dados referentes a
absorvancia). Além disso, observou-se que o valor estimado para a incerteza
devida a precisio, up, = 0,0106, obtido a partir de dados experimentais gerados
pela utilizacdo deste instrumento e apresentado na Tabela 4.7, é da mesma
ordem de grandeza dos valores aqui estimados para 6c/C e apresentados na
Tabela 4.20. Desta forma a classificacdo do equipamento, a esta categoria, foi

confirmada.
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Tabela 4.20 Estimativa da contribuigdo da precisédo do instrumento para incerteza do
procedimento analitico.

B e Transmitancia
Ident1f10~a ¢do da Concentracido | Absorvancia &

SOUTEAD A (mg/L) média Desvio

calibragdo & Média ~ c

padrdo
SPCc¢ 2,0072 0,175 0,668 | 0,002 0,0113
SPCp 3,0016 0,256 0,555 | 0,003 0,0093
SPCg 4,0154 0,346 0,451 | 0,001 0,0085
SPCk 6,0232 0,511 0,308 | 0,003 0,0084
SPCg 8,0209 0,698 0,201 | 0,003 0,0094
SPCy 10,0386 0,863 0,137 | 0,002 0,0112

Pela observacdo da Tabela 4.20 poderiamos considerar uma incerteza
relativa mdxima da ordem de 0,011 para a precisdo, na faixa de concentragdo
em foco, quando utilizando este instrumento. No entanto, obtivemos da
literatura [33] informacgdo de que instrumentos mais modernos apresentam
incertezas relativas da ordem de 0,006. Esta informacdo estd de acordo com o
apresentado por Skoog [32] para instrumentos de feixe duplo de alta qualidade.
Logo, este foi o valor utilizado para a contribuicio da precisdo na estimativa da
incerteza de medic¢do do procedimento alternativo. Apresentamos no Apéndice
IV detalhes da estimativa da incerteza de medicdo para o procedimento
analitico alternativo. Nao foi considerada a contribui¢io do estudo de exatiddo,
pela ndo disponibilidade de dados experimentais. As demais fontes (preparo de
amostra, preparo das solucdes padrido de calibragdo e curva de calibracio)
foram consideradas, avaliadas e estimadas de acordo com as recomendagdes da

literatura [15].

As incertezas estimadas para os procedimentos analiticos foram
comparadas com as tolerancias estipuladas. A titulo de ilustracdo, foi
selecionado o produto 350 SC, para a comparagdo da contribuicdo da cada
fonte. A Figura 4.8 é a representacdo grafica desta comparacio e nela pode-se
notar que o procedimento espectrofotométrico apresenta contribui¢des
expressivamente maiores para o preparo de amostra e para o preparo das
solugdes padrio de calibracdo (SPC). A maior contribuicdo destas duas fontes é
facilmente justificada pela compara¢do das faixas de concentragdo das

respectivas curvas analiticas. O procedimento alternativo, baseado em técnica
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espectrofotométrica, apresenta faixa linear de trabalho de: 2 a 10 mg/L,
enquanto que o outro procedimento analitico apresenta a faixa linear de 200 a
1000 mg/L. Sendo assim, para o procedimento alternativo, é necessaria uma
maior diluicdo tanto das amostras como das solug¢des utilizadas na constru¢io
da curva de calibragdo, o que leva a uma maior contribuicdo para a incerteza
destas etapas. Ainda pela observacéo da Figura 4.8, nota-se que, para ambos 0s
procedimentos, a contribuicdo da curva de calibragdo ndo € significativa e que

a contribuicdo da precisao € bastante préxima.

Ry

Estudo de exatidio ———

Estudo de precisido =

Curva de calibragdo

Preparo SPC

Preparo da amostra

0,000 0,004 0,008 0,012

Incerteza padrao relativa

Figura 4.8 Comparagao das diversas contribuigbes, na forma de incerteza padrao
relativa, para a incerteza de medigédo dos procedimentos alternativo e padrao.

( Cromatografico, m— Espectrofotométrico).

Na Tabela 4.21, além das tolerdncias por tipo de produto, sdo
apresentadas resumidamente as incertezas de medicdo estimadas, na forma de
incerteza relativa expandida, para cada um dos dois procedimentos sob

comparagao.

Tabela 4.21 Tolerancias e incertezas estimadas para os procedimentos sob
comparagao.

Principio do método Tolerancia*’
Tipo de produto | Cromatografico | Espectrofotométrico | (g/L ou % Relativa
IM*2 IM*? g/kg) ? #3
350 SC 0,013 0,025 17,5 5,00 0,050
600 SC 0,013 0,025 25 4,17 0,042
700 WG 0,013 0,025 25 3,57 0,036
Produto técnico 0,013 0,025 NA NA NA

! Portaria n° 45, de 10 de Dezembro de 1990 [16]

*#2IM = Incerteza relativa expandida considerando nivel de confianga de 95,45%.

*3 Incerteza relativa ao teor de ingrediente ativo

NA = Nio Aplicavel.
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Comparando as incertezas de medicdo estimadas para os procedimentos,
com as tolerancias estabelecidas, e considerando que geralmente as
especificagdes relativas aos produtos formulados sdo da ordem de 50% da
tolerincia, observa-se que as incertezas estimadas para o procedimento baseado
HPLC-UV s@o menores que 50 % das tolerdncias. Sendo assim, este
procedimento permite um controle adequado. Ji o procedimento alternativo,
baseado na técnica espectrofotométrica, apresenta incertezas bem mais
préximas as tolerancias estabelecidas, ndo sendo apropriado para o controle de
produtos formulados com especificacdes da ordem de 50 % das tolerancias. No
entanto, € possivel a utilizacdo deste procedimento para o controle de produtos
formulados, contanto que as especificagdes dos produtos sejam ajustadas de
forma a compensar a maior incerteza deste procedimento.

A titulo de ilustragdo, apresentamos na Figura 4.9 as representacdes
graficas dos intervalos de tolerincia, especificagdo (intervalo de controle
referente ao processo de fabricacdo do produto) e incertezas de medicdo
estimadas para cada um dos procedimentos (intervalos de confianca dos
resultados analiticos). A representag¢do gréfica é realizada separadamente por
tipo de produto. Nestes graficos, as ordenadas representam a concentragao em
g/LL ou g/kg. Pela observacao dos graficos, nota-se que, mesmo que o teor de
ingrediente ativo de um lote de produto formulado seja préximo ao limite de
especificacdo, o procedimento baseado em HPLC-UV permite a obtencdo de
resultados dentro dos limites de tolerdncia. A soma dos dois intervalos, de
especificacdo e de incerteza de medi¢do, no caso do método cromatografico,
corresponde a um valor menor que o intervalo de tolerincia. Para o
procedimento alternativo, entretanto, a soma dos intervalos de especificacéo e
de incerteza de medicdo € maior que o intervalo de tolerincia e sendo assim,
lotes de produto formulado préximos ao limite de especificacdo, podem

apresentar valores fora do limite de tolerancia.
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Produte Formulade - 350 SC

b0

245 e

340

336

330 a Meta
Tolerdncia Especificacdo  Cromatografico Espectrofotométrico

Produto Formulado - 600 5C

570 @ hleta
Tolersnciz Especificazo Cromstogsico Espactrofrtomatrico

Produto Formulado - 700 WG

670 @ Mtz
Tolerinciz Especificaczo Cromztogrsfico Ezpectrofotomatrico

Figura 4. 9 Representacdo grafica dos intervalos de tolerancia, especificacdo e
incertezas de medigao por tipo de procedimento e tipo de produto. Nestes graficos as
ordenadas representam o teor de ingrediente ativo em g/L ou g/kg.
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