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Resumo

Nos ensaios quimicos, 0 modelo matematico utilizado como base de quantificagdo é o responsével pela
transforma¢ao de uma unidade de medida na unidade de quantificagdo de interesse. Por tratar de uma
série de operagdes, a possibilidade de propagacao de erros é preocupante e, nesse sentido, a confiabilidade
de todas essas operagdes deve ser estabelecida e conhecida. O presente trabalho, o primeiro de uma série,
visa discutir a contribuicdo da etapa de constru¢do da curva analitica ou de calibra¢do no processo do
ensaio com base na sua estimativa da incerteza conforme preconizado pelas diretrizes das normas ISO e
BPL. A aplicagdo desses conceitos culminou na elabora¢ao de um procedimento operacional e foi aplicado
na determinac¢éo de fluazuron em tecidos animais por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS).
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Unraveling measurement in chemical analysis:
1. The analytical or calibration curve

Abstract

In a typical quantitative chemical analysis, the mathematical model used for the quantification process is
responsible for the transformation of a measured unit into the quantity of interest. Once dealing with a
series of operations, the possibility of propagation of errors is a real concern; the trustworthiness of all
these operations must be well established and be known. The present work, the first one of a series, aims to
present and discuss the contribution of the stage of construction of the analytical or calibration curve in
the process of the assay by estimating its uncertainty based upon the ISO 17025 and GLP guidelines. The
application of these concepts culminated in the elaboration of an operational procedure that was applied to
the determination of fluazuron in animal tissues using liquid chromatography coupled to mass spectrometer
(LC-MS/MS).
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1 Introducgéo

A internacionalizacdo do mercado, aliada
a adogdo crescente das regras de mercado justo,
trouxeram para as empresas de produtos e de
servicos dois importantes parametros: a compa-
rabilidade e a rastreabilidade!™. Ambos os ter-
mos, hoje bastante comuns, fazem parte de um
trabalho sistematico e organizado, geralmente
controlado por um sistema que busca constdincia
e diferenciagdo no que a organiza¢ao produz ou
oferece. A manutengdo da constancia dos produ-
tos ou servigos esta associada a ideia de garantia
da qualidade resultante da aplicagdo do sistema
de gestdo, denominado sistema de gestdo da qua-
lidade (SGQ). J4 a diferenciacio estd associada a

conquista ou dominio de segmento do mercado.

Como os negocios sao quase sempre basea-
dos em quantificacio, a confiabilidade da medi-
¢80 é um ponto nevralgico. Desta forma, em
algum momento do processo, deve haver pelo
menos uma etapa responsavel pela medida de
uma determinada caracteristica do produto ou
servico que caracteriza sua especificagdo antes da
sua comercializa¢do. Tal etapa é denominada de
controle da qualidade. Para assegurar que todas
as atividades deste controle sejam executadas em
conformidade com procedimentos definidos,
sao realizadas agdes que garantam a sua quali-
dade. Via de regra, a etapa do controle da qua-
lidade ¢é feita utilizando equipamentos que sdo
responsaveis pelas medi¢des inerentes; conse-
quentemente, para fins de comparabilidade, este
deve estar calibrado em relagao a um padrio de

referéncia.

A garantia da confiabilidade da medigao é
baseada em quatro pardmetros: (i) procedimen-
tos operacionais padriao (POPs ou SOPs), que
devem ser conduzidos por (ii) pessoal habili-
tado utilizando (iii) equipamentos calibrados

instalados ou mantidos em (iv) local e condi-
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¢Oes ambientais adequadas”®. Como todo SGQ
¢ elaborado para atender a critérios especificos
de um escopo, ou faixa de cobertura, as organi-
zagOes utilizam as diretrizes das normas de ges-
tao ABNT NBR ISO/IEC 17025, ABNT NBR
ISO 9001"! e das Boas Praticas de Laborat6riol®
(BPL ou GLP) para estabelecer a confiabilidade e
adequabilidade de seus produtos ou servigos, no

que se refere ao item equipamentos.

Embora as diretrizes destas diferentes nor-
mas sejam direcionadas a aspectos diferentes da
conformidade da qualidade, a calibragdo, nas
trés, é citada de maneira a atender a cada uma
delas. Enquanto a ISO 17025 tem foco no cliente
e é usada para atestar a competéncia da empresa
em realizar ensaios em escopos definidos, a
ISO 9001, também com foco no cliente, é usada
para garantir a conformidade de um produto. Ja a
BPL visa atender a legislacao pertinente, e é usada
para descrever a conduc¢io de estudos especifi-
cos. Para a ISO 17025, este assunto ¢ tratado no
item 5.5; ja para a ISO 9001 o mesmo assunto ¢

apresentado no item 7.6 e na BPL no item 4.

O elemento da norma ISO 17025 no item
5.5, de forma geral, estabelece que devem exis-
tir programas de calibragdo para os instrumen-
tos criticos antes de serem colocados em uso e
que o certificado de calibra¢ao deve ser avaliado
criticamente quanto a tolerancia do instrumento
na faixa especificada. Quando em uso, se um
determinado equipamento produzir resultados
de ensaios suspeitos ou fora das especificagoes,
este devera ser claramente marcado como fora
de servigo até que a causa do desvio seja identifi-
cada e seja demonstrado por meio de calibragao
ou verificagdo que o equipamento encontra-se
em condi¢oes adequadas de uso. No caso em
que um equipamento saia do controle direto da
organizagao, verificagbes devem ser utilizadas
para garantir que o equipamento continue fun-
cionando de maneira correta.
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A 1SO 9001 define, no item 7.6, que, para
assegurar resultados validos, os equipamentos
devem ser calibrados e/ou verificados de forma
periédica ou antes do uso. Recomenda que
estas calibracoes/verificagdes sejam feitas con-
tra padrdes de medicdo rastredveis a padroes
internacionais, mas permite o uso de padrdes
ndo rastreaveis, desde que ndo exista um padrao
de medicdao de referéncia e seja registrada qual
foi a base de comparagio utilizada. E necessario
manter os registros dos resultados de calibragao
e verificacio bem como a avalia¢do destes dados,
que devem ser analisados conforme critérios
previamente definidos. A organizacao deve ter,
ainda, mecanismos para identificar rapidamente
a necessidade de ajuste ou reajuste no equipa-
mento, para que possa tomar as agdes apropria-
das.

Ja as diretrizes preconizadas pelo documento
normativo BPL trata a calibragdo de forma mais
abrangente que os documentos ISO. A norma
NIT-DICLA-035, que rege os Principios das
Boas Praticas de Laboratorio, estabelece que os
equipamentos utilizados em um estudo devem
ser periodicamente inspecionados, ter progra-
mas de manutencéo e calibra¢do de acordo com
procedimentos, e os registros destas atividades
devem ser mantidos. A preocupagio desta abor-
dagem ¢ impedir que equipamentos criticos nao
calibrados interfiram adversamente com os sis-
temas teste.

O termo comum nas trés normas ¢ que todos
os equipamentos criticos devem ser calibrados e
periodicamente verificados antes dos ensaios.
Contudo, néo estd claro o periodo entre as cali-
bragdes, nem os mecanismos de verificagao peri-
6dica da calibragdo. Entretanto, para assegurar a
confiabilidade da medida, a calibragdo dos equi-
pamentos criticos é apenas um dos parametros,
embora seja o parametro de partida. Assim, se
pode tomar a seguinte premissa: toda medida

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):251-261

Bahia Filho O

obtida com equipamentos calibrados tem maior
probabilidade de ser confidvel, enquanto que, se
essa for feita em equipamentos nao calibrados,
a medida dificilmente serd confidvel. Assim, o
ponto de partida para uma medida confiavel e
comparavel é utilizar equipamentos calibrados.
Aqui cabe salientar que se pode dividir as medi-
das em dois grupos”: no primeiro, as medigoes
sao diretas, isto é, o resultado do equipamento
¢ dado na mesma unidade da medida do men-
surando, por exemplo, a medida da espessura
de pega utilizando um paquimetro. No segundo,
as medidas sdo indiretas, ou seja, o resultado do
equipamento deve ser transformado para a uni-
dade de interesse, por exemplo, o teor de ferro
em uma formulag¢do farmacéutica utilizando um
procedimento de mineralizagdo do comprimido
e, posteriormente, a medida em um espectrome-
tro de absorgao atomica. Este tltimo é represen-

tado pela quase totalidade dos ensaios quimicos.

Como a medi¢do nos ensaios quimicos é
indireta, a transformagdo da medida do equipa-
mento na unidade de interesse do mensurando
¢ feita utilizando uma comparagio direta de
uma série de solugdes padrao de concentragdo
conhecidas contra os valores medidos, seguida
de transformacdes matematicas até a obtencao
do resultado final. A essa relagdo estabelecida,
se da o nome de curva de calibracdo ou curva
analitica. Entretanto, o equipamento utilizado
para estabelecer esta relagdo deve, segundo as
diretrizes das normas, ser calibrado. Assim, para
garantir a confiabilidade da medida, o SGQ deve
considerar a incerteza herdada da calibracdo do
equipamento e somar as incertezas da faixa da
curva analitica oriunda do modelo matematico
e a incerteza oriunda da preparacio das concen-
tracdes das solugoes padrdao da curva analitica.
E importante frisar que para garantir a confiabi-
lidade do resultado do ensaio, deve-se conhecer

as incertezas do processo como um todo, e que a
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construgdo da curva analitica ou de calibragao ¢é

apenas uma das etapas.

O presente artigo visa propor uma discussao
acerca da defini¢do das variaveis criticas ineren-
tes a construgdo da curva analitica e seus con-
troles para dar maior seguranga na expressao das
medidas e que possam estar em conformidade

com as trés normas citadas.

2 Experimental e resultados

Das trés normas referenciadas, a ISO 17025
¢ a mais restritiva no que se refere a calibragdo
dos equipamentos e a confiabilidade do método
ou procedimento utilizado, por tratar dos requi-
sitos gerais para a competéncia da organizagdo na
conducao de ensaios e/ou calibragido do escopo
de interesse. Os elementos da norma estabele-
cem que o método do ensaio/calibracdo seja nor-
malizado ou que se deve estabelecer regras para
validagdo do método quando nao normalizado
ou estiver sendo utilizado fora das condigdes em

que foi validado.

Se o procedimento de validagdo do método
for conduzido seguindo diretrizes® e se os
experimentos tiverem sido planejados, pode-
-se utilizar os resultados obtidos para estimar a
incerteza da medida. Neste sentido, duas classes
de fatores podem influenciar a estimativa da
incerteza da medida, os fatores indiretos repre-
sentados principalmente pela infraestrutura da
organizagdo e a qualificacio do pessoal; e os
fatores diretos representados pela (i) representa-
tividade e integridade da amostra no que tange
aretirada e transporte até o local do ensaio e sua
manipulag¢ao, pelo (ii) método do ensaio, pelas
(iii) substincias ou materiais de referéncia e
pelo (iv) equipamento utilizado na construcio

da curva analitica.
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A confiabilidade da medida inclui: (i) a
calibragdo do instrumento, (ii) a tolerancia do
ensaio e (iii) a frequéncia das verificagdes peri-
6dicas. Assim, o que é conhecido como curva
de calibracdo ou curva analitica se constitui
para a norma em um conjunto de operagdes
que representam a verificagdo da manutengdo
da calibragdo do instrumento entre periodos
de calibra¢ao, que é denominado de qualifica-
¢do instrumental ou conformidade do sistema
quando o equipamento ¢ um conjunto de ins-
trumentos. Como as solu¢des padrao diluidas
sao preparadas, é necessaria a confirmagdo das
operagdes de preparo delas no estabelecimento
da curva de calibragdo. Assim, é comum utilizar
substancias de referéncia de diferentes lotes ou
fabricantes e utilizar uma delas para estabelecer
a curva analitica e outra como amostra de con-
trole. Alternativamente, é recomendada a utili-
zacdo de amostra-testemunha ou matriz com
adicdo de concentracio conhecida, em um lote
pré-definido de amostras e submeté-la a todas as
etapas do ensaio e os resultados dessa amostra

controle sdo mostrados em carta controle®.

2.1 Estabelecendo a exatiddo da
calibracédo

No processo analitico, o equipamento res-
ponsavel pela medida da resposta de interesse
deve estar calibrado, isto é, o seu erro em rela-
¢30 a um padrao de referéncia deve ser estabele-
cido. O erro obtido, somado a incerteza padrao
do procedimento de calibracgdo, resulta na tole-
rancia do equipamento. Como regra, a toleran-
cia do equipamento deve ser menor que a tole-
rancia do processo. O calculo da tolerancia do
equipamento e sua comparagdo com a tolerancia
do processo constituem o que nas normas ISO
¢ chamado de anilise critica do certificado de
calibracdo. Ja a incerteza padrdao do certificado
de calibragdo, a ISO 9001 denomina de incerteza
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herdada. Uma importante consideragdo, nem
sempre seguida, é que o erro utilizado no célculo
deve ser do ponto de calibra¢ao mais préximo da

medida a ser efetuada.

2.2 Estabelecendo a precisdo da
operagéo em termos da incerteza

Para a constru¢ao da curva de calibra¢do ou
analitica, uma série de solu¢des padrao em con-
centragdes crescentes deve ser preparada para
ser medida. Via de regra, para esta operagao,
¢ tomada uma massa ou volume da substancia
de referéncia e avolumada com um solvente.
Posteriormente, sdo tomadas varias aliquotas
dessa solugdo padrio estoque e diluidas na pro-
porgao desejada. As solugdes padrao diluidas sdo
entdo submetidas a medida, geralmente em tri-
plicata. A estimativa da incerteza deve levar em
conta a exatidio dos equipamentos utilizados
nesta etapa, como balanca, recipientes volumé-
tricos, por exemplo, e a precisio da operagdo de
seu uso, como preenchimento do baldo volumé-

trico, tomada de massa.

As concentragdes esperadas contra as con-
centragdes obtidas sdo submetidas a uma equa-
¢ao polinomial para obten¢do de um modelo

matematico que represente a curva de calibra¢ao.

2.3 Pardmetros para avaliagéo
dos estimadores da curva de
calibracdo ou curva analitica

Antes da construgdo da curva é aconselhavel
aplicar o teste de Grubbs e o teste de Cochran no
conjunto de medidas obtidas. Tais testes devem
ser aplicados para avaliar a auséncia de valores
discrepantes para cada nivel de concentracéo e a
homocedasticidade dos dados, respectivamente.

Como as concentragdes das solugdes padrao
trazem uma propagacio de erros, desde a con-

centragdo da substincia de referéncia até a pre-
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paracdo das solug¢des padrao diluidas propria-
mente ditas, as concentracoes esperadas nao sao
exatas. Assim, nao é razoavel usar interpola¢ao,
ou seja, exigir que os resultados satisfacam exa-
tamente os valores esperados. Desta forma, em
vez de recorrer a um polindmio que passe exa-
tamente por todos os pares de valores (x, f(x,),
i = 0,...,n), a melhor abordagem sera ajustar a
fungdo, g(x), o mais proximo possivel dos pontos
(x, fx)), i = 0,...,n). O modelo mais simples que
relaciona as varidveis x (concentragao) e y (res-
posta) é dada pela equacdo de uma reta expressa

pela equagdo:
y=PBy+Px (1)
onde 3, e B, sdo os parametros do modelo.

A concentragdo x, é denominada valor da
variavel explicativa ou independente e a imagem
de x, pela reta y = B, + p,x é chamado de valor
predito, Qi, ey, ¢ o valor da varidvel resposta ou
dependente. A diferenga entre y, e Qi ¢ o desvio
representado pela distancia vertical do ponto a
linha reta. Quando se considera a soma dos qua-
drados dos desvios, obtém-se uma medida do
desvio total dos pontos observados a reta esti-

mada.

Um modo de estimar os coeficientes 3 e 3,
é determinar o minimo da fun¢do D (B e f,) em
relagdo a B, e B,. Tal modo é conhecido como
método dos minimos quadrados, uma vez que se
quer minimizar uma fung¢do quadratica. Assim, a
melhor reta usando o método dos minimos qua-
drados que melhor se ajusta aos dados do dia-

grama de dispersao ¢ dada por:

y=a+bx (2)

onde o estimador b, denominado coeficiente
angular, representa a inclinagdo da curva e o esti-
mador a, denominado coeficiente linear, repre-

senta a intersecao da reta no eixo y.

255



Bahia Filho O

O valor dos estimadores a e b sdo calculados
usando as equagdes a seguir:

b ”Z(xiyi)—zzxfz%- (3)
nZ(xi) _in
Z)’i _bzxi

q=&li Tl (4)
n

onde n representa o numero de pontos ou niveis

das solugoes padrao.

O coeficiente de determinagdo (R?) que
¢ uma maneira de medir a qualidade do ajuste
linear, é dado por:

2
inyi _lzxizyi
i=1 Nic1 =1

R? = (5)

- 2 2
n 1 n n 1 n
Sei3e] |22
i=1 i=1 i=1 i=1

com 0 < R*< 1 e quanto mais proximo da uni-
dade, melhor é o ajuste.

Finalmente, os residuos do modelo sdo cal-
culados por:

L=y, — ¥ 6)

2.3.1 Teste de hipbéteses para a curva

Para garantir que o modelo reduzido pode
ser utilizado, ao invés do completo, deve ser pro-
vado que o valor do estimador a seja equivalente
azero com grau de confianga estabelecido. O teste
de hipétese estabelecido é H:a=0eH:a# 0.

Para que a H seja verdadeira, a Soma
Quadrada dos Erros (SQE) deve ser menor ou
igual a Soma Quadrada da Regressio (SQR).
Caso contrdrio, rejeita-se H . As somas quadra-

das sdo dadas por:

Soma quadrada total

SQT=Y (y,-Y) 7)

i=1
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Soma quadrada dos erros (residuos)
SQE="(y,— )’ (8)
i=1

Soma quadrada da regressao

SQR=Y (3, -Y)’ (9)

i=1

2.3.2 Desvio padréo da curva

O desvio padrao da curva de calibragao ou

curva analitica, DP__, é dada por:
curva

DP _DPx,y 1 1 (Y—YAv)2 (10)
curva =7 ;+Z+T
X, X

onde b é a inclinagdo da reta, n representa o
numero de niveis da curva, p o numero de repe-
ticoes da medida, Y é a concentragdo média espe-
rada e g( ¢ a concentragdo média predita, DPX,y e

DP__representam os desvios padrdo dos desvios

dados por:
— 7 2
DP, = Z:(yl—Y) (11)
T N2
onde N=pxn.
DP, . =Y (x;— X) (12)

2.3.3 Estimativa da incerteza da curva

No célculo da estimativa da incerteza da
curva de calibracio ou analitica, é levada em con-
sideragdo a incerteza padrao associada ao pre-
paro das solugdes padrio diluidas e do modelo
matematico, sendo possivel analisar as contribui-
¢oes individuais. A incerteza padrdo combinada
¢ dada por:

M processo = DP,,,. + W preparo das solugses (13)

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):251-261
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3 Procedimento operacional padréao

No Laboratdrio de Cromatografia- CROMA
da USP de Sao Carlos foi elaborado um procedi-
mento operacional padrao que teve como obje-
tivo estabelecer a contribuicdo da incerteza da
curva analitica ou de calibragdo sobre a medida
do ensaio. A seguir, é descrito e comentado um
exemplo de como foi aplicado este procedimento
na determinacido de fluazuron em tecidos ani-
mais por HPLC-MS/MS.

3.1 Teste de Grubbs

Foram preparados seis niveis de concen-
tracdo do analito fluazuron a partir de dilui¢oes
sucessivas de uma solucdo padrao estoque obtida

da substancia de referéncia. Cada nivel de con-

Bahia Filho O

centragao foi medido em triplicata. Os resultados
foram submetidos ao teste de Grubbs e os resul-

tados sdo mostrados na Tabela 1.

Os resultados de G

calculado

foram menores que
G_ o €M todos os casos estudados; portanto,

nao ha valores discrepantes no conjunto. Desta

forma, todos os valores devem ser usados.

3.2 Teste de Cochran

O mesmo conjunto de dados foi utilizado
para o teste de Cochran. Os resultados sao mos-

trados na Tabela 2.

Os resultados de C
calculado

C ., em todos os casos estudados e, portanto,

critico’

foram menores que

as varidncias dos resultados sio homogéneas,

mostrando a homocedasticidade entre os dados.

Tabela 1 Teste de Grubbs para as medidas das solucdes padréo diluidas de fluazuron.
Medida T Medida 2 Medida 3 Média Desvio G, i (CHEN edida
padréo
Nivel 1 27,0 25,5 27,3 26,6 1,0 0,415 -1,141 0,726
Nivel 2 55,5 56,9 57,3 56,6 1,0 -1,134 0,378 0,756
Nivel 3 116,5 119,7 118,7 118,3 1,7 -1,091 0,873 0,218
Nivel 4 255,5 2421 236,6 244,7 9,7 1,107 -0,270 -0,837
Nivel 5 378,6 385,8 382,2 382,2 3,6 -1,000 1,000 0,000
Nivel 6 468,8 461,6 458,0 462,8 5,5 1,091 -0,218 -0,873
Para n = 6 e 95% de confianga, o valor méximo permitido de G é 1,887.
Tabela 2 Teste de Cochran para as medidas das solugdes padréao diluidas de fluazuron.
Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média Desvio Varidncia C.ivlodo
padréo
Nivel 1 27,0 25,5 27,3 26,6 1,0 0,8
Nivel 2 55,5 56,9 57,3 56,6 1,0 0,1
Nivel 3 116,5 119,7 118,7 118,3 1,7 0,6
Nivel 4 255,5 2421 236,6 244,7 9,7 17,2 0,5858
Nivel 5 378,6 385,8 382,2 382,2 3,6 4,3
Nivel 6 468,8 461,6 458,0 462,8 55 6,3
Para p =3 en=6(95%),0C_,. = 0,616. z 29,3

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):251-261

257



Bahia Filho O

258

3.3 Estimativa da incerteza do preparo

das solucdes padrdo diluidas

A Figura 1 mostra as etapas criticas do pro-
cesso de preparacao das solugoes diluidas, bem
como as fontes de incerteza. Para a estimativa
da incerteza padrdo combinada desta etapa, foi

calculada a incerteza padrao do preparo de uma

Desvendando a medi¢do nos ensaios quimicos

solugdo padrio estoque, duas dilui¢des subse-
quentes para atingir um nivel de concentragdo
adequado, e outras seis dilui¢oes, com fortifica-
¢do da amostra testemunha nos niveis de con-

centragdo da curva analitica.

A equagdo para a estimativa da incerteza
padrao combinada para o preparo das solugdes

padrao diluidas foi:

2 2 2
Hynassa Hain Han Hiip
:upreparo = (— = | Tt
m Vdin Van Vail2

2 2 2 6 2
J 4{%12} +{/”dil3} +Z(M]
Val2 Vi3 n=1\ Valn (14)

y

Solugdo estoque Dilui¢éo 1

Com os dados obteve-se uma incerteza
de 0,002 ng.g™” para a preparagio das solugdes
padrdo. E importante destacar que o objetivo do
presente trabalho ndo é o calculo da estimativa da
incerteza para esta etapa. A maneira de obter estes
célculos foi descrita por Meyer!'”! e Ratola et al.!".

| Pesar 10,1 mg substincia de referéncia |

| Completar para volume de 10 mL |

| Aliquota de 240 pL da solugao-padrao estoque |

| Completar para volume de 10 mL |

| Aliquota de 1250 pL da solugdo-padréo diluida |

| Completar para volume de 10 mL |

| Aliquotas para os diferentes niveis de concentragédo |

Figura 1

Niveis da

Diluigéo 2
curva

3.4 Cdlculo do Desvio Padréo e
estimativa da incerteza da Curva
Analitica ou de Calibracéao

Os estimadores a e b foram calculados a

partir do conjunto de medidas obtidas, e a equa-

- Repetibilidade da pesagem

- Exatidiao da balanca

8 Repetibilidade do preenchimento
. - Exatidao do balao volumétrico

5 Repetibilidade do preenchimento
. - Exatiddo da micropipeta

e Repetibilidade do preenchimento
- Exatidiao do baldo volumétrico

2 Repetibilidade do preenchimento
. - Exatiddo da micropipeta

5 Repetibilidade do preenchimento
. - Exatiddo do baldo volumétrico

- Repetibilidade do preenchimento
- Exatidiao do baldo volumétrico

Fluxograma das etapas do preparo de solucdo padréo diluida a partir da substancia de referéncia.
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Figura 2 Curva analitica obtida utilizando o conjunto
de dados no programa Excel.
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Figura 3 Grdfico de residuos encontrados entre o
valor esperado e o valor predito para cada nivel de
concentragdo.

¢do da reta resultante é y = 277,17 x + 5135,5.
A Figura 2 mostra o grafico das respostas contra
concentragao. E importante frisar que os valores
dos estimadores determinados pela aplicacdo das

férmulas foram obtidos no programa Excel.

Com a equagdo da reta obtida, foram calcu-
ladas as concentragdes preditas das solugdes uti-
lizando suas medidas. Com as solu¢des preditas

calculadas, foi possivel estabelecer os residuos.
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E importante frisar que os valores dos residuos
obtidos pela aplica¢do da férmula foram simila-
res aos valores obtidos pelo ANOVA do Excel. O
grafico de residuo é mostrado na Figura 3.

A anilise do grafico de residuo permite
concluir que a variabilidade situa-se proximo
de zero e, consequentemente, o que denota um
comportamento aleatério dos residuos e mag-
nitude bastante pequena, refor¢cando a premissa
de que o modelo se ajusta bem para predizer
as concentragdes de amostras desconhecidas.
Contudo, a variabilidade do ultimo nivel denota
que a resposta do detector utilizado neste ensaio
pode estar proxima do limite de saturacdo do
sinal. Neste caso, é aconselhédvel a constru¢io de
duas faixas de concentragdo para aproveitar ade-
quadamente a melhor capacidade de medida do
equipamento usado.

O teste de hipétese foi aplicado ao conjunto de
dados e os resultados obtidos foram SQE = 2797
e SQR = 480 260. Portanto, a hipétese nula, ou a
de que o estimador a é equivalente a zero ¢é valida,
pois a soma quadrada dos residuos ou erros é
muito menor que a soma quadrada total, deno-

tando que a equagdo reduzida pode ser usada.

Usando o mddulo de andlise de dados, na
caixa de dados do programa Excel, e selecio-
nando regressdo com os valores de concentragdo
esperada como varidvel x e os de concentragdo
predita como varidvel y com significincia esta-
tistica de 95%, é possivel estabelecer uma nova
relacdo das varidveis e estimar os intervalos de
confianca dos estimadores a e b. Os dados sao
mostrados na Figura 4.

O célculo do desvio padrao da curva anali-
tica ou de calibracio foi determinado utilizando-
-se as formulas descritas anteriormente. Os
valores encontrados sdo mostrados na Tabela 3.
E importante frisar que os valores obtidos pela
aplicagao da equagdo foram similares aos valores
do ANOVA do Excel.
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Figura4 Grdfico obtido através do Excel relacionando as concentragées estimadas e esperadas, com estimadores
a=1,2327 e b = 0,9936, com erros padrao de 5,137 e 0,019; Intervalos de confianca (95%) inferior de
-9,6574 e 0,9532 e superior de 12,1227 e 1,0338, respectivamente.

Total _ 0,443

Modelo 0.441
[ O,
de curva
Solugao 4 10175
padrdo

0 01 02 03 04 05

Figura 5 Grdéfico de colunas que mostra a incerteza
padréo combinada do processo de construgéo da curva
e as contribui¢des parciais de cada uma das etapas.

Tabela 3 Valores encontrados das varidveis para o
célculo do desvio padréo da reta.

A

y Y DP DP b DP

X, X y,X curva

215 215 477450 172,7444 277,17 0,441

Com os dados, foi possivel estabelecer a
contribui¢do do uso do modelo na incerteza da
curva analitica ou de calibragdo. O desvio padrio

da curva analitica calculado foi 0,441 ng.g'.

A incerteza padrdo combinada da constru-
¢do da curva analitica ou de calibragdo foi feita
somando-se a incerteza oriunda do preparo das

solugdes com a aplicagdo do modelo de regres-

sdo. A incerteza da curva obtida foi 0,443 ng.g™,
sendo 0,441 ng.g™' relativa ao modelo da curva e
0,002 ng.g' da preparagdo da solugao.

Finalmente, foi possivel estabelecer a contri-
bui¢do de cada um dos pardmetros na incerteza
combinada do processo. O resultado é mostrado
na Figura 5.

4 Conclusao

A discussao promovida neste artigo utiliza
conceitos de cunho matematico aplicados em
ensaios quimicos sem, contudo, entrar em detalhes
tedricos, abordando mais o contexto pratico de
como utilizar tais conceitos em conformidade com

as diretrizes das normas de gestao da qualidade.

A aplicagao dos conceitos estabelecidos por
documento orientativo, portarias e legislacdes em
conformidade as diretrizes das normas ISO 17025,
ISO 9001 e BPL visa dar maior confiabilidade e
rastreabilidade ao conjunto de dados medidos
e ao resultado expresso no relatério de ensaios,
aplicando conceitos estatisticos para tomada de
decisdo e evitando, desta forma, julgamentos sub-
jetivos. Além de consisténcia, a comparabilidade
¢ o principal objetivo dessa aplicagdo.
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Neste artigo foi demonstrada a viabilidade
do uso dessas orientagdes em um exemplo pra-
tico. Assim, foi possivel verificar no exemplo que
a contribui¢do na incerteza padrdo combinada
do modelo matematico simplificado que repre-
senta a curva de calibragdo ¢ muito mais signi-
ficativa que a incerteza da etapa de preparo das
solugdes. Contudo, para cada aplicagao, sugere-
-se que essas contribuigdes sejam demonstradas,
pois os dados utilizados neste trabalho represen-
tam apenas uma aplicacdo especifica. Na pratica,
tem-se observado que, em outras aplicagdes, a
etapa de preparo das solugdes tem maior contri-
bui¢do na incerteza padrao combinada. Por essa
razdo, recomenda-se que para cada aplicacdo
seja executado procedimento similar para avaliar
as contribui¢des e, consequentemente, agdes cor-
retivas que possam minimizar o impacto dessa
etapa na incerteza padrdo do ensaio como um
todo.
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