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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento, a validagao e a aplicagdo de planilhas eletronicas no software
Microsoft Excel® para avaliar a qualidade analitica de graficos de calibragiao de fungdes lineares e
homoscedasticas, que sdo usados em andlises fisico-quimicas de aguas por espectrofotometria UV-Vis, e
obtidos segundo as normas ISO e recomendagoes IUPAC. Por meio da inser¢ao dos valores de absorbancia,
as planilhas apresentam os gréficos de calibra¢do e de residuos e calculam desvio-padrao residual, desvio-
padrao para coeficiente angular, desvio-padrao para intercepto e coeficiente de determinagao. Em termos
de predigoes, as planilhas calculam, com 95 % de confianga, o intervalo de predicdo (apresentado com
a respectiva curva com limites superior e inferior), o valor critico da absorbancia, o valor critico da
concentragdo (x.), o valor minimo detectével da concentragio (x;) ou limite de deteccdo, o limite de
quantificagdo e os intervalos de confianca para amostras. De uma planilha inicial, simplifica¢des foram
introduzidas e as planilhas resultantes foram usadas nas analises de nitrato, nitrito e ferro. A influéncia das
simplificagdes no cdlculo dos parametros, nas relagdes entre os parametros x./x da ISO 11843-1,2 e nos
parametros da Comissdo Europeia CCa (limite de decisdo)/CCp (capacidade de detecgdo), sdo discutidas.
Palavras-chave. controle de qualidade analitica, curvas analiticas, andlise da agua, planilhas eletrénicas.

ABSTRACT

This paper describes the development and validation of the electronic spreadsheet in Microsoft Excel®
software for evaluating the analytical quality of calibration graphs of linear and homoscedastic functions,
used in water physical-chemical analysis by UV-Vis spectrophotometry, and obtained according to ISO
standards and ITUPAC guidelines. By introducing the absorbance data, the spreadsheet shows the calibration
(with respective function) and the residues graphs, and also computes the residual standard deviation,
angular coefficient standard deviation, interception standard deviation, and coefficient of determination R
On prediction terms, the spreadsheets calculate (confidence level at 95 %): the prediction interval (showing
the respective curve with upper and lower limits), the absorbance critical value, the concentration critical
value (x_), the minimum detectable value of concentration (x,) or detection limit, the quantification limit,
and the confidence intervals for samples. From the initial spreadsheet, simplifications were introduced and
the new spreadsheets were used for analyzing nitrate, nitrite and iron. The effect of the simplifications on the
parameters calculation, and the correlations between x ./x) ISO 11843-1,2 parameters and the CCa(decision
limit)/CCP(detection capability) European Commission parameters, were discussed.

Keywords. analytical quality control, analytical curves, water analysis, electronic spreadsheets.
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INTRODUCAO

Entende-se a Quimiometria como a aplicacdo
da estatistica a andlise de dados quimicos (da quimica
organica, analitica ou medicinal) e ao planejamento
de simulagdes quimicas e experimentos quimicos. Na
pratica, isto significa planejar ou selecionar as melhores
condi¢des para experiéncias e medidas experimentais, e
obter o maijor volume de informagdes a partir da analise
dos dados quimicos'?. Com esta abordagem estatistica,
fica claro que os recursos computacionais sdo uteis
porque reduzem o tempo demandado para os célculos e
proporcionam informagdes de interpretagao direta por
meio de graficos.

Dentro da Quimiometria, os graficos de
calibragdo ocupam lugar de destaque devido ao seu
uso extensivo em Quimica Analitica, principalmente
em técnicas como cromatografia, potenciometria e as
espectrofotometrias UV-Visivel e de absor¢do/emissdo
atdmicas, em que sinais analiticos (areas de picos
cromatograficos, diferencas de potencial, absorbéncias
ou emissoes de radiagdes) sao grafados em func¢ao da
concentra¢do de um analito de interesse. Deste modo,
a relagdo matematica “sinal = fungﬁo(mcemragéo)” pode
ser obtida por operagbes como a regressao linear
por minimos quadrados ordindrios, regressdo linear
por minimos quadrados ponderados e regressdo
polinomial*¢. Contudo, ndao é comum na atividade
rotineira de um laboratério expressar ou avaliar a
precisdo de um grafico de calibragdo por meio dos
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0,000 | ®

concentragéo
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chamados limites de confianca e de predicdo (ou
intervalos de confianga e predi¢ao), devido ao volume
de calculos a serem realizados. Esta situacdao pode ser
visualizada pela Figura 1. A parte A desta figura mostra
um gréafico de calibragdo simples, em que um sinal
analitico de absorbancia Y* de uma amostra é associado
por interpolagdo a concentracdo X® do analito a que a
curva se refere. Ja a parte B apresenta o mesmo grafico
em que foram adicionados os limites inferior e superior
de predi¢io (ou previsdo), expressos como curvas
que possuem como eixo de simetria a reta obtida pela
regressao linear’. Neste segundo caso, podemos associar
a incerteza £s ao valor de X®, obtida pela intersec¢do do
sinal Y® com os limites superior e inferior de predicao.
Em adicio, parametros importantes, como 0s limites
de decisao e de deteccdo sdo, geralmente, estimados
somente no momento da validacao do método analitico®,
nao sendo comum um acompanhamento rotineiro do
desempenho do método quanto a estes parametros,
utilizando a precisdo de curvas analiticas.

No intuito de colaborar com a melhoria da
qualidade nos laboratérios de Saude Publica, nos
quais a obtencdo de resultados ndo tendenciosos,
exatos e precisos é imprescindivel, este trabalho
apresenta planilhas eletronicas desenvolvidas no
software Microsoft Excel que avaliam a qualidade
analitica de graficos de calibragdo de fungoes lineares e
homosceddsticas, rotineiramente utilizados nas andlises
fisico-quimicas de aguas para consumo humano por
métodos validados e baseados em espectrofotometria
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Figura 1. (A) Curva de calibragdo simples. (B) Curva de calibragao acrescida dos limites superior

e inferior de predi¢ao
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UV-Visivel. Como exemplos, apresentamos a aplica¢do
dessas planilhas para as determinagdes de nitrito, ferro
e nitrato, que estimam parametros das curvas (desvio
padrio residual 6, coeficiente angular e b respectivo
desvio padrao s;, intercepto & e respectivo desvio
padrido S, coeficiente de determinacdo R?), além de
apresentar os graficos de calibra¢do e de residuos. Na
etapa preditiva, é apresentado o grafico de calibragdo
com os limites superior e inferior de predigdo, sendo
calculados o valor critico de concentra¢ido (limite de
decisao para uma probabilidade a de um erro tipo I
para o branco do ensaio), o valor minimo detectavel
de concentragdo (capacidade de detec¢do ou limite de
detecgdo para uma probabilidade p de um erro tipo II)
e o valor do limite de quantificagdo, além de fornecer
a predicdo para a amostra (resultado da funcdo de
avaliacdo analitica para a amostra ou, simplesmente,
concentra¢do do analito na amostra) e seu respectivo
intervalo de confian¢a (95 %). Os cdlculos envolvidos
nas planilhas sdo baseados nas normas ISO 8466-1°,
ISO 11095%, ISO 11843-1,2" e em recomendac¢des da
International Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC™"2. O uso dessas planilhas eletronicas na rotina
permite a avaliagdo dos resultados obtidos sempre que
uma curva de calibragdo é construida, ou seja, sempre
que o método ¢é utilizado.

MATERIAL E METODOS

Os dados experimentais utilizados na
elaboragao das planilhas sdo provenientes da analise
fisico-quimica de aguas, rotineiramente realizadas no
Instituto Adolfo Lutz (Regional de Ribeirao Preto)
por métodos espectrofotométricos normalizados:
nitrito (por espectrofotometria na regiao Visivel, apos
desenvolvimento de cor com sulfanilamida e N-1-
naftil-etilenodiamina, em duas séries diferentes de
niveis de concentragio), ferro (por espectrofotometria
na regido Visivel, apds complexacao do ion Fe** com
1,10-fenantrolina) e nitrato (por espectrofotometria
na regido UV). Estas determinacdes estdo descritas
em literatura pertinente.”*'* Os calculos efetuados
pelas planilhas foram validados por comparagdo
dos resultados gerados pelas planilhas com aqueles
resultantes do processamento manual dos dados e pela
reprodu¢ao do tratamento de dados de exemplos de
analises que fazem parte das normas ISO 11843-2 e
ISO 8466-1.
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Calculo dos parametros da func¢ao

Uma vez que as planilhas referem-se a quatro
métodos analiticos ja validados, assumem-se como
verdadeiras duas caracteristicas destes métodos,
determinadas durante as respectivas validagdes: a
homoscedasticidade e a linearidade da funcdo de
calibragdo, ou seja, considera-se que os erros estdo
essencialmente nos valores medidos de absorbéincia
(y), distribuindo-se com desvio padrdo constante
e independente da concentragdo (x). Ndo obstante,
os dados de cada método foram submetidos a testes
de homoscedasticidade (teste F em que as variancias
foram testadas para diferencas significativas nos
limites da faixa de trabalho, ou seja, branco e solu¢ao-
padrdo de maior concentragao) e linearidade (teste
F em que a diferenga entre as varidncias do modelo
linear e do modelo nao linear, considerado polindmio
de grau 2, é comparada com a varidncia do modelo nao
linear), conforme norma ISO 8466-1 e recomendacio
IUPAC??. Todos os resultados confirmaram as duas
caracteristicas. Deste modo, uma funcdo linear foi
ajustada aos valores experimentais por regressdo
linear (minimos quadrados ordinarios), resultando na
estimativa:

A

y=a+bx (1)

DD NCTE A
b= @
J'Z(xi _f)z

em que

a=y-bx 3)

Os somatdrios na equagdo 2 referem-se a I
solugbes-padrao de concentragdes diferentes usadas no
grafico de calibragdo, cada uma delas preparadas em ]
repeti¢oes. Assim, por exemplo, um gréafico construido
com 5 soluc¢des-padrio (incluindo o branco), cada uma
das solugoes preparadas em duplicata apresentara I =5 e
] = 2. Se para cada preparagio, de cada solucdo-padrio,
forem efetuadas L medidas de absorbéncia, temos:
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L

Nva @)
= _ [=1
Yy =1

A precisdo na calibracdo foi caracterizada pelo
desvio-padrao residual estimado (6), pelo desvio-padrao
estimado de b'(s) e pelo desvio-padrao estimado dea (s,):

A qualidade do ajuste pdde ser avaliada
comparando a variancia devida a regressao (SSR) com a
variancia observada (SST), pelo calculo do coeficiente de
determinaciao R*

I
. SSR ZI:(JA/;'_J_/)Z

By G, -y

i=1 j=1

(10)

Calculos preditivos

As curvas correspondentes ao intervalo de
predigao foram calculadas pela equagao 11, que conduz ao
intervalo de confianca de uma média de concentragdes X
obtida a partir de K repeticoes, expressa pela equagio 12:

N .1 1 (x, —X)*
pred(ﬁ):yitl—%(v).o- ?+Il]+ I (11)
T (x, -3
i=1
a G |1 1 V. -y)
pred(fi):x,itli%(vfg ?'Fﬁ"r(l—) (12)

b Ty (x, — %)
i=1

Em particular, o valor critico da absorbancia (y,)
acima do qual existe a probabilidade a de um erro tipo I
para o branco do ensaio foi calculado pela equagdo 13,
em que K é o nimero de repeti¢des preparadas para as
amostras (se, por exemplo, as amostras sdo analisadas em
triplicata, K = 3).

1 1 X’
ey Z’
J (xl_f)z

yc =a+t1—a(v) O

(13)

O valor de t Student depende do intervalo de
confian¢a (1 — a/2 ou 1 — a) e do numero de graus de
liberdade v (I. ] . L -2). Se a curva for construida, por
exemplo, com 6 solu¢des-padrio (I = 6) em triplicata (] =
3), com medida tinica de absorbancia (L = 1), entdo v =
(I.J.L) -2 =16. Observe que, enquanto o intervalo de
predicao das equagdes (11) e (12) implica em intervalo
de confianca de nivel (1 - a/2) exigindo, portanto, um
valor de t bilateral (ou bicaudal, com teste de hipdteses
Hy:p=p,;s H:p#y), ovalordey naequagio 13 utiliza
um valor de t unilateral porque se trata de um teste de
hipéteses unilateral (H: w =y, ; H: p > p ), como pode
ser visualizado na Figura 2A.

y. € ovalor da varidvel resposta Y (no caso deste
trabalho, a absorbancia) acima do qual conduz, para
uma dada probabilidade a de erro tipo I, & decisdo de
que o sistema em observacdo (amostra) ndo esta em seu
estado basico (o analito estd presente). Ao valor critico
da absorbancia (y.) corresponde o valor critico da
concentragio (x.), acima do qual existe a probabilidade
de um erro tipo I para o branco do ensaio.

13
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A partir dey_ = a + B.XC, x. pode ser calculado
pela equagdo 14, em que O representa o parametro
nio-centralidade da distribui¢do ¢ ndo-central O valor
minimo detectdvel de concentragdo (x,) ou limite de
detecgdo (L) pode ser calculado pela equagdo 15; porém,
quando a = 3 (P é a probabilidade de um erro tipo II) e v
> 3, uma aproximacao ¢ dada por assim, a equagdo 16, o
que torna possivel estimar x pela equagdo 17.

xX. =t ¢ |1 + ! _)?2 (14)
c " Nea) T | 7
b.|K I-J 2
JY (x,—X)
%
x, =62 %+%+1x— (15)
b RN %
i=1
5(‘/;0:;,8) ~ 2't1—a(v) (16)
6|1 1 X’
w2 hanT (KT L 2t (17)
I (x,—X)°
2

Com relagdo ao limite de quantificagdo (L),
sdo necessarias algumas observagdes: (i) a IUPAC
nao recomenda o seu uso em validacio de métodos,
afirmando que é preferivel expressar a incerteza da
medida como uma funcéo da concentragdo, verificando
se esta fun¢do cumpre os requisitos do método ou
exigéncias do usuario final dos resultados (cliente)'?; (ii)
o Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia), por sua vez, estabelece algumas maneiras
de se calcular o L, como, por exemplo, somar 10 desvios-
padrdo amostrais dos brancos a média dos valores dos
brancos da amostra (LQ = X, e + 108)°. Assim, para
contornar estas dificuldades em se definir o calculo de
L, e tendo em mente que a proposta da planilha néo ¢
a validagdo de um método, mas o controle rotineiro da
qualidade analitica da funcéo (ou curva) de calibragdo de
métodos ja validados, incluiu-se na planilha o intervalo
de predicio (incertezas das medidas como funcdes das
concentragdoes) compreendendo todo o intervalo de
concentragoes do grafico de calibra¢ao (desde o branco
atéamaior concentracao do analito presente nas solu¢des-

14

padrdo). Em adigdo, para fornecer uma concentragdo
maior, que pudesse ser claramente diferenciada do limite
de detecgdo L (x,,) e cujo cdlculo fosse também baseado
na func¢ao de calibragao, pela experiéncia dos analistas,
optou-se por estimd-lo como o dobro do valor de x
(equagdo 18).

L,=2-x, (18)

Consequentemente, para se avaliar a precisdo
do L, o respectivo desvio-padréo s, foi calculado pela
equacao 19:

(LQ)

(yLQ - y)z
R Ji
b>-J> (x,—X)
i=1

AL
b K I-J

S1p) = (19)

Quando a = B e v > 3, a aproximagdo, realizada
na obten¢do da equagao 16, conduz, nesse caso, a

(20)

(21)

0 Lo c

Finalmente, a dispersaio em torno do LQ foi
também expressa pelo calculo do coeficiente de variagdo
(CV,):

R)
v, ., =42 100

Iy)% —
o

(22)

Uma visualizagdo grifica dos calculos de y, x
x,(oul))e L,é¢ exibida na Figura 2.

C

RESULTADOS

Validagao das planilhas

Assim como é necessario validar um método
analitico para que se comprove a sua adequagdo a
finalidade a que se propde (em termos de exatidao,
precisdo, seletividade, robustez etc.), em planilhas como
as que foram desenvolvidas neste trabalho, criadas em
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Figura 2. Visualizagio gréfica: (A) das distribui¢des amostrais das médias dos sinais analiticos para o branco e para a amostra nos limites de
decisio e de detecgdo - a ¢ a probabilidade de um erro tipo I e B é a probabilidade de um erro tipo II; (B) das determinagées de yC, xC, xD (ou

LD) e LQ para a fung¢do de calibragdo y =4 + bx

software comercial (Excel’), deve-se ter um cuidado
especial em demonstrar que os calculos nelas inseridos
estejam corretos. As planilhas foram validadas de duas
maneiras: (i) pela reproducido de exemplos de calculos
que fazem parte das normas ISO 11843-2 e ISO 8466-
1 e (ii) pela comparagdo dos resultados gerados pelas
planilhas com os resultantes do processamento manual
dos dados.

Quando dados constantes em exemplos de duas
normas ISO (dados de entrada) foram inseridos nos
campos a eles designados em duas planilhas diferentes, foi
observada concordancia entre os resultados apresentados
pelas normas e aqueles calculados pelas respectivas
planilhas (Tabela 1). Posteriormente, simplificagdes
foram introduzidas nas planilhas de modo a contemplar
0 seu uso em rotina laboratorial e, na comparacdo com
o processamento manual dos dados, todas as planilhas,
simplificadas ou ndo, mostraram resultados em
concordancia.

Aplicagdo das planilhas

O conceitoinicial que norteou o desenvolvimento
das planilhas era possibilitar que a simples introdugédo de
dados obtidos experimentalmente (dados de entrada ou
dadosbrutos como valores de absorbancia, por exemplo),
e que sdo frequentemente grafados em cadernos
especificos durante a realizacao de uma analise, pudesse

obter como dados de saida (resultados) ndo somente as
concentracdes dos analitos nas amostras, mas também
os respectivos intervalos de confianca. Posteriormente,
constatou-se que seria também interessante ter uma
visao geral da qualidade analitica da curva de calibragao
construida (tendo em mente que o erro analitico é uma
combinagdo da incerteza na determinacdo do valor
medido e da incerteza na estimativa dos coeficientes
da regressdo), bem como acessar alguns parametros
de relevancia, como o L, e o L,. Assim, a Figura 3
apresenta uma vista geral de uma planilha desenvolvida,
na forma simplificada, para a andlise de nitrito em
aguas para consumo humano por espectrofotometria.
Contudo, deve ser ressaltado que as planilhas aqui
apresentadas continuardo a ser aperfeicoadas, seja na
sua apresentacao, seja na inclusdo de calculos adicionais,
ou, ainda, na sua adaptagdo a outras situacdes (como na
andlise de alimentos, por exemplo), em sintonia com a
filosofia da qualidade em termos da melhoria continua.

Na Figura 3 podemos observar a demarcagéo de 6
regides: na regido A estdo os campos (células no software
Excel) para identificagdo geral da andlise (analito, data,
analista e responsavel pelo preenchimento da planilha; na
regido B estdo os campos para os dados iniciais de entrada (6
concentragdes em mg/L das solugdes-padrao, e respectivas
absorbancias a 543 nm); uma vez introduzidos estes dados,
sdo produzidos resultados nas regides C, D e E. Na regido C

15
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Tabela 1. Validagdo de planilhas desenvolvidas por comparagdo com exemplos em normas ISO

Comparagao com ISO 11843-2

Comparagiao com ISO 8466-1

Parimetro (I=6]J=3;L=1;K=3) (I=10]J=1;L=1;K=3)
Resultados da norma Resultados da planilha® Resultados da norma Resultados da planilha®
X 1,1167 1,11667 0,275 0,275
S, =J.2(x -x) 20,425 20,425 Nao calculado Nao calculado
a 9,9959 x 10 9,99592 x 10° 0,018 0,018
b 0,02374 0,023741 2,5752 2,57527°
G 1,1099 x 107 1,10993 x 10°* 0,0052 0,00517
Yo 0,00140 0,001399 Naio calculado Naio calculado
X, 0,055 0,0548 Naio calculado Naio calculado
X, 0,110 0,1095 Nao calculado Naio calculado
X Nio calculado Nio calculado 0,240 + 0,003 0,2396 + 0,0031
‘Resultados  fornecidos com uma casa decimal adicional em relagdo aqueles constantes nas respectivas normas

®Este resultado foi confirmado pelas regressoes realizadas nos softwares Excel® 2010 e Origin 8.1, assim como por processamento manual dos

dados

estdo indicados parametros da regressao linear (3, b, S, G,
R?); na regido D estdo informados os 3 graficos resultantes:
curvade calibragdo, grafico de residuos elimites de predigao.
Este tltimo grafico é resultado do processamento de dados
da regido E que indica também: Yo Xo Vi X %o (LD), LQ,
Siq € CVLQ. Em adigéo, os resultados para X, (LD), LQ, Sio
e CV,, s@o convertidos para a sua expressdo em termos
de concentragdo de nitrito (NO,’), uma vez que os dados
de concentragio das solu¢des-padrdo sdo introduzidos
na planilha em termos de concentragao de nitrogénio (N-
NO,) - tal conversio foi introduzida em vista da diferenga
no estabelecimento dos Valores Maximos Permitidos
(VMP) entre a legislagdo da dgua destinada ao consumo
humano proveniente de sistema e solugdo alternativa
de abastecimento (Portaria 2914/11'°, concentra¢do
em N-NO,) e a legislagio para dguas envasadas e
gelo (Resolugaio RDC n° 274/05", concentragdo em
NOZ’). Finalmente, na regidao F, estido as células para a
introducio de dados sobre as amostras: identificacio,
valores de absorbancia e fatores de diluicio - como
resultados, aparecem as concentragoes (mg/ L), em N-NOZ’
e em NO,, acompanhadas dos respectivos intervalos de
confianca (95 %).

De estrutura similar a da Figura 3 sdo as planilhas
adaptadas para as determinagdes de nitrato, ferro e nitrito
(a concentragbes maiores) em 4aguas para cONsSuUMo
humano. A Tabela 2 exibe valores tipicos dos parametros
calculados pelas planilhas. A planilha desenvolvida para
nitrito a concentragdes mais elevadas foi adaptada da
constante na Figura 3, simplesmente pelo aumento dos
niveis de concentragdo das solugdes-padrao, uma vez que
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0 VMP estabelecido para dguas provenientes de sistema e
solugdo alternativa de abastecimento é aproximadamente
160 vezes maior que o VMP para aguas envasadas
e gelo, considerando a comparagio dos VMPs em
uma expressio comum: ou concentragio em N-NO/
, ou concentracdo em NOZ’. Apds serem submetidas a
validagao por processamento manual dos dados, as quatro
planilhas vém sendo utilizadas rotineiramente no IAL de
Ribeirdo Preto. Em adicdo, na Tabela 2 estdo indicadas
as concentragoes das solugdes-padrao utilizadas nas
respectivas curvas de calibragao.

DISCUSSAO

Uma primeira demonstracao da versatilidade
da planilha pode ser extraida das duas primeiras
colunas da Tabela 2: a simples mudanca dos niveis de
concentragdo das solugdes-padrdo empregadas pode
ajustar a curva aos niveis de detecgdo e quantificagio
desejados. Assim, enquanto o primeiro método
(primeira planilha, primeira coluna da Tabela 2) para
nitrito apresenta L = 0,0016 mgN-NO,/L (= 0,0054
mgNO, /L) eL,=0,0033 mgN-NO, /L (= 0,011 mgNO,’
/L), o segundo método (segunda coluna da Tabela 2)
apresenta L = 0,0027 mgN-NO, /L (= 0,0090 mgNO
/L) e L, = 0,0054 mgN-NO,/L (= 0,018 mgNO, /L.
Como este ultimo limite de quantificagdo estd muito
proximo do VMP pela Resolugdo RDC n° 274/05 (0,02
mgNO, /L), seria justificada a utilizagdo da primeira
planilha na andlise de aguas envasadas e gelo.

Com algumas modificagdes, a planilha também
pode ser adaptada a situagoes diferentes das apresentadas
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neste trabalho. Por exemplo, ao passarmos de uma curva
com 6 solugdes-padrdo (como as indicadas na Tabela
2) para 5 solugdes (incluindo o branco), as seguintes
modificacdes sdo necessarias: ¢ deve ser recalculado
para 3 graus de liberdade (equagdo 7); na expressdo
de s, (equagdo 9), o denominador na raiz deve incluir
agora I = 5) e modificagdes semelhantes devem ser
realizadas nas equagdes 11-15 e 19; como na planilha
existem duas células especificas para valores de t, cada
uma delas designada para os casos unilateral e bilateral,
a substitui¢do destes valores de t pelos correspondentes
a nova situagdo (3 graus de liberdade) promovera a
modificagdo automatica das células que fazem uso destes
valores (equagoes 11-15 e 19).

O exposto no paragrafo anterior conduz a outra
consideragao: a simplificacdo das planilhas, refletindo a
simplificagdo dos métodos rotineiros quando comparados
aos respectivos métodos nas condi¢oes de validagdo. Por
exemplo: em uma valida¢ao, uma série de, no minimo, 5
solugdes-padrao sao preparadas (I > 5) em, no minimo,
3 replicatas (J] = 3), e em cada solugdo preparada sdo

realizadas, no minimo, duas medidas do sinal analitico (L
> 2); em uma tipica analise de rotina, uma série unica de 5
solugdes-padrao é preparada (I=5,] = 1) eamedidado sinal
analitico de cada solugao-padrio é realizada no inicio e no
final da analise (L = 2). O impacto dessa simplificacao do
método, essencialmente sobre os parametros envolvendo
precisao (G, Sy Sps pred(,), pred(m, Yo Xo X LQ, Sway CV(LQ))
é controlado pela planifha, permitindo avaliar se o método,
quando usado em rotina, ndo perde significativamente
sua qualidade analitica, retendo satisfatoriamente suas
caracteristicas definidas na validacao.

Além de controlar a qualidade analitica da curva
de calibragdo entre as andlises (ao longo do tempo, desde
a validagdo do método), a planilha permite também
o diagndstico grafico de ocorréncias ndo usuais na
construgdo da curva de calibracdo da andlise sendo
realizada como, por exemplo, a preparagdo inadequada
de uma das solugdes-padrdo: esta solugdo poderd ser
identificada pelo grafico de residuos, enquanto as curvas
de intervalos de predi¢do apresentardo um afastamento
anormal da reta de calibracdo. Estes recursos visuais

Tabela 2. Resultados tipicos de calculos das planilhas desenvolvidas neste trabalho

Resultados das planilhas *

Parametro Nitrito Nitrito Nitrato Ferro
(020,025 mgN/L)® (020,20 mgN/L)® (0a2,0 mgN/L)° (0 a 0,80 mgFe/L)®

X (mg/L) 0,0128 0,0887 0,867 0,35
S, =J.Z(xX) 0,000459 0,0318 3,033 0,475
a 0,0009 0,00036 0,013 0,008
s, 0,0008 0,0012 0,004 0,002
b 2,776 2,865 0,258 0,200
s; 0,049 0,011 0,003 0,003
¢ 0,00105 0,00192 0,00577 0,00232
R 0,99876 0,99994 0,99934 0,99887
Ve 0,0031 0,0043 0,025 0,013
x. (mg/L) 0,0008 0,00137 0,046 0,024
x, (mg/L) 0,0016 0,0027 0,091 0,048
L, (mg/L) 0,0033 0,0054 0,18 0,095
Suq (mg/L) 0,0003 0,0005 0,02 0,010
CV,,q (%) 9,7 10,0 11,1 10,2

*Célculos baseados em: K = 2 (amostras em duplicata); I =6 (6 solugdes-padrao); J = 1 (uma preparagao para cada solugdo-padrao); L = 2 (duas
medidas de absorbancia em cada solugdo-padrio). "Faixa de concentra¢des das solu¢des-padrio
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permitem a tomada de decisio para uma agdo
corretiva imediata, como substituir a solu¢ao-padrio
inadequadamente preparada, antes que as amostras sejam
analisadas. Resumindo, além da andlise da qualidade
analitica da curva de calibragdo por meio de parametros
numéricos, o analista dispoe de informagdes graficas
facilmente interpretaveis.

Parafinalizarestadiscussao, tornam-senecessarias
algumas consideragdes sobre os parametros CCa (limite
de decisao) e CCP (capacidade de deteccdo), definidos
pela Comissao das Comunidades Europeias (CCE) em
2002" e utilizados pelo Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes — Animal (PNCRC-Animal)
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento'.
Por defini¢ao, CCa significa o limite a partir do qual pode
ser concluido, com uma probabilidade de erro a, que
uma amostra é ndo conforme, enquanto CCP significa o
menor conteido da substancia que pode ser detectado,
identificado e/ou quantificado em uma amostra com
uma probabilidade de erro . No caso de substancias
para as quais nao foram estabelecidos limites permitidos
(ou seja, para substancias proibidas), CCp ¢ a mais baixa
concentracao na qual um método é capaz de detectar
amostras contaminadas com uma certeza estatistica de
probabilidade 1 - . No caso de substancias com limites
permitidos estabelecidos (VMPs), CCP é a concentragdo
na qual o método é capaz de detectar concentragdes
dentro do limite permitido com certeza estatistica de
probabilidade 1 - B. Em outras palavras, nas situagoes
envolvendo CCp, o poder do teste de hipoteses aplicado
¢ 1 - B. Portanto, primeiramente, é preciso salientar
que tanto CCa quanto CCp referem-se ao dominio das
concentracdes, e ndo ao dominio dos sinais analiticos.
Em segundo lugar, em se tratando de concentragoes, é
interessante comparar as formas de calculo propostas.
Em ambos os casos, limites permitidos estabelecidos ou
ndo estabelecidos, a CCE estabelece que uma das formas
de se calcular CCa seria por meio do procedimento
indicado pela ISO 11843-1,2 (procedimento este que
foi utilizado na preparagdo da planilha inicial deste
trabalho, e seguido nas planilhas simplificadas seguintes),
mas, ao invés de utilizar a “studentizacio” dos dados
(distribui¢des t, sendo t o quociente de um residuo por
uma estimativa do desvio-padrao) na previsio de CCa
(esta “studentiza¢do” conduz a obtengao de x. da ISO, ou
do valor critico da concentracio neste trabalho), adota a
abordagem de fazer a previsdo considerando distribui¢do
normal para CCa e, como medida de dispersao, o desvio

padrao de precisao intermedidria do intercepto (a =1 %)
ou do limite permitido (a = 5 %), para substancias com
limites permitidos nido estabelecidos ou estabelecidos,
respectivamente. Observagoes semelhantes podem ser
feitas com relagao ao calculo de CCp. Esta diferenca
de abordagem entre ISO e CCE (dados “studentizados”
versus dados normais) ja havia sido observada em 2004
por Desimoni® ao criticar algumas das propostas da CCE.

CONCLUSAO

A proposta deste trabalho foi demonstrar que
parametros importantes de uma curva de calibracao
podem ser controlados rotineiramente com facilidade,
desde que planilhas de calculo sejam criteriosamente
construidas em software acessivel, tendo em mente que
amelhoria da qualidade analitica dos resultados gerados
por laboratérios de Satde Publica deve ser uma busca
incessante, dada a importancia dos laudos gerados ,em
consequéncia destes resultados, na tomada de deciséo.
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