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A espectrometria de absor¢do atémica com chama (FAAS) é uma técnica analitica bem estabelecida, e muito
utilizada em laboratérios de rotina. Entretanto, erros sistematicos e/ou aleatorios, que podem ocorrer durante a
execucdo das analises, podem prejudicar a exatiddo e precisdo dos resultados analiticos. Sendo assim, é de
extrema importancia que 0 método proposto para cada elemento e tipo de amostra seja validado. Neste trabalho
foi apresentado um protocolo de validagéo para a determinacao de cobre em efluentes utilizando a técnica de
FAAS.

1. Introdugéo

Apesar da técnica de espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS) ser bem estabelecida e
suficientemente robusta para a determinagdo quantitativa de elementos em laboratérios de rotina, erros
sistematicos efou aleatérios causados por alteracdes que ocorrem na temperatura da chama, na taxa de
aspiragao da solugdo, na composi¢do da amostra, entre outras, podem prejudicar a exatido e precisdo dos
resultados analiticos (FERNANDES et al., 2003). Resultados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a
decisdes desastrosas e prejuizos financeiros irreparaveis, e por isso, € de extrema importancia que o método

proposto para cada elemento e tipo de amostra seja validado.

O desempenho de um procedimento analitico (ou a qualidade dos resultados analiticos) envolvendo analise
instrumental depende de dois parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica
dos calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um
método durante as operagdes de rotina de um laboratério € estabelecer os limites destes pardmetros por meio

da estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como validagéo (RIBEIRO et al., 2008).

A validacao no laboratério (“in house validation”) consiste em executar as etapas de validagao dentro de um
Unico laboratorio, seja para validar um método novo que tenha sido desenvolvido ou para verificar que um
método adotado seja bem aplicado, enquanto que uma validagdo completa envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial. Os parametros de validagdo (figuras de mérito) envolvem:
seletividade; faixa de linearidade; sensibilidade do método, representada pelos limites de detecgdo (LD) e
quantificagdo (LQ); precisao e exatiddo (INMETRO, 2011).
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi validar um método para a determinagédo de cobre em efluentes por FAAS utilizando
como ferramenta uma planilha de validagéo desenvolvida no laboratério da COAM. Esse trabalho foi o ponto de

partida para a validagao de outros procedimentos analiticos.

3. Material e Métodos

Foi utilizado um espectrdmetro de absor¢do atdmica com chama Agilent, modelo SpectrAA-55b. Todas as
medidas de absorvancia foram resultantes da média das medidas de absorvancia (n = 3). As condigbes
operacionais para a determinag@o de cobre por FAAS foram: gas ar /acetileno com 99,7 a 99,8% de pureza,
corrente da ldmpada igual a 10 mA, comprimento de onda igual a 324,8 nm e fenda igual a 0,5 nm. Todas as
solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada e todos os reagentes utilizados foram, pelo menos, de
grau analitico (P.A.). A solugdo estoque de 1000 mg L' de cobre foi fornecida pela Merck. Todas as solugbes
intermediarias foram preparadas diariamente em solugdo de acido nitrico 5% v/v. A planilha de validagéo foi

elaborada no software Excel da Microsoft Office 2010.
3.1. Procedimento para obtencéo das Figuras de Mérito

3.1.1. Especificidade

Especificidade é a capacidade de medir apenas o analito de interesse em presenga de outros componentes ou
interferentes que possam estar presentes na matriz da amostra. A especificidade foi avaliada através do teste de
recuperagao. Entretanto, primeiramente foi construida, em triplicata, uma curva analitica (0,1-1,0 mg L-* Cu) em
solugao de HNO; 5% viv. As medidas do sinal analitico (absorvancia) foram aplicados os testes de Grubbs e de
Cochran. O primeiro teste (descrito na equagédo 1) verificou a existéncia de valores aberrantes e o segundo
(descrito na equagéo 2), se os resultados da curva analitica apresentavam carater homocedastico. Para a
andlise de Grubbs, foi utilizado o valor G tabelado de 1,155 para a = 0,05 de confianca e n = 3. Para a analise de
Cochran, o valor de C tabelado foi de 0,6838 (a = 0,05). A curva analitica foi elaborada pelo método dos minimos
quadrados. O teste de recuperagédo consistiu em se determinar a concentragdo de Cu em uma aliquota de uma
amostra de efluente e em outra aliquota da mesma amostra fortificada com 0,25 mg L' de Cu. Uma recuperagao
de 100% foi considerada para a concentragéo adicionada de 0,25 mg L' de Cu. Recuperagdes de Cu entre 90 -

110 % foram interpretadas como auséncia de efeito de matriz.

G :Xi__)_(‘ (1)

calc
S

Onde: Gearc = valor de G calculado; X; = valor suspeito de ser aberrante, X = média dos valores e s = desvio

padréo.
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n
Onde: s® max= maior das variancias dos niveis de concentrago; Zsf = soma da variancia para os niveis da
i=1

curva.
3.1.2. Precisao do instrumento

Precisdo instrumental é definida como o grau de concordéncia entre resultados independentes, obtidas sob
condigdes controladas e pré-definidas. Os valores de desvio padrdo utilizados para a analise do critério

“Especificidade” foram usados para o calculo dos coeficientes de variagéo (CV) através da equagao 3.

CV (%) = (s/x)*100 3)
Onde, x =média dos valores e s = desvio padréo.
3.1.3. Linearidade

Linearidade é a habilidade de um método analitico para produzir resultados que sejam diretamente proporcionais
a concentragdo do analito nas amostras, em uma dada faixa de concentracéo, através de uma reta. As curvas
construidas no critério “Especificidade” foram utilizadas na analise desta Figura de mérito. Foi verificado o
resultado obtido para o Teste de Cochran (item 3.1.1) e calculado o coeficiente de correlagdo (r) da curva

analitica com o auxilio da planilha de validagao.

3.1.4. Sensibilidade

Sensibilidade & o pardmetro que demonstra a variacdo da resposta em funcdo da concentragdo do analito. E
expressa pela inclinagdo da curva analitica. O coeficiente angular da curva analitica foi obtido no critério
“Especificidade” (item 3.1.1).

3.1.5. Faixa de trabalho

Faixa de trabalho é a faixa na qual 0 analito pode ser determinado com precisao e exatiddo aceitaveis. Esta faixa

pode ser definida pela curva analitica que sera utilizada, ou seja, € a faixa linear assegurada do método.
3.1.6. Limite de deteccédo

Limite de detecgao € a menor quantidade de analito presente na amostra, que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada. Foram analisadas dez solugdes branco, e calculado o desvio padrdo das medidas

(Ser). O limite de detecgéo foi calculado a partir da equagao 4.
LD (mg L") =3 x Sp/b (4)

Onde, Sy = desvio padrdo das medidas e b= sensibilidade da curva analitica.
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3.1.7. Limite de quantificagdo

Limite de quantificacdo ¢ a menor quantidade de analito presente no amostra, que pode ser determinado com
exatidao e precisao aceitaveis. Foi utilizado o valor de LD calculado no item 3.1.6 e a planilha de validag&o para
calcular o LQ do analito presente na amostra. Apds esta etapa, foram preparadas cinco solugdes independentes
de solugédo padrao (solugbes teste), de concentracdes iguais a do limite de quantificagdo calculado, para a

confirmacao do resultado.
3.1.8. Exatidao

Exatiddo € a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente

como verdadeiro. A exatiddo pode ser avaliada por meio da recuperagao ou por meio da preciséo.
3.1.9. Recuperagao

A recuperacdo determina a eficiéncia do método, ou seja, a recuperagao expressa a porcentagem do analito que
0 método € capaz de analisar, em outras palavras, exprime o grau de concordancia entre o resultado de uma
medic&o e o valor aceito como referéncia. Em cada triplicata dos niveis da curva, foi calculada a concentragéo
média prevista pela equacédo da reta da curva analitica. Em seguida, calculou-se a recuperagao de cada valor,

com relagdo aos respectivos valores de concentragdo nominal.
3.1.10. Precis&o

Precisdo é o grau de concordancia entre os resultados.
3.1.10.1. Repetitividade

Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados das medigdes sucessivas de um mesmo método,
efetuadas sob as mesmas condigdes de medicdo (condicbes de repetitividade), ou seja, mesmo procedimento,
instrumento (usado sob as mesmas condigdes), local, analista e repeticdes em um curto intervalo de tempo. A

solugdo padrao de concentragdo igual a 10 mg L' foi analisada dez vezes e calculado o desvio padrao relativo.
3.1.11. Preciséo intermediéria

Precisdo intermediaria é uma estimativa da previsdo quando uma mesma amostra é analisada pelo mesmo

procedimento, por instrumentos diferentes ou por analistas diferentes e em diferentes periodos de tempo.
3.1.11.1. Avaliacdo da mudanca de analista

Separadamente dois analistas realizaram, em seis repeticdes, a analise das solugdes padréo nas seguintes
concentragdes de analito: 0,1 = 0,5 - 1 mg L' Cu. As analises foram realizadas no equipamento de rotina do

laboratorio. Os resultados foram analisados pelo teste ¢ pareado, equagéo 5.
Teal = (H*(n)o’s )/Sd
a = Zdi/n

Se= (X(d-d )& (n-1))°5 (5)
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Onde di é a diferenga entre os resultados obtidos para cada analista; d é a média das diferengas; n € o nimero

de pares comparados € Sqé 0 desvio padrao das diferencas.
3.1.11.2. Avaliagao da estabilidade ao longo do tempo

Apbs a construgdo da curva analitica, foi analisada uma amostra em triplicata juntamente com uma solugéo
padrao de concentracao intermediaria. Este procedimento foi realizado uma vez por dia durante uma semana. A
diferenca de resultados foi avaliada através do célculo de recuperagéo. A primeira medida foi considerada igual a
100% de recuperagéo. Os valores seguintes foram considerados estaveis quando apresentaram recuperagdes
entre 95 e 105%.

4. Resultados e Discussao

Para a obtencdo das figuras de mérito foi utilizada uma planilha de validagdo desenvolvida no laboratorio da
COAM. A Figura 1 apresenta os resultados obtidos no item "Especificidade”. A aplicagdo do teste de Grubbs
indicou que néo ocorreram valores aberrantes. A aplicacdo do teste de Cochran indicou que na faixa de trabalho
estudada (0,1- 1,0 mg L' Cu), a curva analitica apresentou linearidade e homocedasticidade. A equacao da
curva analitica foi igual y= 0,0248x + 0,0045, e o coeficiente de correlagao (r) foi igual a 0,9996. A recuperagéo
obtida para a amostra fortificada foi igual a 100 + 2%, indicando que n&o houve interferéncia de matriz e,

portanto a curva analitica pode ser construida em solugdo de HNO3 5% viv.

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos de preciséo do instrumento e exatiddo. Em todos os niveis de
concentragdo da curva analitica, os valores foram concordantes (CV < 1,25%) e apresentaram recuperagdes

variando entre 97,5 e 102,4% indicando que a medida instrumental é precisa e exata, respectivamente.

Os Limites de detecgdo e quantificagdo para Cu em efluentes foram satisfatérios (LD = 0,00547 mg L' e LQ=
0,01822 mg L"), pois atenderam as condi¢bes padrdes e exigéncias dispostos na Resolugdo CONAMA n° 357
para langamento de efluentes (valor méximo de Cu dissolvido igual a 1,0 mg L") (Figura 3). O desvio padréo
relativo (RSD%) encontrado para as medidas do sinal analitico de uma solugéo padrdo intermediaria (0,50 mg L

Cu) foi igual a 0,56% indicando que os resultados analiticos apresentaram boa preciséo.

Para avaliar a “Precis&o intermediéria”, as amostras foram analisadas por dois analistas diferentes (Figura 4). Os
resultados calculados utilizando o teste t pareado (fcac< tivelado) indicaram que as respostas foram
estatisticamente semelhantes e, portanto, o protocolo pode ser seguido por dois analistas. Também, foi estudada
a estabilidade da amostra durante uma semana, e os resultados indicaram que a amostra permaneceu estavel,

apresentando recuperagdes entre 95 e 102%.
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Figura 1. Planilha dos resultados obtidos no item “Especificidade”.

Figura 2. Planilha dos resultados obtidos nos itens “Exatiddo” e “Precis&o do instrumento”.

Figura 3. Planilha dos resultados obtidos nos itens “Limite de detecgéo, Quantificagéo e Repetitividade”.
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Analista: Julianna Analista: Renata

Concentragao Concentragao
Concentracéo planilha Concentracéo planilha
nominal incerteza Grubbs Concentragéo nominal incerteza Grubbs  Concentragao
mg IS 1,944 Aprovada Média Diferenca mg e 1,944 Aprovada Média
0,24 "09129 02440 0,25 "12010 ©  0,2500
0,24 "09120 "~ 02440 0,24 "06455 " 02400
Q95 0,24 0,0000 0,2430 Qs 0,25 1,2910 0,2500
’ 024 0,0000 0,2430 ’ 024 0,6455 0,2400
0,24 "00000 "~ 02430 0,24 "06455 ©  0,2400
024 "18257 © 02410 024 -0,0003 024 "06455 ©  0,2400 0,24
0,47 "06358 " 04680 0,48 "12010 © 04800
047 "06358 " 04680 047 "06455 © 04700
0D 0,47 ’ 0,6358 ' 0,4680 2D 0,47 ' 0,6455 0,4700
’ 0,46 1,5442 0,4640 ’ 048 1,2910 0,4800
0,47 "06358 " 04680 047 "06455 © 0,700
047 "09992 " 04650 047 -0,0065 047 "06455 © 04700 047
0,73 "o04428 " 0,7290 0,74 "06455 ©  0,7400
0,73 “11070 ©  0,7300 0,75 "12010 ©  0,7500
075 0,73 1,5498 0,7260 075 0,74 0,6455 0,7400
0,73 0,8856 0,7270 0,74 0,6455 0,7400
0,73 "04428 "~ 0,729 0,75 "12010 © 07500
0,73 "04428 "~ 07290 0,73 -0,0150 0,74 "06455 ©  0,7400 0,74
Média -0,007
Desvio Padréo 0,007
t 1,712
Yapelado (n=3) 4,303
Critério de
aceitacdo Né&o ha diferenca entre analistas

Figura 4. Planilha dos resultados referentes a precisdo intermediaria avaliando a mudanga de analista.

5. Conclusao

O protocolo para a validagdo de um método instrumental monoelementar foi implementado na COAM. Os
resultados obtidos para a determinagdo de Cu na amostra de efluente analisada apresentaram boa precisao e

exatidao, validando assim, o método estudado.
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