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RESUMO

Este trabalho apresenta metodologias de desenvolvimento, otimizacdo, e
validagdo de procedimentos de medicdo eletroquimica de parametros
bioquimicos em fluidos biolégicos. As ferramentas desenvolvidas foram
aplicadas a medicao voltamétrica, simples e de baixo custo de acido urico (AU)
em soro humano que se apresenta como uma alternativa confiavel as medicdes
realizadas pelo método de referéncia espectrofométrico. Foi estudada a medicao
de AU no soro visto a ser utilizada no diagnostico de varias doencas, tais como
gota, doencas cardiovasculares e neoplasias. O eletrodo de trabalho modificado
desenvolvido e otimizado é composto por 25 % de lignina, 60 % de nanografite,
15 % de Oleo mineral e cobre metalico eletrodepositado. As medi¢des foram
realizadas por um método de adicdo cumulativa de padrao (MAP-C), recorrendo
a um novo tratamento estatistico dos dados de calibracdo, que permite a
calibragdo da instrumentagdo num pequeno volume de soro. A incerteza da
medicdo foi estimada recorrendo a diversas abordagens bottom-up
desenvolvidas e usando abordagens pragmaticas top-down apresentadas na
bibliografia. As componentes de incerteza foram combinadas usando a Lei de
Propagacao de Incertezas ou os métodos numéricos de Kragten e Monte Carlo.
Procedeu-se igualmente a uma avaliagdo bayesiana da incerteza da medicao
que envolve a atualizacao de dados da prevaléncia de acido Urico na populacao
com o resultado da medicdo do soro especifico analisado. Os modelos
metrolégicos desenvolvidos foram implementados em folhas de calculo MS-
Excel de facil utilizacdo pelo analista. As avaliagdes bottom-up da incerteza da
medicao recorreram a estimativas da incerteza de extrapolacéo produzidas pelo
modelo de regressao ou usando simulacdes de Monte Carlo aplicaveis quando
0s pressupostos do modelo de regressdao ndao sao cumpridos. O método de
adicao cumulativa de padréao foi aplicado com sucesso a anélise de soro humano
pela adicdo de 1,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 9,0 mg dL'" de AU a 5mL de soro.
A adequacdo da qualidade das medicdes eletroquimicas foi avaliada
comparando sua incerteza com um valor alvo de 0,56 mg dL"" (uma oitava parte
das faixas de AU de individuos saudaveis) e avaliado a compatibilidades das
medicoes com determinacdes realizadas pelo procedimento de referéncia. As
medicdes realizadas revelaram-se vélidas e com menor custo do que as
produzidas pelo método de referéncia. As ferramentas desenvolvidas para a
construcdo e otimizacao de eletrodos de trabalho sdo aplicaveis a medicao de
outras espécies de analise e em outras matrizes. O método de adicao cumulativa
de padrdao desenvolvido, bem como os modelos de medigdo respectivos
desenvolvidos, sao aplicaveis a qualquer tipo de medicao instrumental nao
destrutiva de solugdes.

Palavras Chaves: Eletrodo modificado. Acido Urico. Soro. Método de Adicdo de
Padrdo. Validacao de Procedimentos. Incerteza da Medicao.



ABSTRACT

This work presents methodologies for the development, optimization and
validation of procedures for the electrochemical measurement of biochemical
parameters in biological fluids. The developed tools were applied to voltammetric,
simple and low-cost measurements of uric acid (AU) in human serum, which
proved to be a reliable alternative to the spectrophotometric reference method. It
was studied the measurement of AU in serum since it is used in the diagnosis of
various diseases, such as gout, cardiovascular diseases and neoplasms. The
developed and optimized modified working electrode is composed of 25 % lignin,
60 % nanocarbon, 15 % mineral oil and electrodeposited copper. The
measurements were performed using a cumulative standard addition method
(MAP-C), using a new statistical treatment of the calibration data, which allows
the calibration of the instrumentation in a small volume of serum. The
measurement uncertainty was estimated using developed bottom-up approaches
and using pragmatic top-down approaches presented in the literature. The
uncertainty components were combined using the Uncertainty Propagation Law
or the numerical Kragten and Monte Carlo methods. A bayesian evaluation of the
measurement uncertainty was performed, involving the updating of uric acid
prevalence in the population with the result of the measurement of AU in the
specific serum sample. The developed metrological models were implemented in
user-friendly MS-Excel spreadsheets. The bottom-up assessments of
measurements uncertainty involve the estimation of the extrapolation uncertainty
from the regression model or using Monte Carlo simulations applicable to when
the assumptions of the regression model are not valid. The cumulative standard
addition method was successfully applied to the analysis of human serum by
adding 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 and 9.0 mg dL"" of AU to 5 mL of serum. The adequacy
of the electrochemical measurements was assessed by comparing their
uncertainty with a target value of 0.56 mg dL! (one-eighth of the range of AU in
healthy individuals) and by evaluating the compatibility of measurements with
determinations performed by the reference procedure. The performed
measurements are valid and significantly cheaper than those produced by the
reference method. The tools developed for the construction and optimization of
working electrodes are applicable to the measurement of other analytes and
matrices. The developed cumulative standard addition method and respective
measurement models, are applicable to any kind of non-destructive chemical
measurement of a solution.

Keywords: Modified electrode. Uric acid. Serum. Standard Addition Method.
Validation of Procedures. Measurement Uncertainty.
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1 INTRODUCAO

O &cido urico (AU) é um composto de grande interesse biomédico pois
executa fungdes essenciais do metabolismo dos mamiferos, no qual o AU é um
produto do metabolismo das purinas. Niveis anormais de AU sdo sintomas de
varias doengas, dentre elas o infarto e a doenga de Lesch—Nyhan
(Wu et al., 2016). O nivel de concentragdo do AU em fluidos corporais tais como
células, plasma sanguineo e urina € um biomarcador de muitas condigdes
clinicas, incluindo hiperglicemia e a gota (Rho et al., 2011). Numerosas doencas,
condicbes fisiologicas, alteracbes bioquimicas, fatores sociais e ambientais
estdo associados a aumentos da concentracdo de acido urico plasmatico
(Moriwaki, 2014).

O procedimento padrao utilizado nos laboratérios de analises clinicas para
a andlise de AU em soro sanguineo € um método colorimétrico enzimatico em
que o acido urico € oxidado pela uricase (UOD), catalisada pela
peroxidase (POD), no qual o peréxido de hidrogénio formado reage com o
diclorofenolsulfonato (DCFS) e 4-aminoantipirina (4-AMP), produzindo uma
antipirilqguinonimina de cor vermelha. A absorvancia do composto formado é
medida a 505 nanometros, sendo diretamente proporcional a concentracéo de
acido urico da amostra (Kageyama, 1971).

A desvantagem desse procedimento € o custo da analise, a interferéncia
causada por efeitos de matriz que podem inibir a acdo da uricase, a turbidez de
algumas amostras e 0 aguecimento da amostra, podendo causar perdas do item
analisado, e consequentemente conduzindo a resultados de medicéao
equivocadamente elevados (Benini et al., 2014).

Outras técnicas utilizadas na determinacao de acido Urico encontradas na
literatura sdo a fluorimétrica (Jin et al., 2016), espectrofotometria alternativa a
mencionada (Khajehsharifi et al., 2017), além de técnicas eletroquimicas como
a voltametria de onda quadrada (Granero et al., 2016), pulso diferencial
(Uzun et al., 2015) e a amperometria (Guo et al., 2016).

As técnicas eletroquimicas sdo especialmente adequadas a esta
finalidade devido ao seu baixo custo. Os avancos da eletrbnica permitiram a
simplificac@o da instrumentacao, em particular para determinacao de acido urico.
Outro aspecto importante para o emprego de eletrodos modificados é que estes

permitem uma maior interacdo entre as espécies presentes em solucdo e a



30

superficie do eletrodo, assegurando maior seletividade e sensibilidade
(Martin et al., 2012).

Por causa da sensibilidade das técnicas eletroquimicas a efeitos de
matriz, utiliza-se o método de adicdo de padrao (MAP). O MAP apresenta
limitacdo em relacdo a quantidade de amostra necessaria para proceder as
adicdes de padrao, o que dificulta a sua aplicagdo. No entanto, a realizacao de
adicdes cumulativas do padrao a mesma porcao analitica de amostra, torna mais
vidvel a implementagdo do MAP. Porém esta estratégia de adicdo tem como
desvantagem a diluicdo progressiva da amostra, podendo causar erros nas
andlises se esta nao for considerada nos calculos (Goncalves et al., 2016).

A adicao de padrao é especialmente apropriada quando a composi¢ao da
matriz da amostra é desconhecida ou complexa, e afeta o sinal analitico.
Logo, o MAP compensa uma série de interferéncias ao se adicionar quantidades
conhecidas do objeto de analise a amostra desconhecida (Steliopoulos, 2015).

Para que uma determinacdo analitica seja adequada, essa devera
apresentar uma incerteza conhecida inferior a um valor maximo admissivel
designado como incerteza alvo (Bettencourt da Silva, 2016). Considerando que
o valor de &cido urico em individuos saudaveis varia entre 2,5 a 7,0 mg dL ™" para
homens e 1,5 a 6,0 mg dL' para mulheres, de acordo com o guia
Eurachem/CITAC para a definicao da incerteza alvo (Eurachem/CITAC, 2015),
a incerteza expandida alvo sera de 0,56 mg dL™' (um oitavo da amplitude do
intervalo controlado).

E importante assegurar a qualidade das medicdes de AU visto que valores
superiores a 7,0 mg dL"' podem servir de indicativo de que o paciente seja
portador de ao menos uma das possiveis doencas: 1) gota; 2) insuficiéncia renal;
3) leucemia; 4) policitemia; 5) mieloma multiplo; 6) intoxicacdo por chumbo e
7) cetoacidose, na sindrome de Lesch-Nyhan e nas hiperuricemias idiopaticas.
Por outro lado, valores inferiores a 1,5 mg dL" sdo pouco frequentes, mas podem
indicar doencas tais como: 1) sindrome de Fanconi; 2) doenca de Wilson e
3) doencas malignas, tais como linfoma de Hodgkin e carcinoma broncogénico.
A presenca de baixos niveis de acido Urico esta associada a perturbagdes
neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson, esclerose mudltipla e
Alzheimer (Kutzing et al., 2008). O teor de AU por si ndo permite identificar uma

doencga, mas pode ser um indicativo (Zuo et al., 2016).
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A literatura apresenta varias abordagens para a avaliacao da incerteza da
medicao destacando-se a abordagem bottom-up, a qual permite uma avaliacao
mais fina da incerteza a partir do levantamento detalhado de todas as
componentes de incerteza. O levantamento da contribuicdo relativa das
componentes de incerteza permite otimizar os custos e a incerteza da medicao
a partir de intervengcdes ao nivel das componentes de incerteza minoritarias e
maioritarias, respectivamente (Burr et al., 2016).

Outra abordagem encontrada na literatura para estimativa da incerteza é
designada como top-down intralaboratorial, envolvendo a utilizagdo dos estudos
de precisao e veracidade da medicao, realizados durante a validacao interna do
procedimento, com vista a estimar, de forma combinada, componentes
maioritarias da incerteza da medicdo. A veracidade de medicdo pode ser
avaliada pela analise de materiais de referéncia certificados ou amostras
fortificadas preparadas no laboratério (Eurachem/CITAC, 2012).

Pode-se também realizar uma avaliacdo bayesiana do resultado da
medicdo que consiste na atualizagdo de um conhecimento prévio do
mensurando, considerando uma dada populacao de itens (i.e. soros de uma
populacao), recorrendo ao resultado da medicao do item estudado que devera
fazer parte da populacdo previamente estudada (Gelman et al., 2014).
No caso da analise de &cido Urico em soro humano, o conhecimento prévio
considerado é a prevaléncia de concentracdo de &cido urico na populacao de
um certo local.

Sendo assim, estao descritas no presente trabalho diferentes abordagens
de estimativa da incerteza da medigcao (bottom-up, top-down intralaboratorial e
bayesiana), posteriormente aplicadas a determinacao eletroquimica de acido
urico em amostras de soro fisiolégico e soro humano, recorrendo a calibragdes

analiticas por adicdo cumulativa de padrdes a porcao analitica de ensaio.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ACIDO URICO

O acido urico (Figura 1) é o produto final do metabolismo das purinas e
esta presente principalmente no plasma na forma de urato. A concentracéo de
acido urico no plasma humano é muito maior do que a encontrada em outros
primatas, porque as células humanas ndo expressam a enzima oxidase de urato
(uricase). Além disso, quase 90 % do &cido Urico porduzido é reabsorvido ao
longo dos tubulos renais. No plasma, esta molécula é um antioxidante importante
para os seres humanos. O urato pode, por sua vez, complexar diversos ions de
metais de transicao, além de reagir com o acido hipocloroso e radical hidroxila
produzindo produtos relativamente instaveis (Meotti et al., 2011).

Figura 1: Estrutura molecular de (A) Acido Urico e (B) Urato
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Técnicas eletroquimicas tém sido frequentemente aplicadas para a
determinacdo de acido Urico em uma variedade de matrizes bioldgicas
(Amal Raj et al., 2013), mas observa-se que para a determinacao eletroquimica
direta do acido urico recorrendo a eletrodos sélidos, sem modificagédo prévia, sao
exigidos elevados sobrepotenciais. Com tais potenciais aplicados tem-se o
favorecimento da adsorcdo de outras substancias interferentes, as quais
coexistem nos fluidos biolbgicos, tais como o acido ascorbico e dopamina, cujo
potencial de oxidacao sdo muito proximos ao do &cido Urico, resultando em perda
de seletividade e precisao intermediaria (Yu et al., 2013).

Dessa forma, ultimamente, tem-se utilizado diversos eletrodos
modificados com o objetivo de melhorar a seletividade e sensibilidade da
determinagao de 4cido urico, tais como eletrodos modificados com a insergao de
nanoparticulas de metais (Wang et al., 2013), polimeros (Kocak et al., 2013) e

materiais a base de carbono como grafite e grafeno (Khan et al., 2013).
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No entanto, apesar de apresentarem algumas vantagens, tais como baixos
limites de deteccgéo e seletividade favoravel, alguns destes eletrodos envolvem
varais etapas de preparacao e apresentam pouca repetibilidade.

Devido a fatores dessa natureza, existe a necessidade de desenvolver
sensores eletroquimicos de construcao rapida e simples, especificos para a
determinacao de acido urico.

2.2 ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA
2.2.1 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas sdo uma classe de técnicas em quimica
analitica que estudam um composto medindo o potencial e/ou corrente elétrica
em uma célula eletroquimica seletiva para o item analisado (Gil et al., 2013).
Essas técnicas podem ser divididas em varias categorias dependendo dos
parametros elétricos da célula que sao mantidos constante ou medidos. As trés
principais categorias sdo: 1) a potenciometria, que envolve a medicdo da
diferenca de potenciais num par de eletrodos, 2) a coulometria, em que é medida
de carga elétrica da célula ao longo do tempo e 3) a voltametria, em que a
corrente elétrica da célula € medida enquanto altera ativamente o potencial
(Zhang et al., 2016).

A potenciometria mede passivamente a diferenca de potencial
desenvolvida entre dois eletrodos imersos em uma solucéo; afetando pouco a
solucdo durante o processo de medicdo. Um dos eletrodos é denominado de
eletrodo de referéncia e tem o seu potencial constante ao longo do tempo,
enquanto o outro € denominado de eletrodo indicador, cujo potencial varia com
a composicao da amostra (Mufioz et al., 2005). Portanto, a diferenca de potencial
entre os dois eletrodos permite uma avaliagdo da composicao da solucao
analisada. O eletrodo seletivo mais comum é o eletrodo de membrana de vidro
para medicao de pH (Shapira et al., 2016). Uma variante da potenciometria é a
cronopotenciometria que consiste em utilizar uma corrente constante e medir a
evolugéo do potencial do eletrodo indicador em fung&o do tempo.

Ja a coulometria envolve a medicdo da corrente quando aplicado um
potencial com intuito de converter um composto de um estado de oxidacao para
outro. Em experimentos desta natureza, a corrente total aplicada é medida direta

ou indiretamente para determinar o numero de elétrons transferidos
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(Cisternas et al., 2015). O numero de elétrons transferidos permite determinar a
quantidade de item analisado na solucdo (i.e. mols do item analisado) e
posteriromente a sua concentracdo na solucao analisada ou, quando a
concentragao é conhecida, o numero de elétrons transferidos na reagao redox.
As formas mais comuns de coulometria incluem a eletrogravimetria e as
titulacoes coulométricas (Beutl et al., 2017).

Ja na voltametria, usa-se um sistema de dois ou trés eletrodos e
aplica-se uma diferenca de potencial constante e/ou variavel medindo-se a
corrente resultante (Kokkinos et al., 2017). Esta técnica permite explorar o
comportamento eletroquimico de um sistema quimico e revelar o potencial de
oxidacao e/ou reducédo de um item analisado e a sua reatividade eletroquimica
(Sajid et al., 2016).

2.2.2 Eletrodos modificados

Em quimica analitica, o principal objetivo de modificar superficies de
eletrodos é de ter a maior interacdo da superficie modificada com o item
analisado em solucdo, assegurando assim uma maior sensibilidade e
seletividade, e com isso ter o alargamento da aplicabilidade das medicdes. As
superficies mais usadas nos eletrodos modificados sdo ouro, platina e carbono,
sendo modificadas com materiais biolégicos, polimeros, éxidos, entre outros
(Sajid et al., 2016). Essas modificacbes permitem a construcdo de sensores
amperométricos, voltamétricos, potenciométricos, impedimétricos, entre outros
(Sajid et al., 2016).

Os eletrodos modificados tendem a produzir maiores valores de corrente
e menores valores de potencial, aumentando assim a sensibilidade e diminuindo
o sobrepotencial com melhorias significativas na seletividade do sistema
(Barsan et al., 2015).

2.2.3 Eletrodos de carbono e lignina

Um eletrodo de pasta de carbono (EPC) é produzido a partir de uma
mistura de pd de grafite condutor (ou outros materiais a base de carbono, como
grafeno, nanotubos, entre outros) e de um liquido de colagem como 6leo mineral.
Estes eletrodos sao faceis de produzir e oferecem uma superficie facilmente
renovavel. Os eletrodos de carbono pertencem a um grupo especial de eletrodos
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de carbono heterogéneos. Estes eletrodos sdo amplamente utilizados
principalmente para medigdes voltamétricas, no entanto, sensores a base de
carbono também sao aplicaveis em coulometria, amperometria e potenciometria
(Silveira et al., 2017).

Em geral, os EPC sao populares porque sao facilmente obtidos a baixo
custo e sdo especialmente adequados para preparar eletrodos modificados com
misturas de outros compostos, dando assim ao eletrodo propriedades
caracteristicas. Os eletrodos fabricados desta forma sdo sensores altamente
seletivos para a eletroquimica inorganica e orgéanica (Alizadeh et al., 2017).

Dentre as modificagdes desses eletrodos de carbono, um material com
grande potencial é a lignina (LG), que & uma classe de macromoléculas
organicas com estrutura complexa que formam materiais estruturais importantes
nos tecidos de suporte de plantas vasculares e de algumas algas
(Chen et al., 2017). As ligninas sao particularmente importantes na formagao de
paredes celulares, especialmente na madeira, porque elas conferem rigidez e
nao apodrecem facilmente. Quimicamente, as ligninas sdo macromoléculas
organicas fendlicas reticuladas (Gémez-Fernandez et al., 2017).

A lignina € uma macromolécula racémica reticulada com massas
moleculares superiores a 10.000 u (Figura 2), relativamente hidrofébica e
aromatica na natureza. O grau de polimerizacao na natureza é dificil de medir
uma vez que é fragmentado durante a extracdo e a molécula consiste em varios
tipos de subestruturas que parecem repetir-se de forma aleatéria. Diferentes
tipos de lignina foram descritas dependendo dos meios de isolamento
(Pradyawong et al., 2017).

A composicao da lignina varia de espécie para espécie. Um exemplo de
composicao é a observada em alamos, que € formada por aproximadamente
60 % de carbono, 6 % de hidrogénio, 0,7 % de cinzas e 30 % de oxigénio
(Li etal., 2017). A producao comercial global de lignina € de cerca de 1,1 milhdes
de toneladas métricas por ano, e sdo usadas em uma ampla gama de aplicacoes,
tais como na purificagdo da agua, como destacado no trabalho de
Wahlstrém et al., (2017).
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Figura 2: Estrutura proposta para a lignina
H

Fonte: Mattsson et al., (2016)

A modificacao de eletrodos com lignina foi utilizada por diversos autores,
como no trabalho de Buoro et al., (2013) que modificou um eletrodo de pasta de
carbono com lignina e nanoparticulas de ouro, realizando um estudo
eletroquimico de oxidacao de dopamina e &cido ascorbico, além da reducao de
nitrito e iodato. Ja no trabalho de Jedrzaka et al., (2018), os autores fazem uma
pasta de carbono modificada com lignina, silica e glicose oxidase combinando
nanotubos de carbono e nanoparticulas de platina para construcao de um
biossensor para determinacao de glicose em fluidos humanos.

Com isso, pode-se observar o potencial de aplicagdao da lignina na
producédo de eletrodos de carbono para analises eletroquimicas. Mas mesmo
com este potencial de aplicabilidade, ainda se encontram poucos trabalhos na
literatura que usam a lignina na producéo de eletrodos modificados. A utilizacao
de lignina na producdo de eletrodos é encorajada pelo seu impacto no
desempenho dos eletrodos, baixo custo e disponibilidade.
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2.3 OTIMIZACAO EXPERIMENTAL

A quimiometria € uma éarea cientifica multidisciplinar que consiste na
aplicacao de métodos estatisticos ou matematicos para estudar dados de origem
quimica. Essa disciplina & frequentemente usada para resolver problemas
descritivos e preditivos de sistemas quimicos caracterizados por multiplas
variaveis (Rios-Reina et al., 2017). Em aplicacbes descritivas, as propriedades
dos sistemas quimicos sdo modeladas com a intencao de entender as relagdes
subjacentes e a estrutura do sistema, a fim de se obter a compreensao e
identificacdo de um modelo apropriado para um determinado sistema.
Nas aplicagbes preditivas, as propriedades dos sistemas quimicos sao
modeladas com a intengdo de prever novas propriedades ou comportamentos
de interesse. Em ambos o0s casos, 0os conjuntos de dados podem ser pequenos,
mas geralmente sdo muito grandes e altamente complexos, envolvendo
centenas de variaveis, casos ou observagdes (Qiu et al., 2017). A quimiometria
€ particularmente utilizada na quimica analitica com o intuito do desenvolvimento
de procedimentos de analise otimizados (Wang et al., 2017).

Dentro da quimiometria, o planejamento fatorial € de extrema importancia
devido a capacidade de identificacao/triagem das varidveis mais relevantes de
um determinado sistema analitico (Tarley et al., 2009). Esta triagem envolve a
realizacdo de experimentos fazendo variar de forma controlada as variaveis
relevantes com vista a permitir um maior conhecimento do sistema estudado.
Na quimica analitica, um bom planejamento experimental é fundamental para
fornecer o0s dados necessarios a otimizacdo da resposta analitica
(Tarley et al., 2009).

O planejamento fatorial se torna importante pois existe um constante
interesse na determinacao de possiveis relagdes entre as variaveis que afetam
a resposta analitica. Essa ferramenta quimiométrica permite elaborar modelos
que determinam o impacto das variaveis de influéncia, e suas eventuais
correlacdes na resposta analitica por meio da observacao de valores de resposta
analitica, considerando varias combinacées de niveis dessas variaveis
(Wieling et al., 1993). O tratamento adequado dessa informagdo permite

construir modelos multivariados Uteis para otimizar a resposta analitica.
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Assim, por meio de um estudo de superficie de resposta, pode-se calcular
os coeficientes da regressao polinomial multivariada que visa sugerir a
maximizacao da resposta instrumental (Raji et al., 2009).

O planejamento fatorial permite assim cumprir, de forma adequada, uma
das primeiras etapas de um processo analitico, “a otimizacao da resposta do
sistema”, para que, em seguida, esse seja aplicado ao estudo de casos reais e

posteriormente seja avaliada a incerteza da caracterizacao do sistema estudado.

2.4. AVALIACAO DA INCERTEZA DA MEDICAO
2.4.1 Terminologia e definicoes

Em metrologia, segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM),
a incerteza de medicao é o “pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersao
dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacées utilizadas”
(JCGM, 2012; INMETRO & IPQ, 2012). Todas as medi¢cdes sao afetadas por
uma incerteza e um resultado de medigao s6 é apresentado de forma completa
quando é apresentada a incerteza associada. Essa incerteza tem uma base
probabilistica e reflete 0 conhecimento incompleto do valor da grandeza medida
(Subir et al., 2011).

A grandeza que se pretende medir € designada como mensurando
(INMETRO & IPQ, 2012). Nas medi¢gdes em quimica, o mensurando é
geralmente uma concentracao ou uma fracao de massa de uma espécie quimica
como molécula, elemento ou ion, entre outros, no item analisado. A espécie
quimica que se pretende determinar é designada como “analito™
(JCGM, 2012). Na andlise de acido urico em soro humano, 0 mensurando sera
a concentracao massica de acido urico no soro de individuo X colhida no dia Y a
hora Z. As variaveis X, Y e Z sd0 necessarias para caracterizar a grandeza que
se pretende determinar. Em alguns contextos, pode-se apresentar o
mensurando de uma forma mais genérica, sem especificar o item analisado,
como a concentragdao massica de acido Urico em soro humano.

O objetivo de uma medicao é determinar o valor aceito como verdadeiro

do mensurando, sendo necessario um esforco de aperfeicoamento e

' Segundo VIM (INMETRO & IPQ, 2012), “Em quimica, “analito”, ou 0 nome duma substancia ou
dum composto, sdo termos utilizados algumas vezes para “mensuranda”. Tal uso & erréneo
porque esses termos ndo se referem a grandezas.”
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compreensao do procedimento de medicdo. No entanto, o resultado de uma
medi¢cdo sera apenas uma estimativa do valor real que, na maior parte dos
casos, permanecera como desconhecido. O valor “real” ou convencionado como
sendo real é apenas conhecido nos materiais de referéncia (MR) como materias
de referéncia certificados (MRC) ou itens fortificados. Esse valor, habitualmente
designado como valor de referéncia, € conhecido com uma determinada
incerteza. A diferenga entre o valor medido e o valor verdadeiro € chamado de
erro. O erro pode ter um sinal positivo ou negativo. O erro resulta da combinacao
de efeitos aleatérios e efeitos sistematicos que afetam a medigéo.

Em contrapartida, a qualidade do resultado da medicdo é quantificada
pela incerteza de medicao que define um intervalo em torno do valor de grandeza
medido, y, que devera incluir o valor convencionalmente aceito como verdadeiro,

Y», COM uma probabilidade conhecida (Figura 3).

Figura 3: Inter-relac6es entre os conceitos “valor verdadeiro”, “valor da grandeza

medida”, “erro” e “incerteza”

Valor "Verdadeiro" Valor da Grandeza Medida

74

Erro(+ou-) <

.:‘Jj - »- e
Incerteza Incerteza

Fonte: Elaborado pelo Autor

Habitualmente, a incerteza de medicao é reportada, na forma expandida,
para um nivel de confianca de 95 % ou 99 % (Miller et al., 2005). A incerteza da
medic¢ao por ser reportada na forma absoluta, U, nas mesmas unidades do valor
da grandeza medida, y, ou na forma relativa, U’, determinada pela razdo entre a
incerteza absoluta e o valor de grandeza medido y como destacado na
Equacao (1) (Bettencourt da Silva, 2016).

v=12 (1)

A incerteza relativa consiste numa proporcdo do valor da grandeza

medida que ndo tem unidades e, por vezes, é expressa em porcentagem.
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A incerteza de medicao € diferente do erro, pois trata-se de um valor positivo que
expressa uma amplitude que se estende acima e abaixo de y. Quando o nivel
de confianca da incerteza, P, (i.e. P=95 % ou P=99 %) reportada é elevado,
existe uma elevada probabilidade do moédulo da diferenca entre o valor de
grandeza medido e o valor aceito como verdadeiro ser inferior a incerteza de
medicao. No entanto, existe sempre alguma probabilidade (1-P) do médulo do
erro ser superior a incerteza de medicao (Bettencourt da Silva, 2016). Quando P
€ 95 % ou 99 %, existe uma probabilidade de 5 % ou 1 %, respectivamente do
valor verdadeiro ndo estar incluido no intervalo (y + U) em um teste bicaudal.

Os resultados de medicao tém incerteza porque ha fontes de incerteza em
cada etapa analitica. Estes sdo os efeitos que causam os desvios entre o valor
da grandeza medida e o “valor verdadeiro”. Se o procedimento de medicao
utilizado for bem conhecido, as fontes de incerteza mais importantes sao
conhecidas. Devem ser realizados esforgos para minimizar as fontes de
incerteza, otimizando o procedimento de medicao e analise, e sempre que for
necessario reportar resultados menos incertos. Nao € possivel eliminar todas as
fontes de incerteza, no entanto, essas devem ser estimadas e consideradas na
estimativa da incerteza (Eurachem/CITAC, 2012).

As magnitudes dos desvios causados pelas fontes de incerteza séo
geralmente desconhecidas e em muitos casos ndo podem ser conhecidos,
assim, eles s6 podem ser estimados. Se forem estimadas as magnitudes de
todas as fontes de incerteza importantes, entdo é possivel combina-las e obter
a estimativa da incerteza de medicao, que neste caso sera chamada de incerteza
de medi¢do combinada (Eurachem/CITAC, 2012).

Se for realizado um numero de medicbes repetidas do mesmo
mensurando, idealmente todas estas medicdes repetidas devem dar exatamente
0 mesmo valor e este valor deve ser igual ao valor aceito como verdadeiro do
mensurando. Na realidade, os resultados das medicdes repetidas quase sempre
diferem entre si, sendo o seu valor central diferente do valor aceito como
verdadeiro. Tal fato se deve, portanto, as fontes de incerteza, e, de forma um
tanto quanto simplificada, as préprias fontes de incerteza podem ser divididas
em componentes que expressam efeitos aleatorios e efeitos sistematicos
(Eurachem/CITAC, 2012).
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Dentre tais fontes de incerteza, as que expressam efeitos aleatérios séo
responsaveis pelas diferencas entre os resultados de medicdes repetidas e,
portanto, também do valor verdadeiro. No entanto, se forem realizadas medicoes
repetidas, o valor médio é menos afetado por efeitos aleatérios que os valores
individuais. Assim, a influéncia de efeitos aleatérios pode ser minimizado pelo
aumento do numero de repeticdes.

Por outro lado, os efeitos sistematicos causam um desvio de todas as
medi¢cdes em relagdo ao valor verdadeiro e ndo sdo minimizados por analises
repetidas (Miller et al., 2005). No entanto, uma vez determinado, o erro
sistematico da medicao pode ser eliminado dos resultados por subtracdo desta
componente do erro de medigao?. O erro sistematico de medicio estimado é
conhecido como uma incerteza que transmite incerteza ao resultado corrigido.
Um exemplo desta correcao de erros sistematicos € em relacdo a recuperacao
de amostras em comparacdo com um MRC, quando a recuperagao nao é
satisfatoria, podendo-se corrigir, desde que se tenha consisténcia na
recuperagao e que nao exceda o intervalo de confianga x + tu,,.

2.4.2. Rastreabilidade da medicao

De acordo com o VIM, a Rastreabilidade Metrol6gica de Medicao é a
“propriedade dum resultado de medicdo pela qual tal resultado pode ser
relacionado a uma referéncia através duma cadeia ininterrupta e documentada
de calibragbes, cada uma contribuindo para a incerteza de medicdo”
(INMETRO & IPQ, 2012).

A Figura 4 apresenta uma piramide de rastreabilidade de medicao que é
a representacdo grafica mais comumente utilizada para descrever a
rastreabilidade de uma medicdo em relacdo as unidades do Sistema
Internacional de unidades (Sl). Este esquema apresenta uma hierarquia de
procedimentos e referéncias entre as unidades Sl e as medic¢des de rotina.

2 0 erro de medicdo pode ser dividido em duas componentes: O erro aleatério e sistematico de
medicéo.
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Figura 4: Tridngulo da rastreabilidade de medi¢cdes as unidades do Sistema
Internacional de Unidades. O esquema também identifica as instituicoes
responsaveis pela gestao dos diferentes niveis da cadeia de rastreabilidade

Unidades do Sistema
Internacional de Unidades

Matrealizacdo das Unidades
(BIPM & Institutos Nacionais de Unidades)

Procedimentos e Materiais de Referéncia Primarios
(Institutos Nacionais de Metrologia)

Procedimentos e Materiais de Referéncia Secundarios

- (Produtores de Materiais de Referéncia)
Procedimentos e Materiais de Referéncia Terciarios
(Laboratérios de Rotina)

Fonte: Elaborado pelo Autor

A rastreabilidade da medicao é importante, pois proporciona confianga e
garantia de que os resultados de medi¢do concordem com os padrdes nacionais
ou internacionais usados. Quando duas medicOes sao rastreaveis a mesma
referéncia, dizem-se comparaveis (INMETRO & IPQ, 2012), visto que a sua
comparagdo faz sentido do ponto de vista metrologico. A rastreabilidade da
medicao tem um impacto direto na incerteza da medigao, visto que quanto maior
for o nimero de niveis de cadeia responsaveis pela rastreabilidade do resultado
a referéncia usada, maior sera o numero de comparagdes e calibragdes que
afetam o valor estimado da grandeza medida (Park et al., 2009).

Idealmente, a comparabilidade da medi¢édo, deve ser assegurada por um
sistema hierarquico de procedimentos e materiais de referéncia capazes de
assegurar a rastreabilidade da medicao a unidades do Sistema Internacional de
Unidades. Todas as comparacdes envolvidas sdo realizadas por diferentes
laboratérios, com uma incerteza conhecida, que mede a intensidade das
ligagbes da cadeia de rastreabilidade (Park et al., 2009).

Junto ao topo desta cadeia de rastreabilidade devem ficar os
procedimentos primarios cujos principios fisico-quimicos e cuja qualidade de
desempenho asseguram a obtengdo de resultados de elevada qualidade.
Estes procedimentos devem ser utilizados para validar procedimentos
secundarios que, por sua vez, sdo usados para avaliar o desempenho dos

procedimentos usados nos laboratérios de ensaio. Normalmente, os
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procedimentos primarios sdo caros e demorados e 0s procedimentos
correntemente usados nos laboratérios de rotina acreditados ou nao acreditados
s&o mais simples, mas também mais incertos (Park et al., 2009).

Os procedimentos primarios devem ser capazes de medir isoladamente a
“‘entidade especifica” de interesse (item analisado) e a relacdao entre a
propriedade e a grandeza medida deve ser corrigida ou estar isenta de
interferéncias. Um dos desafios mais exigentes da metrologia quimica é produzir
procedimentos e referéncias primarias capazes de viabilizar a rastreabilidade
das medigdes de rotina a unidades Sl. Enquanto essas ferramentas nao estao
disponiveis, sdo usadas cadeias de rastreabilidade mais curtas baseadas em

materiais com valores ndo rastreados diretamente a unidade Sl .

2.4.3. Principios da avaliacao da incerteza

Quando algum resultado é apresentado sob a forma de um valor Unico,
este somente possui alguma objetividade para os analistas familiarizados com o
procedimento de medicdo, desempenho dos equipamentos e qualidade das
referéncias usadas. Com a globalizacdo dos mercados, obriga-se que as
informacdes dos boletins de analise sejam interpretaveis de forma objetiva por
todos os interessados no resultado final. S6 a informacéao analitica apresentada
com incerteza é interpretavel de forma objetiva.

A avaliacdo da incerteza da medicdo pode ser realizada recorrendo a
diferentes abordagens que se distinguem pelos tipos de informacéo e algoritmos
usados. Neste trabalho sao discutidas as abordagens bottom-up e
top-down intralaboratorial. A abordagem bottom-up estima a incerteza da
medicao recorrendo a dados do desempenho especifico das diversas etapas
analiticas, variaveis de influéncia e referéncias quimicas usadas nos ensaios.
Para tal, utiliza modelos complexos de determinacdo do impacto dessas
componentes de incerteza na qualidade dos resultados de medicéo.
A abordagem top-down intralaboratorial combina parametros do desempenho
global da medicao, recorrendo a algoritmos simples, para estimar a incerteza da
medicao.

Independentemente da abordagem de avaliacdo considerada neste
trabaho, a estimativa da incerteza envolve o cumprimento de algumas etapas a

destacar pela Figura 5.
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Figura 5: Etapas para a estimativa da incerteza quando as componentes de
incerteza sdao combinadas pela Lei de Propagacdo de Incertezas ou pelo
Método numérico de Kragten

1

* Definicao do mensurando

»

e Identificacdo das fontes

* Quantificacao das fontes

* Combinacao das fontes

J

‘

* Calculo da incerteza expandida |

€€€€L

Fonte: Elaborado pelo Autor

Primeiramente deve-se definir o0 mensurando (secado 2.4.1), depois
identificar as fontes de incerteza (secao 4.8.1 — Diagrama de Ishikawa), e por
ultimo quantificar e combinar as componentes de incerteza. Quando as
componentes de incerteza sdo combinadas pela Lei de Propagacado de
Incertezas ou pelo método numérico de Kragten, a incerteza combinada na forma
padrao tem de ser expandida para um nivel de confianca tipico de 95 % ou 99 %
(segao 2.4.4). Ja o método de Monte Carlo, a combinacao de componentes de
incerteza ndao envolve essa etapa de expansao conforme apresentado no
Suplemento 01 do GUM (JCGM, 2012).

A quantificacao das componentes de incerteza pode envolver avaliacoes
Tipo A ou Tipo B. Quando € possivel avaliar experimentalmente uma etapa
analitica ou efeito especifico na medicdo, por exemplo a precisdo de uma etapa
de pesagem quantificada pelo desvio padrdo de pesagens sucessivas,
procede-se a uma estimativa da incerteza Tipo A.

Em contrapartida, quando o valor de determinada componente de
incerteza nado € obtido pelo tratamento de ensaios experimentais, mas

recorrendo a outro tipo de informacgao ou a um julgamento cientifico baseado na
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informacgé&o disponivel, procede-se a uma avaliagao Tipo B2 (Han et al., 2016).
Essa informacao pode provir de diversas fontes, tais como: medi¢des anteriores
cujos detalhes sdo desconhecidos; experiéncia ou conhecimento geral da
propriedade; comportamento de materiais e instrumentos; especificacbes de
reagentes, materiais ou equipamentos; dados produzidos em calibracées ou
obtidos de outros certificados; incerteza atribuida a dados de referéncia retirados
da bibliografia, entre outros (Han et al., 2016).

Estdo disponiveis diversos guias para estimativa da incerteza de
medicoes, dentre eles merece destaque o documento “Guide to the Expression
of Uncertainty in Measurement’, conhecido pela abreviatura GUM (JCGM, 2008),
que tem os seguintes signatarios: ISO (International Organization for
Standardization), BIPM (Bureau International des Poids et Mesures),
IEC (International Electrotechnical Commission), IFCC (International Federation
of Clinical Chemistry), IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), IUPAP (International Union of Pure and Applied Physics) e
OIML (International Organization of Legal Metrology) (OIML, 2008). Esses guias
e seus suplementos sdo aplicaveis a todos os tipos de medi¢des e apresenta
estratégias, metodologias, terminologias e convengdes internacionalmente
aceitas para a avaliacdo da incerteza de medicdes.

Outro guia que merece destaque é o guia Eurachem/CITAC para a
quantificacdo da incerteza de medigcdes em quimica (Eurachem/CITAC, 2012)
que, desde a sua primeira edicdo em 1995, pretende sugerir como se aplica o
GUM a medi¢cbes em quimica. Esse guia discute a avaliagdo detalhada e
pragmatica da incerteza de ensaios quimicos, apresentando ferramentas
computacionais e exemplos relevantes. Em 2002, a Eurolab (Eurolab, 2002)
publicou um guia com os objetivos similares do guia da Eurachem/CITAC, o qual,
segundo os autores, tem como destinatarios técnicos nao familiarizados com o
conceito de incerteza. Esse guia sugere simplificacées da avaliacao da incerteza
da medicdo que se podem relevar inadequadas em algumas situacoes.
Recentemente, a Nordtest (Nordtest, 2004) publicou um guia para a

quantificacado da incerteza associada a resultados de analises ambientais.

3 De acordo com GUM, a incerteza do tipo B depende de quaisquer outros fatores além da
aleatoriedade, tais como o conhecimento que o experimentador tem acumulado sobre seus
instrumentos e procedimentos de medigéao.
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Em portugués tem disponivel o guia IPAC OGC007 (OGC007, 2007) que
descreve abordagens alternativas de avaliagdo da incerteza da medicao.
No Brasil, 0 guia mais utilizado é o guia do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia — INMETRO, o qual é baseado no GUM
(INMETRO, 2008). Com isso, pode-se observar que existem diversos guias para
estimativa das incertezas e garantia de qualidade nas medi¢cées em quimica.

Esses guias tém como objetivo dar suporte para que as medicdes sejam
realizadas com qualidade adequada ao seu objetivo especifico, que pode variar
desde a avaliacdo da conformidade de um produto até a caracterizacao de um
novo material. O cumprimento adequado do objetivo depende da adequacgéo do
valor da incerteza de medicdo para o uso (Eurachem/CITAC, 2012).
Por exemplo, na analise de acido Urico no soro sanguineo, a incerteza deve ser
suficientemente baixa de modo a permitir a determinacéo confiavel de valores
que indiquem situacdées de doencas. Portanto, ao se definir os requisitos de
medicdo, além de especificar valores limite para caracteristicas de desempenho
tais como a recuperacdo do item analisado ou a repetibilidade de medigao,
também é necessario definir um valor alvo para a incerteza (i.e. valor de
incerteza maxima admissivel) (Eurachem/CITAC, 2012).

O Vocabulario Internacional de Metrologia em sua traducao
Luso-Brasileira, define a incerteza alvo como a ‘Incerteza de medicdo
especificada como um limite superior e escolhida de acordo com o uso
pretendido dos resultados de medicdo” (INMETRO & IPQ, 2012). A decisao
sobre a aptidao de um procedimento de medicao para o uso pretendido depende
nao apenas da incerteza de medicao, mas também de outras informacodes, tais
como: 1) a faixa analitica; 2) o custo; e 3) a duracao da analise.

Em algumas areas da quimica analitica é a especificacéo e a legislacéao
qgue define os valores limites para a grandeza determinada, e também define a
incerteza-alvo. No entanto, em muitos outros campos, para os quais as medicdes
sao da mesma forma importantes, ndo é definida a incerteza alvo. Um exemplo
desta aplicacdo é nas diretrizes europeias* para solo, ar e dgua de consumo,
como por exemplo para benzeno em ar que a incerteza alvo ndo deve ser

superior a 25 %. Deve ser observado que o simples fato de se relatar a incerteza

4 As diretrize europeias de regulagdo de valores maximos admissiveis e incerteza alvo estdo
disponiveis na homepage https://europa.eu/european-union/eu-law/legal-acts_en
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associada ao resultado da medicdo nao garante a sua aptiddo para o uso
pretendido  (Eurachem/CITAC, 2012). Uma incerteza de medicdo
metrologicamente correta s € valida se ndo for maior do que a incerteza-alvo
definida, considerando-se 0 wuso pretendido da medicdo. O guia
Eurachem/CITAC para a definicdo da incerteza-alvo (Eurachem/CITAC, 2015),
trata de como se procede para definir esse parametro quando esse nao é
definido pelo cliente ou regulador do setor de  atividade
(Eurachem/CITAC, 2015).

Como exemplo efetivo de aplicacdo do conceito de incerteza alvo na
medi¢cdo de acido Urico em amostras de soro, considera-se que homens e
mulheres  saudaveis apresentam valores de &acido drico entre
25mgdL!’-70mg dL' e 15mgdL'-6,0mgdL', respectivamente
(Elin et al, 1982). Portanto, de acordo com a secdao 5.1.2 do guia
Eurachem/CITAC para a determinacdo da incerteza de medicdo do alvo
(Eurachem/CITAC, 2015), pode-se seguir a Equacao (2) para a determinacao da
incerteza alvo:

max_ omin
Q Q

Ut =

(2)

no qual, o valor de U9 é a incerteza alvo expandida, e Q™% e Q™" sdo os
valores maximos e minimos de acido Urico de uma populacado de individuos
saudaveis. Assim, partindo-se da Equacédo (2) e inserindo-se os valores
individuais para cada termo presente na equacao, a incerteza alvo de medicao
expandida para mediges de &cido Urico serd de U9= 0,56 mg dL'. Com isso, a
qualidade da medicao depende da estimativa correta das incertezas associadas

ao processo de medicdo e compara-la com esse valor maximo admissivel.

2.4.4. Métodos de combinacao de componentes de incerteza

Para a combinacdo das componentes de incerteza pode-se utilizar a
lei da propagacao de incertezas (LPI), e métodos numéricos como o método de
Kragten ou simulacdes de Monte Carlo (MCM), que foram utilizados no presente
trabalho, mas além desses, existem outros como o bootstrapping
(Xu et al., 2017).
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2.4.4.1 Lei da propagacao de incertezas

A propagacao de incerteza consiste na avaliagdo do impacto da incerteza
de uma variavel de entrada na incerteza da variavel de saida, habitualmente o
resultado de uma medicao, funcao desta. Quando as variaveis tém incerteza,
cada uma dessas se propaga considerando o impacto que a variagao do valor
da variavel de entrada tem na variavel de saida, conforme apresentado na
Equacao (3) (JCMG, 2008):

ww=J@ﬂﬁmﬁ+%yMMLu%mm%+méﬁ%my (3)
no qual, u(y) é a incerteza padrao do valor da grandeza medida, y, u(i) é a
incerteza padrao da variavel de entrada i (i.e. a,b,c e n) e (dy/di) é a derivada
parcial de y em relacéo a variavel i. A (0y/di) representa a variacao de y quando
ocorre uma variacao unitaria da i. A Equacao (3) s6 é aplicavel quando as
variaveis de entrada sdo independentes. As componentes de incerteza

combinam-se na forma padrao, representada com a notacao “u” mindsculo, em
que o intervalo (i + u(i)) devera incluir o valor verdadeiro da variavel com um
nivel de probabilidade de 68 %. A incerteza combinada, u(y), também esta
associada ao mesmo nivel de confianga.

A aplicacdo da LPI é mais simples se for considerado casos particulares,
como a combinacao linear das variaveis de entrada (i.e. a soma ou subtracao
das variaveis) (Equacodes (4) e (5)) ou combinacao de variaveis por meio de
expressdes multiplicativas (i.e. pela multiplicacdo e/ou divisdo das variaveis de
entrada) (Equacdes (6) e (7)) quando as variaveis de entrada sdo independentes.
As Equacodes (5) e (7) sao obtidas pela aplicacdo da Equacéo (3) as expressdes

da Equacéo (4) e Equacao (6), respectivamente.

y=k+ka+kb+kc+k,d (4)

u, = (e, )+ (kyu, )+ (o, + (g, ) (5)
k.a.b

= 6

c.d ( )

u u ? u ? u : u :
R ORCRE ECT R
y a b c d
Sendo que k; sao as constantes das Equacdes (4) e (6) em que i

representa cada uma das variaveis de entrada. As Equacgdes (5) e (7) nao podem
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ser usadas quando a mesma variavel surge varias vezes na expressao usada
para estimar a variavel de saida. Nesses casos, € necessario recorrer a
Equacéo geral (3).

A incerteza padrao do resultado final, u(y), deve ser expandida para um
nivel de confianca de 95 % ou 99 %, tipicamente pela multiplicacao por um fator
de abrangéncia, k, igual a 2 ou 3, respectivamente, antes de se reportar o
resultado. A incerteza expandida é representada por um “U” maiusculo
(U(y) = ku(y)). Esses fatores de abrangéncia sao definidos assumindo que a
estimativa do mensurando tem distribuicdo normal com base na distribuicdo
t-student. A Figura 6 apresenta as propriedades da distribuicido normal
(Miller et al., 2005).

Figura 6: Funcdo de densidade de probabilidade da distribuicdo normal e
intervalos de confianca de 68 %, 95,5 % e 99,7%
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Fonte: Adaptado de Leito et al., (2017)

A curva de densidade de probabilidade da distribuigdo normal tem a
“forma de sino”, e é expressa pela Equacao (8) (Leito, et al., 2017):

1 _o-w?

e 202 (8)

f) =

no qual, f (y) é a probabilidade da curva de distribui¢cdo, u e o sédo o valor médio

oV2T

e o desvio padrao da populagao, respectivamente. O termo u caracteriza a
posicao da distribuicdo normal no eixo y e o quantifica a largura da funcéo de

densidade de probabilidade que representa a dispersdo dos valores da variavel.
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As constantes 2 e m sado fatores de normalizacdo, que estdo presentes para
tornar a area total sob a curva igual a 1.

A palavra "populagao" descreve um numero infinito de valores da variavel
cuja média e desvio padrao se pretende determinar com um namero limitado de

determinagdes; recorrendo a uma amostra estatistica da populacao.

2.4.4.2 Método numérico de Kragten

O método numérico sugerido por Kragten faz uso efetivo de planilha
eletrénica para fornecer uma incerteza padrao combinada a partir das incertezas
padrdo das variaveis de entrada e do modelo de medi¢do (Kragten, 1994).

Um software de planilha como o MS-Excel pode ser usado para simplificar
os calculos das derivadas parciais. Nesse sentido, o procedimento tira proveito
de um método numérico aproximado de diferenciacao que requer conhecimento
somente da equagdo usada para determinar o resultado final, incluindo
quaisquer variaveis de influéncia ou fatores de correcdo usados, e dos valores e
incertezas padrdo das varidveis de entrada. O método de Kratgen determina, em
alguns casos de forma aproximada, as derivadas parciais apresentadas na
Equacéo (3) pela Equacéao (9) (Kragten, 1994).

3y _ y(xitulx))-y(x)
i u (x;) (9)

Em que x; representa o valor da variavel i usado para estimar o resultado
final, y, e u(x;) a incerteza padrio associada a x;. Os termos y(x; + u(x))) e
y(x;) representam os resultados estimados considerando que os valores da
variavel i sao x; + u(x;) e x;, respectivamente. Os valores de todas as outras
variaveis coincidem com o usado para estimar o valor de grandeza medida, y.

O método numérico de Kragten estima a derivada parcial de forma exata
se y varia linearmente com xi. Caso a variacdo de y nao seja linear em
relacdo a i, a derivada parcial é mais exata quanto menor for u(x;). Quando
nenhuma das condicOes anteriores for valida, ndo se deve usar o método de
Kratgen ou a LPI para combinar as componentes de incerteza. Nesse caso,
deve-se usar um método numérico como o método de simulagbes de

Monte Carlo descrito em seguida.
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Multiplicando-se a Equacao (9) por u (x;), obtem-se uma estimativa de
(0y/ox;)u(x;) apresentado com a notagao u(y, x;), (Equacao (10)), sendo esta
a derivada parcial numérica.

u(y,x;) = (@y/ox)ulx) =~ y(x; + ulx)) —y (x;) (10)

Assim, u(y, x;) é apenas a diferenca entre os valores de y calculados para
(x; + u(x;)) e x;, respectivamente.

O método de Kratgen € especialmente atrativo quando a aplicacao da LPI

envolve a determinacao de derivadas parciais complexas.

2.4.4.3 Método numérico de Monte Carlo

O método de simulacbes de Monte Carlo é uma ampla classe de métodos
computacionais que dependem da amostragem aleatéria e repetida de fungdes
de densidade de probabilidade das variaveis de entrada, para se estimar um
conjunto de variaveis de saida. Sua ideia essencial é usar a aleatoriedade para
resolver problemas que podem ser deterministas. Eles sdo frequentemente
usados em problemas quimicos, fisicos e matematicos e sdo mais Uteis quando
e dificil ou impossivel usar outras abordagens (Cheng et al., 2017). Em alguns
casos, 0 modelo de medicao é computacional ndo envolvendo a sua explicitacao
na forma de uma equag¢ao matematica.

Na area da quimica analitica, as simulacdes de Monte Carlo tém grande
utilidade para a combinacdo de componentes de incerteza. Para tal aplicacéo,
se usa como variaveis de entrada todas as componentes de incerteza, sendo as
componentes caracterizadas pela funcao de densidade de probabilidade da
variavel. As distribuicbes mais utilizadas na metrologia em quimica sao as
distribuicbes triangular, retangular e t-Student.

O software simula valores das variaveis de entrada considerando a sua
distribuicio e combina cada conjunto de varidveis num resultado final.
O grande numero de resultados simulados permite estimar a variabilidade
probabilistica da estimativas que se converte numa estimativa do mensurando
com incerteza. O intervalo de confianga com um nivel de confianga P é limitado
pelos percentis P/2 e (1-P/2) (Innal et al., 2016). Os limites do intervalo de
confianga variam com a série de valores aleatorios considerados, sendo

praticamente constantes quando o numero de resultados finais simulados é
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elevado. Para a maioria das medicbes em quimica, a producédo de 10.000 a
100.000 simulacées produz intervalos de confianca estaveis.

A desvantagem dessa ferramenta é a necessidade de recursos
computacionais complexos (Sega et al, 2016). No entanto, em medicdes
guimicas que envolvem dezenas de variaveis para as quais é suficiente proceder
de 10.000 a 100.000 simulagdes de combinacdes dessas variaveis, é possivel
implementar essas simulagdes numa folha de célculo de MS-Excel.

O MCM é aplicavel mesmo quando a variavel de saida nao varia
linearmente com os valores das variaveis de entrada, mas requer recursos
computacionais que sdo mais exigentes quando o numero de variaveis de

entrada é elevado, sendo necessario produzir um grande numero de simulacgoées.

2.4.5 Avaliacao bayesiana da incerteza da medicao

A inferéncia bayesiana € uma interpretacdo do conceito de probabilidade
em que, em vez de frequéncia ou propensdo de algum fendmeno, a
probabilidade € interpretada como expectativa razoavel representando um
estado de conhecimento posterior a partir de um conhecimento prévio.
A interpretagédo bayesiana de probabilidade pode ser vista como uma extenséo
da logica proposicional que permite o raciocinio com hipéteses, isto é, as
proposicoes cuja verdade ou falsidade séo incertas. Na avaliacdo bayesiana,
uma probabilidade é atribuida a uma hipdtese, enquanto que sob a inferéncia
frequentista, uma hipétese normalmente é testada sem ter uma probabilidade
atribuida.

A probabilidade bayesiana pertence a categoria de probabilidades
evidenciais, a qual para avaliar a probabilidade de uma hip6tese, o probabilista
bayesiano necessita de alguma probabilidade anterior, que € entdo atualizada
para uma probabilidade posterior de acordo com evidéncias relevantes.
A interpretacdo bayesiana fornece um conjunto padrdo de procedimentos e
formulas para executar esse calculo (Gelman et al., 2014). A avaliacao
bayesiana consiste na atualizagdo de informacéao pré-analitica com o resultado
da medigéo para se estimar o valor da grandeza medida.

A avaliacdo bayesiana fornece uma maneira sistematica de estimar a
incerteza de uma ocorréncia com base no conhecimento a priori da frequéncia

da ocorréncia, e comparando esse conhecimento com informagdo sobre
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evidéncias recolhidas da ocorréncia, visando a producdo de informacao
atualizada sobre o sistema estudado; por exemplo, a realidade material do item
analisado (Saffaj et al., 2012).

Embora o campo da estatistica bayesiana tenha varias vertentes
diferentes, existem duas ideias basicas comuns a todas as abordagens
bayesianas: o uso sistematico do teorema de Bayes e o fato de todas as
grandezas desconhecidas serem tratadas como variaveis aleatérias.
Uma definicao util de variavel aleatéria € um item que pode ser descrito por uma
declaragao de probabilidade. Nas avaliacdes bayesianas baseadas em variaveis
discretas ou continuas, essas declaracdes sao apresentadas na forma de uma
probabilidade ou uma funcéo de densidade de probabilidades, respectivamente.
Na sua forma candnica, o teorema de Bayes descreve uma relacao entre

probabilidades condicionais (Gelman et al., 2014) (Equacéo (11)):

Pr (B|A)- Pr (4)
Pr(B) (1 1)

Pr (A|B) =

em que Pr (A) representa a probabilidade da ocorréncia A (i.e. concentragao x
do item analisado na classe de itens analisados) antes de se recolherem
evidéncia da ocorréncia (i.e. antes do resultado de medi¢éo, y — a evidéncia, B),
Pr (B) representa a probabilidade de ser observada a evidéncia B
independentemente da ocorréncia A (i.e. probabilidade de se estimar o
resultado y) e Pr (B | A), designado como fungéo de verossimilhanca, indica a
probabilidade de se obter a evidéncia B quando ocorre A. A Pr (A | B), designada
como distribuicdo posterior (ou a posteriori), representa o conhecimento obtido
sobre a ocorréncia A apés reunida a evidéncia B (Gelman et al, 2014).
De acordo com a estatistica bayesiana, o resultado de uma medi¢cdo apenas
descreve o processo de medicdo necessitando de informagédo prévia sobre o
sistema estudado para converter a medicdo num conhecimento sobre a
realidade material do item analisado.

Quando as variaveis estudadas sdo continuas, a Equacéao (11) torna-se
mais explicita na forma da Equagéo (12):

Pr(ay SA<alby<B<b)= [ fbblzp(BIA)p(A)dBdA (12)

em que Pr (a; < A < a,|b; < B < b,) é a probabilidade da ocorréncia A assumir
valores entre a, € a, quando a evidéncia B assume valores entre b; e b,, € 0S

p minusculos (i.e. p(B|A)) representam fungdes de densidade de probabilidade.
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A Pr (a; < A < a,|b; < B < b,) pode ser determinada de forma analitica
(i.e. pelo calculo da integral dupla) quando, por exemplo, p(B|A) e p(A) tém
distribuicdo normal, ou recorrendo a métodos numéricos. Para esta avaliagéo €
possivel a utilizacdo das simulagdes Markov chain Monte Carlo (MCMC).
Este método é uma classe de algoritmos para amostragem de uma distribuicdo
de probabilidade baseada na construcdo de uma cadeia de Markov que possui
a distribuicdo desejada como sua distribuicado de equilibrio. O estado desta
cadeia ap6s uma série de etapas é entdo usada como uma amostra da
distribuicdo desejada. A qualidade da amostra melhora com o aumento do
nuamero de simulacdes/interagdes.

O desenvolvimento recente do método MCMC tem permitido a utilizacao
da estatistica bayesiana para o estudo de problemas que envolvem a integracao
de centenas ou mesmo milhares de parametros desconhecidos
(Malve et al., 2007).

A abordagem bayesiana é controversa por causa da dificuldade em
especificar distribuicées prévias aceitaveis e significativas. Em uma avaliacao
bayesiana, uma distribuicdo prévia completa deve ser especificada para cada
parametro desconhecido. Uma das maiores objecdes a abordagem bayesiana é
o alto grau de subjetividade associado a selecido dessas distribuicoes.
Na area clinica, pode-se aplicar a estatistica bayesiana em funcao do histérico
de doenca de um paciente, de uma populagdo ou de um sintoma apresentado
(Theodorsson, 2017). Em analises clinicas, a avaliacao bayesiana é importante
para avaliagdo de risco em exames laboratoriais, em particular para avaliar os
riscos nos cuidados de saude. No entanto, a abordagem bayesiana é, em muitos
casos, dificil de implementar, pois é baseada em conceitos abstratos e em
modelagem.

Mas ela também se mostra eficiente para analise de risco, sendo uma
ferramenta simplificada e tornada mais acessivel, concentrando-se em previsoes
de quantidades observaveis e realizando avaliagdes de incerteza dessas
quantidades usando probabilidades subjetivas (Aven et al., 2007). A abordagem
bayesiana preditiva fornece uma estrutura para assegurar a qualidade da analise
de risco. Esta abordagem reconhece que o risco ndao pode ser adequadamente
descrito e avaliado simplesmente por referéncia ao resumo das probabilidades.
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O risco é definido pela combinacao de possiveis consequéncias e incertezas
associadas.

Uma das vantagens da avaliacdo bayesiana em casos que envolvem
procedimentos de andlise com etapas de transferéncia de massa
(e.g. extragao do item analisado), é a forma como podem ser geridas eventuais
das perdas no processo de medicdo. Os dados da avaliagdo prévia de perdas
reunidos durante a validacdo da medicdo, podem ser entendidos como
conhecimento prévio de um modelo bayesiano condicionado o valor a estimar
para o resultado da amostra desconhecida. Com isso, a avaliacdo bayesiana da
incerteza da medicdo se mostra uma ferramenta util para andlises clinicas e

outros tipos de determinagoes.

2.4.6. Avaliacao da incerteza em etapas unitarias

A abordagem bottom-up de avaliacao da incerteza da medig¢do envolve a
estimativa e combinacdo da incerteza associada as variaveis que afetam o
resultado da medicdo. Muitas destas variaveis coincidem com as etapas
analiticas e, em alguns casos, sdo descritas por modelos metroldgicos
complexos. As incertezas de medicao podem assim ser segmentadas de acordo
com as diferentes etapas do procedimento. A abordagem bottom-up exige uma
descricao clara da relacao entre o valor da grandeza medida e todas as variaveis
de que esta depende. Estas varidveis podem ser valores medidos
(.e. valores de massa, volume ou concentracdo), fatores de correcdo ou
variaveis de influéncia. Geralmente, o levantamento das fontes de incerteza é
realizado seguindo o fluxograma das etapas do procedimento de medicdo e
produzindo a férmula usada para calcular o valor de grandeza medida
(Song et al., 2017).

A representacao gréafica desta informagcéo é muitas vezes realizada por
diagramas de Ishikawa ou de espinha de peixe (Salvador et al., 2004) que
facilitam a identificacdo das fontes de incerteza e das suas correlacdes, evitando
0 esquecimento ou a contabilizagdo repetida das componentes de incerteza
(secao 4.8.1). A vantagem da abordagem bottom-up é a descriminacao de todos
as componentes de incerteza de forma separada, permitindo saber quais sao as
componentes mais relevantes e evitar de superestimar a incerteza pela

simplificagdo da quantificacdo das componentes. Esta abordagem tem como
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desvantagem a dificuldade de aplicagdo a medicbes com etapas dificeis de
modelar como etapas de extracdo do item analisado ou digestao da matriz da
amostra (Song et al., 2017).

As etapas analiticas mais comuns, para as quais foram desenvolvidos
modelos de desempenho detalhados, sdo pesagens, medigdes de volume e
quantificacdes instrumentais. A extracdo do item analisado e a digestdao da
amostra, comuns em alguns setores analiticos, requerem uma modelagao
experimental indireta como a conseguida pela abordagem diferencial de
avaliacao da incerteza (Bettencourt da Silva et al., 2000). Cada etapa analitica
tem de ser estudada considerando os efeitos aleatérios e sistematicos que
afetam o seu desempenho.

A determinacdo da massa real de uma porcdo de amostra ou padrao,
recorrendo a uma pesagem ao ar (ndo em vacuo), envolve a determinacao de
um peso que consiste na forca que a massa aplica no prato da balanca e resulta
da combinacao de trés forcas: 1) forca gravitica devida a atracao entre a terra e
o corpo; 2) a componente da forga centrifuga perpendicular a tangente da
superficie da terra produzida pela rotagcdo da terra; 3) impulsdo estatica e
4) outras forcas que podem ser eliminadas por uma pratica correta de pesagem.

No entanto, na grande maioria dos casos, os laboratérios de ensaios
quimicos determinam massas convencionais como definido na recomendacao
R 33 da Organizacdo Internacional de Metrologia Legal (OIML)
(OIML R33, 1979). Esta convencgao referencia as determinagdes de pesagens
em ar com uma massa especifica de 1,2 kg m3 considerando uma massa
especifica do corpo pesado de 8000 kg m=, que corresponde a pesagem de
aco-inoxidavel ao nivel do mar em condicoes atmosféricas normais.
A determinagéo direta da massa convencional é realizada com o uso de balancas
calibradas com massas de referéncia de aco-inoxidavel visto que as variacdes
habituais da massa especifica do ar em torno de 1,2kgm? ndo afetam
significativamente a massa determinada.

Se a pesagem for efetuada de acordo com as boas praticas laboratoriais,
habitualmente, as fontes de incerteza contabilizadas sado as originadas por
efeitos aleatérios estimadas pelo desvio padrao da repetibilidade de pesagens,
e originadas por efeitos sistematicos observaveis durante a calibracdo da
balanca e resultantes da incerteza associada a sensibilidade e linearidade da



57

resposta da balanca. Quando a pesagem é efetuada por diferenca, as fontes de
incerteza associadas a repetibilidade e a calibracao da balangca podem ocorrer
duas vezes (Song et al., 2017). A combinagdo dessas componentes pode ser
realizada utilizando a lei da propagacao de incertezas (ver secao 2.4.4.1).

Ja as fontes de incerteza associadas a medi¢des de volume proveem de
efeitos aleatérios, associados a repetibilidade da manipulacdo do equipamento
e estimados num estudo gravimétrico de repetibilidade, e efeitos sistematicos
estimados pela tolerancia associada ao valor nominal do material volumétrico e
a diferenca entre a temperatura da solucdo medida e a temperatura de referéncia
do valor nominal. Quando se processa a uma diluicdo volumétrica, a incerteza
associada ao efeito da temperatura anula-se quando as medi¢cdes de volume
forem realizadas num curto espaco de tempo (ver secdo 4.8.1)
(Eurachem/CITAC, 2012).

A incerteza associada a quantificagdes instrumentais, realizada com
equipamento calibrado recorrendo a modelos estatisticos de regressao, pode ser
estimada considerando duas componentes de incerteza: 1) a incerteza
associada a interpolacdo ou extrapolacdo estatistica do sinal da amostra na
curva de calibragcado ou da curva de adicao padrao, respectivamente, (ver secao
4.8.1) e, 2) aincerteza associada aos valores das referéncias, tais como padroes
quimicos, usados na calibracdo de um procedimento instrumental de analise.
Esta componente pode ser desprezavel.

Quando é usado o método dos minimos quadrados (MMQ) para calibrar
a instrumentacdo e para estimar a incerteza padrdao de interpolagdo ou
extrapolagcdo €& necessario salvaguardar que sejam respeitados todos os
pressupostos do modelo de regressdo. Os pressupostos do MMQ sédo a
homogeneidade de variancias e linearidade da resposta instrumental, e
irrelevancia da incerteza associada ao valor relativo dos padrdes de calibracéo,
considerando a razao da repetibilidade da resposta instrumental. A incerteza
padrao relativa associada a preparacao dos padrdes de calibracao é estimada,
por excesso, pela incerteza padrdo relativa associada ao teor do padrdao de
calibracdao com menor concentracao, pois € o que apresenta a incerteza relativa
mais elevada (Bettencourt da Silva et al., 2010).

Para estimar a incerteza associada ao valor de um padréo de calibragéo,

por vezes, é necessario combinar as incertezas associadas a pureza, pesagem
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e diluicdo da substancia de referéncia, por exemplo, recorrendo a lei da
propagacao de incertezas (Song et al., 2017).

Bettencourt da Silva et al. (2010) discutiram como verificar os
pressupostos do método dos minimos quadrados quanto a qualidade dos
calibradores, homocedasticidade e linearidade do sinal instrumental quando um
procedimento instrumental de analise é sujeito a uma calibracdo externa.
Designam-se como calibracées externas as apresentacdes de padroes ao
procedimento instrumental de analise que visa estimar o sinal necessario a
construgdo de uma curva de calibracdo aplicavel a quantificacdo de diversas
amostras. Mais recentemente, Bettencourt da Silva (2016) desenvolveu um
tutorial e uma planilha validada, com o objetivo de projetar, validar e estimar a
incerteza de medicbes com base em calibragcdes externas construidas pelo
MMQ.

Na sequéncia do trabalho de Bettencourt da Silva et al. (2010),
Rodrigues et al. (2015) discutiram como verificar o cumprimento dos
pressupostos do MMQ em calibracbes pelo método de adicdo padrao.
Em particular, foi discutido a forma de avaliar a adequagédo da qualidade da
diluicdo da amostra e adicdo padrao para utilizacdo deste modelo de regressao

na avaliagao da incerteza.

2.4.7. Abordagens pragmaticas de avaliacao da incerteza

As abordagens fop-down podem dividir-se em abordagens
top-down interlaboratorial e top-down intralaboratorial dependendo do tipo de
parametros de desempenho global da medicdo usados na avaliacdo da

incerteza.

2.4.7.1 Abordagem top-down interlaboratorial

A aplicacao da abordagem top-down interlaboratorial de avaliacao da
incerteza da medicdo € mais simples quando a medicao é operacionalmente
definida ou realizada usando um procedimento de medicdo utilizado pela
generalidade dos laboratérios. Nesses casos, pode-se assumir que os efeitos
sistematicos associados ao principio fisico-quimico da medicao sao nulos.

Se um laboratério utiliza um procedimento normalizado validado, apenas

tem de provar que é capaz de aplicar corretamente o procedimento dentro dos
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seus limites de repetibilidade e reprodutibilidade, reportando a incerteza
recorrendo a reprodutibilidade de medicéo. Isso pode ser feito participando de
um ensaio colaborativo, testes de proficiéncia ou comparacdo bilateral
(Bai et al., 2009).

Nessa abordagem, o desvio padrao da reprodutibilidade da medicao, sg,
estimado em ensaios colaborativos ou em testes de aptiddo mono-procedimento,
pode ser usado diretamente como incerteza padrédo da medigao (u(y) = sg).
Depois de expandida, com um fator de expansao adequado, k, a incerteza pode
ser reportada na forma expandida (Equacao (13)).

U(y) =k.sg (13)

Se sy for estimada com um numero elevado de graus de liberdade,
k sera igual a 2 ou 3, que expande a incerteza para um nivel de confianga
aproximado de P = 95 % ou 99 %, respectivamente.

Tendo em conta que essa abordagem superestima a incerteza da
medicdo ao considerar a diversidade de efeitos sistematicos que afetam as
medic¢des de diversos laboratérios e o fato de, muitas vezes, nao estar disponivel
informacao interlaboratorial, desenvolveram-se metodologias alternativas, como
as apresentadas no programa VAM (Valid Analytical Measurements), guia
Eurachem/CITAC e guia Nordtest (Ellison et al., 2000; Eurachem/CITAC, 2012;
Nordtest, 2004).

2.4.7.2 Abordagem top-down intralaboratorial: Programa VAM

Entre 1998 e 2000 foram apresentadas diversas abordagens do tipo
top-down intralaboratorial dos quais se destacam a abordagem proposta no
programa VAM devido ao balango equilibrado entre simplicidade e rigor da
avaliagéo.

Em 1998, o programa VAM do Reino Unido apresentou a chamada
“abordagem de reconciliagdo”. Esta abordagem baseia-se na combinacédo da
incerteza associada ao resultado da medicao estimada por paradmetros de
desempenho global da medicdo, reunidos durante a sua validacédo
intralaboratorial, com a incerteza associada as componentes que sdo mantidas
constantes durante os estudos de validag¢ao. Esta abordagem envolve a divisao

das fontes de incerteza em trés tipos: 1) Incerteza associada a precisao, uy,ecisao>
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(fontes aleatérias); 2) Incerteza associada a veracidade, Uyergcidades
(fontes sistematicas), e 3) outras fontes de incerteza nao estimadas
experimentalmente, u,,:«s (Ellison et al., 2000).

A incerteza da precisao é dada pelo desvio padrdao de medicoes repetidas
obtidas em condigéo de preciséo intermediaria, spyecisao, CONforme Equagao (14)

(Ellison et al., 2000).

s -
— precisao
upreciséo - (1 4)

vn

Sendo n o numero de medicbes repetidas realizadas em condigdes de
precisdo intermediaria (i.e. em dias diferentes). Quando o laboratério reporta a
média de n repeticdes obtidas em dias diferentes, deve considerar que a média
de n resultados € vn mais precisa que os resultados individuais. Quando s&o
realizados ensaios Unicos, n € igual a 1.

O Sprecisao POde ser estimado agrupando o desvio padréo de precisao
intermediaria estimado pela analise de t amostras de acordo com a
Equacao (15) (Ellison et al., 2000).

§=1(ni_ 1)51'2
Z§=1(ni_1)

Sprecisio =

Sendo que s; € 0 desvio padrao de réplicas obtidas em condi¢cées de
precisao intermediaria, da analise do item i (i=1 a t).

A incerteza associada a veracidade reflete o impacto dos efeitos
sistematicos que afetam a medicao, que pode ser avaliada pelo desvio entre a
média de multiplos resultados repetidos e o valor verdadeiro do mensurando.

Os efeitos sistematicos sao frequentemente avaliados pelo calculo da
recuperacao média do valor de referéncia de um material de referéncia como um
material de referéncia certificado (MRC) ou uma amostra fortificada no
laboratério. A recuperacdo média € a razao entre a média estimada e o valor de
referéncia.

A incerteza associada a recuperacao observada é estimada considerando
trés componentes: 1) Incerteza associada a recuperacdo média do valor de
referéncia; 2) Incerteza associada a influéncia da matriz e/ou valor da grandeza
medida na recuperacao; e 3) Incerteza associada a diferengcas na recuperacao
observada no item de referéncia, usado no estudo da recuperacao, ou que ocorre

nos itens analisados devido a diferengas na especiacao ou outros fenédmenos de
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natureza quimica. As componentes 2) e 3) sdo desprezaveis quando os itens de
referéncia usados para determinar a recuperacao média sdo equivalentes as
amostras em termos de matriz, valor da grandeza medida e especiacdo quimica.
Desta forma, apenas sera discutida a avaliagdo da incerteza associada a
determinacao da recuperacdo média.

O valor e a incerteza da recuperacdao média (veracidade) pode ser
calculada de acordo com a Equacbes (16) e (17) (Ellison et al., 2000),

respectivamente.
R= 2 ’
YRef ( 6)
—_ _ 52 . 2
s = )= £+ (22) o

Sendo que R ¢ a recuperagdo média, ¥ a média do valor de grandeza
medido experimentalmente, yg.s 0 valor de referéncia, u(R) a incerteza padrao
da recuperagao média, s, 0 desvio padréo da precisao intermediaria do valor de
grandeza medido, u(yger) a incerteza padrao do valor de referéncia e n o nimero
de ensaios de recuperacgao.

Com os resultados do valor medido e incerteza da recuperacdo média, €
possivel fazer uma avaliacao da necessidade de corre¢cdo ou compensacao de
desvios sistematicos relevantes por meio de um teste t-Student conforme

apresentado na Equacéao (18) (Ellison et al., 2000).
£95% = LRI (18)

Se o valor de t°>% calculado for maior que t°>% tabelado, deve-se corrigir
os valores de grandeza medidos por meio da multiplicagcdo pelo inverso da
recuperacao média (1/R).

As fontes de incerteza mantidas constantes na sequéncia dos ensaios
experimentais realizados para estimar a precisdo e a veracidade da medigéo,
devem ser estimadas, por meio da estimativa da incerteza padrado u,ytrqs, €
combinadas com as incertezas padrdo das outras componentes.
Estas componentes de incerteza podem estar associadas a calibracdao da
balanca usada nos ensaios e/ou a pureza da substancia de referéncia quando é
usada a mesma substancia de referéncia na validagdo do procedimento
(Ellison et al., 2000).
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As componentes de incerteza descritas sdo combinadas na sua forma
relativa como componentes de uma expressao multiplicativa conforme apontado

na Equacéao (19).

’ _ 12 2 2
u (y) - \/u precisao + Uyeracidade tu outras (1 9)

Sendo que o apodstrofo associado a u (i.e. ') indica valores relativos
(I.€. Uprecisio= Uprecisio/Y; €M que y € o valor de grandeza medido) e u'(y) € a
incerteza padrao relativa do valor da grandeza medida.

O projeto VAM s6 apresenta algoritmos para a avaliacao da incerteza da
recuperacao quando esta é estimada considerando o mesmo tipo de materiais
de referéncia (e.g. um MRC ou a mesma amostra com o item analisado nativo
fortificado com 0 mesmo valor de grandeza). Recentemente, foi publicada uma
extensdo dos algoritmos propostos no programa VAM que permite a avaliacao
da incerteza da recuperacao estimada pela analise uma grande diversidade de
materiais de referéncia com itens analisados em diversos testes de aptidao
(Cordeiro et al., 2017).

2.4.7.3 Abordagem top-down intralaboratorial Nordtest

Outra abordagem para uma avaliacdo pragmatica de incerteza da
medicao € a proposta no guia Nordtest. O guia Nordest propde a contabilizacao
de duas componentes de incerteza: 1) precisao intermediaria, dada pelas
Equacdes (14) e (15) (idem programa VAM) e 2) veracidade, dado pela
Equacéo (22) e designada como componente ‘bias®. Este guia assume que
todas as outras componentes sdo desprezaveis, 0 que pode ndo ser 0 caso.

No guia Nordest a incerteza da veracidade é designada como incerteza
do erro sistematico (“bias” em inglés). De fato, o guia Nordtest ndo prevé
componentes adicionais as componentes da precisdao e do “bias” porque 0s
dados experimentais usados para estimar estas componentes devem ser obtidos
num periodo alargado de tempo (tipicamente ao longo de seis meses a um ano),
em que diversas solucdes padrdo sao usadas, e outros recursos materiais e

operacionais variam.

5 Segundo VIM, o “bias” é dado pela tendéncia de medicao; erro de justeza, sendo estimativa de
um erro sistematico.
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A componente de veracidade leva em conta os efeitos sistematicos que
causam desvios na medicdo a longo prazo (dado em condi¢cdes de precisao
intermediaria). Estes efeitos podem ser descritos como a combinacao do erro
sistematico causado pelo principio fisico-quimico do procedimento com o erro
sistematico causado pela implementagdo do procedimento no laboratério.
De acordo o guia Nordtest, a incerteza da medicdo é estimada pela
Equacéao (20) (Nordtest, 2004):

u’(y) = \/ulzzﬂ”ecisﬁo + u;?zIAS (20)

no qual u'g 45 € a incerteza padrao relativa da veracidade da medigao, quando a
veracidade € avaliada pela andlise repetida do mesmo material de referéncia
(e.g. o mesmo material de referéncia certificado), a u'g.s € dada pela
combinacao de trés termos. O primeiro & o desvio padrao relativo do “bias’,
s'g1as, dado pelo desvio padrao relativo da precisao intermediaria de n medicoes
repetidas do material de referéncia (Equacodes (14) e (15)), em que os desvios
padroes sao trocados por desvios padrao relativos. O segundo termo é a
incerteza padrao relativa do valor de referéncia do material, u'(ygrer), € 0 terceiro
termo a diferenga relativa entre o valor médio estimado e de referéncia (bias’),

conforme apontado na Equacéo (21) (Nordtest, 2004).
bias' = L= YRef (21)

Com estas trés componentes é possivel estimar a u'g;45, dados pela
Equacéao (22) (Nordtest, 2004).

, 2
UWpras = \/SB% + U (YRef)? + bias'? (22)

E com a incerteza de veracidade, precisao e outras fontes, combina-se

estas pela lei da propagacéao de incertezas, de acordo com a Equacao (20).

2.4.8 Comparacao de abordagens de avaliacao da incerteza

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das abordagens de avaliacdo da
incerteza da medicdo que mais importa considerar quando se seleciona a
estratégia de avaliacao bottom-up e top-down.
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Tabela 1: Diferencas relevantes das abordagens bottom-up e top-down

bottom-up top-down top-down
interlab. intralab.
Capacidade de
dlsseca_ggo da Grande Nenhuma Pequena
medicao
Complexidade da
abordagem Alta Muito baixa Baixa
Necessidade de
dados Nao Sim Nao

interlaboratoriais

Potencialmente
nao

superestimada

Muito
superestimada

Dimensao da

. Superestimada
incerteza

As abordagens top-down tém como vantagem a simplicidade dos
principios e da aplicagdo, mesmo quando a medicdo € complexa.
Em contrapartida, as suas principais desvantagens estdo no fato de nao
permitirem estimar a contribuicao percentual das diferentes etapas analiticas ou
efeito passiveis de otimizacdo, e em alguns casos tende a superestimarem a
incerteza quando distancia-se o valor medido do valor de referéncia.
A simplificacao da avaliagdo implica superestimar o impacto de alguns efeitos na
qualidade da medicdo. A abordagem top-down interlaboratorial tem a
desvantagem adicional de necessitar da disponibilizacdo de informacao
interlaboratorial.

A abordagem bottom-up tem como vantagem poder estimar a contribuicao
percentual das componentes de incerteza que podem ser intervencionados de
forma a reduzir a incerteza ou os custos da analise. A desvantagem da
abordagem é a maior complexidade dos algoritmos usados por comparag¢ao com
os calculos envolvidos nas abordagens top-down. As abordagens top-down
produzem estimativas “grosseiras” da incerteza que muitas vezes sao mais
elevadas que a incerteza-alvo, tornando a medi¢ao inadequada para 0 uso.

Se o laboratério tem competéncia e tempo para avaliar o processo de
medicao de forma detalhada, a abordagem bottom-up é geralmente adequada.

Por outro lado, caso o laboratério tenha tempo limitado, mas tenha disponiveis
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dados da validagdo do procedimento e do controle da qualidade do ensaio,
podera considerar uma avaliacao top-down mais adequada.

A grande generalidade dos laboratérios usa a abordagem mais simples
disponivel que Ihe permita reportar uma incerteza de medicdo menor que a
incerteza-alvo. Em alguns casos, esse objetivo s6 é conseguido pela abordagem
bottom-up. O objetivo do laboratério € ter adequacdo ao uso, utilizando a
abordagem mais simples desde que esteja abaixo dos valores maximos

admissiveis de incerteza.

2.5 DESENVOLVIMENTO METROLOGICO: METODO DE ADICAO
CUMULATIVO DE PADRAO (MAP-C)

Em muitas aplicagbes de procedimentos instrumentais de analise, a
resposta do instrumento de medicao esta em funcéao da matriz do item analisado.
O item analisado pode ser uma amostra em grande quantidade ou uma pequena
porcao sujeita a quantificacao direta. A matriz sdo todos os componentes do item
analisado, com excecao do objeto de analise (tipicamente, a espécie quimica
analisada). Se a matriz pode ser reproduzida, a calibragéo do instrumento pode
ser baseada em calibradores® preparados com matriz ajustada, ou seja, com
itens com valores da grandeza estudada conhecidos e uma matriz equivalente
aos itens analisados.

No entanto, em alguns casos, nao € possivel ou viavel do ponto de vista
econbmico, preparar calibradores com matriz ajustada devido a falta de
conhecimento a respeito da composicao da matriz e a diversidade de magnitude
dos efeitos da matriz nos varios itens analisados (Viana et al., 2011).

Nestes casos, as calibracbes podem ser realizadas pelo método de
adicao de padrao, no qual niveis crescentes e conhecidos da grandeza estudada
sao adicionados ao item analisado. Tal procedimento é aplicado de modo a se
estimar a sensibilidade da resposta do instrumento de medicéo, isto é, a variacao
do sinal com a adicdo de valor de grandeza, e subsequentemente determinar o
valor da grandeza medida presente no item analisado.

6 Calibrador é o termo referente a todo o processo de preparo das solugoes padrdes de acido
urico, desde a preparacao da solugao estoque até as adicdes com a micropipeta sobre a amostra
analisada.
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O valor da grandeza medida no item estudado é estimado pela
extrapolacédo da curva de calibracdo para uma resposta do instrumento igual a
zero; ou seja, considerando o simétrico da abscissa, x, quando a ordenada, y, é
igual a zero. O simétrico do nivel do item analisado adicionado correspondente
a intersecao da curva de calibragdo com o eixo do valor adicionado, eixo x,
(a abscissa na origem da curva) no qual permite estimar o valor da grandeza
estudada no item analisado (Rodrigues et al., 2015). Nesta descricdo mais
genérica sobre calibragdes analiticas, o termo genérico grandeza (JCGM, 2012)
€ usado, em vez de exemplos especificos de grandezas tais como concentracao
molar ou concentracao massica, de modo que a teoria seja aplicavel a varios
casos.

Uma das desvantagens mais relevantes do método convencional de
adicado de padrao € a necessidade de uma grande quantidade de item analisado
para preparar os calibradores, o tempo demandado, e os produtos quimicos
necessarios para preparar a curva de calibracao especifica para cada item
analisado. Na analise de uma solucdo é necessario ter um volume
suficientemente grande de amostra para preparar varias porcoes diluidas com
incrementos crescentes do valor de grandeza estudado. No entanto, em algumas
aplicacdes, nao se dispdem de volumes suficientes de solucao para preparar os
calibradores como no caso de amostras clinicas com fluidos biologicos
(Dadamos et al., 2017).

Se o procedimento instrumental de analise ndo consumir o volume do item
analisado no processo de coleta de sinal, como por exemplo, na espectroscopia
molecular, potenciometria e voltametria, a necessidade de um grande volume do
item analisado pode ser superada. Tal superacdo se da a partir de adi¢cdes
consecutivas de valores da grandeza estudada para a mesma porcao analitica
de amostra, sendo o sinal instrumental recolhido antes e depois das adicoes.
Tipicamente, o valor da grandeza é adicionado a partir de uma solu¢ao estoque
de referéncia (Dadamos et al., 2017).

Numa calibracdo por adicdo cumulativa de padrdo recorrendo a um
procedimento instrumental de andlise cujo sinal varia proporcionalmente com a
concentragao do item analisado, visto que o volume total do sistema aumenta ao
longo das adi¢des, considera-se a multiplicacdo do sinal pelo volume total da

solucdo (I xv,,) em funcdo da massa do item analisado adicionada (m,)
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(Le. I x vy, vs. mg). Tendo em conta que o sinal, I, é proporcional a concentracéo
de do item analisado, y, (I «<y) a multiplicacdo do sinal pelo o volume total
(I xvy,) sera proporcional a multiplicacdo da concentracdo adicionada pelo
volume total que corresponde a massa do item analisado adicionada, mg;
ou seja, I * vy, x m,. Se 0 aumento do volume do sistema e, em particular, a
diluicdo do item analisado na porcdo de amostra nao for considerado, o teor do
item analisado na amostra pode ser quantificado com um erro consideravel.

No entanto, uma vez que a grandeza nativa presente na por¢ao analitica
de analise original é diluida a medida que se adiciona um novo volume da
solucao de referéncia, a construgao da curva de calibracao deve tomar a massa
da espécie quimica adicionada, m,, que representara a variavel independente;
isto é, o valor da solucdo de referéncia adicionada, que é tipicamente uma
concentracdao do mensurando que deve ser multiplicado pelo volume acumulado
adicionado (Dadamos et al., 2017).

O volume total da solugao cujo sinal é recolhido, v;,, ou seja, 0 volume da
solucdo analisado somado ao volume acumulado de solugao de referéncia, deve
ser multiplicado pelo sinal observado, I;, (I; * v;,) € este produto considerado
como a variavel dependente da calibragcdo. A razdo entre o simétrico da
ordenada na origem, b (coeficiente linear) e o coeficiente angular da curva de
calibracao (I; * vy, vS. m,) representa a massa da espécie quimica estimada no
item analisado, m. Dividindo m pelo volume da solu¢do analisada, v, encontra-
se a concentracdo massica da espécie y, na solucdo (Equacéo (23)).

Vs =m/v (23)

O método de adicdo cumulativa de padrao também permite estimar
concentragdes molares se m e m, forem substituidos por nimeros de mols da
espécie quimica estudada.

Se a diluicdo do composto de andlise nativo com o volume de solucéo de
referéncia ndo for considerada, as medicoes podem ser afetadas por erros
significativos. Este erro € maior se o valor da solucao utilizada em adi¢des de
padrao for semelhante ao valor nativo (Dadamos et al., 2017).
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3 OBJETIVO

O principal objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de
metodologias de implementacdo, otimizagdo e validacdo da medicao
voltamétrica de parametros bioquimicos em pequenos volumes de fluidos
bioldgicos. As medicdes voltamétrias sdo das solu¢des analiticas mais flexiveis
e de menor custo sendo, no entanto, suscetiveis a efeitos de matriz. As
metodologias desenvolvias foram aplicadas a analise de acido Urico em soro
humano. A investigacdo realizada deve ser aplicavel ao desenvolvimento de
outros sensores eletroquimicos, a caracterizacdo de outras matrizes e ao
desenvolvimento de procedimentos de medicdo baseados em outros métodos
instrumentais de andlise.

Ademais do objetivo geral, destaca-se os objetivos especificos:

» Construir um eletrodo que obtenha respostas seletivas e sensiveis para a
determinacdo de acido urico em soro humano. Esta investigagdo deve
envolver a otimizacdo e o estudo do comportamento eletroquimico do
eletrodo;

» Desenvolver uma nova abordagem de calibragdo de procedimentos
instrumentais de analise, suscetiveis a efeitos de matriz, aplicavel quando
esta disponivel um pequeno volume de solugédo a analisar;

» Validar um procedimento de medicao eletroquimica de acido Urico em
soro humano que culmine na avaliacdo da incerteza da medi¢do. A
validacdo deve incluir a avaliacdo da compatibilidade metrolégica de
medicées eletroquimicas com medicbes usadas no procedimento
espectrofotométrico de referéncia;

» Desenvolver e aplicar abordagens bottom-up de avaliacdo da incerteza
das medigdes realizadas. As abordagens a desenvolver devem
basear-se no modelo de regressdao usado ou ser aplicaveis quando os
pressupostos do modelo de regressao nao sao validos;

» Aplicar abordagens top-down de avaliacdo da incerteza da determinacao
de acido urico em soro humano e comparar as avaliagdes top-down com

avaliagdes bottom-up;
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Fazer avaliagcbes bayesianas da incerteza da medicdo por meio da
atualizacao da prevaléncia de acido Urico no soro da populacao brasileira
com resultados de medicdes eletroquimicas;

Desenvolver planilhas eletrbnicas “amigo-do-utilizador” para a validacao

e avaliagao da incerteza das medigoes.
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4. EXPERIMENTAL
4.1 EQUIPAMENTOS

As medigbes eletroquimicas de voltametria ciclica foram realizadas
utilizando uma cela eletroquimica de 10 mL, contendo trés eletrodos, sendo um
eletrodo de prata como pseudo-referéncia e dois eletrodos de nanografite (NG),
sendo um como contra eletrodo (0,78 cm?) e outro como eletrodo de trabalho
(0,50 cm?), conectado a um potenciostato/galvanostato MPQG-01
(Microchimica) controlado por um microcomputador. Os resultados obtidos foram
tratados utilizando o programa Origin da Microcal Inc. 7.0°.

Para a realizacdo dos experimentos de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE), utilizou-se os mesmos materiais das medidas voltamétricas.
Os experimentos foram realizados em um potenciostato PGSTAT30/Autolab®
acoplado a um microcomputador e controlado pelo software FRA. Os espectros
de plano complexo foram analisados com o software Electrochemistry-ZView?2.

As medicoes de microscopia eletroquimica de transmissao (TEM) foram
realizadas em um microscépio de transmissao de elétrons FEI TECNAI G- F20
operando a 200 kV para verificar a morfologia do material formado.

As medicdes de espectroscopia no infravermelho (IR) foram realizadas
em um espectrofotdbmetro FTIR-ATR (Perkin-Elmer). O equipamento esta
disponivel no Laboratério de Sucroquimica e Quimica Analitica (LSQA) do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, (IBILCE/UNESP) campus Séo
José do Rio Preto.

As medicbes de Difratometria de Raios X (XRD) foram realizadas em um
difratdmetro de Raios X Mini Flex Il X-Ray Difractometer- Rigaku®, sob radiagao
Cu Ka= 1,54184 A, e angulo incidéncia com a superficie (8) de 5 a 402, 30 kV e
15 mA com velocidade de varredura de 1° min' e 0,02° de stepsize, no
Laboratory of Energy Clean Technology- LACETE, Departamento de Fisica,
IBILCE-UNESP.

As imagens da superficie do eletrodo foram realizadas com um
microscopio digital Dino Lite Plus AM-313 com Aumento de 200 X, disponivel no
Laboratério de Fotoquimica, Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais,
IBILCE — UNESP.
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As folhas de calculo para validagdo do procedimento proposto foram
realizadas utilizando o programa MS-Excel®. As moléculas foram construidas
utilizando o software ChemSketch da ACD/Labs®.

4.2 OBTENCAO DA LIGNINA

Foram utilizadas ao longo do presente trabalho a lignina KRAFT (LGK),
a lignina KRAFT purificada (LGKP) e a lignina de bagaco de cana (LGB).
A lignina KRAFT é um subproduto da industria de papel celulose, a qual nao
passou por nenhum tratamento prévio. Para a purificagdo da lignina KRAFT
lavou-se com &cido cloridrico diluido mantendo pH 2,0 para efetuar a troca com
os ions de sdédio. Apds esta etapa, centrifugou-se e deixou-se secando na estufa
(Kubo et al, 2005). A lignina de bagaco de cana foi extraida segundo

procedimento relatado por Fukushima et al. (2001).

4.3 PREPARACAO E MODIFICACAO DOS ELETRODOS

Para a determinacao de acido Urico em amostras de soro fisioldgico (SF)
e soro humano (SH) foi desenvolvido um eletrodo de carbono em matriz de
teflon. Foi construido o eletrodo conjugado, utilizando-se um tubo de teflon, de
didmetro de 3,5 cm, no qual foram feitos trés furos, sendo que dois furos, com
maior diametro foram utilizados para suportar o eletrodo modificado com
Cu-nanografite-lignina (eletrodo de trabalho) e o outro apenas para o eletrodo de
nanografite (contra eletrodo). Um destes eletrodos foi utilizado como eletrodo de
trabalho, area geométrica, A,~ 0,5 cm?, e o segundo preparado apenas com
nanografite utilizado como contra eletrodo, de 4, = 0,78 cm?. O terceiro furo
recebeu a quente e sob presséo o fio de prata pura, A;= 0,20 cm?, sendo este

empregado como eletrodo de pseudo-referéncia. Os contatos elétricos externos
foram feitos com fios de cobre conforme apresentado na Figura 7.

Construido o eletrodo conjugado, esse passou por um pré-tratamento da
superficie realizado em trés etapas. A primeira foi um procedimento quimico,
seguido pelo polimento mecéanico e por ultimo uma etapa eletroquimica.
O procedimento quimico consistiu na imersao dos eletrodos por um periodo de
10 minutos em uma solugdo de 1:3 (H202:H2SO4), v,, concentrados.

Posteriormente os eletrodos foram enxaguados com &gua. O polimento
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mecanico foi realizado por meio de polimento em uma folha de papel sulfite
branco, virgem, a fim de deixar a superficie lisa € homogénea como evidenciado
a partir da Figura 8. A terceira etapa referiu-se ao polimento eletroquimico,
realizado por voltametria ciclica em solugdo de H2SO4 0,1 mol L' até a obtengéo

de um perfil voltamétrico estavel.

Figura 7: Eletrodo conjugado em matriz de teflon

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de
Trabalho

Contra Eletrodo

Fonte: Elaborado pelo Autor

Figura 8: Imagem da superficie do eletrodo de nanografite-lignina
(Microscopio Digital - Dino Lite Plus AM—313); Ampliagéo: 200 X
u el * ’ v Y . e ’ : ,".;.i..-" ’ e

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Para a preparacao do eletrodo de nanografite foi utilizado nanografite de
300 nm. A lignina empregada tem trés origens: 1) lignina KRAFT provinda de
usina de papel celulose, sem purificacdo; 2) lignina KRAFT purificada; e
3) lignina de bagaco de cana-de-acucar extraida e purificada no laboratério.

O eletrodo formado por nanografite-lignina foi preparado em diferentes
propor¢cdes para a realizacdo da busca da melhor relagdo entre as diferentes
ligninas e o0 nanografite. Para a preparacdo do eletrodo com as diferentes
ligninas foram misturadas com nanografite, 6leo mineral e hexano para a
obtencdo de uma mistura homogénea. O material permaneceu sob agitacao
mecanica por 24 horas a temperatura ambiente para evaporacao do solvente
para garantir a homogeneidade. Apds o estudo quimiométrico de otimizacéao da
proporcao, foi escolhida a mistura composta por 25 % de lignina,
60 % de nanografite e 15 % de 6leo mineral, pois apresentaram os melhores
sinais de corrente elétrica.

Posteriormente, sobre o eletrodo de trabalho foi eletrodepositado cobre
metalico. Para tal, foram realizados 4 ciclos, empregando-se a técnica de
voltametria ciclica, no intervalo de potenciais de -1,0 a 1,2 V vs. Ag, e velocidade
de varredura, v,= 300 mV s em CuS040,1 mol L.

Em seguida, o eletrodo de trabalho foi caracterizado empregando-se as
técnicas eletroquimicas de impedancia eletroquimica e voltametria ciclica
(utilizou-se diferentes faixas de potencial em funcdo de cada caracterizacao);
e técnicas de analise de superficie como infravermelho; Difratometria de
Raios-X; e microscopia eletrénica de transmissao.

A éarea eletroativa do eletrodo foi calculada a partir do estudo cinétido de
variagdo de velocidade de varredura de potenciais, sendo calculada a
concentragdo  eletroativa (I'/mol cm?) nos processos anddicos.
As caracterizagdes do eletrodo por voltametria ciclica também foram realizadas
na presenca de &cido Urico, estudando seu mecanismo de oxidagdo e
interferentes.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL
O planejamento fatorial foi elaborado para verificagdo do comportamento
eletroquimico dos ions cobre eletrodepositados sobre a superficie do eletrodo.
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A Equacdo (24) apresenta a matriz utilizada para o planejamento
(Pereira Filho, 2015).
b, = XTx)"1x7l, (24)

Para a qual, b, representa a matriz estudada; X s&o os niveis -1 e +1
para o planejamento 2* e os niveis -1, 0 e +1 para o planejamento 33; X7é a
matriz transposta dos niveis -1, 0 e +1 e I, sdo 0s sinais elétricos de corrente.

Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial completo para avaliar
quatro variaveis do comportamento eletroquimico do eletrodo construido, sendo
eles: 1) porcentagem de lignina no eletrodo; 2) velocidade de varredura de
potenciais empregada para a eletrodeposicao de cobre metalico; 3) numero de
ciclos voltamétricos para a eletrodeposicédo de cobre metélico; e 4) velocidade
de varredura a ser aplicada em solugdo de cloreto de potassio
0,1 mol L' apds a eletrodeposicdo de cobre. Estas variaveis foram estudadas
em dois niveis, sendo realizado um planejamento 2* em um total de
16 experimentos com uma repeticdo (Vicentini et al., 2011) como apresentado
na Tabela 2.

Tabela 2: Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no planejamento 24

Variaveis Nivel (-1) Nivel (+1)
% lignina no eletrodo 20 % 25 %
Velocidade de varredura de 100 mV s 300 mV s’
eletrodeposicao de Cu metalico
Numero de ciclos para a 3 4
eletrodeposicao de cobre metalico
Velocidade de varredura em meio de KClI 100 mV s 300 mV s’

0,1 mol L™

Os sinais eletroquimicos sao referentes as correntes de pico anddicas
obtidas a partir do eletrodo de trabalho. Os experimentos foram efetuados de
forma aleat6ria para evitar erros sistematicos e a resposta monitorada foi a
intensidade de corrente elétrica, obtida a partir dos picos de oxidacdo dos
voltamogramas ciclicos.

Apbs este estudo preliminar, fixou-se a velocidade de varredura em
300 mV s, em meio de KCI 0,1 mol L. Desta forma passou-se a utilizar um
novo planejamento fatorial, mais completo, 3%, com trés niveis e trés variaveis

com ponto central (Oliveira, 2017), conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9: Planejamento fatorial 32 utilizando todas as combinagdes e todos os
niveis. (A) porcentagem de lignina no eletrodo; (B) velocidade de varredura de
eletrodeposicdo de cobre metalico; (C) ciclos voltamétricos para a
eletrodeposicao de cobre metalico

Fonte: Oliveira (2017)

Os niveis foram: nivel inferior (-1), nivel superior (+1) e ponto central (0).
As variaveis estudadas foram: 1) porcentagem de lignina no eletrodo;
2) velocidade de eletrodeposicdo de cobre; e 3) ciclos voltamétricos de
eletrodeposicédo de cobre. Os sinais s&o referentes as correntes de pico anddicas
dos eletrodos construidos. Os experimentos foram efetuados de forma aleatéria
para evitar erros sistematicos e a resposta monitorada foi a intensidade de
corrente com uma repeticdo. A Tabela 3 apresenta os fatores estudados e seus

respectivos niveis.

Tabela 3: Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no planejamento 33

Variaveis Nivel (-1) Ponto Central (0) Nivel (+1)
% lignina no eletrodo 20 % 25 % 30 %
Velocidade de varredura de 100 mV s 300 mV s 500 mV s
eletrodeposicao de cobre
metalico
Numero de ciclos de 2 3 4
eletrodeposicao de Cu
metalico

A partir da realizagcao dos experimentos foram construidos os graficos de
probabilidade e os diagramas de superficie de resposta, conforme descrito na

secao 5.2.



76

4.5 VALIDACAO DOS PROCEDIMENTOS

4.5.1 Homocedasticidade da resposta instrumental

Para avaliacdo da homocedasticidade foi utilizado o teste de Fisher que
compara as variancias dos sinais observados aos niveis de concentracdo mais
baixo e mais alto, sendo mais utilizada para uma avaliagdo preliminar do
desempenho da instrumentacdo. Também foi utilizado o teste de Levene que
avalia a homogeneidade de variancias considerando a precisdao da resposta
instrumental ao longo de toda a faixa de calibragdo informando de forma mais
fundamentada sobre o desempenho instrumental. O teste de Levene tem a
vantagem adicional de ser mais robusto do que o teste de Fisher a desvios a
normalidade dos sinais instrumentais. A Equacéo (25) apresenta a condicao
testada no teste de Fisher.

ST

ZF < Fot (25)

vp;vl
I1 p

()

No qual s;, € o desvio padréo da repetibilidade do sinal ao nivel mais alto
da faixa de calibracdo, s;; o0 desvio padrao da repetibilidade do sinal ao nivel
mais baixo da faixa de calibragdo e F,?gﬂ/;’l € o valor critico de um teste de Fisher
bicaudal para o nivel de confianca de 99 %, e vp e vl graus de liberdade
associados a sy, € sy, respectivamente. Quando a condigdo da Equagéo (25) e
valida (i.e. s3,/sh € menor ou igual a Fy)%) conclui-se que os sinais so
homocedasticos.

A Equacéao (26) apresenta a condi¢cao avaliada no teste de Levene.

2
SPE epTel\ (BxPe lepTel
Oe sP_ 0.
=t 99%;uni
p —= <F, 1 50-p (26)
P 50 o1 rzaller el
(=138, 20%, | Vep—Tel =5 7—

Em que e é o nivel de calibracéo (e=1 a p; em que p corresponde ao numero

[(ZE=106)_1’]-{E€=106

W =

total de calibradores), o, 0 nimero de sinais repetidos ao nivel e, ¢ a réplica f
(f=1 a o,) do sinal observado ao nivel e, I, a média dos sinais obtidos ao nivel

e (l,=XYI.5/0.) € Fgﬁﬁggip o valor critico de um teste de Fisher unicaudal para
o nivel de confianca de 99 %, e p—1 e Y, 0 —p graus de liberdade para as
variancias do numerador e denominador. Quando a condi¢ao da Equacéao (26) é

valida, considera-se que 0s sinais sdo homocedasticos.
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Caso se conclua que os sinais instrumentais ndo sdo homocedasticos,
deve-se avaliar os sinais em outra faixa de calibracdo ou utilizar modelos de
avaliagao da linearidade da resposta instrumental e de regressao dos sinais dos
calibradores aplicaveis a dados heterocedasticos, como modelos ponderados de
calibracdo. A avaliacdo da homocedasticidade foi realizada depois de eliminar
os valores aberrantes dos dados por meio de testes de valores aberrantes Unicos
e emparelhados de Grubbs (Miller et al., 2005).

4.5.2 Linearidade da resposta instrumental

Caso se comprove a homocedasticidade da resposta instrumental, a
avaliacao da adequacao do modelo de regressdao dos minimos quadrados para
descrever a variacdo do sinal em funcdo do valor de grandeza estudada
(tipicamente a concentracdo do item analisado) é realizada coletando-se sinais
repetidos dos calibradores e realizando-se o teste de falta de ajuste ANOVA
(ANOVA-LOF). Este teste envolve a avaliacdo da condicao apresentada como
Equacéo (27) (Bettencourt da Silva, 2016).

MSpor _ 2D _10e(Ie—1)? /p—2 99%;uni (27)

F, = = 5 = < .
LOF/PE MSpg Zgzlzfil(Ief_le)Z/Zgzl(Oe_l) vLOF;vPE

No qual I, representa o sinal estimado para o nivel de calibrador e a partir
da regresséo linear (I, = a + bqg,; no qual a e b sdo os coeficientes linear e
angular da reta de calibracao, respectivamente, obtida a partir da regressao dos
minimos quadrados, e g, é o valor de grandeza estudada); MS,,r € a variancia
associada a falta de ajuste dos sinais a reta de regressao; MSp; € a variancia da

repetibilidade do sinal instrumental designada como "erro puro"; e ij;;/;;};';; o

valor critico de um teste de Fisher unicaudal para o nivel de confianca de 99 %,
e o0s graus de liberdade associados a MS,or (VLOF =p—2) e MSpg
(vPE =¥P_, (0, — 1)), respectivamente. O teste ANOVA-LOF foi aplicado a
curvas de calibracdo construidas com 4 a 5 calibradores para os quais foram
coletados 20 sinais repetidos por calibrador. Se a condicdo da Equagéo (27) for
valida, o método dos minimos quadrados descreve adequadamente a curva de
calibracao (Bettencourt da Silva, 2016).

Na determinagdo de acido urico em amostras de soro fisiologico e
soro humano utilizando voltametria ciclica, a homocedasticidade e linearidade
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da resposta instrumental ndo é significativamente afetada pelos efeitos da
matriz. Portanto, as avaliagdes realizadas com calibradores de &acido urico
preparados em agua ultrapura foram usados para guiar as calibragdes de adicao
padrao realizadas na matriz soro. O método de adicéo padrao é posteriormente
usado na andlise dos soros para proceder a compensacao dos efeitos de matriz
que afetam a andlise especifica realizada.

A homocedasticidade e linearidade da resposta instrumental foi avaliada
em cada calibracao por adicado cumulativa de padrao realizadas para analise de
soros para confirmar o pressuposto definido sobre o impacto da matriz nestes
dois parametros de desempenho da instrumentacao, e sera apresentado os

resultados com as amostras de soros fortificados e humanos na préxima secao.

4.5.3 Limites de deteccao e quantificacao

Allegrini et al. (2014) desenvolveram um algoritmo que permite estimar o
limite de detecdo (LOD) usando a calibragdo multi-ponto do procedimento
instrumental de andlise estudado. Este mesmo algoritmo pode ser usado para

estimar o LOD, LOD,,,,, por meio do tratamento de dados de uma calibragao pelo

método de adicdo cumulativa de padrao (Equacao (28)).

m2 1
\/ 14— by (28)

0 —
= f§1 (mai_ma)z

LOD

_ Sy/x
v/x = 3,3 ,

Em esta equagdo usa simbolos previamente apresentados. O LOD,, /.
estimado pela Equacgao (28) tem de ser divido pelo volume da amostra para se
estimar o LOD em concentracao de &cido urico no soro. O LOD estimado por esta
equacao coincide com a definicdo da IUPAC para o menor valor de grandeza
que se distingue da auséncia dessa grandeza. De acordo com a ultima edicao
do Vocabulario Internacional de Metrologia (INMETRO & IPQ, 2012) essa
definicao é: “valor medido, obtido por um dado procedimento de medigcdo, para
0 qual a probabilidade de declarar falsamente a auséncia dum constituinte num
material é B, sendo a a probabilidade de declarar falsamente a sua presenca”
(a e B =5 % para um nivel de confianca de 95 %). Frequentemente, é utilizada
a definicdo antiga de LOD da IUPAC que envolve multiplicar por 3,3 a razédo do

desvio padrdao residual pelo coeficiente angular da curva de calibracao
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(3,35geg/b). A definicdo antiga estd mais disseminada mas envolve uma
descricao estatistica diferente da proposta mais recente da IUPAC.

De acordo com Allegrini et al. (2014), substituindo o termo 3,3 da
Equagao (28) por 10, estima-se limite de quantificagdo LOQ, LOQ,y,
(Equacéao (29)) que corresponde ao menor valor de grandeza medida que se

pode estimar com uma precisdo considerada aceitavel.

_ 10 Sy/x mg 1
LOQy/, = 102 \/ L+ + (29)

b _1 208, (mgi—Mg)?  Ep_,0e
Como para a Equacao (28), a Equacao (29) estima o valor de grandeza
em massa do item analisado na por¢cao de amostra. As Equacdes (28) e (28) s6
sao validas se a dispersdo do sinal for pequena, dada a faixa de sinais do
intervalo de calibracdo. Esta condicdo deve ser testada pela Equacao (30)
(Miller et al., 2005).

£95%
,LSR

S <0,05 (30)
Sy/x
<b/<22=1(mae—ﬁa)2> )
95%

Sendo que g a fungao cujo valor devera ser menor que S %, t sz O t de

g:

student para nivel de confianca de 95 % e os graus de liberdade dos parametros
de regresséao, vk (vISR = N — 2) e m,, a massa do item analisado adicionada

ao nivel de calibragéo e.

4.5.4 Modelo metrolégico

A validacao do procedimento de medicao esta em funcdo do modelo
metrolégico desenvolvido para estimar a incerteza da medicao. Neste trabalho,
foram definidos quatro tipos de modelos: 1) Modelo de medicdo baseado na
incerteza de extrapolagéo, da curva de calibracdo, estimada pelo métodos dos
minimos quadrados (MMQ); 2) Modelo de medigcdo implementado por
simulacées de Monte Carlo (MCM); 3) Avaliacdo top-down interlaboratorial da
incerteza de medicdo; e 4) Avaliacdo bayesiana com base no modelo 1).
Quando a incerteza € avaliada pelo método MCM, a incerteza de extrapolacao é
estimada por modelagdo e nao recorrendo a algoritmos do MMQ
(Miller et al., 2005). Os modelos 1) e 2) representam duas formas de avaliacdo

bottom-up da incerteza da medicao.
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No caso da utilizacdo de modelos de medicdo baseados na incerteza de
extrapolacdo estimada pelo MMQ, a validagdo do procedimento envolveu as
seguintes etapas: 1) Avaliacao dos pressupostos do MMQ); 2) Definicao de um
modelo da incerteza da medicéo; 3) Avaliacado do modelo de medigéo a partir da
andlise de soros fisiologicos fortificados e de soros humanos caracterizados pelo
procedimento de referéncia.

Quando a incerteza é estimada pelo método MCM ou por uma abordagem
top-down é necessario cumprir as etapas de validagao enunciadas anteriormente
apenas em relacdo a avaliagdo do pressuposto de linearidade da resposta
instrumental do MMQ.

Quando o modelo de medicdo se baseia na incerteza de extrapolacao
estimada pelo MMQ, as componentes de incerteza foram combinadas pela
lei de propagacdo de incertezas ou pelo método numérico de Kragten
(Kragten, 1994). As avaliagbes bottom-up da incerteza foram implementadas
numa folha de calculo de MS-Excel devido a grande disseminagdo deste
software. Foram realizadas avaliacées top-down intralaboratorial de acordo com
o proposto pelo programa VAM ou guia Nordtest (Nordtest, 1994). Por ultimo,
foram realizadas avaliagcbes bayesianas das incertezas estimadas pelas
abordagens bottom-up.

O método de Kragten foi utilizado para verificar os pressupostos da LPI
no que respeita a linearidade da variacéo do valor da grandeza medida quando
as variaveis de entrada variam considerando a respectiva incerteza padrao
(Kragten, 1994). O método numérico de Kragten foi particularmente util para
avaliagdo do pressuposto do MMQ relativo a qualidade dos calibradores.
As simulacdes de Monte Carlo sdo especialmente Uteis quando nao é possivel
respeitar esse pressuposto do MMQ.

As curvas de calibracao foram construidas registrando a variacao do “sinal
elétrico*volume total” vs. “massa do item analisado adicionado’, I, * vy, VS. mg,

conforme descrito na se¢ao 2.5.

4.6 PREPARO DOS CALIBRADORES
Foram analisadas sete amostras, sendo cinco amostras de soro fisiol6gico
fortificadas com concentracées conhecidas de &cido Urico e duas outras

amostras de soro humano. As amostras de soro humano foram analisadas
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usando o procedimento espectrofotométrico de referéncia (“kit’ para
determinagao de AU da empresa Analisa®).

As amostras de soro fisiol6gico foram preparadas por diluicdo a partir de
uma solugao padrao estoque de 1,68 g L' de acido Urico, diluida uma vez para
um volume final de 10 mL de soro fisiol6gico nas concentracdes de 1,0, 3,0, 5,0,
7,0e 9,0 mgdL™.

As quantificacdes foram realizadas em aliquotas de amostras de soro
fisiologico e humano de 5 mL e sujeitas a adicoes cumulativas de 250 yL da
solugdo padrao estoque de 1,68 g L' de AU para preparar as curvas de
calibracao. As solugdes foram homogeneizadas com um agitador magnético
apos cada uma das adicoes de padrao.

Os voltamogramas ciclicos para analise de AU foram obtidos utilizando
um intervalo de potencial de -0,6 a 0,6 V vs. Ag empregando-se velocidade de

varredura, v,= 300 mV s,

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS CLINICAS

As amostras de soro foram obtidas como definido para o procedimento de
referéncia espectrofotométrico utilizado nos laboratérios de analise clinica do
pais (ANVISA, 2010). Primeiramente foi coletado uma amostra de sangue,
retirando-se em torno de 10 mL de sangue do individuo. Em seguida,
realizou-se a centrifugacao do material biolégico durante 25 min a 3000 rpm e
25 °C, e foram recolhidos os 2/3 superiores do sobrenadante. Os soros obtidos
foram analisados usando o procedimento espectrofotométrico de referéncia
(Lu et al., 2017) e o procedimento eletroquimico desenvolvido.

A retirada do sangue, separacao do plasma e soro, além da quantificacao
por espectrofotometria no UV/Vis foram realizados nas Clinicas Integradas da
Fundagéo Educacional de Fernandépolis - FEF. O teor de acido urico nos soros
humanos determinados pelo procedimento de referéncia foi comparado com o
teor estimado pelo procedimento eletroquimico desenvolvido e baseado em
adigbes cumulativas de padrao.



82

4.8 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DA MEDICAO
4.8.1 Abordagem bottom-up baseada no método dos minimos quadrados

Para a estimativa da incerteza da medicao, primeiramente foi definido o
mensurando, como sendo: “concentracdo massica de acido urico no soro do
paciente X".

Apos a definicdo do mensurando, levantaram-se todas as possiveis fontes
de incerteza, utilizando-se para tal o diagrama de Ishikawa
(Salvador et al., 2004), conforme apresentado na Figura 10. O diagrama
apresentado tem um detalhe adequado a avaliacées bottom-up mas também é
util para avaliagdes mais pragmaticas. Uma vez identificadas as fontes de
incerteza mais relevantes, utilizou-se um conjunto de equacdes para quantificar

cada componente.

Figura 10: Diagrama de Ishikawa para as fontes de incerteza da determinagéo
eletroquimica de acido urico em amostras de soro em condi¢gdes de
repetibilidade

Eq: (55)

Concentragdo da
Desv. Pad. Sohsgdo Estoque

Repetibilidade L
CiErancly " i
Massa J—. Eq. (32} 2 EE'::dF'agg
Eq'L?’:" e /:.ﬂ ) | Vaolume
rro Méximo Admissive Eqg. {33
Eq. (32) e

Temperatura
Eq. (34} Ceantificagao Instrumental

Diluigdo Cumulativa
da Padrio
Eqg. (35)

Dilwigio Curmulativa de Violume
Eq. (35}

Pureza

Extrapolagdo da Curva
Eqg: (36}

Ditusgio Cumulativa da Amostra Eq. (35)

Concentrago de AL
no soro analisado
- Toler@ncia
Tamparatura Eq. (32)
Eqg. (34)

— Repetibidade

Cesv. Pad.
Volume da Amostra
Eq. (33)

Fonte: Elaborado pelo Autor

A incerteza padrao associada a medicao de massa convencional de acido
arico, u,, (OIML R33, 1979), por pesagem por diferenca, da componente relativa
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a adicao cumulativa de acido urico a porcao analitica de analise, u(a), foi

estimada utilizando a Equagéo (31):

= 205597 + 2005272 31)

em que uS# é a incerteza padrio associada ao erro maximo admissivel, EMA,
usado na aceitagdo do certificado de calibracdo da balanca que é dada pela

Equacédo (32) assumindo que o EMA esta associado a uma distribuicdo

rep

retangular, e u,,” é a incerteza padrao da repetibilidade da balanca estimada

pelo desvio padrdo de medicdes repetidas de massa.

cal _ EMA
m V3

A incerteza padrao da porgdo de volume da amostra de soro, u,_, foi

(32)

estimada utilizando a Equacao (33).

Uy, = J @E™)2 + (uy )2 + (u, )2 (33)

Para a qual, u¢* é a incerteza padrdo associada ao volume nominal da
pipeta de vidro estimada usando uma equacéao equivalente a Equacgéo (32) em
que o EMA é substituido pela tolerancia do volume nominal fornecida pelo
fabricante; u;,°" é a incerteza padr&o da repetibilidade da manipulagéo da pipeta,
dada pelo desvio padrdo da massa de dgua despendida pela pipeta, visto que a
densidade da &gua é aproximadamente 1 g mL"; e u:*™” é a incerteza padrdo
devido a utilizacdo da pipeta a uma temperatura potencialmente diferente da

temperatura de calibracdo do equipamento (Equacéo (34)).

e = i @

Para esta equacao o valor § é o coeficiente de expanséao térmica da dgua
e soro (0,0000207°C'), AT a variagdo de temperatura do laboratério
(habitualmente, + 4 °C) e V o volume nominal da vidraria utilizada.

A incerteza padrao, ug,, associada a um fator de diluicado volumétrica, Fuv,
relevante para estimar o impacto das adi¢des cumulativas de padrao na diluicao
da porcao de amostra e das porcées de padrao anteriores, é dado da
Equacéo (35).

(35)

(g’ +augP? | g+ )2
=Fv ~ + >
Vi Vf
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Para esta equacgao o Vi € o volume inicial a ser diluido, Vf o volume final
da diluicdo, uS® e u{jjll sao as incertezas padrao associadas aos volumes
nominais dos instrumentos de medicdo usados para medir Vi e Vf,

respectivamente, e u,;” e u, " as incertezas padréo associadas & repetibilidade

cal

das medicbes dos volumes Vi e Vf, respectivamente. A u;” é estimada
considerando a tolerancia associada ao valor nominal do material volumétrico de
vidro, ou o erro maximo admissivel da aceitacao da calibracdo da micropipeta ou
outro equipamento automatico ou semi-automatico usado. O impacto de fatores
de diluicdo na incerteza da diluicdo cumulativa da por¢cdao de amostra e adigdes
de padrao sera descrito na secéo 5.5.

A incerteza da extrapolacédo da curva de calibragdo (I * vy, VS. my), Uext,

€ dada pela Equacéao (36) (Rodrigues et al., 2015):

u _ Sy/x l (1 * vta)z
ext b N b? IiV=1(mai - ma)z

(36)

em que valor de s,,, € o desvio padrdo residual da curva de calibragéo, b o
coeficiente angular da curva de calibracdo, N o numero de sinais coletados para
construir a curva de calibragdo, Ix*v,, a média das multiplicagbes
“sinal”**“volume total de solugédo”, m,; a massa de AU adicionado pertencente a
leitura do calibrador i (i =1 para N) e m, a média dos valores de m;.

A incerteza padrao da concentragao estimada da amostra, u(ys), € dada

pela Equacéao (37):

2
u(rs) = s (W) + (W) + (@) +(52) (37)

mg

no qual o valor de u'(vs) é a incerteza padrao relativa associada ao volume da
amostra vg; u'(d,) a incerteza padrao relativa do fator de diluicdo d, da porcao
analitica na primeira adi¢cdo padrao, ou seja, a maior incerteza padrao relativa da
diluicdo da porcao analitica; u'(a) a incerteza padrao relativa da adicdo do item
analisado; e u,,; a incerteza padrdo da extrapolacao estatistica da curva de
calibragéao para estimar m,. O valor de u'(a) é equivalente a incerteza padrao
relativa da concentracdo do item analisado na solucdo estoque utilizada na
adicdo do mesmo.
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A Equacao (37) é aplicavel se ys variar, pelo menos, aproximadamente
linearmente com a variacdo dos valores das variaveis de entrada, m, € v,
considerando a incerteza padrao dessas variaveis. Esta suposicdo pode ser
facilmente testada usando o método numérico de Kragten por comparacéao da
incerteza padrao estimada considerando incrementos positivos ou negativos dos
valores das variaveis de entrada (Viana et al, 2011). Se a diferenca das
incertezas estimadas pelos dois tipos de incrementos for menor que 20 %-30 %,
considera-se que o pressuposto de linearidade é valido. Tendo em conta o
namero de graus de liberdade associados as estimativas de incerteza de
medi¢cdes em quimica, habitualmente, diferencas de estimativas de incerteza
menores que 20 % nao sao significativas (Eurachem/CITAC, 2015).

A incerteza padrdao combinada da fracdo massica de acido urico u(ys)
pode ser expandida para um nivel de confianca de aproximadamente 95 % por
meio da multiplicacao pelo valor de t da distribuicao de student para um nivel de
confianca de 95% e os graus de liberdade, v(ys), associados a u(ys).
O valor v(ys) é equivalente aos graus de liberdade associados a u.,:
(Equacao (36)) uma vez que esta componente tem o0s menores graus de
liberdade (em torno de 79 graus de liberdade) de todas as componentes de
incerteza contabilizadas. A excegdo de u(ys), todas as componentes de
incerteza envolvem avaliacbes de incerteza Tipo B que, de acordo com
convencgoes definidas no GUM (JCMG, 2008), ficam associadas a um numero
elevado de graus de liberdade. Assim, v(ys) é estimado pelo nimero de sinais
coletados, N, wusado para construr a curva de calibracao
(v(ys) = N —2).

Quando a Equacéao (37) é aplicada, a contribuicao percentual de cada
componente de incerteza que € estimada tomando o quadrado da respectiva
incerteza padrao relativa e dividindo-a pelo quadrado da incerteza padréao
combinada relativa (ou seja, ((u(ys)/ys)?). Por exemplo, a contribuicdo da

porcentagem de incerteza de extrapolacao para u(ys) € estimada pela razao:
((Uexe/ms)?/ (u(ys)/vs)?) (JCGM, 2008).
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4.8.2 Abordagem bottom-up baseada em simulagcées Monte Carlo

Quando os pressupostos do MMQ néo sdao cumpridos, este modelo de
regressao nao deve ser usado para estimar a incerteza de extrapolacdo usando
o algoritmo da Equacdo (36). O pressuposto referente ao preparo dos
calibradores merece destaque, visto que se este ndo for cumprido a
Equacdo (36) pode subestimar a incerteza da extrapolacdo da curva de
calibracao.

Quando os pressupostos do MMQ nao sao cumpridos, pode-se proceder
a aleatorizacdo numeérica de todas as variaveis de entrada que afetam a
estimativa da concentracao de acido urico na amostra, por meio das simulagcdes
de Monte Carlo, para se estimar a distribuicdo do valor da grandeza medida.
Esta aleatorizacao deve ter em conta a interdependéncia das variaveis, como 0s
teores do item analisado adicionados, tendo por base a mesma solucéo estoque,
visto que esta interdependéncia confere correlacdo matematica as variaveis.
As correlagbes entre variaveis podem aumentar ou diminuir a incerteza da
variavel de saida dependendo da forma como afetam o resultado final.
Assim, todo o processo de producdo de calibradores e sinais deve ser
reproduzido num modelo de geracado de valores aleatérios com distribuicdes
conhecidas ou determinadas experimentalmente.

Para testar a necessidade de se desenvolver um modelo de medigao
alternativo a estimativa da incerteza de extrapolacao pelo MMQ, quando o
pressuposto do MMQ no que diz respeito a qualidade dos calibradores nao é
cumprido, desenvolveu-se o trabalho experimental de preparar um soro
fisioldgico fortificado com 3,0 mg dL' de AU, cuja por¢do da amostra de 5 mL foi
sujeita a adigdes sucessivas de 100 pL, de uma solucdo estoque de 1,68 g L™
de AU, usando uma pipeta graduada de 1,0 mL. Visto que a pipeta graduada nao
permite adicoes de volume com elevada repetibilidade relativa, tanto a porgcéao
de soro como as adicbes de solucdo de estoque foram controladas
gravimetricamente. Esta etapa foi realizada pesando-se a porcao de amostra e
os volumes de solucéo estoque adicionados.

O controle do volume adicionado volumetricamente (usando a pipeta de
1,0 mL) ou gravimetricamente (usando a balanca), permitem determina¢des da
massa do item analisado adicionado que n&o cumprem ou cumprem,

respectivamente, os pressupostos do MMQ relativamente a qualidade dos
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calibradores. Assim, apenas as medicoes com adicbes controladas
gravimetricamente podem produzir resultados com estimativas fiaveis da
incerteza da medi¢cdo usando a incerteza de extrapolagdo determinada pelo
MMQ. As simulagdes de Monte Carlo devem produzir estimativas de incerteza
adequadas independentemente da forma de como o teor do item analisado
adicionado é estimado. Em particular, ndo estima-se incerteza demasiadamente
baixas quando os calibradores tem incerteza nao desprezével considerando a
precisdo do sinal instrumental.

A aplicagdo dos dois modelos bottom-up de medigdo (i.e. baseados no
MMQ (b-MMQ) ou em simulagcées Monte Carlo (b-MCM)) as duas formas de
determinacao de adi¢des de padrao (volumetricamente ou gravimetricamente),
permitem avaliar experimentalmente a aplicabilidade dos dois modelos de
medicdo. Com isso realizou-se simultaneamente um experimento
volumetricamente e gravimetricamente, no qual para a realizacao deste conjunto
de medigcbes, a célula eletroquimica foi inserida no compartimento de uma
balanga analitica, conforme apresentado na Figura 11.

Figura 11: Experimento de adi¢cbes sucessivas de AU com controle de pesagem

Fonte: Elaborado pelo Autor

A adequacdo dos modelos de medigdo desenvolvidos foram avaliados
pela compatibilidade metrologica dos teores estimados e fortificados do soro
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fisiolégico analisado, utilizando a LPI e as simulagbes de Monte de Carlo para
as medi¢des volumétricas e gravimétricas.

Para as simulacdes de Monte Carlo, a estimativa de incerteza baseou-se
na elaboracdo de uma folha de célculo que envolvem a aplicagao de algoritmos
especificos para gerar aleatoriamente valores de cada variavel tendo por base a
funcdo de densidade de probabilidade dessa variavel (Cox et al, 2006).
O principio baseia-se em inserir cada variavel e suas respectivas componentes
de incerteza e, em seguida, realizar simulagdes aleatérias de acordo com o tipo
de distribuicdo de cada uma das componentes. Por exemplo, para a massa, m,
de AU da solucéo estoque deve-se levar em conta a Equacgao (31) (secédo 4.8.1)
para estimativa de incerteza da massa, na qual se tem a contribuicdo da
calibracdo da balanca (incerteza padrao, u:%) referente aos efeitos sistematicos,

rep

e a contribui¢do da repetibilidade da balanga (incerteza padréo, u, ;) referente

aos efeitos aleatorios.

4.8.3 Abordagem top-down intralaboratorial do programa VAM

Para aplicacdo da abordagem top-down intralaboratorial proposta no
programa VAM, utilizaram-se as Equacgdes (14) a (19) (ver secdo 2.4.7) com
intuito de estimar a incerteza das componentes de precisdo, veracidade, e
incerteza adicionais. A abordagem foi aplicada usando dados do desempenho
da medicao observados na analise de acido Urico nas cinco amostras de soro
fisiolégico fortificadas e nas duas amostras de soro humano. A incerteza da
precisao foi estimada pelo desvio padrao da repetibilidade da medicao, visto que
0 numero elevado de leituras usadas para construir a curva de calibragao permite
estimativas da precisdo com um numero elevado de graus de liberdade e a
repetibilidade da medicao nao varia significativamente ao longo do tempo ou na
faixa de sinais estudada.

Assim, a incerteza padréo da precisao, u,,..isao, f0i estimada pelo calculo
do desvio padrdo agrupado da repetibilidade das medigcdes
(Equacao (15)) observado na analise das cinco amostras de soro fortificado
estudado. A incerteza padrdao da veracidade, Uperqcidade; 10i €stimada
considerando a recuperagao do item analisado observado nas analises das
amostras de soro fisiolégico fortificadas e da analise de amostras de soro
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humano cujos valores de referéncia foram estimados pelo procedimento de
fortificacdo ou pelo procedimento espectrofotométrico de referéncia,
respectivamente (Equacao (17)). Apos esse célculo foi avaliado o valor da
recuperacdo meédia estimada pelo teste t-student descrito na
Equacao (18). Foram consideradas como componentes de incerteza adicionais,
estimada pela incerteza padrao u,,:rqs, @ cONcentracao da solugdo estoque e o
volume da amostra. A Equacdo (19) foi utilizada para combinar as trés
componentes de incerteza, e a incerteza padrdao combinada foi posteriormente
expandida para aproximadamente 95 % de confianga considerando um fator de
expansao, k, igual a 2,09 para 19 graus de liberdade levando-se em conta o t-

student para um nivel de confianca de 95 %.

4.8.4 Abordagem top-down do guia Nordtest

Para aplicacdo desta abordagem utilizaram-se as Equacdes (14), (15),
(20), (21) e (22) (ver secao 2.4.7) que descrevem a quantificacdo das incertezas
padrao associada as componentes de precisdo, veracidade/ bias” e adicionais.
Na realidade, o guia Nordtest ndo discute a necessidade de considerar
componente de incerteza adicionais, visto basear-se em dados recolhidos ao
longo de periodos de tempo alargados (i.e. em torno de seis meses) para 0s
quais todos os efeitos sao aleatorizados em condicoes de precisao intermediaria.
No entanto, tendo em conta que a incerteza foi estimada numa escala de tempo
curta, € necessario considerar componentes de incerteza adicionais.

Assim como na abordagem VAM, a incerteza da medigao utilizado o Guia
Nordtest foi utilizado na analise das cinco amostras de soro fortificado e duas
amostras de soro humano. A componente de precisdo foi estimada como
descrito na aplicacdo da abordagem proposta no programa VAM. A incerteza
padrao, ug;4s, foi calculada considerando os resultados da analise das amostras
de soro fisiolégico fortificadas e amostras de soro humano considerando os
valores de referéncias definidos pela metodologia de fortificagdo ou estimados
pelo procedimento de referéncia espectrofotométrico, respectivamente
(Equacdes (21) e (22)). Foi considerada como componentes adicionais de
incerteza semelhate da avaliagdo realizada pela abordagem proposta no
programa VAM. As componentes de incerteza foram combinadas e expandidas

de forma equivalente ao descrito para abordagem do programa VAM.
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4.8.5 Compatibilidade Metroldgica

A equivaléncia metrolégica, designada de compatibilidade metroldgica no
Vocabulario Internacional de Metrologia (INMETRO & IPQ, 2012), apresenta que
das duas estimativas do teor de AU nos soros é observada se o valor absoluto
da diferenca dos valores de grandeza medidas € menor que a incerteza
expandida da diferenca. A Equacao (38) apresenta a aplicacao desta avaliacao

ao caso concreto em estudo.

s = Voer| < 687 [u207) + 02 (Ver) (38)

Em que t3°% representa o t de student para um nivel de confianga de

99 % e dos graus de liberdade da diferenga (y; — yger). Os graus de liberdade
da diferenca sao equivalentes aos graus de liberdade da variavel, neste caso y,,
com menor graus de liberdade (i.e. N-2, em que N representa o nimero de sinais
recolhidos na calibragao do sensor eletroquimico).

Se a condicdo da Equacao (38) for valida, os valores estimados por
voltametria e de referéncia sdo metrologicamente compativeis. Outra forma de

verificar a compatibilidade das estimativas, € avaliar se o intervalo

(I¥s — Vres| % (tZg%Juz (¥s) + u2(¥ges))) inclui o valor zero (ver secgéo 5.6.3).

4.9 AVALIACAO BAYESIANA DA INCERTEZA DA MEDICAO

Procedeu-se a uma avaliagdo bayesiana da incerteza da medicao
considerando a prevaléncia de acido Urico no soro sanguineo da populacao
brasileira e estimativas pela abordagem bottom-up frequentista da qualidade da
medicdo eletroquimica deste pardmetro no soro. As estimativas frequentistas e
bayesiana foram comparadas, realizando a estimativa frequentista inicial e o
resultado da atualizacdo da prevaléncia com a estimativa bayesiana.

A estimativa bayesiana foi realizada recorrendo-se a simulacéo
Markov chain Monte Carlo (MCMC) que produz uma solu¢gdo numérica da
Equacéo (12) considerando um nivel de confianca de 95 % (sec¢ao 2.4.5).

A prevaléncia de &cido dUdrico sérico da populacdo brasileira
(distribuicdo a priori) considerada neste estudo baseou-se no trabalho de
Rodrigues et al., (2012) que avaliaram a distribuicao por género e fatores de risco

cardiovascular. Os autores deste estudo observaram que concentracao de acido
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urico sérico na populacéo brasileira tem os valores médios e desvios padrao
(média; desvio padrdo) de (5,43 mgdL"';1,41 mgdL’') para homens e
(4,00 mg dL"; 1,10 mg dL'") para mulheres. A avaliacdo bayesiana da incerteza
da medigéao foi realizada para as amostras de soro fortificadas, com teores entre
1,0mgdL' a 9,0mgdL', assumindo que foram obtidos de individuos,
brasileiros, do sexo masculino e feminino. Os teores de &cido Urico mais
afastados do valor médio da prevaléncia sao tao raros que a avaliagao bayesiana
sugere estimativas de valores de grandeza diferentes dos estimados na

avaliagao frequentista.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONSTRUCAO E CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS

Considerando o que foi apresentado anteriormente, na secao 4.3,
preparou-se um eletrodo contendo nanografite, lignina e 6leo mineral, e sobre o
eletrodo foi realizada eletrodeposi¢coes de cobre metélico. O cobre atuard como
mediador de elétrons na determinacédo eletroquimica de acido urico. Desta
forma, as eletrodeposicdes foram realizadas utilizando-se a técnica
eletroquimica de voltametria ciclica, no intervalo de potencial de -1,0a 1,2 V vs.
Ag em solugdo de sulfato de cobre 0,1 mol L, para 4 ciclos de potenciais e

velocidade de varredura de v,= 300 mV s'!, conforme apresentado na Figura 12.

Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo nanografite-lignina em
CuSO04 0,1 mol L' com velocidade de varredura de 300 mV s

2]

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E/V vs. Ag

Fonte: Elaborado pelo Autor

Posteriormente a eletrodeposicdo de cobre metalico sobre o eletrodo, foi
realizado o estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de
Cu-nanografite-lignina em meio de solugcdo de eletrdlito de suporte,
KCI 0,1 mol L' (pH 8).
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No entanto, verificou-se a possiblidade de melhoria nos resultados,
guanto a intensidade de corrente anddica/catddica nos voltamogramas ciclicos
obtidos. Assim, com a finalidade de melhorar o eletrodepdsito de cobre metalico
sobre o eletrodo passou-se a investigar a velocidade de varredura de potenciais,
v,, na eletrodeposicdo de cobre em um intervalo de 50 < v, < 500 mV s,

conforme apresentado na Figura 13.

Figura 13: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de
Cu-nanografite-lignina em KCI 0,1 mol L' (pH 8) e velocidade de varredura de

100 mV s, para diferentes valores de v, de deposicao de ions cobre: 50 (—);

300 (—) e 500 mV s (——) em CuSOs4 0,1 mol L' com 4 ciclos de
eletrodeposicao utilizando voltametria ciclica no intervalo de potencial de
-1,0a1,2V vs. Ag

4- Il
50mVs’
|
2_
300mVs’
<
£ P
=~ 01 500 mV s’
] /
| ]
v
-0,5 0,0 0,5 1,0

E/V vs Ag

Fonte: Elaborado pelo Autor

Como pode ser observado na Figura 13, o eletrodo de
Cu-nanografite-lignina  apresenta dois processos anddicos apos a
eletrodeposicdo de ions cobre a 300 mV s (pico | = -0,0015 V vs. Ag
e pico Il = 0,39 vs. Ag) e dois processos catddicos (pico Illl = -0,03 vs. Ag
e pico IV = -0,52 vs. Ag). Os picos | e IV sdo referentes ao processo redox
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Cu(0)/Cu(l) e os picos Il e Il referente ao processo redox Cu(l)/Cu(ll)
(Dadamos et al., 2009).

De acordo com alguns trabalhos na literatura, como por exemplo de
Pourbeyram et al., (2016), estes processos apresentados na Figura 13 séo
referentes aos processos redox de Cu(0)/Cu(l)/Cu(ll), ndo ocorrendo o processo
redox de Cu(ll)/Cu(lll), pois para que este processo possa ocorrer € necessario
correntes em regides mais anddicas.

Para baixas velocidades de varredura (inferior a 50 mV s™') foi possivel
observar, visualmente, a mudanca da cor da superficie do eletrodo. Tal mudanca
ocorreu devido a eletrodeposicdo macica de cobre metalico. Sob tal condigéo,
evidencia-se que praticamente toda superficie do eletrodo de nanografite-lignina
encontra-se recoberta com cobre metalico. A formagéao praticamente de um filme
de cobre sobre o0 eletrodo favorece o aumento da resisténcia de transferéncia de
carga, 0 que € evidenciado a partir do perfil do voltamograma ciclico para
v,= 50 mV s (Zhang et al, 2017). Assim, as velocidades inferiores a
100 mV s foram descartadas, considerando o fato de que o objetivo neste
ensaio é de obter estruturas de cobre metalico sobre o eletrodo e ndo um filme.

Para velocidade de varredura acima de 400 mV s, observou-se que a
intensidade de corrente de pico diminui. A diminuicdo da intensidade de pico
para altas velocidades € devido a escala de tempo das reagdes eletroquimicas,
nao havendo tempo suficiente para a nucleagao e crescimento de cobre metalico
sobre a superficie do eletrodo (Zhang et al., 2017). Assim, valores de velocidade
de varredura de potenciais maiores que 400 mV s' foram descartados.
Desta forma, a melhor condicdo de eletrodeposicdo de cobre metalico foi de
v,= 300 mV s, que posteriormente foi confirmado com o estudo quimiométrico
de otimizacéo (ver se¢do 5.2).

Definida a velocidade de eletrodeposicdo de cobre, partiu-se para o
estudo voltamétrico preparando-se o eletrodo a partir dos trés diferentes tipos de
lignina, sendo: 1) lignina KRAFT; 2) lignina de bagaco de cana-de-agucar; e
3) lignina KRAFT purificada. Este estudo se fez necessario devido a variagdo na
estrutura da lignina de acordo com a fonte pela qual foi obtida. Com esses trés
diferentes tipos de extracdo e purificada da lignina foram feitos os eletrodos
conforme apresentado na secdo 4.3 e realizada a caracterizacao eletroquimica
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dos eletrodos de Cu-nanografite-lignina. Na Figura 14 estdo apresentados os

voltamogramas ciclicos obtidos.

Figura 14: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de 85 % nanografite e
15 % bleo mineral (——), Cu (NG); 25 % de lignina KRAFT, 60 % de nanografite
e 15 % de éleo mineral (——), Cu (LGK); 25 % de lignina KRAFT purificada,
60 % de nanografite e 15 % de éleo mineral (——), Cu (LGKP); e 25 % de lignina

de bagaco de cana, 60 % de nanografite e 15 % de 6leo mineral (——) Cu (LGB);
KCI 0,1 mol L' (pH 8); v,= 100 mV s'. As eletrodeposicdes de cobre metalico
foram em CuSOa4 0,1 mol L' com 4 ciclos voltamétricos de -1,0 a 1,2 V vs. Ag
com v,= 300 mV s

Cu (LGKP) Il
Cu (NG)

Cu (LGK)
Cu (LGB)

1/ mA
o

-0.5 0,0 0.5 1.0
E/V vs. Ag

Fonte: Elaborado pelo Autor

A partir dos voltamogramas ciclicos (Figura 14) é possivel evidenciar que
o eletrodo de Cu-nanografite-lignina KRAFT (Cu(LGK)) apresentou o melhor
comportamento eletroquimico. O voltamograma obtido para esta composicao
revelou a presenca de dois pares de picos redox; tais picos apresentaram uma
consideravel intensidade nos valores de maximo de correntes e melhor definigao
em comparag¢dao com os demais voltamogramas. Assim, esta composicao foi
escolhida como a ideal a ser utilizada nos estudos posteriores. Este fato
deve-se pela origem da lignina, pois como & uma macromolécula com
composicao variavel (Figura 2), ela pode variar sua composicao de acordo com
a fonte no qual foi extraida. Em comparacao com a lignina purificada sugere-se
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que a lignina sem purificacao tem um perfil mais bem definido por ter grupos
condutores inalterados. Este fato, corrobora o trabalho de Buoro et al., (2013),
no qual os autores estudam o comportamento condutor da lignina, e eles
confirmaram que a lignina na sua forma oxidada tem um comportamento
eletroquimico mais bem definido. E no eletrodo sem a presenca de lignina,
somente contendo Cu-nanografite, observa-se que o pico de oxidagao do cobre
ocorre em potenciais préximos a 1,0 V vs. Ag, demonstrando o efeito facilitador
de transferéncia eletrénica causado pelo lignina.

Os picos de | a IV nos voltamogramas da Figura 14 tém pequenos
deslocamentos de potenciais em relagcdo aos mesmos picos da Figura 13 para
os processos redox de Cu(0)/Cu(l)/Cu(ll). Estes deslocamentos sdo causados
pela utilizagdo de um pseudo-referéncia de prata, que faz com que ocorra essas
variagdes de potenciais em funcdo da atividade e forca ibnica do meio.
Para as andlises posteriores de AU, este efeito ndo acarreta problemas, visto
que é utilizado adicdo cumulativa de padrao, tendo efeito similar a cada nova
adicao do item analisado (AU). Escolheu-se um pseudo-referéncia, pois utilizou-
se um eletrodo embutido (Figura 7), sendo inviavel o uso de um eletrodo de
Ag/AgCl ou um eletrodo de calomelano saturado (ECS).

Escolhida a lignina adequada, passou-se ao estudo para se obter a melhor
proporcao de nanografite-lignina no eletrodo. Para tal, variou-se as proporcoes
de lignina KRAFT de 15 % a 55 %, mantendo-se fixa a proporcao de 6leo mineral
em 15 %. Na Figura 15 estdo apresentados os voltamogramas ciclicos referentes
ao comportamento dos diferentes eletrodos modificados na presenca de cobre
eletrodepositado.

A partir da Figura 15 foi possivel obter-se a melhor combinagdo em
valores de porcentagem dos compostos utilizados para a preparacao do
eletrodo. Assim, em termos de sensibilidade e resolugdo do sinal eletroquimico
foi selecionada a combinacdo preparada a partir de 60 % de nanografite,
25 % de lignina KRAFT e 15 % 6leo mineral. Para os eletrodos com valores de
porcentagem de lignina KRAFT acima de 35 %, verificou-se que o eletrodo
apresentou alta resisténcia, observando-se apenas correntes resistivas, nao
sendo observada a presencga dos picos redox. Isso ocorre, pois com a diminuicao

da porcentagem em massa de nanografite (condutor) causa um isolamento
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maior da superficie, ocasionando aumento de resisténcia do eletrodo
(Isaacs et al., 2017).

Figura 15: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de 85 % nanografite e
15 % 6leo mineral, Cu (——); 65 % nanografite, 20 % de lignina KRAFT e 15 %
6leo mineral, Cu (—); 60 % nanografite, 25 % de lignina KRAFT e 15 % 6leo
mineral, Cu (——); e 50 % nanografite, 30 % de lignina KRAFT e 15 % dleo

mineral, Cu (—); em KCI 0,1 mol L' (pH 8); v,= 100 mV s'. As
eletrodeposicdes de cobre metalico foram em CuSOa4 0,1 mol L' com 4 ciclos
voltamétricos de -1,0 a 1,2 V vs. Ag com v,= 300 mV s

[ - 85% NG ||

—-65% NG e 20% LGK
—--60% NG e 25% LGK
14 -~ 50% NG e 30% LGK

1/ mA
<

IV

-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8 1,2
E/Vvs. Ag

Fonte: Elaborado pelo Autor

Escolheu-se esta configuragéo de eletrodo contendo nanografite, lignina,
6leo mineral e cobre, pois 0 nanografite tem a funcao de ser o condutor, a lignina
como facilitador da transferéncia eletrénica, o éleo como agente aglutinante e o
cobre como mediador de elétrons na reacdo com o acido Urico.
Esse comportamento da lignina como facilitador de transferéncia eletrénica pode
ser comprovado pelo voltamograma da Figura 15, no qual observa-se que sem
a presenca de lignina o potencial de oxidacao de cobre ocorre em regidées mais
anddicas, em torno de 0,8 V vs. Ag, similar ao observado na Figura 14.
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Em contrapartida, na presenca de lignina, os potenciais de oxidacdo de cobre
ocorrem proximos de 0,3 V vs. Ag.

Com o intuito de analisar a viabilidade e confirmar a estabilidade mecanica
e eletroquimica do eletrodo modificado para a composicdo definida
anteriormente foram realizados 50 ciclos sucessivos de varredura de potenciais
empregando-se o eletrodo modificado em solugido aquosa de KCI 0,1 mol L™
(pH 8). Como resultado foi observado uma variagao em torno de 5 %-15 % na
intensidade de corrente de pico Il, evidenciando a estabilidade do eletrodo.

Considerando a estabilidade do eletrodo modificado passou-se a estudar
a reprodutibilidade no processo de eletrodeposicdo das estruturas de cobre
sobre o eletrodo. Para tal, foram repetidas sete preparacdes de eletrodos de
Cu-nanografite-lignina e realizada as mesmas condicoes de eletrodeposicoes
conforme descrito anteriormente. A Tabela 4 apresenta os dados de corrente
elétrica em cada um dos quatro ciclos de eletrodeposicdo em CuSQO4 0,1 mol L™
com 4 ciclos de eletrodeposi¢do e 300 mV s de velocidade de varredura apés
modificacao de varios eletrodos.

Tabela 4: Reprodutibilidade da superficie do eletrodo de nanografite-lignina para
a eletrodeposicdo de cobre metalico em solugdo de CuSO4 0,1 mol L' com
4 ciclos de eletrodeposicdo e 300 mV s™! de velocidade de varredura

Reprodutibilidade Corrente anédica  Desvio padrao de
(I,)/ mA corrente (s;,) / mA
Ciclo 01 em solucao de CuSO4 2,3 0,02
0,1 mol L™
Ciclo 02 em solucao de CuSO4 2,5 0,20
0,1 mol L™
Ciclo 03 em solucao de CuSO4 2,7 0,17
0,1 mol L™
Ciclo 04 em solucao de CuSO4 3,0 0,14
0,1 mol L™
I,,em solucéo de KCI 0,1 mol L™ 1,45 0,45

Apbés a obtencdo das estruturas de cobre sobre o eletrodo de
Cu-nanografite-lignina, este foi lavado com agua, observando-se a formagéo de
um material insolivel de cobre como apresentado nas caracterizacdes
voltamétricas, permitindo confirmar-se que o produto da eletrodeposicédo é um
material eletroativo que sera utilizado para a mediacdo de elétrons nas

aplicacoes analiticas para determinacao de acido urico (Dadamos et al., 2009).
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5.2 PLANEJAMENTO FATORIAL PARA OTIMIZACAO DO ELETRODO

Para a realizacao do planejamento fatorial escolheram-se os melhores
parametros anteriormente estudados na secdao 5.1, sendo eles:
1) Porcentagem de lignina no eletrodo; 2) Velocidade de eletrodeposicéo de
cobre; 3) Ciclos voltamétricos de eletrodeposicao de cobre; e 4) Velocidade de
varredura em solugdo de KCI 0,1 mol L.

Com estas variaveis foi realizado um planejamento completo de dois
niveis com as quatro varidveis estudadas (2%) (Vicentini et al., 2011).
Os resultados obtidos no planejamento fatorial 2* mostraram que todas as
variaveis tiveram efeitos significativos, mas pouca interacao entre elas. O modelo
de regressao calculado esta apresentado na Equacao (39):

Y = 1,02 + 0,13x1 + 0,10x2 + 0,11x3 + 0,15x4 — 0,04x12 (39)
no qual x1 € a porcentagem de lignina no eletrodo, x2 a velocidade de deposicao
de cobre, x3 o numero de ciclos de eletrodeposicdo, x4 a velocidade de
varredura em solucdo de KCI 0,1 mol L' e x12 a interagédo linear entre a
porcentagem de lignina no eletrodo e a velocidade de eletrodeposicao de cobre.
Os outros termos de interacao nao foram significativos, ndo sendo apresentados
na Equacao (39). Para comprovagéo das interagdes foi construido um grafico de
probabilidade dos efeitos de cada interagdo em funcao do Z,.,.. com nivel de

confianca de 95 % conforme apresentado na Figura 16 (Pereira Filho, 2015).

Figura 16: Probabilidade de interagcdo em funcao dos efeitos do planejamento
fatorial 24 com 95 % de confianca

=

-0,05 0,00 ' o,bs ' 0,10 0,15
Efeitos

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Das variaveis estudadas, foi fixada a velocidade de varredura de
300 mV s por apresentarem melhores respostas eletroquimicas e as outras trés
varidveis foram submetidas a um planejamento fatorial completo 33
(Oliveira, 2017). Neste planejamento cada variavel foi estudada em 3 niveis
diferentes. Os dados do novo planejamento foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) para 95 % de confianca conforme apresentado na Tabela 5
(Oliveira, 2017).

Tabela 5: Tabela ANOVA para o planejamento 3% com 95 % de confianca
Estatistica de regressao

R multiplo 0,9866
R-Quadrado 0,9733
R-quadrado ajustado  0,9567
Erro padrao 0,0434
Observacoes 27
ANOVA
VanNova SQ MQ Fp Flab'
Regressao 10 1,10 0,11 58,399 2,978
Residuo 16 0,03 0,002
Total 26 1,13
Vanova — 9raus de liberdade; SQ — Soma Quadratica; MQ — Média Quadratica;
F,— Coeficiente de variagao de Fischer calculado;

F22%- Coeficiente de variagdo de Fischer tabelado.

Verificou-se, a partir dos dados contidos na Tabela 5, que o0 modelo para
analise apresentou um bom ajuste. No caso a MQ da regressdao e a MQ do
residuo, o teste F mostrou que estas duas médias quadraticas sao
estatisticamente diferentes, demonstrando que o modelo € significativo com um
F,>F." (Pereira Filho, 2015).

Os valores de p-valor (ver folha de célculo
“5.2 - Planejamento fatorial para otimizacao do eletrodo”) foram maiores que 0,05
para as variaveis significativas (Equacao (40)), demonstrando que a hipétese
nula ndo pode ser rejeitada e que o moldelo se encaixa aos dados experimentais.
O erro padrao foi de apenas 4,3 % e os valores de R multiplo (0,9866),
R-Quadrado (0,9733) e R-quadrado ajustado (0,9567) apresentaram boa
correlacdo da equacdo de segunda ordem representado pela Equagao (40)
(Pereira Filho, 2015):



Y = 1,31(40,05) + 0,03x1(40,02) + 0,14x3(10,02) — 0,23x11 (40 04) (40)
— 0,25x22(10,04) + 0,073x33 (10,04

no qual x1 é a porcentagem de lignina no eletrodo, x3 o niumero de ciclos de
eletrodeposicdo, x11 a interagcdo quadratica da porcentagem de lignina no
eletrodo, x12 a interacdo quadratica da velocidade de eletrodeposicao de cobre
sobre o eletrodo e x33 é a interacdo quadratica do numero de ciclos de
eletrodeposicao de cobre sobre o eletrodo. Os outros termos de interacdo nao
foram significativos, ndo sendo apresentados nesta equagao.

Com os dados provenientes da Equacgao (40) foi possivel relacionar as
interacdes em um grafico de probabilidade dos efeitos de cada interacdo em
funcdo do Z,.,,. para 95 % de confiangca como pode ser visto a partir da

Figura 17.

Figura 17: Probabilidade de interacdo em funcao dos efeitos do planejamento
fatorial 3% com 95 % de confianca

24 3
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Com o auxilio da Equacéao (40) foi, ainda, possivel a constru¢cdo dos
gréaficos de contorno, Figura 18. Este grafico foi obtido com o intuito de otimizar

as variaveis estudadas (Vicentini et al., 2011).
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Figura 18: Grafico de contorno obtido para a otimizagdo das variaveis:
(A) Interagédo entre porcentagem de lignina no eletrodo (x1) e velocidade de
varredura, v, para a eletrodeposicdo de cobre (x2); (B) Interacdo entre
porcentagem de lignina no eletrodo (x1) e numero de ciclos para a
eletrodeposicdo de cobre metalico (x3); e (C) Interagdo entre velocidade de
varredura, v,, para a eletrodeposicao de cobre metalico (x2) e numero de ciclos
para a eletrodeposicdo de cobre metélico (x3). Os valores numéricos
apresentados no grafico de contorno referem-se a corrente elétrica

A — _

1/ mA

1/ mA
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A partir da Equacgéo (40) e Figura 18 foi possivel definir as regides com
valores de maximo de intensidade de corrente (voltamograma ciclico), para uma
composigao de 25 % de lignina, usado no eletrodo de trabalho, uma velocidade
de varredura, v,, para a eletrodeposicdo de 300 mV s' e quatro ciclos
voltamétricos.

Estes resultados, os quais forneceram o melhor valor de intensidade de
corrente para os voltamogramas foram, entdo, empregados para as etapas de
modificacdo e aplicacao do eletrodo usado nos ensaios para a determinacao
quantitativa de acido urico em amostras de soro fisiolégico e humano.
Tais resultados foram aplicados, posteriormente, as etapas de caracterizacao
eletroguimica e de superficie dos sistemas sob investigacao e apresentados na
proxima segao.

As folhas de calculo utilizadas para esta secdo estdo contidas como
arquivo “56.2 - Planejamento fatorial para otimizacao do eletrodo” no material
suplementar.

5.3 CARACTERIZACAO DO ELETRODO
As caracterizagdes aplicadas aos eletrodos de Cu-nanografite-lignina e do
eletrodo de nanografite-lignina foram efetivadas empregando-se as técnicas de
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espectroscopia no infravermelho, Difratometria de Raios X, microscopia
eletrénica de transmissao, impedancia eletroquimica e voltametria ciclica.

Na Figura 19, o espectro de infravermelho obtido para o nanografite e para
a lignina apresenta picos de estiramento caracteristicos da presenca de grupos:
O-H (3500 cm™); C=C (1600 cm"); e C-H (2900 cm) (Tolstoy et al., 2003). Para
o material contendo nanografite-lignina, pode-se observar a presenca de picos
referentes ao nanografite e a lignina, porém apresentando deslocamentos para
valores de energia maiores (intervalo: 1000 — 1800 cm™), além das alteragoes
nos sinais presentes tanto no nanografite quanto na lignina, no intervalo de 2850
— 3100 cm’', permitindo sugerir a interacdo entre as espécies, o que foi
corroborado pelas técnicas de Difratometria de Raios X e pela microscopia

eletrénica de transmissao, apresentadas mais adiante neste texto.

Figura 19: Espectros de infravermelho obtidos para: a) lignina KRAFT (—);

b) nanografite-lignina (——); e c¢) nanografite (——); pastilhas preparadas em
KBr 1:100 (™/m)

Transmitancia

a) Lignina
b) Nanografite-Lignina
c) Nanografite

1000 2000 3000 4000

Alcm

Fonte: Elaborado pelo Autor

A Difratometria de Raios X dos compostos individuais e para a mistura

nanografite-lignina apresentados na Figura 20 mostram a presenca de um unico
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pico em 27° que esta relacionado ao plano cristalino (002) de materiais
grafiticos, relacionado com a distancia entre as folhas concéntricas do material
(Zhao et al., 2006). Para o difratograma obtido para a amostra de lignina Kraft
nao se observa a presenca de reflexdes, devido a auséncia de cristalinidade.
O plano cristalino (002) do nanografite permace o mesmo apds a mistura com
lignina, no entanto, ocorre uma diminuicdo da intensidade do pico em 27°
mostrando que este plano ja ndo é preferencial em um sistema anisotrépico, pois

a propriedade fisica depende da direcao cristalografica.

Figura 20: Difratograma de Raios X obtidos para: nanografite (—);
lignina KRAFT (—); e nanografite-lignina (——)
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A comparacéo dos difratogramas de Raios X obtidos para o nanografite e
para a lignina com o difratograma da mistura nanografite-lignina, € possivel
notar-se que a propor¢ao de nanografite, pico em 27°, diminui consideravelmente
em intensidade, ~60 %; e que ha um deslocamento nos valores dos picos das
raias obtidas para a amostra do nanografite e para a mistura de
nanografite-lignina. Tais observagdes permitiram sugerir a forte interacao entre

o nanografite e a lignina, em concordancia com os ensaios de infravermelho,
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espectroscopia de impedancia eletroquimica, microscopia eletrbnica de

transmissao e voltametria ciclica.

A técnica de espectroscopia de impedéancia eletroquimica foi utilizada
para caracterizar o eletrodo de nanografite-lignina. Utilizou-se uma solucéao de
0,01 mol L' de ferricianeto de potassio e ferrocianeto de potassio em
KCI 0,1 mol L' sobre o eletrodo de nanografite e nanografite-lignina. Para os
ensaios foi aplicado uma onda senoidal com 10 mV de amplitude no potencial de
pico. Este valor foi originado a partir de ensaios prévios de voltametria ciclica
para o par redox ferricianeto de potassio/ferrocianeto de potassio conforme
apresentado na Figura 21A para uma faixa de frequéncia (f,) de
100 kHz a 0,1 Hz. As comparacdes dos resultados experimentais obtidos para

os eletrodos ensaiados estédo evidenciados na Figura 21B.

Figura 21: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de
nanografite (——): e nanografite-lignina (——) em 0,01 mol L' de
ferrocianeto/ferricianeto de potassio em KCI 0,1 molL™" (pH 8); v,= 100 mV s™.
(B) Espectros de plano complexo obtidos para o eletrodo de nanografite (O) e
eletrodo de nanografite-lignina (©) em 100 kHz < f, < 0,1 Hz; onda senoidal,
amplitude 10 mV aplicada no E de meia onda obtido a partir da voltametria

ciclica. As linhas ultrapassando os identificadores sdo os resultados de
simulacdo com software empregando o circuito de Randles modificado
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Para a interpretacdo/investigacdo dos espectros apresentados na
Figura 21, foi aplicado o circuito modelo proposto por Randles Ry(CPE[R::.Zy])
(Retter et al., 2003) e os resultados desta aplicacdo estdo apresentados na
Figura 22. Para este sistema R, € a resisténcia da solucao, R,. a resisténcia de
transferéncia de carga, Z, a impedancia de Warburg e CPE é o elemento

constante de fase que representa a capacitancia da dupla camada.

Figura 22: Modelo de circuito equivalente utilizado para analise dos dados
obtidos com os gréaficos de plano complexo obtidos com a espectroscopia de
impedancia eletroquimica

CPE
>

Rtl;: -E;Tl.'

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Os efeitos avaliados, a partir da modificacdo do eletrodo base, de
nanografite (unicamente), para nanografite-lignina, com respeito a cinética de
transferéncia eletrbnica fica evidenciado a partir da Figura 21.
Deve-se considerar para tal entendimento o deslocamento dos potenciais de
pico anodico/catédico dos voltamogramas e na intensificacdo dos sinais de
corrente de pico.

A simulacéo dos resultados obtidos para os diferentes tipos de eletrodos,
aplicando um circuito de Randles modificado R,(CPE|[R:.Z,]) utilizando-se o
software Electrochemistry-ZView2, forneceu os parametros para a interpretacao
dos resultados sob avaliagdo. Os resultados do tratamento empregando o
modelo segundo Randles estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Dados obtidos com os espectros de plano complexo da Figura 21

Eletrodo R (Q) CPE(F) R,.(Q) w kgpp(x1073)
(cm s™)
Nanografite 75,59 9,14 x 107 473,7 0,465 11,2
Nanografite- 76,63 28x10° 2429 0,468 21,9
Lignina

A Tabela 6 apresenta os valores de resisténcia e capacitancia observados
para cada eletrodo e permitiu sugerir que estes valores dos sistemas avaliados
variam para cada eletrodo, demonstrando assim a modificagdo do mesmo com
a presenca da lignina. Os valores de resisténcia da solucdo R, e impedancia de
warburg W foram similares, visto que utilizou-se um circuito igual para tratamento
dos dados e a solucdo foi a mesma em ambas configuracdes do eletrodo.

O valor da resisténcia de transferéncia de carga R, relacionada ao
eletrodo de nanografite-lignina, revelou uma diminuicdo em comparagdo ao
eletrodo preparado unicamente com o nanografite. Este comportamento permitiu
sugerir a efetiva modificagdo do eletrodo com a adicdo da lignina.
Este comportamento de diminui¢do da resisténcia de transferéncia de carga se
deve ao fato de que a lignina presente no eletrodo atua como facilitador no
processo de transferéncia eletronica para as espécies eletroativas presentes em
solucéo (Buoro et al., 2013).

Outro papel importante da presenca da lignina é a fungao de protecao da

superficie contra impurezas presentes nas amostras, que possam se adsorver
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na superficie dos eletrodos de grafite. Com tal impedimento ndo ha alteragéo na
resisténcia do sistema (Wang et al., 2016), sendo condizente com o0s
voltamogramas obtidos na Figura 21A.

A aplicacdo de ondas senoidais de baixa amplitude, Figura 21B,
possibilitou uma boa separacdo entre as regides de frequéncia; regido de
controle cinético e de controle de transporte de massa, observados para 0s
processos de oxidacao/reducdo. Considerando as diferentes regides de
frequéncia e a Equacdo (41) foi possivel a determinacdo da constante de
velocidade de transferéncia eletronica heterogénea aparente (K,,,) conforme

apresentado na Tabela 6 (Sabatani et al., 1987).

RT
K, = —
app F2RCAg

(41)
Sendo F a constante de Faraday (96485 C mol); C a concentracdo de

ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio em solugdo (1x10- mol cm3);

R a constante fisica dos gases (8,314 C V K' mol'); T a temperatura em Kelvin

(298 K); A, area do eletrodo (0,50 cm?); e R, a resisténcia de transferéncia de

carga obtida a partir da simulagao dos resultados da Figura 21.

Avaliando-se os valores de K, apresentados na Tabela 6 fica evidente
que o eletrodo de nanografite-lignina apresenta um valor de K,,, duas vezes
maior do que o eletrodo preparado unicamente com o nanografite. Este resultado
permite confirmar-se que o processo de transferéncia eletrbnica é
consideravelmente mais rapido quando se trata do eletrodo nanografite-lignina,
0 que corrobora os resultados das técnicas discutidas anteriormente.

Posterior aos estudos de espectroscopia de impedancia eletroquimica,
partiu-se para a caracterizagdo do eletrodo modificado utilizando a microscopia
eletrénica de transmisséo (TEM), conforme apresentado na Figura 23.

Fica evidente, a partir da Figura 23, a diferenca na morfologia das
particulas de nanografite, observando-se um agregado de particulas com
geometria esférica (caracteristico do nanografite) e posterior a formacédo da
mistura nanografite-lignina apresentando geometria “cilindrica”, sem a evidéncia
da presenca efetiva das esferas do nanografite.

A partir das imagens apresentadas na Figura 23 é possivel observar a
indicacao de escala e apropriar-se da dimensao das estruturas de grafite; sendo

as mesmas da ordem de 300 nm, o que confirma a dimensao de nanoestrutura
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para o eletrodo de nanografite-lignina. Este resultado de imagens TEM
corroboram os resultados apresentados anteriormente para as demais técnicas

empregadas na caracterizacdo do eletrodo desenvolvido.

Figura 23: Microscopia eletronica de transmissao do eletrodo de nanografite e
do eletrodo de nanografite-lignina. Tensao da fonte: 200 kV

Fonte: Elaborado pelo Autor

A partir dos valores das intensidades de corrente observadas para os
picos | a IV dos voltamogramas apresentados nas Figuras 13, 14 e 15, foi
realizado uma investigagcdo com o objetivo de se inferir quanto ao controle do
processo de transferéncia de massa nos ensaios eletroquimicos. Assim, foram
preparadas as curvas apresentadas na Figura 24, para a correlacao de correntes
de pico anddica (I,,) e catodica (I,,.) como fungéo da velocidade de varredura
de potenciais (v,).

A partir da avaliagdo visual do aspecto geral da Figura 24 é possivel
concluir que ha dependéncia, para ambos o0s picos, da intensidade de corrente
com o aumento dos valores de v,. Comportamento desta natureza permite
sugerir que o processo de transferéncia de massa é controlado por adsorcao da
espécie eletroativa na superficie do eletrodo (Dadamos et al., 2009).
Assim, as relacoes lineares das retas anddicas e catédicas para o eletrodo de
Cu-nanografite-lignina podem ser representadas pelas Equacoes (42) e (43).

L,u(mA) = 0,54 + 0,002v, (mV s™') anddico (42)
L,c(mA) = —0,23 — 4,64v,(mV s™")catddico (43)
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Figura 24: Efeito da velocidade de varredura, v, na resposta voltamétrica do
eletrodo Cu-nanografite-lignina em KCI 0,1 mol L', pH 8, com a dependéncia
das intensidades de correntes de pico anddica (I,,) e catodica (I,c) com a v,
para os picos Il e lll dos voltamogramas ciclicos
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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Ademais do processo de transferéncia de massa, a separag¢ao entre os
valores dos potenciais de pico anodico (E,,) (pico Il - 0,097 V vs. Ag) e catodico
(Epc) (pico Il - 0,083 V vs. Ag), 4E, foram inferiores a 15 mV, mesmo para
elevados valores de velocidades de varredura. Estas observagdes permitem
sugerir que o par redox esta associado a um processo eletroquimico reversivel
e controlado por adsorcdo da espécie eletroativa presente na solucao
(Bard et al., 1980).

A partir dos resultados relatados anteriormente foi possivel sugerir que as
espécies Cu(0) presentes na superficie do eletrodo (Cu-nanografite-lignina) é
parcialmente oxidada a espécie Cu(l) e posteriormente reduzida a Cu(0)
(picos | e IV- Figura 24). Estas espécies de Cu(l) na sequéncia da varredura de
potencias sao oxidadas a espécies Cu(ll), a qual sera posteriormente reduzida a
Cu(l) (picos Il e lll- Figura 24).

O pico lll referente a reducao Cu(ll)/Cu(l) tem uma menor intensidade de
corrente em relacao a oxidacao Cu(l)/Cu(ll). Para tal fato, permite-se sugerir a
formagao do dimero [Cu2(OH)2]?* de acordo com Baes & Mesmer (1976) em seu
livro “Hidrdlise de Cations”, no qual os autores estudam o diagrama de
distribuicdo de espécies dos ions Cu?* em solugdo aquosa em fungéo do pH, e
observa-se a formacao deste dimero na faixa de pH estudada. O Diagrama de
Distribuicao de espécies para o cobre nestas condicdes esta apresentado na
Figura 25.

Figura 25: Diagrama de Distribuicdo de Espécies para Cu*?> em meio alcalino
1,00

ANIATIN A
\X/ \Wi

\
m/\ /\
ARNEZEN

5_1] g, 1l][l 11 ] 1.?_I]
pH

0.00

Fonte: Adaptado Baes et al. (1976) e utilizando programa CurtiPot
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Se n&o ocorresse a formacao do referido dimero, a redugao Cu(ll)/Cu(l)
(pico Ill) teria uma area voltamétrica similar a oxidagao Cu(l)/Cu(ll) (pico Il)
conforme pode ser observado para altas velocidades de varredura
(500 mV s'). Quando a velocidade de varredura de potenciais ¢ alta, sugere-se
gue ndo se tenha tempo suficiente para formacdo do dimero [Cuz(OH)z2]%*
(Baes et al., 1976), tendo uma limitacao cinética para esta formacao.

A Figura 26 apresenta outra caracteristica que evidencia a formacao do
dimero € o mecanismo envolvido na transferéncia eletrénica, sendo um

mecanismo Eletroquimico-Quimico (EC).

Figura 26: Relagéo de dependéncia de Ipa/vel/2 com velocidade de varredura de
potenciais v, e dependéncia de I,,/I,. com velocidade de varredura de
potenciais v,, obtidos dos voltamogramas da Figura 24
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Este mecanismo pode ser evidenciado conforme destacado por
Robinson et al. (1985), no qual os autores observara a dependéncia de I,q/1I,.
aumenta com o aumento da velocidade de varredura de potenciais v,, e
Ipa/vel/zdiminui com o aumento da velocidade de varredura de potenciais v,,
conforme apresentado na Figura 26.

Com isso, permite-se sugerir a etapa eletroquimica Cu(l)=>Cu(ll) e a etapa
quimica 2Cu(ll) + 2H20 - [Cu2(OH)2]** + H2. Este mecanismo também é
destacado no trabalho de Pan et al., (2017) que propdem mecanismo similar.
Comportamento desta natureza € caracteristico de um processo eletroquimico
reversivel com controle de transferéncia de massa controlado por adsorcao da
espécie eletroativa.

Conhecido o mecanismo redox proposto para o eletrodo foi possivel a
determinacdo da quantidade estimada de cobre metélico eletrodepositada
(adsorvida) sobre a superficie do eletrodo denominada por I' (mol cm).
Para efetivar esta determinacdao foi utilizada a Equacado (44)
(Kamyabi et al., 2008).

252
Ipa _ Ne“F*Ag I've (44)

4RT
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Para a qual, R € a constante dos gases, I,,corrente de pico anodica, F a
constante de Faraday, 4, a area de eletrodo, v, a velocidade de varredura de

potenciais, n, numero de elétrons envolvidos e T a temperatura em Kelvin.
Aplicado os valores das constantes a férmula e feita a inser¢cdo dos dados de
intensidade de corrente de pico e v,, experimentais, o valor da concentracao
eletroativa (I') foi determinada sendo de I'= 4,26 x 10-° mol cm™. Considerando
que a expessura da camada de difusdo em sistemas sem agitacdo mecanica
seja em torno de 1 um (Bard et al., 1980), a concentragao de cobre metélico na
superficie do eletrodo sera de aproximadamente 40 mmol L.

5.4 CARACTERIZACAO DO ELETRODO NA PRESENGA DE ACIDO URICO

Inicialmente, buscou-se investigar a atividade redox do acido urico,
presente em solucdo aquosa, sobre a superficie do eletrodo de nanografite, na
auséncia e na presenca de lignina e cobre eletrodepositado. O comportamento
eletroquimico de acido urico foi estudado em um intervalo de potencial de
-1,0 £ E < 1,0 V vs. Ag, empregando-se uma velocidade de varredura de
potenciais, v,= 300 mV s’ em pH 8.

Foram investigadas duas situacdes: em auséncia de acido Urico; e em
presenca de acido Urico 5,0 mg dL'; e fazendo-se uso de quatro configuragdes
diferentes de eletrodos: 1) nanografite; 2) Cu-nanografite;
3) nanografite-lignina; e 4) Cu-nanografite-lignina; e na Figura 27 estao
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI 0,1 mol L.

A partir da avaliacdo do perfil dos voltamogramas da Figura 27 pode ser
evidenciado que para os eletrodos na presenca de cobre ocorrem dois processos
eletroquimicos, semelhante ao das Figuras 13, 14 e 15, estando estes processos
atribuidos as etapas de oxidacao/reducao das espécies Cu(0)/Cu(l)/Cu(ll).

Fica nitida a intensificacdo da corrente de pico anodica de
aproximadamente trés vezes, para a preparagao Cu-nanografite-lignina, em
comparagao a preparacao Cu-nanografite, a qual apresenta uma intensidade de
corrente de pico superior as preparacdes anteriores. Nos eletrodos sem a
presenca de cobre, observa-se apenas um pico de oxidacao, referente a
oxidacao de acido urico, estando em potencial préximo a 0,0 V vs. Ag, e na
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presenca de ions cobre, este potencial se desloca para regides mais positivas,
em torno de 0,25 V vs. Ag.

Figura 27: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de nanografite ( )
nanografite-lignina (——); Cu-nanografite ( );  Cu-nanografite-lignina

( ) e na auséncia de AU; “branco” (—), em KCI 0,1 mol L' (pH 8); v.= 300
mV s'; 5,0 mgdL" de AU

1 branco Il
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nanografite-lignina
1,0 Cu-nanografite
1 Cu-nanografite-lignina
0,5
T 0,01
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Este deslocamento de potenciais se deve a formacado do complexo de
Cu-AU, que adsorve sobre a superficie do eletrodo, dificultando o processo de
oxidacao. Este deslocamento de potenciais para regides mais anddicas é
compensado pela maior intensidade de corrente, dando ao processo maior
sensibilidade. Com a formacéao deste complexo, diminui-se significativamente a
interferéncia de outras espécies, conforme sera discutido adiante.

A intensificagdo na corrente de pico para o eletrodo
Cu-nanografite-lignina, em presenca de acido urico, pode ser atribuido a esta
espécie, possivelmente, devido a presenca de um processo catalitico e, ou
facilitado, pelo substrato e, especificamente, atribuido a presenca do cobre
metalico. Neste sentido, € importante notar-se que para os eletrodos preparados



117

na auséncia de cobre metalico verifica-se unicamente a presenga de um
processo de oxidacdo, sendo este processo atribuido a oxidagédo/reducéo da
molécula de &cido urico, porém, sem a mediacao eletronica do cobre.

Considerando-se as discussoes anteriores e o fato especifico de observar
que para o eletrodo de Cu-nanografite-lignina tem um aumento significativo na
intensidade de corrente de pico, evidencia-se que a insercdo de cobre ao
eletrodo de nanografite-lignina proporciona um material promissor na
determinacao de acido urico.

Estudos recentes apresentados na literatura evidenciam as dificuldades
enfrentadas na andlise de 4cido Urico via eletroquimica conduzidas em amostras
biolégicas devido as interferéncias causadas por outras substancias presentes
nessa matriz, por exemplo, glicose, frutose, alguns sais, acido ascorbico (AA) e
dopamina (DA) (Khajehsharifi et al., 2017). A modificacdo do eletrodo, na
presenca de cobre foi uma tentativa de minimizar tais interferéncias.

Quanto a interferéncia da glicose e frutose, em eletrodos contendo 6xido
e/ou hidréxido de cobre (conforme proposto na secédo anterior), tem-se uma
interferéncia significativa, pois € evidenciado na literatura diversos trabalhos que
determinam estas espécies sem utilizacao de enzimas (Pourbeyram et al., 2016;
Muralikrishna et al., 2015). Neste caso, no eletrodo desenvolvido a interferéncia
da glicose e frutose nao é significativa, mesmo sendo sugerido a formacao do
dimero [Cuz2(OH)2]?*, pois a oxidacdo destas espécies ocorre em potenciais mais
anddicos e envolvem a reacao catalitica Cu(ll)/Cu(lll), e no eletrodo proposto a
oxidacao do cobre é Cu(0)/Cu(l)/Cu(ll) (Tian et al., 2014).

Em relagdo a interferéncia de sais, estes também nao interferem
significativamente, visto que estes ndo possuem picos de oxidacao/reducéao.
A maior interferéncia destas espécies presentes no soro humano seria no
deslocamento de potenciais e/ou mudanga na corrente de pico do branco do
eletrodo de trabalho, pois é utilizado um pseudo-referéncia de prata como
eletrodo de referéncia. Mas estas interferéncias sdo minimizadas com a
utilizacado de voltametria ciclica e com analises por adicdo cumulativa de padrao
para as andlises das amostras, sofrendo efeitos iguais quando analisado fluidos
biolégicos.

Quanto a interferéncia de acido ascorbico e dopamina, ela é significativa

para sistemas biolégicos, visto que estas espécies possuem potenciais de
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oxidacao menores que do AU (Zou et al., 2017). Em pH &cidos, em torno de 2,0,
a dopamina teria uma interferéncia significativa, visto que ela poderia ser
detectada seletivamente nesta regido com eletrodos de cobre, sem a
interferéncia de AU. Este fato ocorre, pois o AU neste pH precipitaria, visto que
o pka, e pka, do AU é 5,7 e 10,3, respectivamente. Com isso, pode ser
evidenciado que em pH menores que 5,0, a solubilidade de AU é baixa, estando
protonado e sem carga. Mas como as medi¢des sao realizadas em pH fisiol6gico
(em torno de 7,0), ndo tem-se interferéncias significativas dessa natureza
(Oztekin et al., 2012).

Em pH fisiolégico, tanto AA como DA podem oxidar e interferir na
determinacao de AU, mas a utilizacao do eletrodo de cobre tende a minimizar
essas interferéncias, conforme apontado no trabalho de Sakamoto et al. (2011).
Neste trabalho, os autores propéem o emprego de cobre de modo a minimizar a
interferéncia, especifica, de acido ascérbico, AA, na determinagéo de &cido urico.
Os autores apontam que a molécula de AA é oxidada a partir da espécie Cu(ll)
presente sobre o eletrodo de trabalho. Os ions Cu(ll) sdo gerados por via
eletroquimica durante a varredura de potenciais. O mecanismo proposto permite
sugerir que os ions Cu (Il) formados pela oxidacao eletroquimica sao reduzidos
pelo AA a ions Cu(l) e estes ions Cu () sdo complexados pelo acido Urico,
formando um complexo Cu(l)-AU no eletrodo, fornecendo, entédo, o sinal para a
determinacao do AU seletivamente.

A formacao de complexos entre ions cobre e &cido Urico também é
sugerido por outros autores, como Meotti ef al., (2011) que estudam acido Urico
em doencas inflamatérias. Com isso, a formagédo deste complexo Cu(l)-AU
minimiza a interferéncia das espécies AA e DA que oxidam em potenciais
menores. Este complexo tende a precipitar na superficie do eletrodo, devido a
sua neutralidade, visto que é formado por ions cobre I, com carga positiva (+1)
e por AU com carga negativa (-1). A carga negativa de AU é evidenciada pelo
diagrama de distribuicdo de espécies (Figura 28), que em pH préximo da
neutralidade, a maior porcentagem de espécies de AU esta na sua forma

anidénica com a perda de um proton.
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Figura 28: Diagrama de distribuicdo de espécies para acido urico; pka,; = 5,7
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Fonte: Elaborado pelo Autor com auxilio programa CurTiPot

A formagéao deste complexo insoluvel na superficie do eletrodo corrobora
os voltamogramas da Figura 27, visto que na presenca de cobre os potenciais
de oxidacao de acido urico sao maiores (devido a complexacao), dificultando os
processos de transferéncia eletrbnica, mas em contrapartida, minimizando
interferéncias significativamente.

Considerando a espécie de interesse analitico, acido urico, proposta no
trabalho, apresenta-se na Figura 29 uma proposta para o processo de oxidacao
do &acido urico a partir dos resultados de voltametria obtidos e discutidos

anteriormente.

Figura 29: Processo oxidativo de acido urico proposto por Dryhurst
(0]
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Fonte: Adaptado de Dryhurst (1972) utilizando software ChemSketch
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Nesta proposta, pode-se sugerir a conversdao da molécula de acido urico
em seu sal, o urato, envolvendo varias etapas, conforme apontado por Dryhurst
(1972) e modificado em funcao do pH estudado. De acordo com Dryhurst (1972),
a primeira etapa trata-se da etapa rapida da reacao, sendo a segunda etapa a
etapa lenta, portanto controlando a velocidade da reagdo. Considerando-se o
fato de que os ensaios de voltametria ciclica sdo realizados empregando-se altas
velocidades de varredura de potenciais, propde-se que o processo € reversivel
envolvendo apenas a primeira etapa da reacdo. O mecanismo proposto na
superficie do eletrodo esta representado na Figura 30.

Figura 30: Mecanismo proposto para o funcionamento do eletrodo modificado
com Cu-nanografite-lignina para oxidacao de acido urico
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme apresentado na Figura 30, o mecanismo de oxidacao do acido
urico em presenca de cobre na superficie do eletrodo (Cu-nanografite-lignina),
segue um mecanismo de trés etapas, sendo um mecanismo Eletroquimico-

Quimico-Eletroquimico (ECE), sendo estas:
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I- Na primeira etapa, etapa eletroquimica, ocorre a oxidagao do Cu(0)
a Cu(l);

[l- Na segunda etapa, etapa quimica, ocorre a formagcao do complexo
Cu(l)-urato (Cu(l)-AU) na interface do eletrodo-solucao;

[lI-  Na terceira etapa, etapa eletroquimica, ocorre a oxidacdo do

complexo (Cu(l)-AU).

Na Figura 30 esta apresentada a proposta de mecanismo considerando a
presenca do processo atribuido a catélise eletroquimica, conforme discutido
anteriormente.

A proposta deste mecanismo estd calcada no trabalho de
Sakamoto et al. (2011) e Meotti et al. (2011), conforme discutido anteriormente,
no qual os autores apontam para a formacdo do complexo entre Cu(l)-AU,
minimizando as interferéncias dos outros compostos presentes nas amostras
biolégicas.

Para evidenciar tal mecanismo foi realizado um estudo de velocidade de
varredura de potenciais, v,, na presenca de 5,0 mg dL-! de &cido Urico, no perfil
do voltamograma e, por conseguinte, avaliar a dependéncia entre as
intensidades de correntes de pico anddica (1,,,) e catodica (I,,.) com a velocidade
de varredura de potenciais (v,), conforme apresentado na Figura 31.

A dependéncia das intensidades de corrente de pico (pico Il e lll) com a
velocidade de varredura, ensaiadas para 0s picos redox, permitem sugerir que o
processo de transferéncia de massa € controlado por adsorgcao
(Chen et al., 2006). As relacoes lineares obtidas a partir dos ensaios, para o

eletrodo de Cu-nanografite-lignina, estao apresentadas nas
Equacdes (45) e (46).
Lqa(mA) = 0,53 + 0,0023 v, (mVs™') anddico (45)

L,c(mA) = —0,81 — 0,0019 v, (mVs™') catédico (46)
Os resultados dos ensaios de velocidade de varredura evidenciaram a
dependéncia linear da intensidade de corrente com a velocidade de varredura
de potenciais, permitindo, assim, sugerir-se que 0 processo eletroquimico é
controlado por adsorcdo; e, portanto, as reagcbes eletroquimicas ocorrem na
superficie do eletrodo. Esta proposicdo permite evidenciar-se que a

determinacao de acido urico ocorre superficialmente com a formacao prévia do
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complexo Cu(l)-AU. Se néo ocorresse a formagéo do complexo, possivelmente

o0 mecanismo de transferéncia de massa seria controlado por difusao.

Figura 31: (A) Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo Cu-nanografite-lignina na presenca de 5,0 mg dL! de
AU em KCI 0,1 mol L"' com a dependéncia das intensidades de correntes de pico
anddica (I,,) e catodica (I,.) com a v, para os picos |l e Il dos voltamogramas
ciclicos
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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Com o estudo de velocidade de varredura de potenciais € possivel sugerir
0 mecanismo proposto na Figura 30, no qual tem-se 3 etapas:
(a) eletroquimica; (b) quimica e (c) eletroquimica (ECE). O mecanismo ECE pode
ser evidenciado na Figura 32, no qual tem-se a relacdo de correntes de pico
anddico e velocidade de varredura. De acordo com Robinson et al. (1985) em
qualquer sistema, no qual tem-se um mecanismo ECE sdo seguidos alguns

requisitos: (a) IL,,/I,. decresce em funcdo da velocidade de varredura de

potenciais v, e tende a 1,0 (Figura 32A); (b) I,q/v.’* € I,./v.’* decrescem com

aumento da velocidade de varredura de potenciais v, (Figuras 32B e 32C).

Figura 32: Dependéncia das correntes de pico anddica e catddica em funcao da
variacdo de velocidade de varredura de potenciais para os picos Il e Ill da
Figura 31. (A) Dependéncia de I, /L,. vs. v, (B) Dependéncia de I,, vs. v, (C)
Dependéncia de I, vs. v,
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme apresentado na Figura 32, pode-se sugerir 0 mecanismo
eletroquimico-quimico-eletroquimico proposto por Robinson et al. (1985).
Este mecanismo também pode ser evidenciado pelos voltamogramas de estudo

de velocidade (Figura 31), no qual a razao dos picos anddicos e catédicos sao
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préximos de 1,0, evidenciando que as espécies Cu(l) sdo convertidas a Cu(ll) e
praticamente as mesmas quantidades de Cu(ll) sdo reduzidas a Cu(l). Se nao
ocorresse a formacao do Cu(l)-AU previamente, teria a formacao do dimero
[Cu2(OH)2]>* ocasionando a diminuicdo da corrente de pico de reducdo de
Cu(ll)>Cu(l) em comparacgéao a oxidacao Cu(l)->Cu(ll) conforme apresentado na
secado 5.3 (Figura 24) (Baes et al., 1976).

Com o objetivo de confirmar a efetiva reacao de oxidacao do acido urico
ocorrendo na superficie do eletrodo foram feitas adicdes sucessivas de acido

urico na célula eletroquimica conforme apresentado na Figura 33.

Figura 33: Voltamogramas ciclicos obtidos para adicées sucessivas de 250 L
de &cido urico 1,68 g L' na amostra de soro humano 01 com o eletrodo de
Cu-nanografite-lignina; v,= 300 mV s
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A partir dos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 33 pode-se
confirmar que com o aumento da concentracdo de acido Urico obtém-se a
intensificacdo significativa da corrente de pico anddica em potencial proximo a
300 mV.
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Com estes dados de adicbes cumulativas de padrdo de acido urico foi
realizado todo um tratamento metrolégico adequado para a validacdo e
estimativa da incerteza do procedimento de medigdo utilizando diversas
abordagens, conforme sera discutido nas proximas sec¢odes.

5.5 VALIDACAO DA CALIBRACAO DO SENSOR

Dos modelos de medicdo desenvolvidos para a determinagéo de acido
urico em soro, o modelo bottom-up baseado na estimativa da incerteza de
extrapolagdo pelo MMQ € o que envolve uma validagdo mais detalhada da
calibracao devido a necessidade do cumprimento de todos os pressupostos do
MMQ. Quando se procedem a avaliagées bottom-up baseadas na simulacéo de
Monte Carlo de todas as variaveis de entrada ou quando se recorre a avaliagcoes
top-down, é apenas necessario salvaguardar que o sinal varie linearmente com
a concentracao do item analisado. Dessa forma, esta secao descreve a selegcao
e validacao da faixa de calibracdo do sensor para a utilizacdo do MMQ na
avaliacdo da incerteza de extrapolacdo. Se a calibracado for valida para este
modelo da incerteza sera também valida para o desenvolvimento de modelos de

medicdo com menos requisitos para as condi¢cdes de calibracéo.

5.5.1 Avaliacao preliminar do limite de detecao

Primeiramente, para selecionar a faixa de calibracdo do sensor, em
particular o ponto mais baixo dessa faixa, foi consultada a bibliografia sobre a
faixa de concentracao de acido Urico em soro de humanos saudaveis. De acordo
com a bibliografia, a faixa de concentracdes de acido Urico no soro humano varia
entre homens e mulheres abrangendo valores de 2,0 mgdL' a 8,0 mgdL"
(Ferraz et al., 1988). Tendo em conta que os teores de acido urico podem ser
ligeiramente mais baixos e mais altos que o intervalo mencionado na bibliografia,
considerou-se que o eletrodo de Cu-nanografite-lignina deve apresentar uma
resposta satisfatéria entre 1,0 mg dL' e 9,0 mg dL™'. Foi avaliado, em particular,
a viabilidade do ponto mais baixo da faixa de calibragéo visto que os teores mais
altos podem ser facilmente quantificados em faixas mais baixas por diluicdo das
amostras.

Desta forma, testes preliminares, em soro, foram levados a termo para

produzir uma estimativa aproximada do Ilimite de detecdo, LOD.
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Para a efetivacdo deste, foi necessario preparar um calibrador com uma
concentracdo massica de AU equivalente a concentragdo esperada para o LOD
(i.e. com uma concentracgao, y,, entre 1/5 e 5 vezes o LOD) e obter, pelo menos,
10 sinais do calibrador em condigoes de repetibilidade. A média, I, e o desvio
padréo, s;), dos n sinais do calibrador sao posteriormente calculados.
O sinal do branco, I,,, deve também ser conhecido ou determinado
experimentalmente a partir da média, I,,, de mn,, medicdes repetidas
(pelo menos 10). Se I, € determinado experimentalmente, o limite de deteccéo,

LOD, é calculado a partir da Equacgao (47) (Currie, 1995).
LOD = t95%;uni (Sl(bk)y-[)( 4Vpi )_I_ t35%;unl' (Sl(r)yr)( 4v; ) (47)

Vbk I—T, 4vp+1 -, 4v,+1
= Ipk bk t=Ipk

Para esta equagao, s, € 0 desvio padrao dos ny, sinais do branco,

Si(r) € 0 desvio padrdo dos n, sinais analiticos, v, € v, sd0 os graus de liberdade

95%;uni

95%;uni
Vpk 12

de I, e I, respectivamente, e t e ty, sao os valores de t de uma

distribuicdo t-student unicaudal para um nivel de confianca de 95 % e
vur © v graus de liberdade. A concentracao y, nao deve ser superior a cinco
vezes 0 LOD para garantir que a precisdo a ser estimada seja equivalente a
esperada junto ao LOD. O LOD devera variar ligeiramente de dia para dia em
funcéo de variacdes das caracteristicas do sensor.

Aplicando-se a Equacdo (47), aos dados experimentais obtidos, foi
possivel obter a primeira estimativa do LOD do procedimento de medigcao
desenvolvido. O valor obtido para o LOD foi de 0,45 mg dL-' usando uma solugédo
de concentracdo y, igual a 1,04 mg dL'. A variacdo de sinais em fungéo das 20
réplicas estao apresentadas na Figura 34.

Determinado o LOD, € possivel observar que este se encontra abaixo do
limite inferior da faixa de trabalho estudada de 1,0 mg dL-'. Deve-se apontar que
a razao entre a concentragao de acido urico estudada, y,, € o LOD (y,/LOD) é de
2,31, 0 que atende a condicdo de que a razdo 1/5<y,/LOD<5 garantindo que a

precisdo estimada a y, seja equivalente a estimada ao LOD.
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Figura 34: Sinal I das 20 medicdes repetidas de uma solugao de soro fisiolégico
contendo 1,04 mg dL" de &cido Urico
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A folha de calculo utilizada nesta secdao esta contida no arquivo
“5.5.1 - Avaliacao preliminar do limite de detecdo” no material suplementar.

5.5.2 Método de adicao cumulativa de padrao
5.5.2.1. Selegéo de varidveis da regressao linear

Nesta secao sera descrita a variante do método de adicdo de padréao
considerando a adicdo cumulativa do item analisado. Sera discutido, em
particular, o impacto da adicdo volumétrica e/ou gravimétrica de padréo na
diluicdo da concentracao inicial da amostra e a forma como esta diluicao deve
ser compensada. O método de adigdo cumulativa de padrao € especialmente util
quando esta disponivel um volume reduzido de amostra, tendo como vantagens
adicionais o menor consumo de reagentes e 0 menor tempo para analise.
O método de adicdo cumulativa de padrdo € de aplicacdo mais direta a
procedimentos de medicdo nao destrutivos.

De forma a ilustrar a relevancia de se calibrar a instrumentagao
considerando a relagao I * v, vs.m, em vez da relagao I vs. y,, procedeu-se ao
tratamento de resultados simulados da determinagao de um composto hipotético
numa solucdo com uma concentracao definida e considerando diversas adi¢des
cumulativas do item analisado. A Tabela 7 apresenta os exemplos reunidos que
também foram disponibilizados na planilha “5.5.2 — FC” do material suplementar
“5.5.2 — Método de adigao cumulativa de padrao”.
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Tabela 7: Resultados simulados da quantificacdo do teor estimado da curva
hipotética em 10 mL de uma solugcdo amostra por adicao cumulativa de volumes
de 0,250 mL de uma solugéo estoque considerando a concentragao extrapolada
a partir de uma regressao (I * vy, vs. m,) ou (I vs. y,)

Teor da solucdo Teordasolucdo Teor estimado Teor estimado da
analisada estoque da curva curva (I * vy, VS. my)
(mg L) (mg L") (I vs. yg)(mg L) (mg L")
1 2 2 1,00
1 5 1,25 1,00
1 10 1,11 1,00
1 50 1,02 1,00
1 100 1,01 1,00
1 1000 1,00 1,00

Nesta simulagdo, fixou-se a concentragdo e volume de amostra em
1,0 mg L' do item analisado e 10 mL, respectivamente, consideraram-se adi¢coes
cumulativas de 0,250 mL de uma solucdo estoque do item analisado e um
coeficiente angular de 200 L mg™ (i.e. um incremento de 1 mg L' do item
analisado corresponde a uma aumento de sinal de 200).

Foram estudados seis exemplos em que a concentracado da solugéao de
estoque adicionada varia de 2 mg L' a 1000 mg L. A Tabela 7 apresenta as
estimativas da concentragdo da amostra considerando a extrapolagédo da curva
(I * veq vS. my) ou (I vs. y,). Quando se recorre a uma regressao (I * vy, Vs. my),
€ extrapolada a massa do item analisado no volume de amostra que € convertido
em concentracao depois de dividido pelo volume de amostra.

Como pode ser observado a partir dos dados da Tabela 7, quanto menor
a razao de “concentragdo da amostra/concentracdo da solugcdo estoque”, maior
o erro verificado quando se recorre a uma regressao I vs. y,. No exemplo que
recorre a uma solucdo estoque com uma concentragdo de 2 mg L', a regressao
(I vs. y,) estima o dobro da concentracdo da amostra (1 mg L), enquanto a
regressao (I * vy, VS. m,) produz uma estimativa exata do teor da amostra.
Assim, o emprego da regressdo mais usual (I vs. y,) serd apenas uma
aproximacao valida para situagdes nas quais a concentragdo da solucao estoque
for cerca de 100 a 1000 vezes maior que a concentracao do item analisado
presente na amostra. Para tal condicdo, sera indiferente recorrer a uma das
regressoes estudadas.

Quando se recorre a regressoes (I * v, VS. m,), a estimativa do teor do

item analisado na amostra € sempre exata independentemente do teor do item
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analisado na amostra e solucao estoque. Deve ser lembrado que os dados da
Tabela 7 foram simulados sem considerar qualquer incerteza associada as
operacdes analiticas e aos dados experimentais de forma a avaliar os principios
matematicos da metodologia de calibracdo desenvolvida.

E possivel converter a concentragdo, Ya(, €stimada por meio de uma
regressao (I vs. y,) ha concentracdo estimada pela regressao

(I * veq VS. my), ¥4, Usando a Equagéo (48) quando, foi determinado y, .

Y, = el (48)

Yaih¥ vse

Em que y,. é a concentragao da solugéao estoque.

5.5.2.2. Aplicabilidade do método dos minimos quadrados

Quando a curva de calibragao (I * v;, vs. m,) € construida usando o MMQ
e 0 modelo de regressao € usado para estimar a incerteza de extrapolacao, todos
os pressupostos do MMQ devem ser cumpridos. Adicionalmente, a sensibilidade
da resposta instrumental, quantificada pelo coeficiente angular da curva,
observada na curva de calibracdo deve ser equivalente ao observavel junto a
auséncia do item analisado (muitas vezes o sinal zero) (Rodrigues et al., 2015).
Caso o intervalo de calibracdo usado no método de adigcdo de padrao esteja
associado a uma sensibilidade menor do que a observada perto do zero de
concentracdo, o valor da concentragdo da amostra sera superestimado
(Rodrigues et al., 2015). Este pressuposto € comprovado pela linearidade de
uma calibracdo que comeca na concentracao zero (referente a concentracao da
amostra desconhecida) e termina na maior concentracdo da faixa analitica
avaliada.

Para avaliar os trés pressupostos do MMQ (homogeneidade de
variancias, linearidade da resposta instrumental, e razdo de valores de
calibradores com incertezas desprezaveis considerando a precisao da resposta
instrumental), o sinal instrumental foi estudado numa ampla faixa de
concentracdes a partir de medicbes repetidas obtidas em condicao de
repetibilidade. Os calibradores de AU foram obtidos por adicées cumulativas de
250 pL de uma solucéo estoque de AU com uma concentragdo de 1,68 gL' em
5 mL de agua ultrapura contendo 0,1 mol L' de KCI e pH 8. Foram realizadas
20 medigdes repetidas por nivel de concentracao estudado.
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A curva de calibracdo foi construida pela regressao I * v, vs. m,. A
homogeneidade de variancias e a linearidade da resposta instrumental é
independente da realizacao de ensaios em agua ultrapura, soro fisiol6gico ou em
soro humano como se confirmou nos ensaios realizados em matriz mais
complexa. Os estudos realizados com solucbes de AU preparadas em agua
ultrapura comprovaram que o sinal instrumental varia linearmente com a
concentracdo de AU e a precisdo da resposta instrumental é constante, pelo
menos, até 30,0 mg L' de 4cido Urico.

As secOes seguintes descrevem 0s principios dos testes estatisticos
realizados. Optou-se por ilustrar a aplicagdo dos testes a analise das amostras

em vez de apresentar 0s ensaios preliminares realizados em agua ultrapura.

5.5.3. Homocedasticidade e linearidade da resposta instrumental

A homogeneidade de variancias de resposta instrumental foi avaliada
utilizando os testes de Fisher e Levene (Bettencourt da Silva, 2016) e, apds
provada a homocedasticidade, a linearidade utilizando o teste de falta de ajuste
ANOVA-LOF (Bettencourt da Silva, 2016). Os trés testes foram realizados para
um nivel de confianca de 99 %. Esse nivel de confianca foi escolhido para que
os testes tenham uma probabilidade menor de ter falsos positivos ou negativos.

A Tabela 8 apresenta os parametros da regressao linear e de correlacéao
linear estimados para avaliar a homocedasticidade e linearidade do sinal
instrumental nas calibracdes por adicao cumulativa de padrao realizadas para a
andlise de soros fortificados e soros humanos. As adi¢cdes de padrdo foram
realizadas cumprindo os pressupostos do MMQ como sera discutido na
secao 5.5.4.

Considerando as conclusdes do teste de homocedasticidade de Fisher,
todas as calibracbes possuem sinais homocedasticos. No entanto, o teste de
Levene ndo partilha desta conclusdo na calibracdo da andlise do soro
SF4 (soro fortificado a 7,0 mg dL'). Tendo em conta que o soro SF4 tem um teor
de acido urico intermediario entre os teores dos outros soros que, segundo o
teste de Levene, apresentam sinais homocedasticos, considerou-se que a
conclusao do teste de Levene para o soro SF4 se deve ao erro Tipo 1 (a) do
teste (i.e. a probabilidade do teste indicar, erradamente, a heterocedasticidade).

Deve-se observar que uma avaliagdo dos residuos de regressao em funcao da
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massa de AU adicionado confirmam que os sinais sdo homocedasticos (a analise
de residuos sera discutida mais adiante nesta se¢ao).

Tabela 8: Parametros de regressao e correlacédo linear usados para avaliar a
homocedasticidade e linearidade do sinal instrumental nas calibragbes por
adicdo cumulativa de padrao usadas para a andlise de soros fortificados (SF) e
soros humanos (SH)

Parametros*
Soros a b
(mAmL) (mA mL mg?) r F, w FLor/pE
SF1 0,54 10,24 0,997 2,67 1,07 5,06
SF2 1,43 9,43 0,998 2,79 2,18 3,80
SF3 2,41 9,51 0,997 2,20 1,47 4,10
SF4 3,35 9,56 0,995 3,33 8,48 13,58
SF5 4,46 10,0 0,995 2,85 2,30 0,70
SH1 1,87 9,75 0,996 1,99 0,76 14,36
SH2 2,94 9,93 0,997 1,84 1,02 18,91

*

a € b sao os coeficientes linear e angular da reta de regresséo,
respectivamente; r € o coeficiente de correlagéo linear de Pearson, e E,, W e
FLor/pg S80 0s parametros considerados nos testes de Fisher, Levene e
ANOVA-LOF cujos valores maximos sao 3,43, 4,05 e 4,90, respectivamente.

A falta de linearidade observada em algumas curvas de calibracéo,
considerando o critério do teste ANOVA-LOF, é atribuida a erros grosseiros de
manipulagdo da micropipeta ou a vulnerabilidade da técnica eletroquimica a
adsorcao reversivel e aleatoria de interferéncias na superficie do eletrodo,
causando mudancas na area eletroativa do eletrodo e consequentemente a
variacao na sensibilidade instrumental (Salama et al., 2017). O elevado numero
de medicdes repetidas torna possivel distinguir pequenas variacbes na
sensibilidade do eletrodo. Este efeito parece ser possivel de atenuar se as
medicdes repetidas forem mais espacadas no tempo (por exemplo, de 10 a 30
segundos) uma vez que nao é possivel ler as repeticdes dos varios niveis de
calibragdo em ordem alternada.

Nas Figuras 35 e 36 € mostrado a curva de calibracao e o grafico de
residuos de regressao da calibracdo usada na andlise do soro SH1 que néao
passou no teste de linearidade ANOVA-LOF. As outras calibragcdes que nao
passaram na avaliacdo estatistica apresentaram um comportamento

equivalente.
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Figura 35: Curva de calibracdo obtida para quantificacado de acido Urico na
amostra de soro humano SH1 analisada usando o eletrodo de
Cu-nanografite-lignina desenvolvido com v,= 300 mV s'; Adicdes de padrdo
cumulativas: trés adicdo de 250 uL de solucdo estoque de 1,68 g L' de acido
arico

12+
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Figura 36: Residuos de regressdo em fungdo da massa de acido urico
adicionada na sequéncia da calibragao, por adicdo cumulativa de padrao, para
analise do soro SH1 (curva de calibracao apresentada na Figura 35)
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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Conforme mostrado nas Figuras 35 e 36, os desvios a linearidade sao
irrelevantes e serdo certamente contabilizados no desvio padrao residual da
curva de calibracdo considerado na estimativa da incerteza de extrapolacao da
curva de calibracdo (Equacédo (36)). Nao se espera que o eletrodo tenha uma
resposta que precise ser ajustada a uma curva polinomial de terceira ordem.
Na Figura 35 é apresentado o gréfico (I * v;, vs. m,;) que corrobora a decisdo de
aceitar o modelo de regressao linear neste caso, porque o teste estatistico
considera como relevantes pequenos desvios dos sinais instrumentais a linha de
regressao em condicdes de repetibilidade.

O texto acima descrito revela um bom exemplo da necessidade de garantir
gue o analista ndo sustente sua decisdo exclusivamente nos testes estatisticos.
Assim, o conhecimento prévio do sistema estudado deve ter um papel dominante
na interpretacao dos dados experimentais reunidos. As aproximacoes realizadas
foram posteriormente avaliadas por meio da analise de soros fortificados e soros
humanos cujos valores de referéncia sao definidos pelo procedimento de
preparacao do soro fortificado ou pelo procedimento espectrofotométrico de
referéncia, respectivamente.

As folhas de calculo utilizadas nesta avaliagdo estao disponibilizadas no
arquivo “5.5.3 - Homocedasticidade e linearidade da resposta instrumental” do

material suplementar.

5.5.4. Qualidade dos calibradores

Em atendimento ao terceiro pressuposto do método dos minimos
quadrados, para o qual a incerteza da razdo de valores de calibradores
consecutivos (eixo das abscissas) seja insignificante em relagéo a precisdo do
sinal instrumental (eixo das ordenadas), sera trabalhado o pressuposto em seus
detalhes.

A incerteza associada a concentragdo da amostra, ys, depende da
incerteza associada a massa do item analisado na por¢éao analitica de amostra,
m,, € associada ao volume da porcao analitica de amostra, v,. A incerteza
associada a m, depende da incerteza da extrapolagdo da curva de calibragéao
construida pelo MMQ e da incerteza de preparacao dos calibradores.

De fato, se o MMQ for usado para estimar a incerteza de extrapolagéo, os

calibradores devem ser preparados de forma que a razdo do valor de
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calibradores consecutivos (i.e. a massa do item analisado adicionado) esteja
associada a uma incerteza insignificante em relacdo a precisdo do sinal
instrumental (i.e. multiplicagéo do sinal pelo volume total do calibrador). Se esta
suposicao for valida, o modelo de regressao pode ser usado para estimar a
incerteza de extrapolacédo da curva que estima m,.

Para o método de adigdo cumulativa de padrao desenvolvido, a qualidade
dos calibradores é adequada para regressdes pelo MMQ se tanto a diluicdo da
porcao de amostra como a determinacdo da massa do item analisado adicionada
cumprirem requisitos referenciados a precisdo da multiplicacdo do sinal pelo
volume total de calibrador estimado.

Se Rur; corresponde a razao das multiplicacées do volume do calibrador
com o sinal instrumental observado para os calibradores i e j (Equacéao (49)),
Ra,; € a razao dos fatores de diluicdo da porcdo de amostra nos calibradores i
e j (Equacgao (50)) e Rqy; € a razao da massa do item analisado adicionado nos
calibradores iej (Equacédo (51)), as respectivas incertezas-padrao (u(szi;j),
u(Rq;)eu (Ral-;,-)) devem satisfazer as condigbes apresentadas nas Equacdes

(52) e (53).

R _ ;- Ii
vlip — -1

: (49)

No qual v; e v; sdo os volumes totais dos calibradores i e j, e I; € I; 0s

sinais instrumentais dos calibradores i e j, respectivamente.
Ry, =— (50)

No qual d; e d; s&o os fatores de diluicdo da por¢cdo de amostra nos niveis

de calibracao i e j, respectivamente.

a;

Rai;j - (51)

a;

No qual a; e a; sdo as massas do item analisado adicionadas nos
calibradores i e j, respectivamente.

u(Rdi:j) - u(R”’iu') /5

Ra;; Rury,;
i;j i;j

(52)
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(53)

u(Raiu') - u(R”’iu') /5
Rayy | =\ Rory

Se estas condi¢cdes forem validas, a incerteza padrao, u(ys), associada a
ys pode ser estimada pela Equacao (37) (secéo 4.8.1). O fator 5 é usado porque
uma componente de incerteza é desprezavel se for menor que um quinto da
componente maioritaria (Eurachem/CITAC, 2012).

Os valores de u(Rv,L.;j), u(RdL.;j) e u(Rai;j) sdo estimados por meio da
combinacdo das incertezas das medicbes de massa e volume, e da

repetibilidade do sinal instrumental envolvido na estimativa de Ryr;» Ra;€ Ray;s

respectivamente. A incerteza das medi¢ces de volume e massa foi estimada
como proposto no guia Eurachem/CITAC para a quantificacdo da incerteza de
medicao (Eurachem/CITAC, 2012).

Assim, a adequacédo da metodologia de preparacao dos calibradores foi
avaliada comparando a incerteza padrao relativa, u'(szi;j), de Rur;

(' (Ror,, ) = u(Rur;) / Ry,;) com a incerteza padréo relativa, w'(Ry,), de
Ra,; (u(Ra,;)=u(Rq,;)/ Ra,;) € com a incerteza padrao relativa, u’(Rai;j), de Ry,
(”'(Rai;j) = u(Rq,,) /Ral-;,-), para pares de calibradores consecutivos, de acordo
com os critérios apresentados nas Equacdes (52) e (53).

A Tabela 9 apresenta os valores de Rur;s Ray; € Rq,; © suas respectivas

incertezas-padrao relativas usadas para avaliar a qualidade dos calibradores nas
calibracoes realizadas. O termo v representa a aliquota volumétrica da amostra,
€ 0S termos v,q, Va2, Va3 € Va4 representam os volumes sucessivos adicionados
de solugao estoque.

A u,(R”Ii;j) foi estimada combinando o desvio padrao da repetibilidade do
sinal instrumental com a incerteza padrdo associada ao volume total dos
calibradores usando o método de Kragten para a combinacdo de componentes

de incerteza. As u’(Rdl.;j) e u (Ral.;j) foram também estimadas por meio da

combinacdo dos componentes de incerteza utilizando o método de Kragten,
porque os fatores de diluicdo e as massas adicionadas do item analisado tém
variaveis que se repetem na sua expressao matematica e com isso impedem a

aplicacao dos casos particulares da lei da propagacao de incerteza.
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Tabela 9: Parametros considerados na avaliacao da qualidade dos calibradores para as regressoes pelo MMQ realizadas nas calibracées por

adicdo cumulativa de padréo

o Rty )/5 (%)

Soro Fortificado

Soro Humano

Nivel

Calib. Ry, u ((56;&1) SF1  SF2 SF3 SF4 SF5 SH1 SH2
vS
1§ — =10,952 0,0731 11,4 348 255 204 186 328 2,22
Vs + Vg1
Vs + Vgq
2 = 0,955 0,0689 1,69 157 148 124 147 137 1,25
'US + Ual + vaZ
Vs + Vg1 + Vg
3 = 0,957 0,0652 1,12 1,00 083 0,78 1,01 087 0,75
175 + 'Ual + 'Uaz + 'Ua3
V. + v +v +v
4 s el a2 a3 _ 958 0,0619 0,77 078 - - ; - 0,55
Vs + Vg1 + Vg + V3 + Vs
!
Rai-j u (Ral-;]-)
’ (%)
v Ve + +v
2 a1(Vs + Va1 + Vaz) = 0524 0,889 11,4 3,48 255 204 1,86 3,28 222
(Us + val)(val + Vaz)
v +v Ve + v +v +v
3 a1 + Vaz) (Ws + Va1 + Vaz + Va3) = 0,697 0,490 1,69 1,57 148 1,24 1,47 1,37 1,25
(Us + val + 1Jaz)(val + Vaz + va3)
(Va1 + Vaz + Va3) (Ws + Vg1 + Vg + Vg3 + Vg4)
4 (vs + Va1 + Va2 + va3)(va1 + Va2 + Va3 + va4) 0,332 1,12 1,00 ) ) ) ) 0.75

= 0,782

§ - Sem adicao de padréo;

Vs é a aliquota volumétrica da amostra (5 mL) e, Vg1, Vgo, Va3 € Vgq S80 0s volumes adicionados sucessivos da solugao de estoque (i.e. 250 yL).
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Em alternativa, poderia ter-se usado a férmula geral da LPI que envolve o
célculo de diversas derivadas parciais ou as simulacdées de Monte Carlo. Estas
alternativas foram utilizadas e esta contida na folha de célculo desta secéao
(“5.5.4 - Qualidade dos calibradores”) e pode-se observar resultados similares
com ambas abordagens. O célculo utilizando as derivadas parciais para este tipo
de expressao envolve expressbées matematicas complexas, e o MCM envolve
algoritimos computacionais complexos, tendo maior facilidade de aplicacado o
método de Kragten para estes casos.

Como pode ser visto a partir da Tabela 9, os valores de u'(Rg,;) € u'(Ral-;,-)

sao inferiores a um quinto do u'(szi.j) demonstrando que a metodologia

proposta para a preparacao dos calibradores é adequada a aplicacdo do modelo
de regressao dos minimos quadrados.

As folhas de calculo utilizadas para esta secao estao contidas no arquivo
“5.5.4 - Qualidade dos calibradores” do material suplementar.

5.5.5. Limiares analiticos

Quando os resultados das medicdes sao reportados, de forma completa
com incerteza da medicdo, os conceitos de limites de detecdo e quantificacao
deixam de fazer falta. Eventualmente, o conceito de limite de detecdo sera util
para comparar o desempenho de duas alternativas analiticas para o mesmo fim,
mas depois de selecionada a metodologia analitica, este conceito deixa de ser
especialmente util.

Com o intuito de caracterizar as capacidades analiticas do eletrodo de
trabalho desenvolvido, utilizaram-se os dados de desempenho das calibracdes
realizadas para estimar o limite de detecdo de éacido Urico em soros pela
instrumentacao desenvolvida.

Os valores estimados para os limites de detecao e quantificacdo com base
na calibracio realizada para a analise do soro humano SH1 sdo 0,30 mgdL" e
0,92 mg dL', respectivamente. Sendo que o valor estimado da funcdo g
(Equacéao (54)), 0,00036, é menor que 0,05 provando a validade das Equacdes
usadas nas determinacdes dos limiares analiticos. Os valores de LOD e LOQ
estdo em acordo com os limites desejados para quantificacdo em amostras de
soro humano. O valor determinado de LOD (0,30 mg dL'; Equacéo (28)) esta
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proximo ao valor de LOD inicial (0,45 mg dL'; Equacéo (47)) determinado na
avaliagao preliminar deste limiar analitico. Os LOD estimados pelas outras curvas
de calibracao realizadas sao equivalentes aos estimados pela analise do soro
SH1.

Os célculos realizados para as determinacdes de LOD e LOQ por meio das
Equacgdes (28) e (29) estédo disponiveis na planilha “5.5.5 — Limiares analiticos”

do material suplementar.

5.6 ANALISE DAS AMOSTRAS DE SORO
5.6.1. Avaliacao bottom-up da incerteza baseada no método dos minimos
quadrados

As amostras de soro fisiolégico e humano foram analisadas conforme
descrito nas sec¢des 4.6 e 4.7, sendo analisadas cinco amostras fortificadas de
soro fisiolégico e duas de soro humano.

Para as amostras de soro fisiolégico, uma vez que a mesma solugao
estoque foi empregada para o preparo das amostras fortificadas de soro e nas
adicbes de padrdao da calibragdo, a sua incerteza nao foi considerada na
comparacdo dos valores estimados com os valores de referéncia.
Este procedimento permitiu um controle mais rigoroso das outras componentes
de incerteza, uma vez que nao sdo mascaradas pela incerteza da concentracéao
da solucao estoque.

A incerteza associada aos resultados do  procedimento
espectrofotométrico enzimatico foi determinada pela abordagem top-down
baseada em dados interlaboratoriais que utilizam o desvio padrdo da
reprodutibilidade das medicbes (Equacao (13)) para estimar a incerteza padrao
dos resultados (Bai et al., 2009). A reprodutibilidade da medida foi fornecida pelo
fabricante do teste (“kit” fornecido pela empresa Analisa®). A incerteza padrao foi
expandida para aproximadamente 95 % usando um fator de abrangéncia de 2,
uma vez que a reprodutibilidade foi estimada com um grande numero de graus
de liberdade.

Alternativamente ao procedimento espectrofotométrico de referéncia, o
procedimento eletroquimico desenvolvido foi estudado e a sua incerteza
determinada considerando as fontes de incerteza levantadas na segéo 4.8.1.
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As componentes de incerteza contabilizadas sdo a concentracdo de AU
da solucdo estoque, o volume da por¢do de amostra analisada, a diluicdo da
porcdo de amostra por adicdo cumulativa de padrao e a extrapolagéo da curva
de calibracao (ver diagrama de Ishikawa na Figura 10). Estas componentes sédo
quantificadas pelas incertezas padrao relativas, u'(a), u'(vs), u'(dy) € Uexs,
respectivamente.

A concentracdo da solucéo estoque, y,., foi estimada tomando a pureza
do acido urico, p,, (i.e. 99 %), a massa de acido urico pesado, m, (i.e. 0,0168 @)
e o volume da solugéo estoque de AU (i.e. 10 mL), v, pela Equagéo (54).

Vse = 2P (54)

Use

A incerteza padréao relativa associada a y,,, que corresponde a u'(a), que
foi estimada combinado as incertezas padrao das variaveis da Equacgéo (54) e
pela Equacéao (55).

oy = J(52)"+ (222) - (22 (55)

No qual u,,, uy, e uy,, séo as incertezas padréo associada a massa de
acido urico, pureza de acido Urico e volume da solugéao estoque de &cido Urico,
respectivamente. A u'(a) é 4,4 % e correspondem a incerteza padrao relativa da
concentragdo de acido Urico da solugdo estoque de 1,68 g L', usada para
realizar as adi¢des cumulativas de padrado, cujas razées de massa do item
analisado adicionadas tém incerteza desprezavel, considerando a incerteza
associada a multiplicacao do sinal pelo volume total.

A incerteza padrao relativa do volume da amostra, u'(vs), foi estimada
pelas Equacgdes (32), (33) e (34) (secéo 4.8.1). O valor de us® é 0,0086 mL,
sendo calculado pela tolerancia da pipeta de 5 mL (i.e. 0,015 mL) dividido por
/3, pois assume-se que a tolerancia tem uma distribui¢éo retangular. O valor de

u,? é 0,043 mL, correspondente ao desvio padrdo de dez pesagens

temp

consecutivas do volume de 4gua dispensado pela pipeta. O valor de u; = é
0,00021 mL, estimado pela multiplicacao do coeficiente de expansao térmica da
agua (6 = 0,0000207 °C), variacdo de temperatura considerada (i.e. 4 °C) e
volume da amostra, vg, (5 mL), dividido por /3, pois assume-se que a variacdo
da temperatura tem distribuicao retangular. Com isso o valor de u'(vs) € igual a
0,87 % (u'(vs)= u(vs)/vg).
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A incerteza padrao relativa da diluicdo cumulativa da porcao analitica da

amostra, u'(d,), foi calculada pelas Equacdes (49) a (53), no qual se considerou

o primeiro fator de diluicdo, representado pela Equacao (56), pois este esta

associado a maior incerteza padrao relativa.

d1=

Vs

Vst Vg1

(56)

No qual d; é o fator de diluicdo, vs 0 volume da amostra e v,; 0 volume

da primeira adicdo de padrdo. Como o calculo de d,; envolve uma soma e uma

divisdo e a variavel vs surge duas vezes na expressao, foi utilizado o método de

Kragten para estimar a sua incerteza padrao relativa, u'(d;), de 0,073 %

(u'(dy)=u'(dy)/R(d})).

A incerteza da extrapolacao da curva de calibracao, u.,;, foi estimada pela

Equacado (36), sendo seus valores diferentes para cada amostra analisada,

devido as diferentes concentracées das amostras. A Tabela 10 apresenta os

valores de u,,; estimados.

Tabela 10: Componentes de incerteza e incerteza expandida da determinacao
eletroquimica de AU em soro fisiolégico fortificado e soro humano usando a
abordagem bottom-up baseada no modelo de regressao dos minimos quadrados

Teor AU u'(dq) Uexe u(ys) U(ys)
Amostra (mgdL') w'(a) u'(vg) (x10%) (mgdL") (mgdL') (mgdL")

SF1 1,03 0,044 10,0087 7,3 0,0069 0,14 0,27
SF2 3,03 0,044 10,0087 7,3 0,0079 0,16 0,32
SF3 5,06 0,044 10,0087 7,3 0,0093 0,19 0,38
SF4 7,01 0,044 0,0087 7,3 0,012 0,25 0,49
SF5 8,93 0,044 10,0087 7,3 0,013 0,28 0,56
SH1 3,83 0,044 10,0087 7,3 0,0091 0,25 0,50
SH2 5,92 0,044 0,0087 7,3 0,0092 0,32 0,64

A incerteza padrdao combinada da concentragédo estimada de acido urico

NOS SOros,

u(ys) calculada pela Equacéao

(37), estd apresentada na

Tabela 10. A partir deste valor de incerteza padrao foi calculada a incerteza

expandida, U(ys), por multiplicacao de u(ys) pelo t de student para um nivel de

confianga de 95 % e (n-2) graus de liberdade. A Tabela 10 reune os valores de

todas as componentes de incerteza e da incerteza expandida.
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As incertezas expandidas das determinagdes de AU nos soros fortificados
ndo sdo superiores ao valor alvo de 0,56 mg dL' (secédo 2.4.3), comprovando
que as medicdes eletroquimicas sao adequadas para o uso pretendido.

No caso da anélise do soro humano do primeiro paciente, SH1, a incerteza
expandida € menor que o valor alvo. No entanto, o resultado da medigao
eletroquimica do soro do segundo paciente, SH2, a incerteza expandida é de
0,64 mg dL™, ligeiramente acima do valor alvo (i.e. 14 % acima). De acordo com
o guia Eurachem/CITAC para definir e utilizar a incerteza-alvo, quando esta nao
esta regulamentada, pode ser considerada uma tolerancia de 20 %-30 % na
comparacao da incerteza estimada com a incerteza-alvo
(Eurachem/CITAC, 2012). Portanto, pode-se concluir que todos os resultados
reportados tém incertezas adequadamente baixas considerando 0 uso
pretendido das medigoes.

Com as incertezas dos padrdao u(ys) reunidas da analise de soros
fortificados, foi representada a variacdo da incerteza combinada relativa u'(ys)

(u'(ys) = u(ys)/vs) com o teor de acido Urico no soro (Figura 37).

Figura 37: Variacdo da Incerteza padrao relativa da medicao, u'(ys), com a
concentracao estimada de acido Urico no soro, ys.
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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Como se pode observar, com 0 aumento da concentragéo de AU, diminui
a incerteza relativa de ys, tendendo esta a ficar constante ap6s cerca de
5 mg dL". Para a concentragdo de 1,0 mg dL, a incerteza relativa é elevada,
porque a quantificagdo esta préxima ao LOQ (0,92 mg dL1).

Com os dados da Tabela 10, estimou-se a contribuicdo percentual de
cada uma das componentes de incerteza (u(a), u(vs), u(d,) e u.y) para a
incerteza padrao, u(ys) conforme apresentado na Figura 38.

Figura 38: Contribuicdo percentual de cada componente de incerteza para a
incerteza da concentracao estimada de acido urico no soro, usando a abordagem
bottom-up de avaliacdo da incerteza baseada no modelo de regressao

120%

100%

SF1 SF2 SF3 SF4 SF5 SH1 SH2
Extrapolecdo Solucdo Estoque Volume Amostra Fator de Diluicao

Fonte: Elaborado pelo Autor

Com a Figura 38 pode-se observar que a maior contribuicao para 0s soros
fortificados é a incerteza que advém da extrapolacdo da curva de calibracao.
Esta incerteza pode ser reduzida aplicando-se outras técnicas eletroquimicas na
determinacao de AU, tais como voltametria de pulso diferencial e/ou voltametria
de onda quadrada, pois estas tendem a apresentar picos maiores e mais bem
definidos, aumentando a sensibilidade e espacamento dos sinais. A componente
de incerteza menos relevante, é o fator de diluicdo da amostra por adicao de
volume da solucédo estoque, que neste caso pode-se considerar desprezavel,
sendo comprovado na secao de qualidade dos calibradores (secédo 5.5.4.).

A Figura 38 é muito util, pois a partir das contribuicdes das diferentes
componentes de incertezas, expressas em porcentagem, é possivel definir-se

estratégias para diminuicao da incerteza.
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Como observado nesta secdo, a avaliacdo da incerteza da medicao
baseou-se em medi¢des obtidas em condigdes de repetibilidade, visto que a
calibragédo do sensor € realizada nestas condi¢des.

As folhas de calculo utilizadas nesta secao, estao disponiveis no arquivo
“5.6 — Andlise das amostras de soro” no material suplementar.

5.6.2. Avaliacao bottom-up baseada em simulacées Monte Carlo

Na secdo 5.6.1 é apresenta uma abordagem bottom-up de avaliacao da
incerteza da medicao que envolve a estimativa da incerteza de extrapolagéao da
curva de calibracao recorrendo a um modelo do método dos minimos quadrados
para esta componente da incerteza. No entanto, esta abordagem sé é aplicavel
se todos os pressupostos do MMQ forem cumpridos, em particular o associado
a qualidade dos calibradores. Caso os calibradores ndao sejam devidamente
preparados, a incerteza da medicdo é subestimada por esta abordagem.
Com valores subestimados de incerteza, aumenta a chance do intervalo de
valores reportado como resultado da medi¢ao nao incluir o valor “verdadeiro” do

mensurando.

E possivel fazer estimativas fiaveis da incerteza destas medicdes, mesmo
qguando os calibradores nao tém os niveis de qualidade requeridos pelo MMQ,
se forem utilizados métodos de aleatorizacdo de todas as variaveis de medicao
por meio de simulacdes de Monte Carlo. Neste caso, é utilizada uma ferramenta
computacional para gerar valores das varidveis, considerando a distribuigcéo
conhecida ou esperada dessas variaveis. E importante que os modelos
computacionais desenvolvidos tenham em conta a relagao entre as variaveis que

podem condicionar a correlagao dos seus valores.

Para comprovar a ndo aplicabilidade da abordagem bottom-up baseada
no MMQ, b-MMQ, quando os calibradores nao cumprem com 0s requisitos de
qualidade do MMQ, e provar a capacidade da abordagem bottom-up baseada
em simulacbes de Monte Carlo, b-MCM, para estimar a incerteza
independentemente da qualidade dos calibradores, procedeu-se ao seguinte

experimento.

A célula eletroquimica desenvolvida foi colocada no prato de uma balanca

analitica com vista a permitir a medicao da massa das solucdes adicionadas a
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célula (Figura 11, secao 4.8.2). Uma porcao de amostra de 5 mL de soro
fortificado, a 3,0 mg dL' de acido Urico, foi colocado na célula e procedeu-se a
adicdes cumulativas de 100 yL de uma solucdo de estoque de 1,68 gL
recorrendo a uma pipeta graduada de 100 pL. Posteriormente, procedeu-se a
construcdo das curvas de calibracdo (I * v, vs.m,;) em que 0s volumes
considerados foram medidos por peso (i.e. usando a massa dada pelo leitor
digital da balanga) ou considerando o indicado pelo material volumétrico usado.
Tendo em conta que a densidade do soro e da solucdo de estoque sao
equivalentes, nao é necessario considerar a densidade das solucdes para

converter valores de massa em volume exato.

Em ambos os casos, (i.e. considerando volumes controlados
gravimetricamente ou volumetricamente) foi avaliada a qualidade dos
calibradores usando as condicbes apresentadas nas Equacdes (52) e (53).
Independentemente das conclusbes sobre a qualidade dos calibradores,
procedeu-se a avaliacdo da incerteza da medicdo pelas duas abordagens
bottom-up (i.e. b-MMQ e b-MCM). A qualidade das quatro estimativas do teor de
acido urico no soro fortificado foi avaliada pelo estudo da compatibilidade
metrolégica entre o valor estimado e o valor de referéncia (Equacao (38)
presente na secao 4.8.5).

No que respeita a qualidade dos calibradores, constatou-se que quando
o volume é medido volumetricamente (i.e. recorrendo a graduagao das pipetas),
o valor de u(Rq,;)/Ray; € superior a um quinto de u(Ryr;)/Ror indicando que a
utilizacao da pipeta de vidro para medicao das adicées cumulativas de solucao
estoque produz calibradores que nao cumprem os requisitos do MMAQ.
No entanto, quando o volume despendido pelas pipetas é medido
gravimetricamente, os calibradores produzidos cumprem o0s requisitos de
qualidade dos MMQ. Esta diferenca nos resultados se deve ao fato da incerteza
da pesagem com a balanga analitica ser inferior a incerteza do volume medido

com as pipetas usadas.

A incerteza associada a aceitacao do certificado de calibracao da balanca,

quantificada considerado o erro maximo admissivel, EMA, observado na

calibragdo, assume que o intervalo (m + EMA) tem distribuicdo retangular.
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A componente da repetibilidade da pesagem estimada pelo desvio padrao de

20 pesagens sucessivas, s,.’, € tratada pela geragdo aleatdria de valores no

rep

intervalo (m + t*s,,) em que t é t de student para 19 graus de liberdade.
As Equacbes (57) e (58) apresentam as funcbes de MS-Excel usadas para
simular a componente associada ao EMA e a repetibilidade da pesagem,

respectivamente.
m+ 2« EMA(ALEATORIO( ) —0,5) (57)
m+ s,.’ . INV.T(ALEATORIO( );19) (58)

Neste estudo, cada variavel foi gerada 10.000 vezes garantido
distribuicbes estaveis da estimativa do mensurado. A partir da simulacao de
todas as variaveis e obtencao de estimativas simuladas do mensurando, pode-
se determinar a distribuicdo da estimativa do mensurando (Figura 39).

Figura 39: Distribuicdo de frequéncias de valores simulados da determinacao
eletroquimica do teor de acido Urico num soro fortificado a 3,0 mg dL-!, em que
os volumes medidos foram controlados volumetricamente.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Os percentis 2,5 e 97,5, e 0,5 e 99,5’ da distribuicdo do mensurando
delimitam intervalos de confianca de 95 % e 99 % da estimativa do mensurando.
Estes intervalos constituem o resultado reportado pela abordagem b-MCM.

A Tabela 11 apresenta as componentes de incerteza consideradas na
aplicagdo da abordagem b-MMQ a calibragdes envolvendo o controle
gravimétrico ou volumétrico dos volumes. Nao é facultada a informagéo
equivalente para a abordagem b-MCM porque o levantamento de componentes
de incerteza é distinto. Os valores estimados para a u'(d,) do controle
volumétrico das adicdes de padrao sdo diferentes dos apresentados na
Tabela 10, porque neste caso sédo considerados incrementos de 100 puL e nao
de 250 pL.

Tabela 11: Avaliacdo e comparacao da medicado de AU num soro fortificado a
3,0 mg dL', envolvendo o controle gravimétrico ou volumétrico de volumes de
calibracdo, usando as abordagens bottom-up baseadas no MMQ (b-MMQ) ou
em simulagdes Monte Carlo (b-MCM). Sao apresentados os componentes de
incerteza da abordagem b-MMQ

Controle Controle
gravimétrico de volumes volumétrico de
volumes
b-MMQ b-MCM b-MMQ b-MCM

u'(vs) (%) 0,01 - 0,87 -
u'(a) (%) 4,4 - 4.4 -
u'(dq) (%)* 0,14 - 0,23 -
U oxt (%) 4,0 - 3,4 -
Teor estimado por
eletroquimica, y; 2,93+0,23 2,90+0,20 2,68+0,19 2,67%0,45
(mg dL-1)

Valor de referéncia
(mg dL-1)’ YRef *(1)
Amplitude |y — Vgef|
(mg dL") @

* Valor de referéncia estimado pelo procedimento de fortificacao.

() Incerteza expandida reportada para um nivel de confianca de 95 %.
@ Incerteza expandida reportada para um nivel de confiangca de 99 %.

3,02+0,02 3,02+0,02 3,02+0,06 3,02+0,06

0,09+0,23 0,12+0,40 0,33%0,20 0,35%0,91

7 O percentil x é o valor que majora x % dos valores da distribuicéo.



148

Como pode ser evidenciado pela Tabela 11, na abordagem b-MMQ as
incertezas padrao relativas u'(vs) e u'(d,) associada a um controle gravimétrico
de volumes sao menores do que as mesmas componentes envolvendo um
controle volumétrico de volumes, porque a incerteza da pesagem é menor que
incerteza da medigdo de volumes. Este fato ndo torna significativamente
diferentes as estimativas b-MMQ da incerteza da medicao de AU no soro, porque
a extrapolacao da curva de calibracao € a componente dominante.

Nos testes de compatibilidade realizados considerando o controle
gravimétrico de volumes usando as abordagens b-MMQ e b-MCM, os resultados
estimados, y;, sdo compativeis com o valor de referéncia, yz.r, visto que a
estimativa do valor absoluto da diferenga (ys —yrer) incluir o valor zero.
Os valores de grandeza medida, y,, estimados pelas duas abordagens
(¥s(b —MMQ) = 2,93 mgdL" e y;(b — MCM) = 2,90 mg dL') sdo ligeiramente,
diferentes devido ao processo de geragao aleatério de varidveis da b-MCM.
As incertezas estimadas pelas duas abordagens sdo muito semelhantes.
A equivaléncia das incertezas estimadas por ambas as abordagens sugerem que
o modelo da incerteza de extrapolagao da curva de calibracao definido pelo MMQ
€ exato (i.e. nao envolve um subestimar ou sobrestimar da incerteza).
A abordagem b-MMQ produz estimativas fiaveis da incerteza quando todos os
pressupostos do MMQ sao cumpridos, em particular os associados a qualidade
dos calibradores.

Quando o0s volumes da calibracdo analitica sdo controlados
volumetricamente (i.e. considerando as indicagcbes da graduacao das pipetas em
vez da resposta da balanca), as abordagens b-MMQ e b-MCM subestimam e
produzem estimativas fidveis da incerteza, respectivamente. A abordagem
b-MMQ produz estimativas que ndo sdo compativeis com o valor de referéncia,
pois ndo tem em conta que os calibradores ndo tém os niveis de qualidade
requeridos pelo MMQ, fazendo com que a incerteza de extrapolacédo subestime
a qualidade da calibracdo. A abordagem b-MCM adapta-se a baixa qualidade
dos calibradores estimando uma incerteza mais alta para estas medi¢des que

constituem estimativas realistas o valor do mensurando.

Também foi realizado uma avaliacdo da contribuicdo porcentual da

incerteza associada a cada uma das variaveis aleatorizadas nas simulagcdes de
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Monte Carlo (Figura 40), considerando um controle volumétrico dos volumes da
calibracao analitica para o SH1.

Figura 40: Contribuigdo porcentual das principais da incerteza associada a cada
uma das variaveis aleatorizadas, nas simulacdées de Monte Carlo considerando
um controle volumétrico dos volumes na calibragao analitica para o SH1. Foram
citadas na legenda as fontes maioritarias

precisio dos seguintes sinais: = - toma de soro sem adicio;
- calibradores apos 1°, 2° e 3° adicio: volume da solucio de estoque: s

Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme apresentado na Figura 40, quando se aplica a abordagem
b-MCM a medigbes baseadas em um controle volumétrico dos volumes medidos
na calibracao analitica (SH1), a componente de incerteza mais relevante é a
referente a concentracdo da soluc¢do de estoque. Quando se aplica a abordagem
b-MMQ as mesmas calibragdes, a componente de incerteza mais relevante é a
relativa a componente da extrapolacdo da curva de calibracdo que tem como
paralelo na abordagem b-MCM a combinagdo das componentes relativas a
repetibilidade dos sinais instrumentais (ver Figura 38, secdo 5.6.1).

As folhas de calculo utilizadas nesta secéo estao apresentadas no arquivo
“5.6.2 - Avaliacao bottom-up baseada em simulacées Monte Carlo” do material

suplementar.
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5.6.3. Validacao das avaliacoes de incerteza bottom-up

Esta secao descreve a validacao das estimativas da incerteza da medicéo
realizadas pela abordagem bottom-up, por meio da avaliacdo da compatibilidade
metroldgica entre o resultado estimado pela medicao eletroquimica e o valor de
referéncia. O valor de referéncia foi estimado pelo procedimento de fortificacdo
ou pelo procedimento espectrofotométrico de referéncia. Esta avaliagdo pode ser
realizada sem restricbes porque o desempenho da andlise dos materiais de
referéncia (i.e. soros com valor de referéncia) ndo é considerado na avaliacdo
da incerteza da medicdo, ao contrario do que acontece quando se usam
abordagens fop-down. No caso, da analise de soros fortificados, tendo em conta
gue a mesma solucéo estoque foi usada para fortificar os soros e proceder as
adicoes cumulativas de padrdo da calibragdo, as estimativas da incerteza da
medicao eletroquimica assumem que a incerteza padrao u(a) é desprezavel.

A Tabela 12 apresenta os resultados estimados pela medicéao
eletroquimica, em que a incerteza foi quantificada pela abordagem bottom-up
baseada no MMQ, e os valores de referéncia considerados. A incerteza dos
valores de referéncia dos soros SF1 a SF5 foi estimada pela combinacao
bottom-up das componentes de incerteza. A incerteza dos valores de referéncia
dos soros SH1 e SH2 foi estimada pela reprodutibilidade da medicao

espectrofotométrica como discutido anteriormente.

Tabela 12: Resultados da determinacao voltamétrica de acido Urico em soro
fisiolégico e soro humano e os respectivos valores de referéncia. A Ultima coluna
apresenta o valor absoluto da diferenca e a respectiva incerteza expandida

Teor estimado por Valor de Amplitude
voltamétrica, y,  referéncia, yg.; Vs — Vrer|
Soros (mg dL-) *() (mg dL-) **(1) (mg dL") @
SF1 1,03 £ 0,27 1,000 £0,018 0,04+ 0,28
SF2 3,03 £0,32 3,020 + 0,055 0,01+ 0,32
SF3 5,06 £ 0,38 5,040 £ 0,092 0,02+ 0,39
SF4 7,01 £0,49 7,06 £0,13 0,05+ 0,51
SF5 8,93 + 0,56 9,07 0,17 0,14+ 0,58
SH1 3,83+0,50 4,10+ 0,11 0,27 £ 0,51
SH2 5,92 + 0,64 6,20 £ 0,11 0,28 £ 0,65

Conforme a avaliacao de compatibilidade apresentados na Equacéo (38),

os valores estimados pelo procedimento eletroquimico sdo metrologicamente
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equivalentes aos valores de referéncia, demonstrando a confiabilidade das
medicoes eletroquimicas incluindo a avaliagdo da incerteza.

Portanto, pode-se concluir que o procedimento eletroquimico
desenvolvido para a analise de acido uUrico em soro humano, baseado em
avaliacGes de incerteza bottom-up, é uma alternativa valida ao procedimento
espectrofotométrico de referéncia. Os resultados da Tabela 12 também
permitem concluir que os individuos, cujo soro foi analisado, tém valores normais
de &cido Urico uma vez que estes estao posicionados dentro do intervalo de
2mgdL'a8mgdL".

As folhas de calculo utilizadas nesta secéo estao disponiveis no arquivo
“5.6 — Anadlise das amostras de soro” do material suplementar.

5.6.4. Avaliacao top-down intralaboratorial da incerteza

Os guias do projeto VAM e Nordtest foram utilizados para a estimativa
top-down intralaboratorial da incerteza da medicdo. Foram realizados alguns
ajustes aos algoritmos propostos no guia Nordtest, visto que a validacdo da
medicao foi realizada em condi¢des de repetibilidade.

5.6.4.1. Abordagem do projeto VAM

Primeiramente utilizou-se a abordagem proposta no programa VAM que
utiliza as Equacdes (14) a (19) apresentadas na secdo 4.8.3. A incerteza padrao
da precisao, u,,.isio, fOi calculada, segundo as Equagoes (14) e (15), por meio
do agrupamento do desvio padrao da repetibilidade da medi¢cdo observada na
andlise de todos os soros fortificados, tendo-se estimado um valor de
0,13 mg dL™". A repetibilidade da medicdo de cada soro foi estimada pelo desvio
padrdao da média de vinte estimativas do teor de AU na amostra analisada
considerando uma leitura de cada calibrador. O desvio padrao das vinte
extrapolacgdes foi dividido pela raiz quadrada de 20 para se estimar a precisao
da média, visto que, de acordo com o procedimento definido, todos os
calibradores sao lidos 20 vezes.

A incerteza padrdo da veracidade, Uperqcidade, fOI  estimada,
separadamente para cada soro analisado, por meio das Equacdes (16) e (17),
sendo que a Equacéo (17) tem, dentro da raiz quadrada, dois termos: o quadrado
do desvio padrao relativo da média das estimativas do valor do item de referéncia
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analisado e o quadrado da incerteza padrao relativa do valor de referéncia.
Para o primeiro termo, considerou-se que s, igual a repetibilidade da medigao
do soro especifico analisado, s,, ¥ € o teor estimado do soro, ys, € n € igual a
20, visto que foram realizadas 20 medi¢des repetidas. O segundo termo dentro
da raiz quadrada da Equacao (17) € o quadrado da incerteza padréao relativa do
valore de referéncia (i.e. teor fortificado ou estimado pelo procedimento
espectrofotométrico de referéncia). A R consiste na razéo entre yg e o valor de

referéncia yge.

Além das duas componentes de incerteza anteriores foi considerada a
incerteza padrao relativa, de 4,4 %, do teor da solugdo de estoque usada na
adicao padrao (identificada na avaliagdo bottom-up como u'(a)) e a incerteza
padrao relativa do volume da porgéo analitica da amostra, de 0,87 % (identificada
na avaliagdo bottom-up como u'(vs)). Esta segunda praticamente desprezavel.
Foi também avaliado o valor da recuperacdo média por meio da Equacéao (18)
para se ponderar a necessidade de correcao da recuperacao média observada.
A Tabela 13 apresenta os parametros relevantes envolvidos na avaliacao da
incerteza da medicdo considerando os algoritmos propostos no relatério do
programa VAM.

Tabela 13: Paradmetros envolvidos na avaliacdo fop-down intralaboratorial da
incerteza da medicdo proposta no programa VAM, incluindo a incerteza
expandida para um nivel de confianca de aproximadamente 95 %
SF1  SF2 SF3 SF4 SF5 SH1 SH2
YRes/ mgdL1 1,00 3,0 5,0 7,1 9,1 4.1 6,2

u(YRef)/

g dL (0 10-2) 091 28 46 6,4 8,3 5,6 5,6
ys/ mg dL! 1,06 3,03 5,08 7,04 8,93 3,85 5,93
s,/ mgdL! 0,57 045 0,69 0,66 0,62 0,60 0,74

R/ % 106 100 101 100 98,4 93,8 95,7
u(R) 0,13 0,034 0,032 0,023 0,018 0,035 0,028
250 044 0,12 0,31 0,11 0,89 1,77 1,54

calc

u(ys)/ mg dL? 0,20 0,22 0,31 0,38 0,45 0,26 0,34
U(ys) mgdL1§ 041 045 0,65 0,79 0,94 0,61 0,81
Uprecisio = 0,13 mg dL™ e v'(a) = 4,4 %; u'(vs) = 0,87 %; n = 20
§ Fator de expansao, t55%, igual a 2,09.
Em que yrer © u(yrer) representam o valor de referéncia e a respectiva
incerteza padréo dos soros analisados, e s, 0 desvio padréo da repetibilidade

da medigéo.
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Para as amostras fortificadas, a recuperacdo média observada é
metrologicamente equivalente a 100 % para um nivel de confianga de 95 %.
Quanto ao valor da incerteza expandida estimada por esta abordagem,
observa-se que os soros fortificados SF3, SF4, SF5, além dos soros humanos
SH1 e SH2, apresentam suas incertezas expandidas acima da incerteza alvo de
0,56 mg dL'. No entanto, considerando uma tolerancia de 30 % na comparacao
da incerteza estimada com a incerteza alvo, a incerteza estimada para o soro
SF4 e SF5, além do soro humano SH2 nao é adequada a analise por estar acima
de 0,73 mgdL" (i.e. 1,3x0,56 mg dL'). Recorda-se que na comparagdo das
estimativas de incerteza botffom-up baseadas no MMQ, todas as incertezas
expandida estimadas sdo menores que 0,73 mg dL' e apenas uma é superior a
0,56 mg dL'. Ou seja, quando foi superestimado a incerteza da medigao pela
abordagem top-down intralaboratorial, tornou algumas medi¢des inadequadas
ao objetivo, podendo apesar ser utilizada esta abordagem para soros com baixas
concentragoes.

Também foi realizado um levantamento da contribuicdo de cada uma das
componentes de incerteza desta abordagem (precisdo, veracidade,
solucdo estoque e porcao analitica da amostra), no qual se concluiu que a
contribuicao da precisao e veracidade variou de 10 a 50 %, aumentando do SF5
a SF1, no qual o SF1 foi o mais incerto, pois esta préximo ao LOQ; a componente
da solucéo estoque variou de 5 a 80 %, aumentando do SF1 ao SF5, no qual o
SF5 foi 0 mais incerto, pois as outras componentes de incerteza relativas foram
menores, consequentemente aumentando da solugéo estoque; e a componente
de volume da porcao analitica da amostra, por ser somente 0,87 % nao teve
contribuicdo significativa nas porcentagens.

A componente de precisao poderia ser melhorada realizando um namero
maior de repeticbes e a do valor da solucdo estoque pode ser melhorada
preparando uma solugdo com volumes maiores.

As folhas de célculo utilizadas esta secéo estdo armazenadas no arquivo

“5.6 — Andlise das Amostras de Soro” do material suplementar.

5.6.4.2. Abordagem do guia Nordtest
Em seguida, aplicou-se a abordagem top-down intralaboratorial, proposta
no guia Nordtest, utilizando as Equagbes (14), (15), (20), (21) e (22).
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Nesta abordagem, assim como na proposta no programa VAM, foram
consideradas as componentes da precisdo, veracidade, concentracdo da
solucdo estoque usada na adicdo padrdo e volume da porcdo analitica da
amostra, quantificadas pelas incertezas padrao Uy ecisaos Upras, u(a) € u(vs).

A incerteza padrdo do valor da solucdo estoque e volume da porcéao
analitica da amostra (apresentada na abordagem bottom-up com a notacao u(a)
e u(vg), respectivamente), e a incerteza padréo da precisdo, Upecisio» SA0 as
mesmas calculadas para aplicacdo da abordagem VAM e apresentadas na
Tabela 13. Os valores de concentragéo estimada, ys, e de referéncia, yg,r, dos
soros analisados, além do desvio padrao da repetibilidade, sg;45, cOnsiderada no
calculo de u'g;4s (Equacado (22); s'gras = Sgias/Ys) S40 0s mesmos usados na
abordagem VAM (Tabela 13), somente dividindo-se sg; 45 por raiz de 20, pois
efetuaram-se 20 medi¢des em condicdes de repetibilidade.

Para calcular a incerteza padrdao relativa u'g,s utilizaram-se as
Equagbes (21) e (22), estimando a componente bias’ como
(bias" = (¥s — Yrer)/Yrer) € considerando um n igual a 1 visto que s, quantifica
a precisdo de ys;. A Tabela 14 apresenta os parametros da aplicacdo desta
abordagem excluindo as componentes comuns as abordagens
top-down intralaboratorial estudadas que estao disponiveis na Tabela 13.

Tabela 14: Parametros envolvidos na avaliacdo fop-down intralaboratorial da
incerteza da medicao proposta no guia Nordtest, incluindo a incerteza expandida
para um nivel de confianca de aproximadamente 95 %

SF1 SF2 SF3 SF4 SF5  SHi SH2

b “(‘f(/ {?)%S)L'l 557 120 350 -173 -145 -254  -26.5

g/ mgdLl 044 0,10 016 016 022 0,29 0,32

u(ys) mgdll 020 022 031 038 047 035 0.42

U (ye) / 043 046 065 079 098 083 1,00
mg dL-1§

Os paradmetros yres, U(Vrer), Vs> Uprecisio € U' (@) SA0 0S mesmos apresentados
na Tabela 13;
O parametro s, € o mesmo da Tabela 13, somente dividido por raiz de 20;

§ Fator de expansao, ty5 ", igual a 2,09.

Conforme apresentado na Tabela 14, as medigdes de AU nos soros SF3,
SF4, SF5, SH1 e SH2 possuem incertezas superiores ao valor alvo de
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(0,56 mg dL"), e os soros SF4, SF5, SH1 e SH2 mesmo considerando uma
tolerancia de 30% na  comparacdo  com o valor alvo
(i.e.0,73 mg dL' = 1,3x0,56 mg dL") ficaram acima deste valor. Este fato ocorre,
porque a abordagem Nordtest superestima a incerteza ainda mais do que a
abordagem VAM.

Na préxima segdo, sera feito um comparativo entre as abordagens
top-down intralaboratorial e bottom-up baseada no MMQ. Como sera constatado
de seguida, as abordagens bottom-up baseada no MMQ e bottom-up baseada
em simula¢des Monte Carlo, estimam valores de incerteza equivalentes se todos
os pressupostos do MMQ forem cumpridos, em particular, 0o associado a
qualidade da preparacgao dos calibradores.

As folhas de célculo utilizadas nesta secao estdo armazenadas no arquivo
“5.6 — Andlise das Amostras de Soro” do material suplementar. Os calculos
destas abordagens estdo nas colunas “A a M” para os soros fisioldgicos e
“XZ a YJ” para os soros humanos, entre as linhas “100 a 170”.

5.6.5 Comparativo de avaliacoes de incerteza bottom-up e top-down

Nas secbes 5.6.1 e 5.6.4 foram apresentadas as estimativas da incerteza
da medicado realizadas pelas abordagens bottom-up baseada no MMQ, e
top-down intralaboratorial proposta no programa VAM e guia Nordtest.
Com estes resultados, foi realizado um comparativo dos valores de incerteza que
esta sumarizado na Figura 41.

Conforme pode ser observado na Figura 41, a incerteza expandida
calculada pela abordagem bottom-up é inferior a estimada pelas abordagens
top-down, devido ao fato de ser mais detalhada, evitando superestimar a
incerteza pela simplificacéo da avaliacdo. As abordagens pragmaticas fop-down
tém a desvantagem adicional de nao disponibilizar informacéo sobre as etapas
analiticas ou efeitos que mais contribuem para a incerteza da medicao.

Quando se comparam as duas abordagens top-down intralaboratorial,
observa-se que a baseada no guia Nordtest superestima a incerteza mais do que
a abordagem VAM, devido ao fato da componente da veracidade
(i.e. do “bias” incluir o erro médio de medigcao. Ao se superestimar a incerteza
pelas abordagens top-down tornam as medi¢des inadequadas, principalmente
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as amostra que a concentracdo de AU sado elevadas, por apresentarem uma

incerteza superior ao valor alvo.

Figura 41: Incertezas expandidas estimadas pelas abordagens bottom-up e
top-down intralaboratorial baseadas no programa VAM e guia Nordest para a

determinacao de acido urico em sete soros. A Figura inclui a incerteza alvo
1,20
Incerteza Alvo
1,00 + 30% tolerancia
(0,73 mgdL?)
0,80

0,60

0,40 Incerteza Alvo
(0,56 mg dL?)
0,20

0,00

SF1 (1,04 SF2 (3,03 SF3 (5,06 SF4 (7,01 SF5 (8,93 SH1 (3,83 SH2 (5,92
mg/dL) mg,/dL) mg/dL) mg/dL) mg/dL) mg/dL) mg,/dL)

Bottom-up Nordtest Eurachem

Fonte: Elaborado pelo Autor

A vantagem da abordagem bottom-up é a informacao detalhada sobre o
processo de medicdo que disponibilizam e o fato da abordagem nao implicar a
superestimativa da incerteza da medicao. A desvantagem desta abordagem é a
complexidade da avaliacdo e dos célculos. No entanto, quando a modelacao
bottom-up é implementada em tutoriais ou software “amigo-do-utilizador”,
pode-se tirar proveito de todas as suas vantagens eliminando-se as
desvantagens.

As abordagens fop-down tém como vantagem a simplificacdo dos
célculos, em particular quando esta disponivel informacao sobre o desempenho
da medicdo num periodo alagado de tempo. Quando os dados experimentais
nao refletem a aleatorizagdo de todas as componentes de incerteza relevantes,
€ necessario considerar componentes de incerteza adicionais as componentes
da precisao e veracidade. Sua principal desvantagem € o fato da utilizacdo de
modelos simplistas de desempenho implicando a superestimativa de algumas
componentes. E dentre as abordagens top-down intralaboratorial estudadas, a

proposta no programa VAM é a que menos superestima a incerteza.
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As folhas de calculo utilizadas para esta secao estao contidas no arquivo
“5.6 — Andlise das amostras de soro” do material suplementar.

5.7. AVALIACAO BAYESIANA DA INCERTEZA DA MEDIGAO

A avaliacao bayesiana da incerteza da medigao envolveu a resolucéo da
aplicacdo da Equacdo (12) aos casos concretos estudados recorrendo a
simulacées de Markov chain Monte Carlo (MCMC). Neste estudo, assumiu-se
que tanto o conhecimento prévio da grandeza medida quanto a estimativa desta
grandeza por intermédio da medicao eletroquimica, tém uma distribuicao normal.

O conhecimento prévio considerado baseou-se no trabalho de
Rodrigues et al., (2012) que estudaram a distribuicao de acido Urico sérico na
populacdo brasileira por género e fatores de risco cardiovascular.
Foram considerados, em particular, os intervalos de concentracédo de AU sérico
em individuos saudaveis do sexo masculino e feminino.

A Tabela 15 apresenta os resultados da avaliacdo, designada
frequentista, em que a incerteza da medicdo foi estimada pela abordagem
bottom-up baseada no MMQ, e os resultados da avaliacdo bayesiana da
medicdo apds a atualizacdo de informagdo sobre a prevaléncia de AU em
individuos brasileiros saudaveis. A Tabela 15 identifica os resultados de
medicoes que dificilmente poderiam ser obtidas de soros de individuos sem
sintomas de doenca.

Este estudo teve como objetivo avaliar a diferenca entre as estimativas
frequentista e bayesiana do teor de acido Urico no soro quando se considera o
género e o estado de saude saudavel de individuos brasileiros na avaliacao

bayesiana.
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Tabela 15: Avaliacdo frequentista e bayesiana da medicdo de acido urico em
soro humano de individuos brasileiros saudaveis do sexo masculino e feminino.
Os valores ferquentistas correspondem as avaliacées bottom-up da medicao
eletroquimica de AU nos soros fortificados SF1 a SF5

Estimativa Estimativa
frequentista, bayesiana, Diferenca entre estimativas
Vs ** Ys-B * w U(Ys) - U(YS—B)
(mg dL") (mg dL") Ys-B U(Yep)
Homens saudaveis §
1,03 +0,27 * 1,08 + 0,28 5% -4 %
3,03 +0,32 3,06 + 0,32 -1% 0%
5,06 + 0,38 5,07 + 0,38 0 % 0 %
7,01 +£0,49 6,96 + 0,50 1% -2 %
8,93 + 0,56 * 8,79 + 0,54 2 % 4 %
Mulheres saudaveis §
1,03 +0,27 * 1,08 + 0,26 -4 % -25 %
3,03 +0,32 3,05+0,32 -1% 0%
5,06 + 0,38 5,03 +0,38 1% 0 %
7,01 £0,49* 6,87 +0,48 2% 2%
8,93 + 0,56 * 8,63 + 0,54 3 % 4 %

§ Prevaléncia de AU em individuos saudaveis (género/(média + 2xdesvio
padrdo) em mgdL'): (homens/ 5,4 * 2,8), (mulheres/ 4,0 = 2,2)
(Rodrigues et al., (2012))

* Valores posicionados fora do intervalo (média + 2(desvio padrdo)) da
prevaléncia de AU sérico sugerindo que individuos com estes valores teriam
sintomas de doenga.

** Os valores de incerteza expandidos para 95 % de confianca

Conforme apresentado na Tabela 15, tanto para homens quanto para
mulheres, quando as estimativas eletroquimicas da concentracao de acido urico
estdo dentro da variabilidade deste parametro em individuos saudaveis
(ver notas § e * da Tabela 15), as estimativas frequentista e bayesiana sao
praticamente iguais. Quando o resultado frequentista difere da variabilidade
esperada de AU no soro, possivelmente, a informacdo sobre o género ou o
estado saudavel esté errada, a estimativa bayesiana difere da frequentista tanto
no valor de grandeza medida como no valor da incerteza. O modelo bayesiano
desvia a estimativa da medigéo para o valor observado em individuos saudaveis.

Estes exemplos ilustram vantagens e desvantagens da abordagem
bayesiana. A avaliacdo da bayesiana descreve melhor o processo de decisédo
perante um resultado analitico ao considerar o conhecimento prévio do sistema
na avaliacao. No entanto, se a informacao prévia nao for correta, pode conduzir

a uma avaliacao errada do sistema estudado.
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A Figura 42 apresenta a fungao de densidade de probabilidade obtida pela
abordagem bayesiana para a estimativa do mensurando considerando a
medicado de acido urico no SF4 e assumindo que o soro foi recolhido de um
homem brasileiro e saudavel. Pode-se observar visualmente que a estimativa do

mensurando tem uma distribuicado normal, aproximadamente.

Figura  42: Histograma de  frequéncia das  simulagbes de
Markov Chain Monte Carlo para estimativa do teor de acido Urico no soro de um
brasileiro saudavel cuja determinacao eletroquimica estima um valor de acido
drico de 7,01 mg dL"'
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Com isso, a avaliacao bayesiana pode ser utilizada para analisar a
probabilidade de um paciente ter resultado positivo ou negativo, e pode ser
utilizada em duas situagdes: 1) na ilustrada na discusséo em torno da Tabela 15,
levando em conta dados de uma populacao saudavel e/ou; 2) levando em conta
dados de uma populagdo com alguma das doencas que envolvem valores
anormais de acido Urico. Esta segunda alternativa pode ser aplicada quando o
paciente apresentar algum dos sintomas tipicos de doenca que envolvem niveis
anormais de AU e/ou basear-se num histérico anterior do paciente. Nestes
casos, deve-se ponderar que tipo de informacdo € usada na definicdo do
conhecimento prévio.

Uma das vantagens da avaliacdo bayesiana em casos que envolvem
procedimentos de andlise com etapas de transferéncia de massa
(e.g. extragao do item analisado), é a forma como podem ser geridas eventuais
perdas no processo de medicdo. Os dados da avaliagdo prévia de perdas
reunidos durante a validacdo da medicdo podem ser entendidos como
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conhecimento prévio de um modelo bayesiano condicionado o valor a estimar
para o resultado da amostra desconhecida. Com isso, a avaliacdo bayesiana da
incerteza da medicdo se mostra uma ferramenta util para analises clinicas e
outros tipos de determinagoes.

As folhas de calculo utilizadas nesta secao estao disponiveis no arquivo
“5.7 — Avaliacao bayesiana da incerteza da medicdo” do material suplementar.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O eletrodo produzido e otimizado de nanografite, modificado com lignina
e cobre eletrodepositado, € um sensor eletroquimico eficiente para a
determinacdo de &cido urico em soro humano. A superficie modificada pela
eletrodeposicao de cobre comporta-se segundo um mecanismo do tipo ECE
para a oxidacao do AU. A medicao eletroquimica de AU em soro tem um custo
significativamente menor do que a medicao espectrofotométrica de referéncia.

Uma vez que a resposta do eletrodo varia com a matriz da amostra e estao
disponiveis pequenos volumes de soro para analise, a calibragcdo do sensor foi
realizada pelo método de adicdo cumulativa de padrdao desenvolvido.
Na calibracao, a multiplicacdo da "corrente de oxidagcéo da célula eletroquimica”,
1, pelo "volume total da solugao", v.,, (I*v:,) € proporcional a massa de AU
adicionada, m,. A curva de calibragao € utilizada para extrapolar a massa de AU
na aliquota de soro analisada, e esta massa convertida em concentracao de AU
tomando o volume da aliquota.

O sinal instrumental tem comportamento homocedastico e varia
linearmente com a concentragcdo de AU até, pelo menos, 30 mgdL?, e a
metodologia desenvolvida de adigbes cumulativas de padrdo cumpre com o
pressuposto do método dos minimos quadrados no que respeita a qualidade dos
calibradores.

Foi desenvolvido um modelo de medicdo baseado em simulacdes de
Monte Carlo das variaveis de medicdo que permite estimativas fiaveis da
incerteza mesmo quando ndo sao cumpridos os pressupostos do MMQ no que
respeita a qualidade dos calibradores.

As estimativas bottom-up da incerteza da medi¢do, que envolvem a
preparacao de calibradores cumprindo os requisitos de qualidade do MMQ,
revelaram-se realistas visto que quando aplicadas a analise de soros fortificados
e soros humanos produziram resultados metrologicamente compativeis com os
valores de referéncia. Os valores de referéncia dos soros fortificados e soros
humanos foram definidos pela metodologia de fortificacdo ou pelo procedimento
espectrofotométrico de referéncia, respectivamente. Estas estimativas da
incerteza da medicdo ndo sdo superiores a incerteza alvo de 0,56 mg dL'
definida para a monitorizagdo da saude individual.
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Desta forma, o procedimento definido de medicao voltamétrica de acido
urico em soro humano, baseada nas avaliagbes botfom-up da incerteza da
medicdo, apresenta-se como uma alternativa vélida a medicdo
espectrofotométrica de referéncia. O sensor desenvolvido tem como vantagens
adicionais a estabilidade e simplicidade de utilizagao.

Os modelos de medicao desenvolvidos para as abordagens bottom-up,
baseada no MMQ ou em simulagées de Monte Carlo, foram implementados em
folha de célculo, validadas e “amigas-do-utilizador”, de forma a permitirem a sua
facil aplicagcdo por analistas sem conhecimentos avangados na area da
metrologia. Foi igualmente avaliada a viabilidade da quantificacdo
top-down intralaboratorial da incerteza da medicao por aplicagao de algoritmos
propostos no programa VAM e no guia Nordtest. Este estudo permitiu concluir
qgue para teores de AU superiores a 5,0 mgdL" (i.e. acima de metade do
intervalo de valores para individuos saudaveis), a incerteza estimada por estas
abordagens é superior ao valor alvo tornando as medi¢des inadequadas para a
monitorizacdo de AU.

Esta investigacdo também incluiu uma avaliagdo bayesiana da incerteza
da medicéo que implica considerar a prevaléncia de AU na populacao brasileira
e a auséncia de sintomas visiveis de doenca que sugerem alteracées no valor
de AU no soro, na estimativa do teor de AU no soro. Caso a informacao
extra-analitica reunida seja valida, o valor estimado de AU no soro sera
ligeiramente diferente do estimado exclusivamente pela medigéo.

As metodologias avancadas de preparacao e otimizacdo de sensores
eletroquimicos desenvolvidas sao aplicaveis a medicao de outros compostos em
outras matrizes. O método inovador de adicao cumulativa de padrado, incluindo a
sua validagdo e avaliagdo da incerteza das medicoes, € aplicavel a qualquer
procedimento instrumental de andlise ndo destrutiva de solugdes. As planilhas
desenvolvidas permtem a aplicacdo simples dos algoritmos complexos
desenvolvidos.

Todos os objetivos definidos neste estudo foram cumpridos.
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