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Vi
RESUMO

O benzeno, um derivado do petrdleo, é um produto das industrias petroquimicas
de primeira geracao e, sendo assim, é empregado como matéria prima para a fabricacao
de inumeras substancias e materiais. No entanto, para que este hidrocarboneto
aromatico possa ser aplicado as suas finalidades apropriadamente, ele deve apresentar
determinado valor de pureza, o qual € estabelecido por lei. Em virtude disso, 0 benzeno
é submetido a diversas analises, dentre as quais esta a determinagdo do teor de enxofre,
que se faz necessaria porque este elemento é considerado uma contaminagdo ao
petroquimico em questdo. De acordo com a legislacdo, a concentracdo maxima de
enxofre permitida em benzeno é 1 ppm. Atualmente, um dos métodos mais usados para
fazer tal determinacdo é a norma ASTM D5453, que quantifica enxofre usando
fluorescéncia ultravioleta. Todavia, além deste método ter um elevado custo, seu escopo
ndo abrange a faixa de concentracdo de enxofre no benzeno, visto que é empregado para
analisar amostras contendo de 1 a 8000 ppm deste elemento. Considerando isso, € de
extrema relevancia para os laboratérios analiticos que um método para determinar
enxofre em benzeno, sem 0s inconvenientes apresentados pela ASTM D5453, seja
encontrado e devidamente validado. O método ASTM D7039, o qual determina o teor
de enxofre através de espectrometria de fluorescéncia de raios X de comprimento de
onda monocromatica, € uma possibilidade, pois tem menos custos operacionais e,
dependendo do equipamento utilizado, pode ser capaz de medir concentracdes inferiores
a 1 ppm. Portanto, a fim de verificar se este método é apto a determinar enxofre em
benzeno, os procedimentos descritos pelo INMETRO - 6rgéo acreditador do laboratério
onde este trabalho foi desenvolvido — foram empregados para avaliar os seguintes
parametros: linearidade e sensibilidade, limites de deteccéo e de quantificacdo, exatidao
e precisdo, os quais sd0 mandatorios para o processo de validagdo em questdo. Um R?
maior que 0,99 indicou uma boa linearidade do método, o qual também se mostrou
capaz de analisar amostras com pequenas concentragcbes de enxofre, visto que

apresentou um LQ igual a 0,16 ppm.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVO

O benzeno, um hidrocarboneto aromatico de formula molecular CeHs, € um
produto resultante da primeira transformacgdo de correntes petroliferas por processos
quimicos, como piroélise, craqgueamento a vapor, reforma a vapor, reforma catalitica,
dealquilacdo, hidroformagdo, entre outros.t? Ele é produzido pelas inddstrias
petroquimicas de primeira geracdo e serve de matéria-prima para a fabricacdo de
diversos produtos, como, por exemplo, borrachas especiais, tintas, ceras, graxas, nylon,

diferentes tipos de resina e varios outros polimeros.234

Devido a sua aplicagdo tdo significativa & indlstria, o benzeno deve atender
alguns requisitos para que possa ser considerado adequado a uso como matéria-prima.
Uma das principais caracteristicas que este composto precisa apresentar € um alto grau
de pureza, o qual pode ser verificado através da realizacdo de testes analiticos

especificos, como a determinagdo do teor de enxofre, por exemplo.

O enxofre, um ametal pertencente a familia dos calcogénios, além de ser um
poluente em potencial, também € apontado como uma contaminacdo do benzeno. De
acordo com a atual legislacdo, o teor maximo de enxofre permitido neste petroquimico €

1 mg/kg (1 ppm).°

Uma das normas mais empregadas para fazer a determinacdo da quantidade de
enxofre em amostras de benzeno € a ASTM D5453, cujo principio de funcionamento é
baseado em fluorescéncia ultravioleta.® Entretanto, este método possui alguns aspectos
negativos, sendo um deles o seu elevado custo operacional, visto que, por fazer uso de

gases, requer reposicdes de tempo em tempo.’

Outro ponto desfavoravel da norma ASTM D5453 € a faixa de concentracdo que
ela atende com confiabilidade assegurada. De acordo com o documento oficial, este
procedimento é aplicado para determinar enxofre em amostras contendo de 1 a 8000
ppm de enxofre, ou seja, ndo abrange a faixa de concentracdo deste ametal em benzeno,
pois o valor minimo quantificavel € justamente o valor maximo permitido pela

legislacdo (1 ppm).

Em virtude destas desvantagens, o estudo acerca de um novo método para
determinar enxofre em benzeno se faz importante. Uma possivel alternativa é a norma

ASTM D7039, que opera por espectrometria de fluorescéncia de raios X de



comprimento de onda monocromatica dispersiva e ja é empregada a quantificacdo de
enxofre em alguns produtos petroquimicos, como gasolina, diesel combustivel,
combustivel para aviacdo, querosene, biodiesel, misturas de biodiesel e misturas de

gasolina-etanol.®

Tendo em vista que 0 benzeno ndo é uma das matrizes citadas no escopo da
norma ASTM D7039, é necessario avaliar se tal método realmente serd capaz de
determinar, com certa confiabilidade, enxofre em benzeno. Para isso, € realizado um
processo denominado validagdo, o qual tem o objetivo de verificar a eficiéncia do
método proposto, determinando se ele € ou ndo adequado para desempenhar seu

pretendido propodsito.® 101

A validacdo é feita em variadas circunstancias, como, por exemplo, durante o
desenvolvimento de um novo método analitico ou quando ocorre alguma modificacdo
ou implementagdo em um ja normalizado.%!%13 A realizagdo deste processo se da
através da avaliacdo de alguns pardmetros (seletividade, linearidade, limites de deteccéo
e quantificacdo, tendéncia/exatidao, precisdo e robustez), os quais podem ser escolhidos

conforme a alteragdo feita no método, bem como sua finalidade. 111131415

Portanto, diante do que foi exposto, 0 objetivo desta monografia foi validar um
método analitico normalizado — o ASTM D7039 — para a determinacdo de enxofre em
benzeno usando o equipamento Sindie 2622, um analisador de enxofre da XOS. Para
isto, além de avaliar os parametros que melhor evidenciam a adequacdo do método ao
uso pretendido, uma amostra desta matriz foi previamente analisada em laborat6rio
terceiro conforme a norma ASTM D5453 e enviada, juntamente com seus resultados,
para o local onde este trabalho foi desenvolvido, a fim de servir como amostra controle

para os testes de validacao.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENXOFRE

Pertencente a familia dos calcogénios — grupo 16 da tabela periddica —, o

enxofre (S) é um ametal de massa atdmica igual a 32,06u que, a temperatura ambiente,



se apresenta no estado sdlido, na forma de cristais amarelos. E insoltvel em &gua e,
apesar da fama de seu odor fétido caracteristico, o enxofre é inodoro; ele s6 exala o
forte cheiro, que € popularmente comparado ao de um ovo podre, quando se mistura
com hidrogénio, formando um composto volatil — o sulfeto de hidrogénio (H2S) — que é

o verdadeiro responsavel pelo mau odor.*%*/

Com uma densidade igual a 1,96 g/cm® (1960 kg/m® na unidade do SI) e
temperaturas de fuséo e ebuligéo iguais a 115,2 °C (388,36 K) e 444,6 °C (717,75 K),
respectivamente, o enxofre representa cerca de 3% da massa terrestre, sendo o décimo
sexto elemento mais abundante do planeta e o terceiro constituinte majoritario dos
minerais, perdendo apenas para o oxigénio e o silicio.!5®1° Este ametal pode ser
encontrado na natureza tanto na sua forma livre, como enxofre elementar (S°), quanto
em diferentes estados de oxidacdo: na forma de sulfetos (S%), sulfitos (SOs%, onde seu

nimero de oxidagéo é +4) e sulfatos (SO+%, com nox igual a +6).1

Existe um grande grupo de compostos de enxofre, 0s quais podem ser de origem
biogénica (produzidos naturalmente, sem precisar de influéncias) ou de origem
antropogénica (derivados da atividade humana). Eles podem se apresentar nas mais
diversas formas, desde gases simples até aromaticos policiclicos complexos, e estdo
presentes em varias matrizes, sejam elas complexas ou ndo. Por exemplo, no ar — uma
mistura gasosa —, 0 enxofre estd presente como um gas, enquanto que em sistemas
aquosos ele se apresenta no estado liquido. Além disso, ele também é encontrado em
muitas fracGes do petroleo, onde pode estar em qualquer um dos trés estados da matéria
(s6lido, liquido ou gasoso).8

A presenca de enxofre no petréleo é explicada pelo fato deste elemento quimico
estar presente nos solos sedimentares de onde o petroleo é extraido e, sendo assim, se
mistura a este produto no momento da extracdo, se incorporando na composicao
quimica tanto do petr6leo bruto quanto na de seus derivados.*® E possivel encontrar
enxofre em varias fracGes de petroleo, onde pode se apresentar em diferentes formas,
como, por exemplo, ti6is (-SH), sulfetos, dissulfetos (S2*), tiofenos (CsHaS),

benzotiofenos (benzeno ligado a um tiofeno), entre outros.®

Considerando que uma das principais aplicagdes de alguns derivados do petroleo
é como combustivel veicular, a presenca de enxofre nesta matriz e em suas fragdes é um

fator preocupante, visto que este elemento quimico € responsavel por causar muitos



impactos negativos, seja no meio ambiente, na saide humana ou no proprio veiculo

onde esta sendo usado.®’

Quando derivados de petroleo, como gasolina ou diesel, sdo utilizados como
combustiveis, eles passam por um processo de combustdo no interior dos motores, no
qual o enxofre presente no combustivel reage com o oxigénio e produz, além de outros
gases de combustdo, oxidos de enxofre (SO2 e SOs), 0s quais sdo eliminados pelo

escapamento do veiculo e liberados na atmosfera terrestre.*%!?

O grande problema associado a emissdo desses dois Oxidos é a favoravel
formagcao de acido sulfdrico (H2S04), principal responsavel pelas chuvas acidas,6:17:18:19
Este &cido pode ser gerado tanto pelo SOz, que reage com a 4gua existente na atmosfera
(Reacédo 1), quanto pelo SO, que, ao entrar em contato com oxigénio atmosférico, se
oxida e e convertido a SO3 (Reagéo 2), o qual passa pelo mesmo processo demonstrado

na Reagdo 1 e forma H2S0,."
SOs3 (g) + H20 () = H2S04 (ag) Reacéo 1.
SO2 (g) + %2 02 () 2 SO3() Reacéo 2.

Além de alterar o pH natural das aguas e dos solos, a chuva acida também pode
facilitar o arraste de metais pesados do solo para a agua, contribuindo para a intoxicacao

dos seres aquaticos com estes elementos. 8

Mas os efeitos negativos da emissdo dos Oxidos de enxofre ndo se resumem
somente na formacdo de chuva &cida. Estes compostos, quando inalados pelos seres
humanos, se depositam e/ou sdo absorvidos nos pulm@es, 0 que aumenta
consideravelmente as chances de o individuo desenvolver ou ter um agravamento de

doencas respiratorias e, até mesmo, cardiacas.**’

Considerando todos esses impactos causados pelos compostos de enxofre
liberados na queima dos combustiveis, um grande cuidado das inddstrias petroliferas é
gerar produtos com baixo teor deste elemento. A Agéncia Nacional do Petroleo (ANP) é
0 6rgdo responsavel por estabelecer os limites maximos de enxofre permitidos nos
combustiveis no Brasil, os quais vém em um constante decréscimo desde as Ultimas

décadas.’ 1617



O diesel, por exemplo, até 1994 era comercializado com 13000 ppm de enxofre.
Porém, no ano seguinte, este numero decaiu consideravelmente e passaram a existir dois
tipos deste combustivel: o diesel rural, com teor maximo de 1800 ppm de enxofre —
também chamado de S1800 — e o diesel metropolitano, cuja concentracdo de enxofre
ndo deveria ultrapassar a 500 ppm (S500). Alguns anos depois, a ANP emitiu a Portaria
N° 42 de 16/12/2009, onde, além de diminuir ainda mais os limites maximos do teor
desse ametal no diesel, também estipulou um prazo para que as refinarias comegassem a
produzir tal combustivel com 50 ppm de enxofre, o atualmente conhecido como S50.
Por fim, nos dias atuais, ja é possivel utilizar diesel com apenas 10 ppm de enxofre — 0
diesel S10.71¢

Diante deste contexto, para garantir que 0os combustiveis derivados de petroleo
sejam fornecidos com o devido teor de enxofre, eles precisam ser submetidos a
procedimentos adequados e capazes de quantificar este elemento nestas matrizes. Tal
necessidade fez com que diversos métodos analiticos fossem desenvolvidos no decorrer

dos anos.

De acordo com Nadkarni, autor do livro Sulfur: Chemistry Analysis of Fossil
Fuel Products, hd mais de cinquenta normas, disponibilizadas pela ASTM, que podem
ser empregadas para determinar enxofre em produtos petroliferos. Além disso, outros
Orgdos internacionais de normalizacdo, como a ISO, também possuem varios métodos
para quantificar esse elemento. Em alguns casos, € possivel observar que certas normas
emitidas pela ASTM tém equivaléncia com métodos desenvolvidos pela ISO, ou seja,
os resultados obtidos por ambos sdo iguais, mesmo que o procedimento em si ndo seja
exatamente idéntico. Esta relacdo possibilita que, se necessario, uma norma substitua a

outra sem comprometer os resultados.?

A quantificacdo de enxofre pode ser feita através de variadas técnicas analiticas,

como por exemplo:?°

e Cromatografia ibnica ou em fase gasosa;

e Fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF) ou por dispersdao em
comprimento de onda (WDXRF);

e Espectrometria de emissao dptica com plasma acoplado indutivamente;

e Diversos tipos de técnicas de espectrometria — por infravermelho, por

fluorescéncia no ultravioleta, entre outros.



Contudo, tais métodos permitem determinar enxofre ndo apenas em
combustiveis, como diesel e gasolina, mas também em vérias outras matrizes
provenientes do petr6leo®, como o benzeno, por exemplo, o qual ¢ um produto das

indUstrias petroquimicas de primeira geragao e, por isso, possui inimeras aplicagdes.'

Sabendo que, por derivar do petroleo, o benzeno apresenta enxofre em sua
composicdo e considerando sua ampla utilizagdo em varios segmentos industriais,
também se faz fundamental que ele passe por uma analise que permita a quantificacéo

do ametal em sua composicéo, a fim de avaliar sua pureza e qualidade.

2.2 BENZENO

O benzeno é um composto orgéanico pertencente a classe dos hidrocarbonetos
aromaticos, sendo o mais simples deles. Ele é assim classificado em virtude de ser
formado apenas por atomos de carbono e hidrogénio (caracteristica propria dos
hidrocarbonetos) e por apresentar um aroma significativo. Sua férmula molecular é
CeHs, conferindo-o uma massa molar de 78,11 g/mol. Seus seis atomos de carbono se
ligam formando um hexagono, onde cada um deles representa um vértice e esta ligado a

um &tomo de hidrogénio. 242! A estrutura do benzeno esta ilustrada na Figura 1.

Figura 1: Estrutura do benzeno.

Devido as caracteristicas quimicas do benzeno, ele é capaz de realizar um
processo denominado ressonancia, que ocorre fazendo com que as duplas ligacoes
existentes na molécula fiquem em alternancia na estrutura.?> A vista disso, a Figura 1
mostra apenas uma das duas possiveis formas que o benzeno pode assumir, sendo que a
segunda estrutura difere na posicdo das duplas ligagdes entre os carbonos, mas possui a
mesma energia. Esta propriedade quimica confere ao benzeno uma elevada
estabilidade.?



Em relacio as propriedades fisicas, 0 benzeno tem densidade igual a 876 kg/m?®
e, a temperatura ambiente, se apresenta no estado liquido. Seus pontos de fusdo e
ebulicdo sdo 5,5°C e 80,1°C, respectivamente.? Em virtude desta baixa temperatura de
ebulicdo, este composto aromatico € uma substancia bastante volatil, ou seja, evapora

rapidamente.?

Da mesma maneira que muitos outros hidrocarbonetos, o benzeno é apolar, o
que o torna insoltivel em agua, porém miscivel com a maioria dos solventes organicos,
caracteristica esta que fazia com que fosse muito empregado em tintas, como solvente
organico.?! Entretanto, sua utilizacdo nesse setor foi substituida por outros produtos
organicos desde que se descobriu que o benzeno é uma substancia extremamente toxica,

atuando até mesmo como um composto cancerl'geno.

Todavia, este hidrocarboneto aromatico ainda apresenta diversas aplicacdes. Um
exemplo € seu uso como aditivo em combustiveis veiculares, onde tem a funcdo de
aumentar a poténcia dos motores.? Além disso, por ser um dos produtos das inddstrias
petroquimicas de primeira geracdo, e devido suas propriedades reacionais, 0 benzeno
também ¢é empregado como matéria-prima para a fabricacio de diversos itens.?! A
Tabela 1 mostra alguns exemplos de produtos de segunda e terceira geragao que podem
ser obtidos a partir deste composto.

Tabela 1. Produtos de segunda e terceira geragdo derivados do benzeno. Adaptado.*?

22 geracdo 3% geragao
Etilbenzeno Copos descartaveis, isopor, embalagens;
Estireno (benzeno + eteno); Eletrodomésticos, eletroeletronicos;
Poliestireno; Telefones, fitas cassetes;
ABS (copolimero de acrilonitrila, Autopecas, cintos de seguranca,
butadieno e estireno); capacetes, viseiras;
Cumeno; Roupas e lingerie, cal¢ados;




Fenol. Tapetes/carpetes, linhas de pesca;

Tintas, adesivos, selantes.

Embora o benzeno seja liberado na natureza por atividades vulcénicas e
queimadas, a principal maneira de obter este composto em escala industrial é através da
destilacdo do petrdleo bruto ou, ainda, a partir de reacdes orgénicas de hidrocarbonetos
menores e lineares. De acordo com a cadeia petroguimica, o benzeno gerado nas
industrias de primeira geracdo provem da nafta, a qual, por sua vez, provém do refino

do petroleo.t?

No entanto, sabendo que o petréleo extraido dos solos sedimentares contém
enxofre (conforme mencionado no item 2.1), o benzeno, por ser um derivado desta
substancia, também pode apresentar teores deste ametal em sua composicdo, 0 que é
considerado como uma impureza. Diante da ampla aplicabilidade do benzeno e das
consequéncias advindas do enxofre, uma legislacio da ASTM definiu que a

concentracdo maxima permitida deste elemento nesse hidrocarboneto aromético é de 1

ppm.°

Portanto, a fim de verificar se 0 benzeno produzido nas inddstrias de primeira
geracdo esta apto a ser utilizado como matéria-prima aos demais setores industriais, a
determinacdo da concentracdo de enxofre neste composto organico é uma analise de

suma relevancia.

Atualmente, um dos métodos empregados para quantificar enxofre em amostras
de benzeno é descrito pela norma ASTM D5453 — “Método de teste padrdo para
determinacdo de enxofre total em hidrocarbonetos leves, combustiveis de motor de
ignicdo por centelha, combustiveis de motor diesel e 6leo de motor por fluorescéncia

ultravioleta” — a qual ser& abordada no item a seguir.

2.3 0 METODO ASTM D5453

Este método € empregado para determinar a concentragdo total de enxofre
residual em hidrocarbonetos liquidos que contém de 1 a 8000 ppm deste elemento em



sua composicdo quimica e que apresentam viscosidade de 0,2 a 20 ¢St (mm?/s) a
temperatura ambiente, ponto de ebulicdo entre 25 a 400°C e menos de 0,35% (m/m) de
halogénio.®

O principio de funcionamento deste metodo é baseado no fendmeno de
quimiluminescéncia, que ocorre quando ha emissdo de luz como consequéncia de uma
reagdo quimica.” A amostra a ser analisada é inserida, manual ou automaticamente, em
um tubo de combustéo de quartzo, com dimensdo adequada para garantir a combustdo
total do produto. A alta temperatura no interior do tubo provoca a oxidagdo do enxofre,
convertendo-o a dioxido de enxofre (SO2) em uma atmosfera de oxigénio (visto que o
tubo apresenta uma entrada prépria para esse gas). Durante a combustdo da amostra séo
produzidos gases e &gua; a agua € eliminada pela agdo de um tubo secador, o qual deve
estar anexado ao equipamento, enquanto que os gases de combustdo sdo expostos a
radiacdo ultravioleta (UV) de baixo comprimento de onda que, ao ser absorvida pelo
SO, causa a excitagdo desta espécie — SO2*. No entanto, tendo em vista que este estado
excitado (SO2*) ndo é o mais estavel, o dioxido de enxofre retorna ao seu estado
fundamental (SOz), emitindo fluorescéncia, a qual é detectada por um tubo
fotomultiplicador conectado ao equipamento. O sinal resultante representa a quantidade

de enxofre presente na amostra.®”’

Uma das matrizes analisadas pelo método ASTM D5453 é o benzeno, porém
ndo € totalmente adequado a tal, visto que, com base na legislacdo, espera-se encontrar
um teor de enxofre inferior a 1 ppm em amostras de benzeno, valor esse que representa
o limite de quantificacdo do método e, portanto, pode comprometer a confiabilidade dos
resultados por ele fornecidos. Em outras palavras, 0 método ASTM D5453 sO sera
aplicado adequadamente a amostras de benzeno fora de especificacdo, ou seja, contendo

um teor de enxofre acima do permitido.

Além disso, outra desvantagem deste método € seu elevado custo em virtude do
consumo de gases e da necessidade de manutencdo ou substituicdo das pecas em curtos

intervalos de tempo, pois é comum acontecer desgastes.’

Por estes motivos, se faz relevante o estudo de uma nova maneira de quantificar
enxofre em benzeno, visando um método que, além de conseguir abranger a faixa de
concentracdo de analito esperada neste produto, também garanta uma reducédo de custos,

sem perder ou diminuir a confiabilidade dos resultados.
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2.4 O METODO ASTM D7039

Intitulado “Método de ensaio padrdo para Enxofre em gasolina, diesel
combustivel, combustivel para aviagéo, querosene, biodiesel, misturas de biodiesel e
misturas de gasolina-etanol por espectrometria de fluorescéncia de raios X de
comprimento de onda monocromatica dispersiva”, o método ASTM D7039 ¢
empregado para analisar amostras dos produtos citados na sua denominacéo,
verificando se suas composi¢des, com relagdo a quantidade de enxofre, estdo dentro dos
limites especificados na legislagdo e/ou pelo solicitante do teste.®

Conforme descrito pelo escopo do método, ele € aplicavel para amostras que
apresentem de 3,2 a 2822 ppm de enxofre total em sua composi¢do. Entretanto, tal
informacdo vem acompanhada de ressalvas. Uma delas é o fato de que produtos
contendo uma concentracdo superior a 2822 ppm de enxofre também podem ser
analisados, desde que sejam previamente diluidos em solventes adequados, a fim de
diminuir este valor, fazendo com que fique dentro da faixa especificada pelo método.
No entanto, o analista deve estar ciente de que os testes realizados mediante dilui¢éo
podem apresentar, além de diferencas na precisdo, maiores erros (desvios) do que

aqueles feitos em amostras puras.®

Outra observacdo que a norma faz acerca do limite de quantificacdo é que,
dependendo do equipamento utilizado, ha a possibilidade de analisar amostras com teor
de enxofre inferior a 3 ppm pelo ASTM D7039, visto que a sensibilidade deste método
pode variar de acordo com a instrumentacdo empregada. Todavia, quando isto
acontecer, é necessario reavaliar a exatiddo do método, pois de acordo com o
documento oficial dessa norma, 0 método nédo se aplica para concentragdes inferiores a

3,2 ppm.2

A técnica que o método ASTM D7039 utiliza para fazer a quantificacdo de
enxofre é a espectrometria de fluorescéncia de raios X de comprimento de onda
monocromatica dispersiva (MWDXRF), cujo esquema de funcionamento esta

demonstrado na Figura 2.
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Monocromador de
feixe de incidente

Monocromador de
canal fixo

Fonte de
raios X

Detector de
raios X

Amostra

Figura 2: Esquema de um analisador por MWDXRF. Adaptado.®
Basicamente, o funcionamento desta técnica ocorre da seguinte maneira:

A amostra a ser analisada € colocada em uma célula analitica, a qual é
posicionada devidamente na aparelhagem utilizada. Uma fonte de raios X emite
radiacdo até um monocromador, que € uma espécie de filtro e atua selecionando e
deixando passar apenas a radiacdo no comprimento de onda (1) desejado. Entéo, quando
0s raios X chegam ao monocromador, eles sdo separados com base em seus diferentes A
e somente um feixe monocromatico com um A adequado para excitar os elétrons da
camada K do enxofre € direcionado e incidido na amostra. Ao receber tal energia, o
enxofre emite radiacdo fluorescente do tipo Ka, com A = 0,5373nm, a qual ¢ captada por
um monocromador de canal fixo, também conhecido como analisador, que tem a funcédo
de enviar a intensidade (contagens por segundo) da emissdo fluorescente na regido de
raio X até um detector, onde ¢ aplicada em uma equacao de calibracdo para que, dessa

maneira, seja convertida na concentracio de enxofre — em ppm — na amostra.”®

Além disso, outros fatores positivos envolvidos no método ASTM D7039 séo o
curto tempo de analise — geralmente o tempo de andlise para cada amostra é cerca de
cinco minutos —, a simplicidade na preparacdo da amostra, uma vez que basta verté-la
para uma célula analitica e colocar no equipamento analisador, e o fato de dispensar o

uso de gases consumiveis e de altas temperaturas.®

Pensando em atender as exigéncias do método ASTM D7039, a XOS, uma
empresa nova-iorquina considerada a fabricante lider de analisadores de raios X,
desenvolveu equipamentos que permitem a determinacdo de enxofre em diversos

produtos petroliferos, desde os que apresentem uma elevada concentracdo deste
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elemento — 6leo combustivel pesado e petroleo bruto, por exemplo — até aqueles que

possuam um teor ultrabaixo de enxofre — como diesel e gasolina.®

Dentre os analisadores de enxofre produzidos pela XOS, encontra-se o Sindie
2622, o qual opera em conformidade com os métodos ASTM D2622 (Método de ensaio
padrao para Enxofre em derivados de petroleo por espectrometria de fluorescéncia de
raios X por dispersdo de comprimento de onda), ISO 20884 (Determinacédo do teor de
enxofre de combustiveis automotivos por espectrometria de fluorescéncia de raios X

dispersiva de comprimento de onda) e ASTM D7039.%

2.4.1 SINDIE 2622 — ANALISADOR DE ENXOFRE DA XOS

Sindie € uma linha de equipamentos destinados a determinacdo do teor de
enxofre em produtos petroquimicos, a qual foi desenvolvida pela XOS. Esta empresa,
até o momento, ja conta com sete diferentes tipos de analisadores de enxofre em sua

producdo, sendo um deles o Sindie 2622, cuja imagem esta representada na Figura 3.3

Figura 3: Analisador de enxofre Sindie 2622 da X0S.%

Apesar do nome, este equipamento ndo permite determinar enxofre apenas pela
norma ASTM D2622, ele também é compativel com os métodos ASTM D7039 e ISO
20884, 0 que o torna bastante versatil e apto a realizar analise de enxofre total nos mais
variados produtos petroquimicos. De acordo com sua fabricante, o Sindie 2622 foi
desenvolvido para analisar desde diesel e gasolina com baixo teor de enxofre até
materiais com elevadas concentragdes deste ametal, como 6leo combustivel pesado e

petréleo bruto, por exemplo. A XOS garante que, apesar da quantidade de enxofre
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presente na amostra, o Sindie 2622 ira fornecer resultados com exatiddo e precisao

asseguradas.?

O Sindie 2622 é um analisador de bancada, que, além de ocupar pouco espaco
fisico, apresenta a vantagem de ndo precisar de muitas exigéncias para operar, visto que
requer somente energia elétrica para funcionar, dispensando o uso de gases de

conversdo, elementos de aquecimento e tubos ou colunas de quartzo.?

Outro aspecto positivo atrelado ao Sindie 2622 ¢ a facilidade de manuseio. Sua
tela, sensivel ao toque, mostra de maneira clara e objetiva todas as opc¢des disponiveis
no equipamento, sendo necessario apenas clicar e selecionar o que se deseja: método
(Mode); faixa de trabalho (Range); configuracbes (Configure), onde ha mais
alternativas, como visualizar o histérico de medicGes, preparar o aparelho para
calibracdo ou, ainda, escolher a curva de calibracdo mais adequada a amostra a ser

analisada. A Figura 4 exemplifica como é o visor deste equipamento.

- Ready to Measure - Low (PPM) 'W‘ ™
Description

Figura 4: Visor do Sindie 2622.%

Ademais, o procedimento de medicdo do Sindie 2622 também é bastante
simples, pois o unico trabalho que o analista tem durante a analise da amostra é
transferi-la (sem a necessidade de uma etapa anterior de preparo) a um recipiente
apropriado — denominado copo amostral —, preenchendo-o até a marca indicada no seu
interior, 0 que equivale a aproximadamente 10 mL. Apds esta etapa, utilizando uma
pelicula de poliéster translicida, com resisténcia térmica e propriedades de isolamento —

0 Mylar —, e um lacre do mesmo material que o copo amostral, esse é vedado e, a
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seguir, posicionado devidamente no interior do equipamento, o qual precisa estar
previamente ajustado com o método, a faixa de trabalho e a curva de calibracdo em
apropriadas ao material em estudo. O analista, entdo, pode nomear a amostra usando o
teclado contido na tela do Sindie e, por fim, dar inicio a medicdo clicando no botao
“LOAD SAMPLE”, mostrado na Figura 4.2

Ap0s alguns minutos — geralmente cinco (300 s) — aparecera um valor numérico
na tela, o qual, caso haja alguma impressora conectada ao equipamento, sera
automaticamente impresso ao fim da medicdo, juntamente com outras informacoes
acerca da leitura. Este nimero ja € o resultado final da analise, ou seja, ndo é necessario
realizar célculos ou conversGes, 0 proprio equipamento informa diretamente a

concentragéo de enxofre na amostra.?®

Durante o tempo de medicéo, € o equipamento gque faz tudo sozinho. A Figura 5

ilustra o que ocorre no interior do Sindie 2622 enquanto a amostra é analisada.

Fonte de
ralos X . Rﬂiﬂ'i K
Raios x
. . da amostra
policromaticos
E Amostra Detector

/
/ N\
\ f Raios x

Optica 1 Optical  monocromaticos
Excitacéo selecionados
monocromatica da amostra

Figura 5: Esquema de funcionamento do Sindie 2622. Adaptado.??

O Sindie 2622 é um analisador de enxofre por fluorescéncia de raios X
dispersiva de comprimento de onda monocromatico (cuja sigla em inglés ¢ MWDXRF).
Devido a isso, este aparelho é equipado com duas Opticas de cristal duplamente
curvadas, as quais sdo responsaveis por aprimorar a instrumentacdo convencional de
WDXRF, uma vez que se baseiam em difracdo e permitem a passagem de feixes de
raios X monocromaticos altamente intensos e em uma estreita faixa de comprimento de

onda. %%
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Dessa forma, o esquema da Figura 5 pode ser explicado da seguinte maneira:

Uma fonte de raios x, de baixa poténcia, emite radiacdo policroméatica em
diregdo a primeira optica de cristal duplamente curvada, que tem a fungdo de excitar o
analito. Entéo, ao receber os raios x policromaticos, essa Optica cria um intenso feixe de
excitacdo monocromatico ideal, o qual maximiza o sinal desejado ao mesmo tempo em

que minimiza as interferéncias de radiacio, melhorando a sensibilidade.?%?

O feixe originado na primeira Optica é focado em um pequeno ponto da amostra
e, ao atingi-la, promove sua excitacdo. A radiacdo emitida durante este processo €
direcionada a segunda dptica de cristal, cuja responsabilidade € selecionar apenas 0s
comprimentos de onda de raios x caracteristicos de interesse. Por fim, 0s raios X
monocromaticos selecionados sdo enviados a um detector, onde sdo convertidos a

resposta analitica, isto é, ao resultado do teor de enxofre na amostra.??2®

Equipamentos que operam fundamentados na MWDXRF fornecem vantagens
frente aos sistemas convencionais WDXRF. Uma delas é o fato de que a relacéo sinal-
fundo é melhorada quando se emprega a excitacdo monocromatica da amostra. Outro
beneficio que a configuracdo MWD XRF apresenta é que a capacidade de focalizacdo da
Optica de coleta permite o uso de um detector contador de raios X de area pequena, 0

que resulta em um baixo ruido do detector e garante uma maior confiabilidade.??

Além disso, a excitacdo monocromatica também fornece quantificacédo
simplificada e correcdo de efeito de matriz, bem como permite analisadores on-line
robustos e de baixa manutencdo, com limites de deteccdo drasticamente mais baixos e

tempos de resposta mais rapidos.??

Sendo assim, o equipamento Sindie 2622 foi testado para realizar analises em
benzeno através do método ASTM D7039. Conforme a legislacdo, essa matriz deve
apresentar uma concentragdo de enxofre extremamente baixa — inferior a 1 ppm.
Embora a norma ASTM D7039 descreva um limite de quantificacdo de 3,2 ppm, a XOS
garante que seu equipamento apresenta um LD de 0,15 ppm.?® Portanto, fez-se

interessante a realizacdo dos testes que seréo abordados mais adiante.
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2.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Qualquer empresa, independentemente do segmento, deve funcionar se baseando
no controle de qualidade (CQ) apropriado ao seu setor de atuacdo. Explicando
resumidamente, o0 CQ é um conjunto de atividades realizado com a finalidade de
verificar se 0s servigos, processos ou produtos estdo sendo entregues aos clientes com
suas devidas especificacGes tecnicas, ou seja, se atendem os padrdes de qualidade

previamente definidos a eles.?*

No ambito dos laboratorios analiticos a realidade nédo é diferente, visto que cada
vez mais é exigido que estes locais atestem a qualidade de suas medigdes quimicas
através de fatores, como comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, por
exemplo.’??® Diante disso, para garantir que o CQ desses setores seja devidamente
mantido e seguido, se faz crucial a escolha de métodos analiticos adequados a cada

procedimento oferecido pelo laboratorio.®2*

Para que um método analitico possa ser empregado na rotina dos laboratérios, é
indispensavel que este esteja em conformidade com os 6rgdos responsaveis por
normalizar as técnicas analiticas, como a ABNT (Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas) e a ASTM (American Society for Testing and Materials), por exemplo.8*2
Além disso, os métodos escolhidos precisam ser avaliados a fim de verificar se, ao
serem executados no ambiente em questdo, com 0s equipamentos e materiais ali

disponiveis, fornecem resultados confiaveis.?%28

Entdo, quando se pretende implementar um método normalizado & rotina do
laboratorio, é necessario, primeiramente, comprovar sua eficiéncia.?® Para isso, realiza-
se um processo denominado validacdo, o qual, através de estudos experimentais em
laboratério, aliados a testes analiticos, garante que o método avaliado atende as
respectivas exigéncias analiticas, assegurando, assim, que os resultados por ele obtidos

sdo confiaveis, reprodutiveis e adequados as finalidades pretendidas. %1%

Entretanto, ndo é somente na implementacdo de metodos analiticos que a

validacgdo se faz necessaria. E preciso realizar este processo sempre que:?

e Deseja-se incorporar um método ndo normalizado a rotina laboratorial;

e Um método for criado pelo préprio laboratério;
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e Houver a transferéncia de um método de um laboratorio para outro (mudanca de
ambiente);

e Pretender usar métodos normalizados em analises que ndo se enquadram nos
escopos aos quais foram desenvolvidos — executar 0 método com equipamentos
diferentes ou em amostras com uma matriz diferente, por exemplo;

e Forem feitas modificagdes ou ampliacbes em métodos normalizados.

O interesse nos processos de validacdo esta crescendo cada vez mais em virtude
da, também crescente, énfase da industria aos programas de controle de qualidade. Isto é
explicado pelo fato de que a validagcdo de métodos analiticos é considerada a primeira
etapa para a garantia da qualidade em laboratorios, sendo fundamental para um

desempenho eficiente das atividades de rotina.%2®

A principal vantagem da validacdo de métodos analiticos é o grau de confianca
por ela estabelecido, o qual vale, ndo somente para o laboratorio desenvolvedor, mas
também se estende aos clientes que usufruem de seus servigos. No entanto, este ndo € o
Unico motivo que justifica a importancia de validar métodos analiticos. Além da
garantia de qualidade, muitos outros beneficios sdo provenientes deste procedimento,
por exemplo: otimizagdo do processo; reducdo de custos na qualidade; minimizagédo nas
chances de falhas; aprimoramento na eficiéncia e na produtividade; aumento da

producdo; maior conscientizagdo dos funcionarios sobre os processos; entre outros.?®

Para que a validagdo cumpra com seus objetivos, todos os materiais empregados
no procedimento — equipamentos, instrumentos, vidrarias — precisam, obrigatoriamente,
estar: dentro das especificacdes, funcionando corretamente e calibrados. Outro ponto
essencial a tal processo é que ele seja realizado por profissionais competentes, com
conhecimento suficiente na area em questdo e capazes de tomar decisdes apropriadas

durante a realizaco do processo e interpretar corretamente os resultados obtidos.42°

No Brasil, a validacdo de métodos analiticos é feita com base nos processos
descritos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), na “Resolucéo
ANVISA RE n° 899, de 29 de maio de 2003”, ou conforme o documento “DOQ-
CGCRE-008, de junho de 2020 disponibilizado pelo INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia).1%? Estes dois guias citam que a validagio de um
método analitico é feita através da verificacdo de determinados pardmetros, que s&o:

seletividade, linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, tendéncia ou
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exatiddo, precisdo e robustez, sendo este Ultimo opcional. Desta forma, ao serem
analisados em conjunto, estes parametros sdo 0s responsaveis por verificar se 0 método

proposto é ou ndo adequado para a finalidade desejada.’®

Contudo, de acordo com a Resolugéo RE n°® 899, de 29 de maio de 2003, quando
a validacéo é realizada porque houve uma modificacdo em um meétodo normalizado, 0s
parametros a serem avaliados vao depender da natureza das alteracGes feitas, ou seja,
ndo serd preciso analisar todos os sete pardmetros descritos anteriormente, somente
aqueles que forem significativos as adequacdes efetuadas ao uso pretendido. 1011131415
Para exemplificar, pode ser citado o caso de um meétodo sendo adaptado para analises
qualitativas em nivel traco, o qual dispensa a avaliacdo da linearidade. Outro exemplo a
ser tomado é o de que ndo precisam ser feitos testes interlaboratoriais para validar
métodos que estdo em desenvolvimento para atenderem andlises em laboratorios

especificos.

Geralmente, o que dita quais testes devem ser feitos nesses casos é o controle de
qualidade interno da empresa com base no que consta nos documentos oficiais da
ANVISA ou do INMETRO.?*

2.5.1 SELETIVIDADE

Este termo, muitas vezes, também é chamado de especificidade, como se ambos
fossem equivalentes, porém tal relacdo ndo esta correta. Seletivo é a definicdo dada ao
método que, apesar de produzir respostas para diversos compostos quimicos, permite
que o sinal do analito seja distinguido dos demais. Em contrapartida, especifico é aquele
método capaz de fornecer resposta para uma Unica substancia de interesse, ou seja, ele

ignora todos os sinais provenientes de compostos que n&o sejam o analito. %2

Tendo em vista que ha um ndmero muito pequeno de métodos analiticos aptos a
serem considerados especificos, a IUPAC (sigla em inglés para Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada) sugere que seja utilizado somente o termo seletividade, a fim
de evitar possiveis conflitos na terminologia.’® Sendo assim, esse tOpico tratara
exclusivamente da seletividade, abordando sua definicdo, a importancia em avaliar este

parametro e de que modo fazer isto.
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De acordo com a ANVISA, a seletividade é definida como a capacidade que o
método tem de medir exatamente um determinado analito na presenca de outros
compostos, como impurezas, produtos de degradacdo, demais constituintes da matriz e,
até mesmo, substancias com propriedades similares.'? Este é o primeiro parametro a ser
avaliado durante o processo de validacdo de um método analitico, pois, além de ser
necessario verificar se 0 método proposto medira somente o que se pretende mensurar, 0
sucesso de outros parametros, como linearidade, precisdo e exatiddo, dependem da
seletividade, isto é, se 0 método ndo for seletivo, ndo adianta prosseguir com a

validac&o, visto que esses trés fatores ja estardo automaticamente comprometidos. %3

A avaliacdo da seletividade pode ser feita por diversas maneiras, sendo uma
delas a comparagdo entre a matriz isenta do analito e a mesma matriz contendo a
substancia de interesse (padrdo). Entretanto, nem sempre é possivel obter a matriz sem a
presenca do analito; neste caso, a analise da seletividade é realizada através de uma

técnica conhecida como método de adicio de padrio.*©

O método de adicdo de padrdo é executado por meio da construcdo de duas
curvas analiticas, sendo que em uma delas somente o analito estd presente, enquanto
que na outra ha a matriz contendo o analito. Quando estas curvas estdo prontas, elas sdo
sobrepostas entre si €, caso sejam paralelas, pode-se concluir que o método é seletivo,
visto que tal resultado indica que a matriz e seus componentes ndo interferem na

determinacéo do analito.%3

Além desses, hd outros procedimentos que podem ser empregados no estudo
seletividade, sendo possivel encontrar alguns deles no documento “Orientacdo sobre
Validacdo de Métodos Analiticos” do INMETRO (DOQ-CGCRE-008), onde cita que a

seletividade também pode ser avaliada através de:*®

e Uma anélise com a amostra e materiais de referéncia pelo método em estudo e
outros métodos ja validados;
e Analises em amostras contendo o analito e varios possiveis interferentes em

concentracdes conhecidas.

O primeiro teste permite verificar se 0 método proposto esta apto a identificar e
quantificar a substancia de interesse na presenga de interferentes, enquanto que o

segundo é feito com o intuito de avaliar o efeito de interferentes, investigando se eles
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acentuam ou inibem a deteccdo e/ou quantificacdo do analito. Tais ensaios séo
significativos porque o ideal é que 0 método em processo de validacao forneca um nivel

de seletividade sem interferéncias expressivas.'?

2.5.2 LINEARIDADE

A linearidade de um método analitico se refere a capacidade que esse tem,
quando operando dentro de um intervalo especificado, de demonstrar que os resultados
por ele obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra.'?132 Tal intervalo é definido como faixa de trabalho, a qual tem seu extremo
minimo correspondente ao limite de quantificacdo do método, seu extremo maximo
referente @ maior concentracdo de analito na amostra que o procedimento consegue
fornecer resposta com o menor grau de incerteza e seu centro apresentando a

concentracéo de analito que é esperada conter na amostra.*®

Todavia, na maioria das vezes ndo se sabe a correlagdo do sinal medido — ou da
resposta obtida — com a concentragdo do analito. Devido a isso, a fim de estabelecer
uma relacdo matematica entre estas duas grandezas, amostras contendo o analito em
concentracdes conhecidas (chamadas de padrdes) sdo analisadas pelo método em
avaliagdo, e os sinais fornecidos por cada uma delas s&o relacionados com suas
respectivas concentracbes em uma ferramenta analitica denominada curva de

calibragdo.°

Para construir uma curva de calibracdo com o menor desvio possivel nos sinais
analiticos, devem ser utilizados, no minimo, cinco padrdes e cada um deles precisa ser
analisado, pelo menos, trés vezes. O ideal é optar por concentracfes que estejam
uniformemente distribuidas na faixa de trabalho pretendida. Geralmente selecionam-se
padrdes com baixas, medias e altas concentracdes, sendo a menor delas proxima, ou

igual, ao limite de quantificacdo do método.?

Apbs a leitura de todos os padrdes, um grafico é plotado. Para isto, os sinais
obtidos nas medicGes sdo distribuidos no eixo y, enquanto que as respectivas
concentracdes sdo dispostas no eixo x. Caso existir uma relagcdo linear entre estes

valores, eles podem ser avaliados por uma técnica estatistica denominada método dos
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quadrados minimos, que fornecerd a equacdo da regressdo linear, popularmente

conhecida como equacéo da reta;12:13:26

y=ax+b 1)
Onde:
y = resposta medida na leitura do padréo;
X = concentracdo do analito na amostra;
a = coeficiente angular (inclinacdo da curva = sensibilidade);
b = coeficiente linear (interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0).

O coeficiente angular traz uma importante informacdo: ele indica o quéo
sensivel é o método.!® Quando se fala em sensibilidade, refere-se a capacidade que o
procedimento tem de distinguir, com determinado nivel de confianca, duas

concentracdes proximas. Ela é calculada através da seguinte relagdo: 4

_dy @)
5= dx

Onde:
dy = variacdo entre as respostas medidas (yn— y1)
dx = variacgdo entre as concentracdes dos padrbes (Xn— X1)

Se 0 método analitico for bastante sensivel, basta uma pequena diferenca nas
concentracdes de analito para gerar uma grande varia¢do no valor das respostas obtidas
nas leituras das amostras. Sendo assim, quanto maior for o coeficiente angular, ou seja,
quanto mais inclinada for a curva, mais sensivel sera o0 método.'® Em hip6tese alguma o

valor desta variavel pode ser zero.!!

Outra informagdo que também pode ser extraida da curva de calibracdo é o
coeficiente de correlagdo linear, simbolizado por “R?”, que auxilia na analise da
qualidade da reta obtida, verificando o quanto ela se faz adequada como modelo
matematico.’® Em outras palavras, este coeficiente aponta se o método analitico

apresenta uma linearidade aceitavel. Ele pode ter valores de 0 a 1.
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Um R? maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados, visto que quanto mais se aproximar de 1,0, menores serdo a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais e a incerteza dos coeficientes angular e linear. A
ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99, enquanto que o

INMETRO considera admissivel um valor acima de 0,90.%°

A Figura 6 exemplifica como seria a imagem de uma curva de calibracdo obtida
com uma excelente linearidade, onde o valor do coeficiente de correlagdo linear resultou
bem proximo a 1,0; todos os pontos se encontram acima da reta tracada e com

inclinacdo diferente de zero.

CURVADE CALIBRACAO
25

v=1973x+ 0,070
R?=0.999
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Figura 6: Exemplo de curva de calibrag&o.

E importante que haja uma relacdo linear em toda a faixa estabelecida para o
método.?* Porém, se isto ndo for observado, é necessario realizar testes a fim de
eliminar a causa da ndo linearidade. Uma possivel correcdo a ser feita nestes casos é
restringir a faixa de trabalho, a qual precisa cobrir apenas as concentragdes proximas as
esperadas de amostras de teste.”® Quando se constréi uma curva de calibragio

empregando amplos intervalos de concentragdes, a incerteza da medi¢do aumenta.

2.5.3 LIMITE DE DETECCAO (LD)

O limite de deteccdo (LD) de um método analitico é definido como a menor

quantidade de analito presente na amostra que pode ser detectada, mas nao
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necessariamente quantificada, sob as condi¢Ges experimentais estabelecidas. Ele é
expresso em forma de concentracdo e sua unidade sera igual a das concentracdes das

amostras que estdo em analise %10:11:13:26

De acordo com o guia “Diretrizes para validacdo e verificagdo de métodos de
teste quantitativos e qualitativos”, cuja primeira versao foi publicada em 2004, o LD s6
€ um parametro expressamente mandatorio quando o método em analise tem o objetivo
de medir analitos em concentragfes muito baixas, como elementos traco, por exemplo.
Nestes casos, é importante que o analista esteja ciente de que deve fazer determinacGes
do limite de deteccdo para cada matriz em estudo, visto que o LD de um método pode

variar em funcdo da amostra.?®

Ha diversos procedimentos que possibilitam determinar o limite de deteccéo, e a
escolha de qual deles utilizar é feita considerando as particularidades do método
analitico em questdo.?® Avaliagdo visual, relacdo sinal-ruido, técnicas baseadas em
parametros da curva de calibracdo ou métodos fundamentados na leitura do branco e no
seu desvio padrdo sdo exemplos desses procedimentos e uma breve discussao sobre eles

sera abordada a seguir.32°
» Método visual:

Nesta técnica, o limite de deteccdo é considerado a menor concentracao de analito
capaz de produzir o efeito esperado pelo método — uma mudanca de cor, por

exemplo.1?4

A fim de determinar o LD através do método visual, amostras contendo o analito em
concentragfes conhecidas sdo analisadas, juntamente com o branco, até que uma
solucdo contendo um teor minimo de analito consiga ser diferenciada do branco com

significativa confiabilidade. Para tal, sio feitas sucessivas diluices.*®

O método visual pode ser empregado tanto na analise de métodos nao instrumentais
quanto na de técnicas instrumentais, além de também ter aplicabilidade na determinagéo

do limite de deteccéo de procedimentos qualitativos.?®
» Método da relacdo sinal-ruido:

Esta abordagem s6 pode ser aplicada para métodos analiticos cujos sinais (ou
respostas) apresentem ruido da linha de base, onde o limite de deteccao é definido como
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sendo, no minimo, duas vezes o sinal da linha de base, ou seja, a relagdo sinal-ruido

deve ser de pelo menos 2:1 para que seja considerada aceitavel como estimativa do
LD 10;11;13;25

A relacdo sinal-ruido é determinada mediante uma comparacdo entre 0s sinais
medidos de amostras contendo o analito em baixas concentracfes conhecidas e 0s
ruidos produzidos pelo branco desta amostra. 19151325 E através destas comparagdes que
é possivel estipular qual € a menor concentragdo em que o analito pode ser identificado

com confianca.

Contudo, para que o LD possa ser estabelecido pelo método da relagdo sinal-ruido, é
fundamental que a regido do ruido do branco seja a mesma do sinal medido pelas
amostras analisadas, caso contrario, ha chances de que os resultados obtidos por esta

técnica n3o sejam validos.™
» Método baseado em parametros da curva de calibracdo:

Segundo o INMETRO, ha dois procedimentos que permitem determinar o limite de
deteccdo de um método analitico a partir de sua curva de calibragdo — o simplificado e o
completo.’® Tendo em vista que o presente tdpico consta apenas a nivel de
exemplificacdo, ndo se faz necessario abordar de maneira profunda todas as possiveis
técnicas de determinacdo de LD. Sendo assim, somente o0 método simplificado sera

discutido neste item.

Para estabelecer o limite de deteccdo através da curva de calibracdo, utiliza-se a

seguinte equacéo:

LD = 3,3.8 (3)

Onde:

s = desvio padrdo da resposta de dez leituras do branco (ou coeficiente linear da
equacéo da reta — b) — quando o branco néo gerar sinal, deve-se usar o desvio padréo do

menor nivel da curva de calibragdo como o valor de “s”;

S = sensibilidade (ou coeficiente angular da equacdo da reta — a).
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Embora amplamente empregado, 0 método com base em parametros da curva de
calibracdo fornece resultados mais confidveis para analises ao nivel de tracos, uma vez
que, para ensaios com o analito em altas concentragdes, os valores de LD obtidos neste

procedimento geralmente sdo informados acima dos reais.™
» Método baseado no desvio padréo do branco:

Uma das maneiras de calcular o limite de detec¢édo a partir do branco da amostra é

por meio da seguinte equagio:
LD = x+ tn-1,1-a)-S (4)

Onde:

x = média dos valores dos brancos da amostra (depende da matriz);

t = abscissa da distribuicdo de Student (depende do tamanho da amostra e do grau de

confianca);

s = desvio padrdo amostral de dez leituras do branco da amostra (depende da matriz) —
precisa ser diferente de zero, caso contrario este método ndo é valido e ndo pode ser
aplicado para encontrar o LD.

Apobs definir o limite de detecgdo por meio de uma das técnicas citadas, ou
qualquer outra que seja reconhecida pelos respectivos Orgdos nacionais ou
internacionais responsaveis por sua acreditacdo, é necessario, ainda, que se faca uma
confirmacdo do valor encontrado. Para isto, amostras independentes, contendo o analito
em concentracdes proximas ao LD estabelecido, sdo analisadas pelo método em
questdo. Geralmente, seis replicatas sdo testadas e, caso em alguma delas ndo seja

detectado o analito, é preciso fazer um processo de reavaliagdo do LD.*®

2.5.4 LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico é definido como a menor
concentracdo do analito na amostra que pode ser determinada quantitativamente, ou
seja, medida com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condi¢Oes experimentais

adotadas.”*¥%°> Na pratica, 0 LQ geralmente corresponde a menor concentragdo dos
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padroes empregados para construir a curva de calibracdo (desconsiderando o

branco).t324

Da mesma maneira que o LD, o limite de quantificacdo também é descrito como
uma concentragdo, a qual assume a mesma unidade das concentracGes das amostras em
analise. Embora seja possivel estipular o LQ a partir o LD, o INMETRO afirma ser
mais adequado fazer o oposto: calcular o LD partindo do valor de LQ, conforme a

seguinte equagdo:
LD = =% (5)

A determinacdo do LQ de um método se faz pertinente, sobretudo, para ensaios
quantitativos, principalmente aqueles em que o analito se encontra presente na amostra
em concentragdes muito baixas, proximas a zero.!4?® E, apos definir o valor deste
parametro, € necessario realizar testes com amostras independentes — isto €, amostras
que ndo foram utilizadas durante o procedimento de encontrar o0 LQ —, em
concentracdes semelhantes ao estabelecido limite de quantificacdo, a fim de verificar se
a exatiddo e a precisdo alcancadas sdo satisfatorias.”

E possivel estabelecer o LQ por meio de diferentes técnicas, as quais devem ser
escolhidas de acordo com o tipo do método analitico em estudo. Os procedimentos
aceitaveis para executar a determinacdo do LQ podem ser feitos, por exemplo, por meio
de uma avaliacdo visual, com base na relacdo sinal-ruido, a partir da curva de calibracdo

ou, ainda, considerando o desvio padrio do branco.!2

O LQ pode ser determinado através de uma avaliacdo visual do mesmo modo
que o LD é; este procedimento esta descrito no item 2.5.3 e, portanto, ndo se faz
necessario explica-lo novamente. O método usado para definir o LQ com base na
relacdo sinal-ruido também é o mesmo que consta em 2.5.3, empregado para a
determinacéo do LD; a Unica diferenca € que, enquanto na estipulagdo do LD a relagéo
sinal-ruido é de, no minimo, 2:1, na estimativa do LQ ela &, geralmente, de pelo menos
10:1.20131% Todavia, alguns documentos regularizados afirmam que, em fungio do

método, também é possivel que relagdes sinal-ruido de 6:1 e 5:1 sejam adotadas.®

Apesar de a técnica baseada na relacdo sinal-ruido ser uma das mais empregadas

para estabelecer o LQ de um método, nem sempre ela é adequada. Procedimentos
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analiticos de separacdo, como os cromatograficos e os eletroforéticos, por exemplo,
apresentam condi¢fes que podem aumentar a relagdo sinal-ruido e, consequentemente,

gerar resultados de LQ mais baixos que os verdadeiros.°

Diante disso, em alguns casos o ideal é utilizar o método que se baseia nos
parametros da curva de calibracdo, o qual é considerado mais confiavel estatisticamente

e permite calcular o LQ através da equagao a seguir:*°

10.s

LQ = — (6)

Onde:

s = desvio padréo da resposta de dez leituras do branco (quando o branco ndo gerar
sinal, deve-se usar o desvio padrdo do menor nivel da curva de calibracdo como o valor
de “S”);

S = sensibilidade (ou coeficiente angular da equacdo da reta — a —, que indica a

inclinagéo da reta).

Entretanto, este método também possui limitagdes, visto que foi comprovado
que, quando o teor de analito na amostra é alto, ele fornece valores de LQ acima dos
reais. Assim, os resultados obtidos por meio desta técnica serdo realmente confidveis

para métodos medindo o analito em nivel traco na amostra.

Além desses, outro exemplo de procedimento apto a fornecer o LQ é aquele

feito com base no desvio padrdo do branco, que emprega a seguinte equacéo:*®
LQ = x+ 10.s (7)

Onde:

x = média dos valores dos brancos da amostra (depende da matriz);

s = desvio padrdo amostral de dez leituras do brancos da amostra (s # 0 ; depende da

matriz);

10 = proposto pela IUPAC como valor padréo da equacao, porém ha a possibilidade de

adotar os valores “5” ou “6”, de acordo com o rigor analitico requerido.



28

Com isso conclui-se que o limite de quantificagdo de um método analitico € um
pardmetro capaz de ser definido através de diversas técnicas. Contudo, é importante que
o0 analista esteja ciente de que o valor encontrado para o LQ através de um determinado
procedimento pode variar em virtude de alguns fatores, como a matriz ou o0
equipamento, por exemplo. Sendo assim, a determinacdo deste parametro precisa ser
feita individualmente para cada matriz e sempre que método for realizado em um

equipamento diferente do que aquele usual.*3

2.5.5 TENDENCIA / EXATIDAO

Este parametro € assim nomeado de acordo com o INMETRO, porém o termo
mais popularmente conhecido é exatiddo, o qual é atribuido pela ANVISA e é definido
como sendo o grau de concordancia entre os resultados obtidos por um método analitico
e o valor considerado verdadeiro, ou seja, a exatidao indica o qudo proximo a medi¢do
experimental esta da real concentracdo de analito na amostra, 0 que a torna um

parametro imprescindivel para o proposito da validagio. 101425

A tendéncia (ou exatiddo) pode ser expressa como recuperacdo analitica, onde 0s
valores experimentais sdo relacionados com o considerado verdadeiro através da
seguinte equagao:

valor experimental (8)

recuperacdio = - x 100 %
perac valor verdadeiro* 0

*Quando a exatiddo for determinada a partir de um método analitico ja validado (tépico que seré
abordado mais adiante), este termo deve ser substituido pela concentracdo do analito previamente

estabelecida por tal método.

Existem limites definidos dentro dos quais a exatiddo deve se enquadrar, com
um determinado nivel de confianca, para que seja aceita e, consequentemente, torne o
método analitico valido. Tais limites dependem do procedimento em anélise, e podem
variar desde niveis mais elevados de concentracdo — denominados limites estreitos — até
niveis de tragos — considerados limites amplos.'® Além disso, também é necessario que
a verificacdo da exatiddo seja feita de maneira adequada ao estudo em questdo e
conforme a legislagéo ou diretriz adotada.'®'? Por exemplo, a ANVISA recomenda que

este parametro seja verificado a partir de, no minimo, nove determinaces, realizadas
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dentro do intervalo linear do método analitico, ou seja, envolvendo um minimo de trés

diferentes niveis de concentracdo (baixo, médio e alto), com trés replicatas em cada um
deles 10;12;14;26

A determinacgdo da exatiddo deve ser feita sO depois que a linearidade/intervalo
linear e a seletividade do método tenham sido estabelecidas'?, e ha diversas técnicas
disponiveis para tal avaliacdo, dentre as quais as mais utilizadas sdo: uso de material de
referéncia certificado (MRC), comparacdo com um método de referéncia (ou ja
validado), ensaios de recuperagédo, adicdo de padrdo e participacdo em comparagoes

interlaboratoriais. %131
> Uso de materiais de referéncia certificados (MRC):

Fornecido por érgdos regulatérios, como, por exemplo, o IRMM e o NIST
(siglas em inglés para Instituto de Materiais de Referéncia e Medi¢bes e Instituto
Nacional de Padrdes e Tecnologia, respectivamente), um MRC é um material utilizado
como referéncia em métodos analiticos porque vem acompanhado de um certificado, no
qual constam a concentracdo (ou outra grandeza) de um dado elemento ou grupo

quimico na matriz em questdo e a incerteza associada a tal medig&o.°

Para determinar a exatiddo por meio de um MRC, os resultados obtidos pelo
método em analise, isto é, a média e 0 desvio padrdo de uma série de ensaios em
replicata precisam ser comparados com o0s valores descritos no certificado do material
de referéncia. Essa comparacdo pode ser feita através de diversos critérios, entre 0s

quais podem ser citados os erros relativo e normalizado.!®

O erro relativo é expresso em porcentagem e é calculado pela equacdo

apresentada a seguir:*®

_ Xlab - XV

(©)
X, X100

ER

Onde:
ER = erro relativo, em %;
Xiab = valor obtido (ou média aritmética dos valores obtidos) experimentalmente;

Xv = valor adotado como verdadeiro (descrito no certificado do MRC usado).
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Enquanto que o calculo do erro normalizado é feito por meio da seguinte

equacéo:
Xigp — X
EN = lab %4 (10)
/(Ulzab + Ules
Onde:

EN = erro normalizado;
Ui = incerteza expandida do resultado obtido experimentalmente;
Urer = incerteza associada ao MRC (descrita no certificado).

Este erro é empregado quando o laboratorio calcular a incerteza expandida do
seu resultado e ela ndo ficar dentro do intervalo Xia. £ Uiap; € para que o resultado
laboratorial seja considerado adequado, o valor calculado para o erro normalizado deve

ser menor ou igual a um (EN < 1,0).3

O ideal seria sempre utilizar um MRC para avaliar a exatiddo de um método
analitico, entretanto, o alto custo desses materiais e a diversidade limitada de matrizes e

analitos fazem com que seu uso fique restrito.!
» Comparacdo com um método de referéncia:

Quando esta técnica é a escolhida para determinar a exatiddo de um
procedimento analitico em desenvolvimento, um método de referéncia, ou seja, um
método ja validado (normalizado), que possui exatiddo, precisdo e nivel de incerteza
conhecidos, é empregado para analisar uma amostra, a qual também deve ser submetida
ao procedimento que se deseja validar. Entdo, os resultados obtidos em ambas as
analises sdo comparados, avaliando o grau de proximidade entre eles, isto é, o grau de

exatiddo do método em validagio em relacio ao de referéncia. %3

Além de utilizar as mesmas amostras, as analises precisam ser feitas em replicata
nos dois métodos, 0s quais sdo realizados separadamente e na faixa de concentracdes na

qual se pretende validar o método. %3

A comparacéo dos resultados fornecidos pelos dois métodos em estudo pode ser

feita por meio de vérias técnicas diferentes, como os testes de hipdtese, por exemplo,
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que iniciam com a aplicacio do Teste F seguida do emprego do teste t (Student).®*3 O
Teste F € a razdo das duas variancias (quadrado do desvio padrdo) e avalia se essas
grandezas séo estatisticamente iguais ou diferentes. Enquanto que o teste t (Student)
compara as médias dos resultados obtidos nos dois métodos, verificando se elas podem

ser consideradas estatisticamente iguais.?’

O Teste F é feito aplicando a seguinte equacéo:

variancia de maior valor

Fraie. = —— 11
cale. ™ pariancia de menor valor a1

Depois disso, o valor de F calculado é comparado com o tabelado, usando a

Figura 7.

Vi | W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20

161.4| 199.5| 2157 224.6 230.2 234.0| 236.8 238.9| 240.5| 241.9 2439 2459 248.0
18.51| 19.00| 19.16 19.25 19.30 19.33 19.35 19.37| 19.38| 19.40 19.41 19.43| 19.45
10.13| 9.552| 9.277 9.117 9.013 8.941| 8.887  8.845| 8.812| 8.786 8.745 8.703 8.660
7.700| 6.944 6591 6388 6.256 6.163 6.094  6.041| 5999 5064 50912 5858 5.803
6.608| 5.786  5.400 5.192 5.050 4.950 4.876 4.818| 4.772| 4.735 4.678 4.619| 4.558
5.987| 5.143| 4.757 4.534 4387 4.284 4.207| 4.147| 4.099 | 4.060 4.000 3.938| 3.874
5.501| 4.737 4.347 4.120 3972 3.866 3.787 3.726| 3.677 | 3.637 3.575 3.511| 3.445
5.318| 4.459| 4.066 3.838 3.687 3.581| 3.500| 3.438| 3.388| 3.347 3.284  3.218 3.150
5.117| 4.256  3.863 3.633 3.482 3.374 3.293| 3.230| 3.179| 3.137 3.073 3.006| 2.936
10 4.965| 4.103| 3.708 3.478 3.326 3.217  3.135| 3.072| 3.020| 2.978 2.913 2.845 2.774

11 4.844| 3.982| 3.587 3.357 3.204 3.095| 3.012| 2.948| 2.896  2.854 2.788 2.719| 2.646
12 4.747| 3.885| 3.490 3.259 3.106 2.996| 2.913| 2.849| 2.796 | 2.753 2.687 2.617| 2.544
13 4.667| 3.806| 3.411 3.179 3.025 2.915| 2.832| 2.767 | 2.714| 2.671 2.604 2.533| 2.459
14 4.600| 3.739| 3.344 3.112 2958 2.848| 2.764| 2.699 | 2.646  2.602 2.534 2.463| 2.388
15 4.543| 3.682| 3.287 3.056 2901 2.790| 2.707| 2.641 | 2.588  2.544 2.475 2.403| 2.328

16 4.494| 3.634| 3.239 3.007 2.852 2.741| 2.657| 2.591 | 2.538 | 2.494 2.425 2.352| 2.276
17 4.451| 3.592| 3.197 2965 2.810 2.699| 2.614 | 2.548 | 2.494| 2.450 2.381 2.308 2.230
18 4.414| 3.555| 3.160 2.928 2.773 2.661| 2.577| 2.510| 2.456 | 2.412 2.342 2.269| 2.191
19 4381 3.522| 3.127 2.895 2.740 2.628| 2.544| 2.477| 2.423| 2.378 2.308 2.234| 2.155
20 4.351| 3.493| 3.098 2.866 2.711 2.599| 2.514| 2.447| 2.393 | 2.348 2.278 2.203| 2.124

MO0 S O A B B —

vi = NGmero de graus de liberdade”™ do numerador;
v2 = NUmero de graus de liberdade”™ do denominador;
*Graus de liberdade =n — 1.

Figura 7. Valores tabelados de F para um nivel de confianca de 95% (P = 0,05).%’

O Teste t é feito em seguida, como um complemento ao Teste F, a fim de
assegurar que o método em processo de validagdo apresenta uma boa exatiddo. Quando
0 Teste F resulta em variancias consideradas estatisticamente iguais, o valor de t €

calculado de acordo com a seguinte equag&o:
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teale = (12)

Onde:

X1 = média das respostas obtidas pelo “método 17;
X2 = meédia das respostas obtidas pelo “método 2”;
n1 = nimero de replicatas lidas no “método 17;

n2 = nimero de replicatas lidas no “metodo 27;

_ [0y — Dsf + (np — Ds3]
Scomb = (ny+ ny— 2)

Apbs calcular o valor t, utiliza-se a Figura 8 para compara-lo com o valor de t

tabelado.
Valor de t para um intervalo de confianca de: | 90% 95% 98% 99%
Valor critico de |t] para P igual a: 0.10 0.05 0.02 0.01
Wimerc de graus de liberdade:®
1 6.31 12.71 31.82 63.66
2 2.92 4.30 6.96 0092
3 2.35 3.18 4.54 5.84
4 2.13 2.78 3.75 4,60
5 2.02 2.57 3.36 4.03
6 1.94 2.45 3.14 3.71
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.3 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 2.76 317
12 1.78 2.18 2.68 3.05
14 1.76 2.14 2.62 2.98
16 1.75 212 2.58 2.92
18 1.73 210 2.55 2.88
20 1.72 2.00 2.53 2.85
30 1.70 2.04 2.46 2.75
50 1.68 2.0 2.40 2.68
oo 1.64 1.96 2.33 2.58

*Ne graus de liberdade =ni+nz -2

Figura 8. Valores tabelados para t.?’
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Porém, essa técnica tem uma limitacdo, visto que nem sempre um método de

referéncia preexistente é encontrado, tornando-a inviavel.!!
» Ensaios de recuperacao:

Nestes procedimentos, amostras reais sdo fortificadas com quantidades
conhecidas do analito em, no minimo, trés concentracdes diferentes — baixa, média e
alta — da faixa de trabalho empregada no método em estudo. Entéo, elas sdo analisadas e
seus resultados sdo comparados com o0s obtidos nas analises da amostra ndo
fortificada.!**® Tal comparacdo ird informar a quantidade do analito recuperado no
processo em relacdo a real quantidade desta substdncia presente na amostra. A
recuperacéo é dada em porcentagem e seu célculo é feito através da seguinte equagéo:*3

Gy

~-C
L2 x100 (13)

Recuperacio (%) = c
3

Onde:
Cz1: concentragdo do analito na amostra fortificada;
Ca: concentracdo do analito na amostra néo fortificada;

Ca: concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.

Apesar de muito empregada, a técnica dos ensaios de recuperacdo tem um
pequeno empecilho o qual deve ser considerado durante sua execucdo. A intencdo da
fortificacdo da amostra é simular condicdes reais, sem interferir de maneira significativa
nas interacOes ja existentes na mesma. Entretanto, isto nem sempre é possivel, devido
ao fato de que a substdncia adicionada para fortificar a amostra ndo esta
necessariamente na mesma forma em que se encontra o analito, o que pode resultar em
avaliagbes erroneas acerca da recuperacdo.l®t3 Por exemplo, se os analitos
adicionados na fortificacdo estiverem em uma forma mais facilmente detectavel, o

resultado da recuperacéo sera considerado melhor do que realmente é.1913

Sendo assim, é importante tentar adicionar o menor volume possivel da solucéo

fortificante a fim de evitar interferéncias e alteragdo na matriz da amostra.

Outro ponto que precisa ser considerado nestes ensaios é o estabelecimento de
critérios de aceitacdo para recuperacdo, os quais sao disponibilizados pelas legislacdes
de cada éarea de atividades e, geralmente, estdo relacionados com a concentragdo.’® A



34

Tabela 2 apresenta os critérios sugeridos pela Associacdo dos Quimicos Analiticos

Oficiais (AOAC, sigla em inglés), publicados em 2016.

Tabela 2. Critérios de aceitacdo para recuperacéo.?

Analito (%) | Fracdo maéssica (C) Unidade Recuperacdo média (%)
100 1 100 % 98-102
10 101 10 % 98-102
1 1072 1% 97-103
0,1 1073 0,1% 95-105
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 90-107
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10°% 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 80-110
0,000001 108 10 ppb (ug/kg) 60-115
0,0000001 10° 1 ppb (ng/kg) 40-120

» Adicdo de padréo:

Nesta técnica, antes do procedimento de preparo da amostra, o analito é
adicionado em uma matriz da mesma, a qual jA& contém esta substancia em sua
composicdo, porém em uma concentracdo ainda indeterminada. Esta adigdo é feita com
quantidades conhecidas do analito e em diferentes niveis de concentracdo, sendo
geralmente adicionados 25, 50 e 100% da concentracdo esperada de analito na amostra.
Entdo, tanto a amostra pura quanto as que tiveram adicao de padréo sdo analisadas a fim

de relacionar as quantidades medidas com as adicionadas.°
» Comparac0es interlaboratoriais:

Neste método, a mesma amostra é analisada em laboratérios diferentes, sob
condi¢des operacionais predeterminadas, e 0s resultados obtidos sdo comparados.
Geralmente, para que estudos interlaboratoriais sejam validos, € necessario que pelo
menos oito laboratdrios estejam envolvidos com o desenvolvimento do método em
andlise. Todavia, caso seja impossivel alcancar este nimero de colaboradores, é aceito

fazer este procedimento com cinco participantes, que € o minimo absoluto.!
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Além da obrigatoriedade de unir um ndmero minimo de laboratorios, outro
impasse desta técnica é garantir a estabilidade tanto da amostra quanto do analito, ou
seja, € dificil assegurar que a concentracdo da substancia a ser medida permaneca a
mesma durante todo o periodo do ensaio interlaboratorial. Em virtude disto, quando a
exatiddao de um método a ser validado é determinada por estudos colaborativos, usa-se a
andlise da variéncia (realizada pelo Teste F, por exemplo), a qual ira indicar se ha
diferencas significativas entre os resultados obtidos pelos laboratérios envolvidos.!

2.5.6 PRECISAO

Este pardmetro representa o grau de concordancia entre os resultados obtidos
durante uma série de medic¢des independentes realizadas em amostragens maultiplas de
uma mesma amostra, preparadas conforme indicado no método analitico em estudo e

analisadas sob condic@es nele prescritas.14:2426

A maneira mais comum de expressar a precisdo numericamente é por meio de
medidas de imprecisdo, como desvio padrdo e coeficiente de variagdo, por exemplo.®
No caso do desvio padrdo, ha uma relacdo inversamente proporcional entre ele e a
precisdo, ou seja, um alto valor de desvio padrdo indica que a precisdo do método
analitico em questdo é baixa, e vice-versa.?® O coeficiente de variacdo (também
conhecido como desvio padrdo relativo), por sua vez, esta relacionado com a
concentracio do analito na amostra®, sendo geralmente expresso em porcentagem e

calculado através da seguinte equacao:

_ _(.bp (14)
CV = DPR = (CMD)X 100

Onde:

CV = coeficiente de variacao, em %;
DPR = desvio padrao relativo;

DP = desvio padréo;

CMD = concentracdo média determinada.
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O valor méximo aceitavel para o coeficiente de variagdo muda de acordo com o
método analitico e sua finalidade, com a concentracdo do analito na amostra e com o
tipo de matriz. Normalmente, o DPR de métodos empregados na quantificacdo de
compostos em macro gquantidades ndo pode passar de 2%, enquanto que 0s métodos
usados para andlise de tracos ou impurezas podem apresentar DPR de até 20%,

dependendo da complexidade da amostra.?

A fim de que a precisdo de um método seja determinada fidedignamente, é
preciso que o procedimento para avalid-la seja feito nas mesmas condigdes em que 0
método em questdo opera e usando materiais de teste andlogos as amostras que serao
analisadas rotineiramente pelo mesmo, 0s quais devem ser preparados conforme

descrito no método em anélise.?*2

Quando um método analitico esta em processo de validagdo em somente um
laboratério, o ideal é que a precisdo seja obtida por meio de analises feitas em replicata
de amostras preparadas independentemente de uma amostra de laboratério, de um
material de referéncia certificado (MRC) ou de um material de referéncia (MR), sob

condicdes operacionais normais de longo prazo.?®

A precisdo pode ser expressa através de trés maneiras diferentes — repetibilidade,
precisdo intermediaria ou reprodutibilidade!®'® — as quais serdo brevemente abordadas a

sequir.

2.5.6.1 REPETIBILIDADE

Expressar a precisdo na forma de repetibilidade significa que este parametro foi
avaliado por meio de um conjunto de medicGes as quais foram realizadas sob condicdes
idénticas, ou seja, somente um analista, trabalhado dentro de um laboratorio especifico,
foi responsavel por executar uma série de analises em uma mesma amostra usando o
mesmo método e empregando 0s mesmos equipamentos, reagentes e condicOes
operacionais, em um curto intervalo de tempo.%224 Em virtude destas caracteristicas, a

repetibilidade também é conhecida como precisdo intra-ensaios. 425

A repetibilidade € apresentada quantitativamente em termos da dispersdo dos
resultados e sua determinacgdo pode ser feita de diferentes maneiras, como, por exemplo,

através da analise de padrdes ou de materiais de referéncia ou, ainda, por meio da
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técnica de adicdo do analito ao branco da amostra, a qual deve ser feita em diversas
concentracdes dentro da faixa de trabalho em questdo. No entanto, independente do
procedimento adotado para determinar a repetibilidade, € importante que um ndmero
consideravel de medicGes seja efetuado, visto que quanto maior for o ndmero de
replicatas, melhor sera a avaliacdo da dispersdao do método. Além disso, quando poucas

repetices so feitas, torna-se dificil estabelecer um desvio padréo confiavel.t

Sendo assim, a ANVISA, bem como outros o6rgdos regulamentadores,
recomendam que a avalia¢do da repetibilidade seja feita por meio de, no minimo, nove
determinacg6es cobrindo o intervalo linear preestabelecido para o método em questao, ou
seja, usando trés niveis de concentracdo — baixo, médio e alto — e efetuando trés
medicBes em cada um deles. Outra maneira possivel de verificar a repetibilidade é
fazendo pelo menos seis determinacdes a 100% de uma Unica concentracdo de

teste 12;14;26

O INMETRO aconselha que os laboratérios se baseiem em orientacGes
normativas da legislacdo referente as suas respectivas areas de atuacao para estabelecer
critérios de aceitacdo para o desvio padrdo relativo obtido na avaliacdo da
repetibilidade.’® Geralmente, tais critérios sdo relacionados com a concentrago,
conforme mostrado na Tabela 3, disponibilizada pela AOAC.

Tabela 3. Critérios de aceitacdo para repetibilidade sugeridos pela AOAC.%

Analito (%) | Fracdo massica (C) Unidade Desvio padréo relativo (%)
100 1 100% 1,3
10 10 10% 1,9
1 107 1% 2,7
0,1 103 0,1% 3,7
0,01 104 100 ppm (mg/kg) 53
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 7.3
0,0001 106 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 15
0,000001 10°® 10 ppb (ug/kg) 21
0,0000001 107 1 ppb (ng/kg) 30
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2.5.6.2 PRECISAO INTERMEDIARIA

Esta medida indica a variabilidade dos resultados em um laboratério, visto que,
apesar de ser determinada de maneira semelhante a repetibilidade (usando os mesmos
niveis de concentracdo e 0 mesmo nimero minimo de determinagdes), sua avalia¢do é
feita mediante alguma alteracdo intralaboratorial, isto €, diversas analises de uma
mesma amostra sdo realizadas em um unico laboratério, empregando o mesmo
procedimento, mas ocorrendo em dias diferentes e executadas por analistas e/ou

equipamentos distintos.1%14

Normalmente, a precisdo intermediaria € fungdo do nivel de concentragdo do
ensaio e o ideal é que seja calculada somente depois de eliminar os resultados mais
discrepantes. As maneiras de determinar e controlar este parametro variam de acordo
com sua aplicacdo, bem como com o método de ensaio. Um exemplo €é aplicar um
gréafico de controle do desvio padrdo para replicatas de amostras e padrdes estaveis ao
longo do tempo; utiliza-se o desvio padrdo porque ele pode ser usado para calcular a

incerteza de medicdo, uma vez que é considerado a dispersdo mais realista do método.*3

Em virtude dessa significativa relevancia do desvio padrdo, recomenda-se
verificar se seu valor é substancialmente influenciado por alguma das diferentes

condigdes testadas durante a avaliagdo da precisdo intermediaria.t®

2.5.6.3 REPRODUTIBILIDADE

Também denominada preciséao interlaboratorial, a reprodutibilidade representa a
concordancia entre os resultados obtidos nas anélises de uma mesma amostra, feitas
pelo mesmo método, sob diferentes condi¢des de ensaio, ou seja, laboratoérios, analistas,
equipamentos e épocas diferentes.’'* Ela é geralmente empregada em estudos
colaborativos que tém a finalidade de padronizar métodos analiticos, e sua determinagéo

é dada a partir de, no minimo, sete medicdes da mesma amostra.2:14:26

Assim como no caso da repetibilidade, também se faz importante estabelecer
critérios de aceitagdo para o desvio padrdo relativo resultante na avaliacdo da
reprodutibilidade.'® Para exemplificar, a Tabela 4 apresenta os critérios sugeridos pela
AOAC.
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Tabela 4. Critérios de aceitagio para reprodutibilidade sugeridos pela AOAC.?

Analito (%) | Fracdo massica (C) Unidade Desvio padréo relativo (%)
100 1 100% 2
10 101 10% 3
1 102 1% 4
0,1 103 0,1% 6
0,01 104 100 ppm (mg/kg) 8
0,001 10 10 ppm (mg/kg) 11
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 16
0,00001 107 100 ppb (ng/kg) 22
0,000001 108 10 ppb (ng/kg) 32
0,0000001 10° 1 ppb (ng/kg) 45

2.5.7 ROBUSTEZ

A robustez de um método analitico avalia a capacidade que esse tem de ndo ser
afetado quando algumas de suas condi¢fes experimentais sofrem pequenas, mas
deliberadas, variacdes.'#4> Este pardmetro indica a confiabilidade na estabilidade do
método ao longo de uma aplicacdo de rotina e sua verificacdo é opcional, sendo
tipicamente realizada antes do processo de validacdo, isto é, durante a fase de

desenvolvimento do método, na etapa de otimizago.™

A determinacdo da robustez pode ser feita através de experimentos estatisticos,
como o planejamento de Plackett-Burman, por exemplo, o qual, além de avaliar este
parametro, também define o tipo de influéncia que cada uma das variacdes feitas nas
condicdes experimentais do método causou nos resultados finais.** Quando a robustez
de um método quantitativo esta sendo avaliada, os mesmos critérios empregados na
verificacdo da exatiddo sdo usados para analisar o impacto que as variagdes
condicionais tiveram nos resultados obtidos, enquanto que para o caso de métodos
qualitativos, a determinacdo da robustez é feita analisando se as alteragdes nas

condigdes operacionais interferiram significativamente na resposta analitica.42°
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Apesar de serem opcionais, o0s testes de robustez fornecem informacdes bastante
uteis a confiabilidade do método, visto que eles permitem identificar (e, se for o caso,
controlar) se h& algum fator especifico responsavel por causar consideraveis alteragdes
nos resultados de duas ou mais medicbes feitas sob condicdes diferentes — em
laboratdrios distintos, por exemplo. Alem disso, estes testes também podem estabelecer
quais agentes precisam ser melhor trabalhados para que a precisdo e a exatiddo do

método sejam aprimoradas.tt®

Os testes de robustez devem ser realizados fazendo uso de amostras em branco,
materiais de referéncia — certificados ou ndo —, amostras de composi¢do conhecida e
afins, e sdo feitos de acordo com o tipo de procedimento em estudo.?® A Tabela 5
apresenta alguns exemplos de técnicas juntamente com os principais fatores que podem

interferir substancialmente nos resultados por elas fornecidos.

Tabela 5. Diferentes técnicas analiticas e os respectivos fatores que devem ser

considerados na avaliacio da robustez.1%14

Estabilidade das solucdes analiticas

Preparo de amostras Tempo de extracdo

Compatibilidade de filtros

Espectrofotometria Variagédo do pH da solucéo

Diferentes lotes ou fabricantes de solventes

Variagdo do pH da fase movel

Variacdo na composi¢do da fase movel

Cromatografia liquida Fluxo da fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

Velocidade do gas de arraste

Cromatografia gasosa Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

As variacOes a serem testadas deverao ser

Outras técnicas analiticas avaliadas criteriosamente e seus resultados

deverdo ser devidamente apresentados.
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A robustez pode ser verificada variando uma condicdo por vez, mantendo as
demais inalteradas para que, dessa maneira, possa se analisar separadamente cada efeito
causado no resultado. Isto é chamado de teste de variavel Gnica e pode se tornar bastante
trabalhoso, uma vez que é provavel ser necessario avaliar um grande numero de efeitos.
Sendo assim, o ideal é realizar o teste de robustez fazendo variacbes em todas as

condicBes experimentais simultaneamente.?42

Um método analitico que permanece inalteravel, mesmo apos as variagdes feitas
em suas condicdes tipicas, € considerado robusto e, quanto maior for sua robustez,

maiores serdo as suas confiabilidade e precisdo.!%*3

3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DE UMA AMOSTRA CONTROLE

Tendo em vista que, até 0 momento, ndo h4 um MRC de benzeno disponivel no
mercado, um laboratorio terceiro analisou uma amostra desta matriz através do método
ASTM D5453 e enviou os resultados, juntamente com a amostra, para o local onde o

presente trabalho foi desenvolvido.

Conforme as informagdes recebidas, a amostra de benzeno foi lida em triplicata,
entdo a média (x), o desvio padrdo (s) e a variancia (s?) das trés medidas foram
calculados, pois estes dados sdo necessarios aos procedimentos de validacdo. Para
estabelecer o desvio padrdo, aplicou-se a equacdo 15 mostrada abaixo, e o resultado por

ela fornecido foi elevado ao quadrado para, desta forma, calcular o valor da variancia.

(15)

Onde:
Xi = valor individual de uma medicéo;
X = média aritmética das medigdes;

n = nimero de medicgoes.
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3.2 PROCESSO DE VALIDACAO DO METODO

O laboratério no qual esta monografia foi desenvolvida € acreditado pelo
INMETRO e, em virtude disso, o processo de validacdo do método ASTM D7039 para
determinagédo de enxofre em benzeno foi feito com base nos procedimentos descritos no
documento “Orientacdo sobre Validacdo de Métodos Analiticos: DOQ-CGCRE-008,
Reviséo 09 de 2020.

Os parametros analisados foram faixe linear de trabalho, limites de detecgédo e

quantificacdo, exatidao e preciséo.

Tendo em vista que o equipamento empregado para realizar os testes ja foi
especificamente desenvolvido para quantificar enxofre em diversas matrizes diferentes,
sendo impossivel detectar outros analitos que ndo sejam este ametal, a verificacdo da
seletividade (especificidade, neste caso) do método nao se fez necessaria. Além disso, a

robustez do método, por ser um parametro opcional, também néo foi avaliada.

3.2.1 FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A fim de avaliar a faixa linear de trabalho do método, uma curva de calibracédo
foi construida. Para isto, utilizaram-se solugdes padrdes de 0,5; 2,0; 3,5; 5,0 e 10 ppm
de enxofre, além do branco. Estas concentracdes foram obtidas a partir de um MRC
contendo 20 ppm de enxofre, o qual foi diluido em tolueno grau HPLC, o0 mesmo que

também foi usado como branco.

Apbs a leitura em triplicata de cada padréo, as médias dos sinais obtidos foram
relacionadas com suas respectivas concentragdes para, dessa maneira, plotar um grafico
da resposta analitica versus concentragdo, cuja equacdo da reta (1) permitiu determinar a

linearidade do método através do valor do coeficiente de correlagio linear — R?.

A sensibilidade também foi informada pela equacdo da reta, sendo ela
expressada pelo coeficiente angular (a). Porém, com o intuito de confirmar o valor
obtido, bem como definir a unidade da sensibilidade, a equacdo 2 (pg. 21) foi

empregada para calcular este parametro.

3.2.2 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados através das equagdes 3
e 6, respectivamente (pg. 24 e 27). No entanto, devido ao fato de que a leitura do branco
ndo gerou sinal, utilizou-se o desvio padrdo das medidas do menor nivel da curva

analitica, ou seja, 0,5 ppm, o qual foi lido 10 vezes.

3.2.3 EXATIDAO E PRECISAO

Para avaliar a exatiddo, uma andlise em replicata da amostra de benzeno foi feita
seguindo o procedimento descrito pela norma ASTM D7039 e os resultados foram
comparados aos fornecidos pelo método de referéncia. Para tal, fizeram-se nove
medicdes, das quais calcularam-se a média, o desvio padréo e a variancia das respostas
analiticas obtidas. Entdo, para fazer a comparacao destes valores com os referentes ao
método ASTM D5453, empregou-se um teste estatistico, o Teste F. Nao foi necessario

realizar o Teste t student e 0 motivo para isto sera apresentado no item 4.4.

Por fim, avaliou-se a precisdo, que foi expressa em termos do coeficiente de
variacdo — ou desvio padrdo relativo —, o qual foi calculado através da equacdo 14 (pg.

35) usando os valores obtidos nas analises da amostra pela norma ASTM D70309.

Em seguida, fez-se a verificacdo da repetibilidade do método. Para isto, o
mesmo analista (autora desta monografia), fazendo uso dos mesmos materiais, preparou
solucdes em trés diferentes niveis de concentracdo: baixo — 1,0 ppm; médio — 5,0 ppm;
alto — 10 ppm. Ent&o, cada uma foi analisada em triplicata, totalizando nove medicdes,
todas realizadas no mesmo dia e sob as mesmas condic¢des operacionais. A partir dos
resultados, calculou-se o DPR para cada nivel de concentracdo, avaliando, assim, a

precisdo para a faixa de trabalho em questao.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 VALORES DA AMOSTRA CONTROLE

Os resultados obtidos na analise da amostra de benzeno pelo método ASTM
D5453 estdo apresentados na Tabela 6, juntamente com a média, o desvio padrdo e a

variancia das medidas:



44

Tabela 6. Resultados da determinacdo do teor de enxofre em benzeno pelo método
ASTM D5453.

Teor de enxofre (ppm) Média (x) Desvio padréo (s) Variancia (s?)
0,16
0,16 0,16 ppm 5,77x10° ppm 3,33x10° ppm
0,15

Portanto, considerou-se que a amostra de benzeno empregada no

desenvolvimento deste trabalho continha 0,16 ppm de enxofre.

4.2 FAIXA LINEAR DE TRABALHO

Na Tabela 7 s&o mostradas as concentracGes usadas para construir a curva de
calibracdo e as médias dos sinais emitidos por elas durante a leitura no equipamento
Sindie 2622.

Tabela 7. Concentracfes da curva de calibracdo e suas respectivas respostas analiticas.

Solucdes padréo (ppm) Respostas analiticas (contagens por segundo)
Branco 0
0,5 73
2,0 171
3,5 312
50 507
10,0 949

A partir destes valores, a curva de calibragdo foi construida, sendo o eixo X
representante das concentracdes de enxofre e 0 eixo y referente aos sinais medidos nas

leituras dos padrdes:
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Curva de calibracdo para analise de benzeno pela ASTM D7039

y =94,90x + 3,167

1000
» R2= 0,996
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Figura 9. Curva de calibracdo para determinacéo de S em benzeno pela ASTM D7039.

A linearidade foi avaliada através do valor do coeficiente de correlagdo linear, o
qual resultou em 0,996, conforme pode ser observado na Figura 9. Sabe-se que, quanto
mais proximo a 1,0 for o valor de R?, melhor seré a linearidade do método, ou seja, a
resposta analitica acompanha a concentracdo do analito na amostra de maneira
proporcional e linear. Tendo em vista que o INMETRO ja considera suficiente um valor
de R? acima de 0,90, pode-se concluir que 0 método apresentou uma linearidade

satisfatoria.

Para calcular a sensibilidade, os valores apresentados na Tabela 7 foram usados
para determinar o Ay e o AXx, que resultaram em 949 contagens/s e 10 ppm,
respectivamente. Substituindo estes dados na equacdo 2 (pg. 21), obteve-se uma
sensibilidade igual a 94,9 constagens/s.ppm, valor este que pode ser confirmado através

da equagdo da reta mostrada na Figura 9, visto que o nimero que multiplica o “x”, ou

seja, o coeficiente angular, representa a sensibilidade do método.

43LDELQ

Conforme descrito anteriormente, a leitura do branco néo gerou sinal e, portanto,

ndo pbde ser usada para determinar os limites de deteccdo e quantificacdo do método.
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Entdo, a solucdo padréo de 0,5 ppm de enxofre, por ser o menor nivel de concentracao
da faixa de trabalho, foi lida 10 vezes e o desvio padrdo dessas medicoes (s = 1,52 ppm)
foi aplicado nas equagbes 3 e 6 para estabelecer o LD e o LQ, respectivamente. Com

isso, os valores calculados foram os seguintes:
LD = 0,05 ppm de enxofre

LQ = 0,16 ppm de enxofre

4.4 EXATIDAO E PRECISAO

Os resultados das nove leituras da amostra de referéncia de benzeno pela ASTM
D7039 usando o equipamento SINDIE 2622 estdo apresentados na Tabela 8, onde

também constam a média, o desvio padrdo e a variancia das medidas.

Tabela 8. Resultados da analise de benzeno pela ASTM D7039.

Teor de enxofre (ppm) Média (x) Desvio padréo (s) Variancia (s%)

0,15

0,15

0,18

0,16

0,15 0,16 ppm 0,01 ppm 1,44x10™ ppm

0,18

0,17

0,16

0,16

A partir disso, realizou-se o Teste F, onde a variancia mostrada na Tabela 8
(1,44x10* ppm), por ter sido numericamente maior, foi dividida pela apresentada na
Tabela 6 (3,33x10° ppm), resultando em um valor de F calculado igual a 4,32.

O numero de graus de liberdade, dado por “n-1”, do numerador é 8 — pois
corresponde a leitura da amostra pela ASTM D7039, onde foram feitas 9 medicdes —,

enguanto que o denominador, representado pela analise em triplicata do benzeno pela
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ASTM D5453, tem grau de liberdade igual a 2. De acordo com as informacdes da

Figura 7, o F tabelado para estas condicdes € igual a 19,37.

O fato de F calculado apresentar um valor inferior ao de F tabelado significa que
as variancias analisadas podem ser consideradas estatisticamente iguais.?” Além disso,
sabendo que a precisdo de um método analitico é definida com base em valores de
desvio padrdo e variancia, o Teste F também fornece informacfes a respeito deste
pardmetro. O resultado obtido neste trabalho indica que ndo ha diferenca significativa
entre a precisdo do metodo proposto e a do considerado como referéncia.

Conforme o documento do INMETRO - Orientagdo sobre Validacdo de
Métodos Analiticos: DOQ-CGCRE-008 —, apds a realizacdo do Teste F, faz-se o Teste t
(Student) como um complemento.'® Todavia, tendo em vista que o Teste t compara as
médias obtidas pelos dois métodos envolvidos no estudo, nao foi preciso aplica-lo neste
trabalho, pois a média resultante das leituras da amostra pela norma ASTM D7039 foi
igual & obtida nas medicOes feitas de acordo com o método de referéncia — ASTM
D5453 (0,16 ppm).

Sendo assim, estes dados sugerem que o método em processo de validacdo
apresentou uma exatidao aceitavel. Entretanto, ao observar os valores do LQ e das
leituras do benzeno pela ASTM D7039 usando o Sindie 2622, percebe-se que algumas
medidas da amostra foram inferiores ao LQ. Em virtude disso, seria adequado fazer
mais testes para complementar o processo de validacdo e verificar se realmente o
método proposto apresenta uma exatiddo aceitavel. Ensaios de recuperacdo e a técnica

de adigéo padréo sdo boas alternativas a serem consideradas futuramente.

Para a verificacdo da precisdo, primeiramente estipulou-se o desvio padrdo
relativo das nove medidas, que foi igual a 6,25%. A seguir, avaliou-se a repetibilidade,
cujos resultados sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Verificacdo da repetibilidade do método.

Concentracdo | 12 leitura | 22 leitura | 32 leitura
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) Meédia DP DPR (%)
1,0 1,09 1,21 1,16 1,15 0,06 5,24
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5,0

5,13

5,37

5,08

5,19

0,16

2,99

10,0

10,24

10,26

10,43

10,31

0,10

1,01

De acordo com as informacgbes da Tabela 3 (pg. 37), amostras contendo até 1
ppm do analito podem apresentar um desvio padrdo relativo de, no maximo, 11%.
Sendo assim, os DPR obtidos para os trés niveis de concentracdo empregados na
avaliacdo da repetibilidade estdo dentro do tolerado, indicando que a precisdo do
método proposto € aceitavel. No entanto, ao comparar os valores de DPR mostrados na
Tabela 9, é possivel notar que o método se mostrou mais preciso durante a quantificacdo

de concentragdes de enxofre mais altas do que a faixa esperada para a matriz estudada.

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos através das avaliagcbes dos parametros de
validacgdo testados, é possivel concluir que o método ASTM D7039, quando aplicado
utilizando o equipamento Sindie 2622, se mostrou capaz de quantificar enxofre em
amostras de benzeno. Sendo assim, o método proposto pode ser considerado uma
alternativa promissora para resolver as desvantagens e limitacGes apresentadas por um
dos métodos usados atualmente, 0 ASTM D5453, pois, além de atender a faixa de
concentracdo descrita na legislacdo para o controle desse contaminante no petroquimico
em questdo, também apresenta um baixo custo e, ainda, permite a analise da amostra
sem a necessidade do preparo da mesma, exigindo a minima manipulacdo do analista

durante o ensaio.

No entanto, a fim de aprimorar o processo de validacdo, ainda se faz necessario
um estudo mais abrangente acerca da avaliacdo de alguns pardmetros; um teste de
adicdo padrdo ou ensaios de recuperacdo sao alguns exemplos de técnicas que podem
complementar a validagdo do método proposto. Além disso, é importante verificar sua

aplicabilidade associada a analise de uma ampla variedade de amostras.
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