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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e validagio de metodologia analitica para determinar
a concentracao de fluoreto em 4agua empregada para a preparacido de solugdes de didlise, por
meio de potenciometria com eletrodo ion seletivo. Os pardmetros de validagdo investigados foram:
seletividade, homoscedasticidade, linearidade, limite de detecgéo, limite de quantificagdo, veracidade
de medi¢do e precisio. As condicbes otimizadas de andlise foram: tampiao HOAc/-OAc/NaCl/
CDTA (pH = 5,0 + 0,1), na propor¢do 10:1 (amostra/tampio); concentragdes das solu¢des-padrio
da curva analitica: 0,05 a 0,80 mg/L. O método avaliado exibiu pardmetros de valida¢do adequados
com limites de detec¢do e de quantificacdo, respectivamente, de 0,020 e 0,050 mg/L. Ademais,
foi também desenvolvida e validada uma planilha eletronica para efetuar o monitoramento da
qualidade da curva analitica do método que calcula o limite de decisdo para 0,20 mg/L.

Palavras-chave. fluoreto, agua, didlise, potenciometria, eletrodo ion seletivo, validagdo de método.

ABSTRACT

This paper describes the development and validation of an analytical methodology for determining
the concentration of fluoride in water used for the preparation of dialysis solutions, by means
of potentiometry with ion selective electrode. The investigated validation parameters were:
selectivity, homoscedasticity, linearity, limit of detection, limit of quantification, reliability of
measurement and precision. The optimized conditions of analysis were: HOAc/-OAc/NaCl/CDTA
buffer (pH = 5.0 £ 0.1), in ratio of 10:1 (sample/buffer); concentrations of the standard solutions
in the analytical curve: 0.05-0.80 mg/L. The evaluated method exhibited suitable validation
parameters with detection and quantification limits equal to 0.020 and 0.050 mg/L, respectively.
Also, an electronic spreadsheet was developed and validated for monitoring the quality of analytical
curve of the methodology that calculates the decision limit to 0.20 mg/L.
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INTRODUCAO

Em termos de Saude Publica, ¢ comum
inicialmente associar o fltor (ou fluoreto, seu
respectivo anion) a sua a¢do benéfica no controle
da progressao da cdrie dentaria, principalmente
através do seu uso sistémico em aguas destinadas
ao consumo humano (fluoretagdo) e do seu uso
topico em dentifricios’. Em um segundo momento,
passa-se a considerar a ocorréncia da fluorose
dentdria e, em casos mais graves, da fluorose
Ossea, ambos em virtude da ingestdo excessiva
de fluoreto. Esta ingestdo excessiva pode ocorrer
pela exposicao ao ar (como em certas provincias
da China, nas quais o cozimento e a cura de
alimentos sao feitas através da queima de carvao
rico em fluoretos), pelo consumo de alguns
alimentos (como as folhas de cha comprimidas
em blocos, o popular “bricktea” na Asia), ou
mesmo pela agua (como no Quénia, onde a
concentragdo de fluoreto em alguns lagos
pode ser extremamente alta, chegando a
atingir 2800 mg/L). Até o presente, ndo ha
nenhuma evidéncia consistente correlacionando
o consumo de agua fluoretada com morbidade
ou mortalidade devido a ocorréncia de cancer?.

Desta forma, além de se encontrar
na literatura estudos lidando com a presenca
de fluoreto em daguas®, também encontram-se
trabalhos envolvendo a presenca de fluoreto em
alimentos®® e fluoreto como contaminante no
meio-ambiente, oriundo das industrias de
fertilizantes, cerdmicas, vidrarias e adesivos,
além da industria metaldrgica (ago, cobre e
niquel)’. No papel de contaminante, é preciso
considerar que, além dos impactos sobre a agua
e os alimentos, o fluoreto pode atuar
dramaticamente no ecossistema, interferindo
no ciclo de nutrientes ambientais através de
reagdes com carbono organico, aluminio e ferro,
por exemplo®. Com relagdo a fluorose, Fewtrell
et al’> procuraram inclusive estimar a Carga
Global de Doenga (a Global Burden of Disease,
da Organizagdo Mundial da Satde) em virtude
do fluoreto naturalmente presente em aguas
destinadas ao consumo humano em vérias
regides do planeta.

Assim, torna-se evidente que a eficacia da
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acdo benéfica do flior com relacio a satde
bucal fica condicionada a uma quantidade
o6tima de ingestdo: acima desta quantidade
existe o risco de fluorose, abaixo ocorreria
perda da eficacia na reducdo da carie dentaria
- no Estado de Sao Paulo, por exemplo,
0,7 mg/L é considerada a concentragdo ideal
em aguas destinadas ao consumo humano,
sendo consideradas dentro do padrio de
potabilidade as que apresentarem concentragao
na faixa 0,6 a 0,8 mg/L". Em termos ambientais,
no entanto, o fluoreto ¢ avaliado somente com
relagdo aos seus efeitos toxicologicos.

A este quadro geral da relagdo entre
fluoreto e Satide Publica, pode-se ainda adicionar
um outro aspecto que, embora especifico,
também é muito importante: a sua indesejavel
presenca em aguas destinadas ao preparo de
solucbes de didlise. No Brasil, por exemplo,
a legislagdo em vigor estabelece um valor
maximo permitido (VMP) igual a 0,2 mg/L
para aguas de Servicos de Didlise'. Este VMP
relativamente baixo ¢ justificado pela exposi¢ao
acentuada a que estdo sujeitos os pacientes
com insuficiéncia renal cronica, quando sao
submetidos a hemodidlise (HD) - nesta situacio,
o volume de agua em contato com o paciente
pode variar ente 375 e 700 litros por semana'.
Uma comparagio entre dois casos de intoxicagao
descritos na literatura, um relacionado ao
consumo comum de dagua (como bebida) e
outro relacionado ao uso em HD, ressalta a
importancia do baixo VMP para Servicos de
Didlise: (i) em 1980, uma intoxicagdo severa por
fluoreto ocorreu numa feira agricola realizada
em uma escola no Estado de Vermont (EUA),
provocada pela ingestdo de agua com teor de
fluoreto em torno de 1000 mg/L - este elevado
teor, provocado pela operacao inadequada de
um equipamento rudimentar de fluoretagio,
afetou 22 pessoas, causando nauseas e, em casos
mais graves, vOmitos'; (ii) em 1993 (Illinois,
EUA), um teor de aproximadamente 20 mg/L
na agua para a preparacao da solugdo de dialise
induziu em varios pacientes sintomas como
prurido, ndusea, dores de cabega, dores no peito
e nas costas, ocorrendo ainda 3 mortes por
ataque cardiaco - neste caso, a contaminag¢do da
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agua foi devido a falhas na manutencao do
sistema de purificagdo'. Outro caso notdério em
HD ¢ o ocorrido em 1980 em Maryland (EUA):
um excesso de flior na agua causou sérias
complicacdes em 8 pacientes, resultando em um
6bito'?. Obviamente que a preocupagdo com a
qualidade da agua para didlise ndo se restringe
somente ao controle da presenca de fluoreto,
mas também a uma variedade de contaminantes
quimicos e bacteriolégicos que podem ser
transferidos aos pacientes seja durante as sessdes
de HD"', seja no transcurso da dialise
peritoneal - o “Programa de Monitoramento
da Agua Tratada para Hemodidlise do Estado
de Sao Paulo” reflete esta preocupacgio'®?.

Do exposto até aqui, pode-se inicialmente
prever duas abordagens na determinagdo da
concentra¢ao de fluoreto em amostras de aguas:
uma voltada para concentragdes mais altas, como
aquelas esperadas em aguas de abastecimento
publico no Estado de Sao Paulo, e outra voltada
para concentragdes mais baixas, como aquelas
esperadas em aguas para preparagdo de solugdes
de dialise.

Entre os métodos disponiveis para a
determinagdo de fluoreto em concentragdes
mais altas, o método colorimétrico (denominado
SPADNS devido ao uso do acido 4,5-di-hidréxi-
3-parasulfofenilazo-2,7-naftaleno-di-sulfonico),
e o método potenciométrico com eletrodo ion
seletivo (método ISE) sio os mais utilizados'®".
Algumas caracteristicas deste segundo método,
quando comparadas ao primeiro, tornaram a
sua aplicagdo bastante geral, seja em amostras de
aguas, de alimentos ou em estudos ambientais:
(i) a simples adicao de uma solu¢ao-tampao
adequada (o tampao TISAB, acréonimo de Total
Ionic Strenght Adjustment Buffer) a uma aliquota
da amostra, torna o método ISE livre da maioria
dos interferentes, ponto critico no método
SPADNS; (ii) amostras coloridas ou turvas devem
ser destiladas antes de serem analisadas por
SPADNS - esta operacdo é desnecessaria no
método ISE; (iii) O método SPADNS, para ser
aplicado, exige a auséncia de cloro residual livre
(CRL) na amostra de dgua, o que nao ¢é necessario
no método ISE. Este fato é muito importante se
considerarmos que a agua para consumo humano

deve conter, no minimo, 0,2 mg/L de CRL em
toda extensio do sistema de distribuicdo
(reservatorio e rede), de acordo com a Portaria
2914 do Ministério da Satde®; em adigdo,
se a agua tratada utilizada na preparacio de
solugdo para  didlise originar-se de fonte
alternativa, a concentracio de CRL devera ser
maior que 0,5 mg/L, conforme especifica a
Resolugao RDC 11, de 13/03/2014"". Para eliminar
a interferéncia do CRL, o método SPADNS utiliza
o toxico arsenito de sodio.

A principio, esta compara¢do poderia
sugerir que a escolha natural entre os dois
métodos para analisar agua a ser usada em dialise
deveria ser pelo método ISE. Porém, ha que se
considerar a capacidade de cada método em
determinar fluoreto em baixas concentragdes.
Por exemplo: o Standards Methods for
Examination of Waterand Wastewater informa
que uma curva linear de calibragdo no método
SPADNS pode ser construida no intervalo entre
0 (zero) e 1,4 mg/L, enquanto curvas lineares
de calibragdo no método ISE podem ser
construidas somente a partir de 0,1 mg/L".
Este comportamento ndo linear (ou “nao
nernstiano”) do eletrodo ion seletivo para fluoreto
a baixas concentragdes ja tinha sido constatado
em 1966, quando Frant e Ross publicaram o
primeiro artigo descrevendo a sua construcao,
funcionamento e aplicagdo?’. Esta perda de
linearidade tem sido atribuida a contaminagio
dos reagentes das solugOes-tampdo utilizadas
e a variacdo na solubilidade (baixa) do cristal
de LaF, dopado com Eu** (a membrana solida
que constitui o sensor do eletrodo ion seletivo):
o citrato, por exemplo, poderia complexar com a
membrana cristalina, aumentando a solubilidade
do LaF3; 0 acetato, por sua vez, nao somente
complexaria como também poderia participar
de uma reagdo de troca iOnica ndo reversivel
com a membrana, o que resultaria na associagdo
definitiva acetato-membrana, caracterizando um
envenenamento gradual e progressivo do eletrodo,
comprometendo sua veracidade de medigdo e
precisao®?*.

No intuito de se melhorar as caracteristicas
da membrana e a performance do método ISE
para determinagdo de fluoreto, o que inclui
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estender a faixa de linearidade da curva
de calibragdo a concentracbes mais baixas,
muitos estudos podem ser encontrados na
literatura, dentre os quais pode-se citar algumas
abordagens: (i) em 1971, Baumann® mostrou
que a presenca de agentes complexantes de F
(como Zr*, Th* e La*) poderia estender
a resposta nernstiana até 10° mol/L
(aproximadamente 0,02 pg/L); contudo, esta
capacidade do eletrodo em reconhecer fluoreto
em baixissimas concentragbes ndo foi utilizada
na determinacdo de fluoreto em amostras;
(ii) a importancia da solugdo-tampao na
determinacgdo de fluoreto é reconhecida desde a
década de 1970: em 1977, Kauranen® estudou
a influéncia da composicio em 17 tampoes e,
em 1981, Nicholson e Duff*® fizeram estudo
semelhante, envolvendo outros 11 tampdes;
posteriormente, foram investigadas composi¢des
solugdes-tampao especificas para a andlise de
fluoreto em baixas concentragdes®*, incluindo a
andlise em aguas para didlise”; (iii) em 2011,
pesquisadores da darea de  Odontologia,
preocupados com a padronizacio de métodos
para a analise de fluoreto em amostras bioldgicas
e nao-bioldgicas, publicaram um artigo sugerindo
protocolos padronizados para minimizar as
diferencas  observadas em um  estudo
interlaboratorial®, recomendando que acima de
0,0105 pmol/g (aproximadamente 0,2 mg/g de
amostra) a regressdo linear da curva de calibragao
fosse utilizada, enquanto que abaixo deste valor
a corre¢do de branco ou a regressdo polinomial
seriam os procedimentos mais adequados.

Neste contexto, este artigo descreve o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia
analitica para a determina¢do da concentragdo
de fluoreto em 4gua usada para a preparagao
de solugdes de didlise, através do estudo
do comportamento eletroquimico deste &nion
em solucdbes aquosas (baixas concentragdes),
por potenciometria com eletrodo ion seletivo
utilizando calibragao externa de modo a produzir
a melhor precisdo no valor do VMP (0,2 mg/L).
Em adigdo, é brevemente descrita uma planilha
eletronica construida em software Excel 2010°
para o controle da qualidade da curva analitica
do método.
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MATERIAL E METODOS

Materiais e reagentes

A agua usada nas preparagdes foi
previamente destilada e desionizada. Todos os
reagentes utilizados eram de grau analitico
(marcas Merck®, Synth® e Vetec®). Solugdo-padréo
de fluoreto foi preparada em agua destilada
e desionizada a partir de NaF anidro, marca
Merck® com pureza 99 % (minimo), previamente
seco em estufa a 105 °C por 2 horas. Para o
estudo da interferéncia de ions hidroxila, trés
solugbes tampdo de acetato (TISAB 1II) de
pHs diferentes foram preparadas segundo
o Standard Methods for the Examination of
Waterand Wastewater", com o pH final sendo
ajustado para os valores 4,50, 5,00 e 5,50,
e trés solugdoes tampao de citrato (TISAB III)
de pHs diferentes foram preparadas segundo
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz',
com o pH final sendo ajustado para os valores
5,00, 5,50 e 6,00. Para o estudo da interferéncia
dos ions AP** e Fe¥, foram utilizadas solu¢des
padrao 1002 + 5 mg/L (Inorganic Ventures) de
cada um dos ions e, para efeito de comparacio,
uma solu¢do tampdo semelhante ao TISAB II
foi preparada, mas sem a presenca do acido
1,2-ciclohexileno-dinitrilo-tetracético (CDTA),
sendo designada como TISAB II SEM CDTA.
Na avaliagio da veracidade da medicdo e
da precisdo, foram usados dois materiais de
referéncia certificados (MRC) da Environment
Canada: (i) ONTARIO-99, lote 1109, amostra de
agua de lago, valor declarado igual a 0,63 mg/L
com limite para medida individual (20) igual
a 0,09 mg/L; e (ii) MISSIPPI-03, lote 1010, amostra
de agua de rio, valor declarado igual a 0,15 mg/L
e 20 igual a 0,04 mg/L.

Procedimentos

Nas medidas de potencial utilizou-se um
eletrodo ifon-seletivo, marca Digimed® modelo
DMI-FL2, acoplado a um potencidmetro marca
Orion modelo 370. Em uma andlise tipica:
a 50 mL da solu¢ao-teste (padrdo ou amostra)
sao adicionados 5 mL de solugio tampio
(proporgao 10:1); o eletrodo ion seletivo ¢ inserido
na solu¢do mantida sob agitacdo, seguindo-se
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a medida do potencial apds a sua estabilizagio.
A anilise estatistica dos dados foi realizada nos
softwares Excel 2010° e OriginPro 9.0°.

Valida¢ao do método

A validagdo foi conduzida seguindo
documento orientativo da Coordenacdao Geral de
Acreditagdo do Instituto Nacional Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO)%, normas
ISO*32 e recomendagdes da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)®.
Os parametros de validag¢ao investigados foram:
seletividade, homoscedasticidade, linearidade,
limite de detecgdo (LD), limite de quantificagdo
(LQ), veracidade de medicao e precisao.

Planilha eletronica para controle da qualidade
da curva analitica
A planilha foi construida em software

Microsoft  Excel 2010°, conforme descrito
anteriormente®*”, com  equagdes  baseadas
nas normas ISO 11095, ISO 11843-2* e

ISO 8466-1°, e em recomendagoes IUPAC*.
Os calculos efetuados pela planilha foram
validados através da comparagdo dos resultados
gerados com aqueles resultantes do processamento
manual dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seletividade: efeito da solu¢ao tampao e do pH
Em concentragoes mais altas de fluoreto,
o desempenho do eletrodo ion seletivo geralmente
nido depende do pH na faixa entre 4 e 9, mas
em concentra¢cdes mais baixas Moritz e Miiller’”
mostraram que o LD pode ser fortemente
influenciado quando o pH ¢ variado de 4 a 8.
Assim, tendo como objetivo a determinagdo da
faixa linear para a construgdo da curva analitica,
experimentos foram realizados de modo a avaliar
o impacto de variagdes de pH nos potenciais do
eletrodo em solucdes de diferentes concentragdes
de fluoreto. Para tanto, usaram-se duas solugdes
tampao comumente utilizadas na analise de aguas.
A Figura 1A exibe medidas de potencial
obtidas em solu¢does aquosas de fluoreto no
intervalo de concentragdes entre 0,05 e 1,5 mg/L,
usando-se duas solugdes tampao (TISAB II e

TISAB III), cada solu¢ao tampao ajustada a trés
pHs diferentes (cada ponto no grafico representa
a média de ensaios realizados em triplicata).
Dois fatos podem ser observados nesta figura:
(i) os potenciais obtidos com o uso do tampao
TISAB III sdo sistematicamente menores que os
observados para o TISAB II na regido de
menores concentragoes e (ii) o TISAB II mantém
0 comportamento nernstiano a concentragoes
menores quando comparado ao TISAB IIL
Este segundo fato ¢é mais evidente quando
se comparam as Figuras 1B e 1C: enquanto
a Figura 1B sugere que, no caso do TISAB II,
o comportamento nernstiano possa ser estendido
até 0,050 mg/L independentemente do pH, a
Figura 1C indica que, para o TISAB III,
existe uma dependéncia maior em funcdo
do pH: o comportamento nernstiano pode ser
assumido acima de 0,10 mg/L em pH = 5,0, e
acima de 0,20 mg/L em pH = 6,0. A Figura 1D
compara os potenciais obtidos com o uso das duas
solugdes tampdo no mesmo pH (5,0) - neste caso,
observa-se que a composi¢do do tampao também
influencia a faixa de trabalho: a Figura sugere
que esta faixa pode se iniciar em 0,05 mg/L no caso
do TISABII, e em 0,10 mg/L no caso do TISAB III.

Assim, as Figuras 1A-D sugerem que
a melhor condi¢do para tamponamento das
solugdes de fluoreto seria o uso de TISAB II em
pH = 4,5. Contudo, deve ser considerado que
a medida que o pH ¢ abaixado, o valor se
aproxima do pKa do acido fluoridrico (igual a
3,2), aumentando a fragdo de fluoreto na forma
nao dissociada. Desta forma, para a continuidade
do trabalho optou-se pelo uso de TISAB II em
pH = 50 + 0,1 na propor¢io 10:1 (amostra:
tampao). Este tampao é comumente usado na faixa
de pH entre 5,0 e 5,5 na proporgdo 1:1%.

Seletividade: efeito de ions interferentes (Fe*
e AI*)

Além da influéncia dos ions OH sobre
o potencial do eletrodo ion seletivo de fluoreto
(mantida sob controle através do tamponamento
da solugdo em pH adequado), os principais
interferentes na determinagdo de fluoreto
em amostras de daguas sdo os fons Fe’* e Al
No caso de concentracdes mais elevadas, como
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Figura 1. Influéncia da solu¢do tampio e do pH nos potenciais do eletrodo ion seletivo de fluoreto em solugdes contendo

diferentes concentrag¢des de fluoreto

aquelas esperadas nas aguas de abastecimento
publico do Estado de Sao Paulo, essas interferéncias
ja sao bem estabelecidas: 200 mg/L de Fe’*
causam um erro negativo de 0,1 mg/L na
concentragao de fluoreto igual 1 mg/L, e 3,0 mg/L
de AP’* causam um erro de mesma magnitude e
direcdo, com o uso do TISAB II na proporg¢io
1:1”. Tendo em vista que o VMP para aguas
de Servigos de Dialise é igual a 0,2 mg/L, e que
a proporg¢ao do TISAB II foi alterada assim como
a faixa de pH foi restringida em relagdo
ao comumente usado, estudou-se a influéncia dos
dois ions (separadamente) sobre o potencial
desenvolvido no eletrodo em uma solugdo
tamponada com TISAB II em pH = 5,0 (proporgao
10:1) contendo 0,20 mg/L, de modo a estimar
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o impacto sobre uma possivel tomada de decisao
entre conforme e nao conforme.

A Figura 2A apresenta a variagdo dos
potenciais do eletrodo em fun¢do do aumento
da concentragdo de Fe** em duas solugdes
contendo 0,20 mg/L. Cada uma dessas solugdes
foi tamponada com duas solugdes diferentes
(TISAB II e TISAB II SEM CDTA), ambas no
mesmo pH (50 + 0,1) e na mesma propor¢ao
(10:1). Pode ser observado que na auséncia de
CDTA, o potencial aumenta continuamente o seu
valor, enquanto que em sua presenga o potencial
tem um discreto aumento até aproximadamente
60 mg/L de Fe’*; a partir desta concentragio, o
potencial aumenta a uma taxa similar a obtida
com o TISAB II SEM CDTA. De fato, as
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concentracbes de fluoreto, estimadas através
de curvas analiticas construidas no decorrer
dos ensaios, diminuiram de 0,203 + 0,014 mg/L
(0 mg/L de Fe’*) para 0,176 = 0,012 (90 mg/L
de Fe’"), com um valor igual a 0,195 + 0,014 mg/L
na presenca de 60 mg/L de Fe*. Nas condigoes
em que os ensaios foram realizados, a quantidade
calculada de CDTA disponivel permitiria a
complexagdo de 56 mg/L de Fe’, o que ¢é
consistente com a mudanca de taxa de aumento
de potencial observada em torno de 60 mg/L.
O teste t Student (a = 0,05) mostrou que as
médias das concentragdes na auséncia de Fe** e na
presenca de 60 mg/L ndo apresentavam diferenca
significativa (P = 0,062). Desta forma, conclui-se
que o sistema TISAB II em pH = 50 + 0,1
(proporgao 10:1) é capaz de limitar interferéncia
significativa de até 60 mg/L de Fe’; a partir desta
concentragao, pode ser previsto um erro negativo
de magnitude continuamente crescente em
funcdo do aumento da concentracio de Fe’*.
Registre-se aqui que a Resolugdo RDC 11 de
13/03/2014" néo especifica VMP para este ion.

No caso do AP, a solugdo TISAB II
(pH = 5,0 £ 0,1, propor¢do 10:1) ndo é capaz
de limitar a sua interferéncia, como pode ser
observado pela curva crescente de potencial

em fun¢do do aumento da concentragio de Al**
(Figura 2B, linha continua). Para comparagio,
os ensaios foram repetidos com o uso da
solugao TISAB III (pH = 6,0, propor¢ao 10:1)
e os resultados mostraram uma alta tolerancia
a presenca de AI’* sem mudanga significativa
de potencial (Figura 2B, linha tracejada).
A partir de curvas analiticas construidas no
decorrer dos ensaios, estimou-se que a presenca
de 1,6 mg/L de AP’* causa um erro de -10%
na concentragdo 0,20 mg/L de F. Este valor
(1,6 mg/L) é 160 vezes maior que o VMP
estabelecido  pela  Resoluggo RDC  11'.
Da mesma forma, foram estimadas as
concentragbes de F antes e apds a primeira
adicdo (auséncia de A" e presenca de 0,18 mg/L
de Al*, respectivamente) - neste caso, o teste
t Student entre as médias (a = 0,05), ndo indicou
diferenca significativa (P = 0,058). Desta forma,
embora o TISAB II (pH = 5,0 £ 0,1 propor¢ao
10:1) ndo tenha se revelado capaz de limitar
a interferéncia do AI**, resolveu-se continuar
o desenvolvimento do método com este tampao
em vista de seu potencial em produzir curvas
de calibragéo lineares a concentra¢oes mais baixas
- a interferéncia da presenca de até 0,18 mg/L
de AI** foi considerada nao significativa.

—e—TISAB II, pH = 5,0 —e—TISAB II, pH = 5,0
180-| - a- TISAB Il sem CDTA, pH = 5,0 - o- TISAB III, pH = 6,0 __e 180
/.
A /o/.
— /7 /. —~~
S 178 1 A ‘ B o-o® - 178 >
S A «® c
= ’ .- =
= A "’ K
‘O .7 o
c 176 - LA o o L 176 €
@ 2
"6 ’ A ./ '/ o
£ o e o
174 4 A A - 174
- —_———g—© _ -0- B~ _g_ -0- -0
, A /. e p-O0~g-0-0~g-g-0-0-7 e
yp——@ /I
172 p T T T T T T T T 3 T T T T T 172

T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Fe® (mg/L)

T T
0,0 05 1,0 1,5 20 25 30 35 4,0
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Figura 2. Influéncia da presenca de Fe** (A) e AI** (B) no potencial do eletrodo ion seletivo de fluoreto em uma solugao contendo
0,20 mg™/L. Cada ponto nos graficos representa a média de potenciais obtidos de ensaios realizados em triplicata
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Homoscedasticidade dos sinais analiticos das
solu¢des padrao da curva analitica

Considerando que a curva analitica
adequada para a determinacio de fluoreto
em aguas para didlise deve promover a melhor
precisio na concentragdo correspondente ao
VMP, e que os potenciais sdao grafados em fungao
do logaritmo da concentragdo, planejou-se
inicialmente uma curva analitica cuja posicdo
central em termos logaritmicos correspondesse a
0,20 mg/L. Assim, as concentragdes escolhidas
foram 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, e 0,80 mg/L.
A Figura 3A exibe os histogramas dos potenciais
obtidos para 25 solu¢bes de cada uma dessas
concentragdes, enquanto as Figuras 3B-F
apresentam cada um desses histogramas em
particular. Nesses histogramas podemos observar
que os valores p calculados pelo teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov sdo maiores
que um nivel de significancia igual a 0,05 - isso

implica que, nesse nivel de significancia, os
sinais analiticos das 5 solugdes padrao podem
ser consideradas com distribui¢do normal.
Para testar a homoscedasticidade, realizou-se
o teste de homogeneidade das varidncias segundo
a ISO 8466-1°° (nivel de significancia = 0,01),
que consiste em se fazer um teste F entre as
variancias da solu¢do de menor concentragio
com a de maijor concentragdo (no nosso caso,
0,05 e 0,80 mg/L, respectivamente). O valor
de F calculado (denominado de “valor PG”
na norma ISO) resultou em 1,65, um valor
menor que o de F tabelado (igual a 2,66).
Desta forma, considerou-se que as varidncias
eram homogéneas, ou seja, que uma regressao
linear por minimos quadrados ordinarios
(ISO 11095°" e ISO 8466-1°°) ou uma regressio
polinomial de segunda ordem (ISO 8466-2%)
poderiam ser empregadas no ajuste de uma
fun¢do matematica aos dados.

0,80mg/L V 0.05ma/L ”_710,10mg/L
i oaomg A 0,0smgiL. | £A40.05mg B| 0. 1 g C
Pis) = 0,94 Pis) =
101 0,20mg/L  0,10mg/L
8 s
j =
@
3 6
(3}
I
4]
5]
0- . . : } T
140 160 180 200 205 206 207 208 209 210 211189 190 191 192 193 194 195
Potencial (mV) Potencial (mV) Potencial (mV)
14+
[£22)0,20mg/L D|_EZAo040mgiL E| EZ30.80mglL F
12 Pys) = 0,86 Pys) = 0,23 Pys) = 0,78
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(0]
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Figura 3. Histogramas de 25 sinais analiticos das solugdes padrdo de fluoreto de concentragdes 0,05 a 0,80 mg/L (A). As Figuras
B-F sdo os histogramas individuais do conjunto exibido na Figura A, com respectivas curvas normais (p € a probabilidade

calculada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov)
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Linearidade
Para testar a linearidade dos dados da

curva analitica, seguiu-se o procedimento
indicado na ISO 8466-1*. O teste estatistico
para linearidade consiste no calculo do
valor da estatistica PG pela equagio 1:

DS?

FG =— (1)

532

onde

. 52y2: variancia da fun¢do de calibra¢do néao-
linear

« D& =diferenca de variancias, calculada pela
equagao 2

D5% = (N —2)s;, — (N —3)s2, (2)

onde
e N =numero de solugdes-padrao

O wvalor calculado de PG ¢ entdo
comparado com o valor de F tabelado, conduzindo
a duas decisoes possiveis: a) se PG < F: a funcéo
de calibragao nao-linear ndo promove um
ajuste significativamente melhor - a fungdo de
calibragdo é considerada linear; b) se PG > F:
os dados devem ser avaliados usando uma funcio
de calibragao nao-linear.

Aos dados obtidos em um experimento de
medidas (em duplicata) de potencial de solugdes
padrao 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, e 0,80 mg/L
procedeu-se a um ajuste linear e a um ajuste
nao-linear (polindmio de 2¢ ordem). As Figuras 4A
e 4B apresentam esses dois ajustes. O valor de PG
calculado (1,40) é muito menor que o valor de F
tabelado (F =18,51) para um nivel de significancia
a = 0,05. De fato, este resultado era esperado uma
vez que a simples inspegdo visual do grafico
potencial versus log (concentragdo) sugeriu a
aos dados,

« &= varidncia da fungdo de calibragio  regressio linear como aplicdvel
enquanto os coeficientes de correlagdo (r, Pearson)
linear

2104 A B

1954 + medida em 09/01/2014 + medida em 09/01/2014
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>
é 180
S
3
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Figura 4. Curvas analiticas construidas por meio de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios (A e C)
e de regressdo polinomial de 2® ordem (B e D). Os pares de curvas A-B e C-D foram construidas a partir dos dados obtidos em

dois experimentos diferentes
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e de determinagio ajustado (R? ) obtidos
prenunciaram o resultado do teste da estatistica
PG, assim como os valores relativamente
proximos das variancias s’ e s’ . Contudo,
observou-se que uma pequena variagao nos dados
experimentais pode ocasionar uma grande varia¢ao
na estatistica PG. Tal fato ¢é ilustrado nas Figuras
4C e 4D, em que os mesmos ajustes (linear e
polinomial de 2* ordem) foram aplicados a dados
obtidos posteriormente. Neste caso, tanto a
inspecdo visual como os valores de r e RZajust
apresentam caracteristicas similares aos exibidos
nas Figuras 4A e 4B, mas as varidncias s° e §°
apresentam valores bastante diferentes entre si
(0,912 e 0,167, respectivamente) o que conduziu
a uma PG = 14,4, um valor ainda menor que o
valor critico de F (18,51). Assim, apesar dessa
diferenca entre as estatisticas PG nos dois
experimentos, ambos produziram dados aos
quais a regressdo linear por minimos quadrados
ordinarios pdde ser aplicada para o ajuste
matematico da funcdo de calibragdo. Ressalte-se
que em todas as curvas analiticas construidas
posteriormente o valor de R2ajust para o ajuste de
uma funcdo linear foi maior que 0,999.

Limite de detec¢ao (LD) e limite de quantifica¢ao
(LQ)

Como discutido anteriormente, a curva
analitica foi considerada linear acima de 0,05 mg/L.
Portanto, considerou-se essa concentracio como
0 LQ do método.

No caso do LD, ndo se pdde calcula-lo
como o faz a ISO 11843-2%, ou seja, a partir de
dados da curva analitica, uma vez que a funcio
matematica ajustada ndo esta definida para valores
menores que 0,05 mg/L. Por outro lado, também
ndo se pode calculd-lo a partir de medidas
de solugdes isentas de fluoreto (brancos),
como sugerido pelo documento orientativo
DOQ-CGCRE-008 (INMETRO)%, uma vez que o
potencial do eletrodo ion seletivo nao se
estabiliza nessa condicio (fluoreto ausente)®.
A alternativa que se seguiu para o calculo do LD
¢ baseada em recomendacoes da IUPAC*: o
LD corresponde ao ponto de interseccdo entre
a extrapolacio do segmento linear da curva
analitica na diregdo de concentragdes mais
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baixas e a extrapolagdo dos pontos de mais
baixa concentra¢aio do segmento nao-linear
na dire¢do de concentragbes mais altas.
Seguindo este procedimento grafico, o LD
foi estimado em 0,020 mg/L.

Veracidade de medicao e precisao
A veracidade de medicdo e a precisao

(condi¢oes de repetitividade) foram avaliadas

com o uso de dois MRC:s:

a) para o MRC1, com teor de fluoreto declarado
igual a 0,15 £ 0,04 mg/L (limite de + 20),
a concentragdo determinada em triplicata
com o uso da curva analitica linear na
faixa 0,05 - 0,80 mg/L resultou em 0,16 +
0,01 mg/L (intervalo de 95 % de confianga,
n = 3), indicando uma recuperagio de
+ 106,7 % e coeficiente de variacdo igual a
3,1 %. Observe-se que a faixa de valores
compreendendo a média das concentragdes
determinadas, acompanhada do respectivo
intervalo de confianca 95 %, esta inserida
na faixa de valores compreendendo o valor
declarado do MRC1 acompanhado do seu
limite 20.

b) para o MRC2, com teor de fluoreto declarado
igual a 0,63 £ 0,09 mg/L (limite de + 20),
a concentracdo determinada em triplicata
com o uso da curva analitica linear na faixa
0,05 - 0,80 mg/L resultou em 0,66 + 0,02 mg/L
(intervalo de 95 % de confianga, n = 3),
indicando uma recupera¢ao de +104,8 % com
coeficiente de variagao igual a 1,2 %. Observe-se
que a faixa de valores compreendendo a média
das concentragdes determinadas, acompanhada
do respectivo intervalo de confianca 95 %,
estd inserida na faixa de valores compreendendo
o valor declarado do MRC2 acompanhado do
seu limite 20.

Tanto a veracidade de medi¢do como a
precisdo foram consideradas satisfatorias.

Desenvolvimento de planilha eletronica para o
controle da qualidade da curva analitica

Uma vez definida as caracteristicas
basicas da curva de calibragdo que conduzem ao
LD e LQ indicados, bem como a veracidade
de medicdo e a precisao das concentragdes
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determinadas através do método, desenvolveu-se
uma planilha eletronica capaz de controlar a
qualidade da curva analitica ao longo do tempo,
ou seja, uma planilha capaz de verificar se
aquelas caracteristicas permanecem validas apds
a validagdo. Esse tipo de planilha ja foi descrita
em trabalhos anteriores® *>, e aqui descrevemos
a principal mudanca com relagdo as planilhas
anteriores: o calculo do limite de decisio (CCa)
para o VMP do fluoreto em dguas utilizadas na
preparacao de solugdes de dialise.

A Figura 5 exibe uma visio geral da
planilha desenvolvida para o método descrito
nesse trabalho. No destaque desta Figura, pode
ser observado o cédlculo do CCa para 0,20 mg/L
baseado nas equagbes 3 e 4. Os valores de
CCa obtidos nas curvas analiticas construidas
(R > 0,999) situaram-se no intervalo entre
0,268 e 0,216 mg/L.

S
| Andists | Sérglo/lsaura/Marina/Rita | Planilha presnchida | Szl |

1 x’

1,1, X
) WCEE )
i=1

YVe0,20mgr1) = Yo,20mer1) ~h-owy ”

Ye0,20mg /1) =4
CC(X(IO,ZOmg/L) =10 b 4)

Em adigdo, pode ser observado na Figura 5
que o grafico de residuos sugere uma funcio
polinomial de 2* ordem para o ajuste mais adequado
aos dados. Contudo, no caso do eletrodo ion
seletivo de fluoreto, deve ser considerada também
a sua perda de eficiéncia em produzir curvas
analiticas lineares a concentracdes mais baixas em
fun¢do do tempo de utilizagdo, como ja discutido
por Okada et al*: os autores sugerem a estatistica
PG como a mais indicada para o monitoramento
dessa perda de eficiéncia - no momento em que

PG>F ,  ..0 eletrodo devera ser substituido.
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Figura 5. Visualizagdo da planilha desenvolvida para o controle da qualidade da curva analitica da andlise de fluoreto em agua
para dialise. No destaque, as células destinadas ao célculo do limite de decisdo para o VMP (0,20 mg/L)
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CONCLUSAO

O método aqui descrito exibiu parametros
de validacio adequados a determinacao da
concentragio de fluoreto em d4guas para a
preparagdo de solugdes de didlise na presenca de
até 60 mg/L de Fe’* e de até 0,18 mg/L de Al’".
Desse estudo, pode-se destacar que o uso de uma
solu¢do tampao comum (TISAB II) promoveu
a obtencio de uma curva analitica linear em
torno do VMP através do controle rigoroso
do pH e da mudanca da propor¢io amostra:
tampdo geralmente utilizada (de 1:1 para 10:1).
Essas mudangas permitiram o uso da calibragdo
externa com a precisio sendo otimizada na
regido do VMP, evitando assim a extrapolagdo,
intrinsicamente menos precisa, do método de
adi¢do de padrdo, como sugerido por Freitas et al*’.
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