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RESUMO

A quimica analitica utiliza procedimentos empiricos para determinar a
concentracdo de analitos mediante técnicas instrumentais. Tais técnicas
permitem relacionar a resposta instrumental (y) e o sinal medido no
instrumento, que geralmente ¢ funcdo da concentracdo do analito,
representada por (y = fx) que é comumente denominada curva analitica ou

curva- padrdo. Funcdes lineares sdo muito utilizadas para esta finalidade,
assim a linearizacdo desta funcao torna-se necesséria para o calculo da
concentracdo do analito e para expressar corretamente o resultado é
necessario um tratamento estatistico dos dados experimentais. Observa-
se que os estudantes de disciplinas de quimica analitica instrumental
apresentam dificuldades no tratamento de dados e na interpretacdo de
resultados quando se utiliza uma curva analitica e na compreensao de
seus parametros. Nesse sentindo, propfe-se um tutorial de regressao
linear de dados experimentais para o célculo de todos os parametros que
caracterizam uma curva analitica, através de umprocedimento utilizando a
planilha eletrbnica Excel 2016 do MS Office. Criou-se uma rotina de
calculos  utiizando  dados  experimentais da  determinagéo
espectrofotométrica de proteina, usando como padréo a albumina de soro
bovino (BSA) e da calibragdo de pHmetro, mas pode ser estendida a outros
procedimentos onde o calculo se faz necessério.

PALAVRAS-CHAVE: CURVA ANALITICA, PARAMETROS DA CURVA
ANALITICA, MODELOS ESTATISTICOS.

EXCEL TUTORIAL FOR PARAMETRIZATION OF ANALYTICAL CURVES

ABSTRACT
Analytical chemistry uses empirical procedures to determine analytes
concentration through instrumental techniques that relate the analytical
signal, instrumental response (y) to the analyte concentration (x). The
signal measured by the instrument is generally a function of the analyte
concentration, which is plotted (y = fx), commonly referred to as analytical
curve or standard curve. Linear functions are commonly used for this
purpose, thus the linearization of this function is necessary to calculate the
concentration of the analyte and, to properly express the result, statistical
processing of the experimental data is required. Usually, students of
instrumental analytical chemistry courses find it difficult to process and
interpret results when using a calibration curve and understand its
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parameters. In that sense,it is proposed a linear regression tutorial of
experimental data for the calculation of all the parameters that characterize
an analytical curve, through a procedure using Excel spreadsheet MS
Office 2016. A routine of calculations was created using experimental data
from the spectrophotometric determination of protein, using the standard
BSA and pH meter calibration, but it can be extended to other procedures
where the calculation is necessary.

KEYWORDS: ANALYTICAL CURVE, PARAMETERS OF THE
CALIBRATION CURVE, STATISTICAL MODELS.

1. INTRODUCAO

Um dos procedimentos mais importantes em analises quimicas é a determinacéo
da concentracdo de um analito através da relacdo existente entre concentracdo e
propriedade fisica do mesmo. Geralmente, a propriedade fisica € medida através de um
instrumento e os dados experimentais coletados séo tratados por testes estatisticos.
Esses dados sdo registrados em um grafico (y = fx), onde a concentracdo é
representada como variavel independente (x) e o sinal como variavel dependente (y).
Dessa forma, gera-se uma funcdo matematica que pode ser linear, logaritmica,
exponencial ou polinomial.

Para calcular a concentracdo do analito, € necessario obter a fungéo y = fx. A
obtencéo dessa funcao é realizada sempre nas condi¢des (temperatura, comprimento
de onda, potencial, condutividade, tempo de retencéo etc.) que melhor descrevam a
propriedade fisica empregada. Igualmente, é possivel utilizar procedimento similar para
estabelecer as condigbes 6timas entre concentracao e o respectivo sinal [5, 6].

Uma vez estabelecida a melhor condi¢cao para a medida, prepara-se uma série de
solucdes de concentracdo conhecida do analito. A propriedade fisica é entdo medida
para cada uma dessas solu¢bes, e pode-se relacionar entdo o sinal resultante com a
concentracdo. A curva resultante € denominada curva-analitica ou curva-padrao, a qual
permite obter a funcao y = fx, desde que cada solucao seja tratada conforme o método
recomendado para medir a propriedade do analito. Uma considerag&o importante é que
nessa série de solu¢des haja uma solucdo que ndo contenha o analito, denominada
“branco”, que permite calibrar o instrumento no ponto inicial da curva. Em cada ponto
da curva (cada solucéo de concentragdo conhecida) devem ser registradas no minimo
trés leituras, de forma que se permita o tratamento estatistico.

Na posse de todos os dados experimentais, sugere-se 0 método de regressao
linear dos minimos quadrados para determinar a fungéo linear (y). Ou seja, determina-

se o seu coeficiente angular (m), linear (b), de determinacéo (R?) e de correlagio (r); os
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desvios das variaveis dependentes (sy), independente (sx) e da regresséo (sr). Uma vez

estabelecida a fungdo matematica que descreve a intensidade do sinal instrumental pela

concentracédo, pode-se calcular a concentragdo do analito na amostra (Cxo), assim

como os respectivos intervalos de confianga (IC). O método dos minimos quadrados,
para regressdes simples (hdo ponderadas), assume que ndo ha desvio significativo
em X, ou seja, as concentracdes dos padrdes sao consideravelmente precisas, se 0s
residuos se distribuirem normalmente [4, 5, 6], e 0s desvios de y ndo variam
significativamente com os valores de x [4, 5]. A Figura 1 mostra uma curva de calibracdo
tipica, com o limite de confianca da regressao.

Os limites de confianga da curva, linhas pontilhadas na Figura 1, reduzem-se
pertodo centroide da reta. Isso implica que para reduzir o limite de confian¢a da amostra,
pode-seaumentar o niumero de padrfes na curva, bem como aumentar o nimero de
leituras da amostra (replicatas) [6].

60

Sinal

q) 1 2 3 4 5 6
-10
Concentracéo

FIGURA 1. Funcao de calibragédo para determinacdo da concentracdo de um
analito

[y (#sy) = MeEsm)X + b(isb)]-

Os parametros da funcéo linear (Equacgéao (1)) e da regressao linear (Equacao (2))
podem ser calculados através das equacdes da Tabela 1. Uma das formas de avaliar o
ajuste do modelo linear é pelo valor do coeficiente de determinagdo (R?, Equacéo (5))
e de correlacao (r, Equacédo (6)). Quanto mais préximos estes valores forem de 1,
maior serd a correlagdo entre o sinal e a concentragdo. Noentanto, esses valores
nado implicam necessariamente que o ajuste linear seja satisfatério para a distribuicao

de pontos [9].
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O intervalo de confianca da regressao linear pode ser calculado através dos desvios
dos valores do estimador da funcéo da regressdo (Y). Para simplificar os célculos, o
intervalo de confianca pode ser calculado com o estimador Y’ (Equacéo (22)), onde t
€ o valor de Student para (1 — a/2), referindo-se a distribuigéo bicaudal com (n - 2) graus
de liberdade; n é o nimero de pontos usados na regressio; x € a média dos valores de
Xi usados na regressao; SSx é o somatorio do quadrado dos desvios dos valores dos

padrdes; s, € 0 desvio da regressdo; X sdo os valores arbitrarios para a construcéo do
intervalo de confianca; e Y s&o os valores gerados pela equacao da regressao [6].
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Parametros Equacbes Referéncias
) Bisquerra et al.
Fungéo finear () y=mx + by @ | [2); Harris [4]
Bisquerra et al.
Fungdo da regressdo (Y) | ¥ =mX'+ by @)| [2); Haris [4]
- _ Sxy Bisquerra et al. [2];
Coeficiente angular (m) m=ms=_- )| Harris [4]
- . _ _ Bisquerra et al. [2];
Coeficiente linear (b) b=y—mx @ | Harris [4]
2 _ 20-9)% _ sse ®)
Coeficiente de Zoi® sy Gongalves [3];
determinag&o (R?) SS, = somatoério do quadrado do residuo Holler et al. [5]
SS,= somatério do desvio de yj
Coeficiente d lac . Gongalves [3];
oeficiente de correlagédo —JpZ = Sw
0 r=VR = === ©) | Holler et al. 5]
Valor médio das .
concentracdes S Ix Blsquerra et al. [2];
= = (™ | Harris [4]
x)
Valor médio das respostas | _ _ sy ®) Bisquerra et al. [2];
do padrao (y) Y= Harris [4]
V= b . )
Concentragdo do analito | Cxo = % (9) | Harris [4]; Holler et

na amostra

y, = resposta média do analito na amostra

al. [5]

Somatério quadrado dos

residuos ss, = X[y; — (b +mx)]* = ss, — m®ss, (10) | Holler et al. [5]
Harris [4]; Holler et

Somatério quadrado dos _ 2 2 Cy)? 4

desvios de y §sy, = Y=y = Zyi TN (11) al. [5]

Somatorio quadrado dos y ,  Ex? Harris [4]; Holler et

desvios de x 5y = Nl —%)° = X — == (12) | al.[5]

gom?téfio do produto dos | sxy = x(x; — %) (y; — ) = Zxiyi — > (13) | Holler et al. [5]

esvios x ey

rDeZSr\éisoséo padr&o da SSy; 1"2255:« - ’:Trz (14) | Holler et al. [5]

Desvio padréo do| g = = (15) | Holler et al. [5]

coeficiente angular ™ s

Desvio padréo do _ rf Holler et al. [5

coeficiente linear Sb = S as oy o? (16) [5]

se |1, 1 G2
Sx0 = mAM N m2ssy (17)

Desvio padréo da
concentragdo do analito

y, = valor médio das respostas da amostra

Y = valor médio das respostas do padrdo (curva

analitica)
M = nimero de respostas da amostra
N = ndmero de pontos da curva

Holler et al. [5]

Sm = Spr + kSpy (18)
Sinal minimo 5,, = média dos valores da resposta do branco Holler et al. [5]
s, = desvio padréo das respostas do branco
Limite de detecgéo LDO = Sm=Sbr (19) | Holler et al. [5]
Desvio padréo relativo da | o, ppp = %0, 100 (20) | Harris [4]
amostra cxo
Parametro t, calculado t =22 (21) | Netoetal. [7]
Intervalo de confianga da | , . _ . 1, ('-%)? Rawling et al. [8
funcdo (y = f,) y=I1C=79 £tx s+ 04— — (22) g [8]
Limites de confianga do o (trse Harris [4
resultado (para um dado a) LC= = (W ) (23) [4]
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Pardmetros importantes dos métodos de analise instrumental sdo o menor sinal
distinguivel e o limite de deteccdo, que podem ser calculados através das Equacgdes
(18) e (19), respectivamente. Nessas equacdes, Sm € 0 menor sinal distinguivel, S, é 0
sinal médio do branco, S, é 0 desvio padrdo do branco, k constante mdltipla
(comumente adotado com o valor de 3), e m é o coeficiente angular da y = fx. O limite
de detecgdo (LDO) € a menor concentracdo de analito capaz de produzir um sinal
significativamente diferente do sinal médio do branco; na préatica se utiliza o sinal
médio do branco como coeficiente linear (b) e o desvio padrdo do branco (s,) como
o valor de s, [6]. Para o célculo do limite de determinacédo (LQO), ou seja, a menor
concentracdo quantificavel, usa-se a mesma Equacgéo (19), porém na Equacéo (18) o
valor do k sera igual a 10 [10].

Por fim, apdés ter-se calculado a concentracdo da amostra (Equacao (9)), o seu
desvio pode ser estimado pela Equagéo (17) [5], onde s, é o desvio da regressédo, m é
a pendente, M é o numero de medidas da amostra, N é o nUmero de pontos da curva,
y. € o valor médio lido da amostra, ¥ é o valor médio dos valores lidos dos padrdes e
SSx € o somatoério do quadrado dos desvios dos valores dos padrdes. Estas equacdes
também podem ser utilizadas para o célculo da concentracdo do analito quando se
utiliza o método de adigbes sucessivas, neste caso o termo (1/M) da Equacao (17) sera
igual a zero.

Os calculos elencados acima requerem, além de conhecimento em fundamentos
de estatistica, conhecimento basico de planilha eletrdnica e a compreensao do método
instrumental utilizado. Para o estudante que esta tendo o primeiro contato com métodos
instrumentais, a elaboracdo de uma curva-analitica pode ser uma tarefa complicada,

pois varias equagdes e conceitos estatisticos sdo aplicados para essa finalidade.

2. METODOLOGIA

A demonstracdo do uso da planilha do Excel foi realizada com alunos da
disciplina de Andlise Instrumental Quimica, do curso de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande - FURG. Utilizaram-se dados experimentais da
determinacéo de proteina pelo método de Biureto [1] e como padréo a albumina de soro
bovino (BSA). As absorbancias do croméforo foram lidas no comprimento de onda de

540 nm em espectrofotdbmetro Hitachi e se encontram registradas na Tabela 2.

Vetor, Rio Grande, v. 29, n. 1-2, p. 52-68, 2019
57



TABELA 2. Absorbancias de solu¢des-padrdao de BSA

n° BSA mg.mL? Absorbancias

1 0,0 0,000 0,000 0,000
2 0,5 0,098 0,117 0,112
3 1,0 0,199 0,231 0,239
4 1,5 0,314 0,335 0,355
5 2,0 0,405 0,439 0,452
6 Amostra 0,275 0,277 0,275

2.1. Tutorial para tratamento dos dados no Excel™S

Abra novo arquivo no Excel. Na barra de ferramentas, escolher tipo e tamanho da
letra. Por exemplo, selecionar as células B2 a H2 e na barra de ferramentas marcar
mesclar e centralizar. Digite Tabela 1. Absorbancia e concentragéo de solugdes-padrao
de BSA. Nas células seguintes construa a tabela como mostrada na Figura 2
preenchendo com os dados da analise. Utilizar a barra de ferramentas para formatar as

respectivas células.

A B C D E F G H
1 | | | | |
2 | Tabela 1. Absorbancia e concentragao de solugbes-padrdo de BSA
3
ne Concentrzfao Absorbancias (A) Anisa Des‘:'
4 | (mg.mL?) Padrao
5 1 0,0 0,000 0,000 0,000
6 | 2 0,5 0,098 0,117 0,112
7 3 1,0 0,199 0,231 0,239
8 4 1,5 0,314 0,335 0,355
9 5 2,0 0,405 0,439 0,453
10 6 Amostra 0,275 0,277 0,275

11|

FIGURA 2. Absorbancias das solu¢des-padrdo de BSA.

Para o calculo da média e do desvio-padrao das absorbancias (Figura 3), colocar
o cursor na célula G5 e, na barra de ferramentas, clicar ao lado do simbolo somatorio
(5>) e selecionar média, marcar as células D5, E5 e F5 e pressione a tecla Enter (<E>).
Colocar o cursor na célula H5 e na barra de ferramentas, em Férmulas, clicar na janela
mais funcbes emarcar DESVPAD.A. Marcar as células D5, E5 e F5 e <E>. Selecionar

as células G5 e H5 e posicionar o cursor na parte inferior direita da célula H5 e arrastar

Vetor, Rio Grande, v. 29, n. 1-2, p. 52-68, 2019
58



até a célula H10. Para formatar o nimero de algarismos, marcar as células D5 até H10

e na barra de ferramentas formatar 3 algarismos.

w N

10 |

11

W W~ WA

B C D E F G H
Tabela 1. Absorbéancia e concentragdo de solucdes-padrio de BSA

ne Concentrc-fao Absorbancias (A) Anias Desz.
(mg.mL™) Padrao

1 0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

2 0,5 0,098 0,117 0,112

3 1,0 0,199 0,231 0,239

4 1,5 0,314 0,335 0,355

5 2,0 0,405 0,439 0,453

6 Amostra 0,275 0,277 0,275

FIGURA 3. Média e desvio-padrao das absorbéancias da curva analitica.

Para inserir o grafico da curva-padrao (Figura 4), margue as células C5 a C9 e G5

a G9 e na barra do menu Inserir clicar em grafico dispersao e <E>. No gréfico, clique na

palavra série e deletar. Colocar o cursor em alguma linha da grade e com o botao direito

deletar as linhas da grade. Colocar o cursor em um ponto da curva e com o botdo direito

selecionar linha de tendéncia e marcar as opgdes, definir equagédo no grafico e exibir

valorde R? no gréafico. Com esse procedimento obtém-se a Figura 4.

B C D E F G H
Concentragdo Desv.
n2 '9 Absorbancias (A) Amégia ‘:
(mg.mL*) Padrio
1 0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,5 0,098 0,117 0,112 0,109 0,010
3 1,0 0,199 0,231 0,239 0,223 0,021
4 1,5 0,314 0,335 0,355 0,335 0,021
5 2,0 0,405 0,439 0,453 0,432 0,025
6 Amostra 0,275 0,277 0,275 0,276 0,001
T 0,500 ) T
0,450 y =0,2181x +0,0017
R*=0,9993
0,400
0,350
L
0,300
1 0,250
-
0,200
0,150
0,100 o
0,050
0,000 ¢
0,0 05 1,0 15 20 25

Formatar Linha de Tendé..

Opgoes de Linha de Tendéncia ¥

o) AN
O ||
‘ Logaritmico
L Polinomial
‘ %A Meédia Mével

RIS SICAT AN TaL e
<_|v| Exibir Equagdo no gréfico >
=LA B0 qURSRONT gienico B

B

Nome da Linha de Tendéncia

® Automatico
Personalizado
Previsao
Avangar
Recuar

Definir Intersecao

v

Linear (Sériel)

periodos

periodos

<—IV[ Exibir valor de R-quadrado no grafica —

FIGURA 4. Funcéo linear da curva analitica com o coeficiente de determinagao.

Para formatar os eixos x e y basta clicar no grafico e no menu Elementos do
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Grafico (cruz verde que fica realcada ao lado do grafico), marcar Titulos dos eixos,
selecionar no grafico o eixo x e digitar na barra de comando (fx) concentracdo (mg.mL"

1) e <E>; repetir o procedimento para titulo do eixo y, como na Figura 5 a seguir.

1

0,50
121 0,450 y=0,2181x + 0,0017
13| o R®=0,9993 ”
14 !
i 0,350
:Z‘ S 0,300 4
{ “u
17] £ 0250 .
18 | é 0,200
19 0,150
20/ 0,200 °
21| 0,050
22 0,000 @
23 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
24 ‘ Concentracdo (mg.mL?)
25 |

FIGURA 5. Titulos dos eixos da funcdo da curva analitica.

Para inserir o desvio padrao no grafico, selecionar no menu Elementos do grafico:
Barras de erros, mais opgOes, formatar barra de erro, opgoes de barra de erros, em erro
escolher personalizado (especificar valor). Marcar os dados do desvio padrdo da
absorbancia (H5:H9), valor do erro positivo e <E>, do valor do erro negativo (15:19) e

<E>, como nas Figuras 6 e 7.

1] Y 0,500 O = ® o) i J Elementos do Grafico
1e 0,450 y=0,2181x+0,0017 = @ Eixos
s 0,400 R*=0,9993 ‘~‘ Titulos dos Eixos
“ 0,350 [ Titulo do Gréfico
i < 0300 * Y [] Rétulos de Dados
18 E nv75n L [] Barras de Erros » 2 Erro Padrdo
£ 0,250 O (o]
1 2. o @ | [] Linhas de Grade Porcentagem
18 4 0,200 0
19 “ 0150 [ Legenda Desvio Padrio
d Linha de Tendéncia . N
20 0,100 ol Mais Opgées...
21 0,050
22 0,000 O O O
23 00 05 10 15 20 25
24 Concentracdo (mg.mL?)
25 O

2A

FIGURA 6. Incluindo os desvios dos dados experimentais.
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Formatar Barras de Erros ~ %

Opgoes de Barrade Erros ¥
IR ||
® Ambos o
Menos
Mais

Estilo Final

Sem Legenda
® Legenda

Erro

Valor fixo 1,0
Porcentagem

Desvios padrao

Erro padrao

® Personalizado Especificar Valor

FIGURA 7. Incluindo os desvios dos dados experimentais (continuagéo)

2.2. Calculo dos parametros da curva

Os valores dos coeficientes angular e linear e seus respectivos desvios, bem como
o desvio da regresséo e R?, podem ser calculados com as equacdes da Tabela 1 ou
através das funcdes do Excel. Transfira o grafico da funcéo linear para outras células
na mesma planilha. Nas células J4, J5 e J6 digitar m, sm € R?, respectivamente; nas
células M4, M5 eM6 digitar b, s, e s;, respectivamente. Colocar o cursor na célula
K4 e digitar =proj.lin(G5:G9;C5:C9;1;1), marcar as células K4 a L6 para compor a
matriz, teclar simultaneamente F2 seguido de Ctrl + Shift e <E>, como mostrado na
Figura 8.

FIGURA 8. Calculo matricial dos parametros da curva analitica.

A B € D E F G H | J K L M
2 Tabela 1. Absorbéncia e concentragdo de solugGes-padrio de BSA
3

ne Concentrjgao Absorbancias (A) Amésa Des‘:'

4 (mg.LY) Padrio m  10,218066667 | 0,00173333 b
5 | 1 0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 sm 0,003286561| 0,0040252 sb
6 | 2 0,5 0,098 0,117 0,112 0,109 0,010 r 0,999319027| 0,00519651 sr
7| 3 1,0 0,199 0,231 0,239 0,223 0,021

O parametro t de Student para uma distribuicdo bicaudal com 95% de
confiabilidade (a = 0,05), pode ser calculado com a funcao inv.t.bc( ); assim, deve-se

entrar com o valor dea = 0,05 em probabilidade com n graus de liberdade (n - 2 = 3),
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onde n = 5 pontos da curva. Colocar o cursor na célula J7 e digitar Param t e na célula
K7 digitar=inv.t.bc(0,05;3) e <E>.

O intervalo de confianca da regresséo pode ser calculado usando as equacdes
do SSx VY, t, s, X’ (Tabela 1), ou com as seguintes funcdes: calcular SSx usando a
funcéo desvq( ). Colocar o cursor em J8 e digitar SSy, colocar o cursor na célula K8,
selecione na barra de menu, formulas, na barra de ferramentas mais funcées, estatistica
e desvg, marque o intervalo da concentracdo dos padrdes (x) C5 a C9 e <E>, como
mostra a Figura 9.

A B C D E F G H | J K L M

Tabela 1. Absorbéncia e concentragdo de solucdes-padréo de BSA

w N

Concentragdo . Desv.
ne Absorbancias (A) A %
Padrdo m 0,218066667 | 0,00173333 b

média

(mg.L'?)
0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 sm 0,003286561| 0,0040252 sb
0,5 0,098 0,117 0,112 0,109 0,010 r 0,999319027| 0,00519651 sr
1,0 0,199 0,231 0,239 0,223 0,021 Paramt  3,182446305
1,5 0,314 0,335 0,355 0,335 0,021 SSx 2,5.

2,0 0,405 0,439 0,453 0,432 0,025

(R RENEN- BT RN
v s |w|N =

FIGURA 9. Calculo do somatério quadrado dos desvios de x (SSy)

Nas células J9 e J10 escrever N e Xmedio, respectivamente. Na célula K9 escrever
5 (nimero de pontos usados na curva) e na célula K10 =média(C5:C9). Nas células E12
a H12, digitar o vocativo para entrada de dados para: X’, Y ', IC(+), IC(-); onde IC é o
intervalo de confianca. Nas células E13 a E21, digitar os valores arbitrarios de
concentracéo (X), na célula F13 digitar =K$4*E13+L$4 (Eq. 1) e <E>. Na célula G16
digitar =F13+K$7*L$6*RAIZ((1/K$9)+(E13-1)"2/K$8) (Eq. 17) e <E>. Selecione as
células F13 a H13, cologue o cursor no extremo inferior direito da célula H13 e arraste

até H21 para completar o quadro da Figura 10.
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FIGURA 10. Calculo dos intervalos de confianca (IC).

A B C D E F G H
Tabela 1. Absorbancia e concentragdo de solugdes-padrdo de BSA
ne Concentf;ao Absorbancias (A) Ania Desg.
(mg.L?) Padrao
1 0,0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,5 0,098 0,117 0,112 0,109 0,010
3 1,0 0,199 0,231 0,239 0,223 0,021
4 1,5 0,314 0,335 0,355 0,335 0,021
5 2,0 0405 | 0439 | 0453 | 0432 | 0,025
6 Amostra 0,275 0,277 0,275 0,276 0,001
X' Y IC(+) IC(-)
0,0 0,001733 | 0,014543 | -0,01108
0,2 0,045347 | 0,056514 | 0,034179
0,5 0,110767 | 0,119825 | 0,101709
0,7 0,15438 | 0,162414 | 0,146346
1,0 0,2198 |0,227196 | 0,212404
1,2 0,263413 | 0,271099 | 0,255727
1,5 0,328833 | 0,337891 | 0,319775
1,7 0,372447 | 0,382854 | 0,36204
2,0 0,437867 | 0,450677 | 0,425057

Para obter o grafico da curva analitica com 0s seus respectivos desvios e 0s

intervalos de confianga, clicar no grafico da Figura 6 e no menu Ferramentas de grafico,

selecione Design, Selecionar dados e Adicionar. Para adicionar & funcéo linear o

intervalo positivo, marcar primeiro os dados da coluna X’ e depois os dados da coluna

IC(+) e <E>. Para adicionar o intervalo inferior, repete-se o procedimento e no final

marcar os dados da coluna IC (-) e <E>. Para formatar os marcadores dos intervalos

de confianga, clique com o botéo direito do mouse, clique sobre a linha de cada intervalo

e selecione Formatar série dedados, faca suas op¢des e <E>, como mostrado na Figura

11.

0,500

0,400

0,300

0,200

Absorbancia

0,100

0,000

L

.‘;:i‘::“-‘"‘

y=0,2181x +0,0017
R?=0,9993

.':.r ... —a

0j0

0,5

1,0

1,5

Concentrac3o (mg.mL™)

2,0 2,5

FIGURA 11. Curva analitica com intervalo de confianca.
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2.3. Calculo dos resultados da amostra

Nas células C23 e D24 escrever Concentracdo do analito na amostra e Cio,
respectivamente. Na célula E24 escrever =(G10-L4)/K4 (Eqg. 7). Para o calculo dos
desvios, colocar os vocativos nas células D27 a D32, conforme mostra a Figura 12. Na
célula E27 digitar 3 (numero de replicatas da amostra). Na célula E28 digitar =média
(G5:G9) e na célula E29 =(L6/K4)*RAIZ((L/E27)+(1/K9)+((G10-E28)"2/(K8*K4"2))) (EQ.
17).

Para calcular o desvio-padréo relativo da concentracdo do analito na amostra e o

limite de confianga do resultado, utilizar as Equacdes (20) e (23), respectivamente.

| A B C D E F G H
19 1,5 0,328833 | 0,337891 | 0,319775
20 | 1,7 0,372447 | 0,382854 | 0,36204
21 2,0 0,437867 | 0,450677 | 0,425057
22
23 Concentracdo do analito na amostra:
24 Ca 1,256191 mg.mL™*
25
26 Desvios a concentragdo do analito na amostra
27| M 3
28 ¥ 0,220
29 S 0,017826
30 | Lc 0,032753
31 DPR 0,014191
32 %DPR 1,42%
33
34 Resultado da concentragdo da amostra
35 X, = 1,26+0,03 mg.mL™ (@ =0,05)

2A

FIGURA 12. Calculos do resultado da amostra.

2.4. Ajuste de curva de calibracéo

Para o ajuste de curva de calibragdo, utilizamos os dados experimentais da
calibracdo de eletrodos de pH, Tabela 3, e sua linearizacdo, Figura 13, como descrito

NOS passos anteriores.

TABELA 3. Potencial de solu¢des tampéo de pH

pH 401 | 401 | 401 | 401 | 6,86 | 6,86 | 6,86 | 6,86 | 9,18 9,18 9,18 | 9,18

E(mV) | 173,3 | 173,3 | 173,3 | 173,3 | 145 | 14,5 | 145 | 14,5 |-147,7 | -147,7 | -147,7 | -147,7
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FIGURA 13. Funcéo linear do pH e os coeficientes da sua projecéo linear

A projecéo linear permite verificar que os dados experimentais apresentam um elevado
indice de determinacédo (R?) e os desvio-padréo elevados sugerem um ajuste do modelo
através da andlise de variancia e calculo do erro puro.

Para calcular a Andlise de Variancia (ANOVA) no Excel, na barra de fungbes
marcar a fungdo Dados e na barra de ferramentas marcar andlise de dados, abre-se a
caixa de diadlogo da analise de dados e nela marcar regressdo e <Ok>. Selecionar o
intervalo de y entrada (E (mv)), com a tecla Tab passar para selecionar o intervalo de x
(pH) de entrada, marcar nova planilha e <Ok>, se obtém os dados da Tabela 4.

TABELA 4. Andlise de variancia para a curva de calibragdo do pH

ANOVA
GL SQ MQ F F de significagcéo
Regresséo 1 206820,29 206820,2882 2322,12 3,57E-13
Residuo 10 890,65 89,07
Total 11 207710,94

Como a ANOVA fornecida pelo Excel ndo permite verificar nem o ajuste do modelo
nem os erros, esses podem ser calculados com as Equacgbes (24) a (29), permitindo
elaborar as Tabelas 5 e 6.

y=-—-mx+b (24)
S. Qmodeto = Z(y\ - 5)2 (25)
S. Qresiauo = (I — Yi)? (26)
S. Qtotarl = Z(yi - 37)2 27)
S.Qerro puro — Z(yl - y_\)z (28)
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S. Qfalta de ajuste = S. Qresiduo —S. Q erro puro

Graus de liberdade:

- do modelo = g — 1;(grupos x, y) (g = 2)

- doresiduo =n-2; (n=12)

- da falta de ajuste = ¢ — 2; (c = niUmero do yjm = 3)

-doerropuro=n-c

-total=n-1
Feritico = INVF(G, GLwmodelo, GLresiduo)

Fobservado >> Feriico N80 existe diferenca significativa

TABELA 5. Soma de quadrados para a ANOVA

(29)

pH, (%) E (mV), (w:) Yiimédia) (Y;- v-_,m-,:}ﬂz SQe.p i 50 moseso 5Q resioun 50 Total SQ tats de sjuste
4,01 173,3 0,180625 178,2951| 27552,66| 24,950924 25921 (5Q residuo - 5Q erro puro)
4,01 1714 2,175625 178,2951| 27552,66| 47,542266| 25312,81 877,097134
4,01 173 0,015625 178,2951| 27552,66| 28,037978| 25824,49

4,01 173,8 172,875 0,855625 3,2275 178,2951| 27552,66| 20,205834| 26082,25

6,86 14,5 1,21 1,33574| 120,32796| 173,29774 4,84

6,86 11,6 3,24 1,33574| 120,32796| 105,35503 0,49

6,86 14,7 1,69 1,33574| 120,32796| 178,60345 5,76

6,86 12,8 13,4 0,36 6,5 1,33574| 120,32796| 131,42926 0,25

9,18 -147,7 2,805625 -142,7154| 24031,365( 24,846437 25600

9,18 -150,1 0,525625 -142,7154| 24031,365| 54,532613| 26373,76

9,18 -149,7 0,105625 -142,7154| 24031,365| 48,784917 26244

9,18 -150 -149,375 0,390625 3,8275 |-142,7154)| 24031,365| 53,005689| 26341,29

Soma 1476 13,555 147,6618| 206817,41| 890,65213| 207710,54

média 12,3 12,30515

TABELA 6. ANOVA da calibragdo do pH com os erros do ajuste e do erro puro

ANOWVA
Fv GL 50 am Fob Fc
Modelo 1 206817,4114( 206817,4| 2322,09 4,96
Residuo 10 890,652134| 89,00521
Falta de ajuste 877,097134| 877,0971 282,30 2,12
Erro puro 9 13,555 1,5306111
Total 11 207708,0630

A relagdo entre Fobservado € Fcalculado dOS dados

experimentais ndo apresentam

diferenca significativa ao nivel de 0,05 sugerindo que o modelo utilizado (y = -mx + b)

descreve bem a relagdo entre potencial e pH.
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3. DISCUSSAO

Dentre os métodos de andlise instrumental quimica a espectrofotometria visivel
e ultravioleta é muito utilizada na determinacéo da concentragdo de analitos, enquanto
que a potenciometria € muito Util para determinar potenciais de eletrodos. Dados
experimentais obtidos com esses dois métodos possibilitaram desenvolver um tutorial

para o aprendizado da regressao linear e o ajuste de curvas analiticas.

Curvas analiticas obtidas por espectrofotometria UV — Vis tem como variavel
resposta a absorbéncia em funcdo da concentracdo estabelecendo-se uma relacao
linear entre ambas. Essa funcéo (y = fx) é passivel de ser ajustada por regresséo linear
simples e assim calcular a concentracdo de um analito em uma amostra, esta € uma
atividade comum em laboratérios quimicos entretanto é necessario observar uma série
de requisitos para expressar corretamente o resultado. Os passos apresentados no
tutorial permitem expressar corretamente o resultado final na determinacdo da
concentracdo do analito em uma amostra, bem como o calculo do ajuste de uma curva
de calibracdo de eletrodos. Essas operacbes sdo dispendiosas quando executadas
livremente.

A planilha eletrénica Excel € muito utilizada na quimica analitica instrumental e
em outras disciplinas da Engenharia Quimica; no entanto, os estudantes iniciantes na
instrumentacdo analitica apresentam dificuldades no manejo desta planilha e
principalmente no célculo einterpretacdo dos parametros de curvas analiticas.

O tutorial facilita o aprendizado da regressdo linear, a compreensdo e a
interpretacdo estatistica dos dados experimentais; assim, a sala de aula se torna mais
dinAmica e mais atraente ao estudante, incentivando-o a aprimorar seu conhecimento

no tratamento estatistico de dados experimentas coletados nas aulas praticas.

4. CONCLUSAO

O tutorial “passo-a-passo” para planilha ExcelS 2016, como ferramenta
computacional, facilita o aprendizado de cada etapa da regressao linear de uma
funcdo matematica linearizada sendo muito Util para estimar a concentracao
de um analito ou para determinar os parametros de uma curva de calibracdo. Assim o
tutorial € uma técnica de ensino-aprendizagem que facilita a compreensdo das
estatisticas na quimica analitica.

O tutorial mostrou-se um bom recurso didatico capaz de reforcar e apresentar
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conceitos de facil assimilacdo e prontamente aplicavel. O estudante podera sempre
recorrerao tutorial para rever os passos de forma rapida e explicativa.

O desenvolvimento de cada operacdo na planilha eletrbnica, com 0s recursos
graficos, permite visualizar em forma rapida a relacdo que existe entre a variavel

dependente, resposta do método com a variavel independente, concentracdo ou pH etc.
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