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Sistemas lineares sdo extremamente Uteis na representagio de dados
experimentais e as curvas de calibragio sdo os mais conhecidos. Nestes
casos, os desvios da linearidade sdo geralmente atribuidos a efeitos

quimicos e fisicos que ndo foram preliminarmente levados em conta e que
tornam-se agentes complicadores na anilise matemdtica dos dados. As
técnicas numéricas utilizadas para avaliar o comportamento de sistemas
lineares e estabelecer a faixa linear serdo abordadas no texto a seguir.
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Parametros de uma calibracao linear

Para as técnicas analiticas consideradas cldssicas (ex.:
gravimetria e volumetria), o resultado da determinagio
analitica provém da combinac¢io de medidas de massas
e/ou volumes e de consideragdes sobre a estequiometria
dos processos quimicos envolvidos. Ja para as chamadas
técnicasinstrumentais, é precisomediralgumapropriedade
tisico-quimica da amostra, que possa ser correlacionada
com a sua composi¢do. A natureza da medida efetuada
depende da técnica empregada, tal como a luz absorvida
ou emitida (métodos espectrofotométricos), a corrente,
potencial ou resisténcia elétrica (métodos eletroanaliticos)
e a drea ou altura de picos cromatogrificos (métodos
cromatogrificos), dentre outros.

Nas técnicas cldssicas, a existéncia de relagoes
matemadticas bem definidas entre as medidas e a massa ou
concentragdo da espécie a ser quantificada, provenientes
da estequiometria das reagdes envolvidas, simplifica
os cilculos. O mesmo ndo ocorre com as técnicas
instrumentais. A correlagio entre o sinal medido (luz
absorvida ou emitida, corrente elétrica, drea de pico
cromatografico, etc.) e a massa ou concentrag¢io da espécie
a ser quantificada muito raramente é conhecida a priori.
Na maior parte dos casos, a relagio matemadtica entre o
sinal e a concentragdo ou massa da espécie de interesse
deve ser determinada empiricamente a partir dos sinais
medidos para massas ou concentra¢des conhecidas dessa
espécie. Essa relagio matemadtica, muitas vezes, pode ser
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€Xpressa como uma reta por

S=aQ+b  Equagio 1

onde S ¢ o sinal medido, Q_a massa ou concentragio
da espécie a ser quantificada e a e b os coeficientes
angular e linear da reta, respectivamente. Essas retas sdo
conhecidas como curvas de calibragio. Matematicamente,
a estimativa dos coeficientes de uma curva de calibragio a
partir de um conjunto de medidas experimentais pode ser
efetuada usando o método matemdtico conhecido como
regressio linear [1-3]. Além dos coeficientes de regressio
a e b, também ¢ possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagio r, (ou 1). Este
pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais préximo da unidade, maior a
precisdo do conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regressio estimados.

Uso da regressao linear

A regressio linear [2] faz parte do repertério bdsico
de qualquer estudante da drea das Ciéncias Exatas.
As calculadoras cientificas mais comuns trazem, pré-
programado, o algoritmo para este cdlculo. Porém, ainda
que operacionalmente simples, certos aspectos do uso de
regressdo linear merecem uma discussdo adicional e um
destes aspectos ¢ a faixa linear dinimica. Em qualquer
técnica instrumental, a relagio linear simples descrita
pela Equagio 1 s6 ¢ vilida até uma determinada massa
ou concentragio da espécie medida. Por exemplo, no
caso da espectrofotometria de absor¢do, a Lei de Beer,
que estabelece uma relagio linear entre concentra¢do da
espécie absorvente e absorbincia, s6 ¢ vilida até uma
concentra¢do limite. Qualquer incremento adicional na
concentra¢do acima deste limite provoca um desvio no
valor da absorbincia medida, em relagdo ao que o que
seria esperado por uma curva de calibragio estimada
teoricamente ou usando medidas efetuadas com
concentragdes menores. A Figura 1 mostra uma curva de
calibragdo, onde sio correlacionadas as concentragdes de
solugoes aquosas de KMnQO, e suas absorbancias.

O intervalo de massas ou concentra¢oes dentro do qual
pode-se construir uma curva de calibragdo linear ¢ a faixa
linear dindmica. Ainda que as causas para a perda de
linearidade sejam caracteristicas de cada técnica, este ¢é
um fendmeno que pode ocorrer com qualquer conjunto
de dados. Assim, o cdlculo dos coeficientes de regressio

de uma curva de calibragio deve ser acompanhado de
uma cuidadosa inspegio, para verificar se todos os pontos
a serem usados estio dentro da faixa linear dinimica
correspondente.
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Figura 1 - Curva de absorbancia a 545 nm em fungio da concentragio,
parasolugcdes de KMnO4 . Até a concentragio limite (indicada
pela seta), a absorbancia medida (pontos) coincide com a curvade
calibragiio linear (linha cheia). A partir desta concentragio limite (40
mg /L), arelagio linear ndo é mais obedecida.

Faixa linear

Nio existe uma defini¢do universal para o estabelecimento
correto da faixa linear, e muito menos um procedimento
sistemdtico bem estabelecido para sua determinagio.
Sua avaliagio é geralmente baseada em dois parimetros,
calculados a partir dos pontos experimentais disponiveis
para construgio da curva:

[a] Residuos de Interpolagio, dados por:

Ri:looEGiL:EQ

Equacio 2

onde o residuo de interpolagdo para o i-ésimo ponto
experimental, R, ¢ calculado como a diferenga percentual
entre o sinal medido S, e o correspondente sinal interpolado
na curva <S>,

Dentro da faixa linear dinimica e na hipotética auséncia
de erros indeterminados (i.e., com r?> = 1), todos os
pontos teriam R, = 0%. Na pritica, sempre existem
erros experimentais e portanto Ri 0% para qualquer
ponto experimental usado na construgdo da curva. Se
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for construido um gréfico dos R, em fungao das massas
ou concentragdes, dentro da faixa linear observar-se-
4 que os residuos se distribuirdo aleatoriamente entre
valores positivos e negativos. Entretanto, para massas
ou concentra¢ées maiores que o limite da faixa linear,
geralmente o sinal medido é menor que o sinal interpolado
a partir da curva de calibragio. Deste modo, do final
da faixa linear em diante, a tendéncia geral é de todos
os valores de R. serem negativos. A Figura 2 mostra os
residuos de interpolagio obtidos com os dados empregados

na constru¢io da Figura 1.
I 100

Figura2 - Residuos da interpolagio, em fungio da concentragio.
Até o limite da faixalinear, a distribuicio dos residuos entre valores
negativos e positivos é aleatdria; apés o final da faixalinear, a
tendéncia geral éde R, < 0.
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A inspegio de grificos de residuo em fun¢io de massa ou
concentragio pode auxiliar o usudrio a estabelecer a faixa
linear dos seus dados.

[b] Razées (Sinal / Massa), ou (Sinal / Concentragio),
definidas por:

Sy S, -b

Qi_ Qi

Equagio 3

onde a razdo sinal/massa ou sinal/concentragdo para
0 i-ésimo ponto da curva analitica, (S/Q)i, ¢ calculada
a partir do correspondente sinal medido Si, da massa
ou concentragdio Qi correspondente e do interceptor
da curva de calibragio b. A defini¢io exata dos valores
S e Q_dependera da técnica analitica em estudo. No
caso da espectrofotometria de absorgdo, as curvas de
calibragdo sdo construidas a partir de pares absorbincia
(que corresponde a S na Equacgio 3) e concentragio
(correspondente a Q). Para cada técnica analitica, serdo
usados os pardmetros equivalentes: em potenciometria,
potencial de cela e concentragio; em cromatografia, drea
do pico cromatografico e massa, etc.

Na auséncia de erros indeterminados (i.e., com em r? = 1)
e dentro da faixa linear, pode-se provar que (S/Q)i = a
para todos os pares de valores experimentais usados para
construir a curva. Na presenca de erros indeterminados
(r> < 1) e dentro da faixa linear, (S/Q)i a. Se (S/Q)i <<
a ou (S/Q)i >> a, entdo o dado pode ser assumido como
estando fora da faixa linear. Nesta discussio, serdo
considerados na faixa linear os pontos com valores de (S5/
Q)i no intervalo (1,00 + 0,05)a, isto €, pontos cujas razdes
sinal/massa ou sinal/concentra¢io nio difiram mais do
que 5% do coeficiente angular da reta. Este intervalo de
tolerancia foi sugerido com base nas normas da IUPAC
para Cromatografia [4], e aqui serd proposto como uma
regra geral, aplicivel a curvas de calibragio de qualquer
técnica analitica.

Sistemdtica iterativa

A sistemadtica iterativa proposta para cilculo de uma
curva de calibragio, com determina¢do simultinea da
faixa linear, é baseada no exame de valores de Ri e (5/Q)i
e pode ser descrita pelas seguintes etapas:

a. Inspecio preliminar. Colocar em um grafico os pontos

experimentais disponiveis e verificar visualmente se
existe algum desvio de linearidade e aproximadamente
a partir de que valor ele se manifesta.
Estimativa da Curva de Calibragio paraa parte linear.
Calcular os coeficientes a, b e r para uma curva de
calibragdo, descartando os pontos preliminarmente
eliminados na etapa anterior. Calcular também os
limites inferior (LI) e superior (LS) a partir dos quais
as razdes (sinal / massa) ou (sinal / concentra¢io)
indicam que um ponto estd fora da faixa linear LI =
0,95a ¢ LS = 1,054, respectivamente.

c. Cilculo dos residuos de interpolagio e razdes sinal /
massa ou sinal / concentragio. Com os coeficientes
a ¢ b preliminarmente calculados em [b], calcular
para todas as massas ou concentragio disponiveis,
inclusive as preliminarmente descartadas, os residuos
de interpolagio e as razdes (sinal / massa) ou (sinal
/ érea). Construir grificos dos residuos em fungio
das massas ou das concentra¢des e das razdes sinal /
massa ou sinal / concentragdo em fung¢io das massas
ou concentragoes.

d. Convalidag¢io do limite da faixa linear. Inspecionar
os valores calculados em [c] e verificar se existe
algum ponto preliminarmente incluido na curva de
calibragdo que, por comparagio com os limites de
corte calculados em [b] deveria ser excluido (i.e.,
se a correspondente razio (sinal / massa) ou (sinal
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/ concentragio) é menor que LI ou maior que LS)
ou se algum ponto inicialmente excluido deveria ser
considerado para o célculo da curva de calibragio.

e. Inclusio ou exclusio de novos valores na curva. Se
o exame feito em [d] indicar que todos os pontos
preliminarmente incluidos ou excluidos da curva o
foram corretamente, o procedimento estd encerrado.
Caso contriério, repetir as etapas de [b] a [d], incluindo
ou excluindo os pontos necessdrios, até que mais
nenhum valor deva ser descartado ou considerado
para o cdlculo da curva de calibragio.

Este tipo de sistemdtica pode ser facilmente implementado
empregando planilhasdecalculoeletronicas. Os programas
de planilhas como Lotus 1-2-3, Excel e Quattro Pro sio
comumente associados a aplicagdes contédbeis e financeiras.
Entretanto, esses programas tém recursos que permitem
a solugdo de problemas cientificos de forma bastante
simples e conveniente. Eles sdo especialmente adequados
quando sio envolvidos cdlculos repetitivos, onde o uso de
calculadoras é especialmente trabalhoso e sujeito a erros de
operagio. Os programas de planilhas incorporam a maior
parte das fungbes matemdticas e estatisticas comuns.
Operagoes de anilise de dados mais complexas, como
por exemplo a andlise de varianga e cdlculos matriciais,
podem ser realizadas por pacotes de rotinas pré-
programadas que os acompanham. Além disso, é possivel
a construgdo diretamente de grificos pelos programas
de planilhas. Uma outra vantagem desses programas
¢ que, uma vez construida uma planilha para a solugdo
de um determinado problema, com a simples inser¢do
de novos dados os resultados e grificos construidos sio
automaticamente atualizados, dispensando a redigitagio
de férmulas. Estas aplicagdes cientificas incluem o calculo
e avaliagio de curvas de calibragio analiticas [5, 6], o
modelamento e a predi¢do de comportamento de sistemas
analiticos [7, 8] e a aquisi¢do e processamento de dados
em tempo real [9], dentre outras.

Emprego da planilha

Serd demonstrado a seguir o uso do programa de
planilha eletronica Microsoft Excel 5.0 para Windows
na implementagio da sistemdtica de cdlculo para a
determinagdo de uma curva de calibragio. Os dados deste
exemplo (Tabela 1) sio provenientes de experimentos
com um Cromatégrafo Gasoso com Detector por
Emissio Atémica em Plasma de Hélio Induzido por
Microondas (CG-PIM) [10], e referem-se as dreas de picos
cromatograficos de n-decano. Em Cromatografia Gasosa,

as curvas de calibragdo correlacionam a drea dos picos com
a massa de substancia eluida que chega ao detector. No
entanto, o procedimento adotado neste exemplo ¢ vilido
para qualquer curva de calibragio linear.

Tabela 1. Area A dos Picos Cromatograficos, em unidades, em fungio
das massas de n-decano (em ng) para um sistema CG-PIM.

m A

566 | 139170
11,33 | 265907
16,99 | 379767
22,66 | 521607
28,32 | 626827
33,99 | 707497
39,65 | 805867
4532 | 823577

Para a construgio da curva de calibragio (A = am + b) os
dados listados devem ser inicialmente inseridos em uma
planilha de cilculos vazia. A Figura 3 mostra o aspecto
da planilha apés a inser¢io dos dados. As massas foram
colocadas na coluna A da planilha, na faixa de celas de
A3 a Al0, e as dreas correspondentes na coluna B, na
faixa de celas de B3 a B10. Notar que nas celas A2 e B2
foram digitadas legendas para as colunas correspondentes
de dados. Apesar de nio ser estritamente necessirio para
os cdlculos subsequentes, esta operagdo é recomendavel
para tornar mais clara e compreensivel a planilha em
construgao.

A | B | ¢ | b | E |
1
2 m/ ng A
3 56R 139170
4 1133 265907
5 16.99 379767
b 22686 521607
7 2832 B26B27
8 3399 707497
9 3965  B05867
10 4532 823577
11
12
Figura 3 - Aspecto da planilha para cilculo da curva de calibragio apés
insercio dos dados.

Ap6s aentrada dos dados, o passo seguinte é uma inspegio
visual, através de um grafico de Area x Massa, construido
na prépria planilha. Nesta primeira verificagdo, pode-
se detectar os possiveis pontos discrepantes (outliers)
do conjunto, além ser feita uma avaliacio inicial da
linearidade da curva. A Figura 4 mostra o grifico Area x
Massa, construido na planilha com os dados acima.
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Grafico Area x Massa
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Figura4 - Grafico AreaxMassa parainspecio inicial dos dados.

Fica claro nesta primeira avaliagio que a drea ndo varia
linearmente com a massa em toda a faixa coberta pelos
dados. Como os tltimos pontos fogem visivelmente da
linearidade, alguns dados devem ser descartados.

Tutorial

[1] Através do grifico Area x Massa construido, verificar
quais pontos do conjunto podem, com razodvel certeza,
ser incluidos na faixa linear. Pela Figura 4, percebe-se que
a curva € aparentemente linear até o quarto par de pontos

drea - massa (A = 521607 unidades; m = 22,66 ng).

[2] Estimam-se os coeficientes de regressio para uma reta

cobrindo esta faixa selecionada de pontos. A sintaxe das

térmulas para cdlculo dos coeficientes angular a, linearb e

de correlagio r (ou 12) nas versdes em inglés do programa

de planilhas Excel é:

*  Coeficiente Angular: =SLOPE (Valores de Y; Valores
de X);

*  Coeficiente Linear: =INTERCEPT (Valores de Y;
Valores de X) e

*  Coeficiente de Correlagio: =CORREL (Valores
de Y; Valores de X) onde Valores de Y e Valores de
X referem-se, respectivamente, as faixas de celas
que contém as dreas e as massas. Para calcular os
coeficientes de regressio para os quatro primeiros
pontos experimentais (massas nas celas de A3 a A6 e
dreas nas celas de B3 a B6), as férmulas acima devem
ser digitadas em celas limpas da planilha: =SLOPE
(B3..B6;A3..A6); =INTERCEPT (B3..B6;A3..
A6) e =CORREL (B3..B6;A3..A6). Neste exemplo,
usaram-se as celas B13, B14 e B15 para conter estes
coeficientes.

Observagdo: Nas versdbes em  portugués do
programa Excel, os equivalentes das fungdes citadas
acima sdo, respectivamente, =INCLINACAO(...),
=INTERCEPTACAO(..) e =CORREL(..). A forma
de uso e sintaxe dessas fungoes é a mesma da versio em
inglés.

[3] Calculam-se as dreas interpoladas <A> usando os
coeficientes de regressio estimados anteriormente para
todos os valores experimentais disponiveis. Na planilha,
inicialmente calcula-se <A> para o primeiro ponto
da curva digitando-se, na cela vazia imediatamente a
direita daquelas usadas para os dados (C3), a férmula
= $B$13*A3+$B$14 ($B$13 = cela com o coeficiente
angular a, $B$14 = coeficiente linear b e A3 = massa
para o primeiro ponto). Para os demais pontos, copia-
se o contetdo da cela C3 para a faixa de celas de C4 a
C10. Deve ser lembrado que uma cela cujos enderegos sio
digitados entre cifrdes (por exemplo, $B$13) é assumida
pela planilha como constante. Pode-se entdo obter a curva
de calibragdo proviséria (Figura 5).

Grafico Area x Massa
1200000 -
1000000 -
1]
: [a}
= 00000 o
= o
£ e0ooo -
e
-
& 400000 -
<
200000 -
0
o Ll i o od L] =] o
R o o o ©3 o o L]
w - o o =3 L] o "l
= 2 § 8 g8 7 %
m Ing

Figura 5 - Gréfico Areax Massa e curva de calibragio antes da
defini¢io da Faixa Linear.

[4] Estimam-se os residuos de interpolagio para todos os
valores experimentais. Na cela a direita da usada para o
primeiro valor de <A> (D3), digita-se =B3-C3, e copia-se
esta cela para a faixa correspondente aos demais valores

(D4 a D10).

[5] Calculam-se as razdes drea / massa para todos os
pontos experimentais: na cela E3, calcula-se A/m para
o primeiro ponto, através de =(B3-$B$14)/A3 e copia-se
para a faixa de E4 a E10.

[6] Determinam-se os limites inferior e superior de
tolerdncia para a razdo A/m através das equagdes
=0.95*$B$13 (limite inferior) e =1.05*$B$13 (limite

superior). Usaram-se aqui as celas F13 e F14 para estas
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térmulas, respectivamente. A Figura 6 mostra o aspecto
da planilha, apds a inser¢do das férmulas acima. Também
foram inseridas, em celas adequadas, as legendas para os
valores calculados como discutido anteriormente.

A | B | ¢ | b | E | F | 6 | n
ming A =A= R Adim
566 133170 137413 1757 22569

11,33 265907 263620 2287 22461
16.99 379767 389605 -9a38 21680
2266  S21607 515813 5794 22515
2832  EB26827 E41798 1497 21730
3399 707497  TEEOO0S  -B030E 20479
3965 805867 893930  -88123 20036
4532 823577 1020198 -196621 17920

Coeficientes de Regresséo: Limites de Corte p/ Razéo Adm:

a= 22259 Inf. = 21146
b= 11428 Sup. = 23372
c= 0.9331

Figura 6 - Planilha apés calculo dos coeficientes de regressio (B13,
B14 e B15), dos limites para o intervalo de tolerancia das razées A/m
(F13 e F14), das 4reas interpoladas <A > (C3 a C10), dos residuos de
interpolagio (D3 aD10) e das razées A/m (E3 a E10).

[7] Prepara-se um histograma (grafico de colunas) dos
residuos de interpolagio (calculados na faixa de celas D3
a D10). A Figura 7 exibe o grafico para este exemplo.

Histograma dos residuos de interpolaciao

50000 -

-50000 <
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=100000 -

~150000 <
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Figura 7 - Histograma dos residuos de interpolagio, antes da definicao
daFaixa Linear.

[8] Prepara-se um grifico das razdes A/m (E3 a E10) e
dos limites da faixa de tolerincia (F13 e F14), em fungio

da massa (Figura 8).

[9] Através destes dois gréficos, verifica-se a existéncia de
outros pontos que podem ser adicionados ou devem ser
excluidos da reta. A razio A/m do quinto ponto da série
(A = 626827 unidades; m = 28,32 ng) encontra-se dentro
da faixa admitida pelos limites de tolerincia calculados,
o que indica que este ponto pode ser incluido na reta. O
histograma dos residuos é concordante com esta avaliagio.
Até este ponto, a distribuicdo dos residuos tende a ser

aleatéria ao redor de zero, mas a partir do sexto ponto
os residuos mostram claramente um padrio tipico de nio

linearidade.

Razies A'm

24000 -
23000 i
22000 - .
21000
20000 .
19000
18000 A ]
17000
16000 t t + t t -

566 11.33 1699 2266 2832 3399 3965 4532

A/m /unidades.ng

m/ng

Figura 8 - Razées A/m (°) e limites superior e inferior do limite de
tolerancia para as razdes A/m, antes da refini¢io da Faixa Linear.

[10] Caso algum ponto deva ser incluido ou excluido da
faixa usada nos cilculos, editar as férmulas dos coeficientes
de regressio (celas B13, B14 ¢ B15), de modo que as faixas
de celas referidas nestas férmulas incluam (ou excluam) os
pontos selecionados no passo anterior. Por exemplo, a cela
B13, que contém a férmula =SLOPE (B3..B6;A3..A6)
deve ser alterada para =SLOPE (B3..B7;A3..A7), para
incluir o quinto par drea/massa (contido em A7 e B7) no
computo do coeficiente angular.

Alteradas as férmulas dos coeficientes de regressio, a
planilha (Figura 9) recalcula automaticamente todos
os valores que dependem destes coeficientes: dreas
interpoladas, residuos, razdes drea/massa e limites
de tolerincia para A/m. Os grificos dos residuos de
interpolagio (Figura 10) e das razdes A/m (Figura
11) também sdo corrigidos para os novos valores, sem
interven¢io do usudrio:

A | B | ¢ [ b | E [ F | G [ H

ming A A= R Al
566 139170 140407 -1237 21512
1133 265907 263618 2289 21932
1699 379767 386612 -6B45 21327
2266 521607 509823 11784 22250
2832 B26B27 632817 -5840 21518
3399 707497 756029 -48532 20303
3965 B05867 879023 -73156 19885
4532  B23577 1002234 -178657 17788

Coeficientes de Regressao: Limites de Corte p/ Razdo Afm:

a= 21730 Inf. = 20644
h= 17413 Sup.= 22817
c= 0.9992

e el e e

Figura 9 - Planilha apés inser¢io do ponto #5 no célculo dos
coeficientes de regressio.
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Figura 10 - Histograma dos residuos de interpolagio, apés a inser¢io
do ponto #5 no cilculo dos coeficientes de regressio.
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Figura 11 - Razdes A/m (*) e limites superior e inferior do limite de
tolerincia para as razées A/m (linhas pontilhadas), apés a inser¢io do
ponto #5 no calculo dos coeficientes de regressao.

[11] Repete-se continuamente a avaliagio conduzida em
[9] com os valores recalculados, até que mais nenhum
ponto deva ser inserido ou excluido dos calculos. Neste
exemplo, apds a primeira alteragio (adig¢do do quinto ponto
experimental aos cdlculos), mais nenhum valor deve ser
incluido. As razdes A/m dos pontos #6 a #8 estio bastante
afastadas do intervalo de tolerancia, e o histograma
dos residuos mostra uma tendéncia pronunciada a nio
linearidade a partir destes pontos. Desta maneira, a curva
de calibragio determinada foi A = 21730 m + 17413, com
r = 0,9992, vilida para a faixa de massas de n-decano

entre 5,66 ng e 28,32 ng (Figura 12).
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ming

Figura 12 - Gréfico Areax Massa e curva de calibragdio, apés a
defini¢iio da Faixa Linear.
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