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RESUMO

Este trabalho apresenta uma alternativa eletroquimica simples e confiavel para a determinagdo de
acido uUrico em soro humano em comparacdo com o método de referéncia colorimétrico enzimético. A
qualldade das medigbes eletroquimicas foi avaliada comparando sua incerteza com um valor alvo de 0,56 mg
dL” e as medigées utilizou-se 0 método de adicio padrao. O eletrodo de trabalho modificado € composto por
25% de lignina, 60% de nanografite, 15% de éleo mineral e cobre metdlico eletrodepositado. A incerteza de
medi¢cdo foi estimada pela abordagem "bottom-up", a partir da qual componentes de incerteza foram
combinadas aplicando-se a lei de propagacéao de incerteza (LPI), o método numérico de Kragten e o Método de
Simulagées de Monte Carlo (MCM). O procedimento analltlco foi aplicado com sucesso na andlise de soros
fisiologicos adicionados a 1,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 9,0 mg dL' de AU e para outras duas amostras de soro fisiologico
humano. Os resultados das medigcbes, realizadas para as diferentes amostras de soro, empregando-se o
método proposto, associado aos diferentes métodos para a estimativa de célculo da incerteza, apresentaram
valores suficientemente baixos e metrologicamente equivalentes, no qual os resultados apresentaram-se
metrologicamente compativeis com os valores de referéncia estimados.

Palavras-chave: Incerteza de Medigcado, Analises Clinicas, Simulacées de Monte Carlo.
ABSTRACT

This work presents a low cost, simple and adequately reliable electrochemical alternative for the
determination of uric acid in human serum in comparison to the enzymatic colorimetric reference method. The
quality of the electrochemical measurements was assessed by comparing its uncertainty with a target value of
0.56 mg dL” and the measurements were carried out by the standard addition method. The modified working
electrode consists of 25% lignin, 60% nanocarbon, 15% mineral oil and electrodeposited metallic copper. The
uncertainty of measurement was estimated by the bottom-up approach, from which uncertainty components
were combined by applying the uncertainty propagation law (LPI), the numerical method of Kragten and the
Monte Carlo Simulation Method (MCM). The analytical procedure was successfully applied in the analysis of
physiological sera added at 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 and 9.0 mg dL™' of AU and for two other samples of human saline.
The results of the measurements carried out for the different serum samples using the proposed method,
associated to the different methods for estimating the uncertainty, showed sufficiently low and metrologically
equivalent values, in which the results were shown to be compatible with the estimated reference values.
Keywords: Measurement Uncertainty, Clinical Analyzes, Monte Carlo Simulations.
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INTRODUCAO

O é&cido urico (AU) é um composto de
grande interesse biomédico, pois ele executa
funcbes essenciais no metabolismo dos
mamiferos. O &cido Urico é o primeiro produto
final do metabolismo das purinas. Niveis
anormais de AU séo indicativos de sintomas para
varias doengas, dentre elas o infarto (Wu et al.,
2006). O nivel de concentragdo do AU em fluidos
corporais tais como como células, plasma
sanguineo e urina € um biomarcador para muitas
condi¢cdes clinicas, incluindo hiperglicemia, gota
e doenca de Lesch—Nyhan (Rho et al, 2011).
Numerosas doengas, condi¢des fisioldgicas,
alteracbes bioquimicas, fatores sociais e
ambientais estdo associados a aumentos da
concentracdo de acido Urico plasmatico
(Moriwaki et al., 2014).

O procedimento padrao utilizado nos
laboratérios de anadlises clinicas para a analise
de AU em soro sanguineo € o uso do método
colorimétrico enzimatico, empregando-se a
técnica espectrofotométrica, a partir do qual o
acido Urico é oxidado pela uricase (UOD),
catalisada pela peroxidase (POD), produzindo
um produto de cor vermelha. A absorbancia do
composto formado é medida em 505 nm, sendo
diretamente proporcional a concentragcdo de
acido urico da amostra (Kageyama, 1971). A
desvantagem desse procedimento é o alto custo
da andlise, a interferéncia causada pela
presenca de fluoreto que inibe a acao da uricase;
e a presenca de turbidez em certas amostras. A
presenca de fluoreto e de turvamento na amostra
conduzem a resultados de medicéo
equivocadamente elevados (Benine et al., 2014).

Outras técnicas utilizadas na
determinacdo de acido Urico encontrados na
literatura sédo a fluorimétrica (Jin et al., 2016),
alternativas espectrofotométricas (Khajehsharifi
et al. 2014), além das técnicas eletroquimicas
como a voltametria de onda quadrada (Filik et al.,
2014), pulso diferencial (Uzun et al., 2015) e a
amperometria (Guo et al., 2016).

As técnicas eletroquimicas tem
importante aplicabilidade para esta finalidade
devido ao seu baixo custo, devido aos avancos
da eletrbénica, simplicidade de construcdo e de
modificagdo de eletrodos, além de resultados
excelentes obtidos para determinacdao de acido
arico. Outro aspecto importante para o emprego
de eletrodos modificados é que estes permitem
uma maior interacao entre as espécies presentes

em solugdo e a superficie do eletrodo,
assegurando maior seletividade e sensibilidade
(Martin et al., 2012). Por estas razbes, € bem
visto o desenvolvimento de solugbes de baixo
custo como a utilizagao da técnica eletroquimica
implementada sob métodos adequados.

Devido a sensibilidade da técnica
eletroquimica aos efeitos da matriz analitica,
utiliza-se o0 método de quantificagdo de adicao de
padrao (MAP). O MAP apresenta limitacdo em
relacdo a quantidade de amostra necessaria para
proceder-se as adigbes de padrdes, o que
dificulta a sua aplicacao. No entanto, a realizagéo
de adicbes cumulativas do padrdo a uma
quantidade fixa de amostra, torna mais viavel a
implementacdo do MAP, porém requer a
ponderacdo da diluicdo progressiva da amostra
(Gongalves et al., 2016).

Assim, se a diluicdo progressiva da
amostra  produzir  fatores de  diluicdo
equivalentes, as condicdbes de matriz na
calibracdo serdo equivalentes, minimizando-se
as interferéncias na andlise desta natureza. A
adicao de padrao é especialmente apropriada
quando a composicdo da matriz da amostra é
desconhecida ou complexa, e afeta o sinal
analitico. Logo, o método de adicdo padréao
compensa uma série de interferéncias ao se
adicionarem quantidades conhecidas de analito a
amostra desconhecida (Steliopoulos, 2015).

Para que uma determinagéo analitica seja
adequada, esta devera apresentar uma incerteza
conhecida inferior a um valor maximo admissivel
designado como incerteza alvo (Bettencourt da
Silva, 2016). A incerteza de medi¢do é definida
como um parametro associado ao resultado de
uma medicdo, que caracteriza a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos
ao mensurando (VIM, 2012). Em se tratando de
incerteza alvo, especificamente para o AU, a
quantidade de &cido dUdrico em individuos
saudaveis, varia no intervalo de 2,0 a 8,0 mg dL’
', e este intervalo pode ser utilizado para se
definir a incerteza alvo, conforme o Guia
Eurachem/CITAC (Eurachem, 2012).

E importante assegurar a qualidade das
medi¢coes de AU, visto que valores superiores a
8,0 mg dL' podem servir de indicativo, de que o
paciente seja portador de ao menos uma das
possiveis doengas associadas a sua presenca:
1- gota; 2- insuficiéncia renal; 3- leucemia; 3-
policitemia; 3- mieloma multiplo; 4- intoxicacao
por chumbo; e 5- cetoacidose, na sindrome de
Lesch-Nyhan e nas hiperuricemias idiopaticas.
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Por outro lado, valores inferiores a 2,0 mg dL"
sdo pouco frequentes, mas podem indicar
doencas tais como: 1- a sindrome de Fanconi; 2-
a doenca de Wilson; e 3- doengas malignas, tais
como linfoma de Hodgkin e carcinoma
broncogénico, obviamente apos avaliagcdo prévia
do quadro clinico do paciente (Zuo et al., 2016).

Para a avaliagdo da incerteza e para a
garantia da qualidade dos resultados analiticos
das medicoes sao apresentadas na literatura
varias abordagens para a avaliacao da incerteza;
podendo ser destacada a abordagem “bottom-
up’, a qual permite uma avaliagdo mais eficiente
da incerteza, a partir do levantamento detalhado
de todos componentes de incerteza. O
levantamento da contribuicdo relativa dos
componentes de incerteza permite otimizar os
custos e a incerteza da medigdo a partir de
intervengdes ao nivel das componentes de
incerteza minoritarias e maioritarias
respetivamente (Burr et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho é o de
apresentar uma alternativa eletroquimica de
baixo custo, simples e com qualidade adequada
a determinacao de acido uUrico em amostras de
soro fisiologico e soro humano, sendo para tal
assumido que a adequagdo da medicdo €
avaliada a partir da comparacéao da incerteza da
medicdo com uma incerteza alvo pré-definida.
Para estimativa de incerteza sera utilizada as
Simulagdes de Monte Carlo em comparagcao com
os métodos de Kragten e Lei da Propagacao das
Incertezas.

MATERIAL E METODOS

2.1. Construcao dos Eletrodos

Para a deteccdo de acido drico em
amostras de soro fisiolégico e humano foi
desenvolvido um eletrodo de carbono em uma
matriz de teflon. Foi construido o eletrodo
conjugado, utilizando-se de um tubo de teflon, de
didmetro de 3,5 cm, no qual foram feitos trés
furos, sendo que dois furos, com maior diametro
foram utilizados para suportar o compésito de
Cu-nanografite-lignina (eletrodo de trabalho) e o
outro apenas para o eletrodo de nanografite
(contra eletrodo). Um destes eletrodos foi
utiizado como eletrodo de trabalho, &area
geométrica de 0,5 cm?, e o segundo preparado
apenas com o compésito de nanografite foi
utilizado como contra eletrodo de area
geométrica de 0,78 cm? O terceiro furo recebeu

a quente e sob pressao o fio de prata pura de
area geométrica de 0,20 cm? sendo este
empregado como eletrodo de referéncia. Os
contatos elétricos externos foram feitos com fios
de cobre.

O compésito, lignina-nanografite, foi
preparado em diferentes proporcbes para a
realizagdo da busca da melhor relagdo entre as
diferentes ligninas e o nanografite. Para a
preparacdo do compésito as diferentes ligninas
foram misturadas com nanografite, 6leo mineral e
hexano para a obtencdo de uma mistura
homogénea. O compdsito permaneceu sobe
agitacdo mecanica por 24 horas a temperatura
ambiente para evaporacao do solvente e garantir
a homogeneidade. Apds o estudo da proporgao,
foi escolhida a mistura composta por 25% de
lignina, 60% de nanografite e 15% de O6leo
mineral.

Posteriormente, para a consecug¢do do
preparo do eletrodo de trabalho, sobre o
compésito foi eletrodepositado cobre metélico.
Para tal, ap6s mergulhar-se o eletrodo conjugado
em solugdo contendo ions Cu(ll) em meio de
eletrélito de suporte, foram realizados 4 ciclos,
empregando-se a técnica de voltametria ciclica,
no intervalo de potenciais: de -1,0 a 1,4 V vs. Ag,
e velocidade de varredura de 300 mV s em
CuSO, 0,1 mol L™.

2.2. Valida¢ao dos Procedimentos

A validacao do procedimento de medigcéao
envolveu a avaliagdo dos pressupostos do
modelo de regressao linear utilizado, a avaliagdo
da incerteza de medicdo e a avaliacao externa
do modelo de medigdo a partir da analise de
soros fisiolégicos e dos soros humanos
marcados pelo método padrdao. O modelo de
regressao utilizado para construir a curva de
calibracdo é o modelo linear de regressao dos
minimos quadrados (MMQ), também conhecido
como modelo linear paramétrico ndo ponderado
(Miller et al., 2005).

A incerteza da medicdo foi baseada na
abordagem "bottom-up" (Bettencourt da Silva,
2006), a partir da qual os componentes da
incerteza foram combinados usando a lei de
propagagéao da incerteza (LPl), método numérico
de Kragten e Simulacdes de Monte Carlo (MCM).
O método de Kragten foi utilizado para verificar
0s pressupostos de ambos os modelos de
combinagdo de incerteza sobre a linearidade do
modelo de equagdo dada a incerteza das
quantidades de entrada (Kragten, 1994). O
método de Kragten numérico foi particularmente
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atil para os pressupostos de avaliagdo dos
modelos de regressdo associados a qualidade
dos calibradores. As simulacdées de Monte Carlo
foram, ainda, utilizadas para avaliar as incertezas
quando os pressupostos dos minimos quadrados
falham.

As curvas de calibragdo foram
construidas, variando-se ‘“sinal elétrico*volume
total analito vs. massa de analito adicionado’,
I, =v,, vs. m, E para verificar a confiabilidade
foi comparada a incerteza  calculada
experimentalmente com a incerteza alvo e
realizado um teste de compatibilidade
metrolégica segundo guia EURACHEM/CITAC
(Eurachem, 2012).

2.3. Simulac6es de Monte Carlo e Pressupostos do
MMQ

O célculo da estimativa da incerteza pode
ser estimado com a LPIl ou método numérico de
Kragten utilizando o modelo de regressdo dos
minimos quadrados, no entanto, é necessario

seguir-se alguns pressupostos: 1-
homogeneidade de variancia; 2- linearidade da
resposta  instrumental em  fungdo da

concentracdo; e 3- irrelevancia  da incerteza
associada ao teor relativo dos padrdes de
calibracdo, considerando-se a repetibilidade da
resposta instrumental. Este Ultimo pressuposto
refere-se ao preparo dos calibradores, os quais
devem ser preparados corretamente.

Quando se dispéem de calibradores ruins
torna-se dificil a aplicagéo da Lei da Propagagéo
das Incertezas (LPI) ou Kragten para se estimar
a incerteza da medicdo. Nesta situacao, precisa-
se de muita atencao, pois, podera ocorrer de se
subestimar as estimativas e os métodos de LPI
ou Kragten falharem nos testes de
compatibilidade. Em comparacado com a LPI, as
simulacoes de Monte Carlo (Herrador et al.,
2005), sao inerentes a preparacao dos
calibradores, podendo ser aplicada em todas as
situagdes, mesmo na presenga de calibradores
ruins (Theodorou et al., 2011).

Para testar a veracidade deste
pressuposto,  preparou-se uma  amostra
fortificada de soro comercial contendo 3,0 mg dL°
' de AU e foi realizada adi¢gées sucessivas de
100 uL com uma pipeta graduada n&o calibrada
e sem controle volumétrico. Em paralelo,
realizou-se 0 mesmo experimento, ajustando os
volumes adicionados por massa.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1. Comportamento eletroquimico do eletrodo Cu-
nanografite-lignina

Inicialmente, buscou-se investigar a
atividade redox do acido urico, presente em
solugdo aquosa, sobre a superficie do eletrodo
de nanografite, na auséncia e na presenga de
lignina. O comportamento eletroquimico de &cido
arico foi estudado em um intervalo de potencial,
(-1,0 = E =£1,0) V vs. Ag, empregando-se uma
velocidade de varredura de potenciais de 300 mV
s'empH 8.

Foram investigadas duas situagbes: em
auséncia de &cido Urico; e em presenca de acido
arico 0,2 mmol L'; e fazendo-se uso de quatro
configuragbes diferentes de eletrodos: 1-
nanografite; 2- Cu-nanografite; 3- nanografite-
lignina; e 4- Cu-nanografite-liginina. Os eletrodos
na presenga de cobre ocorrem dois processos
eletroquimicos (Figura 1), estando estes
processos atribuidos as etapas de oxidagao das
espécies Cu(0) a Cu(l) (pico | e IV) e Cu(l) a
Cu(ll) (picos II e IlI). No entanto fica nitida a
intensificacao da intensidade de corrente de pico
anddica de aproximadamente trés vezes, para a
preparagao Cu-nanografite-lignina, em
comparagao a preparagao nanografite-lignina, a
qual de per si apresenta uma intensidade de
corrente de pico superior a preparagao
anteriores.

Assim, a intensificacdo na corrente de
pico para o eletrodo do compésito Cu-
nanografite-lignina, em presenca da espécie
eletroativa, acido Urico, pode ser atribuido a esta
espécie, possivelmente, devido a presenca de
um processo catalitico e, ou facilitado, pelo
substrato e, especificamente, atribuido a
presenca do cobre metalico. Neste sentido, é
importante notar-se que para os eletrodos
preparados na auséncia do cobre metalico
verifica-se unicamente a presenca de um par
redox, sendo este processo atribuido a
oxidacdo/redugdo da molécula de &cido urico,
porém, sem a mediacao eletrdnica do cobre.
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Figura 1: Voltamogramas ciclicos obtidos com

eletrodo de Cu-nanografite-lignina em KCI 0,1
mol L (pH 8); v =300 mV s'; Cay=2,0x10* mol
L-1

3.2. Construcao dos Eletrodos

Depois de estimada a incerteza do
meétodo colorimétrico de referéncia e do método
eletroquimico  alternativo,  calculou-se  as
concentragoes de acido Urico nas amostras com
os dois métodos, além da recuperacao para as
amostras de soro fisiologico. A Tabela 1
apresenta os resultados. A Tabela 1 também
apresenta os resultados da avaliacdo da
compatibilidade  metrolégica dos  valores
estimados e de referéncia utilizando a condicao
da Equagédo (1) (Eurachem, 2012). Se esta
condicdo for valida, os valores estimados
experimentalmente e de referéncia sao
metrologicamente compativeis.

ke

lve —v=l = t2 *..-"f'“f2 (¥g) + u? (1) (Eq. 1)

No qual ¥z e ¥z sdo as concentragdes de
massa estimadas pelo procedimento
eletroquimico e o valor de referéncia acrescido
respectivamente,  u(yz) eul(yz) sdo as
incertezas padrées do método eletroquimico e do
método de referéncia e t2°% o t de student para
99% de confianca e graus de liberdade referente
a uz. Os graus de liberdade da diferenca
(¥ —¥z) sa@o equivalentes aos de yz uma vez
que os graus de liberdade de y; s@o esperados
ser maiores. Os graus de liberdade do resultado
da combinacdo linear de duas variaveis sao
denominados pelo numero de graus de liberdade
do componente com menos graus de liberdade.

A compatibilidade também pode ser
testada verificando se o valor absoluto estimado

da diferengca (lyz —¥zl) com a respectiva
incerteza expandida, isto €, o termo no lado
direito de "<" da Equacao (1)) inclui o valor zero.

Os valores estimados pelo procedimento
eletroquimico sdo metrologicamente equivalentes
as concentracdes estimadas pelo procedimento
de adicao e recuperacao nas amostras de soro
fisiolégico, demonstrando a confiabilidade das
medidas eletroquimicas incluindo a avaliagdo da
incerteza.

A Tabela 1 também apresenta os
resultados da avaliagdo da compatibilidade
metrolégica de medicdes de referéncia e
alternativas usando a condi¢ao da Equagéao (1).

Tabela 1: Resultados da determinagédo de acido
urico em soro fisiolégico e soro humano e
respectivos valores de referéncia.

Conc, método
colorimétrico

Conc, método
eletroquimico

(mg dL™) (mgdL™)*
Amostras

Soro 01 1,03 +0,27 1,00 + 0,02
Soro 02 3,03+0,32 3,02 + 0,06
Soro 03 5,06 + 0,38 5,04 + 0,09
Soro 04 7,01 0,49 7,06 +0,13
Soro 05 8,93 + 0,56 9,07 0,17
SoroH 01 3,83+ 0,50 4,10 £0,12
SoroH 02 5,92 + 0,64 6,20 + 0,12

Como mostrado na Tabela 1, os dois
pares de resultados sao metrologicamente
compativeis, uma vez que o valor absoluto de
sua diferenga para todas as amostras € menor
do que a incerteza expandida da diferenca,
demonstrando a equivaléncia metrologica dos

resultados  produzidos por ambos  o©0s
procedimentos.
Portanto, pode-se concluir que o

procedimento eletroquimico alternativo é uma
alternativa valida ao é&cido urico estimado em
amostras de soro. Os resultados da Tabela 1
também permitem concluir que ambos os tém
valores normais de &acido Urico, uma vez que
estes estao posicionados dentro do intervalo de 2
mgdL" -8 mgdL™.

3.3. Comparacido Monte Carlo e sua utilizacdo em
amostras para as quais os calibradores falham

Nas amostras estudadas foi utilizado o
método de Kragten e a LPI para o calculo da
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estimativa de incerteza, mas estes métodos
somente se aplicam se os calibradores forem
devidamente preparados.

Caso os calibradores nado forem
devidamente preparados, a estimativa de
incerteza é subestimada, encontrando-se valores
abaixo do “valor real’, e com isso obtém-se
resultados errébneos. Com valores subestimados
de estimativa de incerteza e valores de
concentracoes longe dos ideias, a chance de nao
compatibilidade (equacao 1) é demasiadamente
alta. Mas quando se usa as simulagbes de
Monte-Carlo, ndo se tem a necessidade de um
controle rigido dos calibradores, pois quando se
simula uma quantidade extremamente grande de
experimentos, é considerada a contribuicao mais
proxima do real de cada fonte de incerteza.

Para comprovar tal fato, foi conduzido um
experimento, no qual a célula eletroquimica foi
inserida dentro de uma balanca analitica e feita
as adicdes de padrao de 100 pL com uma pipeta
graduada, sem nenhum controle analitico rigido e
construida duas curvas de calibracdo, uma de
“sinal*volume total vs. massa de analito
adicionado” (1, = v, vs.m,) e outra de
“sinal'massa total vs. massa de analito
adicionado” (I, * m gvs.m_), no qual o primeiro
assume-se que estd adicionando 100 pL do
padrdo e na segunda assume-se a pesagem
equivalente a estes 100 pL adicionados do
padrdo. Em ambos os casos foi analisado a
qualidade dos calibradores e depois estimada as
incertezas utilizando a LPI e as simulagdes de
Monte-Carlo e feito o teste de compatibilidade
(equacao 1). A amostra analisada foi de soro
fisiolégico contendo 3,0 mg dL™ de &cido Urico.

Primeiramente foi analisada a qualidade
dos calibradores por volume, no qual o valor de

u(REL_:__)fRE[:__ foi maior que um quinto de

u(Rmiu__)fRﬂl_u__ demonstrando que utilizando

uma pipeta sem controle analitico gera
calibradores ruins. Mas quando se usa as
mesmas equacgdes para testar a qualidade dos
calibradores considerando-se a massa total

pesada, o valor de (REL___],'“EEL___ € menor que um
o o

quinto de H(le- );‘Rﬂi:j, demonstrando que

il
por pesagem a qualidade do calibrador é boa,
mesmo  utilizando-se  instrumentagcdo sem
calibragao prévia. Esta diferenga nos resultados
se deve ao fato de que a incerteza da pesagem é
inferior a incerteza do volume medido,

principalmente quando se trabalha na escala de
micro volumes.

Uma vez analisado os calibradores, foi
estimada cada fonte de incerteza pela LPI e pelo
MCM. A Tabela 2 apresenta os resultados e as
respectivas incertezas para ambas abordagens
de calculo.

Para as simulagées de Monte Carlo, o
célculo de estimativa de incerteza foi procedido
criando-se uma folha de calculo e aplicando-se
algoritmos especificos para cada fonte de
incerteza (Cox et al., 2006). O principio baseia-se
em inserir cada variavel e suas respectivas
fontes de incerteza, e em seguida realizar
simulagbées de modo aleatério de acordo com o
tipo de distribuicdo que se aplica para cada uma
dessas fontes. A partir destas simulagdes, pode-
se construir um grafico de distribuicdo normal,
conforme apresentado na Figura 2, e a partir
deste gréfico encontrar a concentracdo da
amostra e a respectiva incerteza para 95% ou
99% de confiancga.

80 4

N N
W
f

Frequencia

30 4

|
A

.
o N

15 z zl,s ; 3:5 ;
[AU] mg/dL
Figura 2: Distribuicdo normal para as simulagcées
de Monte Carlo na amostra de soro fisiolégico
contendo AU nas medigbes considerando
sinal*volume total vs. massa de AU adicionado

A partir da Figura 2, pode-se observar
que o ponto central é a média das simulacgdes e
as linhas nas extremidades representam a
incerteza expandida da amostra (U(y;)) para
95% e 99% de confianga. Com os resultados
estimados pela LPI e MCM, construiu-se a
Tabela 2 para comparagcdo das duas
abordagens.

Como pode ser evidenciada pela Tabela
2, a incerteza do fator de diluicdo para o
procedimento de pesagem é menor que
comparado com o de volume, devido a incerteza
de pesagem ser menor que quando adicionado
pequenos volumes. As recuperagcdes nas
medidas de massa sao bem maiores do que as
de volume e todas passam pelo 100%.
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No teste de compatibilidade realizado
pelo procedimento de pesagem, tém-se ambos
compativeis e suas incertezas menores do que
comparado com o0s procedimentos volumétricos,
inclusive comparando-se com as amostras
estudadas na sess&o anterior.

Quando se utiliza o procedimento
volumétrico sem o controle analitico, observa-se
gue a recuperacdo € bem menor que por massa,
além de nao ser compativel quando se utiliza a
abordagem da LPI para estimativa de incerteza.
Esse fato se deve que a LPI para ser estimada
corretamente é necessario ter um controle rigido
no preparo dos calibradores, pois sendo tém-se
incertezas subestimadas, como pode ser
evidenciado a partir da Tabela 2, no qual a
incerteza por pesagem apresentou um valor
maior do que a incerteza por volume.

No entanto, ao se aplicar as simulagdes
de Monte Carlo, observa-se que ocorre
compatibilidade, mesmo a recuperacdo sendo
pequena, pois a estimativa de incerteza nesta
abordagem ndo é subestimada, tendo valores
bem maiores que a LPl. A vantagem da
aplicagdo das simulagdes de Monte Carlo é que
a incerteza tende a ser estimada corretamente,
pois esta abordagem nao necessita de controle
analitico rigido.

Ela é bem aplicada para sistemas no qual
se tem adi¢cbes de pequenos volumes ou que
nao se prepara as solugdes por pesagem. A sua
desvantagem s&o 0s recursos computacionais de
algoritmos que sdo necessarios para sua
estimativa (Sega et al., 2016).

CONCLUSOES

O eletrodo de nanografite modificado com
lignina e cobre eletrodepositado foi muito
eficiente para a preparagdo de um sensor
eletroquimico para a determinagéo de acido urico
em soro humano. A superficie modificada pela
eletrodeposicao de cobre revelou a presenga de
um mecanismo do tipo ECE para a oxidacao da
AU.

Uma vez que a resposta do eletrodo varia
com a matriz da amostra e estdo disponiveis
pequenos volumes de soro para analise, a
calibracdo do sensor foi realizada pelo método
de adicdo de padrdo com adicoes de padrao
cumulativo. Na calibragdo, a ‘corrente de
oxidagcéo da célula eletroquimica’, 1,,, vezes o

"volume total da solugdo”, v.,, (I,z*v.;) €

proporcional a massa de AU adicionada (m,). A
curva de calibragdo foi utilizada para extrapolar a
massa de AU na amostra e esta massa foi
convertida em concentracdo de AU tomando a
aliquota volumétrica da amostra.

O sinal instrumental é homocedastico e
varia linearidade com a quantidade AU, e a
metodologia, desenvolvida para realizar adigbes
cumulativas, ndo afetou a regressao estatistica
na calibracao.

Todas as medicoes eletroquimicas
apresentam incertezas de medicao baixas, uma
vez que nao foram comprovadas serem
superiores a incerteza alvo, 0,56 mg dL™ .

A qualidade da medicdo realizada foi
avaliada a partir da analise de amostras de soro
fisiologico e de humanos cujos valores de
referéncia foram estimado pelo processo de
adicao/recuperacdo e por um método padrao
independente, respectivamente. Desta forma,
sendo as medidas metrologicamente compativeis
com as medidas de referéncia, o procedimento
de medigdo, incluindo a sua estimativa da
incerteza, é fiavel.

Devido a sua estabilidade, seletividade,
simplicidade de trabalho e baixo custo de
construgdo, o sensor construido trata-se de
alternativa promissora ao procedimento de
referéncia.
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Tabela 2: Resultados comparativos de estimativa de incerteza por medicées em massa e volume,
utilizando as abordagens da LPl e MCM

Massa Volume
LPI MCM LPI MCM
u'(d, ) (%)* 0,14 - 0,23 -
Uy (%)* 0,59 - 0,46 -
Concentracao método eletroquimico (mg dL'1) 2,93+0,23 2,90+0,20 2,68+0,19 2,67+0,47
Concentracao método colorimétrico (mg dL") 3,02+0,01 3,02+0,01 3,02+0,03 3,02+0,03
Recuperacao (%) 97+15 97+13 89+13 88+30
Teste de Compatibilidade 0,09+0,23 0,12+0,40 0,33+0,19 0,35+0,94
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