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A seqüência analítica

Francisco José Krug
fjkrug@cena.usp.br

Laboratório de Química Analítica “Henrique Bergamin Filho”
Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP

CEN0260 Métodos Instrumentais de Análise Química

MISSÃO DA QUÍMICA ANALÍTICA

Propor os meios para a determinação 
da composição química dos materiais

Procurando uma maneira alternativa para fazer 
análises quantitativas

Adapatado de slide 
do Prof. Mauro Korn, DQ-UNEB

127 mg.kg-1 Fe

Qual o teor de ferro 
no pão ?

(127 mg de ferro por quilo 
da amostra)

TRINDADE  DA QUÍMICA ANALÍTICA

amostra

problema

método

H. Bergamin Filho, 1996
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A seqüência analítica
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• Escolha do método
• Amostragem
• Pré-tratamento da amostra
• Medida
• Calibração
• Avaliação
• Ação
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Problema: Determinação do teor de 
chumbo em açúcar

Fonte:   União da Agroindústria Canavieira de São Paulo - ÚNICA, 2002

128  localizadas em  SP

70% da produção 
de açúcar é 
exportada

Brasil : 307 usinas

fjkrug@cena.usp.br

Problema: Determinação do teor de 
chumbo em açúcar

Fonte:   União da Agroindústria Canavieira de São Paulo - ÚNICA

45% da exportação 
mundial de  açúcar 

Brasil : 444 usinas

fjkrug@cena.usp.br
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Açúcar:  controle de qualidade (Pb)

0,1 mg kg-1 Pb em dextrose e frutose 

0,5 mg kg-1 Pb em sacarose, xaropes de glicose ou de frutose de 
milho

Codex Alimentarius Commission

(CAC/FAO/WHO)

Food Chemical Codex 
(FCC)

FAO/WHO CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION.  Codex Alimentarius.  Rome: FAO; WHO, 1995.  CX/FAC 96/17

NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES.  Food Chemical CODEX.  4.ed.  Washington: Committee on Food Chemicals 
Codex, Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, National Academy of Sciences, 1996.  p.400-401, 763-765
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Escolha do método 

Espectrometria de absorção atômica em forno de 
grafite (GFAAS)

• Limite de detecção = 0,005 mg kg-1 Pb
• Coeficiente de variação dos resultados <10%
• Taxa de amostragem: 2 min/amostra
• Custo por determinação:  máximo R$ 10,00

fjkrug@cena.usp.br
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Tubo de grafite Forno de grafite Varian

Detalhe do forno Espectrometria de absorção atômica
(AAS) 
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Espectrometria de absorção atômica
(AAS) 

Radiação
eletromagnética
característica 

Io It

= log10Absorbância Io
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Radiação
transmitida 
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Átomos gasosos 
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Tempo (s) 
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Sinal analítico proporcional ao teor de chumbo

Altura do pico ou área são, 
idealmente, proporcionais, 
à concentração 

Definição do problema
Determinação de elementos de interesse em nutrição
humana e em toxicologia

89
a

103

RaFr

RnAtPoBiTlHgAuPtIrOsReWTaHf57
a

71

BaCs

XeTeSbInAgPdRhRuTcNbZrYRb

KrGeFeTiSc

Ar

Elementos-traço

IMo

SeZnCuNiCoMnCrV

SiAl

NeBe

Importantes não 
confirmados

Pb
?

SnCd
?

Sr

BrAsGa

FBLi

He

maiores

CaK

ClSPMgNa

ONC

H

Elementos essenciais ao homem 
(animais)
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CODEX alimentarius

http://www.codexalimentarius.net/web/index_en.jsp

CODEX STAN 53-1981 – ALIMENTOS COM BAIXO TEOR DE SÓDIO
CODEX STAN 53-1981 

1,20 g kg-1 Na

0,40 g kg-1 Na
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CODEX STAN 72 – 1981

0,02 mg.kg-1 Pb

Formerly CAC/RS 72-1972. Adopted as a world-wide Standard 1981. Amended 1983,
1985,1987. Revision 2007

CODEX STAN 72 – 1981
Standard for infant formula and formulas for special medical purposes intended for infants

CODEX STAN 193-1995 1
Adopted 1995, Revised 1997, 2006, 2008

CODEX GENERAL STANDARD FOR 
CONTAMINANTS AND TOXINS IN FOODS

CODEX STAN 193-1995 1

Termo não 
recomendado
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Arsênio

A seqüência analítica

• Definição do problema
• Escolha do método
• Amostragem
• Pré-tratamento da amostra
• Medida
• Calibração
• Avaliação
• Ação

• Espectrometria de absorção atômica
– com chama (FAAS)
– com forno de grafite (GFAAS)
– análise direta para determinação de Hg (DMA)

• Espectrometria de emissão óptica
– com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)

• Espectrometria de fluorescência atômica
– com geração de hidretos (HG-AFS)

• Espectrometria de massas
– com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)

• Fluorescência de raios-X (XRF)
– Dispersiva em energia (EDXRF)

Escolha do método

Visão holística

Nossa disciplina
ICP OES

FAAS

EDXRF

GFAAS

ICP-MS
MAS
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Após o recebimento
da amostra, o resultado 

deverá ser emitido em quanto tempo ?
1 min?
1 h ?
10 h ?
1 dia ?

custoQuímica
limpa

Confiabilidade
metrológica

Outras 
técnicas

AAS
Análise direta

GFAASFAAS

89
a

103

RaFr

RnAtPoBiPbTlHgAuPtIrOsReWTaHf57
a

71

BaCs

XeITeSbSnInCdAgPdRhRuTcMoNbZrYSrRb

KrBrSeAsGeGaZnCuNiCoFeMnCrVTiScCaK

ArClSPSiAlMgNa

NeFONCBBeLi

HeH

Análise de alimentos e espectrometria de 
absorção atômica (AAS)

Outras 
técnicas

AAS
análise direta

GFAASICP OES

89
a

103

RaFr

RnAtPoBiPbTlHgAuPtIrOsReWTaHf57
a

71

BaCs

XeITeSbSnInCdAgPdRhRuTcMoNbZrYSrRb

KrBrSeAsGeGaZnCuNiCoFeMnCrVTiScCaK

ArClSPSiAlMgNa

NeFONCBBeLi

HeH

Análise de alimentos: AAS e ICP OES
A seqüência analítica

• Definição do problema
• Escolha do método
• Amostragem
• Pré-tratamento da amostra
• Medida
• Calibração
• Avaliação
• Ação
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Horwitz, W., "Nomenclature for sampling in Analytical Chemistry", 
IUPAC, Pure Appl. Chem.,v.62, n.6, p.1193-1208, 1990.

• Amostra: porção que representa o todo (sample)

• Sub-amostra: amostra levada para o laboratório de 
análise (subsample)

• Amostra laboratorial: amostra preparada no laboratório 
para posterior análise (test sample)

• Porção amostrada: material pesado ou selecionado 
para a análise (test portion)

Horwitz, W., "Nomenclature for sampling in Analytical Chemistry", IUPAC,
Pure Appl. Chem.,v.62, n.6, p.1193-1208, 1990.

Porção amostrada: massa da amostra,
idealmente homogênea, que é pesada ou
selecionada para a análise.

100 – 500 mgMoagem Digestão
Moagem, 

homogeneização

Porção amostrada A seqüência analítica

• Definição do problema
• Escolha do método
• Amostragem
• Pré-tratamento da amostra
• Medida
• Calibração
• Avaliação
• Ação



11

Pré-tratamento da amostra

É oportuno observar que, entre todas as operações
analíticas, a etapa de pré-tratamento das amostras é a
mais crítica. Em geral, é nesta etapa que se cometem
mais erros e que se gasta mais tempo.

É também a etapa de maior custo.

Incertezas na seqüência analítica

Amostragem Pesagem da
porção amostrada Decomposição

Perdas,
contaminação ?Apropriada ?

Calibração 
da balança ?

Eficiência, 
perdas,

contaminação ?

Medida instrumental da
concentração do analito 

Resultados

Calibração 

Sequência adaptada de Peter Bode

Coleta,
moagem,

homogeneização Validação de métodos
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Adaptado de CITAC / EURACHEM GUIDE, 1998

Validação de métodos

A validação de um método estabelece, a partir de
estudos sistemáticos em laboratório (s), se um
método possui características apropriadas para
produzir resultados com confiabilidade metrológica
para a solução do problema analítico.

Validação de métodos

Adaptado de CITAC / EURACHEM GUIDE, 1998

A validação é um processo que estabelece as características de
desempenho e as limitações de um método analítico, permitindo
identificar quais são os fatores que podem afetar as características
de desempenho:

• O processo de validação estabelecerá quais são os analitos que
poderão ser determinados, especificando-se a matriz ou as
matrizes e os riscos de interferências.

• Nas condições estabelecidas, será possível prever quais serão os
níveis de precisão e exatidão alcançados.

A validação deve fornecer subsídios ao usuário do método, para
que se saiba, com antecedência, em que condições o método
selecionado será apropriado para a obtenção de resultados que
possibilitem a solução do problema.

Validação de métodos
Características de desempenho mais comuns

• Precisão (repetibilidade e reprodutibilidade)

• Sensibilidade

• Limite de detecção

• Exatidão

• Calibração

• Robustez

Adaptado de CITAC / EURACHEM GUIDE, p.29, 2002

Precisão das medidas
A incerteza devida ao acaso no valor de uma medida
x, ou a correspondente incerteza na estimativa de um
resultado analítico, é representada pela precisão das
medidas:

s = 1
n-1


j=1

n

( xj – x ) 
1/2

x  s 

Quando n>>20 s 

2

x= média de n medidas
s=estimativa do desvio-padrão
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Desvio-padrão relativo (rsd do ingles “relative 
standard deviation)

x
s

rsd =

Coeficiente de variação (CV)

CV = rsd x 100 = % rsd

(estimativa do rsd)

Distribuição normal ou Gaussiana

µ x

y

y = exp[-(x - µ)2/22](2)1/2

Distribuição normal ou Gaussiana

µ x

y

68%

µ-1 µ+1

Propriedades da distribuição normal

µ x

y

68%

µ-1 µ+1 µ x

y

95%

µ-2 µ+2

µ x

y

99,7%

µ-3 µ+3
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Sensibilidade (IUPAC)

A derivada da função y = g (c), dy/dc, é a sensibilidade do
procedimento analítico. Se a curva analítica for não linear, a
sensibilidade é uma função da concentração. Diz-se que um método
tem boa sensibilidade, quando uma pequena variação na
concentração c causa uma grande mudança na medida y, ou seja,
quando a dy/dc for grande.

M
ed

id
a 

(y
)

Sensibilidade ( dy/dc )

Concentração (c)

dyB

Método B

dc

dyA

Método A

y = f(c)

2,0 4,0 6,0 8,0 10
0

0,2

0,4

0,6

cFe / (mg L-1)

A = 0,0598 CFe (mg L-1)

Curva analítica de calibração

cFe / mg L-1 sinal

0.0                0,000
2,0                0,120
4,0                0,239
6,0                0,359
8,0                0,478

10,0                0,598

Si
na

l (
A

)

20 40 60 80 100
0

0,2

0,4

0,6

mg kg-1Fe

Curva analítica de calibração

mg kg-1Fe           sinal

0                0,000
20                0,120
40                0,239
60                0,359
80                0,478

100                0,598

si
na

l
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Limite de deteção

© JCGM 2008

VIM-3 Vocabulário Internacional de 
Metrologia (2008)

4.18
detection limit
limit of detection

measured quantity value, obtained by a given measurement 
procedure, for which the probability of falsely claiming the 
absence of a component in a material is β, given a probability 
α of falsely claiming its presence.

NOTE 1 IUPAC recommends default values for α and β
equal to 0.05.

NOTE 2 The abbreviation LOD is sometimes used.

NOTE 3 The term “sensitivity” is discouraged for
‘detection limit’.

Distribuição normal de medidas

µ x

y

95%

µ-2 µ+2

m

fre
qu

ên
ci

a

95%

m-2s m+2s

m = media de n medidas
s = estimativa do desvio-padrão da média
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Distribuição das medidas do branco
com média mbr



LOD

mam



 = probabilidade de a substância
estar presente quando não está.

 = probabilidade de a substância
não estar presente quando ela está.

LOD  (limite de detecção) – VIM 3

mbr

Distribuição das medidas da amostra
com média mam

Solução do branco (IUPAC, 1978)

Uma solução do branco (NT ou simplesmente branco) é uma
solução que intencionalmente não contém o analito, mas que
possui, sempre que possível, a mesma composição da solução
da amostra. Um branco do solvente é o próprio solvente.

63

Exatidão dos resultados

Concordância entre a medida
realizada e o valor verdadeiro

Teste t de Student
fjkrug@cena.usp.br
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CITAC / EURACHEM GUIDE, 2002

Preparado por:
CITAC (The Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry) e
EURACHEM (A Focus for Analytical Chemistry in Europe)

Referência:

F. J. Krug, J.A. Nóbrega. A Sequência Analítica. In:
F.J. Krug, F.R.P. Rocha (Eds.), Métodos de Preparo
de Amostras para Análise Elementar. São Paulo:
EditSBQ, 2016, p. 55-102.


