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The Generalized Standard Addition Method (GSAM) is an interesting way to detect, quantify and
eliminate interferences, when a multicomponent analysis is being perfomed and separation methods
are not convenient or effective. In this paper, the GSAM is reviewed, discussed and some modifica-
tions are proposed. These modifications lead the GSAM to three levels of analysis allowing more fle-
xibility for adjusting the quantity and the time of analysis with the quality of the results desired. Mo-
reover, this new version can accept data when the additions were made by manual procedures or sys-

tems of flow injection analysis.

INTRODUCAO

A maioria dos métodos instrumentais nas dreas de espec-
trofotometria, eletroanalftica, etc., utiliza, para a determinagio
da concentra¢do de uma’ espécie quimica em uma amostra, a
comparagido do seu sinal de resposta contra os sinais de res-
posta de uma série de solugdes de concentragdes conhecidas (a
-chamada curva de calibragio). Este procedimento, frequente-
mente utilizado, & vilido somente se o ambiente onde estd o
analito (do inglés: ‘analyte’) € semelhante ao ambiente em que
foram preparadas as solugdes de concentragdes conhecidas (os
padrdes). Se existem diferengas em propriedades como: PH,
forga ibnica, temperatura, viscosidade, tensdo superficial, etc.
ou nas concentragbes de concomitantes a comparacdo pode
ser falsa, isto é, a determinagdo da concentragdo do analito
pode ser inexata. Costuma-se, 3s vezes, para contornar este
problema denominado de efeito de matriz, preparar os padrdes
para calibracdo no mesmo ambiente do analito na amostra, o
que requer o conhecimento de todas as propriedades da ma-
triz, e isto muitas vezes € impossfvel na pritica. Para melhor
contornar este problema tem-se empregado o Método de
Adigbes-Padrio (MAP)L, O MAP & bastante conhecido pelos
quimicos analfticos, pois a descricdo do método pode ser en-
contrada em quase todos os livros-texto que tratam da andlise
quimica instrumental?. O método consiste em se medir as res-
postas antes e apds vérias solugdes-padrio terem sido adicio-
nadas 3 amostra, o que corresponde a uma calibragfo na pré-
pria amostra, contornando, assim, o efeito de matriz. Se a
curva de respostas com os incrementos de concentragio € li-
near, a concentragido do analito na amostra pode ser obtida
pela extrapolagio da linha reta (resposta versus concentracao)
para o eixo da concentragao, encontrando o valor absoluto da
intersegdo neste eixo.

A aplicagdo do MAP requer que a resposta do analito antes
das adicdes-padrao seja “zerada”, isto €, na auséncia deste
analito na amostra uma resposta zero seja obtida, ou seja, que
interferéncias qufmicas, fisicas e/ou espectrajs3‘5, que surgem
de outras espécies presentes na amostra, sejam eliminadas. Na
maioria dos casos, a auséncia total de interferéncias ndo € ob-
tida na pritica, e o isolamento de cada analito de todos os ou-
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tros interferentes por um método de separagdo pode tornar-se
trabalhoso. Portanto, € importante para um qufmico analftico,
envolvido com esses problemas, que ele possa detectar, carac-
terizar matematicamente e corrigir estas interferéncias e/ou os
efeitos de matriz. Este método ndo forneceria apenas uma
andlise mais exata de todas as espécies envolvidas, mas
também serviria para caracterizar a seletividade do instrumen-
to analftico e, por conseguinte, ser de grande importincia no
desenvolvimento do mé€todo analitico. Recentemente, o Labo-
ratério de Quimioterapia da Universidade de Washington,
EUA, desenvolveu a base matemética para tal método3-10,
Ele € uma combinagido do MAP e o comum esquema de andli-
se multicomponente empregando a técnica dos mfnimos qua-
drados. Chamado de Método Generalizado de Adigdes Padrdo
(MGAP) (do inglés: ‘“The Generalized Standard Addition Me-
thod (GSAM)’, ele € uma generalizagéio por incluir qualquer
nimero de analitos, interferentes e interferidos. O MGAP tem
sido aplicado & espectrofotometria de absor¢do molecular
UV-Visivel 3: 7> 8 11 espectrometria de emissdo atdmica com
fonte de plasma induzido em argdnio (do inglés: Inductively
Coupled Argon Plasma Atomic Emisson Spectrometry
(ICP-AES) 3 6 12-15 yoltametria de redissolucdo (do inglés:
‘Stripping Voltammetry®) 16, 17, fotometria de chamal$, e po-
tenciometria com eletrodo fon-seletivol®.

Apesar de que a utilizagdo do MGAP possibilita, com al-
gumas restrigoes, superar eventuais efeitos de matriz e inter-
feréncias qufmicas, fisicas e/ou espectrais3->, a sua execugio
necessita geralmente da preparagio de uma série de so-
lugbes-padrao dos analitos interferentes e interferidos e da
adigdo destas solugGes A solugdo da amostra. Se procedimen-
tos manuais convencionais de adigdes-padrao sdo utiliza-
dos# 5, além de trabalhosos, eles apresentam geralmente um
alto consumo de reagentes e amostras ¢ uma baixa velocidade
analftica. Além do mais eles sdo geralmente mais sujeitos as
contaminagées, devido ao grande mimero de etapas analfticas
(por exemplo, pipetagens) envolvidas. Para superar estes pro-
blemas, tém sido desenvolvidos procedimentos de adigoes-pa-
drio!2-14, 18, 20-27  empregando a técnica de andlise por in-
jecdo em fluxo (do inglés: ‘Flow Injection Analysis
(FIA)’28’ 29).
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DESENVOLVIMENTO MATEMATICO DO MGAP

Supondo que uma resposta linear para as ‘n’ adi¢des-padrao
realizadas sobre uma determinada amostra € obtida e, conside-
rando que mais de um sensor ‘s’ possa ser utilizado para um
determinado analito (por exemplo, dois ou mais comprimentos
de onda, dois ou mais eletrodos fon-seletivo, etc), a expressio
matemética para o método de adigdo padrio (MAP) & dada

por:

Ry, s =

onde , R, ¢ € a resposta do sensor ‘s’ para m-ésima adigfio
padrio ACm,C éaconcentragiommaldoanahtonaamos
tra e K; € a constante linear de resposta para o sensor ‘s’. A
rwposta do sensor ‘s’ antes do infcio das adigbes-padrio,
R,, o necessita ser também medida. C,, e K, podem ser de-
terminadas por regressio linear s:mples

Uma vez que nas adigbes de solugBes-padrdo as concen-
tragbes ndo sio sempre aditivas, respostas com corregao de

(AC, + Cp) . K, (m = 1,....,0) (1)

volume, Qp, s devem ser utilizadas. Levando em consideragéio -

este problema, a Equagéio ( 1) pode ser reescrita como:
s=(@ANL/V, + N,/ VY. K

da qual se obtém,

Qm, s Rm, s

V,, = (AN + Np).K, (2)

onde, AN, € a quantidade (nfimero de moles ou massa) adi-

cionada, V& o volume ap6s a m-ésima adigio. N, € a quan-

tidade inicial do analito na amostra a ser determinado, o qual

‘pode ser convertido para concentracio conhecendo-se 0 vo-

lume inicial, V da amostra.
A figura 1 mostra graficamente a aplicagio do MAP para

'anﬂise de trés amostras contendo a mesma quantidade inicial,

N, do analito, considerando que na primeira amostra o anali-
to estd em um ambiente onde nfio existe efeito de matriz, cur-
va (A), na segunda amostra o analito estd em um ambiente on-
de existe efeito de matriz, curva (B), e na terceira ele estf.em
um ambiente onde, além do efeito de matriz, existe interferén-
cia espectral de um outro analito, i, curva (C). Uma resposta
Q’o ¢ maior do que Qo foi mostrada, considerando que um
eféito de matriz posmvo estava ocorrendo (por exemplo, a
presenga de etanol em determinagio de sédio por fotometria
de chama). Na aplicacdo do MAP a primeira e segunda amos-
tras, o mesmo valor da quantidade inicial do analito, N,, foi
obtido. A diferenga na inclinagio entre as curvas (A) e (B)
ocorre devido A presenga do efeito de matriz na segunda
amostra. Entretanto, a presenca de uma interferéncia espectral
(resposta Q0 ;) faz com que um resultado maior na quantidade
inicial do anahto N, seja obtido. Portanto, algumas res-
tringdes a aplicagdo do MAP devem ser enfatizadas:

(a) a fungdo que relaciona resposta com concentragio deve
ser linear;

(b) aresposta Q,  deve ser “zerada" isto &, na auséncia do
analito na amosu'a, deve-se obter uma resposta zero;

(¢) como resultado de (b ), se a propriedade medida & afeta-
da por outros componentes que n3o o analito de interes-

Qm.

(c)

ta)

|
|
1

ANg AN3 ANy

Figura 1 — O método de adigiio padrdo para amostra sem efeito de matriz (A); com efeito de matriz (B) e com efeito de matriz mais
interferéncia espectral (C). Qm, s € a resposta do sensor ‘s’ para ‘m’-ésima quantidade (mimero de mols ou massa) adicionada ANm.
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se, entdo, os efeitos destes componentes devem ser de al-
guma forma eliminados.

Quanto 2 restricdo (a), esta ndo € um problema, pois a
grande maioria dos métodos de andlise qufmica instrumental
apresentam, para pelo menos uma faixa de concentracao, uma
relagio linear entre a resposta do sensor e a concentragio.
Todavia, quanto as restrisgdes (b) e (c), se a resposta do
sensor ‘s’ de um analito ‘a’ & afetada, em wma maneira linear,
pelos ‘r’ componentes da amostra (interferéncia quimica, fisi-

ca, e/ou espectral), esta resposta pode ser expressa por uma-

equacdo andloga A Equagdo ( 2 ). Estendendo esta equagéo pa-
Ta incluir as contribuigdes dos ‘r componentes, obtém-se
entao:

T

Qps = Z(AN, , + Ny o). K, ¢

a=1 m=12,..n);6=12.p@=12..,r1)
que d4:
r r
Qns = ZAN . K s+ 2N, Ko (3)
=1
onde, Q . € a resposta do s-ésimo sensor para a m-ésima

adicdo padrao do analito ‘a’, AN, , . N, (€ aquantidade ini-
cial do analito ‘a’ na amostra e é a oonstante linear de
resposta que caracteriza o quanto cada componente ‘a’ afeta o

sensor ‘s’. Conhecendo-se o volume de amostra, V , e as res-
postas iniciais dos ‘r’ sensores antes das adigdes, R, ., tem-
se:
r
Qo’S = Ro,S =3ZN Ka,s
a = 1
€ a Equagao ( 3) torna-se
r
Qm s EANm,a Kas + Qo,s (4)

Considerando apenas as variagbes de respostas, AQp ¢
obtém-se:

T

= Qo5 = ZAN. Ky

AQm’s = a=

Qus (5)

A Equagao ( 5) pode ser escrita em notagao de matriz como:

[AQ]=[AN].[K] (6)
onde, [ AQ ] € uma matriz nxp das variagdes de respostas com
correcao de volume, [ AN ] € uma matriz nxr das quantidades
adicionadas e | K ] é uma matriz rxp das constantes lincares de
resposta.

Para resolver a Equagéo ( 6 ), um programa computacional,
escrito em FORTRAN, foi desenvolvido pelo grupo de Seat-
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tle3-10, ¢ encontra-se disponfvel pela Infometrix, Inc30. Este
programa, chamado de GSAM, utiliza a inversa generalizada
de [ AN ] definida por ([ AN } T, [AN])-1. [AN ]T, e 0 méto-
do de regressao linear miltipla pelos minimos quadrados. As-
sim, a matriz [ K ] é obtida (se n = re p = r) pela expressio:
[K1= (ANDT.[AND-1.[AN]T . [AQ] (7)
ApGs a determinagiio da matriz [K], o vetor das quantidades
iniciais de cada analito na amostra, N, € obtido por:

= (KD . KIT)1.[K].Q,
onde,Noéumvetorrxi,coQoéumvetorpxi.

Dois modos de cdlculo podem ser realizados pelo programa
GSAM para obtengio da matriz [K] e o vetor N, o modo de
cdlculo TDC (“Total Difference Computatxon”“) € 0 modo de
célculo IDC (“Incremental Difference Computatlon”4) A di-
ferencga entre estes dois modos de célculo reside apenas na de-
finigo das matrizes de entrada [ AN] e [ AQ ], usadas em
ambos os modos de cédlculo. No cdlculo TDC a matriz de en-
trada [ AN ] € aquela correspondente as quantidades acumula-
tivas adicionadas, enquanto que para o célculo IDC, [ AN]
corresponde justamente 3s quantidades adicionadas. No modo
de célculo TDC, a matriz de entrada [ AQ ] corresponde s
variagbes totais das respostas, a partir de Q,, enquanto que
para o célculo IDC [ AQ ] corresponde s variagOes entre ca-
da resposta.

Na aplicagdo do MGAP para o cdiculo usando o programa
GSAM as seguintes restrigdes sio feitas:

(a) n = r, o nmero de adigbes-padrio deve ser maior ou
igual ao mimero de analitos, isto é, pelo menos uma
adigdo de cada analito, € necessdria;

(b) p = r, o nimero de sensores deve ser maior ou igual
ao mimero de analitos, ou seja, pelo menos um sensor,
para cada analito, &€ necessério.

CONSIDERACOES SOBRE O PROGRAMA GSAM

Utilizando regressdo linear miltipla, sabe-se teoricamente
que a precisdo dos elementos da matriz [ K ] pode ser melho-
rada simplesmente pelo aumento do niimero de adigdes-pa-
drdo, se o erro experimental € de comportamento aleatério.
Todavia, a exatiddo da matriz [ K ] e, consequentemente, do
vetor N, depende da exatiddo de cada resposta e do planeja-
mento experimental das adigSes-padrdo. Assim, foram inclui-
dos no programa GSAM algoritmos de controle do planeja-
mento experimental das adigdes ¢ da exatiddo das respostas?,
O primeiro algoritmo ¢ o ntimero de condigdo generalizado da
matriz [ AN ], que fornece o quanto o planejamento experi-
mental contribui na exatiddo da matriz [ K ]. O segundo € o
nfimero de condigdo da matriz [ K ], que fornece o quanto o
vetor N € influenciado pela exatiddo do vetor Q, e da matriz
[ K ]. Portanto, ambos os niimeros de condigdo calculados pe-
lo programa GSAM ddo uma idéia de propagagdo de erro ob-
tido, devido a exatidio das respostas e ao bom planejamento
experimental das adi¢Ges-padrdo.
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O PROGRAMA GSAMIN

Um programa de computagio foi desenvolvido, a partir do
programa GSAM, de modo a ser utilizado em microcomputa-
dores. Este programa, chamado de GSAMIN*13, foi escrito
em linguagem FORTRAN. O programa GSAMIN permite
fazer cdlculos quando as adigGes-padrdo forem realizadas ou
por procedimentos manuais ou por procedimentos usando sis-
temas FIA. O programa GSAM foi desenvolvido para proce-
dimentos manuais de adigbes-padrao® 3, Além disso, o pro-
grama GSAMIN oferece a0 usudrio uma maior flexibilidade
no sentido de adequar a quantidade de trabalho ¢ tempo de
andlise com a qualidade dos resultados analfticos obtidos pela
aplicagio do MGAP. Trés nfveis de andlise sdo permitidos
usando tal programa:

(a) Para uma série de amostras com efeito de matriz seme-
lhante, aplica-se 0 MGAP aos analitos de interesse para
apenas uma amostra, calcula-se a matriz [ K ] para essa
amostra € armazena-se esta matriz em um arquivo em
disco. As concentragdes iniciais dos analitos de interesse,
em todas as amostras, sdo calculadas pelo GSAMIN, uti-
lizando esta matriz [ K ] e as respostas iniciais, Q , , dos
analitos de cada amostra. Se flutuagdes do aparelho de
medida ocorrem, so necess4rias periédicas aplicagdes do
MGAP para obtengiio da matriz [ K ].

(b) Se o efeito de matriz € desprezfvel, uma matriz [ K ] ar-
mazenada no computador, obtida por procedimentos de
calibracdo, ¢ utilizada pelo GSAMIN, juntamente com as
respostas Q, . para o cdlculo das concentragdes dos
analitos. Se flutuagGes do aparelho ocorrem devem ser
obtidas peridédicas matrizes [ K J;

(¢) Se entre as amostras existirem diferencas significativas
do efeito de matriz, deve ser aplicado um procedimento
completo do MGAP, para cada amostra. As concen-
tragdes iniciais dos analitos sdo obtidas utilizando a ma-
triz [ K] de cada amostra e suas respectivas respostas
Qo, s°®

Para os nfveis (a) e (b ), as vezes € necessério apenas mo-
dificar e/ou acrescentar alguns elementos da matriz [ K ]. Es-
tes elementos sdo obtidos por um dos procedimentos (a) e
(b) de interesse e, utilizando o programa GSAMIN, eles sdo
acrescentados e/ou modificados no arquivo em disco da ma-
triz [ K ]. Posteriormente, esta matriz [ K ] modificada poder4
ser utilizada para o célculo das concentragdes iniciais dos ana-
litos.

Portanto, o programa GSAMIN permite aceitar dados re-
ferentes as adi¢Oes-padrio efetuadas, utilizando ou procedi-
mentos manuais ou procedimentos usando FIA, e realizar c4l-
culos de modo a tornar mais rdpidas as andlises que necessitam

do MGAP (andlises de niveis (a), (b)). Assim, com uma °

adequada matriz [ K ] na meméria de um microcomputador
acoplado ao instrumento de medida, a velocidade analitica po-
de tornar-se igual a velocidade de leitura das respostas iniciais
Q,, s Também, uma colegdo histérica de matrizes [ K ] guar-
dadas em arquivo de disco pode ser utilizada para avaliagbes
peri6dicas da “performance” dos instrumentos analiticos, por
exemplo, como anda a sensibilidade de um determinado sensor
(fotomultiplicada), o alinhamento 6tico, etc. Além do mais, es-
te programa & escrito em linguagem acessivel ao usudrio, per-
mitindo que os métodos de cdlculo e controle possam ser estu-

* Generalized Standard Addition Method of Minerals.
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dados e compreendidos, ao contrdrio dos pacotes de ‘“softwa-
re”, normalmente oferecidos por fabricantes dos instrumentos
analiticos. Todavia, alguns algoritmos de controle e célculo
podem ainda ser adicionados e/ou modificados, como, por
exemplo, o algoritmo proposto por Vandeginste et al.11 sobre
o controle da validade do modelo linear durante o estdgio de
adigdo, algoritmo PLS9 pode ser usado em lugar da regressio
linear miiltipla convencional, etc. Tais algoritmos serao objeti-
vgs de estudos futuros.

O método como apresentado aqui s6 pode ser utilizado se a
relagéo resposta-concentragio do analito € de alguma forma
linearizdvel. Entretanto, ele pode ser modificado de modo a
permitir que uma relagéo polinomial (quadritica, ciibica ou de
qualquer grau arbitrdrio)> seja utilizada. Este ¢ também um
dos objetivos de estudos futuros.
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