Estimativa da incerteza de um material de referéncia para ensaios de
proficiéncia para a determinacdo de mercurio total em pescado in natura

Estimation of uncertainty of a reference material for proficiency testing for
the determination of total mercury in fish in natura
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Resumo: Este estudo apresenta a estimativa da incerteza para caracterizagéo, estudo
de homogeneidade e estudo de estabilidade obtida na preparacdo de um material de
referéncia para a determinacdo de merculrio total em tecido muscular de peixe in
natura para ensaios de proficiéncia. Os resultados do teste de estabilidade foram
obtidos por regressdo linear e para o estudo de homogeneidade foram obtidos por
ANOVA-fator Unico e mostraram que o material € homogéneo e estavel. O valor de
concentragdo de mercurio total com incerteza expandida para o material foi 0,294 +
0,089 pg g™.
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Abstract: This study presents the uncertainty estimate for characterization, study of
homogeneity and stability study obtained in the preparation of a reference material for
the determination of total mercury in fish fresh muscle tissue for proficiency testing.
The test results for stability were obtained by linear regression and to homogeneity
study was obtained by ANOVA-one way showed that the material is homogeneous
and stable. The value of total mercury concentration with expanded uncertainty for the
material was 0,294 + 0,089 pg g™
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A caracterizagdo de um material de referéncia
¢ definida como o conjunto completo de
medicdes, 0 qual estabelece, os valores de suas

A base para a determinagdo dos valores de
propriedade de um material de referéncia, se
inicia com a conversdo de dados do estudo de
homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo em
incertezas padrdo de medicdo, e em geral estes
valores séo obtidos utilizando-se o Guia para a
Expressdo da Incerteza de Medigéo (GUM) [1].
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propriedades, e ndo apenas suas incertezas,
atribuindo um valor de propriedade para o lote de
material ou para as unidades individuais. S&o
adotadas  diferentes  maneiras para a
caracterizacdo do material desde que os métodos
de medigdo sejam rastredveis as referéncias
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especificadas no planejamento do projeto. As
abordagens principais sdo [1, 2]:

1-caracterizagdo por um método individual;

2-caracterizagdo por diferentes métodos e/ou
diversos laboratorios.

O estudo de homogeneidade é necessario para
demonstrar que o material produzido ¢é
suficientemente homogéneo. Esse é realizado
entre os frascos e dentro de cada frasco para
verificar se existe uma variabilidade no material
gue possa afetar a propriedade que se deseja
determinar [2, 3].

O estudo de estabilidade realizado em curto
prazo tem como objetivo verificar as condicdes
normais de transporte, desse modo sdo
selecionadas temperaturas extremas e ideais em
periodos curtos de tempo (3-6 meses) que irdo
simular os niveis de degradacdo que podem afetar
o0 estado dos valores de propriedades de interesse.
Neste caso se apresenta como o estudo ideal para
amostras de ensaios de proficiéncia de matrizes
bioldgicas [2, 3, 4].

Neste trabalho serdo descritos os calculos
referentes a incerteza de caracterizagdo, incerteza
de homogeneidade e incerteza de estabilidade em
curto prazo, para obtencdo dos valores de
referéncia para um material destinado a ensaios
de proficiéncia para determinagdo de mercurio
total em tecido muscular de peixe in natura.

2. METODOLOGIA
2.1. Preparagéo do material

Foram utilizados 2 peixes com 660 g e 589 g,
respectivamente, adquiridos na cidade de Itaituba,
regido Amazonica proximo ao rio Tapajos. Os
peixes foram limpos, removendo-se cabeca, rabo,
visceras e pele, usando uma faca de ago inox. O
tecido muscular foi filetado e triturado em um
multiprocessador doméstico marca (Walita ®) e
ap6s foi homogeneizado em uma batedeira
doméstica marca (Walita ®) com pas tipo “fouet”
por 10 minutos, resultando em 1100 g [5]. O
material foi envasado em 86 sachés de 15 g cada.
Em seguida, foram separados aleatoriamente 43
sachés para serem irradiados em um ciclotron
(Cyclone Applications ion beam 30), no Centro
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de Tecnologia das Radiagdes do IPEN, com 10,0
+ 1,05 kGy utilizando uma fonte de cobalto 60
(*°Co) a temperatura de 24 + 4 °C para 0s estudos
de homogeneidade e estabilidade.

2.2 Determinacdo de Mercurio total

Foram digeridas 0,5 g de amostra com 1 mL de
HNOs, 2 ml de H,SO,4 e 1 mL, HCIO,4 em chapa
sob uma temperatura de 110 ° C por 30 minutos.
Apds a digestdo, a solucdo foi diluida com 20 mL
de &gua deionizada para analise [6].

A Determinacdo de Mercurio total foi
realizada por meio da técnica de
espectrofotometria de absorcdo atdbmica com
geragdo de vapor frio e injecdo em fluxo (FIA-
CV-AAS), utilizando um espectrofotdmetro de
absorcdo atdbmica modelo AA-220 Varian FS, de
acordo com as especificagbes do fabricante. O
agente redutor utilizado foi SnCl, 25% (w / v) em
HCI 25% (v / v) [6].

O material de referéncia certificado DORM-2
- "Dogfish" fornecido pelo National Reserch
Conciul of Canada (NRCC), foi usado para a
validagdo da metodologia analitica. O valor de
concentragdo de mercurio total no certificado
com incerteza expandida é de 4,64 + 0,26 pg g™
[6].

2.3. Estudo da Homogeneidade e da estabilidade

Para o0 estudo de homogeneidade foram
separados aleatoriamente 10 sachés a temperatura
de 23 + 0,2 ° C. A ferramenta estatistica ANOVA
foi  utilizada, para avaliar a possivel
heterogeneidade entre os sachés e dentro dos
sachés, como esta descrito no ISO Guide 35 [1,
3].

O estudo de estabilidade foi conduzido com
16 sachés selecionados aleatoriamente por um
periodo de 0, 7, 15, 30 e 45 dias em 4 faixas de
temperatura diferentes 5° C,23°C,40° Ce 60 °
C por meio do modelo is6crono. A avaliacdo dos
resultados do estudo de estabilidade do material
foi realizada por meio da analise de regressao
linear [2, 3].

2.4 Estimativa da incerteza do material

A estimativa da incerteza de caracterizagao (Unar)
neste trabalho foi calculada em planilha
eletronica desenvolvida no laboratério, segundo o



Guia para Expressdo de incertezas de medigéo
(GUM) [1-3]. Para quantificar a incerteza relativa

devido & homogeneidade foi utilizado o resultado
da média quadréatica obtido por analise de
variancia (ANOVA-fator Unico)de acordo com a
equacdo 1 [1]:

S =5 — MQentre B MQdentro
bb — YA T

)

Ny

Onde: sy, = Sa = incerteza da homogeneidade; MQentre
= média quadratica entre 0s sachés; MQgenro = Média
quadrética dentro dos sachés e ny = nimero de sachés.

A incerteza inerente a estabilidade € calculada
pela multiplicagdo do valor do erro padrdo da
inclinagdo da curva de regressdo pelo periodo de
tempo do estudo (em meses) de acordo com a
equacéo 2 [2, 3].

)
Empregando-se a equagdo 3 e assumindo-se
como Vvariaveis independentes, a incerteza
associada a homogeneidade, estabilidade e
caracterizacdo, calculou-se a incerteza associada
aos valores de propriedade do material de
referéncia, com fator de abrangéncia (k=2) [2]:

Usts="(b1)-t

2

2 2
uMR = k\/ucar + ubb + usts (3)

3. RESULTADOS

Os resultados da incerteza de caracterizagdo u(car)
foram 0,033 pg g™ (12%), obtido a partir do um
método de medigdo Unica (FIA-CV-AAS), em
gue a propagacao do erro foi realizada no modelo
de diagrama de Ishikawa, onde cada pardmetro
foi  calculado por planilha eletrnica,
desenvolvida no laboratério para a determinagédo
de mercurio em peixes (ensaio acreditado na
CGCRE/INMETRO segundo ABNT: NBR ISO /
IEC 17025: 2005). A tabela 1 apresenta o0s
resultados do estudo de homogeneidade, obtidos
pela Anova-fator Unico.
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Tabela 1-Resultados médios + desvio padrdo
(DP), em g g™, para o estudo de homogeneidade
realizado a temperatura 23 + 0.3 °C, n=30

Média + DP 0,294 + 0,009
RSD % 1,3
P-value 0,19

Ferit 3,88
Fealc 1,85
ubb, pg g%, (%) 0,015 (5 %)

Feac: calculado; Fg: critico, valor de F para o = 5 %j;
P-valor>0.05; uy, incerteza de homogeneidade; saches
n° 56, 14, 21, 42, 3.

Os resultados obtidos para o estudo de
homogeneidade comprovaram a homogeneidade
do material, pois 0 Feae. < Feit.»

As tabelas 2 e 3 apresentam os resultados dos
estudos de estabilidade, realizado em um prazo
de 45 dias e em diferentes condigdes.

Tabela 2- Resultados médios + desvio padrdo
(DP), em pg g*, obtidos para o estudo de
estabilidade, durante o periodo de 0, 7, 15, 30 e
45 dias; n = 48

Geladeira Ambiente

(5+0,2°Q) (23+0.3°Q)
MédiaxDP 0,313+0,015 0,325+ 0,025
RSD % 15 2,5
b1 0,0006 -0,0073
s(b1) 0,00502 0,01325
|bl] < t(0,95,n- 0.02 0.02
2 )x s(bl) ’ '
usts, ug g™, (%) 0,010 (1 %) 0,026 (2,6 %)

b;. slope da curva; sp: desvio padrdo em bj; Ugs:
incerteza de estabilidade; t0, 95, n-2 x s(bl) valor do
fator t (Student’s) para n-2 graus de liberdade com
nivel de confianga de 95 %[2].



Tabela 3- Resultados médios + desvio padrdo
(DP), em ug g*, obtidos para o estudo de
estabilidade, durante o periodo de 0, 7, 15, 30 e
45 dias; n = 48

Estufa Estufa

(40+13°C) (60+1.2°C)
MédiatDP 0,375+0,038 0,380+0,029
RSD % 3,8 2,9
bl 0,0024 -0,0003
s(bl) 0,00018 0,0013
|b1] < (0,95,n- 2) x
s(b) 0,03 0,03
usts, pg g%, (%) 0,001 (0,1 %) 0,003(0,3 %)

b;. slope da curva; sp: desvio padrdo em by Ugs:
incerteza de estabilidade; t0, 95, n-2 x s(b1) valor do
fator t (Student’s) para n-2 graus de liberdade com
nivel de confianga de 95 %[2].

Os dados obtidos na avaliagdo estatistica para
a concentragdo de mercurio no tecido muscular
de peixe durante o intervalo de tempo e
temperaturas estudadas ndo apresentou tendéncia,
mostrando que o resultado de | b1 | foi menor do
que o valor da condigdo ty g5, N-2 X s(b1) [2, 7].

A tabela 4 apresenta o valor de concentragdo
de mercdrio total com a estimativa da incerteza
expandida para o material de referéncia de acordo
com a equagéo 3.

UmR = 2X \/(0,033)2 +(0,015) +(0,026)> = 0,089

Tabela 4- Estimativa da incerteza padrao
combinada, em pg g*, para o elemento mercurio

*Média+ U (pg g™) U (%)
Uwreig | 0,294 % 0,089 30
"Média obtida no

estudo de homogeneidade,

representada pelos valores médios de 30 replicatas; Hg:

Mercurio total.

4. CONCLUSAO

O material produzido para ser utilizado em
ensaios de proficiéncia apresentou  boa
homogeneidade para o elemento Hg dentro de
cada saché e entre os sachés. Os resultados de
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estabilidade obtidos em curto prazo séo robustos
e demonstram a eficAcia do processo de
irradiacdo para o transporte das amostras a
temperatura ambiente.

Os resultados do célculo de incerteza
mostraram-se compativeis com a técnica de
medicdo usada para estimar a incerteza do
material. Portanto, o material produzido foi
considerado apto para ser utilizado em testes de
proficiéncia para a matriz peixe, proporcionando
mais uma ferramenta para controle e garantia de
qualidade na analise quimica do elemento
mercudrio em peixes.

O ensaio de proficiéncia foi realizado em 30
dias, por este motivo ndo foi necessario a
realizacdo do estudo de estabilidade em longo
prazo, apenas 0 monitoramento da estabilidade
durante o periodo de realizacdo do ensaio.
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