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PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE UM MATERIAL
DE REFERENCIA DE PEIXE

Joao Cristiano Ulrich

RESUMO

Os materiais de referéncia certificados (MRCs) desempenham importante papel na
obtencdo de resultados de medigdes rastredveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), por meio
de uma cadeia continua de comparacdes. Dessa forma, a demanda por novos materiais de referéncia
certificados (MRC) aumenta a cada dia em todas as areas do conhecimento.

A disponibilidade de materiais de referéncia, principalmente no Brasil, ainda ¢é
incipiente, face a demanda que excede em muito a variedade disponivel desses materiais. Entre as
diversas dreas carentes de materiais de referéncia, destaca-se a area de alimentos pela importancia
desses produtos na balanga comercial do pais. A certificagdo de produtos alimenticios, destinados
tanto para exportagdo como para o consumo interno, requer metodologias de andlise que oferecam
resultados precisos e exatos a fim de assegurar a qualidade do produto.

Este trabalho descreve a producio e certificacdo de um material de referéncia na matriz
peixe em mercurio e metilmercirio. O estudo retine desde a etapa de selecio do material,
preparagao, desenvolvimento dos estudos de homogeneidade e estabilidade e a caracterizacdo. A
certificacdo foi realizada por meio de medi¢des utilizando duas técnicas analiticas, a
Espectrofotometria de Absor¢do Atdmica (AAS) com sistema de injecdo em fluxo e geracdo de
vapor frio (FIA-CV-AAS) e a Diluicdo Isotopica aplicada a Espectrometria de Massas (IDMS),
sendo este um método primario.

Neste trabalho as normas da série ISO 30 (ABNT 30-34) e ISO Guide 35 foram
utilizadas como base para a preparacio e caracterizagdo do material. Para o cdlculo de incertezas foi
utilizado o GUM e o guia Eurachem. Como resultado, foi produzido e certificado um lote do
material em relacio ao teor de mercirio (Hg = 0,27140,057 pg g') e metilmercirio (MeHg =

0,245+0,038 ug g), além de valores informativos de chumbo e arsénio.



PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF THE FISH
REFERENCE MATERIAL

Joao Cristiano Ulrich

ABSTRACT

The certified reference materials (CRMs) play an important role in obtaining
measurement results traceable to the International System of Units, through an unbroken chain of
comparisons. Thus, the demand for new certified reference materials (CRMs) increases every day in
all areas of knowledge.

The availability of reference materials, mainly in Brazil is still incipient, given that the
demand far exceeds the available variety of these materials. The amount of certified reference
materials available in the country is insufficient to meet the need of the scientific community and
demands for development of new methodologies. Among the many areas in need of reference
materials, we highlight the importance for the food trade balance for these products within the
country. The certification of food products, intended both for export and for domestic consumption,
requires analysis methods that provide precise and accurate results to ensure product quality.

This paper describes the preparation and certification of a reference material in the fish
matrix in mercury and methylmercury. The study brings together since the stage of material
selection, preparation, development of homogeneity and stability studies and characterization. The
certification was performed by means of measurements using two analytical techniques, flow
injection analysis - cold vapor atomic absorption spectrometry (FIA-CV-AAS) and isotope dilution
applied to mass spectrometry (IDMS), which is a primary method.

In this work the standards of the ISO 30 (ABNT 30-34) and ISO Guide 35 was used as
the basis for the preparation and characterization of the material. For the calculation of uncertainties
was used the GUM and Eurachem guide. As a result, was produced and certified a lot of material in
relation to the concentration of mercury (Hg = 0.271 £ 0.057 mg g'l) and methylmercury (MeHg =

0.245 £ 0.038 mg g'l), and informational values of lead and arsenic .
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1 -INTRODUCAO

O aumento da competitividade nas operacdes comerciais, seja no mercado
interno ou externo, tem como conseqiiéncia a adequagdo de todo sistema produtivo a
rigidas normas de qualidade nacionais e internacionais. Nesse processo, aos laboratorios
responsaveis pela emissao de laudos de andlise exige-se o estabelecimento de um programa
de qualidade que assegure, de forma inequivoca, a rastreabilidade de todas as operagdes
envolvidas no processo de emissdo de resultados. Rastreabilidade, segundo o Vocabulério
Internacional de Metrologia (VIM)', é definida como “propriedade de um resultado de
medi¢do pela qual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através de uma
cadeia ininterrupta ¢ documentada de calibra¢des, cada uma contribuindo para a incerteza
de medi¢do”, sendo que “referéncia” pode ser entendida como uma unidade de medida por
meio de sua realizag¢do pratica, ou um procedimento de medi¢do que engloba uma unidade
de medida ou ainda um padrao.

A legislacao atual estabelece critérios para credenciamento, reconhecimento ou
acreditacdo de laboratdrios que realizem andlises para controles oficiais ou programas
nacionais gerenciados por ministérios ou 6rgdos governamentais, requerindo processos de
medi¢do que atendam a rigorosos requisitos de qualidade para que os resultados sejam
confidveis e compardveis entre si>”.

Nesse contexto, os materiais de referéncia certificados (MRCs) desempenham
importante papel na obtengdo de resultados de medigdes rastredveis ao Sistema
Internacional de Unidades (SI), por meio de uma cadeia continua de comparacdes. Dessa
forma, a demanda por novos materiais de referéncia certificados (MRC) aumenta a cada
dia em todas as areas do conhecimento.

Segundo Roper et al.’, os diferentes tipos de materiais de referéncia obedecem

a hierarquia mostrada na FIG. 1, de acordo com suas posi¢des metroldgicas.



SISTEMA INTERNACIONAL DE MEDIDAS, SI
PADRAO lliRIMARIO
MATERIAL DE REFElilENCIA CERTIFICADO
MATERIAL lezl REFERENCIA

U
AMOSTRA TESTE

FIGURA 1. Hierarquia de materiais de referéncia.

Os padrdes primarios sao aqueles produzidos com auxilio de um procedimento
de medicdo primdrio sendo que representam, o alto nivel de padrdes quimicos e, em
principio, fornecem um meio de estabelecer a rastreabilidade dos dados analiticos para as
unidades de medida SI, como o quilo, o metro e o mol. Defini¢des formais para padrdes
primdrios podem ser encontradas na literatura'”.

Segundo o VIM! e ABNT ISO GUIA 306, material de referéncia certificado
(MRC) ¢ definido como “um material de referéncia acompanhado de uma documentagdo
emitida por um organismo com autoridade, a qual fornece um ou mais valores de
propriedades especificadas com as incertezas e as rastreabilidades associadas, utilizando
procedimentos validos”. Ainda segundo o VIM', a documentacio mencionada é emitida
sob a forma de um certificado. Incerteza de medi¢do ou incerteza, segundo o V]Ml, é
definida como “um parametro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores
atribuidos a um mensurando, com base nas informagdes utilizadas”.

Material de referéncia (MR), conforme defini¢ao no VIMI, ¢ aquele material,
suficientemente homogéneo e estdvel em relacdo a propriedades especificas, preparado
para se adequar a uma utiliza¢do pretendida numa medi¢do ou num exame de propriedades
qualitativas. A definicdo no VIM traz ainda uma importante nota que explica que o exame
de uma propriedade qualitativa de um material fornece um valor a essa propriedade e uma
incerteza associada, porém, essa incerteza ndo € uma incerteza de medicgao.

A diferenca entre ambos é que, enquanto um material de referéncia (MR)
especifico pode ser adequado para controle de qualidade, mas nao para validagdo de
metodologia, a definicio de MRC leva em conta o importante termo rastreabilidade,
utilizado para relacionar o resultado de medi¢do a uma referéncia, permitindo a esse tipo

de material usos variados e simultineos.



Em termos de composi¢cdo quimica, os materiais de referéncia podem ser
classificados em dois tipos4: os materiais de referéncia de substincia simples (incluindo os
padrées primdrios) e os materiais de referéncia baseados em uma matriz. Os materiais de
referéncia de substancia simples s@o produtos quimicos puros (elementos ou compostos),
ou solugdes de produtos quimicos puros com valores de referéncia bem caracterizados para
determinadas propriedades tais como: pureza, concentraciao, ponto de ebulicdo, ponto de
fusao, viscosidade, absorbancia, entre outras. Estes materiais sdo utilizados,
principalmente, nas etapas de medicdo de um processo analitico (calibragdo de
equipamentos, por exemplo) ou determinacdo de alguma propriedade especifica. Os
materiais de referéncia de matriz s@o usualmente materiais genuinos contendo o analito ou
analitos de interesse na sua forma natural. Este tipo de padrao deve observar o maior grau
possivel de semelhanca com a natureza da amostra a ser analisada, conter analitos com
valores de referéncia bem caracterizados, e na medida do possivel, similares aos existentes
na amostra em estudo. O uso mais importante de materiais de referéncia de matriz consiste
em testar e validar metodologias analiticas. Juntos, sdo parte integrante, € importante, no
desenvolvimento de todo processo analitico, assegurando dessa forma a qualidade em
todas as etapas que envolvem a caracterizacao quimica de uma amostra.

Importante observar que o uso correto de um MRC € de forma continua e
periddica permitindo, com isso, identificar possiveis desvios, erros ou falhas no sistema de
gestdo da qualidade associado a um determinado protocolo analitico. Nesse processo, 0s
dados obtidos devem ser regularmente reavaliados (por métodos estatisticos ou simples
grificos de controle) auxiliando aos operadores na tomada de agdes preventivas e/ou
corretivas.

Uma vez atendidas as especificacdes descritas em seu certificado e
manipulados em ambientes adequados, os MRC’s podem ser utilizados em qualquer tipo
de laboratério (universidades, servicos, industrias, institutos de pesquisa, dentre outros).
Entretanto, para aqueles laboratérios que desejam operar dentro de um sistema de gestdo
da qualidade, o seu uso continuo torna-se uma importante, e imprescindivel, ferramenta na
implanta¢do e manutencao desse sistema.

Dessa forma, sua utilizacdo auxilia na capacitacao técnica dos colaboradores e
procedimentos envolvidos no processo analitico, uma vez que, colaboram n@o somente na
otimizacdo, mas também no continuo aprimoramento das etapas essenciais do processo,

identificando e mantendo o grau de incerteza expandida.



Nos tltimos anos vdrias organizacdes internacionais desenvolveram materiais
de referéncia certificados a fim de suprir as inimeras demandas existentes”**1°.

Existem sistemas de busca que podem ajudar na localizagdo de materiais de
referéncia. O COMAR'! (International database for certified reference materials), por
exemplo, ¢ uma rede de organizacdes que dissemina informacdes sobre materiais de
referéncia certificados disponiveis. Quando pesquisado nesse sistema, considerando como
parametros de busca a forma pd, na composi¢do quimica tendo mercurio total e o Brasil
como produtor, ndo encontramos nenhum fornecedor nacional, porém o total de materiais
disponiveis € igual a 235.

A disponibilidade de materiais de referéncia, principalmente no Brasil, ainda é
incipiente, face a demanda que excede em muito a variedade disponivel desses materiais.

Além disso, a aquisicdo dos MRC’s implica em investimento de alto custo e
muita burocracia gerando assim, fatores inibidores para o uso continuo desses materiais
para controle das medig¢des realizadas. Diante desse fato, a necessidade de contribuir para o

desenvolvimento tecnoldgico do pais aumentando a disponibilidade de materiais de

referéncia em dreas diversas tornou-se meta de pesquisadores e institui¢des.



2-OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento e preparagdo, do
primeiro material de referéncia nacional em matriz peixe, a ser certificado no teor de mercurio (Hg)
e metilmercirio (MeHg), dentro dos conceitos e diretrizes das normas ISO Guia 3412 ¢ 3513,
especificas para materiais de referéncia e também ABNT NBR ISO/IEC 17025".

Este material de referéncia certificado (MRC) visa sanar uma deficiéncia no pais quanto
a disponibilidade desse tipo de material na drea de alimentos colaborando com empresas
exportadoras de pescado e 6rgaos governamentais.

Além dos analitos citados acima, chumbo (Pb), cidmio (Cd) e arsénio (As), foram
também determinados, porém, seus teores nao foram certificados, constituindo-se de elementos

potencialmente téxicos e seus teores maximos fixados em legislacdes'™'°.



3 - RELEVANCIA

O Brasil € um pais rico em recursos naturais com grande extensdo de terras
cultivdveis e possui uma linha continua de costa com mais de oito mil quildometros de
extensdo, nos quais existem 174 territérios de pesca e aquicultura”. Assim, a producdo de
alimentos € um importante item, quer no atendimento a demanda interna, quer na demanda
externa, onde agricultura, pecudria e pesca constituem importantes eixos da nossa balanca
comercial.

Neste cendrio destaca-se a producao de pescados no Brasil, pois a ampla costa
litoranea, incluindo regides de climas tropicais e subtropicais, estimula a pesca comercial e
artesanal e representa um importante papel na economia, principalmente nas regides norte
e nordeste que respondem por aproximadamente 55% da producdo estimada de pescadoslg.
Sendo assim, a gestdo do uso dos recursos pesqueiros sempre foi uma preocupacdo do
governo federal e por esse motivo, foi criada em 2003, a Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca da Presidéncia da Republica, elevada posteriormente a Ministério da
Pesca e Aquicultura, que tem como principal fun¢c@o promover a execugdo e a avaliagdo de
medidas, programas e projetos de apoio ao desenvolvimento da pesca artesanal e industrial,
bem como de agdes voltadas a implantacdo de infra-estrutura de apoio a produgdo e
comercializag¢io do pescado. Segundo dados do préprio ministério'®, entre 2007 e 2009, o
pais apresentou um crescimento na producao de pescados, em relacdo a producao pecudria,
da ordem de 15,7%. Somente no ano de 2009 houve um aumento de 4% na producao
brasileira de pescado. Outro dado importante diz respeito ao aumento do consumo de
pescado por pessoa no pais, que segundo o Ministério da Pesca e Agqiiicultura houve um
crescimento de 6,46 kg para 9,03 kg por habitante/ano entre 2003 e 2009". Apesar de ndo
figurar dentre os maiores valores dos produtos de exportacdo, apenas 0,04% das
exportacdes em valor, ainda assim apresenta um volume crescente de producdo ja que no
periodo de janeiro a novembro de 2010 foram exportados cerca de US$ 70 milhdes (US$
F.O.B.) de peixes congelados, frescos ou refrigeradoszo. De acordo com os dados do
relatério da Estatistica de Pesca Brasileira'®, os principais importadores de pescado do
Brasil sdo os Estados Unidos da América (EUA), Franca e Espanha, que representam mais

de 50% das exportacdes de pescados.



A crescente exigéncia dos consumidores por alimentos saudédveis e de qualidade, aliada
a preocupagdo com a sanidade animal e vegetal, tornou indispensdvel o tratamento adequado das
questdes sanitdrias e fitossanitdrias nas negociacdes agropecudrias internacionais.

Os Acordos Sanitérios e Fitossanitarios (SPS), da Organizagao Mundial do Comércio
(OMC), estabelecem acgdes para a protecdo de plantas e animais ou para a inspecao de produtos
derivados.

Nas exportacdes de produtos de origem animal, como o pescado, além das negociacdes
tradicionalmente presentes numa operacdo de comércio internacional, como preco, impostos, prazo
de entrega, dentre outros, também estdo presentes os requisitos sanitdrios (considerando normas,
guias e recomendacgdes internacionais) impostos pelo pais importador.

Outra medida prevista no principio da transparéncia do Acordo SPS da OMC, exige que
todos os regulamentos sanitdrios e fitossanitarios, que tenham sido adotados por algum pais, devam
ser notificados pelos seus 6rgaos controladores (chamados de Pontos Focais) aos demais Membros,
por intermédio da Secretaria da OMC, informando quais serdo os produtos afetados pelo
regulamento, qual o objetivo e o motivo do regulamento.

No Brasil existem dois Pontos Focais para o Acordo SPS da OMC, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e a Secretaria de Relagdes Internacionais (SRI) do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). No MAPA, as questdes de comércio interestadual
ou internacional de produtos da pesca e da aqiiicultura sdo tratadas pelo Departamento de Inspecao
de Produtos de Origem Animal — DIPOA, por meio de sua Divisdo de Inspecdo de Pescado e
Derivados — DIPES, que tem como uma de suas atribui¢des a andlise, para efeito de aprovagdo
preliminar, do programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) das
empresas e andlise dos pedidos para exportacdo, procedendo a habilitacdo em duas listas distintas, a
saber: uma definida como lista geral, a excec@o dos paises membros da Unido Européia (UE); outra
especifica, atualmente definida como Lista da Unido Européia, que inclui todos os paises®'. No caso
especifico da Unido Européia, existe uma peculiaridade a ser registrada, e que ndo acontece com 0s
demais paises: a efetivacdo das exportagdes somente acontecerd apdés a homologacdo concedida
pelas autoridades da Unido Européia.

Todos esses procedimentos sdo tdo importantes, para evitar novo embargo, como o
ocorrido em 2006 pela UE®, onde alegou-se risco de contaminacdo em nosso pescado. Desde
aquela data a UE exige adaptacdes de equipamentos e controle de qualidade no setor para atender as
exigéncias do mercado daquele continente. O risco de restrices a venda de pescado brasileiro
atingiu as industrias e cooperativas de pescadores artesanais e afetou a exportacdo de toda a

producido pesqueira no Brasil.



Para cumprir as exigéncias do mercado europeu, o governo brasileiro estd, enfim,
ampliando o nimero de laboratérios acreditados, para fazer as andlises de controle de qualidade nas
amostras em cada lote de pescado para exportacao.

Apesar disso, a drea de alimentos representa uma das mais carentes em disponibilidade
de materiais de referéncia, quer pela importancia desses produtos na balanca comercial do pais ou
no desenvolvimento de novas metodologias de andlise. A certificacdo de produtos alimenticios,
destinados tanto para exportagdo como para o consumo interno, requer metodologias de andlise que
oferecam resultados precisos e exatos a fim de assegurar a qualidade do produto, assim como,
garantir que todas as barreiras sanitarias e de comércio exterior, incluindo aquelas que atendam aos

limites dos metais potencialmente toxicos, estejam satisfeitas.



4 - CONSIDERACOES TEORICAS

4.1 Historico dos Materiais de Referéncia segundo o NIST

O primeiro fato diretamente ligado a historia dos materiais de referéncia nos
leva ao ano de 183323, no local chamado de Heightstown, New Jersei — EUA. O ex-
presidente americano John Quincy Adams acompanhado de Cornelius Vanderbilt estavam
dentro de um trem que sofreu um descarrilamento, com vitimas, durante seu percurso. Esse
tipo de acidente era comum na época € com o objetivo de prevenir a perda de outras vidas
iniciou-se uma agdo para convencer a entdo criada “Agéncia”, depois denominada Agéncia
de Padrdes, para a ousadia de certificar materiais de referéncia.

Em 1905, a American Foundrymen’s Association em parceria com a Agéncia
de Padrdes, depois denominada National Bureau of Standards (NBS), iniciou um trabalho
para tentar resolver o problema de descarrilamento de vagdes devido a fraturas nas rodas
de ferro fundido. Nessa época, pesquisa realizada pela American Foundrymen’s
Association mostrou que o problema poderia ser solucionado alterando-se a especificagao
do ferro fundido. Entretanto, os laboratérios das fundicdes fornecedoras das ferrovias nao
realizavam medig¢Oes, suficientemente, exatas para garantir a composi¢do de seus produtos.
O problema nos laboratdrios era ter uma fonte de materiais analisados com exatidao, tendo
composi¢des dentro de especificacdoes conhecidas e faixas aceitdveis. Estes materiais
“padronizados” seriam usados pelos laboratérios das fundi¢des para manter suas andlises
sob controle.

Quando o primeiro projeto foi terminado em 1906, quatro materiais foram
colocados a venda com seus certificados de andlises para servir como referéncia. Eles
consistiam de frascos com aparas de ferro fundido. Em 1910, foi produzido novo lote das
amostras com denominacao de “Amostras Padrao”.

O sucesso dos materiais de referéncia de ferro fundido contribuiu para a
expansdo do conceito de materiais de referéncias e assim se introduziram novos materiais.
Com a atividade de certificacdo de muitas ligas metélicas, minérios de ferro e escéria de
cobre iniciou a revolucdo dos materiais de referéncia. Em 1911, o catdlogo de materiais de

referéncia ja continha 25 itens.
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No periodo que compreendeu as duas guerras mundiais, a atividade de
desenvolvimento de materiais de referéncia cresceu lentamente. Quando Dwight
Einsenhower tornou-se presidente dos EUA em 1953, um de seus programas era unir uma
parte da Nacdo com modernas auto-estradas. A Agéncia de Estradas Publicas americana
ndo tinha laboratérios, entdo iniciou um programa de financiamento junto ao NBS que
culminou na organizagdo de laboratdérios de pesquisa de concreto e cimento. Dessa forma,
o catdlogo de materiais de referéncia expandiu-se com oferecimento de materiais com
composi¢ao de cimento, tamanho de particula e de reologia (estudo das dguas correntes).

Durante os anos 50 e 60 houve uma aceleracdo de esforgos para certificar
materiais de referéncia e assim até 1969 ja existiam 582 tipos de materiais disponiveis no
catdlogo do NBS.

Os anos 70 foi um dos periodos de maior desenvolvimento em termos de
quantidade e variedade de materiais de referéncia. Nos Estados Unidos, mais de 600 novos
materiais de referéncia foram certificados nesse periodo e quase 250 foram
descontinuados. Em 1979, existiam 1060 tipos de materiais no catalogo, principalmente de
matrizes ambientais naturais e bioldgicas, certificadas para constituintes inorganicos, como
por exemplo: soro humano, tecido de plantas, sedimentos de rio, material particulado
urbano. Em 1973, um departamento do Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM), na Bélgica, fundado em 1957, foi estabelecido como mandatério
para organizar a certificacdo e a distribui¢do de materiais de referéncia. Este departamento
foi chamado Bureau Communautaire de Références (BCR).

Durante os anos 80, muitos avangos foram obtidos na introdu¢@o de materiais
de referéncia ambientais inorganicos com adi¢do de certificacdo de parametros organicos
de interesse ambiental, em matrizes como soro humano, 6leo e sedimentos. Nessa mesma
década, foram desenvolvidos materiais de referéncia de alimentos, como por exemplo:
farinha de trigo, farinha de arroz, figado bovino, tecido de ostra e folhas de espinafre. Nos
anos 90, houve grande progresso com a certificagdo de vitaminas em misturas diet,
férmulas infantis e vdrios outros materiais alimenticios.

E impressionante a histéria e o trabalho desenvolvido na producio de materiais
de referéncia certificados nesses ultimos anos. Somente o NBS, atual National Institute of
Standards and Technology — NIST, continha até 2002, cerca de 1400 materiais de
referéncia em seu catilogo. Atualmente, o catilogo™ contém cerca de 1300 materiais de
referéncia certificados, uma vez que, alguns materiais tiveram sua produgao descontinuada.

0] catailogo25 do IRMM - BCR contém cerca de 620 materiais de referéncia certificados.
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4.2 Producio e distribuicao de materiais de referéncia no Brasil

Um pequeno nimero de instituicdes produz e comercializa materiais de
referéncia certificados no pais. O Instituto de Pesquisas Tecnol6gicas — IPT*°, localizado
nas dependéncias da Universidade de Sao Paulo (USP), desde 1975 desenvolveu mais de
130 tipos de materiais de referéncia certificados, sendo que produz e comercializa padrdes
de minerais, metais, materiais inorganicos diversos, padrdes fisicos e de petréleo,
constituidos de padrdes de aco, ligas metdlicas, minérios, viscosidade, teor de enxofre,
ponto de fulgor, ponto de fluidez, densidade, entre outros. O Centro de Tecnologia Mineral
— CETEM?” produz padrdes de bauxita, minério de sulfetos de cobre e concentrado de
sulfetos de cobre. O Instituto Nacional de Controle da Qualidade na Satde (INCQS)28,
unidade da Funda¢do Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, iniciou em 1982 um programa para
estabelecimento de materiais de referéncia. O INCQS possui microrganismos de
referéncia e substancias quimicas de referéncia certificadas que sdo substincias quimicas
utilizadas como parametro para teste de outras substancias. O Instituto Nacional de
Metrologia, normalizacdo e qualidade industrial®’ — INMETRO produz e comercializa,
conforme informado em sua pédgina na Internet, padrdes de bioetanol, pH, condutividade
eletrolitica, etanol em dgua, cachaca e 4cido cloridrico.

Existem importantes iniciativas no pais para a producdo de materiais de
referéncia. Em 1998, o projeto multi-institucional “Implementagdo da Metrologia em
Quimica no Brasil: Organizagdo de redes de laboratérios e estruturagdo das atividades de
producdo de Materiais de Referéncia”, coordenado pelo IPT, com apoio do INMETRO, foi
aprovado pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia, dentro do Programa de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — Tecnologia Industrial Bisica (PADCT/TIB).
As institui¢des Centro de Tecnologia Mineral — CETEM, Instituto Nacional de Tecnologia
— INT, Instituto de Pesquisas Tecnolégicas — IPT e o Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN, no qual foi desenvolvido este trabalho, participaram do projeto desde
seu inicio. Ainda no Ipen, outras importantes iniciativas foram a preparagdo de um
conjunto de materiais de referéncia isotépicos de urdnio concluida em 2006 e a
preparacao do material de referéncia certificado na matriz de mexilhdo “perna-perna”
realizado no Centro do Reator de Pesquisas — CRPq3 ! Iniciativas também estdo presentes

32,33 C oA .
7 e a existéncia de linhas de

através de pesquisas na Universidade Federal da Bahia
fomento da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP que

seleciona projetos direcionados a novas linhas de pesquisa, como por exemplo:
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“Desenvolvimento de material de referéncia silicio metdlico grau quimico” e “Avaliacdo
de pardmetros e producdo de materiais de referéncia de sangue, tecido muscular e visceras

de peixe para controle ecotoxicolgico™ .

4.3 Produciao de um MRC

Com o intuito de fornecer uma sistematica para os produtores dos materiais de
referéncia, detalhando requisitos, que abrangem desde condi¢cdes ambientais para
preparacao até rotulagem dos frascos, algumas normas foram publicadas pela International
Organization for Standardization (ISO) e traduzidas pela Associagcdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT)6’3 536371213 'Dentre estas normas, a ABNT ISO GUIA 3412 _ “Requisitos
gerais para competéncia de produtores de material de referéncia” fornece todas as
diretrizes e requisitos que devem ser cumpridos pelos produtores, desde a organizagdo de
toda a documentacao necessdria até o planejamento da produ¢do do material de referéncia,
sendo uma das normas mais importantes no processo de producdo de um material de
referéncia. Os produtores, segundo um dos itens dessa norma, necessitam ter um adequado
sistema da qualidade, normalmente baseado na norma ABNT NBR ISO/IEC 1702514, para
garantir a confiabilidade nos materiais preparados.

Para a producdo de materiais de referéncia é vital que exista um adequado
sistema da qualidade implantado para ndo apenas assegurar a confiabilidade desses
materiais, mas também fornecer ao cliente e usuario a evidéncia clara da confiabilidade. A
producdo de materiais de referéncia € uma importante ramificagcdo dos processos de
medicao e de producdo os quais envolvem, em muitos casos, pesquisa € desenvolvimento,
além de um minucioso estudo sobre custo de todas as atividades envolvidas. Dessa forma,
a producdo de materiais de referéncia nao pode ser entendida com uma atividade trivial e
sim merecedora de grande atencdo por todos aqueles que pretendem produzir um material
certificado.

Outra norma igualmente importante é a ISO Guia 35" - Certification of
reference materials — General and statistical principles que foi traduzida por um grupo
designado pela ABNT e estd em processo de finaliza¢do. Esta norma fornece as diretrizes
dos testes estatisticos a serem executados com o candidato a material de referéncia,

instruindo sobre as formas possiveis de caracterizacao do material de referéncia.
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4.3.1 Selecao do material e processamento

Uma vez que o material de referéncia (MR) a ser produzido ja foi identificado
e confirmada a necessidade de sua demanda, a fonte principal do material bruto a ser
utilizado na producdo € dependente da quantidade final do material a ser produzida.
Fornecer e processar grandes quantidades de material requer equipamentos especializados,
conhecimento e experiéncia e isto ndo estd normalmente disponibilizado no escopo de um
tipico laboratério quimico de ensaio.

Os materiais, candidatos a materiais de referéncia, devem ser processados de
maneiras diversas para se tornarem adequados para uso como MRC. Cada etapa da
preparacdo do material de referéncia necessita ser cuidadosamente planejada e
documentada, desde a selecdo do material e preparacao do laboratério para inicio das
atividades até o empacotamento final das amostras do material pronto para envio aos
laboratérios participantes do estudo interlaboratorial, caso for utilizada uma rede de
laboratérios com o objetivo de certificagdo. Portanto, o local onde serdo realizadas as
etapas deve ter, no minimo, uma organizacdo implantada baseada em principios de
qualidade total.

O processamento pode envolver secagem, trituracdo, moagem, peneiragao,
mistura, combinac¢do de materiais, e vdrias outras etapas. Uma vez processado, o material
necessita ser muito bem misturado e subdividido para embalagens individuais.
Consideracdes cuidadosas devem ser pensadas sobre o tipo de frasco a ser usado para
conter o MRC a fim de garantir a integridade do material e de seus valores certificados por

longo periodo de tempo.

4.4 Certificacao do material candidato a material de referéncia certificado
As principais etapas da certificacdo do material compreendem os estudos de
homogeneidade e estabilidade e a descricdo detalhada da obtencdo dos valores de

propriedade do material denominada como caracterizacao.

4.4.1 Estudo de homogeneidade

O termo “homogeneidade”, segundo a norma ISO Guia 306, ¢ definido como a
“condicao de uniformidade de estrutura ou composi¢io com respeito a uma ou mais
propriedades especificadas. Um material de referéncia é dito homogéneo com respeito a

uma determinada propriedade, se o valor da propriedade, determinado por ensaios em
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amostras de tamanho determinado, se encontra dentro dos limites de incerteza
especificados”.

Na preparacdo dos materiais de referéncia, espera-se que os mesmos tenham
alto grau de homogeneidade. Porém, apesar de todo esforco realizado, os materiais podem
apresentar alguma heterogeneidade. Dessa forma, o produtor do material tem que assegurar
e provar a homogeneidade utilizando, para esse objetivo, procedimentos adequados em
detectar quaisquer impurezas, interferéncias ou irregularidades, que podem ser devidas a
problemas nao detectados durante a preparagao.

Os aspectos de garantia de qualidade sdo tdo importantes quanto a
determinacdo da variacdo entre frascos restantes do lote, que € um componente de
incerteza a ser incluido na estimativa da incerteza do valor da propriedade do MRC. Ao se
lidar com materiais de referéncia no estado sélido, recomenda-se prever um estudo de
homogeneidade dentro do frasco para determinar a tomada de amostra minima. O nimero
adicional de amostras requeridas depende, principalmente, do estudo de homogeneidade
entre frascos. O nimero ideal de amostras para um estudo de homogeneidade pode ser
determinado através de técnicas de planejamento apoiadas estatisticamente. Normalmente,
tais métodos levam em consideragdo a incapacidade de se detectar qualquer
heterogeneidade, por exemplo, devida a incerteza das medi¢des. Além do mais, o nimero
de frascos depende do tamanho do lote, de modo que o nimero de amostras extraidas do
lote pode ser considerado como representativo do lote todo. Recomenda-se contrabalancar
este requisito com a incerteza das medig¢des, que € (em condi¢des de repetitividade) uma
funcdo do desvio padrio de repetitividade da medicdo e do nimero de replicatas. As
técnicas estatisticas acima mencionadas podem ajudar a contrabalancar o nimero de
frascos e o nimero de replicatas de modo que a melhor abordagem seja escolhida. O
nimero minimo, segundo descrito na norma ISO Guia 3513, de frascos selecionados ao
acaso se situa entre 10 e 30, porém, geralmente, recomenda-se ndo ser menor que 10.
Existem varios métodos para selecionar o subconjunto do lote, por exemplo, amostragem
aleatdria, estratificada ou nao, ou amostragem sistemdtica. Os planos de amostragem
aleatéria ou amostragem aleatéria estratificada sdo, na maioria das vezes, empregados na
pratica e fornecem, normalmente, um subconjunto que pode ser considerado como
representativo para todo o lote. Se houver certeza de que ndo serd detectada
heterogeneidade no lote, planos de amostragem sistemética também poderao ser utilizados.
O planejamento de amostragem deve levar em consideracdo os pontos fracos potenciais no

método de preparacdo das amostras, de forma a permitir um exame critico do lote
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preparado. A estratificacdo € recomendada em muitas situagdes, uma vez que isto garante
que os frascos escolhidos para o estudo de homogeneidade estejam igualmente distribuidos
em todo o lote. Os planejamentos sistemdticos podem ser empregados quando nao ha,
praticamente, nenhum risco de se omitirem efeitos ou tendéncias sisteméticas no lote.

Um valor de propriedade medido em uma porc¢do do lote € compardvel a outra
parte do lote dentro dos limites de incerteza aceitdveis. Para materiais sélidos (pos,
granulos, etc.), € usualmente necessdrio estabelecer a homogeneidade dentro e entre as
unidades do lote selecionadas. Em geral, € importante utilizar um método que tenha uma
boa precisdo (repetitividade). Produzir resultados altamente exatos ndo € essencial, desde
que o objetivo do exercicio € avaliar a diferenca (se existir alguma) nos valores de
propriedade entre as unidades. Na prética, o material é frequentemente considerado como
sendo homogéneo se a diferenca entre uma por¢do do material e outra nao pode ser
detectada experimentalmente, isto €, a variacdo dentro da unidade e a variagdo unidade a
unidade estdo dentro da variancia do método.

Se um material é produzido em muitos lotes, serd necessario avaliar a
equivaléncia dos lotes ou assegurar os valores de propriedade para cada lote
separadamente. Avaliacdo da homogeneidade deve ser normalmente realizada apds o
material ter sido embalado na sua forma final a menos que o estudo de estabilidade indique
que o armazenamento deva ser mantido em grandes quantidades, sem ser embalado. Em
alguns casos, checar a homogeneidade intermedidria pode ser necessario, por exemplo,
antes de inserir liquidos em ampolas.

Ha um limite experimental para a detec¢do de heterogeneidade do lote (upp).

Recomenda-se ter cuidado em ndo se subestimar este componente de incerteza devido as
limita¢des oriundas, por exemplo, do método de medicdo. Em particular, quando apenas
métodos com pouca repetitividade encontram-se disponiveis, tal risco de subestimacdo
existe. Além do mais, sempre que possivel, as sub-amostras utilizadas para a medic¢ao
devem ser suficientemente grandes, de modo que este tipo de sub-amostragem nao
contribua significativamente, para a incerteza devida a repetitividade da medicao.

Convém que as medi¢Oes sejam feitas de tal maneira que quaisquer tendéncias
que poderiam estar presentes nas amostras nao interfiram em nenhuma tendéncia que
poderia haver nas proprias medi¢des. Em um planejamento de medicdo, isto pode ser
conseguido, por exemplo, aleatorizando-se a ordem dos frascos, em combina¢cdo com a
alteracdo da ordem em que as amostras sdo medidas. Para se detectar uma tendéncia

devido a um desvio nas medicdes deve-se fazer uma andlise de tendéncia nos resultados
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obtidos. Na norma ISO Guia 35 € apresentada uma metodologia para andlise de tendéncia,
que pode ser utilizada tanto para estudo de estabilidade como para o estudo de
homogeneidade. Se a tendéncia for significativa, entdo, normalmente, o lote produzido sera
inadequado para certificacdo. Uma tendéncia nos resultados de medi¢dao é algo a ser
corrigido, independentemente dela ser estatisticamente significativa ou ndo. Um método
para andlise de tendéncia e, se necessdrio, para o desenvolvimento de uma corre¢do para
um desvio de instrumento, consiste na inclusdo de uma amostra de controle de qualidade
que possa ser inserida, diretamente no instrumento. Quando se observa uma tendéncia no
lote, uma reformulacdo do procedimento de subdivisdo pode ser necessdria para eliminar
tal tendéncia.

A quantidade minima de amostra € determinada realizando-se um estudo de
homogeneidade dentro do frasco para diferentes por¢des de ensaio. Como o desvio padrdo
de homogeneidade dentro do frasco depende do nimero de particulas que possuem uma
certa propriedade, é possivel determinar o nimero minimo de particulas (ou a por¢ao
minima de ensaio). Este minimo constitui a menor quantidade de amostra para a qual o
desvio padrao da por¢ao de ensaio € igual ao desvio padrao de repetitividade do método de
medicao.

A quantidade minima de amostra pode ser determinada experimentalmente ou
através de extrapolacdo. A extrapolacdo dos desvios padrdo dentro do frasco obtida a
partir de diferentes tamanhos de sub-amostra pode ser empregada para se encontrar o
menor tamanho de sub-amostra que ndo afete a repetitividade da medi¢do para aquele
parametro particular. Devido ao fato de que o desvio padrdo de homogeneidade dentro do
frasco constitui, geralmente, uma super-estimativa, a quantidade minima de amostra
também sera normalmente super estimada.

Os resultados para os estudo da homogeneidade do material normalmente sao
avaliados pela andlise da varidncia (ANOVA)"*?®. Porém, este tipo de avaliacdo pode
conduzir a conclusdes erroneas em duas situacdes. Se o método analitico usado for pouco
preciso, possiveis heterogeneidades nio sao detectadas e o teste indicard que o material é
homogéneo. Por outro lado, se o método analitico € bastante preciso, o teste indicard que o
material é heterogéneo, pois qualquer pequena diferenca entre a composicao dos frascos
produzirda um resultado significativo de heterogeneidade. Baseado nos conceitos
estatisticos, também existe a observagao que as populagdes dos dados a serem tratados por
ANOVA devem ter distribui¢ao normal e variancias iguais, o que limita muito a utilizacao

dessa ferramenta estatistica.
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Com base nisso, um teste mais adequado para avaliar a homogeneidade de
MRs foi proposto por Fearn & Thompson (2001)*°, chamado de “homogeneidade
suficiente”.

Nesse teste, diferentemente do realizado por ANOVA, € imposto um limite ao
desvio padrao analitico, chamado de G,, em relacdo ao “desvio padrao alvo (ou esperado)”,
chamado de G,. Esse limite estabelece que a razdo de 6,, por 6, deve ser menor que 0,5, ou
seja, a razdo Ca,/0p < 0,5. Outro ponto diferente, nesse método, € o calculo do valor critico
para comparagdo, sendo este calculado a partir da obteng¢do dos valores da variancia
permissivel entre-amostras (Gzau), da variancia analitica (s2an) e fatores (F; e F,) extraidos
de uma tabela de fatores usados para testar “homogeneidade suficiente™.

Devido a melhor performance do teste de homogeneidade suficiente, em
relac@o ao tradicional, ele foi incorporado ao “The International Harmonized Protocol for
the Proficiency Testing of Analytical Chemistry Laboratories” (Thompson et al. 2006)*° e
j4 citado em literatura nacional*'.

A estimativa da incerteza da homogeneidade, a partir dos cdalculos com
ANOVA, ¢ funcdo dos valores da média quadritica (MQ) entre os frascos (MQenwe) €

dentro dos frascos (MQgentro). Quando a abordagem for a anélise da variancia de um fator,

entdo, a variancia entre frascos, sy, podera ser calculada através de:

M — M .
Sl72b — Si — Qentre - Qdenrro (1)
0

Onde: np = nimero de medi¢des em cada frasco

E a incerteza (upb) neste caso, € equivalente ao desvio padrao. Assim:

u,, =S,,=desvio padrio entre frascos

Nem sempre € viavel realizar um estudo de homogeneidade com um método de
medicdo que seja suficientemente repetitivo. Em tais casos, pode ser necessdria uma
abordagem alternativa que procure estimar o efeito maximo. Vdrias abordagens para se
obter uma estimativa de incerteza que explique a repetitividade insuficiente do método de
medicao tem sido propostas. A influéncia do desvio padrdo de repetitividade em Sy, pode

ser explicada utilizando-se:

M 2
ubb — \/ Q};lentro 4

(2)
VM Qdem‘ra
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Onde: MQqenro € igual a variancia de repetitividade das medicdes entre frascos, n € o

numero total de replicatas e Vi, €0 numero de graus de liberdade para MQgentro-

dentro

A estimativa da incerteza da homogeneidade pode ser baseada também pela
perspectiva do Guia para a Expressio da Incerteza de Medicdo" ou do guia
EURACHEM™ quando os valores forem obtidos por método alternativo ndo utilizando
ANOVA. A variagdo das médias dos frascos (ucwp) € uma incerteza combinada
consistindo da heterogeneidade entre-frascos (Spb) € a variagdo (desvio padrao) da medicao

~ 44
(Smeas)- A relacdo entre Uc(pb), Sbb € Smeas POdE SEr €Xpressa como :

) 2
ﬂc(hb) - shb + smeas (3)

o que implica em:

2 2 2
S = Mewn) ~ Smeas 4)

Na pratica, Smeas € Obtida analisando-se um frasco varias vezes € ucpp) € obtida
analisando-se varias unidades de frasco, obtendo um resultado de cada. Para a estimativa
da variabilidade entre frascos, por esta abordagem, € vital que os resultados sejam obtidos
pela mesma técnica analitica e usando a mesma quantidade de amostra. Vale ressaltar que
aumentando-se o numero de replicatas por frasco um melhor valor para spme,s pode ser

obtido, mesmo para métodos pouco precisos.

4.4.2 Estudo de estabilidade

Estabilidade, segundo ISO Guia 306, ¢ definida como “a capacidade do
material de referéncia de manter o valor de uma determinada propriedade dentro de limites
especificados por um periodo de tempo preestabelecido, quando estocado nas condigdes
especificadas”. O teste de estabilidade, assim como o teste de homogeneidade € crucial no
processo de certificacdo de materiais de referéncia. Normalmente, o tempo de vida de um
material de referéncia certificado é de varios anos, onde os valores de propriedade devem
ser constantes durante esse tempo de vida. Um requisito adicional é que durante o
transporte, sob condi¢des especificas, a estabilidade do material deve ser garantida pelo
produtor. Estes aspectos devem ser considerados cuidadosamente no planejamento da
etapa de certificacdo e a estabilidade do material deve ser demonstrada.

Ha dois tipos de estabilidade/instabilidade a serem considerados na certificagao

de materiais de referéncia: a estabilidade a longo prazo do material (por exemplo, o tempo
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de prateleira) e a estabilidade a curto prazo (por exemplo, estabilidade do material sob
“condicdes de transporte”).

A estabilidade a longo prazo de um material de referéncia estd associada ao
comportamento do MR nas prateleiras do produtor. A estabilidade a curto prazo é
associada a quaisquer efeitos extras devidos ao transporte das amostras.

Com frequéncia, € igualmente importante saber o que poderia acontecer a
amostra se as condi¢cdes apropriadas de transporte nao forem mantidas. Em muitos casos,
uma simples verificagdo do MRC antes da primeira utilizacdo pode ser suficiente para
confirmar a validade do certificado, enquanto que em outros casos € evidente que o MRC
tenha se deteriorado. Este conhecimento permite ao produtor dar uma melhor assisténcia
e, do ponto de vista do usudrio, um produto melhor. Portanto, os estudos de estabilidade
sao realizados ndo apenas para avaliar a incerteza de medi¢ao associada a estabilidade do
material, mas também para poder especificar as condi¢cdes apropriadas de armazenamento
e transporte.

Ha dois planejamentos experimentais basicos para os estudos de estabilidade: o
estudo classico de estabilidade e o estudo is6crono de estabilidade.

No estudo cldssico de estabilidade, amostras individuais preparadas a0 mesmo
tempo (por exemplo, como um lote), sob condi¢des idénticas, sdo avaliadas na medida em
que o tempo transcorre. Neste caso, o trabalho é realizado sob condi¢des de
reprodutibilidade (dentro do laboratério), o que leva a uma incerteza relativamente
elevada, pois a instabilidade do sistema de medi¢do também esta incluido.

O estudo is6crono de estabilidade foi introduzido para permitir que todas as
medicdes do estudo ocorram sob condi¢des de repetitividade, isto €, em uma operagdo com
uma calibragdo. A palavra “isécrono” ressalta o fato de que todas as medig¢des estdao
ocorrendo ao mesmo tempo, e nao distribuidas durante o periodo de tempo do estudo de
estabilidade, como € o caso na abordagem classica.

A abordagem isécrona reduz a dispersdo dos pontos no tempo, aprimorando,
assim, a “resolucdo” do estudo de estabilidade. Como conseqiiéncia disso, o estudo de
estabilidade is6crono, usualmente, leva a uma incerteza menor do que o estudo classico,
dependendo da diferenca entre a repetitividade e a reprodutibilidade (dentro do laboratério)
das medi¢des. Um pré-requisito para este planejamento consiste em que se possa definir
condi¢des nas quais a degrada¢do nao ocorra ou, pelo menos, ocorra a uma velocidade

diferente das condi¢des selecionadas para o armazenamento. O planejamento is6crono é



20

especificamente projetado para certificacoes de lote, uma vez que ele ndo pode ser
utilizado no caso em que um tnico artefato € certificado.

Ambos os planejamentos experimentais sdo adequados para estudos de
estabilidade a longo prazo e a curto prazo. No caso do estudo de estabilidade a curto
prazo, o comportamento do material e seus valores de propriedade é estudado, no minimo,
nas condi¢des recomendadas (especificadas) para a embalagem e transporte. Quanto mais
restritivas forem as condi¢des para o transporte, menor serd a escala em que se poderd
manter o estudo de estabilidade a curto prazo. Recomenda-se aplicar condi¢des para o
transporte segundo as quais a instabilidade ndo seja maior do que no estudo de estabilidade
a longo prazo, de modo que nenhuma contribuicdo da incerteza para a
estabilidade/instabilidade a curto prazo precise ser incluida na certificagcdo. Para vérios
tipos de materiais de referéncia (por exemplo, materiais de referéncia clinicos, biolégicos e
ambientais), nem sempre € evidente que se possa manter condi¢des de transporte que
permitam ignorar o efeito do mesmo sobre o material. Quando ndo se dispde de nenhuma
experiéncia anterior concernente a uma dada combinagao matriz/propriedade, um estudo
de estabilidade a curto prazo poderia ser realizado a diferentes temperaturas, a fim de obter
informacdes sobre as condicdes apropriadas de armazenamento e a necessidade de tomar
precaucdes durante o transporte.

Conforme a literatura, estudos de estabilidade envolvem amostras armazenadas
a —2OOC, +40C, a temperatura ambiente (aproximadamente a +200C) ea +4OOC, e entio
analisadas apds periodos de 0, 1, 3, 6, e 12 meses”. Ocasionalmente, materiais mais
sensiveis, como, por exemplo, amostras microbioldgicas, podem ser suficientemente
estdveis e ser usadas como MRC se as mesmas forem mantidas em armazenamento a
temperatura de -70°C ou abaixo deste valor.

A natureza do recipiente usado para armazenar o MR pode ter um grande
significado na estabilidade do material. Se ndo for escolhido corretamente, o material do
recipiente pode interagir com o MR e afetar desfavoravelmente a estabilidade a longo
prazo. A estabilidade a longo prazo de um MRC serd também necessdria ser monitorada
por toda sua vida qtil, isto €, significa o tempo de prateleira.

O primeiro passo na avaliagdo dos dados de um estudo de estabilidade consiste
em verificar se qualquer tendéncia nos dados pode ser observada. No caso de pequenos
problemas de instabilidade em que o mecanismo cinético subjacente ¢ desconhecido, uma

aproximacao linear constitui um modelo adequado. Nos casos em que um mecanismo bem
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definido € a razdo para a instabilidade, tal modelo deve ser preferido ao modelo linear
(empirico).

Dado um conjunto de n observagdes aos pares de Y versus X, para cada Y; a
seguinte expressao pode ser desenvolvida:

Y.=B,+ B X, +¢ (5)

No caso de estudos de estabilidade, X indica o tempo, e Y, o valor da
caracteristica do candidato a MRC. Para um material de referéncia estavel, espera-se que

B1 seja zero. Com frequéncia, mais de um valor de Y; estara disponivel para cada Xj,

devido a repeticio da medicdo, ao uso de mais de um frasco por ponto no tempo. E
recomendado que tais aspectos sejam incluidos no modelo do estudo particular de
estabilidade. Entretanto, no caso da andalise de tendéncia, o resultado médio de todos os

frascos no tempo X; pode ser utilizado. Com base neste item e nos trabalhos de Van der

38,45

Veen e Pauwels tais extensoes podem ser desenvolvidas de forma bem direta.

Os parametros de regressao podem ser calculados a partir das expressdes dadas
abaixo. No caso do estimador para a inclinacdo (b;), a seguinte expressdo pode ser

utilizada: ,
> (x,-X)(v;-7) ©6)

b1=l1

i=1

A estimativa para a intersec¢ao (by) pode ser calculada a partir de:
b, =Y —b X (7

A partir da anélise de erro, as expressdes para os desvios padrdo em b1 e b()

podem ser calculadas. O desvio padrdo estimado de b1 € dado por

s
S(b1 ) =
; (x. -X) ®)
onde =
” ()/l _b() _lez )2
2 _ =l )
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A variancia estimada de b() € dada por

Vb,)=V(7 -5,X)=s"| L+ ___ 5
n _

onde convém que seja observado que b e Y nio estdo correlacionados.
Com base no desvio padrio de b1, um julgamento pode ser feito. Utilizando-se

a Equacgdo 6 e um fator ¢ apropriado (o nimero pertinente de graus de liberdade € igual a n
—2), b1 pode ser testado quanto a significancia. Assim, se a condi¢do |b;l < ty 95 n2 . s(by)
for confirmada, a inclinacdo € insignificante e conseqiientemente nenhuma instabilidade
foi observada.

A média quadritica devido a regressdo é, freqiientemente, indicada como

SQ(b1lbg), a ser lido como “a soma dos quadrados para b| apés uma estimativa ter sido
calculada para bp”. A média quadratica referente a regressdo (s2) é uma estimativa para a

propriedade indicada por azy_ x € denominada variincia referente a regressao.

N

A razdo MQreg:s2 pode ser testada quanto a significancia utilizando-se as

tabelas F. A TAB. 1 fornece as informacdes necessdrias com respeito aos graus de
liberdade. A vantagem de se empregar a tabela de F, ao invés do método utilizando o teste
t, € dupla: a tabela F € gerada usualmente pela maioria dos sistemas de software e a tabela
F pode ser imediatamente estendida a outros modelos de regressdo, o que a torna mais

amplamente aplicavel.



23

TABELA 1 - Equagdes de andlise da variancia para regressao linear

Graus de | Soma dos quadrados | Quadrado médio

Fonte de variagdo | F
liberdade SO MQ

Devido a "o\ MQ

< 1 (Yi -Y ) MQreg F=—H1%
regressao i=1 s
Sobre regressao n A
: n-2 (v, -7) 5=
(residual) i=1 n—2
Total, corrigido n _
_ n—1 (v, -vY)
para Y médio i=1

Onde: fl = resultado de cada projecdo apds aplicacdo da reta de regressdao nos dados; Y é o valor médio das

medi¢des da caracteristica do candidato a MRC; Y; é cada valor medido da caracteristica do candidato a

MRC; MQ,, € a média quadrdtica referente a regressdo; SQ é a soma quadrética.

Um estudo de estabilidade inclui os seguintes componentes de incerteza:
repetitividade da medigdo, instabilidade do material, instabilidade do sistema de medi¢ao
(no projeto cldssico), aspectos de reprodutibilidade (por exemplo, operador, equipamento),
inclusive calibracdo (no projeto cldssico), homogeneidade entre frascos (em certificagdes
de lote). Por meio dessa lista, pode-se ver que, sempre que possivel, convém que o projeto
isécrono seja preferido em relagdo ao cldssico, pois ele reduz o nimero de componentes a
serem observados. Em um estudo is6crono tipico de estabilidade, permanecem apenas trés
componentes de incerteza, os quais podem ser separados através de uma Andlise da
Variancia embutida — fator duplo.

Quando ha maltiplas temperaturas em um estudo de estabilidade, a estimativa

de s, obtida para a temperatura de referéncia serd, freqiientemente, a melhor, pois, para

essa temperatura, pressupde-se que o material seja estdvel. Nas temperaturas em que é
evidente que o material ndo € estavel, as alteracdes do mesmo poderiam afetar a estimativa
de s, obtida.

Foi adotada a premissa de que a homogeneidade e estabilidade do material sdo
independentes. Este é, freqiientemente, o caso, mas pode haver exce¢des. Quando ha uma

considerdvel heterogeneidade entre frascos, pode-se esperar, também, que a estabilidade do
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material serd diferente de frasco para frasco, pois a estabilidade do material depende
(dentre outros) da composicdo do mesmo. A presenca de algum componente
desestabilizador, levemente heterogéneo no lote, também pode constituir uma razao para

tal correlacao.

4.4.3 Caracterizacao

A norma ABNT ISO Guia 34'* distingue entre quatro abordagens bésicas para
a caracterizacdo. Elas sdo implementadas de diversas formas por produtores e 6rgdos de
certificacdo de MR, da seguinte maneira: medicdo por meio de um método (primdrio)
unico em um unico laboratério, medicdo por meio de dois ou mais métodos de referéncia
independentes em um laboratério, medi¢dio por meio de uma rede de laboratérios
empregando um ou mais métodos com exatidao demonstrdvel e uma abordagem com
método especifico que fornece apenas os valores de propriedade especificos do método,
utilizando uma rede de laboratérios.

O aspecto mais importante a ser considerado ao escolher uma abordagem para
a caracterizagdo consiste em qual extensdo os diferentes componentes de incerteza irdo
contribuir para a incerteza associada ao valor da propriedade. Além disso, é importante que
o valor da propriedade atribuido e sua incerteza sejam demonstraveis.

A escolha da melhor abordagem para a caracterizacdo de um MR depende, dos
métodos disponiveis e conseqiientemente dos laboratérios disponiveis e da competéncia

desses laboratdrios em analisar o candidato a MRC.

4.4.3.1 Preparacao do relatério de certificacao e do certificado

Uma vez o MRC ter sido apropriadamente caracterizado e seus valores
certificados, um certificado € elaborado. A norma ABNT ISO GUIA 31°° fornece os itens
que o relatério e o certificado de um MRC devem conter. O certificado do MRC deve,
como informacdo minima, conter: nome e endereco do produtor, descricdo e nome do
material, os valores de propriedade e suas incertezas, data de certificacdo e o tempo de
prateleira, uso pretendido e se hd alguma restricio de uso, condicdes de estabilidade,
transporte e armazenamento, instrucdes para o uso correto, método de preparacdo,
declaracdo da homogeneidade e estabilidade, método de caracterizacdo e a lista de
laboratdrios participantes do processo de caracteriza¢ao (quando apropriado).

Alguns produtores de MRC também fornecem em maiores detalhes um

relatério sobre a preparacdo, a caracterizacdo e a certificacdo do material, contendo
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informacdes adicionais sobre fonte do material, procedimento de preparacdo detalhado,
técnicas utilizadas para os testes de homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo e os
resultados de medicao obtidos pelos laboratérios individualmente e os métodos utilizados.
A rastreabilidade de MRC’s pode alcangar a partir de uma cadeia ininterrupta
de calibracdes ligadas a unidades relevantes da base do sistema SI, até o uso de resultados
obtidos a partir de métodos de referéncia corretamente validados. Em cada caso, o produtor
deverd incluir no certificado do MRC a declaracdo da rastreabilidade indicando os

principios e procedimentos os quais os valores de propriedade estdo baseados.
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4.5 Importancia do elemento mercirio

Normalmente os elementos toxicos presentes nos alimentos provéem de fontes
naturais, industriais ou podem estar relacionados a ocupacdo desordenada dos solos em
regides urbanas, agricolas e de mananciais. O risco potencial destes elementos ao meio
ambiente e a saide humana tem levado as autoridades a estabelecerem rigidos controles
sobre sua presenga em diferentes produtos.

Segundo a legislagdo'>'®

, um dos elementos quimicos que deve ser controlado
nos produtos marinhos é o mercurio. A presenca do metal nos pescados pode provir de
diferentes origens. Na AmazoOnia, por exemplo, sempre se atribui as atividades garimpeiras
a responsabilidade pela alta quantidade do metal presente na biota (conjunto de animais e
vegetais) e meio ambiente. Estudos recentes, entretanto, mostram indicios da presenga do
metal como elemento natural do meio ambiente na regido’®*"**. A exposi¢do ambiental ao
Hg via cadeia alimentar, principalmente para consumidores de nivel tréfico superior,
incluindo-se o homem, € significativamente maior, uma vez que este metal apresenta alta
toxicidade e capacidade de sofrer biomagnificacdo ao longo das cadeias tréficas*”’.

A exposi¢do humana ao mercirio pode ser proveniente de fontes naturais
(liberagdo de gés da crosta terrestre, evaporacao dos oceanos, queima de combustivel
fossil) e/ou artificiais (Hg produzido por mineradoras e refinarias, células de mercurio na
fabricacdo de soda/cloro, industria de cosméticos, de despolpamento de madeira,
amdlgama dentdrio, ambiente hospitalar e uso de medicamentos). O merctrio apresenta
caracteristicas particulares que maximizam sua toxidez para os seres humanos. Entre elas
pode-se citar sua tendéncia de formacgdo de ligacdes covalentes com moléculas bioldgicas,
particularmente com grupos SH’, sendo incorporado facilmente pelo sistema nervoso e
apresentar elevadas meias vidas bioldgicas (75 dias para o metilmercurio e 45 dias para o
mercuirio inorganico) e baixas taxas de eliminacdo pelo organismo. Essas propriedades
podem resultar em um processo de acumulacdo continuo levando, rapidamente, a niveis
altamente toxicos. Para mercurio total os principais locais de deposi¢do sdo os musculo e o
figado’'. A oxidacdo de Hg" para Hg®* no cérebro permite que este elemento ali se
armazene.

Além dos compostos inorganicos de mercirio, o mercirio II forma uma
importante classe de compostos organometélicos, os quais requerem atencao especial. Eles
se caracterizam pela unido do mercuirio a um ou dois dtomos de carbono, por meio de

ligacdo do tipo covalente (elétrons compartilhados), para formar moléculas do tipo R-Hg-X

e R-Hg-R’, em que R e R’ representam os grupamentos organicos. A ligacdo carbono-
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mercurio é quimicamente estdvel, ndo sendo rompida em dgua e nem por acidos ou bases
fracos. Sabe-se que os organomercuriais sao os derivados mais considerados do ponto de
vista toxicoldgico. Causam uma maior preocupacdo aqueles que sdo ligados aos
grupamentos alquila de cadeia curta, em que o mercurio se une aos grupos metila, etila e
propila. Algumas vezes, a expressdao ‘“metilmercurio” € adotada para designar os
compostos monometilmercuriais.

E importante mencionar que a exposicdo aos mercuriais estimula a sintese da
metalotioneina, que € a proteina transportadora de metais pelo organismo. Nos peixes, a
concentracdo do metal e seus compostos dependem da idade, do tamanho do animal e,
principalmente, da sua posicdo na cadeia tréfica (cadeia alimentar). Espécies localizadas

no topo desta cadeia, em particular em peixes carnivoros, apresentam geralmente teores

mais elevados de mercurio em seu tecido.

4.6 Método analitico utilizado nos estudos de homogeneidade e estabilidade do
material candidato a MRC.

Conforme citado em 4.4.1 e 4.4.2, um método analitico deve ser selecionado
para realizar as determinacdes dos estudos de homogeneidade e estabilidade do material
candidato a material de referéncia. O método selecionado foi a determinag¢do de mercurio
total (Hg) e metilmercirio (MeHg) por meio da técnica de Espectrofotometria de Absorcao

Atomica (AAS) com sistema de inje¢ao em fluxo e geracao de vapor frio (FIA-CV-AAS).

4.6.1 Espectrofotometria de Absorcao Atomica

Em espectrofotometria de absorcdo atomica (AAS - Atomic Absorption
Spectrometry) mede-se a absorcdo (variacdo de intensidade) de uma radiacdo
eletromagnética, proveniente de uma fonte especifica, por dtomos gasosos no estado
fundamental da amostra. O principio fundamental da AAS foi enunciado em 1860 por
Kirchhoff: "Em condi¢des especiais, todos os corpos podem absorver radiacdes que eles
préprios emitem". Em 1900, Max Planck estabeleceu a lei quantica de absorcdo e emissao
de radiacao de um dtomo em comprimento de onda definido. Somente em 1955, o fisico
Alan Walsh propds o conceito da AAS e o primeiro protétipo do equipamento. A base do
conceito € que a maior parte dos dtomos em uma chama permanece em seu estado
fundamental. Assim, um elemento metélico no estado atdmico e de vapor, pela transicao de

seus elétrons para um nivel mais energético, absorve a radiacdo de um certo comprimento
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de onda especifico. A quantidade de radiacdo absorvida estd relacionada com a
concentracio de 4tomos do elemento no estado fundamental™.

Na espectrofotometria de absorc@o atdmica, a correlacio entre o sinal analitico,
registrado pelo aparelho, e a quantidade do analito na amostra é obtida com poucos
estdgios intermedidrios: atomizacdo, transporte, absor¢cdo e registro da leitura. Durante a
atomizacao térmica, o analito é convertido a fase gasosa e entdo € transportado para dentro
e para fora do atomizador (FIG. 2). Nesse processo, forma-se uma camada de absorcao
transiente com um certo nimero de dtomos. A exposi¢do dessa nuvem de dtomos a uma
radiacdo de comprimento de onda especifico, proveniente de uma fonte primdria (IAmpada
de cédtodo oco), produz a absor¢do que, na saida do atomizador, ird se transformar em um
sinal elétrico no sistema de leitura. Um monocromador separa as linhas espectrais
produzidas pela fonte e as que saem do atomizador, e, geralmente, uma fotomultiplicadora
(mais recentemente detectores no estado sé6lido), transforma a radiacdo ndo absorvida em
corrente elétrica que ¢ amplificada e medida por um amperimetro. Assim, a forma
resultante da curva de calibragdo (curva analitica) dependerd das caracteristicas

particulares de todos esses processos.

R H-4----% - - p----

i Monocramador
Lampada de catodo oco Atomizador Dt

FIGURA 2 - Esquema simplificado de um espectrofotometro de Absor¢cao Atomica.

A espectrofotometria de absor¢ao atdmica é uma das técnicas mais usadas para
controle de processos devido a sua rapidez, reprodutibilidade, sensibilidade e exatidao,
para determinacdes de metais em amostra principalmente na forma de solu¢ao. Emprega-se
absor¢do atdmica com atomizagdo em chama (FAAS) para elementos ao nivel de ug mL™
(parte por milhdo) e termoelétrica em forno de grafite (GF-AAS) ao nivel de pg L (parte
por bilhdo). Em ambas hé interferéncia espectral (emiss@o e absor¢do) entre os elementos
e, também, da matriz, como ocorre em todas as outras técnicas espectrométricas. As
interferéncias, quando se utiliza forno de grafite, podem ser mais criticas devido as altas
temperaturas de trabalho. Assim, muitas vezes necessita-se uma separacdo prévia dos

elementos tracos da matriz™.
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4.6.2 Geracao de vapor frio acoplado ao espectrofotometro de absorcao atomica
(CVAAS).

O método CVAAS, que foi usado neste trabalho para a determinacdo de
merciirio total é simples, apresenta boa sensibilidade e baixo limite de detecgdo (2 pg kg™),
sendo este método acreditado no INMETRO desde 2007. O método utilizado é uma
modificacio de Akagi et al’* e foi devidamente validado. Um resumo do processo de
valida¢io da metodologia é mostrado no APENDICE A.

A determinacdo de mercurio por CVAAS dispensa o uso da chama para a
atomizacao do metal, porque no produto final a ser submetido a operac¢ao, o Hg inorganico
¢ reduzido a seu vapor monoatdmico por meio de um agente redutor. Portanto, o método
consiste na redugdo dos ions Hg+2 a Hgo (estado fundamental), com posterior transporte,
através de um fluxo de géds argbnio, para uma célula de quartzo colocada na posi¢dao do
atomizador. Na célula, o vapor de merctrio absorve parte da radiacdo emitida por uma
lampada de catodo oco do elemento mercirio e assim, através de interpolacdo em uma
curva analitica obtém-se a concentragdo de mercurio na amostra. Para reduzir o analito
mercirio ao seu estado metédlico pode-se utilizar o borohidreto de s6dio (NaBHs) ou
cloreto estanoso (SnCl,). Na realizacdo das andlises, para os estudos de homogeneidade e
estabilidade, foi utilizada solu¢do de cloreto estanoso, com o objetivo de reduzir

interferéncias™. A reacdo de reducdo que ocorre pode ser explicada pela equacao:
Hg* + Sn** — Hg® + Sn**

Para a determina¢do de metilmercurio (MeHg), contudo, hd a necessidade de se
distinguir o Hg total do MeHg em uma determinada amostra, antes da medida no
espectrofotometro. O procedimento com descri¢do detalhada da preparacdo das amostras
para determinacdo deste analito estd no item 6.3.3.2. A metodologia utilizada foi baseada

nos trabalhos de Horvat™® e May57.
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4.7 Selecao do método analitico utilizado na caracterizacio do material candidato a
MRC.

Viérios métodos analiticos podem ser utilizados para a caracterizagdo de
materiais de referéncia, dentre eles podem ser citados: espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrofotometria de absor¢do atomica com
forno de grafite, espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES), fluorescéncia de raios-X, andlise por ativagao neutronica instrumental (INAA).

Conforme citado em 4.4.3, existem quatro abordagens para caracterizar um
material candidato a material de referéncia. Neste trabalho optou-se por caracterizar o
material por meio de um método (primdrio) Unico em um unico laboratdrio e assim, a
técnica de diluicao isotOpica aplicada a espectrometria de massas foi utilizada. Este método
é citado na norma ISO Guia 35" sendo identificado como método primério de medicdo

apresentando propriedades metrolégicas elevadas.

4.7.1 O Espectrometro de Massas com Fonte de Plasma Indutivo (ICP-MS)

Um espectrometro de massas com fonte de plasma indutivo (ICP-MS) ¢
constituido basicamente de 5 partes: sistema de introdu¢do de amostras, fonte de ionizacao,
sistema de focalizacdo, analisador de massa e sistema de detec¢ao de ions. A representacdao
de um ICP-MS ¢ ilustrada na FIG. 3.

Para a introducao de amostras, utiliza-se um nebulizador, o qual € direcionado a
fonte do plasma. A amostra € introduzida finamente dispersa em um plasma de argoénio a
uma temperatura de 6000 a 8000K. A essa temperatura 99% dos elementos sdo ionizados
com 100% de eficiéncia. Um gerador de radiofrequéncia aplicado sob um fluxo de argdnio

€ o responsavel pela geracdao do plasma.
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Fonte de Sistema de Espectrometro de Sistema de
Ionizacao Focalizacao Massa Deteccao

Quadrupolo ou Multiplicador

Setor magnético de elétrons,
(analisador de massa) Copo de Faraday

Introducao de
Amostra
FIGURA 3. Representacao de um ICP-MS

4.7.2 Diluicao isotépica aplicada a espectrometria de massas (IDMS).

O principio da técnica de IDMS € surpreendentemente simples. Uma amostra
com conhecida composi¢do isotopica do elemento de interesse, mas com concentragao
desse elemento desconhecida, é misturada com uma quantidade (em massa) conhecida de
tracador do elemento. Este tracador contém o elemento de interesse em uma composicao
isotépica diferente da existente na amostra, geralmente enriquecido no isétopo natural de
menor abundancia. Apds a completa mistura da amostra e do tracador, geralmente chamada
de mistura amostra-tracador ou amostra diluida isotopicamente, a amostra ganha uma nova
razdo isotdpica entre a razdo isotdpica da amostra e aquela do tracador. Esta mistura de
razdo isotdpica reflete diretamente a concentracdo do analito (elemento de interesse) na

amostra. O principio é demonstrado na FIG. 4 para o exemplo com antimdnio™.
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Amostra

Cluantidades conhecidas:
- Massa da amostra
- Composican isotopica

amostra diluida isotdpicamente

121 123
Tracadar —

—_

Quantidades conhecidas: 121 123

- massa do tracadar
- conteddo do tragador

- composicio isotdpica

Quantidade medida;
123

razao isotopica gy 4

—

121 123

intensidade dos ions (unidade arhitraria)

L

FIGURA 4 - Principio esquemaético para IDMS demonstrado para antimonio

As etapas bdsicas envolvidas no procedimento de andlise por diluicao isotépica

® Preparacgdo e calibragdo do tragcador isotépico;

e Adicdo de uma aliquota da solugdo do tragador isotdpico de concentragdo conhecida
a uma aliquota de amostra. Em geral esta mistura deve ser realizada com base em
peso para se obter medidas precisas.

e Dissolu¢do da amostra de forma adequada e uma mistura completa da solugdo
resultante, para assegurar equilibrio isotopico entre o tracador e a amostra.

e Medida da composi¢do isotdpica por espectrometria de massas e cdlculo de

concentracdo do elemento de interesse da amostra.

Para obter a concentragdo do elemento de interesse na amostra existem vdarias
equagdes que podem ser utilizadas, porém, os parametros envolvidos sdo os mesmos. Neste
trabalho a equacdo abaixo foi utilizada™.

w, A A, R, —-R,

c =C, —>
©UTW, A, CA 1-R,R, (b

Onde: C; = Concentracdo desconhecida do elemento na amostra (Ug g'l); Cy =

concentracdo do elemento no tracador (spike — sp) (ug g™); W, = massa do tragador (g);

Sh
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W, = massa da amostra (g); A, = Massa atdOmica do elemento na amostra; A, = Massa
atdmica do elemento referéncia no tragador; Ay, = Abundéncia do isétopo de referéncia
(enriquecido) no tragador (is6topo a) (%); Ay = Abundancia do is6topo na amostra (is6topo
b); R, = Razio isot6pica (isétopo b /isétopo a) na mistura; Ry, = Razdo isotdpica (isétopo b

/is6topo a) no tragador; Ry = Razao isotdpica (is6topo a /isétopo b) na amostra.

A técnica de dilui¢do isotdpica apresenta varias vantagens, quando comparada a
outros métodos analiticos:

a) O resultado final para as andlises depende somente da razao isotdpica, pois a
razdo permanece inalterada, mesmo que haja perda de material durante a preparacao.

b) As abundancias isotOpicas e a concentragdo do elemento a ser analisado
podem ser obtidas simultaneamente.

c) A técnica, além de ser extremamente sensivel na medida de elementos em
nivel de tracos, apresenta grande precisdo e exatiddo, ndo exigindo calibragdo constante
com padrdes. A precisdao € da ordem de 1% para a maioria dos elementos que podem ser
determinados quando equipamentos HRICP-MS sdo utilizados®.

As medidas de razdes isotOpicas quando se utiliza a espectrometria de massas
sofre um desvio sistemdtico denominado de discriminacdo de massa, devido ao efeito de
fracionamento isotdpico. Este efeito ocorre em conseqiiéncia dos is6topos mais leves de um
determinado elemento serem preferencialmente evaporados e ionizados, em relacdo as
espécies mais pesadas. Para a correcdo deste efeito pode-se utilizar a técnica de
normalizacdo isotépica61, quando o elemento possui outros isétopos cujas razdes sdo bem
conhecidas. Quando ndo € possivel utilizar a técnica de normalizacdo, empregam-se
padrées de composi¢do isotdpica exatamente conhecida. Para o caso do uranio, por
exemplo, o padrio isotépico geralmente empregado é o NIST U 500. Assim, o fator de
correcdo que é determinado experimentalmente € aplicado aos valores medidos das razdes
isotdpicas do elemento.

Entretanto, quando se utiliza a técnica de diluicdo isotépica, o efeito de
fracionamento torna-se desprezivel se a solucdo do tragador € calibrada pela mesma

£t 62,63
tecnica ™

. Para a determinacdo da concentracdo do elemento de interesse no tragador a
técnica de diluicdo isotdpica € aplicada, utilizando-se um padrdo do elemento a ser
analisado, quimicamente puro, estavel e com composicao isotdépica bem definida e diferente
do tracador. Esta técnica é geralmente chamada de Diluicdo isotdpica reversa. A

~ c . ~ 64
concentracdo do elemento no tragador € calculada por meio da expressao :



34

m, M, Ap Rm_Rp
p (12)
m, Mp A\R—-R,

C =C

onde:

C,, C, = concentragdes do elemento nas solucdes do tragador e do padrio de calibrago,
respectivamente.

mp,, m; = massas das aliquotas das solugdes do padrdo de calibracdo e do tragador,
respectivamente.

M;, M, = pesos atdmicos do elemento no tragador € no padrdo, respectivamente.

A,, A = abundancias do is6topo de referéncia no padrio e no tragador, respectivamente.
R, Ry € Ry = razdes entre os isétopos de referéncia na mistura, no padrdo e no tragador,

respectivamente.



35

5 CONSIDERACOES SOBRE INCERTEZA ASSOCIADA AOS PROCESSOS DE
MEDICAO

Os principais meios de avaliacdo da qualidade dos resultados obtidos por um
determinado laboratério consistem em: uso de procedimentos validados, ensaios de
controle, participacdo em ensaios de proficiéncia promovidos por provedores acreditados e
independentes e, por fim, a obten¢do da acreditacdo segundo a norma ABNT NBR
ISO/IEC 17025". A norma exige a estimativa da incerteza associada nos resultados
obtidos por laboratérios de calibracido e de ensaios. Sem essa indicacdo, os resultados de
medicdes ndo podem ser comparados, sejam entre eles ou com os valores de referéncia
fornecidos.

A palavra “incerteza” significa ddvida e assim, no sentido mais amplo,
“incerteza de medicao” significa divida sobre a qualidade do resultado de uma medi¢do. A
defini¢do formal do termo incerteza de medi¢do segundo o Vocabuldrio Internacional de
Metrologia (VIM)' é “parAmetro ndo negativo que caracteriza a dispersdo dos valores
atribuidos a um mensurando, com base nas informagdes utilizadas”. As defini¢does de
varios termos metrolégicos gerais e relevantes podem ser encontradas no mesmo guia, ou
também no “Guia para a expressio da incerteza de medigﬁo”42

Na prética, existem muitas fontes possiveis de incerteza em uma medicao,
entre elas pode-se destacar: definicdo incompleta do mensurando, amostragem nao
representativa, valores inexatos dos padrdoes de medi¢do e materiais de referéncia, entre
outras. Essas fontes ndo sdo necessariamente independentes e algumas podem contribuir
sobre outras e causar variagdes nas observagdes repetidas do mensurando sob condigdes
idénticas.

Os componentes da incerteza sdo agrupados em duas categorias baseadas no
método de avaliacdo: Tipo A, método de avaliagdo pela andlise estatistica de uma série de
observacdes da grandeza medida, ou seja, quando sdo executadas medi¢des sob condigdes
de repetitividade e Tipo B, método de avaliagao por outros meios que nao dependam de um
conjunto de observagdes, ou seja, a estimativa da incerteza padronizada neste tipo pode ser
feita assumindo-se que a grandeza de entrada tem uma determinada distribuicdo e um
intervalo de dispersdo. Essas distribuicdes podem ser: retangular, triangular, normal, etc.
Podem ser citados como exemplos desse ultimo tipo de categoria os dados obtidos de
certificado de calibracdo de equipamentos e valores de incerteza de concentragcdes

fornecidos em certificados de materiais de referéncia.
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A incerteza de medi¢do da concentracdo de um analito em uma determinada
matriz, por exemplo, é expressa na forma de desvio padrdao, chamada de incerteza padrao.
Entretanto, a incerteza total do método proposto € a soma de todas as incertezas geradas
em cada passo do método pelos diversos componentes do processo de medicdo. Um
experimento bem planejado pode, em muito, facilitar as avaliacdes confidveis da incerteza
e ¢ um requisito importante na organizacao das atividades de medicao.

Os modelos de cdlculos existentes, assim como os guias para cdlculos de

incerteza**

contribuem de forma essencial para o entendimento e avaliagdo das incertezas
nos laboratérios quimicos, porém, deve-se sempre levar em conta a habilidade e
experiéncia profissional dos especialistas em suas variadas areas.

Com o objetivo de identificar as possiveis fontes de incerteza na medi¢ao das
grandezas avaliadas, os procedimentos adotados, para cada etapa, devem ser detalhados e
estruturados de forma a garantir a abrangéncia necessdria para entendimento e
conhecimento do processo de medicdo e evitar a duplicidade de fontes de incerteza.
Normalmente, este objetivo € atingido utilizando-se o diagrama de causa-e-efeito, também
conhecido como diagrama de Ishikawa ou espinha de peixe. O uso do diagrama facilita a
resolucdo de problemas, associando os sintomas e suas causas, até a solu¢do. O uso deste
diagrama € extensamente descrito no guia Eurachem®. As etapas seguintes ao de
identificacdo das fontes compreendem a andlise e a quantificacdo das fontes de incerteza

finalizando com o célculo da incerteza combinada e consequentemente com o valor da

incerteza expandida do método analitico.

5.1 Incerteza associada ao processo de medicao por meio da técnica FIA-CV-AAS
As etapas envolvidas na determinacdo de mercurio (Hg) total por FIA-CV-

AAS sdo: preparagdo da amostra, preparacdo da solucdo padrio, preparacdo das solugdes

da curva analitica, calibracdo e andlise das amostras no equipamento. A FIG 5 mostra a

interacdo dessas etapas.
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Preparacdo das amostras, Preparacdo gravimétrica das
incluindo pesagem solugcdes da curva analitica
Realizagdo da andlise no Calibragdo do equipamento
Equipamento (AAS) (AAS)
Resultado

FIGURA 5 - Fluxograma das etapas envolvidas no processo de medi¢do por meio
da técnica FIA-CV-AAS

A relagdo das varidveis no cdlculo do mensurando é demonstrada através da

equagao abaixo:

. :M C, xmy
¢ Rxm, o Cn= Rxm,x1000 (3
1000

Onde Cy, = Concentrag¢do de mercurio (Hg) na amostra (em ug g'l), C, = concentragao de
Hg encontrada na aliquota analisada (em ug kg'l), my = massa final, em gramas, de amostra
(diluicdo final), R = taxa de recuperacdo obtida pela andlise do material de referéncia e

m,= massa de amostra utilizada, em gramas.

Como citado acima o diagrama de causa-e-efeito é elaborado com o propdsito
de identificar as fontes de incerteza. A linha horizontal central mostrada na FIG. 6 € o
resultado da andlise, isto é, a concentracdo de Hg em pg g'1 ou ainda, € a especificacdo do
mensurando — a grandeza a ser medida. As ramificagdes da linha principal s@o as causas

que controlam o resultado.



38

Csolpadrin g tf
Mg _
Pureza Calibragdo
M a1
Curea N “ Repetitividade
analitica \‘
> g,
C Obs
Repetitividade
C MRC Calibragéo
R
Ma

FIGURA 6 - Diagrama de causa e efeito das fontes de incerteza associadas
ao processo de medicao de Hg por meio da técnica FIA-CV-AAS.

5.1.1 Analise das fontes de incerteza
C,: concentracao de Hg encontrada na aliquota analisada (em ug kg™
Na figura 6, observa-se que as contribuicdes para a incerteza associada com a

concentracdo do analito na solucdo s@o: a) a aplicagcdo da fungdo calibragcdo, obtida a partir

de uma série de solucdes padrio analisadas e suas respectivas absorbancias, obtendo dessa
forma, a partir de interpolagdo, a resposta da concentracdo do analito e b) a incerteza da

solucdo padrio estoque utilizada na preparacio dos “‘pontos” da curva analitica,

considerando-se as massas envolvidas e a pureza do padrao.

Para cada lote de amostras, uma curva analitica € plotada, com uma nova série
de solucdes preparada (seis solugdes). O procedimento de andlise destas solugdes deve ser
realizado, no minimo, por trés vezes, ou seja, serdo obtidos trés resultados para cada
solucdo da curva analitica. Esse nimero de repeticoes € utilizado para o cdlculo da
incerteza associada.

A equacdo, segundo Guia Eurachem®, para calcular a incerteza na

concentra¢do do analito na aliquota analisada é:

S |1 1 (C -c)?
C)="—"1 |4 —y"0 7
u( ()) | n + m + Qxx (14)

Onde:

S = desvio padrao residual, dado por:
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Y.(A; = (By + B,C)*
s =1L

m-2 (1)

Sendo A;= medida de absorbéncia de cada solugdo utilizada na curva analitica; By =
coeficiente linear da funcdo calibracdo; B; = coeficiente angular da funcio calibragdo;
C; = concentragdo real de cada solu¢do utilizada na curva analitica; m = nimero total de
medicdes realizadas para a calibra¢do do instrumento;

n  =numero de medicdes realizadas para determinar C,

C, =concentragdo elementar estimada do analito nas solugdes amostra (em pg kg™)

Qxx = somatério dado por:
0. =X(c, -0 (16)

Onde:

¢; = concentra¢do medida de cada solugdo utilizada na curva analitica. ¢; € obtida através da

equagdo da curva analitica

¢ = valor médio de concentracao das solugdes padrao utilizadas na calibragao

Para preparar os “pontos” da curva analitica, duas dilui¢des s@o realizadas a
partir da solucdo padrao estoque de mercurio. A solucdo padrido estoque é preparada a
partir da pesagem do padrao s6lido de HgO. Este padrdo sélido tem uma pureza conhecida
e informada pelo fabricante. Dessa forma, as contribui¢cdes de incerteza na preparagdo da
solucdo padrdo estoque sao as atividades de pesagem (balancga utilizada) e a pureza do
padrao.

Entdo, a incerteza da solug@o padrio estoque € calculada por:

AZA )
ene = Coovomne X | 22| | 22 || 220 17
lueAt()que estoque [ P j [ mp ] ( Mf J ( )

onde: Cegoque € a concentragdo calculada da solu¢do padrdo estoque, Up € a incerteza da

pureza (fornecida pelo fabricante), P € o valor da pureza do padrio, [y, € Wvr € a incerteza
da massa utilizada do padrao sélido e incerteza da massa da solucdo final preparada do

padrao, respectivamente. Estas incertezas sao calculadas da mesma maneira da incerteza da
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massa de amostra e massa final mostradas abaixo, pois as contribui¢cdes sdo as mesmas, ou
seja, repetitividade e calibragdo da balanca utilizada. m;, € a massa utilizada do padrdo e M¢
¢ a massa final da solucdo preparada.

Como informado acima, duas diluicdes sdo realizadas a partir da solugao
padrdo estoque para somente depois, preparar os pontos da curva. Estas solugdes diluidas
tem concentracdes iguais a 10 ug g (10 ppm) e 100 pg kg™ (100 ppb).

As incertezas das solugdes diluidas sdo calculadas conforme equagdes:

2 2 2
estoque ’um; ’
He, =CioX Heoque || T +('qu ) (18)
Cestoque m, Mf

2 2 2
_ ’ucm /th ’qu
e, —Cloox\/( ij (] o(fe] a9

onde: C1p e Cjgo sdo as concentracdes calculadas para as solucdes de 10 ug g' e 100 ug

kg, e € W € a incerteza da massa transferida para preparacio das solucdes e incerteza
da massa da solucdo final preparada, respectivamente. Estas incertezas sdo calculadas da
mesma maneira da incerteza da massa de amostra e massa final mostradas abaixo, pois as
contribuicdes sdo as mesmas, ou seja, repetitividade e calibragdo da balanca utilizada. Mt é
a massa transferida de cada solugio (no caso da solucdo de 10 ug g é a massa da solucio

padrio estoque e no caso da solucdo de 100 ug kg™ é a massa da solugdo de 10 pg g'l) para

obter as dilui¢des e Mf € a massa final de cada solugdo preparada.

my: massa final de amostra (diluicao final) (em g)

A amostra depois de dissolvida e resfriada € diluida até a massa aproximada de
20 g. Nesta atividade contribuiram na avaliacdo das incertezas associadas o efeito da
repetitividade e da calibragdo da balanca utilizada.

A variabilidade (repetitividade) do resultado da medigdo, obtida através de
pesagens sucessivas, normalmente € fornecida no catdlogo do fabricante do equipamento.
Nessa etapa, contudo, a contribuicio da repetitividade na incerteza dessa medicdo ¢é
determinada através do desvio padrdao obtido de verificacdes realizadas diariamente na
balanca utilizada, com padrdes calibrados. Essa repetitividade consta de graficos de
controle construidos a partir dessa verificacdo. Esses grificos sdo parte integrante do

sistema de gestdo da qualidade do laboratério.



41

A incerteza de calibrag¢do da balanca utilizada € verificada através dos dados do
certificado de calibragdo da mesma.
Finalmente, os componentes de incerteza de medi¢do da massa sdo combinados

para fornecer a incerteza padrao combinada, u.(my), da massa final através da equagao:

u(my) = \/(ul VP +(u, ) (20)

Onde p;=incerteza da repetitividade, obtida através do desvio padrao informado no grafico
de controle da balanga plotado no laboratério, 1, = incerteza obtida do certificado de

calibrag¢ao da balancga.

R: taxa de recuperacao obtida pela analise do MRC

O material de referéncia certificado (MRC) designado como Dorm-2 ¢
utilizado para verificar a taxa de recuperacdo da metodologia. A preparagdo consiste em
pesagem de uma massa previamente estabelecida, dissolvida em meio &cido e
posteriormente diluida até uma massa final.

A solucdo inicial do MRC preparada tem incerteza (Us) a partir dos dados
obtidos do certificado do MRC e das incertezas da massa utilizada do MRC e da massa
final da solucao preparada.

Assim, com os dados obtidos utiliza-se a equacao:

2 2 >
luSOl = Cs()l X (ﬂMRC J + IUMMRC + [ﬂMf j
CMRC MMRC Mf (21)

Onde: C,, = concentragdo calculada da solucdo do MRC preparada, (yrc = incerteza de

Hg no material Dorm-2, informada no certificado, Cyrc = concentracdo de Hg no material

Dorm-2, informada no certificado, #,,,.€ Wve € incerteza na massa pesada do MRC e

incerteza da massa da solucdo final preparada, respectivamente, (calculadas da mesma
maneira da incerteza da massa de amostra e massa final). Myrc € a massa pesada do MRC
utilizada na preparagdo da solu¢do e My é a massa final da solugdo preparada.

A partir da andlise da solu¢do preparada obtém-se a concentracdo de Hg e compara-
se com a concentracio calculada. Dessa maneira calcula-se o valor de Ry, dividindo-se Cops
(concentragdo observada na andlise) por Cyrc (concentragdo de Hg no material Dorm-2,

informada no certificado).
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z

A incerteza da recuperacdo é calculada a partir dos dados de concentracdo
calculada e incerteza da solugcdo preparada, desvio padrdo das medidas da solugdo
analisada, concentracao observada (obtida) e nimero de medidas realizado, através da

equacao:

2 2
ILlSOI + Sobs
C nxC? (22)

obs

II’lRm = Rm X
sol
Onde R,, = taxa de recupera¢do (R, = Copy Cmre), Msol = incerteza da solucdo do MRC
preparada, C,, = concentracdo calculada (esperada) da solu¢do do MRC preparada, S? s =
desvio padrao das medidas realizadas, ao quadrado, Czobs = concentracio observada (real)

da solu¢do do MRC analisada, ao quadrado e n = nimero de medidas realizadas.

m,: massa de amostra utilizada (em g)

A amostra € inicialmente pesada sob um substrato de papel e transferida para
baldo de vidro com capacidade de 100 mL. Nesta atividade contribuiram na avaliagdo das
incertezas associadas o efeito da repetitividade e da calibra¢do da balancga utilizada.

A variabilidade (repetitividade) do resultado da medicdo, obtida através de
pesagens sucessivas, normalmente € fornecida no catdlogo do fabricante do equipamento.
Nessa etapa, contudo, a contribui¢io da repetitividade na incerteza dessa medicdo ¢é
determinada através do desvio padrao obtido de verificacdes realizadas diariamente na
balanca utilizada, com padrdes calibrados. Esta repetitividade consta de graficos de
controle construidos a partir dessa verificagao.

A incerteza de calibracdo da balanca utilizada € verificada através dos dados do
certificado de calibracdo da mesma.Finalmente, os componentes de incerteza de medicao
da massa s@o combinadas para fornecer a incerteza padrdo combinada u.(mf) da massa

final através da equagao 20:

u(m ;) =)+, )

Onde p;=incerteza da repetitividade, obtida através do desvio padrao informado no grafico
de controle da balanga plotado no laboratério, |, = incerteza obtida do certificado de

calibrag¢ao da balancga.
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5.1.2 Quantificacido das Incertezas, calculo da incerteza combinada e expandida

O célculo da incerteza padrdao para cada fonte é realizado conforme férmulas
apresentadas anteriormente. Para facilitar os cédlculos envolvidos, planilhas eletronicas, em
Excel, foram elaboradas e estdo disponiveis.

A incerteza combinada para a concentracdo de merctrio € estimada através da

equagdo:

2 2 2 5 5
Sol
ue, =Chy X [M(CO)j o M5%h0g) | ) +(M(R)j +[u(ma)j 23)

N mg R m,

A incerteza expandida (U) é obtida pela multiplicacdo da incerteza combinada
pelo fator de abrangéncia k. O valor do fator utilizado € geralmente igual a 2, para um

nivel de confianca de 95%. Portanto, a incerteza expandida é:

U =u_ X2 (24)

C
Entdo, a concentra¢do de mercurio com incerteza associada é:
-1
Cye=xxUugg

Para k=2, com 95% de confianca.

5.2 Incerteza associada ao processo de medicao por meio da técnica IDMS

Segundo V0g158, a existéncia de uma equacdo clara e sem ambiguidade em
IDMS que fornece a relacdo entre resposta do instrumento e resultado analitico é uma
enorme vantagem ao compor a indicacdo das fontes de incerteza. Assim, a incerteza pode
ser facilmente calculada utilizando os guias ISO e EURACHEM***. Exemplos para
calculos de incerteza em resultados por IDMS podem ser encontrados na literatura® %7,
Conforme citado anteriormente, a primeira etapa consiste na elaboracdo da

relacdo das varidveis envolvidas no célculo do resultado final, ou seja, da equacdo

envolvida. Dessa forma, a equacao utilizada em IDMS foi:

W A A R -R
Cv :C ) sp ) rs ) Sp ) m sp
UMW, A, A 1-R, R,
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5.2.1 Analise das fontes de incerteza

Concentracao do elemento no tracador - C,
Para aquele tragador fornecido em solucdo com concentragdo exata e sua
incerteza informada no certificado proveniente do produtor ou fornecedor, a equagao 25 é
utilizada para obter a concentracdo do elemento no tracador, a partir da dilui¢ao da solucdo
original (fornecida).
C

XM
_ original pesada
C, = (25)
final

onde: Coriginal = concentragdo da solucdo original, informada no certificado proveniente do
produtor; Mpesda = massa pesada da solug@o original (g) € Mgua € a massa obtida da
diluicao da solucao original (g).

A incerteza na solucdo preparada por dilui¢do é obtida através da equacao:

2 2 2
uoriginal + ‘Ll M ,esada + 'Ll M fina

C M

U, =Cg, % (26)

original pesada

onde: Ugriginal € @ incerteza informada no certificado proveniente do produtor ou fornecedor;
Umpesada € HMfinal € @ incerteza da massa utilizada da solug@o original do tragador e incerteza
da massa da solu¢do final preparada, respectivamente. Estas ultimas incertezas sao
calculadas da mesma maneira da incerteza das massas do tragador e da amostra mostradas
abaixo, pois as contribuicdes sao as mesmas, ou seja, repetitividade e calibracdo da balanga
utilizada.

Para aquele tracador fornecido no estado sélido, apds a digestdo e dilui¢do do
mesmo e ainda diluicdes sucessivas, as equagdes 27 e 28 sdo utilizadas para calcular a

incerteza associada a preparacao:

2 ﬂ 2 ﬂ 5
M estoque Cesmque X & + " + Mf

(27)

onde: Cegoque € @ concentragdo calculada da solug@o estoque do tragador sélido; pp € a
incerteza da pureza (fornecida pelo produtor ou fornecedor); P é o valor da pureza do
tragador; Wmp € v € a incerteza da massa utilizada do tragador sélido e incerteza da massa

da solucdo final preparada, respectivamente. Caso o valor da pureza nao seja fornecido,
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elimina-se o primeiro termo da equagdo dentro da raiz.A incerteza da diluicdo da solucdo

estoque € calculada através da equagao:

2

2 2
ll'lestoque + ﬂm, + ’Lle
Mf

He, = Gy X (28)

m

estoque t

onde: Cjo é a concentracio calculada para uma solucdo de 10 pg g (por exemplo); M €
vt € a incerteza da massa transferida para preparacdo da solugdo e incerteza da massa da
solucdo final preparada, respectivamente. m, é a massa transferida para preparacdo da

solucdo diluida e Mf € a massa final, em gramas.

Massa do tracador - W, e massa da amostra - W

Na atividade de pesagem de aliquotas do tragador e de amostra contribuem na
avaliacdo das incertezas associadas o efeito da repetitividade e da calibracdo da balanga
utilizada.

A variabilidade (repetitividade) do resultado da medigdo, obtida através de
pesagens sucessivas, normalmente € fornecida no catdlogo do fabricante do equipamento.
Porém, a contribui¢do da repetitividade na incerteza dessa medicao € determinada através
do desvio padriao obtido de verificagdes realizadas diariamente na balanca utilizada, com
padrdes calibrados, pois essa atividade € rotina do sistema da qualidade implantado em
nossos laboratorios. Essa repetitividade consta de graficos de controle construidos a partir
dessa verificacao.

A incerteza de calibrag¢do da balanca utilizada € verificada através dos dados do
certificado de calibracdo da mesma.

Finalmente, os componentes de incerteza de medi¢do da massa sdo combinados

para fornecer a incerteza padrao combinada, u.(m¢), da massa final através da equagao 20:

u(m ) =,V + (0,

Onde p;=incerteza da repetitividade, obtida através do desvio padrao informado no grafico

de controle da balanga plotado no laboratério, |, = incerteza obtida do certificado de

calibrag¢ao da balancga.

Massa atomica da amostra - A, e massa atomica do tracador - A,
As incertezas das massas atomicas de cada isétopo envolvido na técnica de

diluicao isotdpica podem ser obtidas diretamente do certificado do tragador ou do padrdo
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fornecido, ou ainda, por tabelas especificas de massas atdmicas, contanto que estas sejam

devidamente referendadas.

Abundéancia (at%) do is6topo enriquecido no tracador - A, e Abundéancia (at%) do
isétopo na amostra - A

As incertezas das abundancias de cada isétopo envolvido na técnica de dilui¢do
isotépica podem ser obtidas diretamente do certificado do tracador ou do padrao fornecido,
ou ainda, por tabelas especificas de abundancias, contanto que estas sejam devidamente

referendadas.

Razdo isotépica na mistura - Ry, Razio isotpica no tracador - Ry, e Razao isotopica
na amostra - R
As incertezas das razdes isotopicas medidas sdo obtidas utilizando-se dos

valores de desvio padrdo obtidos durante as medidas.

5.2.2 Quantificacao das Incertezas, calculo da incerteza combinada e expandida.

O célculo da incerteza padrao para cada fonte € realizado conforme férmulas
apresentadas anteriormente. Para facilitar os cédlculos envolvidos, planilhas eletronicas, em
Excel, foram elaboradas e estdo disponiveis. Os resultados estdao mostrados no item 7.7.

A incerteza combinada para a concentracdo do elemento € estimada através da

equagdo:

P 2 Ly 2 2 P 2 U 2 p 2 2 2 p 2 2
Y 5 8 Y 10 0 18 PR P S e
o Crp VVsp VV& Ar\. 14;‘\.17 AY[J AY Rm Rsp Rs

A incerteza expandida (U) é obtida pela multiplicacdo da incerteza combinada

pelo fator k. O valor do fator utilizado € geralmente igual a 2, para um nivel de confianca

de 95%. Portanto, a incerteza expandida é:

U =u,  x 2

C
Entdo, a concentracdo do elemento (x) determinada por meio da técnica de
diluicao isotdpica com incerteza associada é:
C=x+Upngg’

Para k=2, com 95% de confianca.
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5.3 Incerteza do valor certificado

Conforme citado na norma ISO Guia 35", um dos requisitos bdsicos para
atribuir a incerteza do valor certificado consiste em que sejam incluidos todos os fatores
que podem contribuir de forma significativa para a incerteza associada aos valores de
propriedades do MRC. Portanto, para ser completa, recomenda-se que a incerteza padrao
combinada em um material de referéncia considere que a homogeneidade e ambas as
estabilidades a longo e a curto prazo também desempenham um papel importante a
caracterizacdo do lote. Assim, a incerteza associada ao valor de propriedade de um MRC

pode ser expressa por:

ﬂMRC = \/ﬂczar +Il'l!fh +Il'llfs +Il'[v2m (30)

onde: x4, é aincerteza de caracterizagdo do analito, obtida através da técnica IDMS; g,

2
sts

¢ a incerteza padrdo da homogeneidade entre frascos; 4, e i. sdo as incertezas padrdo

de estabilidade a longo e a curto prazo, respectivamente.

Para se obter a incerteza expandida U, para a qual se pressupde o intervalo da
propriedade (x — U, x + U) a incerteza combinada é multiplicada por um fator de
abrangéncia k, conforme mostrado na equag¢do 24. Recomenda-se que esse fator de
abrangéncia se baseie no nivel de confianca igual a 95%.

Os valores de incerteza expandida associados ao valor certificado dos analitos

estdo mostrados no item 7.9, pagina 89.

5.3.1 Estimativa de incerteza padrao da homogeneidade entre frascos

Conforme citado no item 4.4.1, a estimativa da incerteza da homogeneidade, a
partir dos cdlculos com ANOVA, sendo equivalente ao desvio padrdo entre frascos, é
funcdo dos valores da média quadrética entre os frascos (MQenye) € dentro dos frascos
(MQuentro)-

Dessa forma, para mercurio total, onde utilizou-se ANOVA, a estimativa da
incerteza da homogeneidade foi calculada através da equacao 1 (pédgina 17).

Para metilmercirio, onde a aplicagdo da ANOVA néo foi possivel em virtude
da nao repetitividade do método analitico utilizado, conforme explicado em 4.4.1 € 6.3.1, a
estimativa da incerteza da homogeneidade foi calculada através da equacdo 2 (pagina 17).

Os resultados das estimativas das incertezas sao mostrados nos itens 7.3.1 € 7.3.2.
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5.3.2 Estimativa de incerteza padrao devidas a estabilidade

Os dois tipos de estudo de estabilidade a serem considerados, a curto prazo e a
longo prazo, sdo igualmente importantes. Entretanto, o estudo de estabilidade a curto
prazo, associado a condi¢des de transporte, ¢ menos comum. O comportamento da amostra
durante o transporte sob condi¢des especificadas podem diferir daquelas condi¢des de
estocagem e quando o produtor especifica anteriormente as condi¢des apropriadas para o
transporte das amostras reduz, efetivamente, o componente de incerteza associado a esse
estudo. Dessa forma, esse item se refere a estimativa da incerteza padrdo associada a
estabilidade a longo prazo.

O estudo de estabilidade a longo prazo estd associado ao tempo de prateleira do
MRC e usualmente € implementado nos projetos de certificacao.

Empregando-se a abordagem mostrada na norma ISO Guia 35", a estimativa
da incerteza devida a estabilidade a longo prazo (uys) € obtida multiplicando-se o valor do
erro padrdao (s(b;)) da varidvel X obtido na andlise de regressdo linear dos dados de
estabilidade para o analito testado por um tempo adequado em meses, conforme a equacao:

My = Sy XX
Onde s(b;) € o valor do erro padrao e X € o tempo em meses.

Os resultados sdo mostrados nos itens 7.5.1.1 e 7.5.2.1.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Selecdo do material

Conforme mencionado anteriormente, o objetivo do trabalho consiste em
preparar um material certificado em mercurio (Hg) e metilmercirio (MeHg), visando sanar
uma deficiéncia no pais quanto a disponibilidade de materiais de referéncia na area de
alimentos colaborando com empresas exportadoras de pescado e 6rgdos governamentais.
Dessa forma, a espécie considerada como matéria prima para o trabalho estd diretamente
ligada ao mercado exportador, atendendo a normas internacionais, que cada vez mais,
estdo exigentes quanto ao cumprimento de legislacdes que determinam os limites
permissiveis de elementos quimicos téxicos. Dessa forma, tendo como base o relatério®
Estatistica da Pesca — 2004 — Brasil Grandes Regides e Unidades da Federacdo, emitido em
dezembro de 2005, os principais produtos exportados nessa drea sdo os da espécie
Dourada, Pargo, Pescadas e Piramutaba. Assim, escolheu-se a espécie Dourada
(Brachyplatystoma flavicans) para a preparacado. Essa espécie, além de pertencer ao grupo
dos peixes carnivoros, estd situada no topo da cadeia tréfica, apresentando valor médio de
concentragdo igual a 252,0 + 79,9 ng g de mercirio em seu tecido®.

Definida a familia e a espécie foi contatado o ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento - MAPA e depois empresas exportadoras e/ou pesqueiras que
pudessem fornecer a matéria prima. Finalmente, a empresa Ecomar’’, sediada na cidade de
Vigia, préxima a Belém no estado do Pard, forneceu aproximadamente vinte quilos para a
preparagdo do material.

Esta matéria prima foi devidamente identificada e enviada para o laboratério

com todos os procedimentos de embalagem e congelamento corretamente executados.
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6.2. Processamento

6.2.1 Recebimento e preparacao do material

O material recebido consistiu de nove individuos de peixe da espécie Dourada,
com quantidade igual a 18,2 kg. O material foi armazenado em freezer (capacidade de 270
litros, Frostfree, Brastemp) a uma temperatura igual a 18°C negativos. O comprimento dos
individuos variou na faixa de 53 = 3 cm e o peso na faixa de 1967 + 450 g.

A seqiiéncia das atividades realizadas com os individuos (unidades individuais)

do peixe, até a etapa de liofilizacdo, estd mostrada na FIG. 7.

Retirada do individuo do freezer

'

Descongelar

'

Lavar em dgua corrente e secar
com papel absorvente

'

Medir e pesar o peixe inteiro

'

Cortar e separar musculo, cabeca, rabo e Desprezar cabega, rabo e
escamas (se houver) escamas
Fatiar e picotar o musculo Desprezar pele

'

Triturar mecanicamente por 2 minutos em
processador doméstico

'

Retirar amostra, transferindo para frasco
plastico

'

Transferir amostra restante para
placas de Petri

'

Congelar as placas com amostra Liofilizar

FIGURA 7 — Seqiiéncia das atividades realizadas com individuos até liofiliza¢ao
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Todo o material utilizado na preparacdo, tais como facas, bandejas plésticas,
tdbuas para corte, recipiente do triturador, frascos plésticos e placas de Petri, foram
previamente limpos e descontaminados, sendo a dltima lavagem realizada com dgua Milli-
Q (Academic, 18,2 MQ-cm, Millipore Corporation).

Constatou-se que a quantidade obtida do material até a etapa do inicio da
liofilizagdo corresponde a aproximadamente 38% da massa inicial, ou seja, 62% do
material € descartado na forma de cabeca, rabo, viceras e outras partes nao utilizaveis.

Para o processo de liofilizacdo foi utilizado um liofilizador marca Leipzig,
modelo MLW-LGO05. As amostras, acondicionadas em placas de Petri (didmetro
aproximado de 10 cm), foram liofilizadas em lotes de 16 placas (capacidade maxima do
equipamento) por 24 horas. Cada placa continha cerca de 50 g de material, totalizando,
portanto cerca de 800 g de material a ser liofilizado por lote. Apds o término do processo
de liofilizacdo, as placas foram armazenadas em dessecador. A porcentagem de umidade
foi calculada pesando-se inicialmente as placas antes e apds o processo de liofilizacao
sendo que, o valor médio obtido para esta espécie foi de 80 + 2%.

Ap06s o processo de liofiliza¢do, o material foi triturado até obten¢do de um pé
fino e homogéneo. O método utilizado foi manual, consistindo inicialmente de quebra das
particulas maiores com um martelo apropriado e em seguida transferéncia do material para
um almofariz e trituracdo com pistilo por aproximadamente 5 a 10 minutos. O material
obtido é de coloragdao amarela clara, sendo um p6 fino com agregados maiores e restos
pequenos de pele. Em seguida, por¢des foram transferidas para uma peneira pldstica, tipo
doméstica, e o material foi peneirado. Com o propdsito de caracterizar o material quanto a
granulometria, uma porcdo do mesmo foi transferida para um equipamento denominado de
agitador eletro-magnético (agitador de peneiras) para andlise granulométrica (modelo
maquina 1675, 110/220V, Bertel), sendo os resultados mostrados no item 7.2.1, obtendo-se
um po com granulometria na faixa de 90 — 150 um.

Apo6s o término do processo de trituracdo, o material foi homogeneizado em
equipamento apropriado (homogeneizador modelo TE200, forma “V”, Tecnal) pertencente
ao Instituto Tecnoldgico de Alimentos — ITAL, localizado em Campinas, Estado de Sao
Paulo.

Com o objetivo de eliminagdo de microorganismos e prevenir sua reproducgao,
a proxima etapa foi a esterilizacdo do material por irradiacdo no Centro de Tecnologia das

Radia¢des — CTR, do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — Ipen. A amostra,
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consistindo de aproximadamente 1,2 kg de material, acondicionada em frasco de vidro, foi
irradiada com uma atividade de 4,9 KGy. Este valor de atividade foi utilizado baseado em
informacdo proveniente da Comissdo Chilena de Energia Nuclear'' e trabalho de pesquisa
realizado no Ipen’'.

Em seguida, o material foi acondicionado em frascos tipo &mbar com
capacidade de 100 mL. O envase do material ocorreu em uma 4rea controlada, contendo
um sistema de filtragem de ar central, ante-sala para troca de roupa adequada e sistema de
ar condicionado, capela de fluxo laminar, tomando-se o cuidado em manter a exaustiao
desligada devido a condi¢@o de p6 fino. Foram preparados 80 frascos com uma massa igual
a 15 g por unidade, através de pesagem em balanca eletronica calibrada (BG 2000,

capacidade total de 2000 g, Gehaka Ind. E Com.).

6.3 Certificacao do material

A certificacdo do material foi realizada por meio de duas técnicas analiticas.
Para os estudos de homogeneidade e estabilidade, nos quais a determinacdo de Hg total e
MeHg foram executadas, utilizou-se a espectrofotometria de absor¢do atdmica com
geracdo de vapor frio e injecdo em fluxo (FIA-CV-AAS) e para obtengdo dos valores das
propriedades (analitos) utilizou-se a técnica de dilui¢@o isotdpica aplicada a espectrometria

de massas (IDMS).

6.3.1 Estudo de homogeneidade

Conforme descrito na norma ISO Guia 35, para o estudo de homogeneidade
selecionou-se um subconjunto do lote produzido através de um planejamento de
amostragem. Dessa forma, 10 frascos foram selecionados aleatoriamente nos quais foram
realizadas determinacdes de mercurio total (Hg total) e metilmercirio (MeHg). Para Hg
total, de cada frasco foram retiradas trés porcdes de 0,4 g cada, digeridas e diluidas
conforme procedimento descrito no item 6.3.3.1, e cada aliquota foi medida em triplicata,
obtendo-se, portanto nove (9) resultados para cada frasco. Para MeHg, inicialmente, de
cada frasco, foram retiradas também trés porcdes de 0,4 g cada e preparadas conforme
procedimento descrito no item 6.3.3.2, e cada aliquota foi medida em triplicata, obtendo-
se, portanto nove (9) resultados para cada frasco. Posteriormente, mais duas por¢des de 0,4
g cada (A e B) foram retiradas de cada frasco para determinacao de MeHg. Cada aliquota
foi medida em triplicata, obtendo-se, portanto seis (6) resultados para cada frasco. Em

seguida, foi obtido o valor médio de cada aliquota. Este procedimento diferenciado para
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MeHg foi necessario devido ao processo de avaliacdo dos resultados de homogeneidade
descrito posteriormente.

Os 10 frascos foram analisados para cada um dos analitos e valores
discrepantes (outliers) foram testados, por dois métodos distintos: o teste de Grubbs e o
teste de Dixon. A descri¢do dos testes de Grubs e de Dixon™’*" & apresentada no ANEXO
A.

Conforme mencionado anteriormente (item 4.4.1) a avalia¢do dos resultados no
estudo de homogeneidade foi realizada, para mercurio total, por andlise de variancia
(ANOVA) e para metilmercurio, pelo teste chamado de “homogeneidade suficiente”. Essa
alternativa para avaliar a homogeneidade desse analito foi utilizada porque o método de
medi¢do disponivel ndo se mostrou suficientemente repetitivo apresentando uma conclusao
ndo satisfatéria quando da avalia¢dao de dados realizada por ANOVA.

Os resultados estdao descritos nos itens 7.3.1 e 7.3.2.

6.3.2 Estudo de estabilidade

A estabilidade do material foi determinada através da metodologia descrita e
exemplificada na norma ISO Guia 35.

Primeiramente, foram selecionados os frascos de cédigos 9, 26, 31, 50 e 63
sendo que a massa de cada um destes frascos foram subdivididas em outros frascos para o
estudo na temperatura de 20 C. Foram também selecionados os frascos de codigos 2, 14,
36, 55 ¢ 78 para o estudo na temperatura de 40 °C. Os tempos estudados consistiram de 0,
35,70, 150 e 365 dias.

A cada tempo decorrido, um lote de cinco frascos era retirado da estufa e os
demais deixados para transcorrer o tempo faltante.

Um estudo de estabilidade em temperatura aproximada de 8 °C (temperatura de
geladeira) foi realizado com os seguintes frascos de codigos 7, 27, 41, 57 e 68. Os tempos
estudados consistiram de 0, 90 e 180 dias.

O estudo de estabilidade foi realizado para os analitos Hg total e MeHg,
conforme procedimentos descritos nos itens 6.3.3.1 e 6.3.3.2, para todos os frascos
selecionados. Valores discrepantes (outliers) foram testados, por dois métodos distintos: o
teste de Grubbs e o teste de Dixon, antes da avalia¢do dos resultados.

A temperatura de referéncia para o estudo foi a temperatura ambiente.

Os resultados obtidos estdo descritos no item 7.5.
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6.3.3 Descricao dos procedimentos analiticos utilizados para determinacao de Hg

total e MeHg

6.3.3.1 Determinacao de merciirio total (Hg total) por FIA-CV-AAS

A amostra (0,4 g) é pesada em papel manteiga, transferida junto com o papel
para baldao de vidro e digerida com mistura acida contendo 2 mL de acido sulftrico
concentrado, 1 mL de 4cido nitrico concentrado, 1 mL de acido perclérico concentrado e 1
mL de 4gua desmineralizada. Todos os dcidos utilizados sdo especificos para determinacao
de mercirio (Merck & Co, NY). A mistura € aquecida a 100 C durante 30 minutos e
depois de resfriada € diluida a 20 g com dgua desmineralizada e transferida para frasco
plastico com tampa. A solugdo final € inserida no sistema de introducdo de amostra do
espectrofotometro de absorcdo atdmica (SpectrAA220-FS, Varian Austrdlia Pty Ltd.), e o
mercurio é determinado por meio da técnica de espectrofotometria de absor¢do atdomica
com geragdo de vapor frio e inje¢do em fluxo (FIA-CV-AAS), utilizando cloreto estanoso
como agente redutor. O controle das andlises realizadas foi realizado pela andlise de
material de referéncia designado como Dorm-2, proveniente do NRCC - Canada,

certificado para Hg total.

6.3.3.2 Determinaciao de metilmercirio (MeHg) por FIA-CV-AAS

O método ¢é baseado na lixiviagdo acida com solucdo de 4cido cloridrico 6 mol
L' e separacdo do merctirio organico e inorginico em uma coluna de troca idnica, seguido
de determinagdo por meio da técnica de espectrofotometria de absor¢do atdmica com
geracdo de vapor frio e injecdo em fluxo (FIA-CV-AAS). A solucdo de HCI 6 mol L™
extrai quantitativamente o MeHg dos tecidos bioldgicos e uma coluna de troca idnica foi
usada para separar o composto MeHgCl ndo i6nico (que passa através da resina de troca
i6nica) do complexo HgCl*, que fica retido na resina. Na FIG. 8 é mostrada a técnica de
separacdo de troca idnica realizada nas amostras. Uma vez separado, o MeHg tem que ser
decomposto para Hg”*, porque o reagente cloreto de estanho II (0so) — SnCl,, utilizado
como redutor no processo de geracdo de vapor frio, pode reduzir somente o Hg idnico
inorganico. A decomposicdo pode ser feita por radiagdo ultravioleta (UV) ou
decomposicdo dcida. No presente trabalho utilizou-se a decomposicao por radiagdo
ultravioleta (UV).

Para a determinacdo de MeHg, cerca de 0,4 g de material foi pesado em tubo

tipo Falcon, material plastico, com capacidade de 15 mL. Apds a pesagem, foram
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adicionados 10 mL de solucdo de HCl 6 mol L' e agitou-se manualmente por alguns
minutos, em seguida, colocou-se uma protecao para impedir a incidéncia de luz nos tubos e
as amostras foram transferidas para mesa agitadora (tipo Shaker, Q-225.21, Quimis Ltda.)
por 3 horas e em seguida, as amostras foram deixadas em repouso por aproximadamente
12 horas. Depois, as mesmas, foram centrifugadas (Excelsa® II, 206-BL, FANEM) por 10
minutos a uma velocidade de 3000 rpm e o sobrenadante foi percolado através de coluna
de quartzo contendo 1,5 cm de resina de troca idnica, tipo anidnica, Dowex 1x8 100-200
Mesh, forma cloreto (CI'). A amostra restante no tubo foi lavada com mais 8 mL de
solucdo de HC1 6 mol L™ e centrifugada por mais dois minutos a uma velocidade de 3000
rpm. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi percolado através da mesma coluna com
resina aniodnica, totalizando, portanto 18 mL de solugdo eluida. O material eluido da coluna
foi recolhido em tubo de quartzo, adicionado 1 mL de solu¢do de cloreto de bromo (BrClI)
com agitacdo manual e deixado, por 12 horas, sob lampada ultravioleta, com a finalidade
de decompor o MeHg. Em seguida, a solu¢do foi diluida até uma massa final igual a 30 g
com 4gua desmineralizada e transferida para frasco pldstico com tampa. Finalmente,
procedeu-se a determinacdo de Hg por meio da técnica de espectrofotometria de absorcdo
atomica com geracao de vapor frio (FIA-CV-AAS). Esta determinac¢ao indica a quantidade
de Hg organico presente na amostra, uma vez que, apenas o Hg organico passou pela
resina como explicado anteriormente. O controle das andlises realizadas foi realizado pela
andlise de material de referéncia designado como Dorm-2, proveniente do NRCC —

Canada, certificado também para MeHg.
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FIGURA 8 — Técnica de separagdo de troca idnica, para mercurio inorganico e organico,
realizada nas amostras

6.4 Caracterizacio através da técnica de diluicio isotépica aplicada a espectrometria
de massas

Conforme citado em 4.4.3, existem quatro abordagens bdsicas para a
caracterizacdo do canditado a MRC. Neste trabalho, a caracterizacdo do material foi
realizada através da aplicacdo de um método primdrio, tendo alta exatidao e para o qual o
limite de incerteza pode ser informado com alto grau de confianca. Este método foi a
técnica de diluicao isotdpica aplicada a espectrometria de massas (IDMS). O método foi
utilizado na caracteriza¢do de mercurio, metilmercurio e chumbo.

Para garantir a aplicabilidade da técnica e validade nos resultados obtidos,
porcdes de dois diferentes materiais de referéncia certificados, designados como Dorm-2
(Dogfish Muscle, NRCC, Canadd) e Dolt-2 (Dogfish Liver Certified Reference Materials
for Trace Metals, NRCC, Canadd), foram preparadas e analisadas juntamente com as

amostras do material canditado.
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Todos os frascos utilizados para acondicionamento das solugdes foram
previamente lavados e descontaminados com solucdo de 4cido nitrico a 20% (v/v),
seguindo recomendacdes de Lee e Suh’*.

Para a preparacdo de todas as solu¢des necessdrias e pesagens das misturas
(amostra + tragador) utilizou-se uma balanca calibrada marca Mettler, modelo H54AR,

com cinco casas decimais.

6.4.1 Calibracao do tracador isotopico de mercirio e preparacao das misturas
padrao + tracador

Um método bastante preciso para determinar a concentracao do elemento de
interesse no tracador € a aplicagdo da propria técnica de dilui¢do isotpica, normalmente
denominada como dilui¢do isotdpica reversa. Na FIG. 9 é apresentado o esquema geral
adotado para a preparacdo e calibracdo dos tragadores isotopicos. As calibragdes das
solucdes de tracadores envolveram andlises isotOpicas de trés solugdes: solugdo do

tracador, solucao do padrio e solucao mistura (solucdo padrio + solucgdo tragador).



TRACADOR ISOTOPICO

PESAGEM

PREPARACAO DA
SOLUCAO TRACADORA
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PADRAO QUIMICO

PESAGEM

PREPARACAO DA
SOLUCAO PADRAO

MISTURA POR PESAGEM

MEDIDAS DE RAZOES
ISOTOPICAS

FIGURA 9 — Diagrama geral para a preparacgdo e calibragdo do tragcador isotdpico

O tragcador de merctrio utilizado (IRMM 640, Retieseweg, B-2440, GELL,

Belgium) tem composi¢do isotdpica, fornecida no respectivo certificado, apresentada na

TAB. 2. A solucdo de tragador preparada foi calibrada com padrio de merctrio (IRMM

639, Retieseweg, B-2440, GELL, Belgium) que tem composicdo isotépica, fornecida no

respectivo certificado, apresentada na TAB. 3.
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TABELA 2 — Composi¢ao isotépica do tracador de merctirio IRMM 640

Is6topo de mercurio Valor certificado + incerteza’ (%)
PoHg 0,001767 £ 0,000037
8 Hg 0,0608 £ 0,0011
Hg 0,1566 £ 0,0016
20Hg 0,5371 £ 0,0033
g 1,3042 + 0,0050
202H, 97,6859 + 0,0068
2MHg 0,2535 + 0,0020

" Incerteza expandida (U) com k = 2, correspondendo a um nivel de confianca igual a 95%, como definido no
Guia de Expressdo da incerteza de medi¢do (GUM).

TABELA 3 — Composig¢do isotdpica do padrao de mercirio (IRMM 639)

utilizado para calibracio do tragador

Is6topo de merctrio Valor certificado + incerteza (%)

PoHg 0,1489 +0,0013
8 Hg 9,900 + 0,052

Hg 16,826 + 0,064
20Hg 23,073 £ 0,058
Hg 13,213 £0,025
202H, 29,944 + 0,053
2Hg 6,895 + 0,030

" Incerteza expandida (U) com k = 2, correspondendo a um nivel de confianca igual a 95%, como definido no
Guia de Expressdo da incerteza de medi¢do (GUM).

Para a calibragdo do tragcador isotépico, as solucdes do padrdo, tragador e

mistura (padrdo + tragador) sdo preparadas da seguinte maneira:

a) Solucdo tragador de mercurio: pesou-se uma massa igual a 1,23048 g, da solucdo

b)

original do tragador IRMM 640, e adicionou-se solu¢ao de HNO3 2% (v/v) até uma

massa final igual a 29,98907 g, obtendo-se uma solu¢do final com concentragdo de

aproximadamente 0,125 pg de mercurio por grama de solucao.

Solu¢do padrao de calibragdo: Uma massa igual a 0,53010 g foi pesada, da solugdo

original do padrao IRMM 639, e adicionou-se solucdo de HNO3 2% (v/v) até uma

massa final igual a 29,98851 g, obtendo-se uma solugdo final com concentragdo de

0,140 pg de mercurio por grama de solucao.
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¢) Solucdo mistura: as misturas de padrao de calibracdo e tracador isotopico foram

preparadas em triplicata, de acordo com o diagrama mostrado na FIG. 10. As
aliquotas das solugdes de padriao e tracador foram pesadas diretamente em tubo

pléstico, tipo falcon, e armazenadas em geladeira até o momento da andlise.

6.4.2 Calibracao do tracador isotopico de chumbo e preparacdo das misturas
padrao + tracador

O tracador de chumbo utilizado (**’Pb, ORNL-Oak Ridge, TN, USA) tem

composi¢do isotdpica, fornecida no respectivo certificado, apresentada na TAB. 4. A

solucdo de tracador preparada foi calibrada com padrdao de chumbo (NIST SRM 981) que

tem composi¢ao isotdpica, fornecida no respectivo certificado, apresentada na TAB. 5.

TABELA 4 — Composicio isotdpica do tracador de chumbo (**’Pb, ORNL)

Is6topo de chumbo Valor certificado + precisio (%)
“pp <0,02
206py, 2,16 £ 0,05
207py, 92,4+0,1
208py, 5,48 + 0,05

(*) Dados de precisao informados no certificado.

TABELA 5 — Composig¢ao isotdpica do padrao de chumbo (NIST SRM 981)
utilizado para calibracio do tragador

Is6topo de chumbo Valor certificado + Erro’ (%)
“pp 1,4255 + 0,0012
206py, 24,1442 + 0,0057
207py, 22,0833 + 0,0027
208py, 52,3470 + 0,0086

" Limites globais de erro baseados em nivel de confianca igual a 95% (Texto do certificado)

Para a calibragdao do tragcador isotépico, as solucdes do padrdo, tragador e
mistura (padrdo + tragador) sdo preparadas da seguinte maneira:

a) Solucdo tracador: foi preparada pela dissolucdio de uma quantidade exatamente

27pb igual a 0,02172 g e diluida até uma massa final de

conhecida e pesada de
99,99203 g com solugdo de HNO3 2% (v/v). Dessa solucdo, retirou-se uma aliquota
que foi pesada, diluida a 100 g com solu¢do de HNO3 2% (v/v), obtendo-se uma
concentracdo final de aproximadamente 0,55 pg g'. Finalmente, uma terceira

diluicao foi preparada, pesando-se uma aliquota da solucdo anterior e diluindo a
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aproximadamente 50 g com solu¢do de HNOs 2% (v/v), obtendo-se uma solucao
final com concentragao de aproximadamente 0,040 g de chumbo por grama de

solucdo.

Solu¢do padrdo de calibragdo: foi preparada pela dissolu¢ao de uma quantidade

exatamente conhecida e pesada de SRM 981 igual a 0,02086 g e diluida até uma
massa final de 100,06803 g com solugdo de HNOs 2% (v/v). Dessa solucgao,
retirou-se uma aliquota que foi pesada, diluida a 100 g com solucdo de HNO3 2%
(v/v), obtendo-se uma concentracdo final de aproximadamente 0,31 pg g'.
Finalmente, uma terceira diluicdo foi preparada, pesando-se uma aliquota da
solucdo anterior e diluindo a aproximadamente 50 g com solu¢do de HNO; 2%
obtendo-se uma solug@o final com concentragao de aproximadamente 0,040 pg de

chumbo por grama de solugao.

Solucdo mistura: as misturas de padrdo de calibracdo e tracador isotdpico foram

preparadas em triplicata, de acordo com o diagrama mostrado na FIG. 10. As
aliquotas das solugdes de padriao e tracador foram pesadas diretamente em tubo

plastico, tipo falcon, e armazenadas em geladeira até o momento da analise.
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PADRAO TRACADOR

(1342 [1344]

i - . . £ -
R — = razdo entre os is6topos “i” e “J” para um determinado elemento. Indices p = padrio;
J

t = tragador; m = mistura.

FIGURA 10 — Esquema do procedimento adotado para a calibragdo
dos tragadores isotépicos

6.4.3 Preparaciao das amostras do material candidato a material de referéncia
certificado com adicao dos tracadores

Para determinar a massa de amostra e a massa de tracador a serem pesadas,
além da concentragdo das solucdes dos tragadores utilizados, para compor a mistura que foi
analisada com o objetivo de caracterizar os analitos, foi necessario inicialmente determinar
a concentracdo de cada analito presente na amostra. Para mercurio, o valor médio obtido
no estudo de homogeneidade do material, por meio da técnica FIA-CV-AAS, foi
considerado como o valor preliminar. Para chumbo, uma anélise foi realizada, por meio da
técnica de espectrometria de massas com fonte de plasma induzido, no equipamento
HRICP-MS (Element 2, Finnigan-MAT, Alemanha), o mesmo utilizado para determinacao
das razdes isotopicas. Em seguida, utilizando-se da equagdo 11 de célculo para diluicao
isotdpica, explicada no item 4.7.2, obtiveram-se as massas necessdrias e concentracdes dos
tracadores. No APENDICE B é mostrado o célculo realizado, em planilha Excel, para o

analito mercurio.
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Dessa forma, sendo a massa de amostra fixada em 0,4 g pesou-se 0,2 g da
solucdo de tracador de merciirio com concentracdo igual a 0,013 ug g e 1,06 g da solucio
de tracador de chumbo com concentracdo igual a 0,00101 pg g, diretamente em um
recipiente de teflon mostrado na FIG. 11. Em seguida, foi adicionado 2 mL de acido nitrico
concentrado destilado e agitado manualmente. O recipiente foi fechado com tampa de
teflon e uma camada de fita teflon foi colocada na jun¢a@o entre o recipiente e a tampa. O
conjunto (recipiente e tampa) foi transferido para uma chapa aquecedora e procedeu-se a
digestdo por 100 minutos a uma temperatura de 100 °C. Finalmente, ap6s o resfriamento, a
amostra digerida foi transferida para tubo plastico, tipo Falcon, com capacidade de 15 mL
e foi diluida até uma massa final igual a 10 g. Em seguida, as determinagdes das razdes
isotépicas na mistura foram realizadas no HRICP-MS. Para o analito merctrio a razio
*Hg/*Hg foi medida e para o analito chumbo a razio medida foi **°Pb/*”’Pb. Foram
preparadas seis replicatas da amostra. O recipiente de teflon utilizado foi previamente
lavado com 4gua desmineralizada, solu¢do de dcido nitrico a 20% (v/v) e dgua Milli-Q
(Academic, 18,2 MQ-cm, Millipore Corporation).

Para a determinacdo de metilmercirio, a metodologia descrita no item 6.3.3.2
foi utilizada para preparacao das amostras. Foi realizado um teste preliminar preparando a
amostra e adicionando o tragador de Hg IRMM 640, utilizado para determinacdo de Hg
total, uma vez que a solu¢do de tracador de metilmercirio ndo estava disponivel para a
realizacdo desta etapa do trabalho. O resultado do teste realizado foi plenamente
satisfatorio, pois o valor esperado da concentra¢do do analito foi obtido. O procedimento
foi confirmado com anélises de aliquotas de materiais de referéncia certificados (Dorm-2 -
Dogfish Muscle, NRCC, Canadd e Dolt-2 — Dogfish Liver Certified Reference Materials
for Trace Metals, NRCC, Canadd). Dessa forma, foram preparadas seis replicatas da
amostra, sendo que, apds a etapa de 12 horas sob lampada ultravioleta (como descrito em
6.3.3.2) a amostra ndo foi diluida e foi adicionada uma massa igual a 0,2 g da solucao do
tracador de Hg IRMM 640 com concentracdo igual a 0,013 ug g e determinadas as razdes

isotdpicas 20OHg/mHg.
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FIGURA 11 — Recipiente de teflon ® utilizado na preparacdo de amostras
para a técnica IDMS

6.5 Procedimentos analiticos utilizados para determinacao de chumbo (Pb), arsénio
(As) e cadmio (Cd)

Conforme citado em 6.4, o analito chumbo foi determinado através da técnica
de diluicdo isotdpica aplicada a espectrometria de massas (IDMS). O analito arsénio foi
determinado por meio da técnica de Andlise por Ativacdo Neutronica Instrumental (INAA)
e cddmio foi determinado por meio da técnica de espectrometria de massas de alta
resolucao com fonte de plasma induzido (HRICP-MS).

Os resultados para esses analitos estdo descritos no item 7.10.
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7 RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido dentro de um programa de qualidade
institucional implantado desde 1995. No escopo desse programa, e com o apoio do
Programa Brasileiro de Metrologia em Quimica (PBMQ), o Laboratério de Caracterizacdo
Quimica (LCQ) obteve em 2007, a acreditacio (INMETRO) segundo os requisitos
estabelecidos na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005, para o ensaio de determinagao
de mercurio total em tecido de peixe por meio da técnica de espectrofotometria de
absor¢do atdmica com geracdo de vapor frio e injecdo em fluxo (FIA-CV-AAS). No

ANEXO B ¢ apresentado o certificado de acreditacdo.

7.1 Controle de qualidade

Todo o processo de medi¢do das amostras por meio da técnica FIA-CV-AAS,
foi monitorado com anélise do material de referéncia certificado Dorm-2 (Dogfish Muscle,
NRCC, Canadd), certificado em mercurio total e metilmercurio. Para a determinagao de Hg
total a recuperacao obtida para o Dorm foi de 99 a 100% e para MeHg a recuperacgdo foi de
70 a 90%. Nos APENDICES C e D sdo apresentados os gréficos de controle, para o
material Dorm, dos resultados obtidos das determina¢des de Hg total e MeHg. Observa-se
que todos os resultados obtidos estdo localizados entre os limites inferior e superior,
calculados com o valor da incerteza associada ao processo de medi¢dao, comprovando que
todo o processo estd sob controle.

De modo a avaliar-se a robustez do procedimento foram analisados outros dois
materiais de referéncias certificados (BCR 463 e Dolt-2) contendo valores de concentracdo
de Hg e MeHg diferentes. Na TAB. 6 sdo mostrados os resultados obtidos para os

materiais analisados.
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TABELA 6 — Resultados obtidos da determinag¢do de mercurio total e metilmercurio, por

meio da técnica FIA-CV-AAS, para outros materiais de referéncia certificados

Hg total MeHg
Certificado Obtido Certificado Obtido
(Hgg't (Hgg'* (gg't (Hgg't
incerteza ) incerteza*) incerteza*) incerteza*)
BCR 463 2,851+0,16 3,07+ 0,37 3,04 £0,16 3,06 £ 0,46
Dolt 2 1,99+ 0,10 2,08 £ 0,25 0,693 +0,053 0,697 £0,104

*Incerteza expandida (U) com k = 2, para a um nivel de confianca igual a 95%. Nos resultados obtidos no
laboratério por meio da técnica FIA-CV-AAS, para Hg total, a incerteza expandida corresponde a 12% e

para MeHg corresponde a 15%.

A avaliagdo dos resultados obtidos foi realizada com o emprego do erro

75,76
'®. e calculado conforme

normalizado, geralmente utilizado em comparagcdo de medi¢des
equacdo 31. Os resultados para a determinagdo de Hg total foram iguais a 0,55 e 0,33, nas
amostras de BCR 463 e Dolt 2, respectivamente. Nas determinacdes de MeHg, os
resultados obtidos foram iguais a 0,04 e 0,03, nas amostras de BCR 463 e Dolt 2,
respectivamente. O critério para aceitacdo deste pardmetro de desempenho € se |[Enl <1 o
desempenho € considerado satisfatorio. Dessa forma, todos os resultados sdo satisfatorios.

-X
E e Pt = (31)

" [r72 2
Ulab - Uref
onde: X € 0 resultado obtido no laboratério; X é o valor referéncia; U, é a incerteza

obtida no laboratério e U fef ¢ a incerteza do valor referéncia.

As metodologias utilizadas nas determinagdes de Hg total e MeHg estdo

descritas nos itens 6.3.3.1 € 6.3.3.2.

7.2 Ensaios complementares

7.2.1 Analise granulométrica
Uma por¢ao do material foi transferida para o equipamento designado como
agitador de peneiras com o objetivo de andlise granulométrica, obtendo-se os resultados

mostrados na TAB. 7.
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TABELA 7 — Resultado obtido na andlise granulométrica do material

Massa inicial = 6,102 g

Abertura na peneira Massa retida em Porcentagem de
(microm) cada peneira massa retida
(um) (2) (%)
150 3,580 58,7
106 0,677 11,1
90 0,312 5,1
75 0,290 4,8
63 0,538 8,8
<63 0,399 6,5
total 5,796 95,0

Verifica-se que na faixa de abertura na peneira de 90 — 150 um tem-se
aproximadamente 75% do material. O restante (20%) situa-se na faixa de abertura na

peneira de < 63 — 75 um.

7.2.2 Umidade relativa

A determinagdo de umidade relativa do material foi realizada conforme
procedimento modificado da descri¢@o existente no certificado do MRC Dorm-2 (Dogfish
Muscle, NRCC, Canadd). Resumidamente consistiu de pesagem de 3 gramas da amostra
do material, mantida em dessecador contendo silica, durante 24 horas. Foi realizada a
primeira pesagem e repeti¢do da operacao até peso constante.

Resultado obtido:

100x0,271

=9,0%
3,004
onde: 0,271 € perda de massa (em gramas) durante a operagao e 3,004 € a massa inicial da

amostra.

7.3 Estudo de homogeneidade

7.3.1 Homogeneidade para mercurio total (Hg total)

A anélise dos dados pelos testes de Grubbs e de Dixon ndo indicou a presenca
de outliers. A descri¢do dos testes de Grubs e de Dixon*"*"* ¢ apresentada no ANEXO A.
Os resultados da avaliacao dos dados para o estudo de homogeneidade para este analito sdo

mostrados nas TAB. 8 ¢ 9.
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TABELA 8 — Resultados obtidos dos valores médios, desvio padrdo e variancia dos
resultados das replicatas analisadas para Hg total

Desvio Padréo
FRASCON. | Média (ug g™) (ug gh Variancia N. Medidas (n;)
2 0,306 0,013 0,000160 9
9 0,280 0,023 0,000545 9
14 0,303 0,081 0,006557 9
26 0,272 0,023 0,000531 9
31 0,269 0,027 0,000737 9
36 0,303 0,011 0,000116 9
50 0,307 0,013 0,000166 9
55 0,301 0,007 0,000047 9
63 0,308 0,013 0,000176 9
78 0,305 0,012 0,000136 9

TABELA 9 — Resultados obtidos da analise de varidncia (ANOVA)
dos resultados de Hg total

Fonte da
variagcdo SO gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos  0,01919 9 0,002132 2,325  0,022181 2,637
Dentro dos
grupos 0,07337 80 0,000917
Total 0,09256 89

Como Fearcutado < Feritico (2,325 < 2,637) a homogeneidade ¢ comprovada.
A estimativa da incerteza para homogeneidade foi calculada através da equagao

2 anteriormente explicada no item 4.4.1.

u — \/MQdem‘m X4 2
" n df dentro

Onde: MQgeniro € obtida através dos dados da andlise de variancia (ANOVA) e df,,,,, € 0

nimero de graus de liberdade para MQgentro. Assim,

U, = 1/% x4 /% = 0,006771 x 0,3976 = 0,002692 ug g’
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7.3.2 Homogeneidade para metilmercirio (MeHg)

A andlise dos dados pelo testes de Grubbs e de Dixon ndo indicou a presenga
de outliers. O resultado da avaliacdo dos dados para o estudo de homogeneidade para este
analito ¢ mostrado na TAB. 10.

Nas segunda e terceira colunas da tabela encontram-se os resultados obtidos
nas duplicatas dos 10 frascos testados, nas demais colunas da TAB. 10 sdo apresentados os
valores das diferencas entre duplicatas (D), as somas das duplicatas (S) e os quadrados das
diferencas entre as duplicatas (D) .

Nos itens apresentados ap0s a tabela, sdo mostradas as equagdes utilizadas para
os célculos do teste de homogeneidade. No item (a), a variancia analitica (sz,m) ¢ obtida
dividindo-se o somatoério dos quadrados das diferencas entre os resultados de duplicatas
(Dz) por 2*m, sendo m o nimero de frascos. Em (b) obtém-se a precisdo analitica na forma

de desvio padrdao. Em (c) é obtido o valor para a estimativa da variancia entre-frascos

(S 2 ), que € obtido pela diferenca entre a variancia da somatoria dos resultados/2 (var S/2)

sam

e a variancia analitica, sendo depois dividido por 2. Para obter o valor da variancia
permissivel entre-amostras (Gzau), calculado em (d), € necessario ter o valor do desvio
padrdo alvo (op) que € obtido pela fungdo de Horwitz'"””. O valor critico para o estudo de
homogeneidade, chamado c, é calculado em (e), sendo obtido pela multiplica¢do de fatores
usados no teste de “homogeneidade suficiente” pelos valores de varidncia permissivel

2 in . ” 2 )
entre-amostras (67,;) € da varidncia analitica (s°,,), sendo em seguida esses valores

somados. O critério para concluir sobre a homogeneidade é que se “S’ > c” o teste de

29

homogeneidade falhou e esta nido pode ser comprovada; se “S2 < c¢” o teste de

homogeneidade foi aceito e esta é comprovada.
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TABELA 10 — Teste de homogeneidade entre frascos, aplicado aos dados de MeHg

FRASCO N. |RESULTADO 1 (A) RESULTADO2(B) D=a-b S=a+b D’=(a-b)’
ug g’ ug g’

2 0,296 0,296 0,000 0,591 0,000
9 0,194 0,241 -0,047 0,436 0,002
14 0,291 0,332 -0,041 0,624 0,002
26 0,245 0,255 -0,010 0,500 0,0001
31 0,379 0,226 0,153 0,606 0,023
36 0,382 0,332 0,050 0,714 0,003
50 0,329 0,329 0,000 0,657 0,0000001
55 0,217 0,237 -0,019 0,454 0,0004
63 0,208 0,215 -0,007 0,422 0,00005
78 0,243 0,224 0,019 0,468 0,0004

Somatorias 0,098 5,471 0,031

Item (a) s2an = _D2/2*m =0,031/(2*%10) = 0,00153 ug g'l (variancia analitica)

Item (b) su = +/S., =+/0,00153 = = 0,0391 ug g (precisdo analitica expressa como
desvio padrao)

Item (c) S2, =(s2/2-52)/2=(0,011/2-0,00153)/2 = 0,001985

sam an

Ttem (d) 02, = (0.3x 0, ]’ = (0,3%0,05326) = 0,0002553 ug kg'!

o, (obtido pela fungdo de Horwitz) = 0,02 . ¢*** = 0,02 .(0,274 . 10°)***/10° =
0,05326 g g (sendo ¢ a concentragio média obtida de MeHg expressa como fracio de
massa)

Item (¢) ¢ = F,02, + F,s, =188x0,0002553+1,01x0,00153 = 0,002025

Usando o critério, tendo S2 = 0,001985 < ¢ = 0,002025 a homogeneidade ¢

sam
comprovada.
A estimativa da incerteza para homogeneidade foi calculada através da equagao

2 anteriormente explicada no item 4.4.1.

u — \/MQdem‘m X4 2
" n df dentro

Onde: MQgeniro € estatisticamente igual a varidncia analitica obtida no item (a), pois

MQgentro, também chamada de variagdo dentro dos grupos, é definida como a somatéria do
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nimero de medidas subtraindo uma (n; — 1) multiplicada pela variancia de cada grupo de

dados e finalmente dividida pelo valor dos graus de liberdade. Assim,

U, = ‘/% X4 /% = 0,008746 x 0,6687 = 0,005849 pg ¢!

Conforme citado no item 4.4.1, uma andlise de tendéncia nos dados foi
realizada com o propdsito de verificar a existéncia ou ndo de tendéncia nos resultados das

medicdes para o teste de homogeneidade.

7.3.3 Anadlise de tendéncia nas medicoes para estudo de homogeneidade para Hg
total

No caso do estudo de homogeneidade, as expressdes matemadticas sdo as
mesmas descritas no item 4.4.2 para a andlise de tendéncia no estudo de estabilidade.
Dessa forma, as equagdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21, foram utilizadas para essa
andlise. Assim, temos que b; = 2,6714; by = 281,900; s = 27,2244 e finalmente s(b;) =
2,9973, e a condi¢do que deve ser provada € que | b | < tp95.n2 - S(by).

Tendo tpgss = 2,31, entdo togsnn - S(b;) = 6,9238; portanto |b1| ¢ menor e
assim comprova-se que nenhuma tendéncia foi observada.

Uma alternativa para se comprovar a andlise de tendéncia consiste em avaliar a
andlise resultante, da tabela de variacdo, a partir da regressdo. Na tabela, o valor-P
(definido como p—Value78) ¢ igual ao valor de probabilidade P(t > t observado), onde “t”
significa o teste t. O critério na andlise de regressdo é que quando comparado com o nivel
de significancia adotado (igual a 0,05) o valor-P deve ser menor para aceitar a regressao.
Caso o valor de p for maior que 0,05, indica que ndo h4 tendéncia’. Na TAB. 11 sdo

mostrados os resultados para estatistica de regressao realizados com excel.

TABELA 11 — Dados obtidos com medi¢des de Hg total na estatistica de regressao

Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P
Intersegéo 281,90 18,86 14,95 3,95E-07
Variavel X 1 2,67 3,04 0,88 0,40

Como o valor-P para a varidvel X1 é maior que 0,05, a regressdo ¢é

insignificante e ndo hd tendéncia.
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7.3.4 Analise de tendéncia nas medicoes para estudo de homogeneidade para MeHg
Para obtencao dos resultados, as equagdes 6, 7 e 8, apresentadas na pédgina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que b; = - 2,9922; by = 294,899; s = 36,0864 ¢
finalmente s(b;) = 7,9105, e a condi¢do que deve ser provada é que | by | < to95.n2 - S(b1).
Tendo togss = 2,31, entdo togsnn - S(by) = 18,273; portanto |b1| ¢ menor e
assim comprova-se que nenhuma tendéncia foi observada.
Na TAB. 12 s@o mostrados os resultados para estatistica de regressao

realizados com excel.

TABELA 12 — Dados obtidos com medi¢cdes de MeHg na estatistica de regressao

Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P
Intersecao 294,89 49,08 6,01 0,0003
Variavel X 1 -2,99 7,91 -0,38 0,72

Como o valor-P para a varidvel X1 é maior que 0,05, a regressdo ¢é

insignificante e ndo ha tendéncia.

7.4 Estudo da massa minima

Ap6s a selecao de um dos frascos, pesou-se por¢des de massas no intervalo de
0,200 a 0,800 g do material liofilizado e realizou-se as determinag¢des de merctrio total por
meio da técnica de FIA-CV-AAS. Este intervalo de massa foi selecionado com base no
processo de validagdo do método analitico.

Na FIG. 12 é mostrada a relacao dos desvios padrao obtidos com o intervalo de
massa. Observa-se que o valor médio dos desvios foi igual a 0,008 + 0,001 pg g (Hg

total) representando uma variacao de 1,5 a 2,2% em relacdo a massa.
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FIGURA 12 — Desvios padrio obtidos na determina¢do de mercurio total
no intervalo de massa
Pelos resultados obtidos verificou-se que em toda a faixa de massa estudada os
desvios se mostraram satisfatérios, indicando que, para a metodologia analitica empregada

€ possivel a utilizacdo de uma massa minima de até 0,2 g.
7.5 Estudo de estabilidade

7.5.1 Estabilidade para mercurio total (Hg total) nas temperaturas de 20 'Ced0°C
A estabilidade do material foi determinada através da andlise de residuos dos
valores de concentragcdo obtidos ao longo do tempo. Este teste consiste em observar se a
regressao linear dos valores de concentracdo apresenta alguma tendéncia. Se a inclinacdo
da reta ou a ndo linearidade da mesma nao forem significativas, ou seja, se a concentragao
do analito ndo variar em funcao do tempo, o material € considerado estavel.
Os resultados obtidos nas medicdes para Hg total, nas temperaturas de 20 °Ce

40 0C, estdo mostrados nas TAB. 13 e 15.
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TABELA 13 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de Hg total
na temperatura de 20 °C

Tempo (meses) Concentracdo de Hg £ desvio padrao
(ngg)
0 0,300 = 0,027 (9%)
1,2 0,350 £ 0,035 (10%)
23 0,350 £ 0,035 (10%)
5 0,335+ 0,017 (5%)
12 0,344 £ 0,034 (10%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que Y(tempo médio) = 4,1 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,336 ug g

Para obten¢do dos resultados, as equagdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinagcdo (b;) € igual a
0,001572, a estimativa para a interseccdo (bp) € igual a 0,32936 e a incerteza associada a
inclinacao (s(b;)) € igual a 0,002356.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < tygs. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd observada. Entdo, como a segunda parte da condi¢@o (tos, n-2 -
s(by)) € igual a 0,007496, Ib;l é menor, portanto o analito é considerado estdvel nessa
temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacdo, a

partir da regressdo. Na TAB. 14 sdo mostrados os resultados.

TABELA 14 — Andlise da tabela de variacio para regressao linear
de dados de estabilidade de Hg total no MRC, em temperatura de 20 °C

Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P
Intersecao 0.33 0.01 23.58 0.0002
Variavel X 1 0.0016 0.002 0.67 0.55

O valor-P (definido como p-value) € igual ao valor de probabilidade P(t > t
observado). Quando comparado com o nivel de significancia adotado (igual a 0,05) o
valor-P deve ser menor para aceitar a regressao. Considerando-se que o valor P foi maior
que 0,05, a regressdo ndo € aceita e assim, este analito é considerado estdvel, por no

minimo 12 meses (365 dias), a esta temperatura.
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TABELA 15 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de Hg total
na temperatura de 40 °c

Tempo (meses) Concentracdo de Hg *+ desvio padrao
(nggh
0 0,302 + 0,024 (8%)
1,2 0,330 £ 0,023 (7%)
2,3 0,350 £ 0,038 (11%)
5 0,345+ 0,017 (5%)
12 0,289 + 0,024 (8%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que Y(tempo médio) = 4,1 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,323 ug g

Para obten¢do dos resultados, as equacgdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinagdo (b;) € igual a -
0,002526, a estimativa para a interseccdo (bp) € igual a 0,33356 e a incerteza associada a
inclinacao (s(b;)) € igual a 0,002875.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < tygs. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd observada. Como a segunda parte da condi¢do (toos, n-2 - S(by)) €
igual a 0,009149, Ib;l € menor, portanto o analito é considerado estdvel nessa temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacdo, a

partir da regressao. Na TAB. 16 sao mostrados os resultados.

TABELA 16 — Andlise da tabela de variacdo para regressao linear
de dados de estabilidade de Hg total no MRC, em temperatura de 40 °c

Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P
Intersegéo 0.33 0.02 19.57 0.0003
Variavel X 1 -0.003 0.003 -0.88 0.44

Considerando-se que o valor P foi maior que 0,05, este analito é considerado

estavel, por no minimo 12 meses (365 dias), a esta temperatura.

7.5.1.1 Estimativa da incerteza para a estabilidade de Hg total
Segundo a norma ISO Guia 35 a contribuicdo da incerteza devida a

estabilidade a longo prazo é obtida pela expressao:

Uy =80 32
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onde uj; € a contribuicdo da incerteza para a estabilidade, Sy € o valor do erro padrdao da
varidvel X obtido na andlise de regressdo linear dos dados de estabilidade e t é o tempo

total, em meses, utilizado para testar a estabilidade. Entao, temos que:

u,,  =0,002356x12 =0,02827
. =0,002875x12 =0,0345

Expressando a incerteza na unidade de concentracio deste analito temos que a
estimativa da incerteza na estabilidade a 20 °C ¢ igual a 0,02827 ug g e a estimativa da

incerteza na estabilidade a 40 °C ¢ igual a 0,0345 pg g

7.5.2 [Estabilidade para mercurio total (Hg total) na temperatura de 8 °C.
Os resultados obtidos nas medi¢des para Hg total, na temperatura de 8 oc,

estdo mostrados na TAB. 17.

TABELA 17 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de Hg total
na temperatura de 8 °c

Tempo (meses) Concentracdo de Hg + desvio padrdo
(wggh
0 0,300 £ 0,018 (6%)
3 0,288 £ 0,016 (6%)
6 0,355 £ 0,017 (5%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que X (tempo médio) = 3 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,314 ug g™

Para obten¢do dos resultados, as equacgdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinagcdo (b;) € igual a
0,009167, a estimativa para a interseccdo (bp) € igual a 0,28683 e a incerteza associada a
inclinacao (s(b;)) € igual a 0,007602.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < ty9s. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd observada. Entdo, como a segunda parte da condicao (toos, n-2 -
s(by)) € igual a 0,09659, Ib;l ¢ menor, portanto o analito é considerado estdvel nessa
temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacdo, a

partir da regressdo. Na TAB. 18 sdo mostrados os resultados.
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TABELA 18 — Andlise da tabela de variacdo para regressao linear
de dados de estabilidade de Hg total no MRC, em temperatura de 8 °C

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersecéo 0.29 0.03 9.74 0.07
Variavel X 1 0.009 0.008 1.21 0.44

Considerando-se que o valor P foi maior que 0,05, este analito é considerado

estavel, por no minimo 6 meses (180 dias), a esta temperatura.

7.5.3 Estabilidade para metilmerciirio (MeHg) nas temperaturas de 20 °C e 40 °C

Os resultados obtidos nas medicdes para MeHg, nas temperaturas de 20 °C e 40

OC, estao mostrados nas TAB. 19 e 21.

TABELA 19 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de MeHg
na temperatura de 20 °c

Tempo (dias) Concentracdo de MeHg (ug g) +
desvio padrao
0 0,267 £ 0,032 (12%)"
1,2 0,235+ 0,024 (10%)
2,3 0,237 £ 0,024 (10%)
5 0,237 £ 0,033 (14%)
12 0,235+ 0,033 (14%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que Y(tempo médio) = 4,1 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,242 ug g

Para obtencao dos resultados, as equagdes 6, 7 e 8, apresentadas na pédgina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinag¢do (b;) € igual a -
0,0014507, a estimativa para a interseccado (bg) € igual a 0,24815 e a incerteza associada a
inclinacao (s(b;)) € igual a 0,0014520.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < ty9s. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd observada. Como a segunda parte da condi¢do (toos, n-2 - s(by)) €
igual a 0,004620, Ib;l € menor, portanto o analito é considerado estdvel nessa temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacdo, a

partir da regressao. Na TAB. 20 sao mostrados os resultados.
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TABELA 20 — Andlise da tabela de variacdo para regressao linear
de dados de estabilidade de MeHg no MRC, em temperatura de 20 °C

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersegéo 0.25 0.009 28.83 9.16E-05
Variavel X 1 -0.001 0.001 -0.10 0.39

Considerando-se que o valor P foi maior que 0,05, este analito é considerado

estavel, por no minimo 12 meses (365 dias), a esta temperatura.

TABELA 21 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de MeHg
na temperatura de 40 °c

Tempo (dias) Concentragio de MeHg (ug g') *
desvio padrao
0 0,269 + 0,038 (14%)’
1,2 0,224 £ 0,030 (14%)
2,3 0,217 £ 0,035 (16%)
5 0,263 + 0,032 (12%)
12 0,256 + 0,033 (13%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que Y(tempo médio) = 4,1 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,246 ug g™

Para obten¢do dos resultados, as equagdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21,
foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinagcdo (b;) € igual a
0,0012653, a estimativa para a intersec¢do (bg) € igual a 0,24061 e a incerteza associada a
inclinacao (s(b;)) € igual a 0,0027606.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < ty9s. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd confirmada. Como a segunda parte da condicao (tp9s, n2 . (b))
¢ igual a 0,008784, Ib;l ¢ menor, portanto o analito é considerado estidvel nessa
temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacdo, a

partir da regressao. Na TAB. 22 sao mostrados os resultados.

TABELA 22 — Andlise da tabela de variacdo para regressao linear
de dados de estabilidade de MeHg no MRC, em temperatura de 40 °c

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersecao 0.24 0.02 14.70 0.0007
Variavel X 1 0.001 0.003 0.46 0.68
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Considerando-se que o valor P foi maior que 0,05, este analito é considerado

estavel, por no minimo 12 meses (365 dias), a esta temperatura.

7.5.3.1 Estimativa da incerteza para a estabilidade de MeHg
Segundo a norma ISO Guia 35 a contribuicdo da incerteza devida a

estabilidade a longo prazo € obtida pela expressao:

onde uj; € a contribuicdo da incerteza para a estabilidade, Sy é o valor do erro padrdao da
varidvel X obtido na anélise de regressdo linear dos dados de estabilidade e t é o tempo

total, em meses, utilizado para testar a estabilidade. Entao, temos que:

. =0,0014520 x12 = 0,017424

u,, = 0,0027606 x12 = 0,0331272

Expressando a incerteza na unidade de concentracio deste analito temos que a
estimativa da incerteza na estabilidade a 20 °C é igual a 0,017424 nug g”' e a estimativa da

incerteza na estabilidade a 40 °C ¢ igual a 0,03313 ug g™

7.54 Estabilidade para metilmercirio (MeHg) na temperatura de 8 °C.
Os resultados obtidos nas medi¢des para MeHg, na temperatura de 8 oC, estdo

mostrados na TAB. 23.

TABELA 23 — Resultados obtidos para estudo de estabilidade de MeHg
na temperatura de 8 °c

Tempo (dias) Concentracdo de MeHg (ug g) +
desvio padrao
0 0,267 £ 0,035 (13%)"
3 0,333 £ 0,032 (10%)
6 0,253 + 0,040 (16%)

E3
O valor entre parénteses representa o desvio padrdo percentual

Dessa forma, tem-se que X (tempo médio) = 3 meses e ?(concentragﬁo
média) = 0,284 ug g™
Para obten¢do dos resultados, as equacgdes 6, 7 e 8, apresentadas na pagina 21,

foram utilizadas. Dessa forma, temos que o estimador para a inclinag¢do (b;) € igual a -
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0,002333, a estimativa para a intersec¢do (bp) € igual a 0,29133 e a incerteza associada a
inclinacdo (s(b;)) € igual a 0,0140489.

Como descrito anteriormente, se a condicao Ib;l < ty9s. n2 . s(by) for confirmada
nenhuma instabilidade serd observada. Entao, como a segunda parte da condicao (ty9s. n-2 -
s(by)) € igual a 0,178505, Ib;l é menor, portanto o analito é considerado estdvel nessa
temperatura.

Adicionalmente, foi realizada a andlise resultante, da tabela de variacao, a

partir da regressao. Na TAB. 24 sao mostrados os resultados.

TABELA 24 — Andlise da tabela de variacdo para regressao linear
de dados de estabilidade de MeHg no MRC, em temperatura de 8 °c

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P
Intersecéo 0.29 0.05 5.35 0.12
Variavel X 1 -0.002 0.01 -0.17 0.89

Considerando-se que o valor P foi maior que 0,05, este analito é considerado

estavel, por no minimo 6 meses (180 dias), a esta temperatura.

7.6 Determinacdo de mercuirio, metilmercario e chumbo nas amostras do material
candidato a material de referéncia pela técnica de IDMS
Neste trabalho, as concentragdes de mercirio e chumbo nas amostras foram
determinadas pela técnica de IDMS com adic¢ao de dois tragadores simultaneamente (Hg202
e Pb207). Para a determinacdo de metilmercirio, como mencionado em 6.4.3, o mesmo
tracador de “"*Hg foi adicionado nas amostras e a concentracdo desse analito determinada.
Conforme exposto no item 6.4, essas determinagdes envolvem as calibracdes

das solugdes dos tracadores, andlise isotopica dos analitos e calculo das concentragdes dos

analitos nas amostras. Nos itens a seguir sao apresentados os resultados de cada etapa.

7.6.1 Calibracao da solucao de tracador de merciirio

A TAB. 25 apresenta os dados analiticos empregados no célculo da
concentracio de mercirio na solu¢do do tracador isotdpico enriquecido em Hg?%. A
concentracdo encontrada a partir da equacdo 12 foi igual a 0,130 pg g, a qual foi
empregada na preparacdo da solucdo diluida, adicionada nas amostras, com concentra¢iao

igual 2 0,013 pug g
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TABELA 25 — Calibracio da solucdo do tracador isotépico enriquecido em Hg*"?

MISTURA  MASSADE  MASSA DO RAZAO CONCENTRACAO
TRACADOR PADRAO ISOTOPICA DE MERCURIO
200gy ¢ /202Hg
(8) (g) média * desvio (uggh
padrdo
1 1,36362 5,01333 0,428 + 0,004 0,12937
2 1,34229 5,00782 0,432 £ 0,003 0,13006
3 1,35493 5,00920 0,434 £ 0,003 0,13066
0,130 + 0,002

(média * incerteza*)

“incerteza expandida com k = 2, nivel de confianca igual a 95%, calculada através da equacdo 26, pagina 43.

7.6.2 Calibracao da solucao de tracador de chumbo

A TAB. 26 apresenta os dados analiticos empregados no célculo da
concentracdo de chumbo na solugcdo do tracador isotdpico enriquecido em P, A
concentracdo encontrada a partir da equaco 12 (pagina 34) foi igual a 0,022 pg g, a qual
foi empregada na preparacdio da solucdo diluida, adicionada nas amostras, com
concentracdo igual a 0,001 pg g

TABELA 26 — Calibragdo da solucdo do tracador isotdpico enriquecido em 207ppy

MISTURA MASSADE MASSA DO RAZAO CONCENTRACAO
TRACADOR  PADRAO ISOTOPICA DE CHUMBO
206p},/297py,
(g) €3] média £ desvio (uggh
padrio

1 0,20685 8,00919 1,024 + 0,003 0,023

2 0,20172 8,00218 1,027 £ 0,005 0,022

3 0,20513 8,00268 1,026 + 0,006 0,022
0,0220 + 0,0001

(média * incerteza*)

“incerteza expandida com k = 2, nivel de confianca igual a 95%, calculada através das equagdes 27 e 28.

7.6.3 Determinacio da concentracao de mercirio e chumbo pela técnica de IDMS
Como mencionado no item 4.7.2, as medidas de abundancias isotopicas por
espectrometria de massa sao afetadas pelo efeito do fracionamento, exigindo que as razdes
isotopicas sejam corrigidas. Webster” estudando o efeito do fracionamento isotGpico nas
andlises pela técnica de IDMS concluiu que este efeito torna-se desprezivel quando a

concentracao da solug@o do tragador € obtida pela mesma técnica. Porém, neste trabalho as
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razdes isotOpicas obtidas foram corrigidas. O valor do fator de discriminacdo de massa
para as razdes isotdpicas de mercurio foi igual a 1,0064 e o valor do fator para razdes
isotépicas de chumbo foi igual a 0,9123.

A técnica de IDMS com adi¢ao de dois tracadores permite obter em uma tnica
dos analitos

mistura (amostra e tragadores) duas determinacdes

202

independentes

207 . -
Pb e medidas as razodes

selecionados. Entdo, com adicdo dos tracadores ~"Hg e
coeg s 200p 7, 202 20615y 207 ~ ..

1sotopicas " Hg/"“Hg e “"Pb/~"'Pb obteve-se a concentracdo de mercurio € chumbo. As
TAB. 27 e 28 mostram os dados e resultados dos analitos obtidos nos materiais de

referéncia analisados e nas replicatas das amostras, respectivamente.

TABELA 27 — Resultados da determina¢@o da concentracdo de mercurio e chumbo, nos
materiais de referéncia analisados, obtidos pela técnica de IDMS com adi¢do de
dois tracadores (***Hg e **'Pb)

Material Concentragao Concentragao Concentragao Concentragao
de de mercurio de mercurio de Chumbo de Chumbo
referéncia obtida certificada obtida certificada

ugg' ngg' ngg' ngg'

Dorm-2 4,59+0,14 4,64 0,26 0,071 £0,001 0,065 £ 0,007
Dolt-2 1,96 + 0,06 1,99+0,10° | 0,180+0,001 0,22 +0,02°

*:Valores de incerteza expandida informados nos certificados dos MRC, com k=2, nivel de confianca = 95%.
“Valores de incerteza expandida calculados neste trabalho conforme item 3.5.2, com k=2, nivel de confianca

=95%.

TABELA 28 — Resultados da determina¢@o da concentragdo de mercurio e chumbo, nas
replicatas da amostra, obtidos pela técnica de IDMS com adicdo de

202

dois tracadores (" “Hge 27pp)

Amostra | Razdo Isotépica  Razdo Isotépica  Concentragdo Concentragdo
20/ 2%Hg" 200pp/27ph” de mercirio de Chumbo
média * desvio média * desvio ng g’ ng g’
padrdo padrdo
1 0,721 + 0,007 --- 0,270 -

2 0,723 £ 0,007 1,016 £ 0,010 0,277 0,0434
3 0,720 £ 0,010 1,009 £ 0,009 0,269 0,0420
4 0,722 + 0,006 1,024 + 0,007 0,274 0,0450
5 0,727 + 0,008 1,020 = 0,009 0,291 0,0434
6 0,715 £ 0,007 1,015 £ 0,012 0,246 0,0430

0,271 £0,014 0,0433 £ 0,0011

(média £ desvio) (média * desvio)

# ~ . s . ~ . . . . B . ~
As razdes isotOpicas estdo corrigidas pelo efeito de discriminag¢do de massa.
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7.6.4 Determinacio da concentracao de metilmercirio pela técnica de IDMS
Conforme mencionado em 6.4.3, foi adicionada uma massa do tracador **Hg
nas amostras percoladas pela resina de troca i0nica e que receberam o tratamento da luz
ultravioleta. Em seguida, a razdo isotépica “*Hg/*"’Hg foi medida e a concentracio de
mercurio, referente a metilmercurio, foi determinada. As TAB. 29 e 30 mostram os dados e
resultados obtidos nos materiais de referéncia analisados e nas replicatas das amostras,

respectivamente.

TABELA 29 — Resultados da determina¢@o da concentracdo de metilmercurio, nos
materiais de referéncia analisados, obtidos pela técnica de IDMS
com adic¢do do tracador 202Hg

Material de Concentragdo Concentragdo
referéncia de metilmercurio de metilmercurio
obtida certificada
neg' ngg'
Dorm-2 4,22+0,13 4,47+ 0,32
Dolt-2 0,680 +0,022" 0,693 £ 0,053

“Valores de incerteza expandida informados nos certificados dos MRC, com k=2, nivel de confianca = 95%.
“Valores de incerteza expandida calculados neste trabalho conforme item 3.5.2, com k=2, nivel de confianca
=95%.

TABELA 30 — Resultados da determinacdo da concentracdo de metilmercurio, nas
replicatas da amostra, obtidos pela técnica de IDMS com adigdo do tragador ***Hg

Amostra Razao Isotépica Concentragdo
20 g2 %Hg" de merctrio
média * desvio (como metilmercurio)

padrio ng g’
1 0,690 = 0,037 0,239
2 0,688 + 0,033 0,241
3 0,689 £ 0,020 0,230
4 0,696 £ 0,033 0,274
5 0,689 £ 0,027 0,244
6 0,690 = 0,035 0,242

0,245 £ 0,015

(média £ desvio)

E3 ~ . . . ~ . . . . . . ~
As razdes isotopicas estdo corrigidas pelo efeito de discriminagdo de massa.
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7.7 Estimativa da incerteza associada ao valor certificado
Conforme citado em 5.3, a incerteza associada ao valor de propriedade de um

MRC pode ser expressa por:

Hyre = \/ M + My, + My, + 11

Com a exclusdo do dltimo termo dessa equagdo, conforme explicado em 5.3.2,
a equacgdo fica reduzida as contribuicdes de incerteza referentes a caracterizacao (lcar),
homogeneidade (W) € estabilidade a longo prazo (Wys).

No processo de certificagdo, para a técnica analitica IDMS, o elevado nimero
de fontes de incerteza contribuem consideravelmente na obten¢do do valor da incerteza
expandida associado ao resultado da concentracio do analito. Na TAB. 31 sdo
apresentados os valores de cada fonte de incerteza, sua incerteza padrdo associada e a
incerteza relativa, para a certificacdo de Hg total. Na FIG. 13, sdo mostradas as

contribuicdes de incerteza relativa para cada fonte, para o mesmo analito.

TABELA 31 — Valores de cada fonte de incerteza, sua incerteza padrdo associada e a

incerteza relativa, para a certificacdo de Hg total

incerteza padrdo

Fonte"” Valor (x) (Wx)) incerteza relativa
(Mx)/x)
Csp 0,130 0,002 0,014538
Wsp 0,20000 0,00002 0,0001
Ws 0,40000 0,00002 0,00005
Ars 199,968309 0,000003 1,50024E-08
Arsp 201,970625 0,000003 1,48536E-08
Asp 97,6859 0,0034 3,4805E-05
As 23,073 0,029 0,0012568
Rm 0,7218 0,0003 0,00045719
Rsp 0,005499 0,00003 0,005455537
Rs 1,2841 0,00099 0,000770968

(*) Cyp = concentragdo do analito no tracador (spike — sp) (ug g’l); W, = massa do tragador (g); W, = massa
da amostra (g); A, = Massa atomica do analito na amostra; A,, = Massa atdmica do analito referéncia no
tracador; Ay, = Abundincia do isétopo de referéncia (enriquecido) no tragador (isétopo a) (%); A, =
Abundancia do isétopo na amostra (isétopo b); Ry, = Razdo isotdpica (isétopo b /isétopo a) na mistura; Ry, =

Razdo isotdpica (is6topo b /is6topo a) no tracador; Ry = Razdo isotdpica (isétopo a /is6topo b) na amostra.
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Fontes de incerteza
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FIGURA 13 — Contribuicao das incertezas na caracterizacao de Hg total

Na TAB. 32 sao apresentados os valores de cada fonte de incerteza, sua
incerteza associada e a incerteza relativa, para a certificacdo de MeHg. Na FIG. 14, sdo

mostradas as contribuicdes de incerteza relativa para cada fonte, para o mesmo analito.

TABELA 32 — Valores de cada fonte de incerteza, sua incerteza padrdo associada e a

incerteza relativa, para a certificacdo de MeHg

Fonte"” Valor (x) incerteza padrdo  jpcerteza relativa
(W(x)) (Wx)/x)
Csp 0,130 0,002 0,014535107
Wsp 0,20000 0,00002 0,0001
Ws 0,40000 0,00002 0,00005
Ars 199,968309 0,000003 1,50024E-08
Arsp 201,970625 0,000003 1,48536E-08
Asp 97,6859 0,0034 3,48054E-05
As 23,073 0,029 0,00125688
Rm 0,6903 0,0003 0,000434594
Rsp 0,005499 0,00003 0,005455537
Rs 1,311 0,004 0,003051804

(*) Cyp = concentragdo do analito no tracador (spike — sp) (ug g’l); W, = massa do tragador (g); W, = massa
da amostra (g); A, = Massa atomica do analito na amostra; A,, = Massa atdmica do analito referéncia no
tragador; Ay, = Abundancia do isétopo de referéncia (enriquecido) no tracador (is6topo a) (%); A, =
Abundéncia do isétopo na amostra (isétopo b); R, = Razdo isotdpica (isétopo b /is6topo a) na mistura; R, =

Razdo isotdpica (is6topo b /is6topo a) no tracador; Ry = Razdo isotdpica (isétopo a /is6topo b) na amostra.
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Fontes de incerteza
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FIGURA 14 — Contribui¢ao das incertezas na caracterizacao de MeHg

Na TAB. 33 sdo apresentados os valores de cada fonte de incerteza, sua
incerteza associada e a incerteza relativa, para a certificacdo de MeHg. Na FIG. 15, sdo

mostradas as contribuicdes de incerteza relativa para cada fonte, para o mesmo analito.

TABELA 33 — Valores de cada fonte de incerteza, sua incerteza padrdo associada e a

incerteza relativa, para a certificacao de Pb

Fonte"” Valor (x) incerteza padrdo  incerteza relativa
(u(x)) (W(x)/X)
Csp 0,001000 0,000004 0,004
Wsp 1,04500 0,00002 1,91388E-05
Ws 0,40000 0,00002 0,00005
Ars 206,0 0,1 0,000485497
Arsp 207,0 0,1 0,000483148
Asp 92,4 0,1 0,001082251
As 24,1442 0,0057 0,000236082
Rm 0,9200 0,0010 0,001086957
Rsp 0,02290 0,00001 0,000436681
Rs 0,860 0,001 0,001162791

(*) Cyp = concentragdo do analito no tracador (spike — sp) (ug g’l); W, = massa do tragador (g); W, = massa
da amostra (g); A, = Massa atomica do analito na amostra; A,, = Massa atdmica do analito referéncia no
tracador; Ay, = Abundincia do isétopo de referéncia (enriquecido) no tragador (isétopo a) (%); A, =
Abundéncia do isétopo na amostra (isétopo b); R, = Razdo isotdpica (isétopo b /is6topo a) na mistura; R, =

Razdo isotdpica (is6topo b /is6topo a) no tracador; Ry = Razdo isotdpica (isétopo a /is6topo b) na amostra.
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FIGURA 15 — Contribui¢do das incertezas na caracterizacdao de Pb

Verifica-se que o valor da incerteza relativa para a concentragdo do analito no
tragador (Cy,) foi a maior contribui¢do na incerteza da caracterizagdo para todos os
analitos. No caso da solu¢@o de tragador de mercurio, a incerteza proveniente da solucio
original, recebida do fornecedor, contribuiu consideravelmente na incerteza final, pois
representa um valor aproximado de 0,7%, enquanto que as pesagens realizadas, para a
diluicdo dessa solucdo, apresentaram um valor de incerteza relativa ndo superior a 0,1%.
Para a solu¢do de tragador de chumbo, a maior contribuicdo foi devida a sucessivas
diluicdes executadas para obter a solugao final adicionada as amostras.

Na TAB. 34 sdo apresentados os valores de estimativa das incertezas padrao

combinada, obtidos para a caracterizacdo e nos estudos de homogeneidade e estabilidade.

TABELA 34 — Estimativas das incertezas padrio combinadas, em pg g,
para os analitos determinados

Analito Incerteza na Incerteza na Incerteza na
caracterizacdo  homogeneidade  estabilidade a

longo prazo

Hear Hob Mits
Hg 0,00423 0,002692 0,02827
MeHg 0,00389 0,005849 0,017424
Pb 0,0002 *) (*)

(*) Para o analito chumbo ndo foram realizados estudos de homogeneidade e estabilidade.



88

Para avaliacdo da contribui¢do das fontes de incerteza, os resultados da TAB.

34 foram apresentados na FIG. 16 para Hg total e MeHg.

Hg total MeHg

0.030 - 0.021 4

0.018

0.025

o
® 0.015
0.020 - 3

2 0,012
0.015 g
£ 0009
Q

£ 0006 {

0.005 - 0
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0.000 T T |
ucar ults
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0.010 o

Fontes de incerteza

FIGURA 16 — Contribuic¢des da incerteza de caracterizacao, L., da incerteza devida a
homogeneidade, Uy, € da incerteza devida a estabilidade a longo prazo, [y,
para os analitos Hg e MeHg no candidato a MR de peixe

Verifica-se que a incerteza devida a estabilidade a longo prazo, s, foi a maior
contribuicdo a incerteza combinada para os dois analitos, assumindo valores maiores do
que as outras fontes de incerteza. Para realiza¢do desse cdlculo, foi utilizada a equagdo com

base na norma ISO guia 35, que foi apresentada no item 7.5.1.1 deste trabalho.

7.8 Incerteza expandida para os analitos Hg total e MeHg

7.8.1 Incerteza expandida associada ao valor certificado para mercirio (Hg)

. =4(0,00423) +(0,002692)" +(0,02827)" =0,02871

U re,, =0.02871x2=0,057

7.8.2 Incerteza expandida associada ao valor certificado para metilmercirio

(MeHg)

= J (0,00389)” +(0,005849)* +(0,017424)* =0,01879

ﬂc MRC y1o1q

U ke, =0.01879x2=0,038



89

7.9 Resultados dos valores obtidos de concentracio e incerteza expandida associada
para os analitos Hg e MeHg

Na TAB. 35 sao apresentados os valores de concentracdo dos analitos

certificados acompanhados de sua incerteza expandida (incerteza de certificacdo). Cabe

ressaltar que os valores informados ndo estdo corrigidos para o fator de conversdo para

massa seca.

TABELA 35 — Valores de concentragio dos analitos certificados acompanhados
de sua incerteza expandida

Analito Concentracdo obtida no MR produzido e U (%)

incerteza expandida (U) associada

neg g’
Hg 0271 + 0,057 21.0
MeHg 0.245 + 0,038 15,5

7.10 Resultados dos valores obtidos de concentracio e incerteza expandida

associada para os analitos chumbo (Pb), Arsénio (As) e Cadmio (Cd)

7.10.1 Resultados dos valores obtidos de concentracio e incerteza expandida
associada para o analito chumbo (Pb)

Para o analito chumbo nao houve estudo de homogeneidade e de estabilidade.

Dessa forma, o valor obtido de concentracdo para esse analito foi considerado como

informativo. O valor da incerteza expandida associada ao resultado foi o obtido na

determinagao do analito por meio da técnica IDMS (incerteza de caracteriza¢do). A TAB.

36 apresenta o resultado de concentra¢do com a incerteza associada para chumbo.

TABELA 36 — Valor de concentragdo do analito chumbo (Pb) acompanhado
de sua incerteza expandida

Analito Concentracdo obtida no MR produzido e U (%)
incerteza expandida (U) associada

ng g’
Pb 0,043 + 0,0004 1,0
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7.10.2 Resultados dos valores obtidos de concentracio e incerteza expandida
associada para o analito arsénio (As)

O analito arsénio (As), incluido neste trabalho, foi determinado através de
colaboracdo com o Laboratério de Andlise por Ativacao Neutronica (LAN) do Centro do
Reator de Pesquisa (CRPq), do IPEN. Assim, este analito foi incluido como valor
informativo, ndo significando valor certificado. A TAB. 37 apresenta o resultado de

concentracdo com a incerteza associada para arsénio (incerteza de caracterizagao).

TABELA 37 — Valor de concentragao do analito arsénio (As) acompanhado
de sua incerteza expandida

Analito Concentragdo obtida no MR produzido e U (%)
incerteza expandida (U) associada

ng g’
As 142 +0.05 3,5

7.10.3 Resultados dos valores obtidos de concentracio e incerteza expandida
associada para o analito cadmio (Cd)

Para o analito cddmio (Cd), determinacdes preliminares foram iniciadas em
nosso laboratério, por meio da técnica de espectrometria de massas de alta resolucdo com
fonte de plasma induzido (HRICP-MS). Porém, as mesmas se mostraram inferiores ao
limite de quantificacdo da técnica utilizada (LQ = 0,1 pug Kg™"), portanto nio foram obtidos

resultados.

7.11 Comparacao dos resultados obtidos de concentracdo de Hg e MeHg por
diferentes técnicas analiticas

A concentracao dos analitos Hg e MeHg foi determinada por meio das técnicas
FIA-CV-AAS e IDMS. Dessa forma, ha possibilidade de realizar uma comparacao dos
resultados entre as citadas técnicas. No caso da técnica FIA-CV-AAS, o valor da
concentracdo foi aquele obtido no estudo de homogeneidade, uma vez que, representa um
valor médio de 90 resultados para Hg total e de 60 resultados para MeHg.

Nas FIG. 17 e 18 sao mostrados os valores das concentra¢des obtidas de Hg e

MeHg, para as duas técnicas analiticas, acompanhados da incerteza expandida.
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IDMS:
S—i—a 0.271 +/- 0.004

FIA-CV-AAS:
0.295 +/- 0.035
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FIGURA 17 — Comparagdo dos resultados de merctirio total (Hg) nas técnicas

FIA-CV-AAS e IDMS

IDMS:
0.245 +/- 0.004

FIA-CV-AAS:
0.274 +/- 0.041
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FIGURA 18 — Comparacdo dos resultados de metilmercirio (MeHg) nas técnicas

FIA-CV-AAS e IDMS
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8 CONCLUSOES

Embora siga protocolos claros e bem descritos na literatura, a produgdo de
materiais de referéncia ndo é uma tarefa simples. Cada material selecionado possui
caracteristicas especificas, as quais exigem do produtor conhecimento e capacitacdao
técnica, para corre¢oes, adequagdes ou mesmo desenvolvimento de novos protocolos.

Todo o processo envolve a realizacdo de um ndmero muito grande de
operagdes, ensaios e, consequentemente, documentacdo. Dessa forma, a implantacio de
um sistema de qualidade no laboratério produtor € um requisito fundamental para a
garantia da robustez e rastreabilidade de todas as operacdes.

A acreditacdo dos ensaios bésicos segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC
17025 é também um fator extremamente importante. Uma vez acreditado, o laboratério
passa por constantes auditorias interna e externa levando a implantacdo de um rigido e
constante controle em todas as operacdes, permitindo com isso, em continuo processo
de eventuais corre¢des e aprimoramento dos protocolos.

Outro aspecto importante, observado durante a execugdo desta Tese,
consistiu em ter-se disponivel uma drea de trabalho dedicada, controlada, quer em
aspectos operacionais, quer nos aspectos de higiene laboratorial. Com isso, e
considerando-se que todo o processo de produgdo levou cerca de dois anos, envolvendo
cerca de mil mensuragdes, reduziu-se significativamente a probabilidade de que fatores
externos ao desenvolvimento do material pudessem afetar sua qualidade final.

Dessa forma, os objetivos propostos neste trabalho foram amplamente
alcancados.

Os resultados apresentados, principalmente quanto aos estudos de
homogeneidade e estabilidade, pelo laboratério produtor do material de referéncia,
evidenciam que todas as atividades realizadas, incluindo desde o planejamento das
etapas, o recebimento, prepara¢cdo dos individuos de peixe até a realizac@o das andlises,
foram desempenhadas conforme as normas vigentes.

A manutencdo de um grafico de controle foi fundamental para o

acompanhamento de todo o processo. O gréfico de controle contendo os valores obtidos
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para o material de referéncia Dorm-2, analisado por meio da técnica FIA-CV-AAS,
durante a realizag¢do do trabalho, apresentado no apéndice C, permitiu demonstrar que o
processo de medicdo permaneceu sob controle, pois os valores se mantiveram entre os
limites inferior e superior estabelecidos.

A avaliagdo da robustez, realizada com a andlise de outros materiais de
referéncia certificados (BCR 463 — Total and Methyl Mercury in Tuna fish, BCR,
Bélgica e Dolt-2 — Dogfish Liver Certified Reference Materials for Trace Metals,
NRCC, Canadd), tendo concentracdes diferentes dos analitos, contribuiu para o
processo de validacdo das metodologias empregadas, principalmente para
metilmercirio.

O critério do erro normalizado para os dois analitos foi satisfeito,
demonstrando que, principalmente para metilmercurio, a metodologia estd definida e
pode ser utilizada na rotina do laboratério. A metodologia para merctrio total, ji é
amplamente utilizada nas dependéncias do laboratério, sendo este método acreditado no
INMETRO.

A ferramenta estatistica, proposta por Fearn e Thompson34, para provar a
homogeneidade do material, demonstrou ser aplicivel e uma alternativa quando o
método analitico utilizado nas medi¢des apresentar uma repetitividade ndo satisfatoria.

O valor obtido para incerteza de medicdo associado ao teste de
homogeneidade para mercurio total, correspondeu a aproximadamente 1 %, enquanto
que para metilmercurio este valor correspondeu a 2 %. Isso considerando os valores de
concentracdo, para esses analitos, obtidos por meio da técnica FIA-CV-AAS.

O estudo da massa minima demonstrou que no intervalo de massa de 0,200
g a 0,800 g os desvios padrao foram praticamente iguais, demonstrando que houve
repetitividade para a menor por¢do de massa testada e para a maior por¢do. Por
conveniéncia, optou-se por realizar as medi¢des na massa de 0,400 g, uma vez que esta
fornece uma concentracdo adequada de mercurio a ser medido, nas técnicas analiticas
utilizadas, e ndo oferece qualquer restri¢cdo quanto a sélidos dissolvidos para as mesmas.
Cabe ressaltar que, segundo a norma ABNT ISO Guia 33, convém que o usudrio esteja
ciente de que a utilizacdo de uma porcao de ensaio que nao atenda ou que exceda aquela
especificacdo pode aumentar significativamente a contribui¢cdo da ndo homogeneidade
do MRC para a incerteza da propriedade certificada, até o ponto em que os parimetros

estatisticos da certificacdo nao sao mais validos.
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O estudo de estabilidade do material demonstrou que para merctrio total e
metilmercurio, nas trés temperaturas testadas, os resultados ndo variaram mais do que
10%. Isso indica que o material desde a temperatura de geladeira até 40 °C, ndo sofre
alteracdo. Os valores das incertezas para o teste de estabilidade, considerando as
concentragdes obtidas por meio da técnica FIA-CV-AAS, apresentaram um percentual
igual a 10% para mercurio total e 6% para metilmercurio. Esses valores obtidos de
incerteza associada a estabilidade contribuiram de forma significativa para a incerteza
expandida dos analitos, principalmente para mercurio total que correspondeu
aproximadamente a metade dos 21% obtidos na incerteza final. A variabilidade dos
resultados pode estar associada ao fato que, na preparacdo do candidato a material de
referéncia, a etapa de extracdo de gordura ndo foi realizada conforme sugere o
fluxograma existente no certificado do material de referéncia Dorm-2, produzido por
NRCC, Canadd. Uma hipétese levantada ao final deste trabalho é que a presenca de
gordura pode ter criado pequenos aglomerados, invisiveis a inspe¢do visual,
influenciando de alguma forma na homogeneidade do material. Importante notar que a
eliminacdo dessa etapa nao foi tomada de maneira aleatéria. O Laboratério de
Caracterizacdo Quimica tem implantado uma rotina em andlises de mercirio em
pescado (atuando em projetos de pesquisa e atendendo a clientes externos). Como
resultado dessa experiéncia, observa-se que, dentro do protocolo analitico implantado,
quando o individuo em andlise possui teores considerdveis de gordura, forma-se nos
baldes, uma nitida camada desse material durante o processo de digestdo. Considerando
ser a Dourada um peixe carnivoro, normalmente com baixos teores de gordura, e a
solucdo resultante da digestdo de seu tecido (in natura) ndo apresentar indicios de
gordura, desprezou-se essa etapa no processo de produgao.

Outro aspecto observado durante a execugcdo desse trabalho, estd
relacionado a influéncia da técnica analitica utilizada no controle do processo (FIA-CV-
AAS) na incerteza final dos valores certificados para o material.

No LCQ, a técnica FIA-CV-AAS para Hg total estd acreditada com cerca de
12% de incerteza. Esse valor contribuiu de forma significativa na incerteza final do
material. Dessa forma, uma melhoria no processo seria utilizar a técnica de dilui¢do
isotopica aplicada a espectrometria de massas (IDMS), cuja incerteza global ¢é de até

2%.
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Os valores obtidos das concentragdes para mercurio e metilmercurio, por
meio de duas diferentes técnicas analiticas, foram comparados, oferecendo assim, uma
inovacdo para os resultados apresentados e permitiu também a conclusio que um
método primdrio deve ser utilizado, em todas as etapas de caracterizacdo do material,
para diminuir a contribuicdo de incerteza expandida no resultado final.

O método primdrio utilizado neste trabalho, para a caracterizacdo do
material, demonstrou ser uma técnica precisa e extremamente sensivel. Apesar de
reconhecidamente exigir procedimentos muito bem planejados, principalmente quanto a
preparacdo das solugdes padrdo, tracadores dos elementos e das solucdes mistura
(amostra + tracador), seus resultados apresentaram razdes isotOpicas com desvios de até
1,4% o que estd de acordo com a literatura. A adi¢do dos tracadores de mercurio e
chumbo realizada simultaneamente nas amostras contribuiu de maneira efetiva para
diminui¢do do tempo de preparo e obtencdo dos resultados. Pelos resultados obtidos
para metilmercurio, verificou-se que a estratégia utilizada adicionando um tracador de
mercdrio apds o tratamento executado nas amostras, € eficaz sem necessidade de
aplicacdo do especifico tracador de metilmercirio, como € citado na literatura. A
metodologia utilizada neste trabalho traz uma inovacdo no procedimento analitico
realizado.

Na avaliagdo dos resultados obtidos na técnica de diluicdo isotdpica,
confirmou-se que existe um compromisso importante entre a resposta do sinal analitico
para o isotopo selecionado e a mesma resposta no branco. Quanto maior a relagdo
sinal/ruido (branco) mais precisa e exata ¢ a medida. Outro importante fator na técnica,
na etapa de calibracdo do tragador, € o compromisso com a razdo da mistura padrio e
tracador e razao do padrao natural do analito a ser determinado. Isso porque na equagao
utilizada para o célculo da calibra¢do do tracador ha uma subtracdo da razdo mistura e
razdo padrdo, se essas forem muito proximas ou iguais, a subtracdo se anula e o cdlculo
fica prejudicado.

Os resultados obtidos nos materiais de referéncia certificados, analisados
concomitantemente com as amostras, por meio de dilui¢do isotdpica, demonstraram que
a técnica foi realizada corretamente e esses resultados estdo compardveis aos
informados nos certificados dos materiais. Os valores de incerteza expandida obtidos no
trabalho, quando comparados com aqueles dos certificados, estdo menores, esse fato era

esperado, uma vez que, aquele valor do certificado € um valor médio obtido com
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utilizacdo de variadas técnicas, enquanto que o obtido neste trabalho € referente a
determina¢d@o por um unico método primdrio. O material produzido apresentou uma
incerteza expandida de cerca de 20% para os analitos certificados (Hg total e MeHg).
Este valor podera ser aprimorado em um processo de recertificagdo e a partir dos dados
obtidos com futuros usudrios do material.

Importante notar que a producdo do material obtido neste trabalho nio é um
fim. Ao contrédrio, € o inicio de um processo no qual a experiéncia acumulada ird

contribuir de maneira fundamental nos novos desafios que desenham-se no futuro.
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APENDICE A - Resumo do relatério de validaciio do ensaio Determinaciio de

mercurio total em amostra de peixe por meio da técnica FIA-CV-AAS.

Caracteristicas de desempenho do método — Teoria
As caracteristicas de desempenho do método (ou pardmetros de validagcdo) que

foram realizadas para o ensaio sdo:

— Limite de detec¢do

— Exatidao

— Precisao

— Repetitividade

— Linearidade

— Incerteza de medi¢ao

A seguir, define-se cada parametro utilizado na validacdo e no final, sdo

mostrados os resultados obtidos.

Limite de Deteccao

E definido como sendo o menor valor de concentracio do analito ou da
propriedade que pode ser detectado pelo método.

Para a validacdo de um método analitico, € normalmente suficiente fornecer
uma indica¢do do nivel em que a deteccdo do analito comeca a ficar problematica, ou seja,
“branco + 3s” e “0 + 3s”, considerando a andlise de sete ou mais amostras de branco e, se
necessdrio, de brancos com adi¢do, respectivamente. O simbolo “s” significa desvio
padrao.

As condicdes laboratoriais recomendadas, pelo documento DOQ-CGCRE-008,

para se obter o limite de deteccdo (LD) sdo de se analisar sete (7) ou mais solugdes branco.

Exatidao

E a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito
como verdadeiro. A exatidao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica

numa combinacao de componentes de erros aleatérios e sistematicos (tendéncia).



98

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo, entre outros, o uso de materiais de referéncia, a participacdo em comparagdes
interlaboratoriais e a realizacdo de ensaios de recuperagao.

Caso o laboratorio calcule a incerteza do seu resultado, o valor verdadeiro deve
estar dentro do valor de incerteza. Quando isso ndo acontece, esse intervalo pode estar
subestimado. Nesses casos ¢ empregado o conceito de erro normalizado (E,), para avaliar o
desempenho, conforme equacao abaixo:

_ [Xu - )

S 2
Ulab + Uref

Onde: Xj,, = valor obtido pelo laboratério, X, = valor aceito como verdadeiro, Uy, =

E

incerteza associada ao valor do laboratério e U,s = incerteza associada ao valor verdadeiro.

Precisao

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condi¢cdes definidas. As duas formas mais comuns de expressd-la sio por meio da
repetitividade e a reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padrio.

A repetitividade e a reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, devem ser determinadas para um diferente ndmero
de concentracdes e, em casos relevantes, a relacdo entre precisdo e a concentracdo do

analito deve ser estabelecida.

Linearidade

E a habilidade de um método em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentra¢io do analito em amostras, em uma dada faixa de concentracao.
A linearidade é obtida por padronizagdo interna ou externa e formulada como expressao
matemadtica usada para o célculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra
real.

A equagdo da reta que relaciona as duas varidveis é:

y=ax+b
Onde:
y = Resposta medida (absorbancia, altura ou drea do pico, etc)

x = Concentragao
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a= Inclinagdo da curva de calibracdo = sensibilidade

b= Intersecdo com o eixo y, quando x =0

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da equacao
de regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlagdo linear (r) € freqiientemente usado para indicar o
quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico. Um valor maior
que 0,90 ¢, usualmente requerido. O método pode ser considerado como livre de
tendéncias (unbiased) se o corredor de confianga da reta de regressdo linear contiver a

origem.

Incerteza de Medicao

O resultado de uma medigao é apenas uma aproximacgao ou estimativa do valor
do mensurando. Sendo assim, a representacdo completa desse mensurando deve incluir a
incerteza de medicao.

A palavra “incerteza” significa divida e assim, no sentido mais amplo,
“incerteza de medicao” significa divida sobre a qualidade do resultado de uma medi¢do. A
defini¢ao formal do termo incerteza de medicao segundo o VIM € “parametro associado ao
resultado de uma medi¢do, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser

razoavelmente atribuidos ao mensurando”.

A incerteza de medi¢cdo da concentracdo de um analito em uma determinada
matriz, por exemplo, € expressa na forma de desvio padrao, chamada de incerteza padrao.
Entretanto, a incerteza total do método proposto € a soma de todas as incertezas geradas
em cada passo do método pelos diversos componentes do processo de medi¢do. Um
experimento bem planejado pode, em muito, facilitar as avaliagdes confidveis da incerteza

e € um requisito importante na organizacao das atividades de medicao.

Com o objetivo de identificar e analisar as possiveis fontes de incerteza na
metodologia proposta, os procedimentos adotados, para cada etapa, foram detalhados e
estruturados de forma a garantir a abrangéncia necessdria para o entendimento e

conhecimento do processo de medicao e evitar a duplicidade de fontes de incerteza.
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Testes adicionais

Alguns ensaios adicionais foram realizados com o objetivo de reforcar a
validacao da metodologia, propondo assim um aumento das caracteristicas de desempenho
do método. Uma dessas caracteristicas, a ser amplamente implementada € a robustez do
método de ensaio, que mede a sensibilidade que este apresenta em face de pequenas
variacdes. Um método diz-se robusto se revelar praticamente insensivel a pequenas
variagdes que possam ocorrer quando esse estd sendo executado.

Dessa forma, algumas variagdes no método foram testadas como fluxo do gas,

temperatura de digestdo da amostra e massa inicial de amostra.

Conclusoes

VerificagOes precisam ser realizadas a fim de assegurar que as caracteristicas
de desempenho de um método analitico desenvolvido em um laboratério sejam entendidas
e que demonstrem que esse método € cientificamente coerente nas condi¢des em que ele

pode ser aplicado. Essas verificacdes sdo coletivamente conhecidas como validagao.

A validagdo, portanto, estabelece através de estudos sistemdticos no
laboratério, que o método € adequado a finalidade proposta e que seus resultados sdo
amplamente empregados a fim de atender as necessidades de um problema analitico.

N3ao existe um acordo unanime sobre todas as caracteristicas a serem estudadas
em uma validacdo de método. Porém, varios documentos existentes na literatura indicam
as caracteristicas que contribuem para confirmar a adequagao do método analitico. Neste
processo de validacao as caracteristicas limite de detec¢do, exatiddo, precisdo, linearidade,
incerteza de medicdo e outros testes adicionais foram utilizados para demonstrar a
aplicabilidade da metodologia.

Diante das caracteristicas estudadas e os resultados obtidos e documentados,
conforme resumo abaixo, o laboratério conclui que o método desenvolvido preenche

inteiramente as suas necessidades.
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RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS

CARACTERISTICA

VALOR OBTIDO

Limite de detec¢ao

2a3ug Kg'1

Exatidao

Erro normalizado < 1

Precisao

Para uma concentragdo de 5 ug Kg'1 a
precisao € aproximadamente 5%, enquanto
que, quando a concentracdo aumenta para
10e 20 ug Kg'1 a precisao apresenta um
valor de aproximadamente 2%.

Linearidade

Adequada

Incerteza de medicdo

O valor médio obtido na incerteza
expandida, com k=2 e 95% de confianca,
corresponde a um valor méximo de 10% no
resultado da medigao.

Testes adicionais: Fluxo de gés

0.16 a 0.2 litros min™*

Testes adicionais: Temperatura de digestao

100 ° C aproximadamente

Testes adicionais: Massa inicial da amostra

04¢g
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APENDICE B - Modelo de planilha utilizada para calculo do analito mercirio para
determinar a massa de amostra e massa de tracador necessirias para compor a

mistura (amostra + tracador).

Microsoft Excel - Diluigdo isotopica para Hg
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DILUIGAO ISOTOPICA
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C, = Concentragdo desconhecida do elemento na amostra =

Cyp = concentragdio do elemento no tragador (spike — sp) =
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APENDICE C - Grifico de controle dos resultados obtidos, para Hg total, do material de

referéncia Dorm-2, no periodo de 2010.

GRAFICO DE CONTROLE - MATERIAL DE REFERENCIA DORM-2
(Dogfish Muscle)

Periodo: Janeiro a Dezembro/2010
Obs.: Os valores calculados dos limites sao relativos ao valor médio obtido
da incerteza expandida (0.58), correspondendo a 12.5%.
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APENDICE D - Grifico de controle dos resultados obtidos, para MeHg, do material de

referéncia Dorm-2, no periodo de 2007 a 2010.

Valores obtidos (ug/g)

4.50 A

4.30

GRAFICO DE CONTROLE - MATERIAL DE REFERENCIA DORM-2
(Dogfish Muscle)
Periodo: Dezembro/2007 a Dezembro/2010

Obs.: Os valores calculados dos limites sao relativos ao valor médio obtido
da incerteza expandida (0.54), correspondendo a 15%.

LSC (média + U) = 4.16

4.10

3.90

3.70 -
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3.30 A
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< - 3.62 +/- 0.54
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ANEXO A - Descricao dos testes de Grubs e de Dixon

Teste de Grubs — Descricao
E um teste muito parecido com o teste de Dixon, porém a média dos resultados

e o desvio padrdo experimental sdo considerados na andlise dos dados, exigindo, portanto,
céculos mais trabalhosos, embora a metodologia seja simples.

Dado um conjunto de resultados, os valores devem ser ordenados
preferencialmente na ordem crescente. Em seguida, o valor médio e o desvio padrao devem
ser calculados.

Neste teste os seguintes paradmetros sao calculados:

Para testar o maior valor:

Para testar o menor valor:

X=X

G, =
s

Para testar os dois menores valores:

“=

Onde: x é o valor médio calculado dos valores; x; € o maior valor do conjunto; s é o desvio
padrao dos valores; x; € 0 menor valor do conjunto (primeiro valor da série crescente); S
¢ a diferenca quadratica (somatdria de cada valor menos média ao quadrado) excluindo-se
os dois maiores valores do conjunto, tanto na média como na somatdria; S;, € a diferenca
quadratica (somatdria de cada valor menos média ao quadrado) excluindo-se os dois

menores valores do conjunto, tanto na média como na somatéria e finalmente S’ é a

diferenca quadratica com todos os valores do conjunto.

A etapa seguinte consiste em localizar na tabela especifica os valores de G, G2
e G; considerando nivel de confianga iguais a 95 e 99% e o nimero de dados existentes (n).
O critério a ser considerado € se Gy, G, € Gz calculado < Gy, G, e G3 critico, 0

valor testado ndo ¢ outlier (rejeitado).
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Teste de Dixon — Descricao
E um teste bilateral. Sdo testados os valores minimo e méaximo.
Dado um conjunto de resultados Z(h), h=1,2,...,.H, agrupados em ordem crescente, o teste

de Dixon (D) utiliza o seguinte critério:

_ -2 LH -Z(H-1)
dai Dl:EIlCLllEIdD E[H:l _ .E|:1:| © E[H:l _E“j

2020 = 2 . ZiH - Z(H-1)

a1z D =
Calculad™ vy _ - zey - ZH)- Z(3)
203 - Z(1) Z(H - Z(H - 2)
13240 D =
a Calculado EIIH _ 2:' _ E{ﬂ = E|'_"|—|:| - EIIH]I

Os valores criticos deste teste encontram-se tabelados:

Dcalculado < Dtabelado 5% = valor aceito

D tabelado 1% > Dcalculado > Dtabelado 5% = VaIOI' SUSPeitO

Deatculado > Diabelado 1% = valor disperso
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ANEXO B - Certificado de acreditacio do Laboratoério de Caracterizacio Quimica.

Reptiblica Federativa do Brasil
Ministério do Desenvolvimento, Indastria e Comércio Exterior
Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial - Inmetro

Coordenagio Geral de Acreditagio
Signatirio dos Acotdos de Reconhecimento Mutuo da International Laboratory Accreditation Cooperation (U,:\C),
da Interamerican Accreditation Cooperation (IAAC) e do
Acordo Bilateral de Reconhecimento Matuo com a European Co-operation for Accreditation (EA)

' Acreditagdo n° CRL 0242 -

Acreditacao inicial: 18-01-2007

LABORATORIO DE CARACTERIZAGAO QUIMICA
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
AV. PROF. LINEU PRESTES,?2.242 — CIDADE UNIVERSITARIA - PINHEIROS
SAO PAULO - SP

A Coordenagdo Geral de Acreditagdo do Inmetro — Cgcre/lnmetro — concede acreditagdo ao

Laboratério acima identificado, segundo os requisitos estabelecidos na ABNT NBR ISO/IEC

17025:2005. Esta acreditagdo constitui a express&o formal do reconhecimento da sua competéncia
para realizar os ensaios constantes no Escopo de Acreditagéo.

e’ oy

Emiss3o: 15-01-2009 Coordenador Geral de Acre tagdo Substituto

Validade: 18-01-2011
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