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1 OBJETIVO

Este documento visa apresentar exemplos de estimativa de incerteza de medicdo em ensaios
guimicos e biolégicos. Embora este documento ndo se constitua em critério especifico para a
acreditacao de laboratérios, ele contém informacdes consideradas relevantes para a elaboracédo e
a avaliagdo dos procedimentos de estimativa de incerteza de medig&o nestas areas.

2 CAMPO DE APLICACAO

Este documento aplica-se a Dicla, aos Laboratorios de Ensaio Acreditados e postulantes a
acreditacdo na area de quimica e aos avaliadores da Cgcre especialistas nestas areas.

3 RESPONSABILIDADE

A responsabilidade pela revisédo deste documento é da Cgcre/Dicla.

4 SIGLAS

Dicla
Cgcre
Inmetro
CT-5

Divisédo de Acreditacdo de Laboratérios

Coordenacéo Geral de Acreditacdo

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Comissao Técnica de Quimica

5 HISTORICO DAS REVISOES

Reviséo | Data Itens revisados

3 AGO/2013 | - Todo o documento foi revisto visando adequar a apresentacao das
equacoes.
- Foi inserido um novo exemplo de estimativa de incerteza de
metodologia analitica para determinacdo de aflatoxinas em
amendoim por técnica de CLAE.

4 ABR/2019 | - Atualizada a marca da Cgcre no cabecalho.

- O Capitulo 8 foi transformado em 3 Anexos para melhor
visualizacéo.

- Atualizadas as normas ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e ABNT
ISO/IEC GUIA 99:2014 no Capitulo 6.
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6 DOCUMENTOS DE REFERENCIA
ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017
EURACHEM

INMETRO/ABNT

ABNT ISO/IEC GUIA 99:2014

7 CONSIDERACOES GERAIS

Requisitos Gerais para Competéncia de laboratérios de
Ensaio e Calibracéo.

Guide Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement.
2nd ed., 2000

Guia para a Expresséo da Incerteza de Medicéo, 2003, 32
Ed. Brasileira do “ISO Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurements”.

Vocabulario Internacional de Metrologia - Conceitos
fundamentais e gerais e termos associados

Este documento é resultado do trabalho da Comisséo Técnica de Quimica (CT-5) que compilou
exemplos sobre a estimativa de incerteza de medi¢édo para ensaios quimicos e biol6gicos a serem
considerados para a realizagdo de servigos de ensaio pelos laboratérios acreditados e postulantes
a acreditag@o que atuam nestas areas (Anexos).

A CT-5 e a Dicla encontram-se abertas para receberem contribuicdes que venham a corrigir ou

complementar este documento.

ANEXO
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ANEXO |
Determinacdo da massa especifica de gasolina automotiva

Responsavel pela elaboracdo: Paulo Roberto Guimardes Couto, M.Sc. e Sra. llse Maria
Guilhermino Lemos.
Instituicdo: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).

Este exemplo apresenta a estimativa da incerteza de medi¢cdo da massa especifica de gasolina
automotiva. O procedimento analitico para a medicdo da massa especifica da gasolina segue a
norma ASTM D 1298-05. Para a validagcdo do método de medicao, foram realizadas repeticdes
didrias das medicBes da massa especifica de uma gasolina, considerada como material de
referéncia. Cada técnico diariamente realizou trés medi¢cdes no “material de referéncia”. Foram
realizados estudos da compatibilidade entre médias e desvios padrdo diariamente e entre dias.
Apos este estudo do método, foi realizada a medicdo da massa especifica de uma amostra de
gasolina com o estabelecimento da sua incerteza de medicdo. A estimativa da incerteza do
resultado de medi¢cdo da massa especifica da gasolina seguiu as recomendac¢des do ISO GUM
95.

A avaliagéo da incerteza pelo ISO GUM 95 pode ser resumida nos seguintes passos: 1) Definicdo
do Mensurando; 2) Elaboragcdo do Diagrama causa e efeito do mensurando; 3) Estimativa das
incertezas padréo das fontes de entrada; 4) Determinacdo do coeficiente de sensibilidade do
mensurando em relagdo a cada fonte de entrada; 5) Calculo dos componentes de incerteza
referentes a cada fonte de entrada; 6) Combinagdo dos componentes; 7) Calculo dos Graus de
Liberdade Efetivo da Incerteza Combinada; 8) Determinagdo do Fator de Abrangéncia e 9)
Incerteza Expandida.

1. Procedimento analitico
1.1 Definicdo do mensurando

Geralmente uma norma ndo retrata perfeitamente o mensurando quando se objetiva estimar a sua
incerteza de medicao. Nestes casos, um bom entendimento do mensurando possibilita a dedugdo
de uma equacao que de alguma maneira tenha uma abrangéncia, onde todas as suas possiveis
grandezas de base e fontes de incertezas sejam contempladas na estimativa de incerteza de
medicao do mensurando.

Deste modo, observando o procedimento de ensaio e também a metodologia de célculo da massa
especifica da gasolina a 20 °C recomendada pelas Tabelas de Correcdo das Densidades e dos
Volumes dos Produtos de Petrdleo, 1970, a equacdo proposta para a medicdo da massa
especifica de uma gasolina pode ser expressa conforme a equacgéo 1.

{[(pmedido — 1) (P20 — ooty )]} (1)

P2— P

pZOOC(g /Cm3) = 1020(1) +

Onde:
Popc =Massa especifica do produto a 20 °C;

P =0,7893 g/cm3 (massa especifica tabelada);

Prmedica= 0,7852 g/lcm3 (massa especifica medida pelo densimetro na temperatura de 26 °C);
p; =0,785 g/lcm? (massa especifica tabelada);

p, =0,786 g/cm? (massa especifica tabelada);

Paozy =0,7903 g/lcm? (massa especifica tabelada).
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1.2 Diagrama causa — efeito

Na representacdo do diagrama causa - efeito para a estimativa da incerteza de medi¢do da massa
especifica da amostra de gasolina do estudo de caso, além das grandezas de base, devem ser
consideradas as fontes de incertezas referentes a reprodutibilidade do laboratério no método de
medicao, e também aquela a relativa a repetibilidade de medicbes efetuadas na amostra. Desta
forma, o diagrama causa - efeito proposto é apresentado no esquema 1.

pmedido ’020(1) ’020(2) Amostra

Certificado Estimativa Estimativa \E22ustica

> p20°C
Certificado Estatistica

Py P, Temperatura Reprodutibilidade

Estimativa

Estimativa

Esquema 1 — Diagrama causa e efeito da incerteza da massa especifica de uma gasolina.

1.3 Avaliacéo da incerteza — padréo

S

Com excecdo das incertezas referentes a reprodutibilidade do método de medicdo e da
repetibilidade de medigdo da massa especifica na amostra, cujas avaliagdes de incerteza - padréo
sdo do tipo A, o diagrama causa - efeito mostra que todas as outras avaliacbes de fontes de
incerteza sao do tipo B.

1.3.1 Incerteza referente a reprodutibilidade do método

Neste estudo de caso a avaliagdo da incerteza referente a reprodutibilidade do método de
medicao é calculada a partir do desvio - padrdo ponderado referente aos seis dias de medicao.
Segundo o Guia, a estimativa de incerteza neste caso € definida pela equacgéao 2.

Sp

reprodutibilidade = [ (2)
nt

u

Onde:

S p —0,00014 g/cm? (desvio - padrdo ponderado dos seis dias medigao)

N, =54 (nimero total de medicdes referente aos seis dias)

Deste modo, no caso em estudo, a estimativa da incerteza relacionada ao desvio - padréo
ponderado do método referente aos seis dias de medigéo é:

u :Mg/cm3 =1,90x10°g/cm®

reprodutibilidade \/a
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1.3.2 Incerteza referente a repetibilidade das medicdes na amostra

A avaliacdo da incerteza referente a repetibilidade das medi¢cdes na amostra é definida pelo
desvio padrao da média das repeticdes, conforme equacao 3.

S.

u repetitividade (3)
A

Onde:
S; = desvio - padréo das repeticGes de medicdes na amostra;

N, =ndmero de repeticGes de medi¢cdes na amostra.

No estudo de caso deste documento: S; =0,00010 g/cm3 e N; =3. Deste modo, a equacéo 3
fica:

0,0001
repetititvidade — T

1.3.3 Incertezas referentes a Py, L1y P2 € Pag

u g/cm® =58x10"°g/cm®

As avaliacOes das incertezas - padrao referentes a P,y , Py, P2 € Pagz S0 estimadas a partir do

desvio-padrédo de uma distribuicao retangular simétrica cujo intervalo é definido pela resolucéo dos
seus respectivos valores apresentados nas Tabelas de Correcdo das Densidades e dos Volumes
dos Produtos de Petréleo, 1970. Logo, segundo o Guia, estas estimativas da incerteza sao
definidas pela equacao 4:

(4)

Pi

e

Onde:

a =resolucdo dos valores tabelados das massas especificas.

Ent&o, as estimativas das incertezas referentes as grandezas de entrada p,qqy, L1, ;2 € Pyoz) dO

caso em estudo séo:

_ 0,0001 g/cm® =577x10"°g/cm?

u
U \/§

1.3.4 Incertezareferente & P, giga

A avaliacdo da incerteza referente a p,.4i4, € Calculada a partir da incerteza expandida declarada

no certificado de calibracdo do densimetro utilizado na medicdo. Segundo o Guia, este tipo de
estimativa da incerteza é definido pela equacéo 5:

U 5
U(Xi):? ©)
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No caso estudado: U = 0,0003 g/cm3 e k=2

Deste modo, a incerteza da fonte P 4iga €:

10,0003

l'Ipmedido -

g/cm® =1,5x10"g/cm?

1.3.5 Incerteza referente a temperatura

A avaliacdo da incerteza referente a temperatura é calculada a partir da incerteza expandida
declarada no certificado de calibracdo do termdmetro utilizado na medi¢do. Semelhantemente a
estimativa da incerteza do certificado do densimetro, o calculo da fonte de incerteza relacionada a

temperatura é realizado pela equacao 5, onde, no caso estudado, U =0,12 °C e k=2.

Deste modo, no caso em estudo,

u :O’—;ZOC:O,OG °C

Temperatura

1.4 Coeficientes de sensibilidade referentes as fontes de incertezas

Os coeficientes de sensibilidade da medi¢cdo da massa especifica da gasolina a 20 °C, em relacdo
as fontes de entrada P,y , P11 P2€ Paoz) © Predido SA0, respectivamente, definidos e calculados

pelas equacgdes:

6onoc :1_[pmedida_pl)208 ©)
apzou) Py~ P
8'0200(: ‘(pl — 22) + ( Prediga = PL)
— medida (,0 —p ):0,8 (6a)
opy (o, — ,01)2 2 20
OP,0c B ‘(pmedida —p1)- (P20(2) - P20(1))| _02
- 2 =Y, (6b)
op, (P, —p1) |
apzooc _ (pmedida _plj -02 (6¢)
P02 P2~ P
@,0200C _ Pooc2y ~ Paoq _1 (&)

aIOmedida Py~ P
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A grandeza temperatura néo figura na equacéo 1, a qual define o0 mensurando. Deste modo para
o célculo do coeficiente de sensibilidade da massa especifica da gasolina em funcdo da
temperatura, utilizou-se neste caso os dados citados nas Tabelas de Corre¢do das Densidades e
dos Volumes dos Produtos de Petroleo, 1970. Com estes dados foi elaborado o grafico 1.

Gréfico 1 - Variacdo da massa especifica da gasolina em funcao da temperatura conforme

0,789 4

0,788 4 p(g/cm3)= 0,0007. Temperatura
+0,7705

R? = 0,9996

0,787 4
0,786 1
0,785 4

0,784 4

MASSA ESPECIFICA (g/cm?)

0,783 4

0,782
15 17 19 21 23 25

TEMPERATURA °C

Tabelas de Correcéo das Densidades e dos Volumes dos Produtos de Petroleo, 1970.

No gréfico 1 sdo apresentados a fung¢éo que define a variagdo da massa especifica da gasolina
em relacdo a temperatura e o valor do coeficiente de discriminacdo (R?) da funcao escolhida o
qual é igual a 0,9996. A equacéo apresentada pode ser representada pela equacgéo 7:

Popc =2-0+Db 7)
Onde:
Popc =Massa especifica da gasolina a 20 °C;
a =0,0007 g/cm3/°C (coeficiente angular da reta);

b =0,7705 g/cm? (coeficiente linear da reta); e

6 =temperatura em °C.

Deste modo, o coeficiente de sensibilidade da massa especifica referente a temperatura é definido
e calculado pela equacéo 8.

3
— a=0,0007 /Och ©)

0'0 20°C
0

1.5 Componentes de incertezas

Determinadas as incertezas de cada fonte de entrada e respectivos coeficientes de sensibilidade,
as componentes de incerteza de todas as fontes para a incerteza combinada da massa especifica
da gasolina so calculadas e apresentadas na tabela 1:
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Tabela 1- Componentes de incerteza de medi¢cédo de cada fonte de entrada da incerteza
combinada da massa especifica da gasolina

Fonte de Incerteza Componente (g/cm3)
Reprodutibilidade 1,91E-05
Repetitividade 5,77E-05
P20 4,62E-05
yol 4,62E-05
o 1,15E-05
P202) 1,15E-05
Predido~ DENSIMeEtro 1,50E-04
Temperatura 4,20E-05

1.6 Combinacé&o das incertezas

A combinacéo de incertezas é realizada pela equacéo 9.

N

u.(y) =2 [usF 9)

i=1

Onde:
u;(y) = Componentes de incerteza de medicdo de cada fonte de entrada da incerteza
combinada, cujos valores sdo apresentados na tabela 1.

Aplicando-se a equacéo 9 aos valores do nosso estudo de caso, 0s quais encontram-se na tabela
1, o valor da incerteza combinada obtido é 1,803E-04 g/cm?.

1.7 Balango das incertezas

Durante qualquer célculo de estimativa da incerteza de medicao, deve-se controlar os valores das
fontes de incertezas de cada grandeza entrada com a elaboracao de graficos os quais retratam os
balancos das incertezas. Neste tipo de gréafico, podem ser observadas, de maneira rapida, clara e
objetiva, as fontes que predominam na incerteza de medi¢cdo de um mensurando em estudo. Este
modo de avaliacdo é importante porque se os limites de tolerdncia do processo especifico
necessitarem de uma otimizacdo da exatiddo do mensurando em questdo, o grafico indicara
rapidamente e de forma orientada quais sdo as fontes prioritarias para a melhoria de suas
respectivas exatiddes de forma atender aos limites otimizados de tolerancia do processo. O
gréfico 2 apresenta uma avaliagdo deste tipo, onde sdo apresentadas todas as componentes de

incerteza do resultado de medicdo da massa especifica de gasolina da amostra em estudo.
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Grafico 2 — Variancia combinada e suas componentes da medicdo da massa especifica da
gasolina.

| | |
Variancia Combinada ]

Temperatura ]
Repetitividade =
Reprodutibilidade
p2
020(2)

01:I

Fontes de incerteza

Densimetro

p20(1) 1

0,00E+00 5,00E-09 1,00E-08 1,50E-08 2,00E-08 2,50E-08 3,00E-08 3,50E-08
Variancia (g/cm3)2

Neste estudo de caso, observa-se no grafico 2 que o valor preponderante na incerteza combinada
€ aquele do certificado do densimetro utilizado na medicdo. A incerteza referente a
reprodutibilidade do método, componente que constara em qualquer medi¢cao de massa especifica
realizada pelo laboratério em questéo, é cerca de 1,1% da incerteza combinada.

1.8 Célculo dos graus de liberdade

O numero de graus de liberdade efetivos da incerteza - padrdo combinada de um mensurando é
calculado pela equagédo de Welch Sattethrwaite, equacao 10:

u) _ uy)
iui“(y) ZN:C u(x)f (10)

i=1 VY i=1 %

veﬁ =

Onde:
N = numero de fontes de entrada;

v; = graus de liberdade referente a cada fonte de entrada,;
u;(y) = incerteza - padrdo da fonte de entrada na unidade do mensurando;
u( x; )=incerteza - padrdo da fonte de entrada;

C; = coeficiente de sensibilidade referente a cada fonte de entrada.

O numero de graus de liberdade é um namero inteiro. Sempre que houver nimeros decimais no
valor dos graus de liberdade efetivos, somente a parte inteira do nUmero deve ser considerada.

Conforme o0 ISO GUM 95, o numero de graus de liberdade de uma incerteza - padrdo tipo B é
considerado infinito. Deste modo, no estudo de caso deste documento, o nimero dos graus de

liberdade efetivos da incerteza combinada u,_(0,,) € definido pela equagéo 11:
us(y) 1,06x107"°
Vett = T\ =T o =189
z u; (y) (5,54x10° +3,4x10™%) (11)

i=1 Vi
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1.9 Determinacgao do Fator de abrangéncia

O fator de abrangéncia (“k”) é definido a partir da distribuicdo t de Student e 0 mesmo depende da
probabilidade de abrangéncia, geralmente de 95%, e do nimero dos graus de liberdade efetivos

da incerteza - padrdo combinada Uu.(y) do mensurando. No caso estudado, para uma

probabilidade de 95% e com os numeros de graus de liberdade efetivo igual a 189 o fator de
abrangéncia (k) é igual a 1,972.

1.10 Estimativa da incerteza expandida

Eventualmente, a incerteza - padrdo combinada u.(y) pode ser utilizada para expressar a

incerteza em um resultado de medicdo. Porém, em algumas aplicagcbes comerciais, industriais,
regulamentares e quando a seguranca e a saude estdo em foco, se faz necessaria a declaragéo
de uma incerteza que defina um intervalo em torno do resultado de medicdo. Espera-se que este
intervalo englobe uma grande porcdo da distribuicdo de valores que podem razoavelmente ser
atribuidos ao mensurando. A incerteza expandida U, para uma determinada probabilidade de
abrangéncia p , é estimada pela equacédo 11:

U= I((p;v) Ug (y) (11)

No estudo de caso deste documento, a incerteza expandida € calculada pela equacéo 12:

U =1,972x(1,80x10*g/cmd) = 3,6x10° g /cm3 (12)

1.11 Resultado da Medicé&o
Neste estudo de caso, a declaracéo do resultado de medigéo é:

Prgoc = (0,78950 + 0,00036) glem?; k = 1,972; p = 95%

A tabela 2 apresenta a compilacdo de todos os valores das componentes da estimativa da
incerteza no resultado de medi¢do da amostra de gasolina do estudo de caso deste documento.

Tabela 2 - Compilacdo de todas as componentes de incerteza do resultado de medicdo da
amostra de gasolina do estudo de caso deste documento.

Fontes de Incerteza Valor Distribuicéo Divisor Senggﬁifda de In;:/ecrrtﬁsz a l%:%zgg
Limite inferior da densidade corrigida
0,0001
' retangular 0,8 4,62E-05 0
P20 glem® 9 \/§
Certificado do densimetro O, cqida Oé?COngf normal 2 1 1,50E-04 0
Limite inferior da densidade observada
0,0001
£, glem® retangular \/§ 0,8 4,62E-05 0
Limite superior da densidade corrigida
3 -
para 20 °C Paocz) 0,0001 g/cm retangular \/§ 0,2 1,15E-05 0
Limite superior da densidade \/—
3 - o0
obsevada P, 0,0001 g/em retangular 3 0,2 1,15E-05
Certificado de calibragao do 0,120C normal 2 | 00007 (glem)C | 4,20E-05 %
termdmetro
Repetibilidade da Amostra 0,0001 glcm? normal J3 1 5,77E-05 2
Reprodutibilidade do método 0’8?3231 9 normal 1 1 2,01E-05 48
Incerteza Combinada normal 1,80E-04 189
Incerteza Expandida (95%, k=1,972) normal 3,6E-04 189
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ANEXO Il

Determinacéo da Incerteza do Material de Referéncia Certificado de Etanol em Agua
produzido pela Divisdo de Metrologia Quimica (Dquim) do Inmetro

Responsével pela elaboracéo: Janaina Marques Rodrigues e Marcus Vinicius Barreto Sousa.
Instituicdo: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).

1. Introducéao

No processo de certificacdo de um material de referéncia é essencial a determinacdo com
confiabilidade da grandeza certificada e da incerteza de medicdo do processo. O material de
referéncia certificado de etanol em agua desenvolvido pela Dquim tem por objetivo fornecer
confiabilidade nas verificagbes dos etildometros (bafémetros) empregados na medicdo do teor de
alcool expirado pelos pulm&es de condutores de veiculos.

Este material composto de etanol diluido em agua é preparado em cinco fragdes massicas
diferentes, utilizando-se para isso uma metodologia primaria denominada gravimetria. Esta
metodologia consiste, de acordo com cada uma das fragdes massicas almejadas, na pesagem de
frascos separados da massa alvo de etanol e da massa alvo de agua, com posterior mistura
destes.

Na Tabela 1, estdo apresentadas as fracdes massicas de etanol que sao produzidas pelo
Inmetro/Dquim.

Tabela 1: Fragbes massicas em que sdo produzidos os MRC de etanol em agua.

[1] 0,0509%
[2] 0,0814%
[3] 0,1069%
[4] 0,3820%
[5] 0,4960%

" %: g etanol/100 g solugédo

A preparacdo e certificacdo deste MR foram desenvolvidas segundo as orientagBes dos ISO
Guides 31, 34 e 35.

A preparacdo do MRC é realizada em galBes de cinco litros, estes sdo, apés 16 h em repouso,
homogeneizados por 1 h, através de agitacdo magnética, e, em seguida, subdivididos em garrafas
de 0,5 L. Cada galéo € subdividido em 9 garrafas de 0,5 L.

A certificacdo deste MR compreende duas etapas. A primeira etapa € correspondente ao
estabelecimento do valor da fracdo massica de etanol a ser certificada e a segunda é referente a
estimativa da incerteza de medicdo. A fracdo massica de etanol certificada para cada garrafa de
0,5 L é estabelecida através da gravimetria, com base no preparo do galdo de 5 L. No entanto, o
valor da fracdo massica de etanol obtida pelo método gravimétrico é avaliado através da
comparagdo com o resultado de uma andlise cromatografica. Assim, das nove garrafas obtidas de
um galdo, trés garrafas, representativas do lote, sdo analisadas por cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizagdo por chama. A homogeneidade entre estas garrafas e no interior de cada
garrafa é verificada através de analise de variancia (ANOVA) e a diferenca percentual da fracdo
massica de etanol obtida por analise cromatografica para cada uma das trés garrafas em relagao
ao valor gravimétrico da preparag¢édo do galdo ndo deve ser superior a 1%. Uma vez que os dois
critérios sdo atendidos simultaneamente, ou seja, que as trés garrafas analisadas sejam
homogéneas entre si e que a diferenca percentual da fracdo massica de etanol obtida através da
andlise cromatogréafica em comparagdo ao valor da fracdo massica de etanol obtida pelo método
gravimétrico seja inferior a 1%, o material de referéncia pode ser certificado.
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Em anexo, segue o organograma das etapas de producdo, quantificacao e certificagcdo do MRC.

2. Procedimento

2.1
Mensurando: Fracdo massica de etanol ([ETOH]).
Matriz: Agua.
Equacéao para a estimativa do valor do mensurando (Equagéo 1):
[ETOH] = mETOH, X pxeva 1)
(mETOH +magua)
Onde:

METOH : massa de etanol pesada;
magua : massa de agua pesada;
p: pureza;

eva: Fator de evaporacéo.

2.2 O preparo da amostra consiste na pesagem individual da massa de etanol e da massa de
agua. Em seguida, o frasco contendo etanol é colocado dentro do galdo de 5 L que contém a
agua. A solucao composta por etanol e 4gua é entdo deixada em repouso por 16 h, sendo
posteriormente agitada por 1 h para a completa homogeneizagéo. Apés este periodo, o conteudo
do galdo é transferido para 9 garrafas de 0,5 L. As balancas utilizadas sdo calibradas pelo
Laboratorio de Massas do Inmetro.

A Tabela 2 apresenta os valores para a quantificagdo da fracdo massica de um galdo preparado
na fragdo méssica alvo de 0,0509 %.

Tabela 2: Dados utilizados na estimativa da fracado méassica de etanol.

Massa de etanol pesada 2,49511 g
pureza 0,99953406
Fator de evaporacao 1
Massa de agua pesada 4897,59

Substituindo-se os dados da Tabela 2 na Equagéo 1 tem-se:

2,49511
4897,5+2,49511

[ETOH]= x 0,99953406 x 1

[ETOH]=0,0508969%

2.3 As fontes de incerteza que afetam o valor do mensurando séo provenientes do processo de
preparo do material de referéncia, sendo aquelas expressas na Equacdo 1, além da incerteza
inerente & homogeneidade do material e a estabilidade do transporte e do armazenamento do
MRC. O diagrama de causa e efeito estd apresentado na Figura 1.
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estabilidade
pureza
massa de etanol titulagao analise
Karl Ficher -
cromatografica

calibracao da balanga

v

[ETOH]
calibragao da balanga

massa de agua evaporagao

homogeneidade

Figura 1: Diagrama de causa e efeito para a estimativa da incerteza de medi¢cdo do MRC de
etanol em agua.

2.4 ldentificadas as grandezas de influéncia, deve-se entéo iniciar o calculo da incerteza para o
MRC. A incerteza expandida, U, , é expressa pela Equagéo 2.

Uyre =K x U([ETOH]) (2)
Onde:
k : fator de abrangéncia para um nivel de confianca de 95%;
U([ETOH]): incerteza padrdo combinada da fragdo massica de etanol.

O fator de abrangéncia k s6 é calculado caso a incerteza dominante seja tipo A, caso esta
incerteza seja tipo B, considera-se o valor de k equivalente a 2, uma vez que assume-se que 0
grau de liberdade do sistema € infinito.

O valor de k é obtido a partir da estimativa do grau de liberdade efetivo do sistema, calculado
pela Equacéo 3:

Uett = UffY) = “: (¥) 7 ©)
%UC(Y) %(u(xi)xci)
=Y, i1 vV

i
Onde N é o nimero de grandezas de entrada e vi € o grau de liberdade da grandeza X; . Depois

de calculado o v, , estima-se o valor de k, utilizando-se para isto uma tabela de graus de
liberdade efetivo.

A incerteza padrdo combinada da fracdo méssica de etanol é calculada com a combinacdo das
incertezas expressas no diagrama de causa e efeito, aplicando-se a Equacao 4:
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Uyre =K x \/ u?(carac.) + u’®(homog.) + u®(transp.) + u’(armaz.) 4)

Onde:
u(carac.): incerteza inerente a caracterizacao;

u(homog.) : incerteza inerente a homogeneidade;
u(transp.) : incerteza inerente ao transporte;
u(armaz.): incerteza inerente ao armazenamento.

Na Equacdo 4, temos quatro fontes de incertezas a serem calculadas para
depois serem combinadas. Entéo, a fim de tornar o calculo mais
compreensivo, deve-se desmembra-lo nos seguintes tépicos.

2.4.1 Célculo paraincerteza inerente a caracterizacéo
A incerteza da caracterizacdo pode ser calculada com a combinacdo das incertezas das

grandezas utilizadas para o calculo da fracdo massica real utilizando-se a Equagédo 5. Esta
expressao pode ser desmembrada, a fim de facilitar o célculo, nos seguintes topicos:

u(carac.) = J u?(METOH) +u?(magua) + u?(p) +u?(eva) (5)
2.4.2 Célculos de incerteza para as massas pesadas

Estas incertezas séo do tipo B.

Neste célculo aplica-se a Equagéo 6, baseada na incerteza emitida no certificado de calibragéo
das balancgas.

U(m. pesada) _ Ucertificado (6)

certificado

2.4.2.1.a) massa de etanol pesada

Ucertificado . 000002

U(METOH) = =0.00001
certificado
2.4.2.1.b) massa de agua pesada
u(magua) _ Ucertificado _ Ol _ 005

certificado
2.4.2.2 Célculo paraincerteza da pureza do etanol

A incerteza inerente a pureza do etanol é determinada experimentalmente, sendo, portanto uma
incerteza do tipo A.
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Para a estimativa da incerteza referente a pureza do etanol utilizado no preparo do MRC, séo
utilizadas duas metodologias: sendo uma a andlise cromatogréfica através do detector de
ionizacdo por chama, a qual ndo contabiliza o teor de agua presente no etanol e a titulacdo
automatica Karl Fischer coulométrica, onde é determinado o teor de agua no etanol.

Com os valores obtidos através das analises, pode-se calcular o valor desta incerteza utilizando-
se a Equacéo 7.

U( p) = \/(uvcromat. )2 + (uvKarIFischer )2 (7)

Desmembrando a Equacao 7, obtém-se a Equacao 8, onde a incerteza da pureza € calculada
através da combinacao de duas razfes, uma onde um desvio padrdo combinado (s) é dividido
pela raiz quadrada do numero de experimentos (método cromatografico) e a outra onde um desvio
padréo amostral é dividido pela raiz quadrada do numero de experimentos (Karl Fischer).

S

uv, KarlFicher — % (8)

cromat **

..ou....uvV

No célculo da pureza do etanol através do método cromatografico, utiliza-se um desvio padrédo
combinado porque séo realizados dois tipos de analise cromatogréafica. Os tipos de analise se
diferem na coluna que € utilizada, em um caso se utiliza uma coluna polar e no outro uma coluna
apolar.

Neste caso, como ambos os desvios das injegfes realizadas pelo cromatografo foram nulos, o
calculo da incerteza refere-se apenas aos valores obtidos pela titulagcdo Karl Fisher.

5
W S 6,35x10

=uV. ) ="
cromat KarlFicher
Jn J12

E importante ressaltar que a determinacdo da pureza do etanol é realizada para cada nova garrafa
de etanol utilizada e para cada novo processo, neste caso pode-se ainda utilizar a mesma garrafa
de etanol.

=1,83326x10"

2.4.2.3Célculo para aincerteza da evaporagao

A estimativa da incerteza da evaporacdo do etanol foi determinada experimentalmente. No
entanto, os dados obtidos neste estudo (Tabela 3) séo utilizados em todos os processos de forma
que ela passa a ser considerada como uma incerteza do tipo B.

A incerteza da evaporacéo € calculada através da razdo de um desvio padrdo combinado (S, )

pela raiz quadrada do numero de experimentos (Equagéo 9). O desvio padrdo combinado € obtido
com o estudo da evaporacdo do etanol realizado por trés técnicos distintos em dois dias
diferentes. Cada técnico efetuou duas medicBes em cada dia.

u — Scomb. 9)
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Tabela 3: Dados obtidos no experimento para a estimativa da evaporacao.

%Evaporag¢ao/100
Técnico 1° dia 2° dia Desvio padrdo  (Desvio padrao)?
1 3,10169-10° 4,90334-10°  1,27396-10° 1,62299-10-10
2 2,86552-10° 1,82363-10°  7,36727-10° 5,42766-10"
3 6,5264-10¢ 8,98641-10°  5,89286-105 3,47258:10°

< _\/Z(Desvio padréo)”.(n, -1)

n+n,+n,—N

-10 -11 -9 -
. \/ (1,62299-107° +5,42766 130 +347258-107)x (1) _ 4 gq673.10
5
u,, =>20073107 ) 43162.10%%
J6

Calculadas todas as incertezas necessarias para a incerteza da caracterizacdo, deve-se realizar a
combinacédo destas através da Equacdo 10. A Equacéo 10 apresenta o célculo através do método
relativo. E importante ressaltar que para que a metodologia de estimativa da incerteza de medig&o
pelo método relativo possa ser empregada usualmente no laboratorio, foi realizada a comparacao
dos resultados da estimativa através dos métodos relativo e classico, os quais demonstraram
serem equivalentes.

No método relativo, as componentes da incerteza sédo divididas pela grandeza de entrada, a fim
de que estas figuem adimensionais. Logo, a combinacdo através da soma das componentes
estara expressa adimensionalmente, necessitando serem posteriormente normalizadas para a
unidade do mensurando. Esta normalizacdo ocorre através da multiplicacdo da incerteza padréo
combinada na forma relativa pelo valor do mensurando, no caso, a fragdo méssica de etanol. Esta
normalizacédo é expressa na Equacao 10.

u(carac.) =[ETOH]x J [ uggg: )j + ( ug]azguuaa)] + ( u(pp)] + ( uEeev\;a)j (10)

Substituindo-se os valores para cada um dos termos da Equacéo 10, tem-se a incerteza inerente
a caracterizacao.

0,00001]2 +( 0,05 jz +[0,000018333j2 +(0,0000143162 T

u(carac.) =[0,0508969] x
2,49511 4897,5 0,99953406 0,999751539

u(carac.) =1,30929-10° %

2.4.3 Célculo para alncerteza Inerente a Homogeneidade

A estimativa da incerteza inerente a homogeneidade é feita através de analise de variancia
(ANOVA) segundo a ISO Guide 35.

Para o caso em que a média quadrética entre as garrafas for maior que a média quadrética dentro
de cada garrafa (MQentre > MQdentro), a incerteza inerente a homogeneidade é calculada
segundo a Equacéo (11).
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n

U(homog) _ \/[( MQentre - MQdentro )J (11)

Onde:
N : numero total de replicatas.

Para os casos em que MQenre < MQqentro, Utiliza-se a Equagao 12.

u(homog) = 4 ( MQuerio j <2 (12)
n dfdentro

Onde:
dfgentro: graus de liberdade no interior de uma garrafa.

No caso do MRC de etanol em agua, a MQentre > MQuentro, S€NdO calculada para o0 exemplo em
questdo através da Equacao 13.

1,4041-10%- 6,62434-10°
2

(13)

u(homog) = \/ =6,09-10° %

2.4.4 Célculo para a Incerteza Inerente a Estabilidade

A incerteza inerente a estabilidade é composta pela incerteza correspondente ao transporte do
MRC (transporte do produtor até o cliente) e pela incerteza referente ao armazenamento do MRC.

Este calculo de incerteza depende da realizacdo de estudos de estabilidade de longa e de curta
duracdo, onde sdo simulados, respectivamente, o armazenamento e o transporte do material.
Durante o estudo de longa duracdo, as amostras devem ser colocadas em pelo menos duas
temperaturas, a temperatura de referéncia, na qual se considera que o material ndo sofra
alteracdes que afetem o mensurando, e na temperatura em que se propfe que o material seja
armazenado, devendo ser realizadas analises periddicas. No estudo de curta duragdo, as
amostras também sao submetidas a temperatura de referéncia e em pelo menos uma temperatura
gue simule a condigdo de transporte do material. No final do tempo de estudo requerido, as
andlises séo realizadas a fim de se verificar se os valores de fracbes massicas obtidos ndo
sofreram variacao no periodo do estudo. O ISO Guide 35 recomenda duas metodologias para a
realizacdo deste estudo, uma é o método classico e a outra 0 método is6crono. No método
classico, as andlises sao realizadas sob condi¢des de reprodutibilidade, j& no método isécrono, as
andlises sdo realizadas sob condi¢cdes de repetibilidade. Por esta razdo, o método is6crono
conduz a incertezas menores que o método classico.

Nas duas metodologias, deve-se fazer uma analise inicial com tempo inicial de estudo igual a zero
(t=0). Com o resultado obtido através destas andlises (Tabela 4) é realizada uma andlise de
regressao, onde se avalia se a reta obtida ndo possui uma regressao significativa, 0 que indica
que o valor do mensurando, no caso a fragdo méssica de etanol, ndo variou com o tempo nas
condicbes estudadas.
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Tabela 4: Dados do estudo de estabilidade de curta duracéo.

Etanol Nimero de dias na estufa

% 0 2 4 7

[1 0,0507 0,0507 0,0508 0,0507
[1] 0,0507 0,0508 0,0506 0,0507
2] 0,0891 0,0888 0,0892 0,0889
2] 0,0891 0,0890 0,0893 0,0892
[3] 0,1155 0,1158 0,1155 0,1157
[3] 0,1155 0,1155 0,1154 0,1153
[4] 0,3887 0,3893 0,3898 0,3885
[4] 0,3887 0,3909 0,3905 0,3909
[5] 0,4576 0,4587 0,4591 0,4588
[5] 0,4576 0,4577 0,4583 0,4567

Para o caso do MRC de etanol em agua, a temperatura de referéncia utilizada em ambos os estudos
foi (4,0 + 0,4) °C. A temperatura utilizada no estudo de longa duragéo foi de (20,0 + 0,2) °C e a
utilizada no estudo de curta duracdo foi (60,0 + 0,5) °C. E importante ressaltar que as estufas
utilizadas para os estudos foram calibradas por um laboratério acreditado pela Cgcre, assim como
os termohigrébmetros utilizados séo calibrados pelo Laboratério de Higrometria da Divisdo de
Metrologia Térmica do Inmetro.

O ISO Guide 35 recomenda que o célculo da estimativa da incerteza da estabilidade seja
calculado com base nas seguintes Equagoes:

Modelo Empirico:

y=Dbx+Db, (14)

y : mensurando ( [ETOH])

X : tempo

b, : inclinacdo da reta= b, =0

b, : intercepto, em X =0 = b, = mensurando ( [ETOH] )

Desmembrando a equacéo da reta obtém-se as Equagdes 15 e 16:

b, =-

> % - %), - 7)

i(xi -

QZ

Onde:

X; = valores de dias na estufa

X = média de dias na estufa

y; = valores de fracdo massica obtidos

y = média de valores de fragdo massica obtidos

(15) b, =Y-bX

(16)

A Tabela 5, calculada com base nos dados da Tabela 4, apresenta 0s valores a serem
empregados nas Equacdes 15 e 16.
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Tabela 5: Valores para a estimativa do estudo de estabilidade de curta duracéo.

Dados para os calculos

[ [ Yi y X, X
0,0507 00507 00507  0,050713 0 3,25
0,507  0,0508  0,05075 2
0,0508 00506  0,0507 4
0,0507  0,0507 0,007 7

Logo, realizando-se os célculos através das Equacdes 15 e 16, tem-se os dados da Tabela 6.

Tabela 6: Valores para a estimativa do estudo de estabilidade de curta
duracgéo - continuacao.

Y-V %—-X (¥, —¥)(% —%X) (x—X)

-1,2510%  -3,25 4,0625-10° 10,5625
3,75:10%  -1,25 -4,6875-10°  1,5625
-1,2510% 0,75 -9,375-106  0,5625
-1,2510% 3,75 -4,6875-10° 14,0625

Aplicando-se as Equacdes 15 e 16, obtém-se:
b, =-2,33645-10° e b, =0,050720093

Calculada a equagdo da reta (y =-2,33645-10°- x + 0,050720093, onde y = fracdo massica de

etanol e x é o tempo), deve-se aplicar a Equagdo 17 para o céalculo da incerteza referente a
estabilidade.
Uu=s, x { (17)

Onde o fator Sy pode ser calculado utilizando-se as Equagfes 18 e 19, como demonstrado na
Tabela 7:

S

S

by

= (18) Z(yi —b, - blxi)2 (19)
> (% =%)’ i
2% n—2
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Tabela 7: Dados para o calculo da incerteza da estabilidade de curta dura¢do — continuacao.

Dias (x)  [ETOHI(y)  (y,—h,—bx)?

0 0,0507 4,03747-10-10
2 0,05075 1,19574-10°
4 0,0507 1,15512-10-10
7 0,0507 1,3975-10-""
Somatorio 1,72897-10°

n-2 2

s? 8,64486-10-10

S 2,94021-10%

S, 5,68482:10-6

Para se avaliar estatisticamente se o material encontra-se estavel, o ISO Guide 35 recomenda
que o valor absoluto da inclinagdo da reta b, seja menor que o produto do desvio padrdo

associado a inclinacao da reta (sbl) pelo fator t de Student, para n-2 graus de liberdade e um nivel
de confianca de 95 %, conforme apresenta a Equagéo 20.

b, < Lo o5z Sbl (20)

Sendo o fator t de Student para este estudo equivalente a 4,30, comprova-se que o material de
referéncia demonstrou-se estavel nas condi¢des estudadas.

Calculado o fator Sp, - basta multiplicd-lo pelo fator tempo e teremos a incerteza referente a

estabilidade do MRC. Para este caso especifico (Equagdo 21), esta exemplificada a incerteza
referente ao transporte das amostras.

u=s, xt=>5,68482 -10° x7 =3,97938-10° (21)

Para o célculo das outras frac6es massicas e do estudo de estabilidade de longa duracao, basta
utilizar este mesmo modelo de equacoes.

2.5 Calculadas todas as fontes de incerteza do material, utiliza-se a Equacédo 4 para o calculo da
incerteza padrdo combinada da fragdo méssica de etanol. Na Tabela 8, estdo ordenados todos os
valores das componentes de incerteza calculadas anteriormente, e, em seguida, a combinacéo
destes valores.

Tabela 8: Fontes de Incerteza para a Certificacdo do Material de Referéncia Etanol em agua.
Fontes de incerteza Incertezas das grandezas de entrada (%p/p) Tipo

u(homog.) 6,08961-10° A
u(armaz.) 3,36665-10* B
u(transp.) 3,97938-10° B
u(carac.) 1,30929-10° B

Substituindo os valores da Tabela 8 no conjunto de equacgbes abaixo, que refletem as
Equacdes 2 e 4, tem-se o valor da incerteza padrdo combinada da fragdo massica de etanol.

Uy =K x \/ u’(carac.) + u?(homog.) + u®(transp.) + u*(armaz.)

Upre = 24/ (1,30929-10°)7 + (6,08961-10°)% + (3,97938-10°)7 + (0,000336665)’
U,e = 2x0,000344437 = 0,000688874
U, e =0,00069%
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Para o calculo da incerteza expandida, deve-se analisar, na Tabela 8, se a fonte de incerteza
dominante é tipo A ou tipo B. Neste caso é do tipo B, pois o valor da incerteza de estabilidade de
armazenamento € a dominante, sendo proveniente de um estudo realizado anteriormente ao
ensaio em si. Sendo a incerteza dominante do tipo B, o valor do fator de abrangéncia é
equivalente a 2.

2.6 Valor certificado

[ETOH] = (0,05090 £ 0,00069) %
[ETOH] = (0,05090 + 0,00069) g etanol/100g solucéo
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ANEXO 1l

Estimativa da incerteza de medi¢cdo de metodologia analitica para determinacéo de
aflatoxinas em amendoim por técnica de CLAE

Responsavel pela elaboracdo: André Victor Sartori, Rosana Pereira dos Santos, Maria Heloisa
Paulina de Moraes e Marcus Henrique Campino de la Cruz.
Instituicdo: INCQS/FIOCRUZ

As aflatoxinas constituem um grupo de micotoxinas formadas como produtos secundarios no
metabolismo de alguns fungos, sendo consideradas importantes contaminantes de alimentos
devido ao elevado potencial toxico e por serem encontradas com grande ocorréncia. Assim, a
utilizacdo de métodos analiticos confiaveis, bem como a rastreabilidade dos resultados
assegurada através da estimacdo da incerteza de medicdo, sdo indispensaveis na avaliacdo da
conformidade de alimentos quanto & contaminacao por aflatoxinas.

Este estudo apresenta uma pratica descricdo da metodologia utilizada na estimativa da incerteza
de medi¢do de um método analitico empregado na quantificagdo de aflatoxinas em amendoim. O
método analitico baseia-se na extracdo das aflatoxinas com solucdo de metanol, seguido de
clean-up do extrato com coluna de imunoafinidade e andlise por técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia com derivagdo pés-coluna. A quantificagdo dos
analitos foi realizada por padronizacdo externa. Na estimativa da incerteza de medicdo, a
abordagem conhecida como bottom-up foi empregada, levando em consideracdo as principais
fontes de incerteza da metodologia analitica.

1 Materiais e Métodos

1.1 Equipamento

As andlises foram realizadas empregando um sistema CLAE equipado com médulo para
derivacao pés-coluna e detector por fluorescéncia.

1.2 SolugBes padréo e curvas de calibragéo

As concentragbes das solucdes padrdo das aflatoxinas de interesse (B1, B2, G1 e G2) séo
determinadas por espectrofotdmetro de UV empregando os coeficientes de absortividade molar
especificos de cada aflatoxina (AOAC, 2005). ApGs preparo de mistura contendo as quatro
aflatoxinas, diluigcbes seriadas séo realizadas para construgédo das curvas de calibragéo.

1.3 Preparo das amostras

O procedimento de preparo das amostras utilizado nesse estudo é baseado em método oficial
adotado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005). Neste procedimento, as
amostras (Mamosra) SA0 extraidas através da agitacdo com solugdo de metanol (Vexraczo). ApOS
etapa de filtracdo, uma aliquota do extrato (Vp1l) é diluido com agua deionizada (Vp2) e o extrato
diluido é entdo eluido em coluna de imunoafinidade (Vp3). Apos a eluicdo do extrato, a coluna é
lavada com &gua e entdo as aflatoxinas séo eluidas com metanol. O extrato é recolhido em baldo
volumeétrico (Vewato) € analisado por técnica de CLAE/F.

1.4 Quantificagcédo das Aflatoxinas nas amostras
A concentracdo de aflatoxina na amostra (ng/g) foi determinada pela razdo da massa de aflatoxina
qguantificada no eluato (M afaeae) € @ massa de amostra no eluato (M wmarizeate) de acordo com a
equacdo a seguir (Equacao 1):

mAﬂaEluato

Cafla(ngrg) = (1)
mMatrizEIuato
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Sendo a manaeae determinada através da regressao linear (Equacgéao 2):

m
Y _ bl % \jﬂaEluato . bo (2)

eluato

ou, reescrevendo a equacao 2 em funcdo da maraeae (Equacao 3):

Y -b
M pfiagrvato = Veluato X [b—oj (3)
1

A MuarizEnato FEPresenta a massa de amostra que, apés o tratamento, chega ao extrato final
(eluato), sendo determinada pela equacéo 4:

_ Vpl VpS 4
mMatrizEIuao - mamostra X vV X Vi Vv ( )
extracéo pl + p2

Assim, a equacgdo utilizada para o célculo da concentragdo das aflatoxinas nas amostras
(Equacéo 5) é obtida substituindo as Equacdes 3 e 4 na Equacédo 1 e apds adicionar um fator para
a recuperacdo® do método, (Rec). Sendo Y a area obtida nas injecdes das amostras, Mamostra @
massa de amostra pesada (g), bo 0 coeficiente linear e b, o coeficiente angular da curva de
calibracdo, Vexracio O VOlume de solvente utilizado na extracdo das amostras (mL), Velao 0 Volume
do extrato final (mL), Vp1, Vp2 e Vp3 os volumes medidos na transferéncia e diluicdo do extrato
(item 2.3) e Rec a recuperacao do método determinada na etapa de validacao.

(Y - bo) ><Vextra(;élo ><Veluato x (Vpl +Vp2) J % 1 (5)

C =
ARLA (nale) { bl X mamostraxvpl ><Vp3 ReC

1.5 Incerteza de Medicéo

A estimacdo da incerteza de medicdo da metodologia analitica foi realizada com base em
documento guia de organismo internacional (ABNT / INMETRO, 2003) bem como na literatura
cientifica. Foram utilizados os dados obtidos dos estudos de validag&o intralaboratorial do método
analitico na estimativa da incerteza da recuperacao e da repetibilidade do método.

Neste estudo além das fontes de incerteza dos termos da Equagdo 5, foram consideradas
também as fontes do preparo das solugfes padréo de calibragcéo e da repetibilidade.

As incertezas relativas de cada fonte considerada na estimativa da incerteza de medi¢cdo do

método foram combinadas de acordo com a Equacéo 6, onde Cneigca € @ média da concentracdo
medida, u(Cpaarao) € a incerteza relativa da concentragcdo da solugdo padrdo, u.(preparo) € a
incerteza relativa do preparo da amostras, u.(curva) é a incerteza relativa da curva de calibracéo,
ui(r) é a incerteza da repetibilidade e u,(Rec) é a incerteza da recuperacédo do método.

U, = C medida X \/(ur (Cpadr‘,;m))2 +(u, (preparo)) + (u, (curva))* + (u, (r))* + (u, (Rec) (6)

A incerteza expandida foi obtida multiplicando a incerteza padrdo combinada pelo fator de
abrangéncia (k=2) considerando um nivel de confianca de 95,45 %.

U=k, W)

1 R . ~ ~ . . .
Como os resultados de recuperacdo séo aplicados na correcdo da concentragdo de aflatoxinas em amostras analisadas na rotina do
laboratdrio, a incerteza da recuperagdo do método deve ser considerada como uma grandeza de entrada.
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As fontes de incerteza utilizadas na determinacéo da incerteza de medicao séo descritas a seguir:
a) Incerteza do Preparo da amostra

A incerteza do preparo da amostra, u.preparo), é calculada a partir dos termos da férmula
utilizada na conversédo da massa de aflatoxina medida na aliquota injetada para concentracdo de
aflatoxina na amostra. A u/(preparo) é determinada pelo método relativo através da combinacéo
das grandezas de entrada, como demonstrado na Equacéo 8.

2 2 2 2 2 2
u u u u i u u ~
u( preparo) — (p1) + (p2) + (p3) + (Vexiragac) + (Mamostra) + (Vewaw) (Equagao 8)
\Y \Y \Y \Y m \Y/
pl p2 p3 extracéo amostra eluato

A incerteza do volume injetado (Vinietado) N@0 sera considerada no célculo de incerteza ja que esta
grandeza é contemplada na incerteza da precisdo do método, que é determinante na variancia
das é&reas obtidas.

b) Incerteza da Repetibilidade

A incerteza da repetibilidade foi estimada a partir dos resultados obtidos na etapa de validacdo do
método. Na determinacdo desta incerteza, amostras em cinco niveis de concentragdo foram
preparadas através da fortificacdo de amendoim ndo contaminado por aflatoxinas (branco). A
incerteza da repetibilidade, uc(r), foi determinada para as amostras analisadas nestas condic¢des, a
partir do desvio padréo (Equagéo 9), onde s é o desvio padréo das concentracdes medidas e n o
namero de replicatas.

S
VX(p) ZWI (Equacio 9)

A incerteza relativa, u(r), desta fonte € dada pela Equacéo 10, sendo uc (r) a incerteza combinada
da repetibilidade e C medida @ concentracdo média de aflatoxina.

: (Equagdo 10)
S ) )_
u,(r) [E,,,ﬂm/u

c) Incerteza da Recuperagéo

Na determinacdo da recuperacdo do método analitico, amostras em cinco niveis de concentragéo
foram preparadas através da fortificacdo de amendoim ndo contaminado por aflatoxinas (branco).

A contribuicdo da recuperagdo para a incerteza relativa de cada nivel é calculada através da
Equacédo 11, sendo u; (Rec) a incerteza relativa da recuperacéo, u((Cmedida) @ incerteza relativa da
concentracdo medida e ur (Croniicacio) @ incerteza relativa da concentracao fortificada.

~

u,(Rec) = /(u, (C,..)) +@, (C,.. .))>
r ( ) \/( 7 ( medida )) ( ’ ( Jortificag ao )) (Equa(;éo 11)

A u(Cmedida) € dada pela Equacao 12, sendo s o desvio padrdo das concentracdes medidas e n o
namero de replicatas e Cmedida € @ concentracdo medida.
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2

A}
u, (C e 3
’ ( medida ) Wi 2 (Equa(;ao 12)

medida

A Ur (Cronificacao) € dada pela Equacdo 13, sendo Uc (Croniicacao) @ incerteza combinada da
concentragao fortificada e Cronificacao @ CONcentragéo da amostra fortificada.

WG o ’
C ( Jfortificag do ) } (Equa(;éio 13)

u r (C fortificag dGo ) = [ C

Sfortificag ao

A incerteza da concentracdo de fortificacdo “uUc(Crortificagao) / Croriificacao’ € determinada combinando-
se a incerteza da concentracdo da solucdo padrdo determinada por espectrofotdbmetro (Sartori et
al., 2009) com a incerteza do fator de diluicdo das solugbes padrdo e preparo das amostras
fortificadas (CALARESU et al., 2006).

Assim, a incerteza combinada da fortificacdo, sera dada pela Equagdo 14, onde Cpadzo € a
concentrac@o da aflatoxina na solu¢do padréo utilizada na fortificagéo, uc(Cpadrao) € @ incerteza da
concentracdo da aflatoxina na solucdo padréo, uc(Vi) € a incerteza do volume (baldo, pipeta,
seringa) utilizado no preparo da amostra fortificada e Vi é o volume medido (certificado).

_ || #e(Cpairar) S u. (V) (Equagao 14)
7%

padréo i=1 i

u, (C Sfortificagio )

Caso sejam preparadas mais de uma replicata da amostra (genuina), a incerteza combinada da
fortificac@o serd dada pela média das incertezas de cada replicata de acordo com a Equacgéo 15,
sendo uc(Crorificacio)i = incerteza combinada da fortificacao.

n

Z (uc (C fo rtificagﬁo)i )2

— /=1 ~
fortificag”ao)_ : n (Equacao 15)

uc(C

Desta forma, a incerteza relativa da concentragdo de fortificacdo € dada por (Equagéo 16):

fo rtificagﬁo)

_ uc(C
ur(C £

fortificagﬁo) = (Equacéo 16)

C fortificacio

d) Curva de calibragéo

A incerteza da curva de calibracdo é determinada através do método classico descrito no ISO
GUM. A aplicacdo desta abordagem para o calculo da incerteza de medicdo da curva pode ser
encontrada na literatura (de la Cruz et al., 2010).
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e) Incerteza da solucéo padrédo

Esta incerteza é obtida através da medi¢do das solucdes padrdo em espectrofotdmetro (Sartori et
al., 2009) ou do certificado da concentracao da solugéo, caso utilize-se um material de referéncia.
Nos dois casos a incerteza relativa da solugdo padréo, u/(Cpaaao), € dada pela Equacdo 17, a
seguir, onde uc(Cpagao) € a incerteza padrdo combinada da solucdo padrdo (certificado ou
espectrofotdbmetro) e Cpaarao € @ concentragéo da solugéo padréo.

u, (Cpadrdo ) (Equacéo 17)

ur (Cpaa’rdo ) - C

padrdo

6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ABNT/INMETRO. Guia para a Expresséo da Incerteza de Medicdo. Terceira edicdo brasileira em
lingua portuguesa — Rio de Janeiro: ABNT, INMETRO, 2003, 120 p.

AOAC International. Official Methods of Analysis. Natural toxins. Gaithersburg, 18" edition, 2005.

Calarescu, G.; Piras, P.; Galarini, R.; Chessa, G. Estimation of measurement uncertainty for the
determination of aflatoxin M1 in milk using immunoaffinity clean-up procedures. Accred. Qual.
Assur. (2006) 11: 10-16.

de la Cruz, M.H.C.; Rodrigues, J.M.R.; Couto, P.R.G.; Cunha, V.S.; Bremser, W. Estimativa da
incerteza de medigdo em andlise cromatografica: abordagem sobre a quantificagdo de carbamato
de etila em cachacga. Quimica Nova, (2010), 33:1578-1584.

Sartori, A. V.; Santos, R. P.; Moraes, M. H. P.; de la Cruz, M. H. C. Estimativa da Incerteza de
Medicdo Associada a Determinacdo da Concentracdo de Solucdes Padrdo de Micotoxinas por
Espectrofotometria de UV. Anais do XVI Encontro Nacional e Il Congresso Latino-Americano de
Analistas de Alimentos, 2009.



http://lattes.cnpq.br/4122363085315773

