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Resumo: Um material é perfeitamente homogéneo em relacdo a uma dada
caracteristica ou composicdo se ndo houver nenhuma diferenca entre os valores
obtidos de uma parte para outra do material. Os resultados, normalmente, sdo
avaliados utilizando-se andlise de varidncia (ANOVA), porém as premissas que as
populacdes dos dados a serem tratados devem ter distribui¢do normal e varidncias
iguais, limitam muito a utilizacdo dessa ferramenta estatistica. Assim, um teste mais
adequado para avaliar a homogeneidade de MRs foi proposto por Fearn & Thompson,
chamado de “homogeneidade suficiente”. Neste trabalho a avaliagdo pelos dois
tratamentos estatisticos foi realizada e os resultados discutidos.
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Abstract: A material is perfectly homogeneous with respect to a given characteristic
or composition if there is no difference between the values obtained from one part to
another. The results are usually evaluated using analysis of variance (ANOVA), but
the assumptions that populations of data to be processed must have a normal
distribution and equal variances, greatly limit the use of this statistical tool. Thus, a
most suitable test for assessing the homogeneity of RMs was proposed by Fearn and
Thompson, called "sufficient homogeneity". In this work, the evaluation by the two
statistical treatments were performed and the results discussed.
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material tem que assegurar e provar a
homogeneidade utilizando, para esse objetivo,

O estudo de homogeneidade € parte integrante do
planejamento na producdo de um material de
referéncia certificado (MRC), fazendo parte da
etapa designada de certificacdo do MRC.

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
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procedimentos adequados em detectar quaisquer
impurezas, interferéncias ou irregularidades, que
podem ser devidas a problemas ndo detectados
durante a preparacio.

De acordo com ISO guia 35 [1], um material é
perfeitamente homogéneo em relagdo a uma dada
caracteristica ou composicdo se ndao houver



nenhuma diferenca entre os valores obtidos de
uma parte para outra do material.

A quantidade de material necessaria aos estudos
de homogeneidade e a escolha dos métodos de
medicdo apropriados, para determinagcdo das
caracteristicas ou composi¢do quimica, deverdo
estar integrados desde o inicio do planejamento.

Um modelo bésico para a avaliacdo de um estudo
de homogeneidade compreendendo frascos (ou
partes) do material e os valores das medig¢des,
pode ser expresso pela relacdo entre a média
geral do valor das medig¢des e termos de erro para
a homogeneidade entre frascos e do erro aleatério
de medic¢do. As variancias destes termos sdo a
varidncia entre frascos e a varidncia de
repetibilidade, respectivamente. Dessa forma, a
avaliacdo, normalmente, € realizada utilizando-se
andlise de varidncia (ANOVA). Porém, este tipo
de avaliacdo pode conduzir a conclusdes erroneas
em duas situagdes. Se o método analitico usado
for pouco preciso, possiveis heterogeneidades
ndo sdo detectadas e o teste indicard que o
material € homogéneo ou ainda, a variabilidade
nos resultados pode ser significativa. Por outro
lado, se o método analitico é bastante preciso, o
teste indicard que o material é heterogéneo, pois
qualquer pequena diferenca entre a composi¢io
dos frascos produzird um resultado de
heterogeneidade. = Baseado  nos  conceitos
estatisticos, também existe a observagdo que as
populacdoes dos dados a serem tratados por
ANOVA devem ter distribuicdo normal e
variancias iguais, o que limita muito a utilizacio
dessa ferramenta estatistica.

Com base nisso, um teste mais adequado para
avaliar a homogeneidade de MRs foi proposto
por Fearn & Thompson [2], chamado de
“homogeneidade  suficiente”. Nesse teste,
diferentemente do realizado por ANOVA, é
imposto um limite ao desvio padrdo analitico,
chamado de ©,, em relacdo ao “desvio padrio
alvo (ou esperado)”, chamado de o,. Esse limite
estabelece que a razdo de G,, por G, deve ser
menor que 0,5, se possivel. Outro ponto
diferente, nesse método, € o calculo do valor
critico para comparacio, sendo calculado a partir
da obten¢do dos valores da variincia permissivel
entre-amostras (Gza“), da variancia analitica (szan)
e fatores (F; e F,) extraidos de uma tabela
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especifica  para  testar

suficiente” [2].

“homogeneidade

Devido a melhor performance do teste de
homogeneidade suficiente, em relacdo ao
tradicional, ele foi incorporado a um protocolo
internacional [3] e j4 citado em literatura nacional

[4].

O objetivo deste trabalho €é comparar as
avaliagdes por ANOVA e “homogeneidade
suficiente” no estudo de homogeneidade para o
analito metilmercudrio em candidato a material de
referéncia certificado na matriz peixe.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Planejamento do estudo de homogeneidade

Conforme descrito no ISO guia 35, selecionou-se
um subconjunto do lote produzido através de um
planejamento de amostragem. Assim, 10 frascos
foram selecionados aleatoriamente nos quais
foram realizadas as  determinagdes de
metilmercirio (MeHg). Para avaliacdo dos dados
por ANOVA, foram retiradas de cada frasco, trés
porcoes de 0,5 g cada e cada aliquota foi medida
em triplicata, obtendo-se, portanto trés valores
médios para cada frasco. Posteriormente, para
avaliacdo pelo método de ‘“homogeneidade
suficiente”, mais duas porcdes de 0,5 g cada
foram retiradas de cada frasco e cada aliquota foi
medida em triplicata, obtendo-se, portanto seis
(6) resultados para cada frasco.

2.2. Preparo das amostras e determinagdo do
MeHg

O método é baseado na lixiviagdo 4acida com
solucdo de acido cloridrico (HCI) 6 mol L' (viv)
e separacdo do mercdrio orginico € inorganico
em uma coluna de troca idnica. A solucao de HCI
extrai quantitativamente o MeHg dos tecidos
biolégicos e a coluna de troca idnica foi usada
para separar o composto MeHgCl ndo idnico do
complexo HgCl,”. A metodologia utilizada foi
baseada mos trabalhos de Horvat e May [5,6].

Uma vez separado, o MeHg foi decomposto para
Hg™, por radiacio ultravioleta (UV) e a solugdo
final, apds diluicdo € inserida no sistema de
introducdo de amostra do espectrofotdometro de
absorcdo atomica (SpectrAA220-FS, Varian
Austrdlia Pty Ltd.) e o metilmerciirio (como

2



mercurio) é determinado por meio da técnica de
espectrofotometria de absor¢cdo atdmica com
geracdo de vapor frio e injecdo em fluxo (FIA-
CV-AAS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacdo de metilmerciirio (MeHg)
nas porgoes do candidato a MRC

As porcdes dos 10 frascos foram analisadas e
valores discrepantes (outliers) foram testados, por
meio do teste de Grubbs [7]. A andlise nio
indicou a presenca de qualquer valor discrepante.

3.1.1. Analise de variancia fator vinico

A tabela 1 mostra os resultados obtidos da
andlise de variancia fator Unico, para os valores
de MeHg.

Tabela 1. Resultados obtidos da andlise de
variancia (ANOVA) dos resultados de MeHg.

Fonte da

variagao SQ gl MQ F  |F critico
Entre
lgrupos 0,0950 | 9 | 0,0106 2,72 2,39
Dentro dos
lgrupos 0,0774 20| 0,0039
Total 0,1724 |29

Como Feucuado > Ferico @ homogeneidade nao é
comprovada, e portanto, o material ndo §é
aprovado no teste de homogeneidade.
Verificando os dados obtidos no célculo de
varidncia para esses valores de medi¢cdo (tabela
2), observa-se que uma das premissas da
ANOVA nio foi confirmada, pois as variincias
sao diferentes. A comprovagdo desse fato pode
ser realizada pela divisdo do maior valor obtido
pelo menor valor de varidncia e obtém-se que
esse valor € igual a 34, sendo que o recomendado
€ que seja de 3 ou 4 [8]. O teste F, utilizado neste
tratamento, é um teste de hipétese considerando
variancias e, como as variancias sdo diferentes é
mais uma prova que o teste nio comprovaria ou
validaria a hip6tese de igualdade dos valores.

Tabela 2. Resultados obtidos dos valores médios,
desvio padrdo e varidncia dos resultados das
replicatas analisadas para MeHg.

Desvio N.

Frasco | Média Padrdo Medidas
N’ | (ugg") | (ugg") | Variancia| ()
2 0,277 | 0,032 | 0,00104 3
9 0,205 0,033 0,00107 3
14 0,388 0,134 | 0,01789 3
26 0,241 0,017 | 0,00030 3
31 0,265 0,100 | 0,01001 3
36 0,317 0,074 | 0,00545 3
50 0,334 0,009 | 0,00008 3
55 0,216 0,022 | 0,00047 3
63 0,237 0,044 | 0,00195 3
78 0,223 0,021 0,00044 3

A diferenca comprovada dos valores de

variancias na ANOVA pode ser proveniente do
método analitico utilizado nas medicdes (FIA-
CV-AAS), uma vez que, realizado em diferentes
dias, apresentou variabilidade nos sinais de
resposta tanto da curva de calibragdo como nos
sinais das amostras analisadas.

3.1.2. Método de “homogeneidade suficiente”
proposto por Fearn & Thompson

Como recomendado nas instrugdes [2], porgdes
em duplicata foram analisadas dos 10 frascos em
condicdes de repetibilidade e o resultado da
avaliacdo dos dados € mostrado na tabela 3.

Nos itens apresentados apds a tabela, sdo
mostradas as equacdes utilizadas para os cdlculos
e seus resultados. No item (a), a variancia
analitica (sz,m) ¢ obtida dividindo-se o somatorio
dos quadrados das diferencas (D?) por 2%m,
sendo m o nimero de frascos. Em (b) obtém-se a
precisdo analitica na forma de desvio padrdo. Em
(c) € obtido o valor para a estimativa da varidncia
entre-frascos (stam). O valor da variancia
permissivel entre-amostras (Gzau), calculado em
(d), é obtido apds ter o valor do desvio padrio
alvo (o,) calculado pela fung¢do de Horwitz [3,9].
O valor critico para o estudo de homogeneidade,
chamado c, € calculado em (e), sendo obtido pela
multiplicacdo de fatores especificos [2] pelos
valores de (Gzau) e (szan), sendo em seguida esses
valores somados. A decisdo desse teste segue o
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seguinte critério: se “stam > ¢” o teste de
homogeneidade falhou e esta ndo pode ser
comprovada e se “§2. < ¢’ o teste de
homogeneidade foi aceito e esta é comprovada.

Tabela 3. Teste de homogeneidade entre frascos,
aplicado aos dados de MeHg.

Frasco| Resultado [Resultado S= D’=
N. 1 (a) 2(b) |D=a-bla+b| (a-b)
2 0,296 | 0,295 | 0,001 [0,591|0,000001
9 0,195 0,241 | -0,046 |0,436|0,002116
14 | 0291 0,333 | -0,042 |0,624|0,001764
26 | 0245 0,255 | -0,010 |0,500| 0,000100
31 0,379 | 0226 | 0,153 [0,605|0,023409
36 | 0,382 | 0332 | 0,050 [0,714]0,002500
50 | 0,328 0,329 | -0,001 |0,657|0,000001
55 0,217 | 0237 | -0,020 |0,454|0,000400
63 0,208 0,215 | -0,007 |0,423|0,000049
78 0,243 0,224 | 0,019 |0,467|0,000361

Somatéria = 0,030701

Item(a) s’ = _D*2m = 0,030701/(2.10) =

0,001535 ug g™ (variancia analitica)
Ttem(b) S. =+/S2 = ,/0,001535=0,039179 pg g’

(precisdo analitica expressa como desvio padrao)
Ttem(c) S*um = (s%s/2 — S%)/2 = (0,010686/2 —
0,001535)/2 = 0,001904
Item(d) o’y = (030, =
0,000255 ug kg™

G, (obtido pela func¢do de Horwitz) = 0,02¢
0,02(0,274.10%)%5/10° = 0,05326 pg g (sendo
“c” a concentracdo média obtida de MeHg
expressa como fragdo de massa).

Item (e) ¢ = F;6% + Fos’an = 1,88.0,0002553 +
1,01.0,001535 = 0,002030.

Usando o critério, tendo stam = 0,001904 < ¢ =
0,002030 a homogeneidade é comprovada.

(0,3.0,05326)* =

0,8495 _

4., CONCLUSOES

O teste de homogeneidade foi realizado,
conforme planejado, usando duas ferramentas
estatisticas para o candidato a material de
referéncia certificado na matriz peixe.

O tratamento realizado por ANOV A mostrou que
o material ndo estava homogéneo. Entretanto, o
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tratamento realizado pelo método proposto por
Fearn e Thompson, comprovou a homogeneidade
suficiente do material. Portanto, consideramos o
material homogéneo.

O teste de homogeneidade fornece um dos
componentes de incerteza necessirio para a
composi¢cdo da incerteza total do material de
referéncia certificado conferindo qualidade e

aceitabilidade do material de referéncia
produzido.
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