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Incerteza em resultados analiticos e verificacao de conformidade de qualidade de alimentos

Uncertainty in analytical measurements and compliance assessment of food quality
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Resumo

Este artigo questiona a validade de estimativas de incerteza (dispersao, variancia e seus correlatos, como precisao, desvio padrao, etc.)
de medicéo e incerteza de amostragem, bem como sua validade em verificagdes de conformidade. Obteve tendéncias de acréscimo ou
comportamento em leque em micotoxinas, sédio, 6leos graxos e curvas de calibra¢do para carotenoides em ensaios de proficiéncia,
experimentos de precisao de institui¢goes consagradas ou acreditadas e curvas de calibragdo, o que invalida diversas estimativas de incerteza
de medigao. Questionou e recalculou resultados do Guia de Incerteza de Amostragem, demonstrando inadequagdes tedricas e concluiu por
sua invalidade. Propds sistema de estimacdo voltada para o alimento/processo que se pesquisa através de plano amostral normalizado ou
especificamente elaborado para fim de verificagio de conformidade. Finalmente, traz as regras decisorias estocdsticas para verificagdo de
conformidade em alimentos e diversos outros produtos.

Palavras-chave: varidncia; validagio de métodos analiticos; técnicas de amostragem; controle estatistico de qualidade; controle estatistico de
processos (capabilidade); cdlculo de incerteza.

Abstract

This paper discusses the validity of estimators of uncertainty (dispersion, variance and its functions such as precision, standard deviation,
and others) of measurements to be used to assess compliance. Estimates of uncertainty in analytical methods measurement were shown
describing inconsistent trends in mycotoxins, sodium, grasses oils, and calibration curves for carotenoids mycotoxins. The data were certified
by proficiency tests, precision experiments (collaborative studies), and calibration routines. The uncertainty of sampling, was considered,
and its invalidity can be concluded. Considering the system of generation of uncertainty as a whole, a systematic estimation for foods and
foods processing using standard or specific sampling plans is suggested. Moreover, stochastic rules for verifying compliance in foods and
other products were established.

Keywords: variance; validation of analytical methods; sampling techniques; statistical quality control; capability; calculation of uncertainty.
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1 Introdugéo

1.1 Movimento da qualidade e defini¢oes anteriores

No movimento atual de qualidade para laboratérios de andlise
envolvendo diversas instituigdes nacionais e internacionais,
incerteza é, delonge, o requisito de validagdo de métodos analiticos
mais publicado e menos profundamente discutido. Na realidade,
trata-se de uma propriedade natural de qualquer medi¢do, mas de
um conceito de dificil articulagdo que requer atengéo e cuidado.

Os laboratérios de ensaios devem ter e aplicar
procedimentos para calculo das incertezas de medigdo
(ASSOCIACAO...; INTERNATIONAL ORGANIZATION....;
INTERNATIONAL ELETROTECHNICAL..., 2001;
INTERNATIONAL ORGANIZATION...; INTERNATIONAL
ELETROTECHNICAL..., 2005). Sem o conhecimento
quantitativo da “incerteza de medi¢do” seria impossivel concluir
se diferencas observadas, por exemplo, entre resultados de
laboratérios diferentes poderiam ser atribuidas a diferencas de
precisdo ou outras causas.

Assim, a metrologia ¢ clara ao admitir que pretende usar
a incerteza calculada para obter conclusdes que, sem davida,
irdo subsidiar uma tomada de decisdes.

Segundo a National Association of Testing Authorities (NATA)
(1998), a “incerteza de medi¢ao” é parte de uma expressio que
define um intervalo de valores dentro do qual esta o “verdadeiro
valor”, ou o valor apropriado aceito de um mensurando.

“Incerteza de medi¢do” é, no VIM (Vocabulario
Internacional de Metrologia) ou ISO, 1995, conhecido como
ISO GUM, ou Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢io
e Qualidade Industrial, Confedera¢do Nacional da Industria,
Servi¢o Nacional de Aprendizagem Industrial, (INMETRO/
CNI/SENAI) (2000), um parametro associado a um resultado
de medic¢éo, que pode ser atribuido a um mensurando que
caracteriza a dispersdo dos valores. Pode ser um desvio
padrdo ou multiplo dele ou, ainda, semiparte do intervalo com
certo grau de confianga. No DOQ-CGCRE-008, o Instituto
Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade Industrial
(INMETRO) (2003), mantém esta defini¢do, uma das raras vezes
em que se encontra precisio como sendo incerteza.

Ellison, Roesslein e Williams (2000), no Guia EURACHEM/
CITAC de incerteza de medig¢do, adotam a defini¢do do ISO
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GUM. Admitem que o pardmetro abrange muitos componentes
e que pode ser, por exemplo, um desvio padrao. O calculo por
componentes exposto nesse Guia e usado generalizadamente
especifica o mensurando, identifica as fontes de “incerteza de
medi¢io’, estima seus correspondentes desvios padro e traz o
calculo da “incerteza combinada”

A incerteza de medi¢do nesse Guia é expressa por
(Equagao 1):

n

w(y(xy, X)) = JZc?u(x,Y = JZ u(y.x;)* M
i=1 i=1

onde y(x, x,,...) ¢ uma fun¢io de x,, x,,... e c,é um coeficiente de

sensibilidade fornecido por ¢ =0y/dx, o diferencial parcial de y

com relagio a x.. O mesmo tipo de célculo pode ser encontrado

na EA-4/02 (EUROPEAN..., 1999), Taylor e Kuyatt (1993) e

UKAS (UNITED..., 2000).

1.2 Exprimindo “incerteza”

De acordo com o Inmetro, nos documentos DOQ-CGCRE
008 (INSTITUTO..., 2003, 2007), precisido é um termo geral
para avaliar dispersdo de resultados entre ensaios independentes
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes em condi¢oes definidas, e é usualmente expressa pelo
desvio padrdo. As duas formas mais comuns de expressa-la
seriam a repetitividade e a reprodutibilidade, ambas geralmente
dependentes da concentragéo do analito.

Scheffé (1973) é um classico conhecido da calibragéo.
Estrutura resultados de medigdes definindo acurdcia através
de um modelo constituido de precisdo e vicio, que é
exatamente o que se entrevé em todos os documentos de
validagdo intralaboratorial, inclusive nos DOQ-CGCRE 008
(INSTITUTO..., 2003, 2007).

Estocasticamente, variancia (quadrado do desvio padrao),
desvio padrio, amplitude, amplitude interquartilica, etc. sdo
todos estimadores de dispersdo. A incerteza de medigéo,
comumente notada como uﬁ, ¢ exatamente uma varidncia,
razdo de ser de toda a Estatistica, e a incerteza combinada
¢ a variancia de uma fungdo de varidveis aleatdrias, como
encontrado em qualquer texto da area de estatistica matematica
e probabilidades, por exemplo, em Hogg e Craig (1978).

Umavez que incerteza é varidncia, entdo é variagio, é dispersdo;
logo “incerteza” é precisdo, como admitido e j& mencionado em
DOQ-CGCRE 008 (INSTITUTO..., 2003, 2007), anteriormente
mencionado. Assim, deste ponto em diante, “incerteza” serd
usada também como precisdo. De modo a abarcar um publico
mais amplo, este artigo passard a se referir 8 mesma propriedade
usando trés termos: variancia, incerteza ou precisao.

Finalmente, é a estatistica que “permite avaliar e estudar
as incertezas e os seus efeitos no planejamento e interpretacao
de experiéncias” (MATSUSHITA, 2008). Entao, continuario a
ser explorados conceitos e aplicagdes pertinentes da literatura
em qualidade para laboratérios, para depois, usando resultados
de ensaios ou experimentos de alto grau de confiabilidade,
rediscuti-los estocasticamente.
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1.3 Um outro efeito que influenciaria o resultado de medi¢do

A avaliagdo de incerteza de medigio através da decomposi¢io
em seus componentes, exposta no guia mencionado e outros,
tem recebido varias criticas. Como exemplo, ela se aplica
muito pouco na auséncia de um modelo (estocdstico, genérico)
compreensivel do processo de medi¢do, Working Party on
Chemical Contaminants in Foods (WPCC) (2003).

Horwitz e Albert INTERNATIONAL..., 1997) comentam
que os calculos de incerteza recomendados para medidas fisicas
ndo sdo transferidos imediatamente para a quimica porque
estas medidas tém componentes de erro e comportamento de
repeti¢oes diferentes. Nos sistemas quimicos, os erros aleatérios
predominam e vicios sdo dificeis de identificar e remover. Assim,
vicios devem ser controlados no laboratério.

A ISO/TS 21748 (2004) apresenta a avaliacdo de incerteza
de medigdo (precisio de medigdo ou variacio de medigdo ou
correlatos), usando dados obtidos de experimentos de precisio
(estudos colaborativos). Prova que as abordagens de calculo de
incerteza de medi¢do por componentes e de calculo baseado
nestes experimentos sdo equivalentes e que ambas estdo de
acordo com a defini¢do de incerteza do ISO GUM. Entio, admite
a reprodutibilidade como estimativa de incerteza de medigao.

Complementarmente, ambas, “repetitividade e
reprodutibilidade, sdo geralmente dependentes da concentragéo
do analito” e “devem ser determinadas para um diferente
nimero de concentragdes” (INSTITUTO..., 2003, 2007). Estes
documentos consideram que, em “casos relevantes, a relagéo entre
a precisdo e a concentragdo do analito deve ser estabelecida”

Foi recentemente publicada em Ramsey e Ellison (2007) a
incerteza proveniente de “amostragem”, no guia conhecido por
Guia de incerteza de amostragem de EURACHEM/EUROLAB/
CITAC/Nordtest/ AMC. Nele se inclui a amostragem como outra
fonte de “incerteza de medigdo” e se considera que o principal
objetivo da medigdo é possibilitar a tomada de decisoes.

Esse Guia admite as “incertezas”, a de medigdo e a de
« » . .
amostragem’, e demonstra a necessidade de se dispor de
estimativas de incerteza de “todas as partes do processo de
medi¢do’, incluindo a de “amostragem e de preparagao de
amostras’.

Segundo esse Guia, a incerteza incluiria todos os efeitos
(erros sistematicos e aleatdrios) que poderiam influenciar um
resultado, e a diferenca entre homogeneidade e heterogeneidade,
ou seja, como o grau em que uma propriedade ou constituinte é
distribuida em uma quantidade de material. A heterogeneidade
do material estaria entre os fatores mais importantes que
contribuiriam para a incerteza de amostragem.

Admite estimativas de incerteza obtidas a partir de
componentes de varidncia de modelos de delineamento
experimental aplicados em coleta de dados. Em seu primeiro
exemplo, usa coleta sistemdtica de unidades amostrais (em W)
e sugere estabelecer como principais causas de variagdo no
modelo de delineamento “amostras” (locais, canteiros ou dreas
de produgdo), em que coleta 10 pés de alface e reserva 2 pés, e
dentro das “amostras” (locais, canteiros ou areas de produgio),
assim obtém 2 x (10-2) pés de alface, conforme Figura 1.
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A variagdo “entre amostras” seria proveniente das 2 coletas
e a variagdo “dentro das amostras” proviria das duplicatas
de analises e significaria “variagdo analitica” A “incerteza de
medi¢io” seria a soma de ambas.

O Guia generaliza essa abordagem, incluindo outros
critérios de classificacdo no modelo de delineamento. Acrescenta
que, por vezes, uma estimativa de vicio seja obtida por meio do
uso de material de referéncia, mas, nio a usa.

Finalmente, fica claro no Guia EURACHEM/CITAC de
conformidade, Ellison e Williams (2007), que o objetivo dos
atuais célculos de incerteza nao é meramente de explica¢do ou
de testes de varia¢do, mas de verificagdo de conformidade, ou
seja, utilizar o resultado dos célculos para decidir se ele indica
conformidade ou ndo com uma especificacdo. Literalmente
menciona que, para isto, “é necessario considerar a incerteza
de medi¢do”.

Esse Guia de conformidade traz a Figura 2 que usa resultados
de calculos de incerteza e mostra conclusdes a serem obtidas
perante uma especificagio; neste caso, um limite superior a ser
obedecido. Apresenta os 4 casos possiveis nestas condi¢des e
ressalta que a informac@o de uma baixa probabilidade de decisdo
incorreta pode nao ser suficiente para se tomar decisdes sobre
conformidade nos casos (b) e (c).

Por outro lado, a FAO/WHO (FOOD...; WORLD..., 2008)
sugere pensar em todo um sistema de medigao, ressaltando que
ha diferenca entre a incerteza de medigdo e conformidade com
especificagdes. Inclui vicio (bias) e recuperagido como fontes
de incerteza, e pergunta se o que se busca ¢ estimar incerteza
de medic¢io ou decidir se amostras estdo conformes com uma
especificagio.

Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar:
a) a possibilidade de obtencdo de estimativas de incerteza
estatisticamente validas baseado em dados de alto grau de
confian¢a, principalmente ensaios de proficiéncia conforme
(ASSOCIAGAO ...; INTERNATIONAL ORGANIZATION..;
INTERNATIONAL ELETROTECHNICAL..., 1999), NBR/ISO/
IEC Guia 43-1, emanados até o inicio de 2008, experimentos
de precisdo, publica¢des citadas em normas; b) refazer
calculos e fazer outros calculos novos explorando-os; bem
como; ¢) rediscutir a abordagem deste Guia para emprego em
verificagdes de conformidade em alimentos.

2 Material e métodos

Os analitos estudados foram: a) micotoxinas: aflatoxinas
(AFLA) B1 e B2; e ocratoxina A; b) fisico-quimicos: cinzas, fibra
crua, sodio, nitrogénio total; e ¢) decanal e os acidos graxos:
C 16:0, palmitico, C 18:0, estedrico, e C18:01, oleico.

Os dados usados de médias e incertezas desses analitos
foram provenientes: a) de laudos de ensaios de proficiéncia ou
de experimentos de precisdo de instituigdes consagradas ou
acreditadas; ou b) de exemplos dos proprios Guias referenciados
neste artigo; ou ainda; ) de curva de calibragdo ou experimento
com uso de fortificagdo em niveis conhecidos. Portanto, trata-se,
na maior parte, de resultados de alto grau de confiabilidade nos
dois primeiros casos, enquanto que de experimentos simples
no ultimo caso.
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Os materiais empregados foram resultados de laudos
emitidos pelos provedores: Food Analysis and Performance
Assessment Scheme (FAPAS), no periodo 2001 a 2003; Fundagio
de Ciéncia e Tecnologia (CIENTEC), de 2001 a 2003; American
Oil Chemists’ Society (AOCS), de 2001 a 2003; e Programa
Interlaboratorial de Analise de Trigo e de Farinha de Trigo,
da Embrapa Trigo, de 1995 a 2002, dos quais a Embrapa
Agroindustria de Alimentos participou.

Os ensaios FAPAS utilizados foram realizados com
mais de 50 laboratérios para nitrogénio total e com mais de
10 laboratorios nos ensaios AOCS. Frequentemente mais de
20 laboratérios realizaram analises de farinhas nos ensaios
interlaboratoriais da Embrapa Trigo e mais de 10 laboratérios
nos ensaios do IPT.

Foram utilizados também resultados dos experimentos de
precisao (estudos colaborativos) do programa do Instituto de
Pesquisas Tecnologicas, IPT/AAQMR/LAQO de 1994 a 2001,
para decanal em dleos essenciais de laranja.

O modelo a um critério de classificacio da ISO 5725 -1
(INTERNATIONAL..., 1994a) e ISO 5725 — 2 (1994b) e seus
componentes de varidncia foram a base teérica da interpretagdo
das formas de precisdo mais comuns em laboratdrios de analises,
bem como da varia¢io total implicita neste modelo.

As matrizes para analitos de natureza fisico-quimica foram:
cubos de péo torrado; padrdo de lisina; cereal matinal; padrao
de metionina; carne enlatada; racio suina; refeicio com canola;
ragdo para aves; leite condensado; farelo com aveia; refeicio com
6leo de algodao; concentrado proteico; cereal matinal extrusado;
refeicdo com acafrdo; farelo de soja; soja em gréao; farinha de
carne; refeicdo de soja; farinha de centeio; leite em po; refei¢ao
com quirera de soja; e farinha de trigo.
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Figura 1. Esquema de nomenclatura das unidades de medigao
espelhando o primeiro exemplo de Ramsey e Ellison (2007).

Limite
superior

® ® © @

Resultado - Resultado > Resultado < Resultado +
incerteza limite: limite  limite: limite Incerteza
expandida > dentro da dentro da expandida <
limite incerteza incerteza limite
expandida expandida

Figura 2. Cenarios da verificagdo de conformidade com limite de
especificagdo do tipo “superior a”. Fonte: Ellison e Williams (2007).
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Para aflatoxinas, foram pesquisados cereal matinal de
milho, amendoim em pé, frutas secas, pistacio e milho; para
ocratoxina A, cafés verdes, cereal e café torrado; enquanto que
para dleos essenciais, dleos essenciais de laranja; e, para farinhas,
farinha de trigo.

Padroes foram usados na curva de calibracio de carotenoides;
e café torrado e moido foi adicionado de milho para se medir
este contaminante em café em po.

3 Resultados e discussiao

Embora o uso de aspas viesse sendo usado para refor¢ar os
conceitos do ponto de vista metroldgicos, a partir deste item os
termos assim grafados poderao ser discutidos neste artigo frente
a fendmenos naturais e conceitos estocasticos.

3.1 Algumas micotoxinas e medidas fisico-quimicas

Na Figura 3, pdde-se observar o comportamento das
incertezas certificadas ao longo do eixo do teor de aflatoxinas
Bl e B2 (AFLA Bl e AFLA B2) e ocratoxina A (OTA). O que
se notou nesses trés casos foi, pelo menos aparentemente,
tendéncia crescente ao longo do eixo.

Na Figura 4, incertezas em fung¢do dos teores de cinzas
(a), fibra crua (b) e sddio (c), o caso (c) sugeriu tendéncia
crescente. Fato similar ocorreu na Figura 5 para nitrogénio total.
A Figura 4a, para cinzas, nao demonstrou um comportamento
de incerteza muito definido, podendo se tratar de tendéncia
crescente ou comportamento em leque, enquanto que no teor
de fibras, Figura 4b, o comportamento em leque parece ser a
forma descrita pela respectiva incerteza certificada.

0,4 -
E ®
& 03 1 *
5
o 0,2 A *
g *
T 01 4
= .
= 0,0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Teor de aflatoxina B1 certificado

0,5
0,4
0,3
0,2 -

0,1 +

Incerteza certificada

0,0 T

Nos casos da Figura 3 e Figura 4c, a relagdo analito x
“incerteza” seria, a principio, linear. Na Figura 5, para nitrogénio
total (N) com mais detalhe, entre 3% e aproximadamente
8% encontrou-se uma regido com tendéncia estacionaria,
comportamento esperado na faixa de trabalho de um método.
No entanto, no intervalo inferior a 3 os desvios padrao tenderam
a se apresentar em niveis inferiores aos da faixa de trabalho,
enquanto que ocorreu o contrario na regiao superior a pouco
mais de 8%.

O que se depreendeu desses resultados foi que a faixa
de trabalho para N total seria exatamente aquela em que o
comportamento do desvio padrdo parece aproximadamente
estacionario. Mas, isto néo significa que ndo podem ocorrer
diferengas significativas entre desvios padrdo (incertezas
padrdo) nesta faixa, como apresentados em Gongalves et al.
(2006).

3.2 Repetitividade e reprodutibilidade em decanal

Houve oscilagdes significativas tanto na repetitividade
quanto na reprodutibilidade nos experimentos de precisao
(estudos colaborativos) para este analito em 6leos de laranja,
Figura 6. Ainda, mesmo em niveis decanal muito préximos,
como entre 0,1782 e 0,1809, foram encontradas variagdes
significativas em Gongalves et al. (2006). Isto se observou na
variagio total, na repetitividade e na reprodutibilidade.

Pdde-se notar tendéncia crescente na reprodutibilidade
no decorrer do eixo do analito. De modo similar, ao se aplicar
zoom para a repetitividade na Figura 6b, a tendéncia de
acréscimo ao longo do eixo do analito é notéria, ainda que
com coeficiente de crescimento mais baixo que o obtido para
a reprodutibilidade.

0,10 -
0,08 - *
0,06 -
0,04 -
0,02 -

*
0,00 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

®

*e

Incerteza certificada

Teor de aflatoxina B2 certificado

. ©

0 5

10 15

Teor de ocratoxina A certificado

Figura 3. Incertezas certificadas segundo teor certificado da micotoxina estudada em ensaios de proficiéncia FAPAS - a) aflatoxina B1; b) aflatoxina

B2; e ¢) ocratoxina A.
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Assim, embora a Figura 6a parecesse, a principio,
demonstrar pequena variagdo (na vertical) para a repetitividade,
ambas as formas de precisdo demonstraram tendéncia de
acréscimo ao longo do eixo do decanal (eixo x).

3.3 Acidos graxos

Na Figura 7, de ensaios AOCS para alguns acidos graxos
bastante comuns, o acréscimo dos desvios padrao ao longo dos
eixos das concentragdes dos analitos também foi notado, embora

ainda ndo refor¢cado pela pequena quantidade disponivel de
dados.

Assim, a existéncia de uma tendéncia crescente dos desvios
padrao (precisdes, incertezas padrao) ao longo dos eixos dos
analitos foi apresentada por varios casos de grande importancia
na caracterizagdo e qualidade de alimentos, podendo estar
presente, inclusive, em 6leos graxos.

Embora este tipo de tendéncia ndo chegue a invalidar o
método em que ocorre, como mencionam Thompson, Stephen
e Wood (2002), traz consequéncias que serdo discutidas no
decorrer deste artigo.

3.4 Comportamento em leque

A Figura 4b, de incerteza certificada em func¢éo do teor
de AFLA B2, claramente exibe comportamento em leque
no decorrer do eixo do teor (concentra¢io). Nao se logrou
nenhum resultado que inibisse este comportamento com uso
de transformagdes cabiveis.

Fato similar ocorreu nas Figuras 8 e 9 de residuos de
linearidade. Na Figura 8 o que se tem é medi¢cdo de um
contaminante que, sem duvida, encontrara um limite superior,
por exemplo, 50%, ou entdo o alimento ndo sera aceito como
café em po.

A Figura 9 é de residuos de ajuste de modelo linear na
quantificagdo do sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), ou seja, na curva de calibragio. Isto é
origem de parte da imprecisdo nos resultados na medi¢do do
analito; neste caso, B-caroteno. Entdo, novamente foi obtida
formagdo em leque, preocupante neste caso, pois representa
uma estrutura de erros correlacionados que pode nio ser
esperada em medi¢oes em HPLC, e que é um problema para o
qual dificilmente se encontra solu¢ao adequada.

3.5 Tendéncias, formas geométricas e “incertezas”

Pelo exposto, tendéncias e formas geométricas indesejaveis
foram encontradas nas “incertezas”/imprecisdes/varidncias
(e seus correspondentes desvios padrdo) que, embora nao
invalidem os métodos analiticos, invalidam estimadores comuns
de “incerteza”.

Estes casos sdo, exatamente, do tipo mencionado por DOQ-
CGCRE 008 (INSTITUTO..., 2003, 2007), em que incertezas/
imprecisdes/variancias (e seus correspondentes desvios padrio)
sao dependentes da concentracdo do analito.

Por vezes, ficou clara a relagdo linear positiva entre o teor
do analito e a “incerteza” obtida na sua medic¢do. A formagio

5 _
0,04 -
: @ ¢ ®
3 g 4 .
é 0,03 - ¢ ¢ %’
5 5
$ 0,02 - 3
S QN) 2 4
2 * £
3 0,01 A ¢ & . S 1 14 ¢
£ A S0 ettt
0,00 : : : : . PR AN : : .
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em leque observada em outros casos comumente ndo aceita que
se estabeleca uma relagdo. Além disso, nem mesmo “incerteza”
como uma relacdo em fungdo do teor do analito é prevista
em metrologia, pois também contraria a prépria defini¢do de
“incerteza de medi¢ao”

“Incerteza” é um parametro associado a uma medicao,
uma variancia ou seu correspondente desvio padréo, definigdo
encontrada em textos de estatistica ou no proprio VIM, e nio
uma fungdo. “Incerteza” (variancia) é a dispersdo da varidvel
aleatdria (mensurando), um numero, e tem unidade de medida
quadratica, por exemplo, variancia de 400 ppb?, que implica um
desvio padrido de 20 ppb.

Em ambos os casos, os DOQ-CGCRE 008 (INSTITUTO...,
2003, 2007) sugerem que precisdes (incertezas, variancias,
desvios padrao) sejam “determinadas por diferentes niimeros
de concentraces” e que, em “casos relevantes, a relacdo entre
precisio e a concentragio do analito deve ser estabelecida” Isto ndo
encontra fundamento frente as consideragdes ja apresentadas.

Ainda, esses documentos sugerem que o desvio padrio
relativo (coeficiente de variagdo) “pode ser mais util, pois
foi normalizado com base na concentragdo e é praticamente

0,25
@

[}
=
S 020 4 .
3 0,15 4
8]
< 0,10 .
} « goodd
z 0051 Q’ .0 .
a 4 ¢
0,00 . . . ; ; .
0 2 4 6 8 10 12

Teor de nitrogénio total certificado

constante na faixa de interesse, contanto que esta ndo seja muito
grande”, porém, comparar com os coeficientes de variagédo
quando os teores dos analitos (médias) variam, ndo tem
justificativa técnica. E ainda, se os desvios padrdo apresentam
acréscimo ao longo do eixo do analito (eixo x), o coeficiente
de variacio somente seria constante se o coeficiente da relacdo
linear fosse 1.

Este tipo de problema pode se reduzir se for restringida
a faixa de trabalho do método, ou fixada uma regido de
interesse.

Continuando os comentarios sobre as propostas nesses
documentos, determinar a variancia em diferentes nimeros de
concentragdes na rotina de laboratorios de servigos de andlises
ndo ¢ razoavel porque existe uma relacio linear que néo seria
resolvida desta forma.

E, que resultado prético poderia ter tentar estabelecer essa
relagdo se ja foi demonstrado que ha variagdes significativas
nas varidncias em concentragdes muito préximas dos analitos
e também em matrizes de mesma natureza? E qual seria a
utilidade de usar diferentes concentragdes em um servigo de
analise em que as matrizes se sucedem sem previsdo de qual
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serd a proxima ou que nivel de analito teriam essas matrizes
quando isto é justamente o que estd sendo medido? Finalmente,
nos casos de variancia (incerteza) com componente de formagao
em leque, nenhuma destas duas sugestdes seria valida.

Ou seja, laboratérios de servigos de andlises, na esmagadora
maioria dos casos, ndo conseguem ter controle efetivo de
incerteza para as matrizes que analisam. Como se vé na
literatura, até mesmo matrizes com baixos teores de umidade
sofrem variagdes signiﬁcativas em suas incertezas. Mas, o
velho problema de manutengdo de padrdes ainda tem reflexos
na rotina laboratorial incluindo-se na estimagédo de incertezas
(variancias), entdo os laboratorios ndo tém muitas opgoes além
de tentar manter o controle de incertezas com solugdes puras.

3.6 A base da abordagem da atual “incerteza proveniente
da amostragem”

Como ja se demonstrou, a abordagem da incerteza de
medigdo através dos seus componentes (calculando varincia de
fungoes de variaveis aleatdrias) ndo é suficiente, e nem mesmo
valida para ser usada em diversos analitos em alimentos.

A matriz ndo é o tnico fator interferente nos resultados e na
sua variancia. Ha os casos de nivel - dependéncia (dependéncia
da concentragio), apresentados de 3.1 a 3.5, e em outros.

Ramsey e Ellison (2007), em seu Guia de “incerteza de
medigao proveniente de amostragem’, como no seu exemplo A1,
ao incluir certas “amostras” em seu modelo, teriam demonstrado
a contribuicdo da incerteza da “heterogeneidade” da matriz no
célculo de incerteza de medigéo.
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Esse Guia usa o mesmo tipo de recurso dos experimentos
de precisdo (estudos colaborativos), ou seja, emprega o mesmo
tipo de estimagdo de componentes de varidncia em modelo de
delineamento experimental com o artificio de duplicar tomadas
de “amostras” e de andlises de unidades amostrais para poder
ter “amostras” como critério de variagao.

Assim, trazem a adaptacido de um modelo com dois critérios
de classificagdo (“amostras” ou canteiros e andlises dentro das
“amostras”) como sendo a solu¢do que reuniria a variagdo
associada por esses autores a heterogeneidade das matrizes no
fator “amostra”

3.7 Critica da incerteza proveniente da amostragem

Coleta de amostras

O uso do dito “W”, ou seja, zigue-zague nesse Guia na
coleta de material é caracteristico da amostragem sistematica,
tecnicamente conhecida como um tipo de amostragem dos
mais arriscados.

Se o material for colhido nos vértices dessa forma
geométrica (W), estd sendo colhido proximo as bordaduras (W
ou W), poderé nio ter a mesma constituicio que o do centro dos
canteiros. O inverso pode ocorrer se forem usados os centros
da forma geométrica (W), ou seja, centros dos canteiros, que
poderdo ter constitui¢do muito préoxima entre si.

Assim, trata-se de um tipo de amostragem que pode
subestimar a variancia (incerteza, desvio padrao, imprecisio) e
deslocar a média do analito (mensurando), especialmente se as
bordaduras dos canteiros nao realizarem um bom isolamento.

Além disso, embora esses autores mencionem a aleatorizacao,
técnica que possibilita escapar de tendéncias experimentais e
mantém a independéncia dos resultados, no Exemplo Al e
em outros do Guia de incerteza de amostragem seu uso niao
foi mencionado. Ainda, foram tomadas 2 por¢des de cada
“amostra” (subunidades ou subamostras) para andlise, porém
nao foi mencionado se foram cegas, independentes, ou qual o
plano de medigio e codificagdo usado.

Em fung¢do disso, o que se espera é dependéncia e
subestimagao da variagdo entre subunidades, hipdteses em que o
modelo de delineamento que o Guia propde ndo seria valido.

Modelagem

Esse Guia é produto de abordagem de incerteza (variancia)
por modelagem estocastica, uma forma de se tentar quantificar,
através de experimentos adequados e modelos estatisticos
correspondentes, uma incerteza dita proveniente de
“amostragem”.

Reestruturando o experimento do exemplo Al, obteve-
se a Figura 10, em que o experimento é mais detalhado

e o delineamento é reconhecido como em classifica¢do
hierarquica.

Portanto, contrariando a notagao apresentada no Guia, as
alfaces, que sdo, na realidade, 16, ALF1 a ALF16 na Figura 10,
ndo se repetem em cada canteiro A a H, os quartos sdo 32 e o
modelo de delineamento experimental usado ¢ um modelo de
classificaao hierarquica, conforme Equagao 2:

Yipg =Rt C;Fa; +E, 2)

onde yijké o valor observado (medido), p a média, ¢ efeito do
canteiro,, j=1, 2,..., 8, a, a alface,, i=1,2,... 16 e ¢, o erro de
analises, k=1,2,... 32 o erro aleatdrio nos quartos, .

Empregando-se esse modelo, foram obtidos estimadores
de componentes de varidncia através da anélise de varidncia
decorrente do modelo na Tabela 1.

Em ambos os casos, original e com descarte da dupla
de valores aberrantes (outliers) do canteiro 3 (“amostra” 3),
na Tabela 1, os efeitos de canteiros (entre canteiros ou entre
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Figura 10. Esquema da realiza¢do do exemplo A1 de modo a propiciar
visualizagao do modelo de delineamento experimental em classificacao
hierdrquica. ALFijQk: resultado da andlise da alface i no j-ésimo
canteiro no quarto k. Nota: exemplo Al de Ramsey e Ellison (2007)
representado em outra estrutura.

Tabela 1. Esquema de analise de varidncia do modelo adotado no exemplo Al.

Modelo Causas variagao GL SQ QM F

Exemplo Al Entre canteiros 7 12577112,88 1796730,41 81,83*
Alfaces d. canteiros 8 4471511,00 558938,87 25,46*
Analises (quartos, erros aleatérios) 21 351320,00 21957,50
Total 31 17399943,88

Com descarte Entre canteiros 7 12052056,87 1721722,41 82,16*
Alfaces d. canteiros 8 2278359,50 284794,94 13,59*
Analises (quartos, erros aleatdrios) 14 293387,00 20956,21
Total 29 14623803,37

GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma de Quadrados; QM: Quadrado Médio; F: F - Snedecor; *significativo com p < 0,05 d.: dentro; E(QM): Esperangas de Quadrados Médios; Nota:

referente ao Guia de incerteza de amostragem de Ramsey e Ellison (2007).
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“amostras”), foi significativo. Assim, os canteiros, ou grupos
deles nio teriam a mesma média. Fato similar ocorreu com os
quartos de alfaces (“subamostras”).

Obtendo-se os componentes de variadncia no caso original,
as estimativas resultantes foram: variancia de canteiros (ou entre
canteiros) = 309447,9; de alfaces dentro de canteiros = 2684907;
e de erros (andlises dos quartos dentro de alfaces) = 29157,5.
Estas variincias tém seus desvios padrdo na Tabela 2, que
apresenta também a incerteza de medi¢do considerada em
cada caso.

Inicialmente, as propriedades estocasticas do modelo
original e com descarte nao diferiram para fins de ajuste de
modelo (coeficiente de modelagem original obtido = 0,979809
e com descarte = 0,979938); os erros aleatdrios atribuidos aos
erros de analises, também nao se alteraram muito (< 5%).

Porém, a incerteza padrdo de medi¢do no exemplo Al,
usando estimag¢do de maxima verossimilhanc¢a (538,9325),
foi extremamente alta se comparada as demais (360,5506 e
369,3168, correspondendo a F1 =2,23* e F2 = 2,13 *; logo essa
incerteza padrao foi significativamente maior que as demais).
Assim, realmente era exigida uma solugdo para os valores
aberrantes, mas as estimativas obtidas por descarte destes
valores e ajuste do mesmo modelo, contudo nao balanceado,
resultaram em estimativas que ndo demonstraram justificar o
emprego de estimadores robustos.

Diferencas de analises ocorreram normalmente,
especialmente em porg¢des diferentes (quartos dentro de alfaces),
isto é completamente natural e faz parte da variacio total nos
resultados.

Modelagem versus amostragem

Incluir canteiros (“amostras”) como causa de variagdo (ou
fonte de variagdo ou critério de classificagdo), como no Guia
de incerteza de amostragem, e obté-los ou admiti-los como
significativos, contraria o conceito estocastico de amostra.

Uma amostra no seu sentido estocastico tem seus elementos
(canteiros) independentes e identicamente distribuidas.
Portanto, médias de canteiros significativamente diferentes
na realizagdo do teste F-Snedecor, como consta na Tabela 1,
contrariam o que se espera da amostragem. Logo, o efeito de
canteiros ndo deveria ter sido significativo.

Frente a realidade que se espera de amostras estocasticamente
planejadas e coletadas, o modelo proposto pelo Guia deveria ser
reestruturado, de maneira que o critério de classificagdo canteiro
seria descartado. Entdo o modelo seria (Equagao 3):

Tabela 2. Desvios padrdo (incertezas padrdo) incluindo os dois
resultados - os originais e os robustos - publicados no Guia e os
presentemente obtidos com descarte de valores aberrantes (outliers).

Causas variagdo Originais®  Robustos®  Com descarte
Entre canteiros 556,2804 565,39868 641,22757
Alfaces d. canteiros 518,16089  319,04834 287,16458
Anilises (quartos, erros)  148,18063 167,94308 232,23135
Medigao 538,9325™  360,5506 369,3168

“Fonte: Ramsey e Ellison (2007); "nao consta da fonte.
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Vi = Wt a; €, 3)

onde Vi ¢ o valor observado (medido), u a média, a, 0 erro da
alfaceij, i=1,2,..,,16,j=1,2,... 8, ¢ €, 0 erro de andlises, k=1, 2,...
32, ou efeito do quarto,, dentro no alface,.

Mas, a i=1,2,...,16,j=1,2,... 8 e ¢, sdo erros que podem ser
expressos por §, = a, +¢,, entdo o modelo se resume a Y=+,
Entéo o modelo proposto pelo Guia fica descaracterizado, bem
como os demais nele baseados. O efeito de canteiros deixa de
existir, tornando-se o que é a realidade de um processo amostral,
que tem, como em todo o tipo de amostra estocastica, uma unica

7« .

meédia e ndo ha “variéncia de amostragen”.

Se houvesse diferenca significativa entre duas amostras
-estocasticamente planejadas e coletadas - acabaria toda e
qualquer possibilidade de existéncia da propria Estatistica, pois
ndo existiria o que se chama de amostra representativa, um
absurdo para o Método Cientifico (método indutivo - dedutivo,
ou hipotético - dedutivo).

3.8 Incerteza e verificagdo de conformidade

Neste item passa-se a abordar o conceito estocdstico de
amostra.

Envolvendo a questdo da variancia (incerteza) como um
todo, como sugere FAO e WHO (FOOD...; WORLD.., 2008),
na literatura ocorrem diferengas significativas de variancias
(precisdes, incertezas) de mensurandos até entre matrizes
de mesma natureza. Normalmente ocorrem variagdes nas
variancias dos mensurandos em fungdo de diferencas de
variedade, de clima, adubagio, etc.

No entanto, é preciso conviver naturalmente com
variabilidade e com riscos amostrais. Variabilidade existe, é
caracteristica da natureza e de processos, ou média nio existiria.
Variagdo em um processo provém de fontes tdo naturais quanto
em um fendémeno da natureza. Ndo ha razdo de espanto ou
tentativa de correcao de propriedades que sdo naturais.

A amostragem ou modelagem realizada uma s6 vez nao
é representativa do resultado de incertezas de sistemas de
processamento de uma industria de alimentos ou de produgdes
de um campo agricola, que sdo temporais. No entanto, a validade
daincerteza obtida segundo a modelagem em Ramsey e Ellison
(2007) no Guia nao pode ser admitida além do campo ou do
momento em que foi realizada num processo.

Paradoxalmente a literatura menciona a busca do intervalo
em que esta o valor verdadeiro. O que se deve perguntar é: qual
dos valores verdadeiros? E o valor verdadeiro do mensurando
na porgdo que estd sendo medida? E o valor verdadeiro do
mensurando em todo o material coletado? E o valor verdadeiro
do mensurando no lote? E o valor verdadeiro do mensurando
na planta¢ao? Qual ¢ o valor verdadeiro que se procura?

De acordo com Guia EURACHEM/CITAC de Ellison e
Williams (2007), o objetivo dos atuais calculos de incerteza é
verifica¢do de conformidade, ou seja, utilizar seu resultado para
decidir se ele indica conformidade ou ndo de certo resultado
com uma especificagio.
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Entdo, ndo é a variancia total (incerteza total) do processo
de medi¢do que vem sendo procurada, mas algo que extrapola
os limites de medigéo e os limites fisicos do préprio laboratério,
um estimador de uma variancia em que todas, e absolutamente
todas as possiveis causas de variagdo do processo de produgio
agricola ou agroindustrial, estejam representadas de alguma
forma ou implicitas, e ndo somente o de medicao.

Em outras palavras, o que vem sendo procurado é uma
varidncia genérica que possa ser usada para representar a
variagdo de um processo produtivo, industrial ou agricola
no decorrer do tempo e do espaco, que possa ser usada para
caracterizar o processo, possibilitar verificagio de conformidade
e conter o valor verdadeiro da média do processo como um todo
para poder rejeitar, ou ndo, um lote ou qualquer produg¢éo como
nao conforme com certa especificagio.

Sem duvida, o problema é estocastico, é inferencial, e a
solu¢do somente poderia ser estocastica. A solugdo esta em
pensar o problema como um todo, como sugere FAO e WHO
(FOOD...; WORLD.., 2008), e ndo somente na medi¢do dentro
dos laboratorios. A solugdo exige representar adequadamente o
processo, a producio, etc., 0 que so se consegue com um plano
amostral especialmente preparado para o processo/populacio
estudado(a).

No caso de processos industriais, agricolas, etc. um ou mais
planos seriam continuados até se obter convergéncia. Poderiam
também ser usados estimadores bayesianos, ou bayesianos
acoplados aos robustos, e outros.

Assim, a solugdo é estatistica e ndo cabe a um laboratorio
de servigos de analises quimicas, fisico-quimicas, etc. A este
cabe ensaiar o método analitico, controlar condi¢oes de ensaio,
realizar treinamentos, etc. e ndo o mapeamento/rastreamento/
pesquisa de estimadores de variancia do processo produtivo,
agricola, industrial, social, natural, etc.

Para isso hd os métodos de amostragem, incluindo-se
aqueles normalizados, que podem ser aplicados em cada caso
atendendo sua especificidade, por exemplo em: ISO 3534-2
(INTERNATIONAL..., 1993) que traz um esquema geral, na
série ISO 3951-1 a 5 (INTERNATIONAL..., 2005, 2006a, b,
2007), que abrange desde os processos em batelada quanto os
continuos e outros.

A estimativa de incerteza de uma propriedade de um
processo/lote/etc. ¢ uma estimativa que uma industria deve
ter e manter sob controle estatistico (controle estatistico de
qualidade, ou de processos, capabilidade) assim como um
exportador agricola ou agroindustrial ou similar, e ndo é
elaborada/pesquisada por um laboratério de ensaios, enquanto
que os laboratérios podem somente se voltar ao que se refere a
seu controle interno de métodos de ensaio.

Finalmente, tal varidncia (do processo, lote, etc.) serd usada
para se tragar um intervalo de confianga do todo, do modo
como se expressa FAO e WHO (FOOD...; WORLD.., 2008),
a aproximadamente 95%, o que é traduzido pela expressiao
x £ 2 segundos em casos de normalidade, onde s é o desvio
padrao do todo.
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Porém essa expressao x * 2 segundos equivale a um teste
de hipoteses bilateral. Os testes de hipoteses tém regras de
conclusio reconhecidas como validas e sdo aceitos no meio
cientifico, de forma que a decisdo na Figura 2, que rege a
verificagdo de conformidade pode ser mantida ou substituida,
com mais clareza, por este tipo de feste, ou seja, pelo teste para
se verificar se o resultado de amostragem esta conforme com
a especificagéo.

A regra de conclusdo existente para os testes de hipoteses
bilaterais resulta nos casos (b) e (¢) ndo rejeitarem a hipétese de
conformidade. Assim, ndo ha, estocasticamente, duvida sobre
estas duas situacdes e a verificagdo de conformidade pode ser
realizada normalmente.

Quanto ao controle de qualidade intralaboratorial, as
Instituigdes prestadoras de servicos de andlises devem estar
cientes de que alteracdes significativas ocorrem nas incertezas
até entre matrizes de baixo teor de umidade e da mesma natureza
(por exemplo, entre farinhas de trigo). Poderao, entdo, aferir o
comportamento da incerteza (variancia), vicios, etc. de seus
métodos mediante o uso de padrdes ou materiais de referéncia
pesquisados para estes fins, ou mesmo através de resultados
satisfatorios em ensaios de proficiéncia e similares.

4 Conclusoes

Foram encontrados comportamentos de incertezas
(variagdo, dispersdo) em analitos importantes na area de C&T
de alimentos, como quantidade de micotoxinas, teor de sddio,
e até em curvas de calibracao cromatograficas em que nio se
mostrou possivel obter diversas estimativas validas de incerteza
de medigdo, até mesmo por componentes. Mesmo que se
tentasse usar fungdes que sejam identificadas em alguns casos,
isto contrariaria a propria defini¢do de incerteza, na Estatistica
eno VIM, e resulta que ndo se pode obter uma incerteza valida
proveniente de um laboratério nestes casos.

A proposta do Guia de incerteza de amostragem foi
discutida e se concluiu pela sua invalidade. Assim, a solugdo
presentemente proposta para a estimagdo de incerteza para
fins de verificagdo de conformidade em quimica de alimentos é
estocastica, extrapola os limites fisicos e a competéncia técnica
e legal dos laboratdrios prestadores de servigos de anélises.

Para fins de decisao quanto a conformidade de produtos,
devem ser usadas as conhecidas técnicas de amostragem e
regras de testes de hipoteses estocdsticos. Nelas o segundo e o
terceiro caso do Guia EURACHEM/CITAC/Nordtest de Ellison
e Willians (2007) de verificagdo de conformidade implicam nao
rejei¢ao da conformidade.

Para fins de validagdo/controle laboratorial de métodos
analiticos, devem ser usados ensaios de proficiéncia, padroes,
comparagdes interlaboratoriais, etc.

Enfim, é necessario lembrar o comentario de Horwitz e Albert
(1997), segundo o qual os célculos de incerteza recomendados
para medidas fisicas ndo sdo transferidos imediatamente para a
quimica. Ou seja, hd complicagdes nas medigdes quimicas que
resultam que as abordagens de incerteza por componentes ou
conforme o Guia de Ramsey e Ellison (2007) néo séo satisfatdrias
e trazem riscos se utilizadas por laboratdrios de analises.
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