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RESUMO

PRODUCAO E AVALIACAO DE MATERIAIS DE REFERENCIA PAR
NUTRIENTES E CONTAMINANTES INORGANICOS EM AMOSTRAS
AGRONOMICAS.

A intensa busca por confiabilidade de resultadosatcada vez mais importante
o papel dos materiais de referéncia, principalmentequimica analitica, pois
fornecem referéncias metrolégicas visando assegaramastreabilidade de
medices e ainda sdo fundamentais para a validkeanétodos analiticos. O
aumento da demanda por novos materiais de refaréngiadativo em todas as
areas do conhecimento, porém o0s setores agropesldrie alimentos estéo
entre 0os mais carentes. No Brasil, essa demandznélida somente pela
importacdo do material a custos elevados, sendpidrde a inexisténcia de
materiais adequados as necessidades do pais. Nesteto, 0 presente
trabalho visou a producdo de material de referérmmaa@a nutrientes e
contaminantes inorganicos em fosfato de rocha, riagtéma utilizada para a
fabricacdo de fertilizantes. O material foi prodiaziseguindo as seguintes
etapas, estabelecidas internacionalmente pelasGl3lAS 30 a 35: preparo e
envase do material, avaliacdo da homogeneidade,desestabilidade a curto e
a longos periodos e na caracterizacdo prévia, qosistiu na montagem do
ensaio colaborativo, com a distribuicdo do matgniaparado a laboratorios que
se dispuseram a colaborar com o projeto. Aindanforaalizados estudos
voltados ao preparo da amostra visando a rapidedugao de uso de reagentes.
A avaliacdo da estimativa da massa minima, da henwgade e da
estabilidade do material foi realizada utilizan@o-£omo técnica de
determinacdo a espectrometria de emissdo Opticaptasma indutivamente
acoplado (ICP OES). Para a determinacéao de fofbomvaliado o emprego de

espectrometria de emissao com plasma induzidaaper [LIBS). Os resultados
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foram submetidos a andlise de variancia de fatdacoufANOVA) e a
homogeneidade e a estabilidade do material aperaemtmédias dentro do
intervalo de confianca de 95%. Os resultados obtillmante o preparo e através
do ensaio colaborativo possibilitaram a caracte@i@agquimica e o calculo das
incertezas relativas a cada etapa do preparo derimlasendo elaborada a carta
controle com os resultados do material de refeaéa@s incertezas expandidas
para cada um dos analitos em estudo. Parte ddhtoafa desenvolvido junto
ao National Research Council Canada (NRCC) em @ttaavCanada, onde foi
avaliada a aplicabilidade do sistema de combusig@da por radiacdo micro-
ondas no preparo de amostras de materiais demef@macionais anteriormente
preparados, figado bovino (RM-Agro E3001a) e faenag(RM-Agro E1001a),
para a determinacdo de As, Cd, Cu e Pb por espeiia de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), sendo obtidesultados que

poderdo ser aplicados em outros materiais orgapiaosganicos.
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ABSTRACT

PRODUCTION AND EVALUATION OF REFERENCE MATERIALS FR
NUTRIENTS AND INORGANIC CONTAMINANTS IN AGRONOMICAL
SAMPLES.

The intensive search for the reliability of resufisreases the role of reference
materials, mainly in analytical chemistry, becadlsey provide metrological
references to ensure traceability of measurememisage still central to the
validation of analytical methods. The increasingndad for new reference
materials is gradual in all areas of knowledge, tnat agricultural and food
sectors are among the neediest. In Brazil, thisirement is met only by the
import of the material at high costs, being fredqlyemhe lack of adequate
material to the needs of the country. In this ceinténis work aimed at the
production of reference material for inorganic rartts and contaminants
present in a phosphate rock, the raw material tgadanufacture fertilizers.
The material was produced by following the nextpsteinternationally
established by ISO GUIDES 30 to 35: preparation padkaging material,
assessment of uniformity, stability test in shartd dong periods and in prior
characterization that was the assembly of the lootktive trial, with the
distribution of the prepared material to laborasrithat were willing to
collaborate with the project.Sample preparationdissl also have been
conducted, aimed at speed and reduced use of teadJdm® evaluation of the
estimated minimum mass, homogeneity, and stabditythe material was
performed using inductively coupled plasma opteraission spectrometry (ICP
OES) as determination technique. Phosphorus detatiom was evaluated by
laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS).Analysaf single-factor
variance (ANOVA) was applied to results and the bgeneity and stability of

the material presented averages within the 95% idemée interval. The
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obtained resultsalong the prepare and with colktbar trialallowed the

chemical characterization and the determinatiohef uncertainties related to
each stage of the preparation of the material,fenadl preparation of the chart
control with results of the reference materialwitle expanded uncertainty for
each of the analytes under study.Part of the wak eeveloped by the National
Research Council Canada (NRCC) in Ottawa in Caihéaapplicability of the

microwave-induced combustion for sample preparatibpreviously prepared
national reference materials, bovine liver (RM-Adgf8001a) and forage (RM
E100l1a-Agro) was evaluated for the determinatiolAsf Cd, Cu, and Pb by
inductively coupled plasma mass spectrometry (IC®;Mnd the recults coulb

be applied in other organic and inorganic materials
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Capitulo 1

Producao de material de referéncia para nutrienteg
contaminantes inorganicos em fosfato de rocha
empregado na fabricacao de fertilizantes.



Introducao



1. INTRODUCAO

Segundo o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria
Abastecimento), o Brasil possui aproximadamente 18400es de hectares de
terras com condicbes para o plantio (cerca de lif2oes de hectares sao
pastagens), além de possuir um clima diversificatioyas regulares, energia
solar abundante e quase 13% de toda a agua dgoenidisl no planeta.
Somando todos estes fatores, logo se percebe d@rasd possui excelentes
condicbes no desenvolvimento do agronegdécio, resp@h por
aproximadamente 23% do PIB total (produto intermotd). As atividades
agricolas representam 70% do total da economiddiragproduzida no ano e a
pecudria, cerca de 30%. Além disso, o Brasil egpdft% de seus produtos
agricolas, sendo o setor agropecuario responsé@aweBf dos empregos no
Pais. Segundo a Assessoria de Gestao Estratéghmbterio da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (AGE/Mapa), os resultamliglos indicam que
houve expansdo ndo apenas da producédo das laveudas pecuaria, mas
também de insumos como fertilizantes e defensiat&mn de maquinas e
equipamentos [1].

O crescimento é gradativo e nos ultimos 10 anosstewerificado
um desempenho excepcional no ramo do agronegdeiticamente dobrando o
faturamento e resultando em um aumento de até EdO%eu saldo comercial,
segundo dados obtidos em 2012 [1]. A ConferéncsaNkdes Unidas para o
Comeércio e o Desenvolvimento (UNCTAD) estima quBrasil sera o maior
produtor de alimentos na proxima década. O paié ¢gonsiderado o maior
produtor e exportador de alguns produtos como eafiécar, alcool e suco de
frutas e ainda lidera as vendas externas de samjag dovina, carne de frango,
tabaco e couro. Devem-se ressaltar ainda as bosigeptvas para o algodao e
para os biocombustiveis produzidos a partir da-daracucar e 0leos vegetais,
além de milho, arroz, frutas frescas, cacau, chatanozes, carne suina e

pescado [2].



Grande parte do bom desempenho do agronegocideimagiode
ser atribuida ao desenvolvimento cientifico e tlgioo e a modernizacédo da
atividade rural, os quais sao realizados a padipésquisas, mecanizacéo e
expansao da industria. A adocéo de programas dias@nvegetal e animal, que
garantem a producdo de alimentos saudaveis, tars@éroonsiderados um dos
principais fatores que contribuem para que o paitransforme em uma das
mais respeitaveis plataformas mundiais do agroned8c

A intensa producdo agricola vem acarretando o enéscuso de
insumos, que podem vir a causar impactos ambienggativos, tais como a
degradacdo de recursos naturais, a contaminaca@rpdutos quimicos e o
acumulo de dejetos. Devido a isso, hd a necessidadem monitoramento
desses impactos, juntamente com o conhecimentmatmle dos materiais que
estdo sendo adicionados ao solo [3].

A qualidade dos produtos agropecuarios, por exem@o
demonstrada por resultados analiticos que precsesrobtidos com qualidade,
isto é, confiavel ao uso pretendido, como formagdeantir a exatiddo dos
resultados. A aceitacdo mundial de resultados resjéen da rastreabilidade, a
confiabilidade e a comparabilidade de medidas, @dug@ de custos, 0
desenvolvimento de processos eficientes e o estatmento de condicdes justas
de mercado [4].

Segundo o VIM (Vocabulario Internacional de Termos
Fundamentais e Gerais de Metrologia), a rastrelaloié metroldgica é a
propriedade do resultado de uma medicdo ou do wdoum padrédo estar
relacionado a referéncias estabelecidas, geralmenpadrbes nacionais ou
internacionais, através de uma cadeia continuauhparacdes, todas contendo
incertezas estabelecidas. A rastreabilidade meflic@dode ser obtida a partir
de uma combinacédo de praticas laboratoriais, camexemplo, a calibracédo de
equipamentos de medicdo com padrdoes que possuaerabdgiade garantida

ao sistema internacional (Sl); quando ndo for pessd uso de meétodos
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primarios, € desejavel que o método adotado pamaedida analitica seja
comparado a um método previamente validado; quené®dos utilizados
tenham sua validade demonstrada; e que seja feitsoode material de
referéncia certificado de uma matriz que garantaagr grau de similaridade
possivel com a amostra em questéo [4-6].

Para garantir a rastreabilidade metrologica e afiatmhdade
desejada, os laboratdrios devem possuir procedavedé qualidade e de
certificacdo. Tais medidas incluem o uso de métadoasnalise validados, o uso
de procedimentos internos de controle de qualidade o emprego de material
de referéncia (MR) e material de referéncia cedadp (MRC), além de
procedimentos externos de controle de qualidade ctano a participacdo em
ensaios colaborativos. Dessa forma, € dada atesgiErial a novos materiais
de referéncia de melhor qualidade para maior @ectos equipamentos de
medicao, devido a necessidade de dados mais exatodidaveis nas disciplinas
cientificas e tecnologicas [7].

Na “ciéncia da medicao”, o papel do MRC ja é bemaledecido,
pois fornece meios para verificar e calibrar provedtos de medicdo e
instrumentacdo. Além disso, a sua funcao basienifir o estabelecimento da
rastreabilidade metrologica. Nesses materiais gadas todas as metodologias
utilizadas para determinar cada propriedade outanaéndo que a certificacao
pode ser realizada por um ou varios laboratériossa&ja, sao realizadas por
meio de ensaios colaborativos que possibilitanteemtitros objetivos, analisar
um material candidato a material de referéncia ecomso de metodologias
reconhecidas, preferencialmente os métodos preatemealidados. Os
laboratérios participantes devem seguir as recoawiad estabelecidas pelo
produtor do material de referéncia, ou seja, engrey metodologia e o
procedimento analitico pré-estabelecidos no prograta certificacdo. Por
permitirem a verificacdo da exatiddo das medicbssnateriais de referéncia

certificados reduzem perdas causadas por resultaxddisicos incorretos [8].
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A importancia dos CRMs € incontestavel. Porém, ande
problema é que ndo ha materiais suficientes digp@nipara atender as
demandas em todos os setores, principalmente dieitpgoagropecuarios e de
alimentos, que estdo entre 0s mais carentes deriamtele referéncia
certificados [9,10].

No Brasil, essa demanda é atendida somente pelartaggo de
paises produtores a custos elevados. Além dissa, maitos setores ndo ha
disponibilidade de materiais adequados as necelesidaasileiras, uma vez que
cada pais produtor normalmente visa atender syzi@rdemanda. A selecéo
dos materiais de referéncia certificados desendo$vpelos grandes produtores
mundiais tem sido pautada nas necessidades doiaudiral, que precisa
demonstrar a qualidade e a seguranca dos prodfgomdms ao mercado
consumidor nacional e internacional.

A aquisicao destes materiais depende da importdegwodutores
internacionais que os comercializam a custos ets/dde uma maneira geral, a
complexidade do preparo e caracterizacdo dos magtdaz com que 0 preco
final seja elevado. Além do custo, nem sempre 8ipelsdispor de um material
de referéncia da matriz semelhante a da amostras&io ou com niveis de
concentracdo com a mesma ordem de grandeza, pilmepte em relacéo a
produtos agropecuarios. Com isso, o0 dominio deotegra para a producéo de
materiais de referéncia no Brasil representa uma@vastratégico por colocar o
pais em condicbes de fornecer materiais especif&@®ssuas proprias
necessidades.

Dentro deste aspecto, a Embrapa Pecuéaria Sudestenia vasta
experiéncia como provedora de ensaios de profigévisando o controle de
resultados analiticos, tanto de materiais de origemmal como de origem
vegetal ou mineral. A experiéncia adquirida neskadade e o0 acesso a

diferentes laboratorios sdo facilitadores a implaiagdo de ensaios



colaborativos para a obtencao de resultados dergsnsiurante a producao de
materiais de referéncia.

Considerando a importancia da disponibilidade de¢enzas de
referéncia no Brasil e a experiéncia previa da BEpdorpretende-se preparar um
material de fosfato de rocha empregado na fabmcde&ertilizantes, devido ao
seu intenso uso em sistemas de agricultura e paengal presenca de

elementos toxicos.



Objetivos



2. OBJETIVOS

Preparar um material de referéncia de fosfato dear@om valores
estabelecidos de nutrientes e contaminantes incagpara futura distribuicdo
aos laboratérios do Ministério da Agricultura, Pata e Abastecimento e

outros laboratorios nacionais.

2.1 Objetivos especificos

 Produzir material de referéncia de fosfato de rocbatendo teores
estabelecidos dos analitos Al, As, Ca, Cd, Cr,FeuK, Mg, Mn, Na, Ni, P,V e
Zn baseado em requisitos estabelecidos interndmenge pelas ISO Guias 30 a
35.

 Desenvolver um método de preparo de amostra uitlizécido diluido em
forno de micro-ondas para a determinacdo de comsés e contaminantes

inorganicos.

e Comparar os resultados obtidos com os métodosaisficle preparo e
determinacao utilizados na rotina para que possarutgizados como métodos

alternativos.

e  Coordenar um programa interlaboratorial de anélises
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Material de Referéncia e Material de Referénci&ertificado

A constante busca em garantir a qualidade de undécaweobtida
através de ensaios analiticos € o principal olgetiwm laboratérios nos dias de
hoje. Os resultados obtidos nesses ensaios sanciessepara a tomada de
decisdes em diversas areas, como por exemplo, @astiras, na saude e no
meio ambiente. Resultados ndo confidveis trazenelerado risco de decisbes
incorretas e podem acarretar custos mais elevaidoes a saude e praticas
ilegais [11-13].

Com o aumento da producao agricola, da globalizdg&mmeércio
e da industria, confiar nos proprios resultadoséaaficiente, sendo necessario
evidenciar essa confiabilidade através de resudtadon rastreabilidade, para
gue sejam aceitos sem restricoes. A qualidadeasodtados das medicdes tem
sido considerada o centro de interesse de anafjgfasicos devido a crescente
importancia que esta area desempenha na econamiaaciedade. Muitos sao
0S parametros que contribuem para a obtencdo ddtackss de medicdo
confiaveis e comparaveis, como a competéncia dbsenau do laboratério,
verificacBes de rotina de exatiddo e precisdodagiio de métodos analiticos
para a acreditacdo dos laboratorios e 0 empreguatiriais de referéncia (RM),
especificamente o0os materiais de referéncia cextiis (CRM), que sao
ferramentas muito importantes e a base para aicagi@o de resultados de
medicdes analiticas [14-16].

A Metrologia, ciéncia que se dedica ao aprimoramédetmedicdes
em todas as éareas do conhecimento, desempenha pei ipaportante,
impulsionando o quimico analista a se defrontar aprestabelecimento da

rastreabilidade as medices geradas em seus erp&sre ensaios [17].
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A rastreabilidade € um requisito importante pargasantia da
qgualidade dos dados analiticos nos mercados n&ianainternacionais.
Segundo o VIM, “rastreabilidade metrologica” € agiedade do resultado de
uma medicao estar relacionado a referéncias estati@$, geralmente padroes
nacionais e internacionais, através de uma cadméinca de comparacoes,
todas tendo as incertezas estabelecidas. A raditedb de uma medida pode
ser obtida a partir da combinacdo de equipamergasatiicdo calibrados com
padrdes que possuem sua rastreabilidade garardidaiseema Internacional
(SI). Segundo De Biévre, uma vez que uma cadeiaradtreabilidade
metroldgica é estabelecida, ndo se pode inveltdegpretacdo da sequéncia de
operactes apds a medicao, sendo considerada rnibigmiqualquer modelo de
medicao [6,17].

Normalmente, as técnicas analiticas empregadaspogsuem a
caracteristica de método primario de medicao, serdessaria uma calibracéo.
A calibracdo na vasta area da analise instrumgmiakipalmente na forma de
materiais de referéncia, vem se tornando uma ndeedgesna area de quimica
analitica, sendo considerada como o principal camepaplicacdo da metrologia
quimica [14].

Assim, também de acordo com as definicdes metrddgiescritas
no VIM, os MRs sao amostras que possuem um ou va#s de propriedade
suficientemente homogéneo e bem estabelecido, deirmaque possa ser
empregado na calibracdo de um instrumento de nwedngivalidacdo de um
método analitico ou na atribuicdo de valores a adodnaterial. J& os MRCs
sao 0s materiais que sao acompanhados por umicaeltif com um ou mais
valor de propriedade e ainda certificado por unc@donento que estabelece
sua rastreabilidade metroldgica para a obtencata eda unidade na qual os
valores foram expressos [6, 14, 18].

Os MRs e MRCs séao designados como padrbes a séfizados

em Quimica Analitica, sendo normalmente empregadosliversas atividades
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rotineiramente executadas nos laboratérios quimit@s como verificacdo e
validacdo de métodos; avaliacdo da eficiéncia @ssltados, estimativa das
incertezas de uma medicdo, para calibracdo, enalti@b de pesquisa e
desenvolvimento, atividades de controle internoqdalidade e para fins de
garantia externa da qualidade. Se varios labomstéconseguem atingir o
mesmo resultado analitico para um mesmo MRC, é odicdtivo da
comparabilidade de suas medic¢bes [11, 19-21].

A principal diferenca entre os MRs e os MRCs é gnguanto um
material de referéncia especifico pode ser adegpadocontrole de qualidade,
mas nao para validacao de metodologia, a definlgiRC leva em conta o
importante termo rastreabilidade, utilizado pardadienar o resultado de
medicdo a uma referéncia, permitindo a esse tipmaterial, usos variados e
simultaneos.

Portanto, a utilizacdo de MRs e MRCs tem influémaaqualidade
dos resultados gerados, uma vez que os mesmobifiassia transferéncia dos
valores de grandeza entre diferentes laboratégesantindo a confianca,

transparéncia, confiabilidade e aceitacéo dostesd [11, 20].

3.2 Producéo de um material de referéncia certificdo

Com a intencao de estabelecer uma diretriz e fernagentacoes
aos produtores de materiais de referéncia, ondeabaodadas praticas de
garantia de qualidade e a rastreabilidade do mafeparado, seis guias foram
publicadas pela International Organization for 8#adization (ISO) e
traduzidas para o portugués pela Associacdo Birasitle Normas Técnicas
(ABNT), que séo reconhecidas internacionalmen@®2[1, 22-25].

* ABNT ISO GUIA 30 (substituida pela ISO GUIDE 30: 2015 —

Reference Materials — Selected terms and defim}lienTermos e definicbes
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relacionados com materiais de referéncia - aprasentermos e os significados
associados em relagao aos MRs.

 ABNT ISO GUIA 31 (2004) (substituida pela ISO Guide 31:
2015 - Reference materials - Contents of certi#isatabels and accompanying
documentation) - Materiais de referéncia - Contedéaertificados e rotulos -
estabelece as informacdes que devem constar erartifitado de MR.

* ABNT ISO GUIA 32(2002)- Calibracdo em quimica analitica e
uso de materiais de referéncia certificados - recmtacdes gerais para aqueles
gue enfrentam problemas relacionados a calibrag&#teedo e ainda uso de MR
internos e dos MRCs.

 ABNT ISO GUIA 33 (2002) (substituida pela ISO Guide 33:
2015 - Reference materials - Good practice in ugsefgrence materials) -
Utilizacdo de materiais de referéncia certificaedldéscute a utilizacdo de MRC
e suas aplicacles corretas.

. ABNT ISO GUIA 34 (2012) - Requisitos gerais para a
competéncia de produtores de material de referéneistabelece os requisitos
para o sistema da qualidade segundo os quais osIBilRs ser produzidos.

. ABNT ISO GUIA 35 (2012) — Principios gerais e estatisticos
para certificacéo - fornece principios estatistigas auxiliar na compreensao e
desenvolvimento de métodos validos para atribuorea as propriedades de um
MR, incluindo a avaliacdo de suas incertezas amdas) e estabelecer sua

rastreabilidade metrologica.

Segundo um dos itens da ABNT ISO GUIA 34, os prock# de
MRs necessitam ter um adequado sistema de qualjpka@e laboratérios de
ensaio e calibragcao, preferencialmente baseadosrnaa ABNT NBR ISO/IEC
17025, para garantir a confiabilidade dos matepegparados [20, 26]. Ainda,
estabelece diretrizes para a producdo do MRC gileeim: andlise qualitativa

para a verificacdo do tipo do material; usinageroagem, homogeneizacao,
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peneiramento e quarteamento; determinacdo dabdigio dos tamanhos de
particulas; limpeza de recipiente de amostra;, sswag esterilizacao;
embalagem de amostras representativas do lote&stest homogeneidade e

estabilidade; e por fim, a caracterizacdo das @dades do MR [16, 20].

3.2.1 Teste de Homogeneidade

De todas as etapas do preparo, a homogeneizagia élas mais
criticas, sendo considerado pré-requisito para Ui Bt acordo com a ABNT
ISO GUIA 30, a homogeneidade de um MR é a “conddganiformidade de
estrutura ou composicdo com respeito a uma ou npagriedades
especificadas. Um material é considerado homog&oeo respeito a uma
determinada propriedade, se o valor da propriedbterminado por ensaios em
amostras de tamanho determinado se encontra ddodrdmites de incerteza
especificados. As amostras podem ser tomadas delagehs diferentes
(frascos, pacotes, etc.) ou de uma Unica embalafféh”

A ABNT ISO GUIA 35 estabelece para o teste de hameglade
gue o numero de frascos seja selecionado aleatmtadevendo incluir de 10
a 30 unidades do lote preparado. O planejamentvmaificar o0s componentes
de incerteza de um lote de um material preparad fpes de certificacao deve
indicar as variabilidades da amostra dentro dretie, assim como entre os
recipientes que contém os materiais que compdenot®, ldevidamente
envasados. A magnitude dos componentes de incqrtelmapresentar grande
variabilidade, dependendo da natureza do mateedaleteréncia. As analises
para o teste devem ser realizadas em condicOespadtividade, ou seja, no
mesmo laborat6rio, mesmo analista e testada no ondenj25].

Além disso, na variabilidade entre os frascos, dmreincluida a

incerteza relativa a tal condicao. A avaliacdo es@imativa da incerteza sao
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calculadas com o emprego da andlise de varianddO{BA) de fator Unico
[25].

O impacto da ndo homogeneidade de um dado mapertsd ser
reduzido consideravelmente com a descricdo de pepradas. A ABNT ISO
GUIA 34 recomenda e considera importante que sdb@sica a massa minima
de amostra para a utilizacdo do material candidateferéncia. Nesse caso,
analisando intervalos de massa diferentes, podstsmar a massa minima de
amostra necessaria para determinada aplicacdo A2Qlantidade de massa
minima de amostra é determinada realizando-se tudcesle homogeneidade
dentro do frasco para diferentes porcdes do emsazomo o desvio-padrédo de
homogeneidade dentro do frasco depende do numepartieulas que possui
certa propriedade, € possivel determinar o nimeénonmma de particulas ou a
porcdo minima do ensaio. O desvio padrao de repdditle de um método, s
estd sempre incluido no desvio padrdo obtido paélise, a massa minima de
amostra de um MRC que deve ser utilizada para guenfarmacOes de
certificacdo sejam validas é aquela em que o dgmdodo relativo obtido com

determinada massa de amostra se igualg[ 88, 27,28].

3.2.2 Teste de Estabilidade

A estabilidade dos MRs também é um requisito essenena vez
gue é esperado que 0s materiais sejam estaveis eegistam a degradacdo
devido a fatores como luz, temperatura, oxidacaga® de micro-organismos,
entre outros. Caso algum desses fatores sejaocriticmesmo devera ser
observado em relacéo a disponibilizacdo e comerago do material.

A ABNT ISO GUIA 30 define estabilidade como a “cajuade do
material de referéncia manter o valor de uma detacha propriedade dentro de

limites especificados por um periodo de tempo ptabelecido, quando
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estocado nas condicdes especificadas”. E essedaditedido em dois testes
distintos de estabilidade: estabilidade a curtdomgo prazos [19].

O estudo de estabilidade a curto prazo simula asligies de
transporte, garantindo que o material ndo sofregradlacdo por alteracdo de
temperatura e umidade durante o transporte, pommgre A variacdo de
temperatura é um fator chave na degradacao doiatagportanto, frascos com
o0 material sdo mantidos a diferentes temperaturasaésados em funcéo do
tempo para verificar possiveis alteracdes de st@wipdades. J4 o estudo de
estabilidade a longo prazo (simula o tempo de &beah”) verifica se o material
de referéncia pode ser armazenado em condi¢cOesddaii como a temperatura
ambiente por exemplo. Os testes de estabilidadeé&ansao utilizados para
estimar a contribuicdo da incerteza de medicdocast®d a estabilidade do
material, bem como definir as condicbes de armament e de transporte
[19,29].

A natureza do recipiente utilizado para armazenademmaterial
pode ter um grande significado em sua estabilid@@so seja escolhido de
maneira inadequada pode vir a interagir com a amosifetando sua
estabilidade [29].

3.2.3 Caracterizacao e incerteza do material de r@féncia certificado

A caracterizacdo do MRC tem como objetivo fornexermlor de
propriedade usando quatro abordagens de acorddBdii 1ISO GUIA 34: 1)
medic&do por um unico método primario, em um laldoi@t 2) medicdo por dois
ou mais métodos de referéncia independentes em esma laboratério; 3)
medicdo por uma rede de laboratorios com um ou matedos com exatidao
demonstravel; 4) medicdo com meétodo especifico em programa
interlaboratorial realizado entre diferentes latiias [20].

Segundo a definicdo do VIM, o termo incerteza deligi® € o

“parametro ndo negativo que caracteriza a dispelgéwvalores atribuidos a um
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mensurado, com base nas informacdes utilizadas/ia@lente, a confianca na
precisdo da medicado dos resultados é muito mammdpuacompanhada de um
valor declarado de incerteza [6,30].

A GUIA EURACHEM/CITAC define que em quimica analdi
para a maioria dos fins, deve-se usar uma inceelgzandida, “U”. Através da
incerteza expandida é possivel obter um intervadatrd do qual se cré
encontrar-se o valor do mensurando, com um maaur ge confianca. O valor
de “U” é obtido pela multiplicacdo da incerteza @@adcombinada,uj, por um
fator de abrangéncia (k). A escolha do fator k #ehda no grau de confianca
desejado. Para um grau de confianca de aproximadard®%, o valor de k € 2
[4].

A incerteza final do MRC leva em consideracdo asriezas
associadas aos testes de homogeneidade, estabikddd caracterizacao do
material. Assim, a incerteza expandida associadel@o de propriedade de um

MRC pode ser expressa pela Equacao 1 [25].

Uure = k\/Uchar2 + Ubb2 + Usts2 + Ults2 (1)

Onde k é o fator de abrangéncia. As demais in@steansideradas
na equacao se referem a incerteza padrdo da caaci® (h.), da
homogeneidadauf,), da estabilidade a curto prazg, da estabilidade a longo
prazo ().

Na Figura 1 €& apresentado um fluxograma das etajzas
caracterizacao e suas respectivas incertezas as$as@ cada etapa, que deve

ser realizada para a producao de um MRC.
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[ Dentro do frasco ]—»[ Massa Minima
Homogeneidade] {
[ Entre os frascos 4’[ Ucbb)
. \ 4
[ Curto prazo 4>[ Usts)
[ Estabilidade ] {
[ Longo prazo ]—»[ Uqits)
A 4
[ Caracterizacao ]—»[ Valores de propriendade]—»[ Uchar)
A\ 4 \ 4
MRC | :{ U(mrc)

FIGURA 1 - Fluxograma das etapas da caracterizaltddVIRC e suas
respectivas incertezas associadas [25].

3.2.4 Preparacao do certificado de analise

Uma vez que o MRC tenha sido apropriadamente eaizatdo e
seus valores atribuidos, um certificado de anélese ser elaborado. A ABNT
ISO GUIA 31 fornece os itens que o certificado deweter, os quais incluem
nome e endereco do produtor, descricdo e nome deriataos valores de
propriedade suas incertezas, data da certificagitempo de prateleira, o uso
pretendido e se h&a alguma restricdo ao seu us@ayleam incluir as condicdes
de transporte e 0 armazenamento, instrucdes pasd @orreto, 0 método de
preparacdo, a declaracdo da homogeneidade e ddlidste, os métodos de
caracterizacdo e se for apropriado, a lista derdados participantes do

processo de caracterizacéo [22].
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A rastreabilidade dos materiais de referénciafaatios pode ser
obtida a partir de uma cadeia ininterrupta de capbes ligadas a unidades
relevantes, com base no sistema internacionaf) agd de resultados obtidos a
partir de métodos de referéncia corretamente \dgElaEm cada caso, o
produtor devera incluir no certificado uma declamgda rastreabilidade,
indicando os principios e procedimentos aos qusisabores de propriedade

estao baseados [25].
3.3 Historico sobre a producao de materiais de reféncia

A producéo de MR teve inicio no comeco do seculd.Xlevido a
inexisténcia de padrdes primarios, era comum ades@agentes purificados ou
de baixa pureza como padrdo. Em 1824 Gay-Lussacexemplo, utilizou
como padrdo um oOxido de As (lll) purificado. Emn¢éo da adulteracdo do
leite por diluicdo com agua, em 1880 foi produzdo Londres o primeiro MR
de matriz [31, 32].

O fato que pode ser citado como primeiro diretamdigiado a
histéria dos MRs ocorreu em 1833, em HeightstowhA EO entdo presidente
americano John Quincy Adams, acompanhado de Cosn€knderbilt estava
dentro de um trem que sofreu um descarrilamento widimas. Esse tipo de
acidente era comum naguela época devido a frabassodas de ferro fundido
e, com o objetivo de prevenir a perda de outraasyitbi criada a “Agéncia de
Padrdes” para certificar MRs [33].

Em 1905, a American Foundrymen’s Association encgraa com
a Agéncia de Padrdes, depois chamada de NatiomehBwf Standards (NBS),
iniciou um trabalho para tentar resolver esseslenus de descarrilamento de
vagdes. Uma pesquisa realizada por essas agénosisomque o problema
poderia ser solucionado alterando-se a especibcatd ferro fundido.

Entretanto, os laboratorios das fundicbes forneeedadas ferrovias néo
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realizavam medicdes exatas para garantir a congmsigs seus produtos. O
problema dos laboratérios era possuir uma fontmakeriais que pudessem ser
analisados com exatidao, com composicédo dentrsjpleciicacdes conhecidas
e faixas aceitaveis. Quando o primeiro projetotésminado em 1906, quatro
materiais constituidos de aparas de ferro fundalani colocados a venda,
juntamente com seus certificados de analise. J&%4M foi produzido um novo
lote das amostras denominadas “amostras padrap” [33

O sucesso dos MRs de ferro fundido contribuiu pagapanséo do
mercado de MRs. Em 1991 o catalogo ja continha Z8CMentre ligas
metalicas, minérios de ferro e escoria de cobre3{33

No periodo que compreendeu as duas guerras myraligividade
de desenvolvimento de MRs cresceu lentamente. Buosnanos 50 e 60 houve
uma aceleracdo de esforcos para certificar MRpa&rtar de entdo até 1969 ja
existiam 582 tipos de materiais disponiveis nologthda NBS [33,34].

O periodo de maior desenvolvimento em termos detmlze e
variedade de MRs ocorreu nos anos 70, sendo pamunios Estados Unidos,
600 novos MRs. Em 1979, ja existiam 1060 tipos déenmis no catalogo, que
incluiam matrizes ambientais, naturais e biolégieadre eles soro humano,
tecido de plantas, sedimentos de rio e materidicpg&ado urbano [33].

Durante os anos 80 muitos avancos foram obtidascipalmente
no que diz respeito a certificacdo de parametrgmmcos de interesses
ambientais. Também foram desenvolvidos MRs de Harite trigo, farinha de
arroz, figado bovino, tecido de ostra e folhasspenafre. J& nos anos 90 houve
um grande progresso na certificacdo de vitaminagnisturas diet, formulas
infantis e materiais alimenticios [33].

Segundo o COMAR (Banco Internacional de Dados deidas de
Referéncia Certificados), atualmente existem 10.0MBCs de diversas
matrizes, compreendendo 283 produtores em 28 pa@isstrados em seu

banco de dados. A China é o pais que possui a mpaéntidade de produtores
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de MRCs e o0 Japao o que possui uma maior quantideddRCs [35]. Na
tabela 1 séo apresentados os principais produtteeBIRCs cadastrados no
COMAR.

TABELA 1 - Principaisprodutores de MRCs cadastrados no COMAR.

Produtores Pais Website

NIST Estados Unidos http://www.nist.gov/

IRMM Bélgica http://irmm.jrc.ec.europa.eu/
BAM Alemanha http://www.bam.de/en/
LCG Inglaterra http://www.lcg.co/uk/
NMIJ Japao http://www.nmij.jp/

CENAM México http://www.cenam.mx/

IPT Brasil http://www.ipt.br

A literatura, atualmente reporta diversos estudwoa p producéao de
MRs. Chew e colaboradores [36] produziram um maltelé cogumelo em pé
para a determinacdo de Ca, As, Cd e Pb. Os ressltiab métodos validados
foram comparados através de estudos interlabaaetarin institutos nacionais
de metrologia, sendo os valores reportados em eateetoncordancia com os
valores de referéncia. As incertezas expandidaanfoobtidas através da
combinacdo da incerteza da caracterizacag,)(ue da incerteza da
homogeneidade ).

Oster e colaboradores [37] desenvolveram um MR@aldculas
atmosféricas depositadas em filtros para monitonéonga qualidade do ar para
determinacao de As, Cd, Ni e Pb. Foram desenasviddas as etapas para a
certificacdo, como o teste de homogeneidade, g@aliada estabilidade e
caracterizacdo do material, juntamente com os lo&lala incerteza, baseados
na ABNT ISO GUIA 35.

22



Ulrich e colaboradores [38] desenvolveram um MRCadwstras
de peixe para a determinacdo de mercurio e metlimer O material passou
por todas as etapas de certificacdo, como a sefleciwmterial, preparacéo, teste
de homogeneidade, estudo de estabilidade e caractw, baseados nas
normas da ISO 30 a 35.

Caroli e colaboradores [39] realizaram um estudmtgi de
producao de um MR para elementos-trago em mel.l€dseatos considerados
foram As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sn, V e Zargm o material apresentou
instabilidade em relacdo a estabilidade a longagyrado sendo possivel sua
disponibilizacao.

Sturgeon e colaboradores [40] desenvolveram um M&Q0matriz
de otolitos de peixe para determinacdo de Ba, CaMQg, Mn, Na e Sr
juntamente com as estimativas das incertezas. &&lde referéncia foram
obtidos para Cd, Cu, Ni, Pb e Zn, porém estes eltmaaado foram certificados
em funcéo da elevada incerteza obtida pelo tesh®a®geneidade.

Wang e colaboradores [41] produziram trés MRCs para
determinacdo do teor de agua em solucdes mistasartb®nato de xileno,
butanol e propileno. Os CRMs foram certificadoopeitodo colorimétrico de

Karl Fischer e por métodos volumétricos.

3.4 Producéo de material de referéncia no Brasil

O grande crescimento industrial iniciado no seécx# no Brasil
impulsionou a necessidade do fortalecimento derumsntos eficazes de
controle de qualidade para proteger produtoresnsucnidores. Em 1961, foi
criado o Instituto Nacional de Pesos e Medidas MINPque centralizou a
politica metrologica nacional, o qual foi substiniem 1973, pelo hoje
chamado Instituto Nacional de Metrologia, Normajéa e Qualidade Industrial
(INMETRO). O INMETRO atua em diversas functes, deelas a manutencéo
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e a conservacdo de padrées de medidas. Também ftemp&m de promover e
manter a cadeia de rastreabilidade dos padroastisdes de medida, executar
atividades de acreditacdo de laboratérios de eglitar e ensaio e produzir e
comercializar padrées, como exemplos bioetanol,goHdutividade eletrolitica,
etanol em agua, entre outros [42].

O inicio da producdo de MRs para analise quimicaBreasil
iniciou-se em 1975, com a criacdo do Nucleo ded®sdAnaliticos, atualmente
chamado de Agrupamento de Materiais de Referémm$n Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) localizado nas deperada Universidade de
Sao Paulo (USP), o qual desenvolveu mais de 1309VIB€éhdo eles minerais,
metais, padrBes fisicos e de petréleo, constituttbogpadrdes de aco, ligas
metalicas e minérios, entre outros [43].

Em 1978, o Centro de Tecnologia Mineral (CETEM)ethe®Iveu
projetos envolvendo pesquisa tecnoldgica para @egsamento mineral e
metallrgico e a prestacdo de servicos para a malusineral, onde foram
produzidos MRs para carvao mineral seguido de mairdir ouro [45]. Ja em
1983, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade Saude (INCQS) —
Fundacdo Oswaldo Cruz/Ministério da Saude, deseemoMRs de matrizes
biolégicas para o controle de qualidade de prod@ggitos a vigilancia
sanitaria e de conjuntos de diagndsticos [44,45].

Um pequeno numero de instituicdes produz e comaaiRs no
Pais. Segundo a base de dados do COMAR, o Brasg8upd38 MRCs
cadastrados, sendo que 46% foram produzidos p&lo3B% produzidos pelo
INMETRO, 12% pelo CETEM e 11% pelo VISOMES. [35].

De uma maneira geral, a producdo de MRCs no Beasitente e
ainda se encontra em desenvolvimento. A contrilbuttIPT esta na producéo
de materiais para a area sideruargica (aco, femdidos, metais puros, ligas de
cobre, refratarios e minérios) e na industria dogbeo, 0s quais se encontram

descritos em publicacées como um estudo sobre adgemeidade de um lote de
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material de silicio metalico candidato a materakeferéncia e a certificacdo de
um material de minério de ferro [46,47].

O INMETRO, 6rgao responsavel pela inser¢cdo de MiRlymidos
no Brasil junto ao COMAR, tem desenvolvido diversoateriais, tais como
etanol em agua, voltado a calibracdo de analisadake alcool para
determinacdo do teor alcodlico presente no ar adpimpelos condutores de
veiculos; materiais de solucdes tampéao para pHhacac e solucdo de HCI [48].
Ja o CETEM se caracteriza pela producdo de matenigierais, como exemplo
MRC de bauxita e dois materiais para a indUstrieathee [49-51].

O Instituto de Pesquisas Energéticas e NucleaRESN) também
tem atuado no desenvolvimento de MRs. Moreira abayhdores produziram
um material de referéncia certificado para 11 etgose em mexilhdo [29,
52,53].

Fraga e colaboradores [54], do INMETRO, no Rio @eeillo - RJ,
desenvolveram um trabalho para a certificacdo @ pgarametros de qualidade
eletroquimicos como acido total, pH e condutividagletrolitica que sao
utilizados para proteger da corrosdo as parteslioetade um veiculo. A
incerteza expandida foi calculada para todos o&npetros obtidos através de
testes de homogeneidade, estabilidade a curtage lrazos e a caracterizacéo,
informada com um nivel de confianca de 95%.

Carioni e colaboradores [55], da Universidade Fadw ABC e o
Instituto de Quimica da USP, desenvolveram um estpdra avaliar os
parametros para o preparo de um material de referé&e atum para a
determinacdo de arsénio total. As determinacbesnforealizadas por
espectrometria de absorcdo atbmica com forno ddéegcmm amostragem em
suspenséao (SLS-GF AAS) e espectrometria de absat¢aoca com geracao de
hidretos e amostragem de suspensao (SLS-HG AAS)ri@sipais parametros
avaliados foram: a homogeneidade, a segregacanalitoadurante a producéo

e a composicado do material.
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O mesmo grupo desenvolveu métodos analiticos para
determinacdo de mercurio total e metilmercurio nvikaa producéo de MR de
peixe. Foram investigados os parametros como hameddgple, massa minima
de amostra, segregacdo e tamanho de particula. rl@sippis métodos
empregados foram espectrometria de absorcdo at@uinageracdo de vapor
frio (CV AAS) e a espectrometria de absor¢cao ataromm forno de grafite (GF
AAS) [56].

Brandé&o e colaboradores [57], do Instituto Nacial@lControle de
Qualidade em Saude (INCQS) e Instituto Federal éndia, Educacdo e
Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), realizaramdest visando a producao de
MR para microbiologia em uma matriz de queijo. Ronealizados testes de
homogeneidade e de estabilidade, sendo que o aladpresentou-se estavel
durante um periodo mais longo apenas quando caukera -70°C. Outras
temperaturas avaliadas foram avaliadas e a -20PGaterial foi considerado
estavel durante 48 dias e a 35°C, foi a temperapueaocasionou reducdo na
concentracdo celular em quatro dias. Os autoresludioeim que o material foi
considerado homogéneo e adequado como MR e parimansportado aos
laboratorios participantes de um ensaio de proieé a temperatura de até
35°C dentro de no maximo quatro dias, uma vez guesultados indicaram a
manutencao da concentracao celular durante estalper

O Brasil vem crescendo no setor de producdo de MBEmM o
setor de produtos agropecuarios e de alimentoeas& 0s mais carentes. Essa
demanda é atendida através da importacdo de ppfedsitores a custos
elevados, porém 0os mesmos nem sempre atendem asdbsrem termos de
combinacdo analito-matriz, que devem ser 0s magimpps possiveis [58].
Essa deficiéncia de MR para o setor agropecuarimatge critica quando se
observa a importancia do agronegocio brasileiroBr@sil somente podera
continuar e expandir suas exportacdes sendo cdimpeg adequando 0s

produtos nacionais as exigéncias do mercado irtiemel, através de resultados
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validados e rastreaveis a sistemas internacioRaisanto, se faz cada vez m

necessario, a utilizacdo e o desenvolvimento d®siMRs e MRCs voltados
para este setorNa Figura 2 € representadaevolucdo anual da balan

comercial brasileira @os recursos relacionados agronegdcicentre 0s anos
1989 e 2014 (Figura 259).

300 T
US$ Bilhoes

250 +

200 + _ _

180 + M
100 - ‘—*-H
‘/
‘\*ﬂ
" | Il
I: 1 5 !-HII-!l!dl!-Il!!li--ll“li:l“ CTLLIT
. 4-: i s-Hllwlll' et OO O Ol I 19 T LTI (T,
1989 19901991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
C—EXP. TOTAL C—IMP.TOTAL —a— EXP. AGRONEGOCIO —e— IMP. AGRONEGOCIO
Fonte: AgroStat Brasil, a partir de dades da SECEX/MDIC Elaboragde: CGOE/DPI/ SRI/MAPA

FIGURA 2 — Bvolucao anual da balanbrasileira e do agronecio entre 1989
e 2014 (US$ bilhdes) [$9

Em 1992, oCentro de Energia Nuclear na Awltura, da
Universidade de SéoaBlo (CENA, USP),em colaboracdo com a Agén
Internacional de Energia Atdmica (IAEA), produzi primeiro MR para o setc
agropecuario, o qudbi denominado “Trace Elements in Soya Flour (IA
RM-361), certificadgaraos elemento8r, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
Rb e Zn com osalores de consenswobtidoscom 21 laboratérios participant
[60]. Outro estudo desenvolvido pelo CENA se refereeterchinacdo d
homogeneidade para uma amostra de café caa a MR Os analitos Br, Cs
Co, Cs, Fe, K, Na, Rb, Sc e Zn foram determinadwsapalise por ativacé
neutrénica instrumental (INAA) e, atres do teste F, a homogeneidade |

Ca, Cq Cs, K e Sc foi comprovada. [|.Recentemente o CENA, em conjul
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com a Empresa Pecuéria Sudeste, em Sédo Carlosaeutdd&de de Ciéncias
Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto, desenvolygajeto CRM - Agro -

Materiais de Referéncia para Agricultura, Pecuéri@ioxicologia, do qual a
presente tese foi um desdobramento.

Outro desdobramento do CRM - Agro foi o projeto EEBA que
englobou, além dos participantes do CRM - Agrorasuprodutores nacionais
de MR, como o Instituto de Quimica da USP e o IREMboratorios que
participaram de ensaios colaborativos, como osr#beos vinculados ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e AbastecimerftANAGRO/MAPA),
Institutos Estaduais de Pesquisa (IAC, EPAGRI, IRPA laboratérios
particulares e de outras universidades (UNESP «ANIP) [62].

A Embrapa Pecuaria Sudeste produziu no escopo tdadades
descritas anteriormente, quatro MRs: um MR de mastaoineral para gado de
leite (CRM - Agro E2001a), contendo teores conheide Ca, K, Na, P, Cu,
Fe, Mn, Mg, Zn e os contaminantes As, Cd e Pb; ugadd forrageira (CRM -
Agro E1001a), contendo teores conhecidos de CeIgPK, Cu, Fe, Mn, Zn e
Na e os contaminantes As, Cd, Cr e Pb; e um MRdlle gara estudos
ambientais (CRM - Agro E2002a), com teores conlwecde As, Ca, Cd, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Pb e um material derésfeia para figado bovino
(CRM - Agro E3001a), com teores conhecidos de As,de, Ca, Mg, Na, Fe,
Cu, Zn, K, Mn, P,Co,V, Se, Sr e Mo, todos produgidonforme as ISO Guias
30 a 35. Os materiais e seus certificados de anéksdo disponiveis para
distribuicao no site da EMBRAPA
(http://www3.cppse.embrapa.br/materiaisdereferenba) 63,64].

3.5 Fosfato de Rocha

O bom desempenho do agronegécio brasileiro podatsbuido,

principalmente ao desenvolvimento cientifico e td@gico e a modernizacédo da
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atividade rural, realizados através de pesquisasanizacdo e expansao da
industria. Todos esses fatores, somados a ado¢amgeamas que garantem a
producdo de alimentos saudaveis, sdo consideramhorhentais para que o
Brasil se transforme em uma das mais respeitavati@npias mundiais do

agronegaocio.

Devido a intensa producdo agricola e ao uso preigeesde
insumos, as preocupacdes com 0s impactos ambiemigaivos tém crescido,
sendo necessario o conhecimento e monitoramenton@deriais que estao
sendo adicionados, para evitar a ocorréncia dedtopaegativos [3,4].

A concentracdo de elementos toxicos em alimentperdke de
alguns fatores, como as condices do ambiente, &éisdos de producédo e
processamento, a exposicao a defensivos e femtiéigaalém do local de origem
do produto agricola, especialmente em relacdo dpasigho do solo. Os limites
entre a essencialidade e a toxicidade de um elenggiitnico podem ser muito
estreitos, tornando-os dificeis de discrimina-&is 66].

A qualidade dos alimentos apresenta relacdo dioet@ OS
elementos quimicos presentes nos solos cultivéko$ertilizantes comerciais e
corretivos do solo, largamente empregados em sastamtensivos de agricultura
ajudam a aumentar a produtividade agricola, alémmdiorar a qualidade
através de incrementos no teor de alguns micremiés. Por outro lado, uma
grande quantidade de elementos téxicos é enconipadaipalmente na forma
de impurezas originarias da matéria-prima ou degsso de producédo, gerando
motivos de preocupacao sobre suas consequénciagiacambiente e a saude
humana. Essas impurezas, entre as quais As, CuMHKgPb, Sn e Zn, sao
encontradas em agroquimicos como inseticidas, diddsi e fungicidas
(especialmente nos sais organicos e moléculas amgalicas) e podem gerar
residuos no leite e na carne de animais. [62, §6,67

O termo fertilizante refere-se a qualquer materafyanico ou

inorganico, natural ou sintético, que forneca amngals um ou mais elemento
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necessario ao seu desenvolvimento normal e, adel®m repor ao solo os
elementos retirados em cada colheita para man@®Fuopotencial produtivo
estavel [68].

Entre os elementos presentes nos fertilizantesgempoger citados
N, P e K, necessarios em maiores guantidades patasenvolvimento das
culturas, assim como Fe, Cu, Mn e Zn, conhecidosocmicronutrientes, por
serem essenciais as culturas, porem em quantidaelesres. Esses elementos
tém funcbes essenciais no metabolismo das planta&oeconstituintes de
enzimas que controlam diferentes processos. A idelim desses nutrientes
pode afetar o crescimento das plantas. Por outim, Ias fertilizantes também
podem conter elementos toxicos que, mesmo em baeasentracdes sao
considerados perigosos, pois tendem a bioacumylac@oe pode ser toxico
para as culturas, contaminando a cadeia alimeastando associados a um
grande numero de efeitos adversos sobre a saudmbhuf9-72].

Ja existem no Brasil Instrugcbes Normativas quendeafi limites
estabelecidos para teores maximos de elementagaimoos toxicos presentes
nos fertilizantes produzidos no pais, assim commbémn sédo definidas
metodologias analiticas para a determinacdo demsabtos, muitas delas
baseadas nos protocolos estabelecidos pela Ag@&meexicana de Protecao
Ambiental, EPA (Environmental Protection AgencyUA) [73,74].

A Instrucdo Normativa n° 27 de 2006 do MAPA disgtére os
limites maximos admitidos de metais toxicos emilieantes e corretivos do
solo. Em especial, o Anexo Il trata de niveis m&@smadmitidos para
fertilizantes minerais como nitrogénio, potassima&cronutrientes secundarios
[73]. A Instrucao Normativa n° 24 de 2007 do MARAyalizada pelo Decreto
n° 8.059, de 26 de julho de 2013, de acordo corarmual de métodos analiticos
oficiais para fertilizantes e corretivos, estabeles métodos reconhecidos para
determinacdo de metais toxicos em fertilizantesretiwos de solo, corretivos

agricolas e substratos para plantas [74].
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A disponibilidade de metais que estdo presentes bairas
concentracOes tem sido um problema crucial em Esgjna area da agricultura
e meio ambiente. Ultimamente, muitos estudos buscfommacdes a respeito
da disponibilidade de metais no solo e sedimentosgae pode interferir nos
efeitos da mobilidade destes metais no solo partepor avaliacao das
contaminacdes de aguas subterraneas, assim conmossi&el fitotoxicidade
[75].

O fésforo é um macronutriente que ocorre mais gatgmente sob
a forma de cristais de estrutura complexa da fardds apatitas e foi o primeiro
elemento a ser adicionado como fertilizante mineAal plantas absorvem o
fésforo pelas raizes, principalmente sob a formaode HPQO, e HPQ?2 Os
vegetais absorvem o fésforo de modo continuadojed@sgerminacao até a
frutificacdo, sendo que sua auséncia na nutricgetaklimita o crescimento e a
reproducao das plantas [76,77].

A rocha fosféatica é utilizada industrialmente naducdo de acido
fosforico e na producéo de varios tipos de fedilies fosfatados. Normalmente,
a matéria-prima utilizada é a apatita, principahenal encontrado nas rochas
fosfaticas enriquecidas, sendo que dois tercos fhsfatos utilizados
mundialmente provém do Marrocos [76].

As industrias de fosfato, cuja matéria-prima ¢é ttarnda
basicamente de rocha fosfatada, tém como prinapgdtivo a producédo de
fertilizantes fosfatados de alta solubilidade emadg com teores elevados de
P,Os para serem utilizados na recuperacdo de solosadsdps e na

transformacao de solos inférteis em solos prodsi{iv8].

3.6 Material de Referéncia de Fosfato de Rocha

De acordo com base de dados COMAR, até outubr@0dé&
tinham sido produzidos 10597 materiais de refeeénsendo somente 123
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voltados para a agricultura. Na Tabela 2 estdadod alguns MRCs de fosfato

de rocha cadastrados no COMAR e os respectivosgpiedutores [35].

TABELA 2- Materiais de Referéncia Certificado desffio de rocha
cadastrados no COMAR e os paises produtores.

Cddigo do MRC Ano Pais
IPT 18B 2011 Brasil
BCR - 032 (IRMM) 2010 Bélgica
SRM 694 (NIST) 1993 Estados Unidos

Na literatura é reportado um trabalho de Serricnlaboradores, no
qual foi desenvolvido um MRC de rocha fosfaticagmiria do Marrocos,
certificado para os analitos As, B, Cd, Cr, Co, 8g, Mn, Ni, Ti, Ve Zn. A
certificacdo foi realizada com a participacdo delddoratorios de diferentes
paises europeus. No entanto, ndo esta claro senedtrial se encontra
disponivel [79]. Dentre os demais materiais regmsano COMAR, um material
nacional, produzido pelo IPT reporta teores deaxide Si, P (JOs), Na, Mg,
K, Ca, Al e Sr, sendo que o material, um concentmde rocha fosfatica, foi
produzido com o objetivo de atender andlises gemég O BCR-032 é
comercializado por € 189,00 cada 100 g e o SRM$S8 269,00 cada 90 g.
Desta forma, é pertinente a disponibilizacdo dematerial que venha a atender

os laboratorios que realizam andlises de fertitesa[80].

3.7 Instrumentacédo Analitica

Para a determinacdo de elementos inorganicos, nuare é
necessario que as amostras sejam solubilizadasgjay necessitam de uma

etapa prévia de preparo. Essa etapa pode ser emtdamais lenta em uma
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metodologia analitica e onde podem ocorrer os amais criticos. Diversos
procedimentos voltados ao preparo de amostrasaeterminacao de elementos
em fertilizantes envolvem, usualmente, a decom@ogipr via umida, utilizando
aquecimento por blocos digestores ou fornos deoroicdas, separacio e preé-
concentracdo com agentes complexantes ou extrag@bida por ultra-som [81-
87].

Para a determinacéo elementar em fertilizantespacgrometria de
emissao Optica com plasma acoplado indutivame@e, OES, € reconhecida
como uma técnica analitica eficaz devido a sua akasibilidade e,
principalmente por sua capacidade de determinacdtielamentar. A técnica é
bem estabelecida e tem sido amplamente utilizadeamd@lises de rotina. A
amostra € introduzida no plasma na forma de adrosde ocorre a evaporacao
do solvente e a formacdo de particulas sélidas.sEguida ocorre a fuséo,
vaporizacao, dissociacado para formacao de atormmssdivres e excitacdo com
emissdo de luz, como pode ser observado na Figut &stado excitado é
instavel e os atomos e ions perdem energia emsexdasto por colisbes com
outras particulas como por transicdo por um nigetadiacdo de menor energia.
Essa transicdo de energia para um nivel mais éstéoge com a emissao de
fétons de luz que se propagam no meio com comptosede onda e
frequéncias distintas, que geram espectros de &mega se obter informacdes

analiticas qualitativas e quantitativas [88, 89].
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FIGURA 3 Processos que levam a producdo de atomos, moléelitas em
sistemas [90].

Souza e colaboradores [91] desenvolveram um méamdditico
para a determinacdo simultanea de macronutrier@s Mg, Na e P),
micronutrientes (Cu, Fe, Mn e Zn) e oligoelemer(@ds As, Cd, Pb e V) em
fertilizantes minerais. Um planejamento fatorial &plicado para avaliar as
condicdes otimas de reagentes utilizados na digeatéxatidao e a precisdo do
método proposto foram avaliadas utilizando matedai referéncia certificado e
21 amostras de fertilizantes foram coletadas asau@s. O método apresentou
boa precisao e foi efetivamente aplicado para arg@tacao simultanea dos
analitos por ICP OES.

Kane e colaboradores [84] empregaram o método EHFL 30
preparo de amostras de fertilizantes em um estudabarativo, com a
finalidade de determinar As, Cd, Co, Cr, Pb, Mo,eN&e por ICP OES. Os
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autores contaram com a colaboracdo de 14 labaatdi utilizaram 62
diferentes amostras de fertilizantes. As médias tdoses de cada elemento,
obtidas no estudo colaborativo, foram comparadas &® concentractes destes
elementos nos MRCs e ndo houve diferenca signifecantre os resultados,
evidenciando que a metodologia aplicada foi safigkapara analisar amostras
de fertilizantes.

Nos ultimos anos, uma alternativa que vem sendaonuiilizada
principalmente em produtos agricolas, amostras extdis e industriais, € a
espectrometria de emissao induzida por laser (LIBS) se tratar de uma
técnica que utiliza analise direta de solidos esipdgar determinacdes multi-
elementares rapidas e simultaneas. .

Shawlon e colaboradores desenvolveram em 1958 aateo
necessaria para construcdo do primeiro laser. B80,18m a construcdo do
primeiro laser de rubi, foi possivel estudar o poi& do uso de pulsos de laser
na geracao de pequenos plasmas [92,93].

A técnica LIBS tem como principio fundamental a lseade
emissfes atbmicas, ibnicas e moleculares de espg@sentes em um plasma
gue € gerado por pulso de um laser de alta en@giartir de 10 a centenas de
mJ). Esse laser é focalizado por lentes na sueda amostra. A amostra se
dissocia no plasma e as espécies excitadas ematiat#io nos comprimentos
de onda caracteristicos de cada elemento. A rad&mgitida € recolhida por um
espectrometro e a intensidade da mesma € utilzada resposta analitica [94].

Nas décadas de 60 e 70, as pesquisas com LIB®alach devido
ao elevado custo da instrumentacéo e o baixo desdra@nalitico, comparadas
com outras técnicas, tais como GF AAS e ICP OE%&eEas déecadas de 80 e
90, com o desenvolvimento dos lasers e de outrogpaoentes da LIBS, o
interesse pela técnica reaparecesse e promoveuamuegavanco na adaptacao

da LIBS para analises qualitativa e quantitativaiflerentes amostras [95].
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A popularidade da técnica LIBS na area de analiggmicas €
devido, principalmente, a sua versatilidade e sowmade da estrutura
operacional. Dentre as principais caracteristicast@tnica destacam-se: a
aplicacao direta em amostras sdlidas, liquidas aapgas, com 0 minimo ou
nenhum pré-tratamento da amostra; as massas adasstrariam de 0,1 a 100
ug, dependendo das caracteristicas do laser e dstrainé considerada uma
técnica pouco destrutiva, pois o efeito de um uUmpatso de laser sobre a
amostra compromete pouco sua integridade; permitporabilidade do
equipamento, podendo ser levado para analises empoca possibilita fazer
medidas a distancia, permitindo a aplicacdo dadéam ambientes insalubres,
garantindo maior seguranca ao operador. Apesapdis tessas vantagens a
técnica LIBS apresenta sensibilidade e reprodiddile inferiores quando
comparada com outras técnicas instrumentais amalifd consolidadas, como o
GF AAS, ICP OES, ICP-MS, principalmente quando s&ere a amostras
liquidas [96].

Nunes e colaboradores [97] desenvolveram um méfmda a
determinacao quantitativa de Cd, Cr e Pb em faeatiies fosfatados por LIBS.
Parametros do LIBS foram avaliados, tais como @nfiia do laser, a distancia
entre lente-amostra, tempo de atraso, tempo dgrag@&o e nimero de pulsos
por laser, utilizando um material de referéncidtifiemdo. A calibracdo e a
validacdo foram realizadas utilizando 30 amostrasfattilizante. O método
proposto foi comparado utilizando digestdo acidastida por radiacdo micro-
ondas e posterior determinacdo por ICP OES e naovehdliferencas
significativas com um nivel de confianca de 95%stramdo que o método pode
ser recomendado para a determinacdo destes analtosamostras de
fertilizantes.

Marangoni e colaboradores [98] desenvolveram um odaét
guantitativo para determinacdo de fosforo em fosfate rochas utilizando a

técnica de LIBS. Os espectros foram adquiridosv@srale diferentes amostras
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de fertilizantes organicos e inorganicos. Os radod foram comparados
utilizando ICP OES e materiais de referéncia deaiifo foram utilizados para a
validacdo do método proposto. Foi desenvolvido ugtodo para a remocao de
“outliers” (valor aberrante ou atipico), bem corealizar a correcdo da linha de
base e normalizacdo de pico. Ao aplicar as corsepdepostas, a correlacao
linear entre o LIBS e o ICP aumentou de R=0,76 8,85
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Procedimento Experimental



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Preparo do material candidato

4.1.1 Obtencao do lote de fosfato de rocha

Para a escolha da amostra candidata a MR de fodéatmcha,
inicialmente foram selecionadas cinco amostras otae, sendo que somente
duas foram avaliadas em funcdo da umidade e edtl®l ou seja, as que se
mostraram menos higroscépicas. As amostras, naafoda pd, foram
homogeneizadas, pulverizadas e passadas em pdadlfd0 mm. Em seguida,
foram analisadas em conformidade com o protocoltabekecido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abasteciment®APA) para a
determinacao de P, Ca, Cd, Cr, Pb, Ni e As, cordooa procedimentos

descritos a seguir:

Fosforo (P) foi utilizado o método gravimétrico do quimociagye
consiste na solubilizacdo do fosforo da amostraegtracéo fortemente acida e
posterior precipitacdo do ion ortofosfato como dosblibdato de quinolina —
(CoH7N)3H3[PO,. 12 MoQ] — o qual é filtrado,seco e pesado. Os reagentes
utilizados foram: a) acido nitrico (HNY b) acido cloridrico (HCI); e c¢)
reagente "Quimociac": dissolver 70 g de molibdat sbdio di-hidratado
(N&xM00O,.,H,O0) em 150mL de &agua. Dissolver 60 g de acido oitric
cristalizado (GHgO;.H,O) em uma mistura de 85 mL de &cido nitrico
concentrado e 150 mL de agua. Esfriar e adicioosupaucos, com agitacdo, a
solucdo de molibdato a mistura de acidos citricotéco. Dissolver 5 mL de
quinolina sintética (¢4,N) em uma mistura de 35 mL de acido nitrico e 100 m
de agua. Adicionar esta solucdo, aos poucos, &&wlde molibdato, acido

citrico e nitrico; homogeneizar e deixar em repodigante 24 horas. Filtrar,
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juntar 280 mL de acetona, completar a 1 L com aghamogeneizar. Guardar
esta solucdo em frasco de polietileno.Para a é&dra) pesar uma massa de 1 g
da amostra (precisdo de 0,1 mg) e transferir pagaidr de 250 mL; adicionar
30 mL de &cido nitrico e 5 mL de &cido cloridricancentrados. Ferver até
cessar o desprendimento de vapores castanhog) (&N@ solucéo clarear.
Adicionar 50 mL de agua e ferver por 5 min. Deigsiriar. Transferir a solucao
para baldo volumétrico de 250 mL,completar o volumem agua e
homogeneizar. Filtrar através de papel de filtropdeosidade média, seco,
desprezar os primeiros 20 a 30 mL e separar unmelde filtrado limpido,
suficiente para a determinacgao.

Célcio (Ca): Consiste na solubilizacdo do célcio presente raste por
digestdo acida e determinacdo de sua concentragéaegpectrometria de
absorcdo atbmica com chama (FAAS). Aplicavel deamgetal e mais indicado
para produtos com teores de cdlcio abaixo de 5%massa. Os reagentes
utilizados foram: a) acido cloridrico concentratfc(); b) solucdo de HCI (1:5)
com &gua (aproximadamente 2 mot)Lc) solucdo de HCI (1:23) com &gua
(aproximadamente 0,5 mol');d) acido perclérico (HCIE): e) acido fluoridrico
(HF); f) solucdo de lantanio, com 50 ¢:Lpesar 29,33 g de 6xido de lantanio,
La,O; em um béquer de 400 mL e adicionar vagarosaméiien. de HCI
(1:1) para dissolver o oxido. Transferir para bal@umeétrico de 500 mL e
completar o volume com agua; g) solucdo padraayestde calcio, contendo
500 mg L' de Ca secar carbonato de célcio (CaPadrdo primario) a 285 +
10 °C, durante 2 horas e manter em dessecador. lfesamassa em gramas
igual a [1, 2486 (100/P)] onde P é a pureza dotiégdlado em porcentagem em
massa, transferir para um béquer de 250 mL e g&sobm 20 mL de solucéo
de HCI (1:5). Transferir para baldo volumétricoldiéro e completar o volume
com agua. No presente trabalho foi utilizada swugdquirida pronta para o
uso, com rastreabilidade e grau de pureza analtilequados; h) Solucéo

padrdo intermediaria de Ca contendo 25 rilg transferir 25 mL da solucéo
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estoque com 500 mg'lde Ca para baldo de 500 mL e completar o volume co
HCI (1:23); i) solucBes padrdo de leitura de Caeoo 5 - 10 - 15 e 20 mg'L

e 0 brancotransferir para baldes de 25 mL: 5 - 10 - 15 e 20dansolugado com
25 mg L' de Ca. Adicionar 5 mL de solucéo de lantanio adoos balbes e
completar o volume com agua. Preparar um “brancoi égua e 5,0 mL da
solucédo de lantanio também em baldo volumétric@®lenL. Essas solucbes
devem ser usadas recém-preparadas. Para a extad¢@®sar de 0,5 a 2,5 g da
amostra, de acordo com a especificagcao do prodato, precisédo de 0,1 mg.
Transferir para um béquer de 150 mL e adicionamlOde HCI concentrado
para massas até 1 g de amostra. Para massas aeiniag, daumentar
proporcionalmente o volume de HCI concentrado. €abm vidro de reldgio e
levar a ebulicdo moderada em placa ou chapa aquecate proximo a secura,
sem deixar queimar o residuo. Para amostras caestacima de 5% em massa
ou matérias-primas menos sollveis, esta etapa a@leeerrepetida, com nova
adicdo de HCI concentrado, aguecendo-se novameéaiteréximo a secura.
Preparar, em paralelo, uma prova em branco; b)séergar ao residuo 20 mL
da solugcao aquosa de HCI (1:5), ferver ligeirameotel0 min, deixar esfriar e
transferir quantitativamente para um baldo voluiteétrde 100 mL. Para
produtos concentrados este volume final poderaasarentado, de modo a
permitir menores diluicoes para a leitura no FAA$este caso, deve-se
aumentar proporcionalmente o volume de HCIl (1:®m@letar o volume com
agua e homogeneizar; c) filtrar em papel de filteoporosidade média ou fina,
se necessario, recebendo o filtrado em um recgato.

Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Niguel (Ni) e Chumbo (Pb):0O método
consiste na solubilizagdo em meio acido dos metamsidos na amostra e sua
determinacdo por FAAS ou, alternativamente por IGES. Aplicavel aos
corretivos de acidez. Os reagentes utilizados foegracido cloridrico (HCI); b)
solucdo aquosa de HCI (1:23) (aproximadamente @b Lil); c) solucdes

padrdo estoque com 1000 mg Hos metais: podem ser utilizadas solucdes
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certificadas adquiridas prontas ou serem preparadgsartir de padroes
primarios contendo os metais referidos; d) soluc@ss concentracao
intermediaria (100 mg 1) dos metais, preparadas por diluicdo da solucéo-
estoque com solugcdo de HCI (1:23); e) solucdes apadie leitura, com
concentragcOes de acordo com a faixa de leitura gada um dos elementos.
Para a extracdo: a) Pesar de 1 a 2 g da amostrgpEmsdo de 0,1 mg e
transferir para béquer de 150 mL ou erlenmeyer2denil ou tubo de digestédo
apropriado; b) acrescentar a amostra 5-10 mL dea,dbomogeneizar e
adicionar, com cuidado, principalmente no inicieido a efervescéncia), 10
mL de HCI concentrado para cada grama de amostradi@. Pesando-se mais
de 1 g, aumentar proporcionalmente o volume de ¢t@centrado; c) cobrir
com vidro de reldgio, levar ao banho-maria, ou @laquecedora, ou bloco de
agquecimento com temperatura controlada e fervenedtgzir o volume a 2-3 mL
(estado xaroposo). Esfriar, adicionar 20 mL de &banL de HCI concentrado.
Ferver por 10 min e deixar esfriar ligeiramenteagagrmitir o manuseio. Filtrar
com papel de filtro de porosidade média (ou fire,necessario) para baldo
volumétrico de 100 mL ou de um volume mais adequdeéoacordo com a
concentragcao do contaminante na amostra, de mouoiizar as operacoes de
diluicdo; d) lavar o retido com agua quente (802908 eixar esfriar e completar
o volume. Homogeneizar, obtendo-se o extrato-amosly fazer as diluicbes
necessarias para leitura por FAAS, utilizando riksc@es solucdo aquosa de
HCI (1:23).

Arsénio: Foi realizada por espectrometria de absorcdo etbraom
chama acoplada a geracao de hidretos (HG-FAAShIbsizacdo da amostra
foi realizada com o emprego de agua régia inve(#tO;: HCI 3:1 v/v) em
chapa de aquecimento.

A Tabela 3 apresenta os resultados das determmaodéorme os

procedimentos utilizados pelo MAPA.
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Tabela 3— Teores de P, Ca, Cd, Cr, Pb, Ni e Asrdatados pelos métodos
indicados pelo MAPA.

Identificacio  2Cs total Ca Cd Cr Pb Ni AS
¢ % % _mgkg' mgkg' mgkdg® mgkg! mgkg
Fosfato de 29,1 12,45 27,0 197 <10,0 29,0 5,7
rocha 1
Fosfato de 31,1 17,25 189 295 <10,0 46,0 15,3
rocha 2

De acordo com os valores mais representativos dstitgntes
inorganicos, principalmente de contaminantes, cenatde fosfato de rocha 2
proveniente do Marrocos (Apatita- Valefert), foleonado para a producao do
material candidato a material de referéncia. Assiom total de
aproximadamente 10 kg desse material foi separadomdicionado em tambor

de plastico.

4.1.2 Moagem

Em um estudo preliminar para avaliacdo do tamamhpadticula e
a homogeneidade do material, foram empregadosnamizhos: (1) Moinho de
almofariz e pistilo (Retsch modelo RM 200, Alemaned2) Moinho de copos
de alta rotacdo (Marconi modelo MA 630/1, PiracaaBrasil). Para esse
estudo, retirou-se uma porcéo de aproximadamengedad0amostra previamente
moida e submeteram-se a mesma aos dois tipos dgemo#&ealizou-se um
ensaio de distribuicdo de tamanho de particula mninalysette 22 MicroTec
Plus (Fritsch, Alemanha) utilizando dispersao seoaduzido pelo Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA, UniversidatieSao Paulo, Piracicaba,
SP). As Figuras 4 e 5 apresentam o0s resultadomgmos de tamanho de
particula utilizando o moinho de almofariz e pss&# moinho de copos de alta

rotacao :
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FIGURA 4 — Distribuicdo do tamanho de particulaasaostra de fosfato de
rocha moida em moinho de almofariz e pistilo.
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FIGURA 5 — Distribuicdo do tamanho de particulaaaostra de fosfato de
rocha moida em moinho de copos de alta rotacao.

A partir dos resultados provenientes do ensaioiskeildiicao do
tamanho de particulas foi possivel observar quedoma 6tima distribuicdo
para o material candidato, que apresentou aprodmeadte 80% do volume

com particulas entre 177 e 216 yum. Porém, a amagfra moagem no moinho
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2 (copos de alta rotacdo) apresentou-se mais horeagh que a amostra moida
no moinho 1 (almofariz e pistilo). Assim, optougg® moer toda a amostra em
moinho de alta rotacdo, que além ter um custo bai®, também apresenta-se
mais rapido, facilitando o trabalho em rotina. lgura 6 sdo apresentados 0s
aspectos da amostra antes e depois da moagem, pessivel observar a

heterogeneidade do material antes da moagem.

FIGURA 6 — Aspecto do material candidato antes dagem (A) e depois da
moagem (B) em moinho de alta rotac&o (foto de aslul

De acordo com os resultados obtidos neste estudmaterial
candidato foi moido em pequenas porc¢des, de formatar o aquecimento da
amostra (devido ao atrito causado entre a amostri@amina do moinho), o que
poderia causar perdas por volatilizagdo. Logo apdsoagem, o material foi
submetido a um agitador eletromagnético equipado peneira com malha de
150 um (Bertel, Caieiras, SP) conforme a Instru¢éomativa n° 28 do MAPA
para fertilizantes fosfatados [99]. Este procedimédoi realizado em porgdes de
500g em programa com duracdo de 10 min. O matert@lo na peneira foi
submetido a uma nova etapa de moagem, até queotatiierial estivesse na
mesma granulometria. Na Figura 7 sdo apresentadequipamentos utilizados

para ajuste de tamanho de particula.
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FIGURA 7- Equipamentos utilizados para ajuste deatzho de particula (A)
moinho de copos de alta rotacdo e (B) moinho deofaimz e pistilo e (C)
peneira vibratoria.

4.1.3 Homogeneizacgao

Para homogeneizagcao, o material foi separado estambores de
plastico, com aproximadamente 5 kg de material adaaum e em seguida
porcbes da amostra proveniente de cada tambor ewicionadas em
homogeneizador tipo Y (Marconi modelo MA 201/5MQrakicaba, Brasil)
durante aproximadamente 20 min. Tal procedimenteefmetido até que todo o
material dos tambores fosse homogeneizado. Essedinoento foi repetido 3
vezes. Apés homogeneizacdo o material foi colocad@amente nos tambores e
feita nova homogeneizacdo. Na Figura 8 sao apedento Homogeneizador
tipo Y utilizado para homogeneizar o material cdath e os tambores de

plasticos utilizados para separar cada porcéo deriala
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FIGURA 8-Homogeneizador tipo Y utilizado para homiogizar o material (A)
e tambores de plastico utilizados para separarpada@o do material.

4.1.4 Envase

ApOs a moagem e homogeneizacdo, o material foisaleaem
frascos de vidro ambar (boca larga) de 150 mL campéa plastica de rosca e
polexan interno (Samavidros, Sado Paulo, SP), prenée descontaminados em
banho de HN®10% (v/v) durante 48 h e secos em capela de flaroniar.
Porcbes de 100 g da amostra foram pesadas em ddlleeunal, Piracicaba, SP)
e transferidas para os frascos previamente desomrados, sendo produzidos
100 frascos, os quais foram nomeados de 1 a 18fa &Prealizacdo dos testes
de homogeneidade foram sorteados 10 frascos eppdestes de curto e longo
prazos, foram sorteados mais 6 frascos, sendea3pdn teste.

Na Figura 9 é apresentado o envase do materialsfigd de rocha
em frascos ambar e o frasco contendo 100 gramanaderial de fosfato de

rocha, rotulado e enumerado.
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FIGURA 9- Material de fosfato de rocha apés enwvasefrascos tipo ambar e
imagem do frasco contendo 100 gramas do materiafogkato de rocha,
rotulado, numerado e embalado em embalagem apdapria

4.1.5 Determinacédo da umidade residual

Geralmente os resultados de andlise em laboratdeia®stina séo
expressos em matéria seca, 0s quais devem semdatd realizados e
claramente definidos. O teor de 4gua em uma amdsprande da umidade do
ambiente e da forma como a amostra foi armazerelguais podem variar
devido a diversos fatores e, caso o0 método escoltetla a determinacdo dos
analitos ndo garantia a obtencdo de resultadosdetiveis, o erro final pode
ser considerado significativo [100].

Para a determinacdo da umidade residual do MR skatéo de
rocha foram selecionados, aleatoriamente, 2 frasCo®nsaio consistiu na
secagem dos frascos vazios durante 2 horas ena estl@5°C. Logo apos, 0s
frascos foram retirados da estufa e colocados essedador por 1 hora e
pesados em balanca analitica (Mettler AE200, Swimga) precisdo de 0,0001g e
maxima de tara de 200 g. A seguir, foi adicionadpde amostra em cada um
dos frascos, que foram novamente pesados e tralosfgrara a estufa, que
permaneceu a 105°C durante 24 h. ApOs este pergsdogcipientes foram

retirados da estufa, colocados em dessecadoriperdesados novamente [89].
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A umidade residual foi determinada através da eué):

Umidade (%) = 100 — w (2)

a = peso do recipiente + amostra seca apoés 24stdlia
b = peso do recipiente seco apos 2 h de estufa
C = peso da amostra

4.1.6 Reagentes e materiais

Todos os reagentes utilizados neste trabalho fodemgrau
analitico. Para o preparo das solucbes utilizo@&gea deionizada em um
sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore, S&o Reu Brasil), com
resistividade de 18,3 Ncm. Para a digestao das amostras foi utilizado HiNO
37% (Aldrich Chemical, Estados Unidos) g04(30% v v') (Aldrich Chemical,
Estados Unidos). As solucdes de referéncia parast@s$ elementos foram
preparadas a partir da diluicdo de solucdes estoqunéendo 1000 mg 'L
(Quemis high purity, Estados Unidos).

O HNG; foi previamente destilado abaixo do ponto de eBoliem
destilador de quartzo (Marconi, Piracicaba, SPsiBra

Todo material de laboratério utilizado no traballmgluindo os
frascos utilizados para o envase do material, fevipmente lavado com
detergente neutro e &agua corrente, enxaguado coua dapstilada e
descontaminado por imersdo em HNID % (v/v) por, no minimo, 48h, sendo

posteriormente lavado com agua deionizada e se@apata de fluxo laminar.
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4.2 DeterminacOes dos analitos por ICP OES

4.2.1 Preparo de amostra utilizando digestao asdwh por radiacéo
micro-ondas e bloco digestor

Geralmente, para a determinacdo de elementos mooga é
necessario que as amostras sejam convertidas ma fie solucéo, ou seja, é
necessario uma etapa de preparo de amostras, @@usdcritica, pois pode
ocasionar erros na determinacéo final, além da stpa mais demorada. [81].

Os procedimentos analiticos de preparo de amosaia @
determinacdao de elementos em fertilizantes envglvamualmente, a
decomposicdo por via umida utilizando blocos dayest ou micro-ondas através
do aquecimento da amostra na presenca de um aridoahoxidante, de mistura
de acidos oxidantes ou mistura de um &cido oxidateperdxido de hidrogénio.
Outras alternativas descritas na literatura envwolaeseparacao e pré-concentracao
com agentes complexantes e a extracao assistiddtiagsom [72, 81-87].

No presente trabalho, a digestdo das amostrasdizada levando-
se em consideracdo o carater volatil de algunseglitra estudados, sendo a
digestao assistida por radiagdo micro-ondas eensestechado com cavidade o
procedimento mais adequado, principalmente poaerigcos de contaminacao
e perdas dos analitos por volatilizagao.

A maioria dos trabalhos descritos na literatureorgpo uso de
acidos concentrados durante o preparo de amostiastidizantes. Entretanto, o
uso de acidos diluidos nos procedimentos que empregdigestao assistida por
radiacdo micro-ondas tem sido considerado umanaliga viavel frente aos
procedimentos convencionais de preparo de amos@ra, prejuizos para o
desempenho analitico e proporcionando maior segaranrmenor necessidade
de diluicbes para se adequar aos procedimentosunmestais, além de
minimizar o volume de reagentes utilizado e a garalg residuos [101].
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Assim, uma das abordagens deste trabalho foi divada ao
desenvolvimento de métodos utilizando acidos disiigpara o preparo da
amostra de fosfato de rocha, sendo os resultadoparados aos meétodos
oficiais reconhecidos pelo MAPA para favorecer cerBgpcoamento das
metodologias ja existentes, e simplificar a rotites laboratorios de analises
[99].

Em 200 mg da amostra do material candidato foraigicechdos6
mL de HNG (7 mol L") e 2 mL de HO,(30% v V*). A seguir, foi realizada a
digestao assistida por radiacdo micro-ondas enofoom cavidade (Ethos 1,
Millestone, Sorisole, Italia), com rotor de 10 fras de TFM® (propileno-
etileno fluorado) e o volume final do digerido &fierido em 20 mL com agua
deionizada. O mesmo procedimento de preparo fiwadd para a digestdo dos
materiais de referéncia certificado utilizados paraliar a exatiddo do método
proposto.As digestbes das amostras de fosfato dea rioram realizadas na
Embrapa Pecuaria Sudeste e as determinacgfes feadimadas nos laboratorios
do Grupo de Analise Instrumental Aplicada (GAIAxta@lados na Embrapa
Pecuéria Sudeste e no Departamento de Quimica tersidade Federal de
Sé&o Carlos (UFSCar).

Para a digestdo das amostras empregou-se 0 progdeEma
aquecimento proposto por Kane & Hall [84] para amassde fertilizantes,

conforme apresentado Tabela 4.

TABELA 4 — Programa de aquecimento do forno de oa@mndas proposto por
Kane & Hall [84].

Etapa Poténcia (W) Temperatura (°C)  Tempo (min)

1 1100 200 20
2 1100 200 20
3 0 0 10
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Na ultima etapa do programa de aguecimento € agldimma etapa
de resfriamento, para garantir que nao haja pgrdasolatilizacdo quando for
realizada a aberturados frascos. A digestdo naoofmsiderada completa, pois
no fundo dos frascos de digestdo foi possivel icarifresiduos de material
silicatado proveniente da amostra. Apos a digedtdio realizada uma
centrifugacéo durante 5 min com uma rotacéo de BdfQpara separar a massa
restante do sobrenadante, evitando possibilidadastgimento do nebulizador
do sistema de introducao de amostra do ICP OES.

Com o intuito de avaliar o comportamento da digesta situacoes
onde néo esteja disponivel um sistema de digestistida por radiacdo micro-
ondas, foi realizado um estudo utilizando um bldigeestor com tubos de PFA
rosqueaveis (Tecnal modelo 40/25, Piracicaba, S@silB e materiais de
referéncia certificados foram utilizados para arad exatidao do procedimento.
Foram pesadas 200 mg de amostra com a adicdontle d&@ HNQ (7 mol LY
e 2 mL de HO,(30% v V'), a 90 °C durante 2 horas.

Assim como na digestao utilizando a radiacdo micrdas, nao foi
possivel realizar a digestdo completa, pois restavaresiduo do material
precipitado no fundo dos frascos. Provavelmentessmrestante seja derivada
da matriz silicatada originaria das rochas fostaad\pods as digestées, também
foi realizada centrifugacdo durante 5 min com r@agle 3500 rpm. Os
materiais de referéncia certificado “Western PhasphRock” (NIST 694,
Gaithersburg, Estados Unidos) e “Trace Elementglulti-Nutrient Fertilizer”
(NIST 695, Gaithersburg, Estados Unidos) foramuitts na determinacéo

analitica para avaliacdo da exatiddo do método.
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4.2.2 Quantificacdo dos analitos por ICP OES

Os elementos Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Ma, Ni, P, V

e Zn foram determinados por ICP OES com visbesara&liaxial simultaneas

(Thermo Scientific, modelo ICAP 6000 series — Dua\w), cujos parametros

instrumentais empregados estao descritos na Tabela

TABELA 5 — Parametros instrumentais empregadosdeteyrminacdes por ICP

OES.

Parametros Instrumentais

ICP OES (axial e radial)

Poténcia da radio frequéncia
Vazéao do gas de nebulizagéo
Vazao do gas auxiliar
Vazao do gas de resfriamento
Nebulizador

Camara de nebulizacao

Comprimento de onda (nm)

1150 W
0,70 L Min
0,5 L niin
12 L tin
Concéntrico
Ciclonica
Al 1 394,4**; As | 189,07,
Cal 422,6** Cd Il 228,8*%,
Cr 11 283,5**; Cu Il 224, 7**;
Fe 11 240,4**; K | 769,8*,
Mgll 280,2**;
Mn Il 257,6**; Na | 589,5**;
Ni | 341,4*; P | 213,6**
V Il 292,4**; Zn | 213,8**.

*visao axial; ** visao radial, | = atbmica, Il =mica

As amostras digeridas foram analisadas mediantaicdls

adequadas para cada analito, os quais foram awgsli@h mais de um

comprimento de onda e nas duas diferentes configesa(axial e radial), com o
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objetivo de se obter o procedimento mais sensteeh, menores desvios-padrao
e com os melhores valores de recuperacdo em relag@omateriais de
referéncia analisados. As solucbes para as cuneascalibracdo foram
construidas utilizando o mesmo meio de preparadasstras, com pelo menos
cinco concentracOes diferentes, preparadas cong@klsl adequadas a partir de

solucdes estoque de 1000 mig L

4.2.3 Determinacdo de fosforo por espectrometria demissdo com
plasma induzido por laser

Os estudos voltados a homogeneidade e estabilidad@®sforo
foram realizados por LIBS, técnica que vem sendiaozez mais utilizada,
sendo que a grande maioria das aplicacdes se d@nestras no estado soélido o
gue é um fator positivo, necessitando baixa predaralas amostras. Para o
procedimento proposto foi utilizado um espectromditBS 2500 (Ocean
Optics, Dunedin, Estados Unidos) equipado com uswifched 1064 nm Nd:
YAG fabricado pela Quantel (Big Sky Laser Ultra58% pastilhas utilizadas
foram de 2 mm de diametro; o diametro do laser mas&ra no interior da
camara de ablacéo foi estimado em cerca de 10Candistancia entre a amostra
e feixe optico foi de aproximadamente 7 mm. As iaaalforam realizadas na
Embrapa Instrumentacdo, Sdo Carlos SP, em cold@mwiagm a Dra. Débora
Marcondes Bastos Pereira Milori e o Prof. Dr. BruMarangoni da
Universidade Federal de Sao Carlos.

Os espectros variaram de 189 a 966 nm com resoaptéa de 0,1
nm e para cada pastilha, 100 espectros (50 paaala de superficie) foram
obtidos em diferentes posicdes da amostra, semdd e€spectro resultante de
dois disparos de laser acumulados, precedido parliompeza.

O equipamento LIBS foi operado com um pulso derldse8 ns e
60 mJ com um tempo de integracéo de 2,1 ms paoa eximedicdes. O tempo

de atraso otimizado para emisséo da linha P faisl@s.
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Para a calibracdo do equipamento foram utilizadaar@ostras de
fertilizantes (5 fosfatos de rocha, 3 fertilizantemerais, 1 superfosfato, 1
superfosfato triplo, e 18 fertilizantes organicosemais granulados) e foi
realizada uma validacdo cruzada. Neste tipo dedagio, uma amostra é
retirada do conjunto e testada como modelo. Esseepso foi repetido para
todas as 26 amostras. Os resultados foram comanéiivando um ICP OES e
em uma situacao ideal, todos os pontos devemisbadbs, indicando um total
acordo entre os dados do ICP OES e do LIBS, e sisasmentos do pontos
foram proporcionais, resultando em um erro de 15% neédia para cada

amostra.

4.3 Estimativa da massa minima da amostra candidata material de
referéncia

Para o estudo na massa minima, selecionou-se ridestote 1
frasco a partir do lote preparado. Foram avaliadassas de 100, 150 e 200 mg,
em triplicata para cada massa, as quais foramidageem forno de radiacéo
micro-ondas, conforme descrito anteriormente. Apdsdigestdo, foram
determinados, por ICP OES, os analitos Al, As,@4,Cr, Cu, Fe,K, Mg, Mn,
Na, Ni, P, V e Zn, empregando-se o0s parametrorumsintais apresentados na
Tabela 5.

A precisdo do método de medicédo foi avaliada asral@ desvio
padrdo relativa (RSD, do inglés relative standagdliation) e os resultados

foram avaliados com o emprego de analise de vaai@i¢OVA de fator unico.

4.4 Estimativa da homogeneidade da amostra candidat material de
referéncia

Dentre as etapas de preparo de um MR, o testerdegemeidade é

considerado um dos mais criticos e cruciais de wmegso de certificacao,
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entdo uma boa homogeneidade € pré-requisito pafdRnpois garante que as
amostras poderao ser tomadas de embalagens dfe{25i.

Para o0 estudo de homogeneidade deve ser selecjonado
aleatoriamente, um subconjunto entre 10 e 30 uagldd lote produzido. Para
este estudo, 10 frascos do lote de 100 frascosfseedecionados aleatoriamente
utilizando a ferramenta de nimeros aleatérios dgrama da Microsoft Office
Excel®. As analises foram realizadas em triplicatdizando-se massa de 200
mg da amostra do material candidato com a adic&nde de HNQ (7 mol L
) e 2 mL de HO, (30% v Vv'). Foi realizada a digestdo assistida por radiacéo
micro-ondas com cavidade (Ethos 1, Millestonejd}acom rotor de 10 frascos
de TFM® (propileno-etileno fluorado) e o volumedirdo digerido foi aferido
em 20 mL com agua deionizada. Os analitos foramrahados por ICP OES
de acordo com as condi¢cbes descritas no item £2n2a tabela 5. Para o
tratamento estatistico, utilizou-se a analise deianeia ANOVA para
determinar a variabilidade dos resultados obti@mgot entre os frascos como

dentro do frasco.

45 Estimativa da estabilidade da amostra candidata material de
referéncia

A estabilidade dos materiais de referéncia é umiséq essencial
e, dependendo do tipo de amostra, esta pode &ptasta a degradacéo devido a
fatores como luz, oxidacdo, acao de micro-orgarssmwoperda de analitos ao
longo do tempo. Assim, o produtor do material cdatii deve informar as
melhores condicbes de armazenamento e garantitabilelede do material
durante o tempo de validade. Os testes de estai#lidd podem ser realizados
apos o conhecimento dos componentes de incerteamastra, ou seja, 0 grau

de heterogeneidade [20].
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4.5.1 Estabilidade a curto prazo

Para o estudo da estabilidade a curto prazo,résds do material
de fosfato de rocha candidato a material de refeéforam escolhidos
aleatoriamente, utilizando-se a ferramenta de nosnateatérios do programa
do Microsoft Office Excel. Os frascos foram submesi a temperatura de 38°C
e 100% de umidade relativa, durante 30 dias, delgnom sistema mantido em
estufa com temperatura controlada, com verificaghégas de temperatura e
umidade. Esse sistema € constituido de um frassulgrde vidro de boca larga
com tampa, sendo colocada agua no fundo e um supotado para amparar
os frascos com as amostras. Os analitos avaliamlasnfquantificados, em
triplicata, no tempo zero (antes do inicio do eikpento) e ap6s 30 dias,
empregando os procedimentos de digestdo e dete@irdescritos nos itens
4.2.1e4.2.2[60].

4.5.2 Estabilidade a longo prazo

Para o estudo da estabilidade a longo prazo,raésds do material
de fosfato de rocha candidato a material de ret@éforam escolhidos
aleatoriamente, utilizando-se a ferramenta de nosnateatérios do programa
do Microsoft Office Excel. Esses frascos foram aremados a temperatura
ambiente e, mensalmente, durante um periodo de sesndéoi realizada a
guantificacdo em triplicata dos analitos de intsgesos frascos sorteados

conforme descrito nos itens 4.2.1 e 4.2.2 [25].

4.6 Ensaio Colaborativo

O estabelecimento dos valores de propriedade ifioi &ravés de

ensaio colaborativo e laboratorios com boas pmtitaam convidados a
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participar do ensaio e 17 laboratérios (apresestada Tabela 6), se
disponibilizaram a colaborar. Todos os laboratorieseberam os frascos
contendo o material de fosfato de rocha candidatoaterial de referéncia
durante o 4° e o 5° Workshop “Ensaio de Profice&émmara Laboratorios de
Nutricdo Animal — EPLNA, realizados na Embrapa RBeeuSudeste em S&o
Carlos, SP.

Juntamente com a amostra, 0s laboratérios recebeaam
documentacédo pertinente, que continha informacdesspeito do preparo e
outras caracteristicas do material e fichas pasenmhimento do cadastro do
laboratdrio, insercdo dos métodos utilizados, indo preparo, determinacao e
resultados obtidos. Aos laboratérios foi sugeriddeterminacdo de gquantos
analitos tivesse interesse e possibilidade de aamth os métodos utilizados na
rotina de seus proprios laboratorios, com seistigfes para cada elemento,
sendo solicitado o envio de todos os valores obtido

As técnicas analiticas utilizadas para a deterrdamags analitos de
interesse dos laboratérios que participaram efeiérde do ensaio colaborativo
gue enviaram os resultados foram: FAAS, FAES, IGSOGF AAS, UV-VIS,
MIP-AES, HG-AAS, INAA, LIBS e andlise gravimétric®ara o preparo da
amostra, os laboratdrios utilizaram digestao adaigior radiacdo micro-ondas
com cavidade e/ou chapa de aquecimento (sistemi pabeainda por ultra-som,
exceto para os laboratérios que determinaram anpbs ativacdo neutrénica
instrumental, considerada técnica primaria e qu@lsde base para comparacao
com os teores totais. A Tabela 6 apresenta osd#bars participantes no

ensaio colaborativo.
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TABELA 6 — Laboratdérios participantes do Ensaio Colaborativo

CBO Analises Laboratoriais
Laboratorio de Analise de Fertilizantes e CorregivMA
Connan — Cia. Nacional de Nutricao Animal
Laboratério Jodo Carlos Pedreira de Freitas - Qatigpa Regional de
Cafeicultores em Guaxupé Ltda.
Laboratério de Fertilizantes e Residuos — Instifgoonémico (IAC)
Lab. Fert. Anélises
Laboratorio Oficial de Fertilizantes e Corretiva®FC-VGA-MG
(LANAGRO-MG)
Unidade de analises fisico-quimicas de fertilizanterretivos, substratos e
afins (Lanagro - SP)
Instituto de Quimica - Universidade de Sao PaW&P
Ribersolo Laboratério de Anélise de Solo e Folitatal
TECPAR - Instituto de Tecnologia do Parana
Universidade Federal de S&o Carlos - Araras

Laboratorio de Fertilizantes e Corretivos - UNISC
Yara Brasil Fertilizantes S.A.
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) SRJ
Embrapa Pecuaria Sudeste

Embrapa Instrumentacao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccao e quantificacdo foram estmaom base
nos desvios padrao das solucdes dos brancos alooesvdo BEC (background
equivalent concentration) de cada um dos elemaldanateresse. Sendo assim,
para estima-los, as solucdes dos brancos foransaaas 10 vezes no ICP OES.
As equacdes envolvidas foram deduzidas conformerslog por Thomsen e

colaboradores [104]:

LD = 3 X RSD},qnco X BEC/100 (4)

LQ = 10 X RSDy,qneo X BEC/100 (5)

Onde: LD = limite de deteccdo e LQ = limite de difmacdo, RSD = desvio
padrao relativo para a leitura do branco (h=10)CBEconcentracao equivalente
ao sinal de fundo.

BEC = Cpadrao/SBR (6)

SBR = (Ipadréo /Ibranco)/lbranco (7)

Onde: Gauas= concentragdo de um padrdo da curva de calibracao,
lpadrao = iNtensidade do sinal de emissao do padrdo dzaale calibracao e

lbranco= INtensidade do sinal do branco.

As figuras de mérito, envolvendo os limites de dgie e

quantificacdo calculados com base nas equacbes (@)), bem como a
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linearidade das curvas analiticas estdo apresenteddabela 7 com correlacdes

lineares proximas a 0,999 para todos os elemestodaxlos.

Tabela 7 — Limites de deteccao (LD), limites demgiiaacdo (LQ), faixa linear,
comprimento de onda e orientacdo da tocha na detgéo por ICP OES de
Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P,e/Zn, em fosfato de rocha
candidato a MR.

Falxa LD LQ Comprimento  Orientacao da
Elemento  linear (mgkg™ (mgkg™ deonda(nm) tocha
(mg kg ™)
Al 0,01-50 0,023 0,075 3944 Radial
As 0,01-2,5 0,0021 0,069 189,0 Axial
Ca 0,01-50 0,0011 0,0037 422,6 Radial
Cd 0,01-5 0,00032 0,011 228,8 Radial
Cr 0,01-50 0,0016 0,0054 283,5 Radial
Cu 0,01-10 0,042 0,138 224,7 Radial
Fe 0,01-50 0,0013 0,0042 240,4 Radial
K 10 - 150 0,039 0,129 769,8 Radial
Mg 0,01-25 0,002 0,005 280,2 Radial
Mn 0,01 -10 0,00025 0,00084 257,6 radial
Na 10-150 0,32 1,08 589,5 radial
Ni 0,01-2,5 0,0013 0,0045 341,4 axial
P 5-20 (%) 0,5(%) 1,67 (%) 213,6 -
\ 0,01-10 0,0011 0,0038 292,4 radial
Zn 0,01-10 0,0018 0,0060 213,8 radial

5.2 Preparo de amostra utilizando digestao assisadpor radiagao
micro-ondas e bloco digestor e posterior determindp por ICP OES.

Uma das propostas deste trabalho foi direcionada ao
desenvolvimento de métodos utilizando acidos disiigpara o preparo da
amostra de fosfato de rocha, com o objetivo defeigear as metodologias ja
existentes e simplificar a rotina dos laboratodesanalises. Foram utilizadas
duas abordagens para as digestbes, como a digass@tida por radiacao

micro-ondas e em bloco digestor para avaliar areh@t@céo total dos analitos
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estudados no fosfato de rocha candidato a matkrieg¢feréncia. A exatiddo da
metodologia proposta foi avaliada utilizando doisatenais de referéncia
certificado, (NIST 694, Gaithersburg, Estados Us)de “Trace Elements in
Multi-Nutrient Fertilizer” (NIST 695, GaithersburgEstados Unidos). Nas
Tabelas 8 e 9 sédo apresentados os valores celtificaleterminados e 0s
percentuais de recuperacao dos analitos estud#tipanaglo a digestdo assistida
por radiagcdo micro-ondas e nas Tabelas 10 e llhm@sentados os valores
certificados, determinados e o0s percentuais depesagao dos analitos

estudados utilizando o bloco digestor.

TABELA 8 — Média das concentracfes, obtidas por GES, para o material de
referéncia certificado de Phosphate Rock (NIST §843) utilizando a digestao
assistida por radiacéo micro-ondas.

Determinado  RSD Certificado Recuperacéao

Elemento (%) (%) (%) (%)
Al O3 1,60 + 0,02 1,20 1,8+0,1 89
CaO 43,4+1,3 3,05 43,6 +0,4 99
CdO 0,014 +£0,001 0,98 0,015+0,003 93
Cr,0; 0,091 +0,0007 0,77 0,10* 91
FeO; 0,68 +0,004 0,56 0,79 £ 0,06 86
K.O 045+0,05 0,011 0,51+0,02 88
MgO 0,29+0,001 0,41 0,33 +0,02 88
Na,O 0,85+0,02 2,66 0,86 + 0,04 99
P,Os 31,1+1,7 5,62 30,2+0,1 103
V,0s5 0,27 +£0,0001 0,06 0,31 +0,07 87
ZnO 0,154 + 0,008 0,88 0,19* 81

*valor informativo
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TABELA 9 — Média das concentracfes, obtidas por GES, para o material de
referéncia certificado Trace Elements in Multi-Nemt Fertilizer (NIST 695)
(n=3) utilizando a digestao assistida por radiagavo-ondas.

Elemento Determinado I?O/SO ;3 Certificado ReCLzOp/Oe)ragéo
Al (%) 0,58 + 0,003 0,54  0,61+0,03 95
As (mg kg') 161,89 + 0,74 0,45 200 +5 81
Ca (%) 2,10 + 0,07 3,32 2,26 +0,04 93
Cd (mg kg") 15,44 + 0,25 1,64 16,9 £0,2 90
Cu(mgkg)  1120,71 + 66,87 6,0 1225 +9 91
Fe (%) 4,57 + 0,008 0,39  3,99+0,08 114
K (%) 13,56 + 0,008 1,36  11,65+0,13 116
Mg (%) 1,88 + 0,04 1,93  1,79+0,05 105
Mn (%) 0,322+0,003 1,08 0,305 + 0,005 106
Na (%) 0,47 + 0,009 1,99 0,405+0,007 115
Ni (mg kgh) 108,46 +3,24 2,99 135+ 2 80
P (%) 6,80 + 0,44 6,48 72+0,1 94%
V (mg kgh) 143,44 +1,26 0,88 122 +3 118
Zn (%) 0,311 + 0,0080 2,63 0,325+ 0,005 96

Ao aplicar o teste t ndo pareado, observou-se §aeha diferenca
estatistica entre os valores certificado e detexdarpara Ca, Cd, Cu, Mg, Mn,
Na, P e Zn, ao nivel de 95 % de confianca, engugueara Al, As, Cr, Fe, Ke
V foram observadas diferencas estatisticas. E$seenga pode ser explicada
pelas baixas concentracdes dos elementos As Cpresdéntes no material de
referéncia. Em relacdo aos elementos Al, Fe e kKemoser explicadas devido
aos baixos desvios padrao-relativo entre as medita®ndo ser salientado os

adequados percentuais de recuperacdes obtidos &&nér 120%).
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TABELA 10-Média das concentracdes obtidas por ICP OES, paraerial de
referéncia certificado de Phosphate Rock (NIST g84B) utilizando o bloco
digestor.

Elemento Determinado RSD Certificado  Recuperacéo
(%) (%) (%) (%)
Al,O3 1,49 + 0,06 3,96 1,8+0,1 83
CaO 43,1+1,7 3,97 43,6 £0,4 99
CdoO 0,013 +£0,0003 2,21 0,015 +0,003 87
Cr,03 0,08 + 0,002 2,02 0,10* 80
FeOs; 0,70 £ 0,0004 3,71  0,79+0,06 89
K.0 0,51 +0,02 3,80 0,51 +0,02 100
Na,O 1,02 £ 0,02 2,44 0,86 + 0,04 119
V,05 0,26 + 0,008 3,05 0,31 +0,07 83
Zn0O 0,16 + 0,006 3,70 0,19* 84

*valor informativo

TABELA 11 — Média das concentragfes, obtidas pdé (@ES, para o material
de referéncia certificado de Trace Elements in Mllitrient Fertilizer (NIST
695) (n=3) utilizando o bloco digestor.

Elemento Determinado I?O/SO ;3 Certificado Rec?&)e)ragéo
As (mg kg") 181,17 £ 0,41 0,22 200 +5 91
Ca (%) 2,29 + 0,02 0,96 2,26 £0,04 97
Cd (mg kg") 17,87 £ 0,06 0,33 16,9+0,2 106
Cu(mg kg) 1188,17 £24,30 2,04 1225 +9 97
Fe (%) 3,50 + 0,008 2,40 3,99+0,08 88
K (%) 9,53 +0,08 1,89 11,65+0,13 82
Mg (%) 1,68 + 0,03 2,10 1,79+0,05 94
Mn (%) 0,293 + 0,008 2,77 0,305%+0,005 96
V (mg kg 130,87 £ 0,68 0,52 122 +3 107

Zn (%) 0,270 + 0,008 3,12 0,325+0,005 83
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Ao aplicar o teste t ndo pareado, observou-se gaeha diferenca
estatistica entre os valores certificado e deteaadursomente para Ca, Cu e K ao
nivel de 95 % de confianca, enquanto que para #|CAl, Cr, Fe, K, Mg, Na, V
e Zn foram observadas diferencas estatisticas.dffesanca pode ser explicada
pelas baixas concentracdes presentes no materrafetencia para os analitos
As, Cd, Cr, V e Zn. Em relacdo aos analitos Al, likeMg e Na as diferencas
podem ser explicadas devido aos baixos desviosagadtativo entre as
medidas, devendo ser salientado os adequados nmisene recuperacoes
obtidos (entre 80 e 120%).

5.3 Determinacdo de fosforo por espectrometria denmgssdo com
plasma induzido por laser

Para validagdo do meétodo, foram utilizados doisenws de
referéncia certificado: Phosphate Rock” (NIST 6@aithersburg, Estados
Unidos) e “Trace Elements in Multi-Nutrient Feddr” (NIST 695,
Gaithersburg, Estados Unidos) e as recuperacoesaric 102 e 104%,
respectivamente, sendo que os resultados estéseafados na Tabela 12. A
amostra candidata a material de referencia foiisatd apos a validacdo do
método e os resultados comparados com os obtidesnsaio colaborativo, os

guais sao apresentados na Tabela 20.

TABELA 12. Média das concentracfes, obtidas porS,IBara os materiais de
referéncia certificado 694 e 695 (n=3).

MRC Certificado Determinado  Recuperacgao (%)
NIST 694 (BOs) 30,2+£0,1 31,5+ 0,7 104
NIST 695 (P) 7,2+0,1 7,3+0,6 102
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Ao aplicar o teste t ndo pareado, observou-se gaeha diferenca
estatistica entre os valores certificado e detexdun ao nivel de 95 % de

confianca.

5.4 Determinacao da umidade residual

Na Tabela 13, estdo apresentados os valores dadenrésidual

em porcentagem para cada frasco.

TABELA 13 — Umidade residual da amostra candidd#Rade fosfato de rocha
determinado em estufa a 105°C por 24 h.

Frasco Umidade (%) Numero de determinacfes

1 0,60 + 0,07 6
2 0,55+ 0,02 6
Média Final 0,58 + 0,15 12

Primeiramente foi realizado um teste de umidadetrgrhcata durante
aproximadamente trés dias para verificar se haypassiveis diferencas no
valor de umidade residual. Através da Tabela 13eys®d observar que os
resultados de umidade residual permaneceram coestarsem perdas
significativas, conforme era o previsto devido taleiidade do material. Assim,
ficou definido que os usuarios ndo necessitam m@tar a umidade residual em

estufa até massa constante.
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5.5 Estudo da massa minima da amostra candidata aaterial de

referéncia

Na Tabela 14 sdo apresentados o0s resultados daa noédi
concentracbes obtidos por ICP OES a partir de aefifes massas de amostra
(100 mg, 150 mg e 200 mg).

TABELA 14 — Fracdes de massa de Al, As, Ca, CdQ0r,Fe, K, Mg, Mn, Na,

Ni, V e Zn obtidas nas porcbes amostradas aposnudasecdo por ICP OES.
(n=7).

Elementos ] 100mg RSD ] 150 mg RSD ] 200mg RSD
(média + desvio) (%) (média £ desvio) (%) (média £ desvio) (%)

Al 2.513,87 £55,65 2,21 2.567,98 + 66,36 2,58 2,381 48,37 1,87
As 13,07 £ 0,29 3,52 13,49 £ 0,27 2,01 13,49 +£0,13 0,99
Ca 37,76 £ 5,51 14,60 36,47 +1,10 3,03 3390925 7,64
Cd 17,33+0,42 2,63 17,33+0,34 1,98 16,81 +0,18 1,07
Cr 176,79 £ 3,78 2,14 178,88 £ 4,45 2,49 176,5666 2 1,45
Cu 30,23+ 0,62 2,06 29,72 £ 0,54 1,83 29,05+0,33 1,15
Fe 1.365,55+ 33,86 2,48 1.385,57A45 2,68 1.340,49 +19,61 1,46
K 937,74 £ 15,44 1,65 886,06 + 15,86 1,79 867,1383 1,59
Mg 2.137,33 £ 48,66 2,28  2.095,69 + 50,83 243 283+ 19,95 0,98
Mn 8,43 +0,77 9,08 9,03+0,75 8,27 9,25+0,90 689,
Na 4.586,21 + 101,28 2,21 4.612,54+106,14 2,30 61449 + 73,54 1,59
Ni 32,89 +0,76 2,32 33,81+ 0,80 2,37 34,14+0,49 1,42
\Y, 163,65 * 3,29 2,01 163,08 + 3,36 2,06 160,40861, 1,16
Zn 231,16 + 4,94 2,14 233,95 + 4,62 1,97 230,7454 2 1,09

Foi realizada a analise de variancia ANOVA de faioico dentro
de um intervalo de confianca de 9584@,05) para avaliar se existem diferencas
entre as massas amostradas. Na tabela 15, sderdpdes os dados estatisticos
da andlise de variancia ANOVA, onde se comparoalorwe Fi.,em relacdo
ao valor de Euado para cada elemento. Os elementos que apresentaram

Feritico<Fcalculado NA0 apresentaram diferencas significativas entremassas
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estudadas, o que indica que a utilizacado de qualqua das porcdes estudadas
no ensaio nédo ira contribuir significativamente nafores da incerteza. Ja os
elementos que apresentaram diferencas signifisatouaseja, fiico> Fearculado @
massa minima foi definida visando a homogeneizadd® dados obtidos,
através do menor desvio padrao relativo (RSD)seraf®i estabelecida a massa
de 200 mg para os estudos posteriores.

Cabe ressaltar que, segundo a norma da ABNT ISCGAGBI[24],
convém que 0 usuario esteja ciente de que a gfilizde uma porcéo do ensaio
gque ndo atenda ou que exceda aquela especificadi? poMentar
significativamente a contribuicdo da ndo homogead#dlo MR para a incerteza
da propriedade especificada, até o ponto em quE@snetros estatisticos da

certificacdo n&o séo validos.
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TABELA 15 - Dados da ANOVA fator Unico para a esdiima da massa
minima da amostra candidata a material de refeaénci

Elemento \';;?;ﬁc?g SQ al MQ Fealculado Valor-p F2.itico
Entre Frascos 1783 49 2 8919,24
Al Dentre Frascos 59043,80 18 3280,21 2,72 0,09 3,55
Total 76882,29 20
Entre Frascos 1,29 2 0,64
As Dentre Frascos 1,79 18 0,10 6,47 0,008 3,55
Total 3,08 20
Entre Frascos 53,58 2 26,79
Ca Dentre Frascos 229 96 18 12,77 2,10 0,15 3,55
Total 283,55 20
Entre Frascos 1,48 2 0,74
Cd Dentre Frascos 2,14 18 0,12 6,21 0,009 3,55
Total 3,62 20
Entre Frascos 22.94 2 11,47
Cr Dentre Frascos 243 46 18 13,52 0,85 0,44 3,55
Total 266,40 2
Entre Frascos 4,88 2 2 44
Cu Dentre Frascos 4,77 18 0,26 9,21 0,002 3,55
Total 9.65 2
Entre Frascos 713925 2 3569,63
Fe Dentre Frascos 17463,13 18 970,17 3,68 0,04 3,55
Total 24602,38 2
Entre Frascos 1871540 2 9357,70
K pentie Frascos 487,38 18 22708 411 00000002 3,55
Total 22802,79 2
Entre Frascos 3373221 2 16866,11
Mg Dentre Frascos 3209769 18 178320 9,46 0,0015 3,55
Total 65829,90 20
Entre Frascos 2.49 2 1,24
Mn Dentre Frascos 11 68 18 0,65 1,92 0,17 3,55
Total 14.17 20
Entre Frascos 3956 21 2 1978,11
Na Dentre Frascos 16158780 18 89771 0,22 0,80 3,55

Total 16554402 20




Fonte de

Elemento variancia SQ gl MQ Feacuado ~ Valor-p FPeritico
Entre Frascos 593 2 296
Ni Dentre Frascos 8,76 18 0,49 6,09 0,009 3,55
Total 14,68 20
Entre Frascos 42,07 2 21,03
\ Dentre Frascos 153 21 18 8,51 2,47 0,11 3,55
Total 195,28 20
Entre Frascos 42,67 2 21,33
Zn Dentre Frascos 312 32 18 17,35 1,23 0,31 3,55
Total 355,00 20

5.6 Estimativa da homogeneidade da amostra de fosbade rocha
candidata a material de referéncia

Nas Figuras 10 até 24 sao apresentados os resultddo
homogeneidade para cada analito avaliado, ondecsatemplados as trés
réplicas, os limites inferiores e superiores emnitgrvalo de confianca de 95%.
Os resultados mostram que os valores indicado® @st&imos ao valor da
média (representada na linha preta) para Al, AsdaCr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, P, V e Zn.
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o ! I 1 -
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FIGURA 10 — Homogeneidade interamostral para aliomin
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FIGURA 22 — Homogeneidade interamostral para sodio.
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que, com excecdo do aluminio, que apresentou a8pliora dos limites

superiores e inferiores, todos os elementos adaciomados estdao dentro dos
intervalos dos limites superiores e inferiores defianca, em nivel de 95%. Os
dados estdo bem distribuidos ao redor da médiardefaleatoria, o que mostra
a homogeneidade da amostra e sugere que ndo exstel@dncias a erros

sistematicos.

FIGURA 24 — Homogeneidade interamostral para zinco.

Ao avaliar os gréaficos apresentados anteriorm@uaige-se perceber
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Para avaliar a homogeneidade das amostras, faadalanalise de
variancia com fator unico (ANOVAne-way no nivel de significancia de 5% (
= 0,05) considerando-se valor critico dgda = 0,05) = 2,39 e 0 iico fOI
comparado ao Faiico A hipétese nula ke utilizada quando ndo ha diferenca
significativa, em um intervalo de confianca de 9%tire os valores das
determinacdes em cada um dos 10 frascos amostadbgpodtese alternativa, H
é utilizada quando h& diferenca significativa, tambem um intervalo de
confianca de 95% entre os valores das determinagdesada um dos 10 frascos
amostrados.

Com isso, quando 0.k for maior que 0 Faiico aceita-se a
hip6tese nula, e o material € entdo consideradmféneo e quando Q. for
menor que 0 faitico rejeita-se a hipotese nula e o material ndo é dereilo

homogéneo, como podem ser observados atraves diaT#h

TABELA 16 — Dados da ANOVA fator unico para o esiwte homogeneidade
entre os frascos da amostra de fosfato de roclthdzda a MR.

Elemento Fonte de : Upb a piti
(mg kg?)  variacio SQ gl MQ F calculado Valor-p (mg kg) F critico
Entre 57805 o 6425
Frascos
Dentre
Al Froscos 115165 20 5758 1,11 0,40 14,91 2.39
Total 172990 29
Entre 165 9 018
Frascos
As Dentre 5,95 20 015 1,25 0,32 0,11 2,39
Frascos
Total 457 29
Entre 940 o 104
Frascos
ca) D2 4897 20 095 1,10 0,40 0,18 2,39
Frascos

Total 28,37 29
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Elemento Fonte de Upp

a Apiti
(mg kg?)  variacdo SQ gl MQ F calculado Valor-p (mg kg') F critico
Entre 451 9 050
Frascos
Dentre
cd Froscas 702 20 035
1,43 0,24 0,22 2,39
Total 11,53 29
Entre 5407 9 056
Frascos
Cu Dentre 11603 20 070 0,80 0,62 2,07 2,39
Frascos
Total 19,11 29
Entre 31680 9 3853
Frascos
Cr Dentre 51560 20 25,63 1,50 0,21 0,15 2,39
Frascos
Total 859,40 29
Entre 10864 9 1429 13,68
Frascos
Dentre ;o685 20 634 4.48
Fe Frascos 1,65 0,17 ’ 2,39
Total 14561 29
Entre 5578 o 2698
Frascos
Dentre
Mg Froscos 59261 20 2963 0,91 0,53 0,68 239
Total 83539 29
Entre 1574 9 142
Frascos
Mn Dentre 5193 20 110 1,29 0,30 0,33 2,39
Frascos
Total 34,67 29
Entre 41938 o 10215
Frascos
Dentre  ,7g515 20 13926 0,73 0,67 20,99 2,39
Na Frascos

Total 370453 29

78



Elemento Fonte de

(mg kg?)  variacdo SQ g MQ F calculado Valor-p (mgl;blgg'l) F2 critico
Entre 4545 9 1,72
Frascos
Ni b 1,11 0,39 2,39
: entre 30,73 20 1,54 0,24
rascos

Total 46,18 29

Entre 421 9 019
Frascos
P Dot 234 20 037 0,52 0,85 0,11 239
Frascos
Total 9,05 29
Y, Entre o0 9 616 0,44 0,90 0,79 2,39
Frascos
Dentre 56515 20 14,11
Frascos
Total 337,57 29
Entre 699 9 77,69 1,88 0,11 3,48 2,39
Frascos
Dentre
7n Froscos 827 20 4134
Total 1526 29

SQ = Soma Quadrética; gl = graus de liberdade; M@@Edia Quadratica;
®Fcritico paran=0,05

Dessa forma, considera-se valor critico ge fe=0,05) =2,39 para
os analitos Al, As, Ca,Cd, Cu,Cr, Fe, K, Mg, Mn,,N&, P, V e Zn, os quais
nao apresentaram diferencas estatisticas signrfasapodendo ser considerados
homogéneos nos frascos do material candidato a éMesfato de rocha, o que
indica que todos os frascos apresentaram valord®sndentro do intervalo de
confianca de 95% e que o material tem a sua horedipae assegurada para

todos os elementos estudados nesse trabalho.
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5.7 Estudos de estabilidade do candidato a materiale referéncia de
fosfato de rocha

5.7.1 Estabilidade a curto prazo

Nas Figuras de 25 a39 sdo apresentados os resutefdeentes as
réplicas (n=3) de cada frasco em estudo, juntarmamteo frasco controle para
Al, As, Ca, Cd, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn,Na, Ni, P,evZn. Os frascos nomeados
como “0” foram analisados antes de serem submedisleendicdes extremas de

temperatura e umidade.
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FIGURA 25-Estabilidade a curto prazo para aluminio.
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FIGURA 31 — Estabilidade a curto prazo para ferro.
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FIGURA 33 — Estabilidade a curto prazo para magnési
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FIGURA 34 - Estabilidade a curto prazo para mangané
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FIGURA 35 - Estabilidade a curto prazo para sédio.
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FIGURA 39 — Estabilidade a curto prazo para zinco.

E possivel observar que ndo houve diferencas Eigtivas entre as
concentragcbes dos elementos que foram submetid¥®G de temperatura e

100% de umidade relativa. Para avaliar a estaddidacurto prazo dos analitos,
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foi utilizado como ferramenta a analise de vari@remm fator inico ANOVA

no nivel de significancia de 95%=0,05), como indicado na Tabela 17.

TABELA 17 — Dados da ANOVA fator unico dos fras@siazenados a 37°C e
umidade relativa de 100% por um més, para o edfiedestabilidade a curto
prazo da amostra de fosfato de rocha candidata.a MR

Elemento Fonte de F Valor- Fe
(mg kg™ variacao =Q J MQ calculado p critico
Entre Frascos 11901 © 2380
Al Dentre Frascos 43992 12 3666 0,65 0,67 3,10
Total 55893 17
Entre Frascos 1 32 5 0,26
As Dentre Frascos 242 12 20 1,31 0,32 3,10
Total 374 17
Entre Frascos ggp 5 0,12
Ca Dentre Frascos 6 42 12 1,37 0,07 0,99 3,10
Total 17,02 17
Entre Frascos 1 27 5 0,26
Cd Dentre Frascos 338 12 0,28 0,91 0,50 3,10
Total 467 17
Entre Frascos 5613 5 11,23
Cr Dentre Frascos 422 29 12 35,19 0,32 0,89 3,10
Total 478,43 17
Entre Frascos 2 g4 5 0,59
Cu Dentre Frascos 3g7 12 0,32 1,82 0,18 3,10
Total 681 17
Entre Frascos 37295 5 645,10
Fe Dentre Frascos 1gg31 12 1569,22 0,41 0,83 3,10
Total 22056 17
Entre Frascos 9521 5 1904,26
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Elemento F Valor- Fe
(mg kg™ Fonte de variagao =Q d . calculado p critico
K Dentre Frascos 10640 12 886,70 2,14 0,13 3,10
Total 20161 17
Entre Frascos 24090 © 4818,01
Mg Dentre Frascos 51175 12 426456 1,13 0,40 3,10
Total 75265 17
Entre Frascos 2477 5 4,95
Mn Dentre Frascos g574 12 714 0,69 0,64 3,10
Total 110,51 17
Entre Frascos 134282 5 26856 2,11 0,13 3,10
Na  Dentre Frascos 152998 12 12750
Total og7280 17
Entre Frascos g g7 S 0,13
P Dentre Frascos gy 12 0,07 1,95 0,16 3,10
Total 1,49 17
Entre Frascos 7 91 5 1,58
Ni Dentre Frascos 2903 12 2,42 0,65 0,66 3,10
Total 2694 17
Entre Frascos 3992 5 7,98
\ Dentre Frascos 42701 12 3558 0,22 0,94 3,10
Total 466,93 17
Entre Frascos @219 5 12,44
Zn Dentre Frascos gsg 53 12 71,63 0,17 0,97 3,10
Total 21,72 17

SQ = Soma Quadratica; gl = graus de liberdade; M@Edia Quadratica;
%Fcritico parau=0,05
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Observa-se que, a um nivel de confianca de 95%, ho@we
diferencas significativas entre os resultados. @Gwo Al, As, Ca, Cd, Cu, Cr,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, V e Zn podem ser consades estaveis nas
condicdes avaliadas e o material pode ser eventuédmtransportado sem

alteracdes significativas na sua composi¢ao quimica

5.7.2 Estabilidade a longo prazo

Nas Figuras de 40 a54 s&o apresentados os resuifdeentes as
réplicas de cada frasco (n=9) para Al, As, Ca,@d,Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na,
Ni, P, V e Zn, avaliadas ao longo de 32 semanas.
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FIGURA 42 — Estabilidade a longo prazo para calcio.
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FIGURA 44 — Estabilidade a longo prazo para cromo.
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Graficamente, foi observada uma tendéncia de @ghio positiva
da reta para a maioria dos elementos, porém oka@ss do teste de anélise de
variancia ANOVA apresentados na Tabela 18 indicagam para os elementos
estudados, 0Fico fOi maior que 0 Eycuago€ O valor de p, maior que 0,05. Dessa
forma, o teste mostrou que, em um nivel de condiashe 95%, ndo houve
diferencas estatisticas significativas entre asaainacdes dos elementos Al,
As, Ca, Cd, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, V ead decorrer dos meses
estudados, devendo ser ressaltado que o fosfoavdtindo durante 12 semanas

e 0s demais elementos ao longo de 32 semanas.

TABELA 18 — Dados da ANOVA fator Unico para o esiude estabilidade a
longo prazo da amostra de fosfato de rocha caredad&tR.

E(Ir(re]rgig'tl(; \Ij;)rr;;%gs SQ gl MQ calclL:JIado Va:)or- crl!iiaco
Entre Frascos 34803 4350 0,12 0,99 205
Al Dentre Frascos 2876100 89 35507
Total 2910903
Entre Frascos 1,73 89 0,21 0,08 099 205
As Dentre Frascos 225,56 2,78
Total 227,29
Entre Frascos 5,07 0,63
Ca (%) Dentre Frascos 939,85 8911,60 0,06 0,99 2.05
Total 944,92
Entre Frascos 441 55,13
Cd  Dentre Frascos 47049 89 580,85 0,09 0,99 2,05
Total 47490
Entre Frascos 3,89 0,49
Cr  Dentre Frascos 139,27 89 1,72 0,28 0,97 205
Total 143,16
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E(Irfqrg?(g'tlc; \Ij;)rri\;zgs SQ gl MQ calclljlado Vailjor- crl!iii:o
Entre Frascos 5,64 0,70
Cu  Dentre Frascos 236,83 89 2,92 024 098 205
Total 242 47
Entre Frascos 30024 3753,02
Fe  Dentre Frascos 978673 8912082,38 0,31 096 2.05
Total 1008697
Entre Frascos 3757 469,59
K  Dentre Frascos 591644 89 7304,24 0,06 0,99 2,05
Total 595401
Entre Frascos 134447 16805,91
Mg  Dentre Frascos 3458648 8942699,36 0,39 0,92 205
Total 3593095
Entre Frascos 58,99 89 7,37 1,29 026 205
Mn Dentre Frascos 463,46 5,72
Total 522,45
Entre Frascos 113497,6 14187,21
Na Dentre Frascos21086473 89 260326,8 0,05 0,99 2,05
Total 21199971
Entre Frascos 0,65 0,08
P (%) Dentre Frascos 18,22 35 0,67 0,12 0,99 2.30
Total 18,87
Entre Frascos 7,41 0,93
Ni  Dentre Frascos 841,78 89 10,39 0,08 0,99 205
Total 849,79
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a
Elemento Fonte de SO gl MQ F Valor- F

(mg kg variacao calculado p critico
Entre Frascos 313,41 39,18
Vv Dentre 8899,73 89 109,87 0,36 0,94 2,05
Frascos
Total 9213,15
Entre Frascos 399,89 49,98
Zn  Dentre Frascos 7694,28 89 94,99 053 0,83 205
Total 8094,17

SQ = Soma Quadrética; gl = graus de liberdade; M@@Edia Quadratica;
%Fcritico parau=0,05

A ABNT ISO GUIA 35 [25] estabelece que o elemento é
considerado estavel se a inclinacédo da reta foongure o produto entre o teste
t e o desvio padréo da inclinagcdo da reta. Na @ab®lsdo apresentados os
valores da inclinacéo da reta (b1l) e o produtoehvid padrao com o tedtele
Student (b5, n-2y S(b1)), calculados por meio das Equagbes 9 a 12.

Se a condicao |bl| < (1(0,95, n-2).s(bl)) for comdida, nenhuma
instabilidade sera observada. Analisando os remdtda Tabela 18 é possivel
concluir que todos os elementos estudados atendeessa condi¢do, portanto
sao considerados estaveis em um nivel de confd@@b% e entdo o material
de fosfato de rocha candidato a material de ref@én suficientemente estavel
para ser armazenado a temperatura ambiente, seracaks significativas na

composicao dos elementos estudados neste trabalho.

by =7 — b, X 9)
(X - X)(Y =Y
bl: ; . (10)
Z(Xi—?)2
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=]

Y -k - RQ X)*
n-—2

(11)

S

s(l) =——
N/Z(Xi _?)2 (12)
Onde:

X —refere-se aos meses (em semanas) de durag¢éstelo
Y — refere-se a concentracdo do analito.

TABELA 19 — Teste t obtido por ICP OES e LIBS (Par@ o estudo de
estabilidade a longo prazo.

Elementos (mg kg') | by to,05,0-2- S()
Al 5,39 31,35
AS 0,03 16,77

Ca (%) 0,09 27,22
Cd 0,04 32,89
Cr 0,65 28,55
Cu 0,02 12,25
Fe 4,14 54,18
K 3,00 46,78
Mg 3,26 14,28
Mn 0,01 3,44
Na 17,59 4472
NI 0,064 18,92

P (%) 0,06 9,59
Vv 0,10 8,47
7n 0,21 21,24
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5.8 Ensaio Colaborativo

O material de fosfato de rocha candidato a matdeakferéncia foi
distribuido aos laboratérios que aceitaram padicigo ensaio colaborativo.
Esses laboratérios se comprometeram a determinglem®ntos que fossem de
sua capacidade de acordo com os métodos utilizealesa rotina analitica, com
seis repeticbes para cada elemento. Os laboraténegram também os

métodos de determinacdo empregados, 0s quaisssdimminados a seguir:

e Laboratorio 1 —FAAS (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na ¢ ZBF-AAS (As, Cd e
Cr) e Colorimetria (P);

» Laboratorio 2 — FAAS (Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,d@\zn), FAES (K) e
Gravimetria (P);

» Laboratorio 3 - UV -VIS (P) e MP-AES (Ca, Cd, ®g, Mn, Na e Zn);

e Laboratoério 4 - ICP OES (As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Na, Ni e P)

¢ Laboratoério 5 — FAAS (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn),PIOES (Cd, Cr e V),
FAES (K) e Gravimetria (P)

e Laboratorio 6 — ICP OES (Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, K, Na, Ni e
Zn) e Gravimetria (P)

e Laboratério 7 — FAAS (Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, MM)ZFAES (K) e
Gravimetria (P)

e Laboratorio 8— FAAS (Ca e Mg) e Gravimetria (P)

» Laboratorio 9 — ICP OES (Al, As, Ca,Cd,Cr, Fe, MB)e

¢ Laboratoério 10 — FAAS (Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Nlle Zn), FAES (Na e
K) e Gravimetria (P)

e Laboratorio 11 — ICP OES (Al, As, Ca, Cd, Cr, Ce, P, Mg, Mn, Ni, V e
Zn) e FAES (Na e K)

» Laboratorio 12- ICP OES (Al, Ca, Cd, Cr, Cu, FeMg, Mn, Ni, P e V)

e Laboratorio 13 — FAAS (Ca, Cu, Fe , Mg,Mn e Zn) m@metria (P)
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» Laboratorio 14 — FAAS (Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn e 2n(sravimetria (P)

e Laboratorio 15 — INAA (As, Cr, Fe, Na e Zn)

e Laboratorio 16 — ICP-OES(AI, As, Ca, Cd, Cr, Cu, KeMg, Mn, Na, Ni, V
e Zn)

» Laborato6rio 17 — LIBS (P)

Analisando os dados reportados, nota-se que enté@oham sido

utilizadas técnicas de deteccdo distintas em algoasos existe uma

convergéncia na maioria dos resultados, apresentaddabela 20.
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TABELA 20 — Resultados obtidos pelos participardesensaio colaborativo para caracterizacdo do datala material de
referéncia de fosfato de rocha para valores tdtmselementos (mg Ky

Lab Al As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni P \% Zn

1 - - 3563 21,50 232,39 - 1669,00 666,67 2800,00 13,63 4820,00 - 13,92 - 301,00
1 - - 3459 45,70 279,44 - 1861,00 666,67 2900,00 12,72 5210,00 - 14,41 - 296,00
1 - - 3594 51,80 273,10 - 1937,00 666,67 2800,00 17,73 5700,00 - 14,30 - 301,00
1 - - 36,39 28,90 23520 - 2106,00 583,33 3000,00 15,72 5600,00 - 14,70 - 317,00
1 - - 3551 29,30 230,30 - 2200,00 666,67 2900,00 14,70 5400,00 - 14,36 - 309,00
1 - - 33,55 29,50 24590 - 1678,00 666,67 2800,00 15,20 5600,00 - 14,60 - 331,00
2 - - 34,26 20,80 279,0437,54 1579,78 133,30 2660,00 13,10 - 35,74 13,60 - 278,08
2 - - 34,93 19,92 272,0936,62 1552,29 150,00 2970,00 12,68 - 34,88 13,63 - 283,15
2 - - 3593 19,76 275,1936,31 1549,58 150,00 2600,00 12,18 - 33,46 13,66 - 276,60
2 - - 34,61 19,80 275,2636,10 1540,83 141,70 2820,00 13,05 - 33,90 13,67 - 277,80
2 - - 35,72 20,70 274,7137,70 1558,09 158,30 2540,00 12,84 - 33,00 13,65 - 273,90
2 - - 36,00 20,20 275,8736,30 1547,00 158,30 2790,00 13,40 - 3560 13,70 - 275,60
3 - - 35,87 - - 170,00 - - - 478,00 17610,00 - - - 533,00
3 - - 36,49 - - 237,00 - - - 765,00 14840,00 - - - 548,00
3 - - 36,85 - - 169,00 - - - 358,00 17660,00 - - - 532,00
3 - - - - - - - - - - - - - - -

3 - - - - - - - - - - - - - - -

3 - - - - - - - - - - - - - - -

4 - 11,28 39,54 18,45 207,2424,73 1820,60 225,00 3003,00 6,79 6423,00 26,54 15,01 - 302,26
4 - 12,62 39,92 18,47 207,0725,08 1826,05 500,00 3030,00 7,38 6480,00 27,34 15,10 - 302,38
4 - 12,65 40,06 18,59 216,0725,36 1860,24 525,00 3040,00 7,84 6490,00 29,25 1511 - 306,42
4 - 12,69 40,14 18,65 219,212541 1869,94 575,00 3050,00 9,19 6620,00 29,32 15,14 - 306,63
4 - 13,96 40,64 18,65 220,9726,01 1880,27 575,00 3060,00 9,50 6770,00 29,76 15,23 - 307,58
4 - 15,16 40,77 18,69 221,9126,45 1881,03 733,00 3070,00 9,53 6790,00 29,78 15,26 - 307,60
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Lab Al As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni P Zn
5 - - 36,40 60,00 403,1044,50 1790,00 612,50 2840,00 18,80 - 73,10 13,45 266,50
5 - - 36,98 75,00 416,6045,30 1740,00 591,67 2830,00 19,90 - 273,00 13,80 263,80
5 - - 37,09 65,00 393,1045,90 1750,00 612,50 2870,00 20,70 - 158,00 13,71 266,60
5 - - 37,44 55,00 431,2045,20 1750,00 571,67 2870,00 20,50 - 269,00 13,62 268,10
5 - - 37,13 55,00 415,7045,10 1770,00 612,50 2880,00 21,60 - 2589,00 13,87 270,80
6  4380,00 4,74 30,38 450,00564,00 34,50 2200,001145,50 2690,00 82,80 5191,00 38,00 14,00 150,00
6 4378,00 5,10 30,21 441,00559,25 34,25 2198,251139,00 2684,00 82,50 5181,00 37,60 14,20 148,00
6 437500 4,81 30,12 448,50565,00 34,33 2193,401142,20 2681,25 82,25 5188,00 38,10 13,80 149,20
6 4382,00 4,79 30,40 455,50569,00 34,49 2195,471143,70 2681,75 83,00 5175,00 37,80 13,87 151,08
6 4377,00 4,74 30,33 454,10563,00 34,52 2194,101140,40 2684,50 82,70 5179,00 37,80 13,84 148,30
6 4376,00 4,88 30,25 450,30562,00 34,46 2199,001139,60 2688,20 82,68 5177,00 38,20 13,94 148,60
7 - - 3551 32,53 329,0040,00 1810,00 131,94 2860,00 20,00 - - - 290,00
7 - - 34,90 32,47 335,2040,00 - 131,94 2840,0020,00 - - - 320,00
7 - - 34,92 31,84 338,2240,00 - 131,94 2880,0020,00 - - - 290,00
7 - - 34,82 32,40 339,2040,00 - 131,94 2840,0020,00 - - - 290,00
7 - - 35,22 32,30 335,4040,00 - 131,94 2900,0020,00 - - - 290,00
7 - - 35,18 32,23 336,5340,00 - 131,94 2870,0020,00 - - - 290,00
8 - - 34,26 - - - - - 2800,00 - - - 13,51 -
8 - - 34,95 - - - - - 2800,00 - - - 13,54 -
8 - - 35,15 - - - - - 2700,00 - - - 13,53 -
8 - - 35,12 - - - - - 2800,00 - - - 13,54 -
8 - - 34,35 - - - - - 2800,00 - - - 13,50 -
8 - - 34,38 - - - - - 2800,00 - - - 13,53 -
9 2020,00 18,00 35,20 17,00 220,00 - 1610,00 - 2340,00 - - - 14,60 -
9 2080,00 19,00 37,00 18,00 230,00 - 1680,00 - 2460,00 - - - 14,90 -
9 2080,00 19,00 37,20 17,00 230,00 - 1650,00 - 2520,00 - - - 15,00 -
9 2090,00 21,00 37,70 18,00 230,00 - 1660,00 - 2480,00 - - - 15,90 -
9 2200,00 21,00 37,00 19,00 240,00 - 1760,00 - 2580,00 - - - 16,50 -
9 2100,00 18,00 38,10 17,00 240,00 - 1710,00 - 2550,00 - - - 15,00 -
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Lab Al As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni P V Zn

10 ) ) 37,65 20,50 461,30 39,86 1623,00 166,70 2601,00 17,00 490,00 39,00 284,60
10 - - 37,50 20,00 440,2040,00 1629,00 166,30 2616,00 16,97 492,00 37,90 - - 279,10
10 - - 37,35 19,00 459,2039,98 1628,00 180,60 2599,00 16,99 497,50 38,00 - - 279,10
10 - - 37,79 19,00 459,6039,96 1610,00 166,80 2598,00 16,98 487,60 39,00 - - 289,70
10 - - 37,78 20,50 456,7039,00 1649,00 166,30 2576,00 17,01 490,50 40,00 - - 285,00
10 - - 37,88 19,00 452,8039,48 1622,00 180,40 2623,00 16,99 487,60 39,00 - - 279,80
11 2241,00 - 38,50 15,00 220,0030,00 1476,00 937,00 2392,00 9,40 5223,00 16,00 15,7@07,00 247,00
11 2207,00 - 38,20 16,00 223,0031,00 1466,001096,00 2424,00 10,80 5062,00 16,10 16,0®06,00 255,00
11 - - 38,50 17,00 224,00 29,60 - 1097,00 2418,00 10,00 5307,00 15,90 15,7@08,00 247,00
11 - - - - - - - - - - - - - - -

12 253540 - 30,86 23,22 257,5336,97 1522,89 745,62 2309,50 17,99 - 20,76  15,41129,61 -

12 2369,70 - 30,36 21,98 247,7135,63 1503,82 734,77 2202,94 16,08 - 27,08 14,75126,83

12 2347,40 - 29,29 21,21 241,1334,64 1396,32 713,35 2217,79 14,84 - 18,02 14,38128,06 -

12 2378,30 - 29,90 21,50 248,2035,40 1429,68 728,70 2211,31 14,99 - 20,60 14,65125,89 -

12 2336,40 - 29,58 22,20 239,5034,10 1372,71 712,07 2190,60 13,56 - 18,80 14,13120,89 -

13 - - 42,81 - - - - 2297,47 - - - - 22,70 - -

13 - - 42,36 - - - - 3485,36 - - - - 22,85 - -

13 - - 32,93 - - - - 3296,70 - - - - 22,90 - -

13 - - 39,42 - - - - 3296,37 - - - - 23,21 - -

13 - - 41,46 - - - - 3680,47 - - - - 22,52 - -

13 - - 42,29 - - - - 327576 - - - - 23,16 - -

14 - - 37,74 14,94 311,22 - - - - 40,00 - - 13,38 - -

14 - - 37,43 12,42 320,42 - - - - 30,00 - - 13,40 - -

14 - - 37,19 9,98 321,79 - - - - 30,00 - - 13,38 - -

14 - - 37,75 12,47 324,16 - - - - 30,00 - - 13,35 - -

14 - - 39,25 12,46 328,95 - - - - 30,00 - - 13,36 - -

14 - - 38,47 12,49 322,21 - - - - - - - - -
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Lab Al As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na Ni P V Zn
15 - 15,60 - - 278,60 - 1680,00 - - - 5110,00 - - - 266,78
15 - 16,30 - - 273,89 - 1660,00 - - - 5070,00 - - - 261,88
15 - 16,50 - - 282,75 - 1660,00 - - - 5010,00 - - - 272,83
15 - 16,60 - - 278,98 - 1720,00 - - - 5050,00 - - - 270,92
15 - 15,80 - - 273,55 - 1730,00 - - - 5040,00 - - - 270,80
15 - 16,70 - - 276,43 1630,00 - - 5020,00 - - 273,70
16 2635,30 13,50 3558 16,92 176, 4729 40 1322,10 886 31 2060,31 9,04 4713,40 34,21 - 161 9232,83
16 2512,40 13,40 3559 16,60 173,4528,70 1317,70 845,85 2013,56 8,09 4562,50 33,30 - 158,1@28,51
16 2546,99 13,30 33,90 16,85 175,0529,10 1367,70 861,20 2035,33 8,21  4553,70 33,85 - 160,24229,34
16 2631,40 13,70 34,49 17,00 181,1529,30 1364,40 879,61 2054,99 9,40 4700,80 34,85 - 162,9@234,19
16 2583,79 13,50 28,42 16,70 177,1029,00 1340,00 868,16 2027,62 10,28 4612,60 34,19 - 160,5230,00
16 2542,85 13,40 33,44 16,60 174,6528,50 1328,80 856,50 2063,55 10,37 4527,90 34,11 - 157,9227,56
17 - - - - - - - - - - - - 8,97 - -
17 - - - - - - - - - - - - 8,76 - -
17 - - - - - - - - - - - - 8,75 - -
17 - - - - - - - - - - - - 8,88 - -
17 - - - - - - - - - - - - 9,09 - -
17 - - - - - - - - - - - - 8,90 - -
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Para cada analito determinado pelos laboratorioscipantes foi
aplicado o teste de Grubbs para a exclusdoutleers para cada réplicdNeste

teste compara-se o valor da razdo entre a difegmcada resultado obtidg)(x

e a média de todos os resultad *; () em relacd@sdodpadréos]. Caso o
valor desta raz&o seja maior que o valor critibeltdo, entdo a presenca de um

valoroutlier € comprovada a um nivel de significancia de 95%][10

[x; — x] (13)

Na Tabela 20 estdo os resultados reportados camplet seja,
sem a retirada dosutliers de cada laboratério identificados pelo teste de
Grubbs. A estes dados, foi aplicada a estatistisadzla no indice z. [106].

Este indice é utilizado em programas interlabola@topara avaliar
o desempenho dos participantes. O calculo do irdiele ser realizado através

da equacao 14:

(x-%)

S (14)

O termc( x_x} reflete o erro cometido na quantificacdo
reportada pelo laboratdrio participante com releg@aalor designado, onde:
é o resultado indicado pelo laboratérix o valosigieado ou a melhor

estimativa dele e o, € o desvio padrao alvo.
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Em relacdo aos valores do indiz@uanto mais proximo o valor de
z de zero, melhor sera o resultado reportado pélarddorio. Sez for igual a +
2, o0 resultado do laboratorio é considerado aadigsez for maior que + 3, 0s
resultados sdo considerados insatisfatorios owitdaeis. Aplicando o indice z,
foi possivel visualizar que ha problemas de repibtidade (variacédo
interlaboratorial) para alguns elementos e queabarhtérios que apresentaram
resultados que sao extremos e, portanto, passieeserem eliminados. Com
isso, tanto o teste de Grubbs quanto o indiwenfirmaram osutlires, portanto
esses valores de concentracdo foram excluidos gpafatencdo do valor de
consenso e 0 célculo da incerteza associada ateracao do material de
fosfato de rocha candidato a MR.

E importante enfatizar que para este estudo, deceostborativo
teve somente a intencao de obter os valores dersmslesignado ao material
candidato como descrito na ABNT ISO GUIA 35 [25)rjanto sem nenhuma
intencéo de avaliar o desempenho dos laboratéaidEipantes.

Apods a exclusdo dogutliers foi avaliada a precisdo dos valores
reportados pelos laboratérios, por meio da equdeddorwitz [107].

Observou-se a existéncia de uma relacdo entre rdsnptaos de
precisdo e a concentracdo dos elementos presentesine determinada
amostra. Dessa forma, o calculo do desvio padsén(al) foi determinado para
as concentracoes)(expressas como grandeza adimensional (por exefhphg

kg™ = 10°), sendo usado o valor das médias obtidas paraetaaento.

0,8495

_0,02x¢

o
P m

(15)

Onde:
c é a concentracdo expressa como grandeza adimdr(gi@nal mg kg = 10°)
m é a ordem de grandeza )0
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A partir do desvio padrao alvo, calculou-se o R&[Hbrwitz com
as médias dos valores do ensaio colaborativo gasementos. Os valores de
RSD de Horwitz para Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, FeMg, Mn, Na, Ni, P, V e Zn
foram, respectivamente, 4,83; 10,57; 2,33; 10,082;69,32; 5,22; 6,16; 4,87;
10,51; 4,39; 9,46; 10,72; 7,46 e 6,85 % e na TaB&ls&do apresentados o0s
valores de RSD Horwitz tedrico aceitavel em relag@wncentracdo do analito.
Conclui-se que os valores reportados pelos labiwatépresentaram aceitaveis
valores de RSD, indicando boa precisdo quanto arodapbilidade

interlaboratorial [107].

TABELA 21 — RSD Horwitz tedrico entre a precisaoutie método de analise e
a concentracao da substancia [107].

Unidade RSD Horwitz, %
100 % 2
10 % 2,8

1% 4
0,10% 5,7
100 mg kg 8
10 mg kg' 11,3
1 mg kg' 16
100 pg kg 22,6
10 pg kg' 32
1pg kg' 45,3

Apoés os tratamentos estatisticos aplicados, foizeeka também a
analise de variancia ANOVA. A partir dos resultados possivel estimar os
valores de consenso e as incertezas padrao parmfirac&db dos valores
designados dos elementos Al, As, Ca, Cd, Cr, CUKF#Ig, Mn, Na, Ni, P, V e
Zn.

110



5.9 Estimativas das incertezas

A incerteza expandidalyrc, foi calculada de acordo com as
normas estabelecidas pela ABNT ISO GUIA 35 [25]e qtonsidera as
contribuicbes referentes a incerteza padrdo dactesizacao W), da
homogeneidadeuf,), da estabilidade a curto praza,d e da estabilidade a
longo prazo ). O fator k refere-se ao fator de abrangéncia,repste trabalho
foi considerado k=2 (para intervalo de confianca98&6). Na equacao 16 é

apresentado o calculo da incerteza expandida:

Uwmrc = k\/l,lchar2 + Ut + Usts + Uié (16)

A parcela da incerteza padrao inerente a ndo hameatge ()
do material que compde o lote de fosfato de rocbpgrado foi obtida a partir
dos mesmos dados gerados pela ANOVA com fator (omaforme a ABNT
ISO GUIA 35 [25,47]. A incerteza padrdo inerenteonogeneidade € calculada
em funcéo dos valores da média quadrafid®)( considerando que as médias
guadraticas entre grupoMQenye € dentre gruposMQuenrd representam as
variancias extrinseca e intrinseca entre frasgse$valores sdo fornecidos pela
ANOVA na Tabela 16.

O S pode ser tomado como estimativa para a incertadadp
devida a homogeneidade entre frasogg,que € utilizada como componente de
incerteza padrao combinada para certificacdo. Das@o, quando o valor de
MQ entre 0s gruposMQenye for maior que dentre dos mesmddQuentd, @
incerteza padrdo devido a ndo homogeneidagp € equivalente ao desvio
padrdo &), podendo ser calculada por meio da Equacédo i, rce numero
de replicatas efetuadas em cada frasco. Nestaasmero de réplicas € igual a
3 (n=3).
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MQen re_ MQ entre
u :Sbb:\/ t dent

- (17)

Se o valor deMQ entre os gruposMQentre fOor menor que dentre
dos mesmos MQgenrd @ heterogeneidade pode estar mascarada pela
repetitividade do método, sendo entdo recomendadsiderar a contribuicao
da variancia dentre grupos. Portanto, a incerteadrgp devido a nao
homogeneidade do lote preparado sera represengtal&guacdo 18, que esta

sob influéncia da variancia de repetitividade.

u — \/MQdentre 4 2
homogeneidade 18
n I/MQdemre ( )

Ondevyadentre© igual ao grau de liberdade dentre grupos.

Os analitos As, Al, Ca, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni e Znetam
MQenre> MQqentre pOrtanto a incerteza a homogeneidade foi calous@ndo a
Equacao 17. E para os analitos Cu, K, Mg, Na, Ptigeram MQ < MQqentre
a incerteza a homogeneidade para esses analitogldalada usando a Equacao
18.

Foram consideradas as incertezas padrao relacoaasktabilidade
a curto e a longo prazos, considerando o desvid@path inclinacéo da rets,{)
de acordo com a Equacdes 19 e o tempo total o mltheesemanas que o estudo
foi realizado(t). Por meio da equacédo 19 calcula-se a estimativiactateza

associada a estabilidade a curto prazg) (e a longo prazalfs).

Ustsits — Sp1-t = (19)
Onde:

S1- € 0 desvio padrao da inclinacdo da reta

t - tempo total em semanas que o estudo foi realizad
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A estimativa da incerteza associada a caractenzdgd.) €
calculada a partir dos parametros obtidos da ANO3Oforme as Equacdes 20
a22.

Y -
u uchar p + n p (20)
Sr2 = MQientre
(21)
S? — MQentre_ MQdentre (22)

N

Onde:

MQentre € MQqentre — Média quadratica entre e dentre dos grupos,sdatolidos
pela ANOVA

nee n-significa namero de determinacdes, sendo que redtalho foram 6
repeticoes

p — numero de laboratoérios participantes.

5.10 Atribuicao dos valores de propriedades e inctzas obtidas

A incerteza implica em uma maior confianca na ‘e do
resultado de medicdo, sendo que o valor designadesentado com sua
incerteza possibilita o emprego do material derégiga na avaliacdo da

precisdo e/ou da exatiddo de um método analitico.
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Na Tabela 22 estdo indicados os valores das izesrtpadrao
associadas a caracterizacdn,), homogeneidadeuy,), estabilidade a longo
prazo (i) e a incerteza expandida final do material deréef@a de fosfato de
rocha Uwr).

TABELA 22 — Estimativas das incertezas padrao deaoterizacao Ugar),
homogeneidadaug,), estabilidade a curto prazoyf,estabilidade a longo prazo
(us) € a incertezaxpandida(Uyr) para cada mensurando no MR de fosfato de
rocha.

Mensurado
(mg kgl) Ucar Upb Usts Uits UMR

Al 25,43 24,64 27,86 51,37 136,66
As 3,59 0,12 0,19 0,43 7,25

Ca (%) 2,61 0,32 0,48 0,90 5,64
Cd 1,43 0,19 0,25 0,36 3,02
Cr 5,89 1,64 2,56 6,74 18,91
Cu 6,29 0,27 0,24 0,57 12,65
Fe 8,79 9,56 16,82 22,66 62,13
K 8,72 8,18 12,48 19,23 51,71
Mg 19,22 26,00 28,91 50,11 132,55
Mn 3,09 0,34 1,24 0,84 6,90
Na 27,77 38,31 51,94 117,28 273,43
Ni 4,00 0,40 0,69 0,95 8,38

P (%) 1,94 0,09 0,14 0,31 3,94
vV 2,78 1,22 2,51 2,65 9,49
Zn 2,74 3,48 3,53 2,98 12,80

Através da Tabela 22, foi possivel observar qua pgmn pouco
menos da metade dos elementos (sete) em estude hmauer contribuicdo para
a incerteza da estabilidade a longo prazg).(lsto ocorreu devido ao desvio-
padrdo da inclinacdo da curva que € multiplicado pé@mero de semanas em
gue os elementos foram analisados. Quanto mais lestg estudo, maior sera o
valor a ser multiplicado e, consequentemente, maiolincerteza-padréo

combinada associada. Foi possivel observar tamhémpgra os outros sete
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elementos analisados a maior contribuicdo foi ebttravés da incerteza da
caracterizacdo. Isso ocorreu em funcdo da vadalié dos métodos analiticos
utilizados pelos laboratérios, que podem gerarrglifgas entre os resultados
(por exemplo, INAA e ICP OES). E isso pode ser plzgip também através da
Tabela 23 que ilustra a porcentagem de contribypgdia cada incerteza obtida
para o MR de fosfato de rocha.

TABELA 23 - Porcentagem de contribuicdo de cadariteza obtida para o MR
de fosfato de rocha.

Mensurados % contribuicdo % contribuicdo % contribuicdo %contribuicéo

Ucar Upb Usts Uits
Al 13,9 13,0 16,6 67,5
As 98,1 0,1 0,3 1,4
Ca 85,7 1,3 2,9 10,2
Cd 89,7 1,6 2,7 5,7
Cr 38,8 3,0 7,3 50,8
Cu 98,9 0,2 0,1 0,8
Fe 8,0 9,5 29,3 53,2
K 11,4 10,0 23,3 55,3
Mg 8,4 15,4 19,0 57,2
Mn 80,2 1,0 12,9 5,9
Na 4,13 7,85 14,43 73,59
Ni 91,1 0,9 2,7 5,1
P 97,0 0,2 0,5 2,5
\% 34,3 6,6 28,0 31,2
Zn 18,33 29,57 30,42 21,68

O valor estabelecido para cada analito foi obtidtog dados do
ensaio colaborativo e a incerteza expandida firrapercentagem foram obtidas
utilizando-se a Equacéo 16. A Tabela 24 mostraatises de referéncia para os
teores totais determinados por ICP OES e LIBS mcarteza expandida em
porcentagem (k) € a Tabela 25 apresentam os valores informapana os
teores totais atribuidos aos elementos determinaolddR de fosfato de rocha

por INAA.
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TABELA 24 — Valores de referéncia para os teoremigoatribuidos aos
mensurados determinados no MR de fosfato de ronh&§* e %).

M(en';‘;ui:;%os Valor determinado Unir (%)
Al 2840,43 + 136,66 5
As 15,563 + 7,25 47

Ca (%) 35,99 + 5,64 16
cd 21,26 + 3,02 14
Cr 288,78 + 18,91 !
Cu 36,25 + 12,65 35
Fe 1708,60 + 62,13 4
K 567,87 + 51,71 9
Mg 2695,87 + 132,55 5
Mn 16,29 + 6,90 42
Na 5350,20 + 273,43 5
Ni 32,82 + 8,38 25

P (%) 14,27 + 3,94 28
vV 158,14 + 9,49 6
7n 277,91 + 12,80 5

Tabela 25— Valores informativos para os teoresstatisibuidos aos mensurados
determinados no MR de fosfato de rocha (mg)kgor INAA, analise por
ativacdo neutrénica instrumental, realizada someorteim laboratorio.

Elemer)}o Interva!o Média

(mg kg") Informativo
Ba 829 - 900 873
Ce 32,4- 35,00 34
Co 0,43 -0,54 0,49
Eu 3,01 -3,12 3,07
Hf 0,58 — 0,75 0,65
Sb 2,11 - 2,47 2,2
Sc 8,32 — 8,55 8,43
Sm 12,4 - 13,2 12,8
Th 3,51-3,82 3,61
U 135 - 144 139,3
Yb 14,4 - 14,9 14,68
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5.11 Comparacdo entre os valores atribuidos e os todos oficiais

desenvolvidos pelo MAPA.

Os resultados atribuidos aos teores totais junt@meom suas
respectivas incertezas foram comparados com osdogtuficiais de preparo e
determinacao para Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, P e Zn watilas na rotina. Essas
analises foram realizadas em colaboracdo da Maitinal Yara Brasil
Fertilizantes na cidade de Rio Grande, Rio Gramd8u e os resultados podem

ser observados através da Tabela 26.

TABELA 26. Comparacao dos entre os valores atrimiigl os métodos oficiais
desenvolvidos pelo MAPA.

Mensurados (mg kg') Método Proposto Método Oficial
Ca (%) 35,99 + 5,64 38,00 £ 0,7
Cd 21,26 + 3,02 21,13 £2,08
Cr 288,78 + 18,91 288,78 £ 5,68
Cu 36,25 + 12,65 50,00 + 0,0004
Mg 2695,87 £ 132,55 3100 + 0,04
Mn 16,29 £ 6,90 31,67 +0,0004
P (%) 14,27 + 3,94 13,47 + 0,17
Zn 277,91 +£12,80 280,00 £ 0,008

O testet pareado foi aplicado e observou-se que as coRQ&ES
de Ca, Cd, Cr, P e Zn nas amostras de fosfato derséo estatisticamente
iguais (ao nivel de 95 % de confianca), porém onmoasdo foi observado para a
determinacao de Cu e Mn, provavelmente em razao ldosos teores
encontrados e Mg provavelmente devido as interntspa® que 0 método oficial
utiizando EDTA exige, podendo haver contaminac@madte a analise.As

caracteristicas do procedimento de preparo de smsostlacionadas com a
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metodologia proposta sdo mais vantajosas do panmteista analitico, ja que
emprega acido diluido para a digestdo, faz usonde guantidade menor de
massa e possibilita a digestdo das amostras atliizam forno de micro-ondas
com cavidade ou bloco digestor com tubos de PFQuesveis, que possibilita
alta frequéncia analitica e acarreta em resultagoselhantes aos métodos

oficiais e pode ser facilmente implementado emnatidoios de rotina.
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6. CONCLUSOES

Os estudos de homogeneidade, estabilidade a cudao,p
estabilidade a longo prazo e caracterizagcao, jusrigncom as incertezas do
material de referéncia de fosfato de rocha, obedeteaos principios das
normas internacionais, sendo considerados estatisinte homogéneos e
estaveis.

A participacdo dos laboratorios no ensaio colabaratfoi
fundamental para a obtencdo dos valores designpaies cada analito em
estudo.

Pode-se concluir que, apesar da digestao da nsatriconsiderada
incompleta (n&o foi usado HF para a digestdo do=stsis), o procedimento
desenvolvido utilizando &acido diluido foi adequad® possibilitou a
determinacao dos analitos com suas respectivatenas. A

Através da metodologia proposta, foi possivel compaos
resultados obtidos com os métodos oficias de poepdeterminacdo de Ca, Cd,
Cr, P e Zn utilizados na rotina para que possanutiiizados como métodos
alternativos.

Por fim, esse trabalho possibilitou coordenar unog@ma
interlaboratorial de analises e desenvolver um nahtee referéncia de fosfato
de rocha para Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg,, Mia, Ni, P, V e Znque

podera ser utilizado para ao controle de resultada8ticos.
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Capitulo 2

Avaliacao da aplicabilidade do sistema de
combusté&o iniciada por radiacdo micro-ondas no
preparo de amostras de materiais de referéncia
nacionais



Introducao



1. INTRODUCAO

As técnicas de preparo de amostras vém evoluindo uitomos
anos, principalmente quando estao relacionadasnpoego da radiacao micro-
ondas, devido a eficiéncia nas decomposicfes eedurido tempo utilizado
para o preparo. Porém, algumas desvantagens séotmaas como o uso de
recipientes fechados, emprego de massas pequemasodéras e de reagentes,
minima diluicdo da amostras e ainda devem ser ggg@urapidos. [109, 110].

Muitas dessas desvantagens podem ser contornaaias cso da
combustdo iniciada por radiacdo micro-ondas (MI@jpcedimento que
minimiza as etapas de manipulacdo da amostra,gdémanter as vantagens das
altas pressodes durante a digestao e ainda pomseistema fechado evitando
perdas de analitos por volatilizacdo e/ou contagioaEsse sistema apresenta
como vantagens o0 uso de elevadas massas de amasimgpo reduzido em
relacdo aos procedimentos convencionais [111]. dded essas vantagens,
diversos estudos tém sido desenvolvidos para diesetipos de amostras
utilizando MIC.

Nesse contexto, 0 objetivo desta etapa da teseavaliar a
aplicabilidade do sistema de digestdo MIC no piepla amostras de materiais
de referéncia de tecidos vegetais (plantas) e aiffigado bovino), visando
determinacado de elementos traco por espectrom@drianassas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS).
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2. OBJETIVOS

Avaliar e definir as melhores condi¢cfes de sistelmaombustao
iniciada por radiagdo micro-ondas para o preparandestras de tecido animal
(figado bovino) e tecido vegetal (plantas) prepasadtomo material de

referéncia nacionais produzidos na Embrapa PecBadaste.

125



Revisao Bibliografica



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com excecéao das técnicas analiticas que permitanaleése direta
de solidos, a maioria das técnicas para a detegcainde elementos traco em
baixas concentracbes requer que as amostras egigg@aradas na forma de
uma solucdo aquosa, onde geralmente é necessfisormacdo dos analitos
(presentes na matriz) em uma forma inorganica ssnphntes de sua
guantificacdo. Porém, essa etapa € consideradaisa anitica da sequéncia
analitica, pois além de ser a que demanda maitehgnde geralmente ocorre
a maior parte dos erros [90, 112, 113].

A escolha de um método de preparo de amostra demdima
variedade de fatores, como por exemplo: a natudezanatriz (organica ou
inorganica), do analito e de sua concentracdo restaa) bem como a técnica
gue ira ser utilizada para a sua determinacédo,menisao e exatidao desejadas.
Além disso, 0 método deverd ser considerado simgledapido, utilizando
volumes minimos de reagentes e que exija a miniar@pumlacéo, diminuindo
0s riscos de perdas de analito e/ou contaminacd&on@a propiciando a
seguranca do operador [109, 114].

Os meétodos analiticos frequentemente empregadasoppreparo
de amostras de materiais bioldgicos envolvem pretimtemente a digestao
utilizando acidos oxidantes (um Uunico &acido oxidantnistura de acidos
oxidantes ou mistura de acidos inorganicos e péooxde hidrogénio) e
agquecimento, principalmente em blocos digestoregaoiiacdo assistida por
micro-ondas [90, 112, 115].

Uma das formas mais tradicionais de preparo de taasos
realizada utilizando blocos digestores ou chapaxjdecimento, que promovem
0 aquecimento da amostra durante a digestéao, éantmeio acido quanto em
meio basico. Porém € uma técnica relativamenta kemjue requer varias horas

de aquecimento, utiliza volumes consideraveis @gegtes e podem ocorrer
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perdas de elementos volateis. Devido a essas dageas, nos Ultimos anos o
emprego da digestao assistida por radiacdo mialasomem se estabelecendo
como alternativa. Comparada aos sistemas convexisida digestdao o emprego
da radiacdo micro-ondas acelera a etapa de pagneato (menores tempos de
digestao), possibilita a digestdo de matrizes cexrgd e reduz o consumo de
reagentes e de energia. Além disso, a digestaoitemas fechados evita a
perda de elementos volateis [90, 112, 116]. Apdsaextensa aplicacdo, em
alguns casos a digestdo assistida por micro-ondds ppresentar resultados
insatisfatorios. Como exemplo, a estabilidade ikegatente elevada de alguns
materiais organicos que podem dificultar a decomgposcompleta da matriz.

Em alguns casos nao é possivel a obtencdo deabgesisfatéria mesmo com
o emprego de acidos concentrados e elevacdo dmterdp temperatura [114,

117].

Nesse contexto, uma alternativa é o preparo de teasogor
combustdo, que pode ser realizado em sistemasosbertfechados e €
considerado eficiente para amostras de dificil ohgpasicdo, resultando em
solugbes com o minimo teor de carbono residualiéseicas de combustao
podem ser consideradas eficientes para a decordpode materiais organicos
devido a capacidade de oxidacado rapida dessaszem#ipela possibilidade de
utilizacdo de oxigénio com pureza consideradaivalaiente mais alta quando
comparado com os &cidos utilizados em procedimentos/encionais de
digestdo. Devido a elevada temperatura atingidaander o processo,
praticamente todas as matrizes organicas podemdsepmpostas nessas
condicdes, sendo esperado assim, que ocorram rpesfdemas relacionados a
interferéncias durantes as determinacdes [110,1118],

O método considerado mais simples para a combestasistema
aberto é utilizando fornos do tipo mufla. A prirediwantagem deste método € a
possibilidade de utilizacdo de massas elevadas nuestea, que acaba se

tornando util em alguns casos onde a concentragfi@mhlitos € relativamente
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baixa. A principal desvantagem é que, como a deositfo ocorre em sistema
aberto e a elevadas temperaturas, ha possibilidadperdas de analito por
volatilizacao [119, 120].

Por outro lado, nos métodos de combustdo em sistechado a
amostra € submetida a combustdo e os analitoshs@ovalos em uma solucéo
absorvedora, tendo como principais vantagens amz@acado dos riscos por
contaminacao e de perdas de analito por volatiza@ode ser citada como
exemplo de combustdo em sistema fechado a bombeombustdo. Nesse
sistema a amostra em forma de pastilha € inseddaomba e, em presenca de
oxigénio € provocada a ignicdo da amostra peloatomtireto de dois eletrodos
de platina, sendo os analitos absorvidos por uhg&m absorvedora apropriada
inserida no sistema. Esse método permite o usoadsan elevadas, porém o
resfriamento € lento e ainda pode ocorrer contagdm@elo material em que o
frasco é constituido (normalmente aco inoxidav@ltro exemplo € o frasco de
combustdo de Schoniguer. A amostra € confinada em amvoltorio
(normalmente de papel) suspenso no interior dacdrantendo a solucao
absorvedora adequada. Nesse caso somente massadagde amostra podem
ser utilizadas. Ambos os sistemas nao permitemaiapa de refluxo e somente
uma amostra € decomposta a cada ciclo, o que dimifrequéncia analitica
desses métodos [112, 114, 121, 122].

3.1 Combustéo Iniciada por Radiacao Micro-Ondas

Uma alternativa que vem sendo muito utilizada manmatornar os
inconvenientes das técnicas convencionais de cdabue digestao,
principalmente visando a reducdo de elevados vauteeacidos concentrados,
perdas de analito por volatilizacdo e contamingcéas método de combustdo
iniciada por radiacdo micro-ondas, que utilizadogse sistemas convencionais

de pressurizagdo para injetar uma atmosfera dé€migigg promover, através da
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incidéncia da radiac&o micro-ondas, a combustaoestras envolvidas em um
papel contendo gotas de nitrato de aménio. Essen@sapresenta vantagens,
tais como o uso de elevadas massas de amostra techyzido em relacéo aos
procedimentos convencionais, além da possibiliddde uso de solucbes

absorvedoras diluidas [111].

A proposta para o desenvolvimento do método porbcstio
iniciada por radiacao micro-ondas foi desenvohadaartir da adaptacéo de um
forno por radiagcdo micro-ondas com cavidade quiatfrascos de quartzo
(resistente a altas temperaturas e pressao) estemsi de controle de pressao e

temperatura, sem modificacdes ao sistema originaforme a Figura 55:

entrada/
escapamento
de gases

—— ™. valvula para
K_ o escapamento
V=== | de gases

frasco de
quartzo

suporte de quartzo

/ para a amostra
| .
solugdo

/ahso rvedora

FIGURA 55 — Sistema de decomposicdo por combust&@da por radiacao
micro-ondas [123].

Para o procedimento de combustao, necessita-se agspositivo
de quartzo, o qual é inserido no interior do fradeodigestdo, sendo utilizado
Como suporte para as amostras que devem ser ptapara forma de pastilhas.
Esse suporte fica suspenso na parte superior goofi@ possui um dispositivo
em forma de funil, que possibilita a lavagem etetila base onde a amostra
sofre a combustéo, auxiliando a limpeza e a tra@istéa dos analitos para a
solucdo absorvedora, inserida no fundo do frascquagtzo. O dispositivo de

quartzo possui ranhuras na sua base, que faciltantato do oxigénio no
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interior do frasco, auxiliando o processo de cort@dmsO sistema € composto
por um frasco de quartzo (diametro interno de 22 mwom capacidade de 80
mL e uma tampa com vedacao de PTFE, que possusiisp para entrada e
saida de gases para aliviar a pressao internaraeso$ antes de abri-los. No
caso dos procedimentos de combustéo, a pressurizagéioxigénio é feita pela
valvula de entrada de gases, regulada pela vaheudscape [111, 114].

Para o preparo de amostras, deve-se pesa-la éadalgobre um
pedaco de papel filtro (contendo baixo teor deashzposicionando-a sobre o
suporte de quartzo, onde 50 pL de uma solucaotdgmde amonio, iniciadora
do processo de combustdo, sdo gotejadas sobreebfiap, onde o sistema é
entdo fechado e pressurizado com oxigénio. E ajalieatio, a radiacdo micro-
ondas com uma poténcia de 1400W para dar inicipracesso de combustéo
atingindo uma elevada temperatura (aproximadam&3®@°C), onde a maior
parte da matéria organica € destruida e conveatislaus produtos de oxidacao
[118].

Devido as inimeras vantagens da combustdo inigiadaadiacao
micro-ondas, desde a primeira proposta desenvopod#&lores e colaboradores
[111], muitos trabalhos vém sendo propostos empaigaliferentes tipos de
amostra. Muller e colaboradores [124] em 2013, eggmam a MIC para a
determinacdao de As, Cd e Pb por espectrometria dgsas com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) e Hg por geracawajsor frio por injecao
em fluxo acoplado ao ICP-MS (FI-CVG-ICP-MS) em atrexs de castanhas.
Foram utilizadas massas de até 500 mg e HNQnol L' como solucéo
absorvedora. A exatiddo foi avaliada utilizando ermats de referéncia
certificado com concordancia de 96% para todosnaditas e os resultados
foram comparados utilizando a digestdo acida asigior radiacdo micro-
ondas no preparo das amostras. O teor de carbaiduak obtido foi
relativamente baixo (1,5%) quando comparado a tiigesonvencional (20%)),

demonstrando a elevada eficiéncia do método propogtie permite a
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determinacdo de elementos toxicos em amostras dewades teores de
gordura. Em outro trabalho, Mesko e colaboradat@s][em 2010, utilizaram
MIC em amostras de alimentos para determinacaoditepor ICP-MS. Foram
utilizadas massas superiores a 500 mg e investigado de diferentes solucdes
absorvedoras, tais como ,® H,0O, (NH,),CO; e hidroxido de
tetrametilamobnio. A exatidao foi avaliada utilizandhateriais de referéncia
certificado, sendo obtida concordancia de até 99%olimites de quantificacdo
encontrados foram de 0,02 mg g o teor de carbono residual encontrado foi
inferior a 1%, 0 que mostra a eficiéncia da digeskd@ método proposto.Flores e
colaboradores[126]em 2013, propuseram também umaaipem eficaz para a
digestdo de fluoropolimeros por MIC para a deteagé@o de Ag, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, K, Mg e Mn por ICP-MS e ICP OES. Paraalidacédo do
procedimento proposto foi utilizada analise deagi#o neutrdnica instrumental
(INAA) e os resultados foram comparados utilizamdtracdo acida assistida
por radiacdo micro-ondas em sistemas fechadostdepassao e obtiveram
concordancia de 98%. O teor carbono residual ferior a 1%, o que mostra a
elevada eficiéncia do método.

O emprego de MIC para a determinacao de elemerdge £m
tecidos animais e vegetais ainda nao foi abordseagdo que, em funcéo do
desenvolvimento de materiais de referéncia, pracgeo observar o
comportamento deste tipo de digestdo como altematser aplicada no preparo

deste tipo de amostra.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

A decomposicdo das amostras foi realizada empregs&idum
forno de micro-ondas Multiwave 3000 (Anton PaarafGrAustria). Para o
sistema de combustao iniciada por micro-ondasnfar@lizados quatro frascos
de quartzo de 80 mL, temperatura maxima de 28pr&Ssao maxima de 80 bar,
com controladores de tempo, temperatura, prespatéacia, juntamente com o
dispositivo de quartzo, especialmente desenvolvgiyva 0 sistema de
combustao, conforme apresentado na Figura 55.

As determinacOes foram realizadas utilizando um-NG3° Elan
DRC Il (PerkinElmer Sciex, Canadd) equipado comnetoulizador concéntrico
(Meinhard Associates, Estados Unidos), uma camearaethulizacdo ciclénica
(Glass Expansion Inc., Australia). A Tabela 27 spnéa 0s parametros
operacionais utilizados nas andlises por ICP-MS.

Para o preparo das pastilhas foi utilizada um pretes aco inox,
com um cilindro de 9 mm de didametro interno com fuimdo que pode ser
removido, um pistdo que comprime a amostra e amddia na remocao da
mesma.

Também foram utilizados outros equipamentos conadanga
digital, com resolucao de 0,0001g e capacidadel@ig  um bloco digestor .
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TABELA 27 — Parametros instrumentais empregadosnakses por ICP-MS.

Parametros Instrumentais ICP-MS

Poténcia da radio frequéncia 1100 W
Vaz&o do géas de nebulizacdo 0,9 L Min

Vaz&do do gas auxiliar 1,2 L min
Vaz&o do gas de resfriamento 15 L thin
Nebulizador Concéntrico
Camara de nebulizacao Ciclbnica

. ) Ni60,Ni6l, MOQS,MO:LOO, H92021H92011

m/z por ciclo de leitura P8 PR C?

4.2 Reagentes e Materiais

Todos reagentes e padrfes utilizados foram de ayralitico e as
diluicdes foram realizadas com agua destilada-d&ada obtida em sistema de
purificacdo Milli-Q® (18 M2 cm). HNG, e H,O, foram utilizados na digestéo
das amostras. Solugcdes estoque dos analitos fdilradas para o preparo das
solucdes analiticas para a calibracdo do ICP-MSsdlscdes de nitrato de
amonio6 mol L' foram preparadas a partir da dissolucdo deN@4 PA(Merck,
Alemanha).

Toda a vidraria e materiais comuns de laborataniolusive os
papéis de filtro foram lavados e colocados em ba#ik®; (10% v V') por 48
horas, sendo logo apés enxaguados com agua delarézeecos em capela de

fluxo laminar.

4.3 Amostras

Foram empregados materiais de referéncia certdgad National
Research Council Canada (NRCC): Tort-3 (Hepatog@scde lagosta) e Dolt-5
(Figado de peixe); e do National Institute of Stadd and Technology (NIST):
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Apple Leaves 1515 (Folhas de Macd) para avaliagdexatiddo do método
proposto e as amostras utilizadas foram prepansal@as material de referéncia
nacional pela Embrapa junto ao CRM - Agro - RM-Agb001a (forrageira -

Brachiaria brizantha) e RM-Agro E3001a (figado hoYi

4.3.1 Determinacgao do teor de umidade

Trés sub-amostras dos materiais (cerca de 0,5 todagh pesadas
em frascos de vidro previamente descontaminadevazlds até uma estufa a
vacuo e mantidas a uma pressao de 25 mm Hg atéagese da amostra a uma
massa constante (sendo necessarios 14 dias). Rigpsexas, as amostras foram
pesadas novamente para se obter a perda de maasdab¢la 28 séo
apresentados os resultados dos fatores de compac@@ada amostra MR para a

determinacao da massa seca.

TABELA 28 — Resultados dos fatores de correcdo aa@mostras de MRs para
determinacao da massa seca.

Amostra Fator de correcao
Dolt-5 0,95
Tort-3 0,96

Apple Leaves 0,96
RM-Agro E3001a 0,94
RM-Agro E1001a 0,94

4.4 Procedimentos de Preparo de Amostra

4.4.1 Decomposicao por combustao iniciada por raddo micro-ondas

Foram pesadas cerca de 250 mg das amostras, @ggliaferam

levadas a prensa para serem transformadas emhpsasilenvolvidas em papel
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de filtro previamente descontaminado e colocadosmgorte de quartzo. A
seguir o papel foi umedecido com 50 pL do iniciad@rcombustao (NfNO56
mol LY. O frasco contendo 6 mL de solucdo absorvedorafefthado e
pressurizado com oxigénio por aproximadamente 1aom pressao inicial de
oxigénio de 20 bar. Como solucbes absorvedorasnfoeatadas 0 e HNQ
diluido (5, 10, 20, 30 e 50% V') O sistema foi entéo levado ao forno de
micro-ondas, digerido por 90 segundos e, apds biameento, quando a
temperatura dos frascos era inferior a 60°C, a foiaretirado da cavidade do
forno de micro-ondas e a pressao interna dos fa®taliviada pela abertura
da valvula de escape dos gases. O suporte e alepanternas dos frascos de
quartzo foram lavados com &gua deionizada parag@ssea transferéncia
guantitativa dos analitos e entdao a solucdo abdoraecontendo os analitos
digeridos foi transferida para frascos de PTFEvelome aferido a 25 mL com

agua deionizada.

4.4.2 Decomposicao assistida por radiacdo micro-oasl

Para comparacdo com o procedimento de combustéadai por
radiacdo micro-ondas, as amostras investigadasnonatando-se de materiais
de referéncia, foram digeridas por digestdo adsigibr radiacdo micro-ondas
com cavidade. Foram avaliados trés procedimensimtds para a digestéo,
nos quais foi empregado o mesmo programa de ageetone variada a

concentracdo acida e o volume total de oxidante.

Procedimento 1 (proposto pelo NRC)

Massa de 250 mg das amostras de materiais de neteré
certificado Tort-3 (Hepatopancreas de lagosta)t-BgFigado de Peixe), Apple
Leaves 1515 (Folhas de Macda), RM-Agro E3001a (figaavino) e RM-Agro
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E1001a (forrageira - Brachiaria brizantha) forarsguas e transferidas para os
frascos de digestdo, adicionando-se 6 mL his@centrado (14 moll) + 250
uL HyO, (30% m/v). O sistema foi fechado adequadament®l@ecado no
interior do forno de micro-ondas, sendo submetmragrama de aquecimento

descrito na Tabela 29.

Procedimento 2 — material bioldgico (valor de refé@ncia)

Massa de 250 mg dos materiais de referéncia RM-Af001a
(figado bovino), Tort-3 (Hepatopancreas de lagostBplt-5 (Figado de Peixe)
foram pesadas e transferidas para o frasco det@iigesdicionando-se 6 mL
HNO; (7 mol LY) + 2 mL HO, (30% m/v). O sistema foi fechado
adequadamente e colocado no interior do forno deronsindas, sendo

submetido ao programa de aquecimento descrito nald 29.

Procedimento 3 - material vegetal (valor de referéna)

Massa de 250 mg das amostras de referéncia RM-Efafla
(forrageira - Brachiaria brizantha), e (Apple Lesveforam pesadas e
transferidas para o frasco de digestdo, adicionaadd mL HNQ (14 mol L%

+ 6 mL HO + 2 mL HO, (30% m/v). O sistema foi fechado adequadamente e
colocado no interior do forno de micro-ondas, sesulimetido ao programa de

aquecimento descrito na Tabela 29.

TABELA 29 — Programa de aquecimento do forno deronondas para
decomposicédo das amostras.

Etapa Poténcia (W)  Rampa (min) T(?nr?nlgo
1 1400 5 30
2 0 0 20
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Logo apos as digestdes, todas as amostras forasfariaas para
frascos de PTFE e aferidas a 30 mL com agua deanbei Em seguida, foram
levadas para um bloco digestor a uma temperatuf®dUe para evaporacao até
um volume final del mL da solucdo. ApdOs essa ewmaar, foi adicionado 1

mL de HNQ (14 mol LY e o volume foi novamente aferido a 25 mL com agua
desionizada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo do Sistema de Combustao Iniciada poRadiacao
Micro-ondas

Para otimizagcdo das melhores condicGes para o ¢gnoeeto de
combustao iniciada por radiacdo micro-ondas, feestigada a influéncia da
concentracdo do HNOcomo solucdo absorvedora. Pode-se observar nas
Tabelas 30 e 31, que nao ocorreram grandes ditssamgs resultados obtidos
para as diferentes concentracdes acidas utilizaglas,relacdo aos valores
certificados da amostra NIST e Tort-3. Para a amast Apple Leaves ocorreu
grande variacdo na recuperacédo, sendo que parao@® tpr ocorrido uma
interferéncia’®Ar®®Na’. Para se evitar hidrélise dos analitos, optou-sk p

concentracdo acida de 10% nos experimentos past&rio

TABELA 30 — Avaliacéo do sistema de combustéo adei por radiacdo micro-
ondas para o material de referéncia NRC Tort-3 @ttggancreas de lagosta).

Elemento Valor H,0 HNO3(v v'?)
(Unidade) Certificado
5% 10%" 20% 30% 50%
As (mg kg'l) 59,5+£3,8 55,4+1,2 55 1+£1,1 53925 538& 499+20 515%+1;3

Cd (mg kgh) 42,3+1,8 368+12 355+0,1 37,7+28 382k 37,3+0,9 38,1+13
Cu (mg kgh) 497 + 22 312+ 6 305+6 256 + 16 244 £ 7 291+11 033817

Pb (mg kg") 0,225+0,018 0,15+0,04 0,12+0,02 0,18+001 @a®e07 0,170,006 0,18+0,04
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TABELA 31 — Otimizacdo do sistema de combustéoiadi@ por radiacao
micro-ondas para o material de referéncia NIST Apyalaves (Folhas de Macé)

Elemento Valor HNO3(v v
(Unidade)  Certificado H0
5% 10% 20% 30% 50%
As (mg kgl) 0,038 £ 0,007 0,030+0,0004 - 0,035+ 0,01 0,05+0,0002 0,055+0,004 0,06 + 0,002

Cd (mg kg)  0,013+0,002 0,015+0,006 0,011£0,002 0,013+002,016+0,001 0,018+0,006 0,013+0,001
Cu(mgkg)  564+024 321+058 4,35+0,69 4,12+046 4,15+0,64 34D,17 518+1,16
Pb(mg kg®) 0,470+0,024 0,38+002 0,36+001 0,38+0,009,39+0,01 0,40+0,03 0,39 + 0,001

5.2 ComparacOes de procedimentos de decomposicaisteda por
radiacdo micro-ondas

Para avaliacdo do procedimento proposto, fez-se econgparacdo dos
resultados obtidos para digestéo assistida poaigadimicro-ondas utilizando o
procedimento proposto pelo NRC. Na Tabela 32 s&saptados os resultados,
determinados por ICP-MS utilizando o procedimentprdposto pelo NRC e
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas paraateriais de referéncia

certificado Tort-3 e Dolt-5.

TABELA 32 — Resultados da comparacdo dos métoditigadbs pelo NRC
utilizando digestéo assistida por radiacdo micrdagnpara Tort-3 e Dolt-5 e
ICP-MS.

Elemento Valor Certificado Procedimento NRC Recuperacao

(mg kg™ (mg kg™) (%)

As 1346+2,4 Y2777 +1,47 180
’50,5 + 3,8 55,1+ 2,6 293

cd 1145+0,6 114,16 + 0,84 98
2423+1,8 2415+ 0,07 98
el 1350+2,4 136,26 + 0,65 1104
2497 + 22 2529 + 18 106

Pb ;0,162 + 0,032 ; 0,146 + 0,006 ;90
0,225 + 0,018 0,193 + 0,036 86

Dolt- 5 * Tort-3
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Através da Tabela 32, foi possivel observar quevakres
determinados para As, Cd, Cu e Pb em amostras tkriam de referéncia
certificados sé&o concordantes e possuem boas racdps para os materiais de
referéncia certificado utilizados para avaliacdopdaocedimento de preparo de
amostras.

A Tabela 33 apresenta os resultados determinadodQibMS
utiizando o procedimento 1 proposto pelo NRC eeslio assistida por
radiacdo micro-ondas para a amostra de materiaefdeéncia certificado de

Apple Leaves.

TABELA 33 — Resultados das determinacdes utilizamadeetodo proposto pelo
NRC utilizando digestéo assistida por radiacdo @nierdas para Apple Leaves.

- P Procedimento NRC Recuperacao
Material certificado )
Elemento (mg kg¥) (mg kg") (%)
As 0,038 + 0,007 0,069 + 0,004 182
Cd 0,013 £ 0,002 0,013 £ 0,002 100
Pb 0,470 £ 0,010 0,421 £ 0,024 90

Na Tabela 33 estdo expressos os valores deterrsipaada As, Cd
e Pb nas amostras de material de referéncia caddi Apple Leaves, e de
acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmer @s procedimentos
mostraram 0s valores concordantes apenas paraPRbd A&s recuperacdes para
As e Cu néo foram concordantes, e acredita-se @jaegste tipo de matriz, seria
necessaria a utilizacdo de estratégias analitiema pvaliar uma possivel
interferéncia espectral, isso ocorre quando unra@iado ion possui a mesma

massa do analito, como no cas8’40®°Cl" para As €°Ar**Na’ para Cu.
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5.3 Aplicacbes do método proposto utilizando o sesha de combustéo
iniciada por radiacdo micro-ondas e dos métodos cqrarativos nas
amostras de materiais de referéncia produzidas narabrapa

Posteriormente, o método de decomposicao, utilzancbmbustéo
iniciada por radiacdo micro-ondas proposta nestadesfoi aplicado nas
amostras de materiais de referéncia de figado baviimrrageira produzidos na
Embrapa Pecuaria Sudeste, como podem ser obsemasidabelas 34 e 35. A
concentracdo acida da solucdo absorvedora utilizama base nas discussdes
iniciais, foi fixada em HN@10%.

TABELA 34 — Aplicacdo do método proposto e dos mésocomparativos na
amostra de RM-Agro E3001a figado bovino por ICP-MS

%rfgfgnf; MIC Digestéo assistida por MW Valor de referéncia
As 0,049 + 0,001 0,051 £ 0,001 -
Cd 0,075 = 0,007 0,086 = 0,062 0,075 £ 0,008
Cu 215,16 = 3,73 250,8 £13,6 232,79 £5,73
Pb 0,062 + 0,005 0,068 = 0,0087 0,080+ 0,008

Os resultados mostrados na Tabela 34, demonstrampaga As, Cd
e Pb foram concordantes (testestudenem um nivel de confianca de 95%).

Um comportamento semelhante acontece nas amosteas d
forrageira, onde As, Cu e Pb tiveram resultados@alantes (teste—student
em um nivel de confianca de 95%) e para Cd coraider estatisticamente
diferentes, porém em plantas isso se deve a presknsgilicatos na sua matriz,

qgue pode interferir nos resultados das analises.
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TABELA 35 - Aplicacdo do método proposto e dos rdéscomparativos na
amostra CRM - Agro E1001a. As determinac6es foeitad por ICP-MS.

EIemerHto MIC Digestéao assistida por MW Valor de referéncia
(mg kg~)
As 1,33+ 0,015 1,42 + 0,084 1,69 +0,70
Cd 15,25+ 0,19 18,28 £ 0,21 199+5/1
Cu 3,19+£0,18 3,41 +0,27 4,0+0,7
Pb 4,26 £0,13 5,39 £ 0,29 40+1,8

As tabelas 36 e 37 apresentam os limites de detexdiinites de
guantificacao, bem como a faixa linear, para aradetacao de As, Cd, Cu e Pb
e posterior determinagcao por ICP-MS, utilizando istesna de combustao
iniciada por radiacdo micro-ondas e digestdo asaipor radiacdo micro-ondas,
respectivamente.A metodologia desenvolvida apresebba linearidade na
faixa linear estudada, com valor dé>R0,99. Os limites de deteccdo e
quantificacdo foram calculados de acordo com a IORIAternational Union of
Pure and Applied Chemistry), utilizando as Equa@ies 24

LD = (3 X SDyancd/mMm Egéa 23

LQ = (10 X SBrancd/m Equezé

Onde SR anco€ 0 desvio padrdo de 10 medidas do branco amwalitic

e m é o coeficiente angular da curva analiticaatibracéo
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TABELA 36 - Limites de deteccdo, quantificacao, xéai linear para
determinacao dos elementos As, Cd, Cu e Pb utilzansistema de combustao
iniciada por radiagcado micro-ondas e posterior datecao por ICP MS.

Elemento Faixa Iin_(lear LD B LQ B
(Mg kg ™) (Mg kg ™) (Mg kg ™)

As 1-15 0,035 0,12
Cd 1-15 0,014 0,047
Cu 1-15 0,041 0,13
Pb 1-15 0,006 0,020

TABELA 37 - Limites de deteccdo, quantificacao, xéai linear para
determinacao dos elementos As, Cd, Cu e Pb utidzansistema de digestéo
assistida por radiagcao micro-ondas e posteriormétacao por ICP MS.

Elemento Faixa linear LD LQ
(ug kg™ (ug kg™ (ug kg™
As 1-15 0,007 0,023
Cd 1-15 0,002 0,008
Cu 1-15 0,01 0,03
Pb 1-15 0,005 0,016

Ao avaliar os limites de deteccédo é possivel percgoe ndo ha
diferencas significativas na ordem de grandezatotgrara o sistema de
combustao iniciada por radiac&o micro-ondas coma galigestdo assistida por
radiacdo micro-ondas convencional, no entanto cuas®l utiliza a digestao
assistida por radiacdo micro-ondas convencionaeeessaria a diluicdo das
solucdes digeridas em até 1000 vezes devido azaod&ima que pode ser
introduzida no ICP-MS. A vantagem de se obter umabbBQ pode ser perdida
com esta alta diluicdo, o que ndo ocorre quandaikea a digestao por MIC.
Além disso, a digestdo empregando MIC tem comocip@h vantagem a
separacao completa do analito da matriz, minimiaawdriscos de interferéncia

dos demais componentes da matriz no plasma. Ewalsse que ambos os
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procedimentos de preparo de amostras podem seregagms para a

determinacéo de As, Cd, Cu e Pb em amostras dioflgavino e de forrageira.

A metodologia proposta garante que ela seja faotene
implementada em laboratorios de rotina, ja questesia de combustéo iniciada
por radiacdo micro-ondas pode ser facilmente adame um micro-ondas que
utiliza a digestdo assistida por radiacdo microagnd ainda € considerada

rapida, segura e eficiente para a decomposicae tipssde matriz.
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6. CONCLUSAO

O consumo de acido no processo de oxidacdo foionmgtueno,
pois a amostra € decomposta com a etapa de comppstéitindo a utilizacdo
de acidos diluidos e diminuindo os riscos de coimagfo, 0s custos e 0s
residuos gerados.

Comparativamente aos métodos de decomposicéao ifadas, o
sistema MIC possibilita 0 uso de massas maiores roemor possibilidade de
contaminacdo das amostras. Pode-se destacar asteroassé de facil e rapida
operacdo quando comparado ao sistema de digess&iidas por radiacéo
micro-ondas, sendo adequado para a decomposicdwatiezes biologicas e

posterior deteccéo por ICP-MS.
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APENDLCE A — CERTIFICADO DE ANALISES DO MATERIAL DE
REFERENCIA DE FOSFATO DE ROCHA

Certificado de Analises

MATERIAL DE REFERENCIA
DE FOSFATO DE ROCHA

Caodigo: MR-07/2014

TABELA 1. Valores de referéncia para os teoresigotdribuidos aos
elementos determinados no MR-07/2014 e incertepanehda Uyr)* em
porcentagem

M(en’:;“l:g%os Média +Uy s Uni (%)
Al 2840.43 + 136,66 5
As 15,53 + 7,25 47

Ca (%) 35,99 + 5,64 16
cd 21,26 + 3,02 14
Cr 288,78 + 18,91 7
Cu 36,25 + 12,65 35
Fe 1708,60 + 62,13 4
K 567,87 + 51,71 9
Mg 2695,87 + 132,55 5
Mn 16,29 + 6,90 42
Na 5350,20 + 273,43 5
Ni 32,82 + 838 25

P (%) 14,27 + 3,94 28
v 158,14 + 9,49 6
7n 277.91 + 12,80 5

*Intervalo a 95% de confianca.



Tabela 2 — Valores informativos para os teoresigo#dribuidos aos
elementos determinados no MR de fosfato de rockyek(il) por INAA..

Elemento Inteval_o
Informativo
(mg kg™)
Ba 829 - 900
Ce 32,4- 35,00
Co 0,43 -0,54
Eu 3,01-3,12
Hf 0,58 - 0,75
La 98,2 - 101
Sb 2,11 - 2,47
Sc 8,32 -8,55
Sm 12,4 -13,2
Th 3,51 -3,82
U 135 - 144
Yb 14,4 -14,9

Ensaio colaborativo

Os resultados para os teores totais apresentaddabeda 1
foram obtidos através do ensaio colaborativo quetoco com a
participacdo efetiva de empresas da iniciativa goldy instituicbes de

pesquisa estatais e de ensino superior, em undtal participantes.

Obtencéo do material

O material de referéncia produzido foi de uma amode
fosfato de rocha (apatita) proveniente do Marrod®ara diminuir o
tamanho de particulas foi utilizado um moinho dposode alta rotacdo da
Marca Marconi modelo MA 630/1, (Piracicaba, BrasHpram obtidos
aproximadamente 10 kg de material moido, com tamalehparticula de

aproximadamente 100m. Apos as etapas de moagem e homogeneizacao,



a amostra foi avaliada quanto a homogeneidadestabil@ade. Todas as
etapas de preparo seguiram as normas basead&nh&dJIAS 30 a 35.

Uso pretendido

Esta amostra destina-se ao uso como um maternafet&ncia
para a medicdo de elementos traco em amostrasstsofale rocha. O
material também pode ser utilizado em controle dalidade dentro do

laboratorio.

Preparacao do material

Um lote de aproximadamente 10 kg de fosfato deardoh
homogeneizado em homogeneizados tipo Y Para comparamostra a
ser homogeneizada, a amostra foi dividida em 2 sloteom
aproximadamente 5 kg, sendo cada lote transfead® o homogeneizador
e homogeneizada durante 20 min. O procedimentod®teneizacao foi
repetido 3 vezes para todo o material. Apos esieedimento o material
foi envasado em frascos de vidro ambar, resultamddlO0 frascos com

100 g de amostra para cada frasco.

InstrucOes para uso

A massa minima recomendada para a andlise € deng00
Deve-se realizar uma homogeneizacdo manual prévimadco antes da
analise e devem-se tomar as devidas precaucdes\p@iaa contaminacao

do material restante no frasco.



As amostras foram solubilizadas com o emprego deo ac
nitrico (7 mol L) e peréxido de hidrogénio (30% V've digeridas em

forno por radiacdo micro-ondas com cavidade.

Homogeneidade

A homogeneidade entre frascos foi empregada utdiaase 10
frascos e empregou-se as determinagdes de Al, &ACq; Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Ni, V e Zn por espectrometria de enos§gtica com plasma
acoplado (ICP OES) e P foi determinado com o engpdegespectrometria
de emissdo com plasma induzido por laser (LIBS)réalizada a andlise
de variancia ANOVA de fator unico, sendo possivmearvar que 0 o
foi maior que o Faiicopara Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni
P, V e Zn indicando resultados estatisticamenteeBemtes a 95% de
confianca e o material pode, portanto, ser coratiielhomogéneo para

esses elementos (para uma massa de amostra dg/200 m

Estabilidade

Foram avaliados dois tipos de testes de estabdidaderem
considerados em materiais de referéncia: a estatidi a curto prazo e a
estabilidade a longo prazo. Foram sorteados frastestoriamente e
colocados dentro de sistema fechado no qual a tatopa foi fixada em
37°C em estufa e a umidade em 100%, simulando gmlahuva e calor.
Este sistema fechado foi mantido durante 1 mé#a dequantificacdo em
triplicata dos analitos de interesse nos frascoeados. Para o teste de
estabilidade a longo prazo foram sorteados aleaemte 3 frascos. A
cada més foi feita uma quantificacado dos analibsstudo, em triplicata,
durante o periodo de 12 meses a temperatura amleica de 25 °C),

sendo realizado a fim de acompanhar a estabilidbdematerial sob



condicdes de armazenamento. Foram feitas as dateyoas por ICP OES
para Al, As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Mig Zn e P por LIBS.
Foi realizada a andlise de variancia ANOVA de faimico, sendo possivel
observar que o fico foi maior que o0 Kaiico Para todos os elementos de
interesse, indicando que os resultados n&o difertta forma significativa
a 95% de confianca e assim, o material foi conaaterestavel nos dois
testes avaliados. A estabilidade a longo praz@availiada pela inclinagcéao
da reta e confirmada a estabilidade para os amatitcestudo a 95% de

confianca.

Tamanho de particulas

Foi realizado o ensaio de distribuicdo de particdando o
modo de dispersdo seca. O tamanho de particulasesmppoer que
aproximadamente 80% do material estdo abaixo deui0@e acordo com

a Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo do tamanho de particulaamastra de referéncia de
fosfato de rocha.



Incertezas

A estimativa da incerteza expandida associada aloseg de
concentracaolygr) foi obtida pela combinacao das contribuicoesresfies
a incerteza padrdo da caracterizagd@,f, da homogeneidadalf), da
estabilidade a curto prazaf) e da estabilidade a longo prazas),

conforme equacao abaixo:

Umre = k\/Uchar2 + Ubb2 + Us.té2 + Ults2

Adotou-se para o fator de abrangéncia k igual r@f2rente a
intervalo de confianca de 95%. Para os calculos idasrtezas da
homogeneidade, da estabilidade e da caracteriZacé&mbém seguida a
norma ISO Guia 35.

Armazenamento

O material deve ser mantido fechado no frasco raige
armazenado no escuro em temperatura de aproximat@ag °C. Os

frascos também podem ser armazenados em dessecador.

Prazo de validade

Estipulou-se que o tempo de prateleira poderigisetorno de
5 anos para o material de referéncia de fosfatmdea. E possivel que o
material seja estavel por tempo maior que o definidessa forma, este
material ficara como produto a ser monitorado se&alesente, até expirar
0 prazo de validade do material. Os resultadossatt@alizados na carta

controle e disponibilizados no site da Embrapa.



Técnicas utilizadas para determinacéo de cada eleme

A técnica utilizada para determinacfes dos todadermentos
foi ICP OES — Espectrometria de Emissdo Optica Btmsma Acoplado
Indutivamente, LIBS - Espectrometria de Emissdousidh por Laser e

INAA — Analise por Ativacao Neutronica Instrumental

TABELA 1. Participantes do ensaio colaborativo

CBO Andlises Laboratoriais
Laboratério de Analise de Fertilizantes e Corretive - IMA
Connan — Cia. Nacional de Nutricdo Animal
Laboratério Jodo Carlos Pedreira de Freitas - Coopativa Regional
de Cafeicultores em Guaxupé Ltda.
Laboratodrio de Fertilizantes e Residuos — InstitutAgronémico de
Campinas (IAC)
Lab Fert Andlises
Laboratério Oficial de Fertilizantes e Corretivos-LOFC-VGA-MG
(LANAGRO-MG)
Unidade de analises fisico-quimicas de fertilizange corretivos,
substratos e afins (Lanagro - SP)
Universidade de Sao Paulo - USP
Ribersolo Laboratério de Analise de Solo e Foliar tda
TECPAR - Instituto de Tecnologia do Parana
Universidade Federal de S&o Carlos - Araras
Laboratdrio de Fertilizantes e Corretivos - UNISC
Yara Brasil Fertilizantes S.A.
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) — USP

Embrapa Pecuaria Sudeste
Embrapa Instrumentacao




