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RESUMO

AVALIACAO DE PARAMETROS E PRODUCAO DE MATERIAIS DE
REFERENCIA DE SUPLEMENTO MINERAL PARA NUTRIENTES E
CONTAMINANTES INORGANICOS

Neste trabalho foi preparado um material candidato a material de referéncia de
suplemento mineral para gado de leite. Foram determinados os constituintes
inorgéanicos e nutrientes Ca, K, Na, P, Cu, Fe, Mn, Mg, Zn e 0s contaminantes
As, Cd e Pb. O material foi moido, peneirado até atingir uma granulometria
inferior a 80pum e envasado. Foi feito um estudo do melhor preparo da amostra
por meior do uso de planejamento fatorial, planejamento Doehlert em sistema
fechado e 4 experimentos em sistema aberto. Através de uma analise de
componentes principais, optou-se pelo preparo da amostra que se utilizava de
3 mL de solucdo de acido HNO; 3mol.L? e 1 mL de H,0,, em sistema
fechado. Técnicas de espectrometria de absor¢do e emissdo atdomica foram
avaliadas para a determinagdo de cada um dos analitos em estudo. Foram
realizados testes de homogeneidade intramostral e interamostral para verificar
se a amostra se apresentava homogénea. Foram realizados também testes de
estabilidade a curto e a longo prazo. Os valores designados para cada analito
foram obtidos através de um programa interlaboratorial colaborativo. Ao fim,
foram determinadas as incertezas relativas a cada etapa do preparo do material
candidato e obteve-se a incerteza expandida para cada um dos analitos em

estudo.
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ABSTRACT

EVALUATION OF PARAMETERS AND PRODUCTION OF
REFERENCE MATERIALS FOR MIXING MINERAL NUTRIENTS
AND INORGANIC CONTAMINANTS

This paper was prepared a material candidate for reference material for
mineral mixture for dairy cattle. Shape certain analytes Ca, K, Na, P, Cu, Fe,
Mn, Mg, Zn and contaminants As, Cd and Pb The material was crushed,
sieved until a particle size less than 80um and packaged. A study was
conducted in the best sample preparation through the use of factorial design,
planning Doehlert and 4 in a closed system open system experiments. Through
a principal component analysis, we chose to sample preparation that was used
in 3 mL of HNO; acid 3mol.L™* and 1 mL of H,O, in a closed system.
Techniques of absorption and emission spectrometry were evaluated for the
determination of analytes in each of the study. Form testing for between-bottle
homogeneity and within-bottle homogeneity to check if the sample is
homogeneous. Were also carried out tests in the short-term and long-term
stability. The wvalues assigned to each analyte were obtained by an
interlaboratory collaborative program. In the end, the uncertainties were
determined for each stage of preparation of candidate material and obtained

expanded uncertainty pair each of the analytes under study.
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1. Introducéao

Todos os dias, uma quantidade expressiva de dados analiticos sdo
gerados nas mais diversas areas de conhecimento. Tais dados serdo base para
a tomada de decisdes, que implicardo em conseqiiéncias diretas para a
populacdo em geral e para 0 meio ambiente.

Um exemplo tipico seria a quantificacdo de Pb em amostras de efluentes
industriais por um laboratério. O resultado gerado pelo laboratorio leva a acéo
de descarte ou nao do efluente em corpos d’agua.

A qualidade do resultado gerado pelo laboratério que realizou a analise
leva a uma contaminacgdo ou ndo do ambiente e risco a saude publica.

Desta forma, a garantia da qualidade dentro de laboratérios de medicéo
deve ser rigida e apresentar formas para a verificagdo de que seus controles
sdo realmente adequados.

Na area médica, o diagndstico de doencas € embasado por ensaios
especificos de acordo com o organismo em questdo. Novamente, se 0 metodo
utilizado para quantificacdo ndo e adequado ou apresenta falhas, havera um
diagnostico errado que comprometera a vida do paciente. Novamente, a
garantia da qualidade dentro de laboratorios de medicdo deve ser rigida e
apresentar formas para verificar sua eficacia.

Existem algumas maneiras de se verificar se os resultados obtidos s&o
realmente confiaveis.

O uso de métodos de analise validados, a participacdo em programas de
ensaio de proficiéncia, o uso de procedimentos de qualidade interna e a
implementacdo da rastreabilidade das medidas sdo exemplos de praticas que
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conduzem a uma maior confianca nos dados
gerados.(EURACHEM/CITAC,1998).

Neste contexto, os materiais de referéncia e materiais de referéncia
certificados véem de encontro ao objetivo da garantia da qualidade, uma vez
que minimizam o0s erros que podem ser cometidos em uma quantificacao.
(ABNT ISO/GUIA 34).

Segundo o VIM, Vocabulario Internacional de Metrologia(2000),
material de referéncia (MR) é um “material suficientemente homogéneo e
estavel em determinadas propriedades, que foi preparado para uma utilizacéo
prevista numa medicdo ou para o exame de propriedades nominais”. Ja o
material de referéncia certificado (MRC) é um “material de referéncia
acompanhado de documentacdo emitida por uma entidade qualificada,
fornecendo valores de uma ou mais propriedades especificadas e as incertezas
e rastreabilidades associadas, usando procedimentos validos™.

Uma vez que o material de referéncia permite que os resultados gerados
por um laboratério sejam transferidos por meio de uma rede de calibragéo, a
rastreabilidade pode ser assegurada.

Em um olhar mais meticuloso, é desejavel que o material de referéncia
tenha um grau de similaridade alto com a matriz a ser analisada, visando
refletir no primeiro os mesmos problemas analiticos que seriam observados na
amostra real. (ABNT ISO/GUIA 33).

Segundo 0 COMAR (Banco Internacional de Dados de Materiais de
Referéncia Certificados), existem cerca de 11.300 MRC disponiveis no
mercado em diversas matrizes (clinicas, ambientais, matéria-prima). Contudo,
somente cerca de 400 destes materiais s@o voltados a agropecuéria. Este dado

se torna critico quando o contexto € o mercado brasileiro. O agronegocio no
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Brasil responde por 33% do PIB, 42% das exportacOes totais e 37% dos
empregos do pais e hd uma previsdo de expansao.

Visando tal expansdo e assegurar a competitividade, a garantia da

qualidade do produto brasileiro se faz obrigatéria.
(http://www.agricultura.gov.br/arg_editor/image/RELATORIO_GESTAO/SR
1/2009.pdf).

O objetivo deste trabalho foi obter um material de referéncia para
suplemento mineral normalmente fornecido para gado de leite.

Para tanto, todo um estudo de estratégias para abertura da amostra,
selecdo de métodos para quantificacdo, testes de homogeneidade, estabilidade,
determinacéo de incertezas e determinacédo dos valores verdadeiros para cada

parametro avaliado foi desenvolvido.
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2. Objetivo

O objetivo da presente dissertacdo foi preparar um material de
referéncia para mistura mineral para futura distribuicdo a laboratdrios de
nutricdo animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e

outros laboratdrios nacionais.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Materiais de Referéncia

Atualmente, ha uma grande pressao por parte do mercado no sentido de
se obter resultados confiaveis e garantir sua rastreabilidade.

A rastreabilidade de uma medida pode ser obtida a partir da combinacgéo
das seguintes praticas: os equipamentos de medi¢cdo precisam ser calibrados
com padrdoes que possuem sua rastreabilidade garantida ao Sistema
Internacional (Sl1); quando néo for possivel o uso de métodos primarios, €
desejavel que o método adotado para a medida analitica seja comparado a um
método previamente validado; os metodos utilizados tenham sua validade
demonstrada e seja feito o uso de materiais de referéncia de controle interno
ou material de referéncia certificado de uma matriz que guarde o maior grau
de similaridade possivel com a amostra em questdo.(EURACHEM/CITAC,
1998).

Ao buscar a rastreabilidade, a intencdo é que todos os laboratérios
envolvidos na obtencdo de uma medida tenham uma escala de medicdo muito
similar, fato este que leva a um controle maior do
resultado.(EURACHEM/CITAC, 1998, PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

Desta forma, a utilizacdo dos materiais de referéncia e materiais de
referéncia certificados tém influéncia direta na qualidade dos resultados
gerados, uma vez que possibilitam a transferéncia dos valores de grandezas
entre diferentes laboratérios. (ABNT ISO/GUIA 34, 2004).

Segundo ZSCHUNKE (2003), os resultados obtidos em quimica

analitica somente sdo validos se submetidos a um esquema de referéncia: 0s
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materiais de referéncia. Esses sdo designados como os padrbes a serem
utilizados em quimica analitica.

Segundo 0 COMAR (Banco Internacional de Dados de Materiais de
Referéncia Certificados), existem cerca de 11.300 MRC disponiveis no
mercado em diversas matrizes (clinicas, ambientais, matéria-prima).

Os primeiros materiais de referéncia foram preparados na Europa para a
certificacdo de matrizes estaveis. Alemanha e Reino Unido produziram no
inicio do século XX materiais de referéncia de ferro e aco.(PAUWELS &
LAMBERTY, 2001).

Em 1951, o National Bureau of Standards (NBS), instituto que mais
tarde daria origem ao americano National Institute of Standards and
Technology (NIST), teve seus esforcos concentrados no sentido de produzir
materiais de referéncia que fossem de interesse da industria da época: as
matrizes escolhidas foram minério, metais, ceramicas, ou seja, matérias
primas. (GILLS et al., 2001).

Em 1958 houve a criacdo da European Coal and Steel Community
(ECSC) Working Group, que mais tarde daria origem aos materiais de
referéncia EURONORM. Esta, ainda mantém no mercado cerca de 200 tipos
de materiais de referéncia para metais, ligas minéerios e concentrados.
(PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

Em 1950, houve a criacdo dos materiais de referéncia nucleares e
isotépicos por parte de centros nucleares como o Atomic Energy Research
Establishment in Harwell do Reino Unido, Commissariat a 1’Energie
Atomique, da Franca e o Central Bureau for Nuclear Measurements (CBNM)
na Bélgica. (PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

Nestes primordios, os materiais de referéncia eram materiais reais que

eram retirados da producéo industrial e seguiam para uma caracterizagdo por
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meio de comparacdes interlaboratoriais (no caso de metais e minérios) ou,
como no caso dos materiais isotopicos, eram produzidos de forma sintética.
(PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

A certificacdo destes materiais na década de 1980 teve seu foco voltado
para agdes que garantissem a sua homogeneidade e assegurassem sua
estabilidade. (PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

Esta preocupacdo culminou na obtencdo dos materiais de referéncia
certificados para analise ambientais de composto organicos, alimentos,
analises clinicas e biotecnologia. (PAUWELS & LAMBERTY, 2001).

No Brasil, foi criado em Dezembro de 1973 o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial - Inmetro -, vinculado ao
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, que atua como
Secretaria Executiva do Conselho Nacional de Metrologia, Normalizagéo e
Qualidade Industrial (Conmetro), substituindo o Instituto Nacional de Pesos e
Medidas (INPM). (http://www.inmetro.gov.br).

O Inmetro tem como principal missdo “prover confianca a sociedade
brasileira nas medicdes e nos produtos, através da metrologia e da avaliacdo
da conformidade, promovendo a harmonizacdo das relagbes de consumo, a
inovagdo e a competitividade do Pais”.(http://www.inmetro.gov.br).

Vérias sdo as funcbes do Inmetro, dentre elas executar as politicas
nacionais de metrologia e da qualidade; fiscalizar o cumprimento das normas
técnicas e legais referentes as unidades de medidas; manter e conservar
padrbes de medidas, bem como promover e manter a cadeia de rastreabilidade
dos padrdes das unidades de medida no Brasil e executar atividades de
acreditacdo de laboratérios de calibracéo e de ensaio, provedores de ensaios de
proficiéncia e de organismos de certificacdo, entre  outros.

(http://www.inmetro.gov.br).
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O inicio da producdo de material de referéncia no Brasil data de 1975
pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sdo Paulo (IPT) com a
criacdo do Nucleo de Padrbes Analiticos, atualmente Agrupamento de
Materiais de Referéncia.

Desde sua criacdo, o IPT ja desenvolveu cerca de 130 tipos diferentes
de materiais de referéncia certificados de minérios, refratarios, metais puros e
ligas. Também podem ser encontrados materiais de referéncia certificados
para padrdes fisicos, como viscosidade e poder calorifico e padroes
direcionados para a industria do petréleo. (http://www.ipt.br/solucoes/54.htm).

Estes materiais produzidos sdo disponibilizados tanto para 0 meio
académico como para o setor industrial e parte deles é utilizado, aléem do
mercado interno, por empresas internacionais como Estados Unidos, Inglaterra,
Alemanha, Franca e Argentina, entre outros.
(http://www.ipt.br/solucoes/54.htm).

Em 1978 foi criado o Centro de Tecnologia Mineral (CETEM), um
centro de pesquisa vinculado ao Ministério de Ciéncia e Tecnologia. Este
centro atua no desenvolvimento de materiais de referéncia de amostras
minerais (bauxita, Mminérios de sulfetos de cobre).
( http://www.cetem.gov.br/mrc/historico.htm).

Tanto a preparacdo como a coordenacdo dos programas de medicéo
interlaboratorial para a certificagdo desses materiais séo realizadas no ambito
do Programa Materiais de Referéncia Certificados (PMRC) da Coordenacao
de Processos Minerais (COPM). ( http://www.cetem.gov.br/mrc/historico.htm).

Em 1982 o Instituto Nacional de Controle de Qualidade na Salde
(INCQS) - Fundacdo Oswaldo Cruz/Ministério da Sadde, iniciou a producéo

de material de referéncia certificado para matrizes biologicas por meio de um
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programa de controle de qualidade de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria e
controle de qualidade de conjuntos de diagndsticos.

No setor agropecuario, grande contribuicdo foi dada pelo Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA) em colaboracdo com a Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA) que produziu em 1992 o material de
referéncia Trace Elements in Soya Flour (IAEA RM-361), certificado para Br,
Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Rb e Zn. O material foi obtido por meio de
um estudo de comparacgéo interlaboratorial que contou com a participacdo de
21 laboratdrios da America Latina.

TAGLIAFERRO e colaboradores produziram em 2006 um material de
referéncia de café¢ denominado “Café Arabica”.

CARIONI e colaboradores (2011) avaliaram varios parametros para a
quantificacdo de arsénio total em um material candidato a material de
referéncia de atum.

MOREIRA e colaboradores (2006) produziram um material de
referéncia nacional para mexilh&o.

No panorama mundial, varios sdo os trabalhos relacionados a producéo
de materiais de referéncia.

KRAMER e colaboradores (1998) preparam um material de referéncia
certificado para sedimento antarctico.

Em outro trabalho, atencdo foi dada por SEGURA e colaboradores
(2004) para a producéo de trés materiais de referéncia certificados para As, Cd,
Cu, Fe, Pb, Mn, Ni, Se e Zn em aguas residuarias.

Contudo, ainda ha uma dificuldade a ser vencida para a obtencdo destes
materiais de referéncia, pois a grande parte deles é importada e tem custo
elevado, além de gerar problemas com as condicdes de entrega e prazos de

validade. (http://www.ipt.br/solucoes/54.htm)
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Some-se a essa dificuldade a caréncia de materiais de referéncia para o
setor agropecuario.

Essa informacdo se torna critica quando percebe-se o panorama do
agronegacio brasileiro.

Dados da Balanca Comercial do Agronegdcio referentes ao més de
Junho de 2011, fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento mostram que as exportagdes no més de junho totalizaram
US$ 8,910 bilhdes, montante este que representa um aumento de 29,1% se
comparado ao mesmo periodo do ano de 2010. Este resultado representa um

superavit de US$ 5,854 bilhdes para o agronegdcio brasileiro.

Gréfico 1 - Balanga Comercial do Agronegécio
Evolucdo Mensal das Exportacées e ImportacGes 2010 e 2011
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Figura 3.1. Balanga Comercial do Agronegocio.

Os paises de destino dos produtos de exportacdo do agronegocio
brasileiro apresentaram taxas de crescimento: Espanha (148,4%), Rassia
(110,3%), Japao (64,3%), Alemanha (58,3%) e China (33,7%).
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Este resultado positivo é devido ao aumento das exportacbes dos
seguintes setores: complexo soja (+33,0%); carnes (+18,%); complexo
sucroalcooleiro (+11,5%); produtos florestais (+5,5%) e café (+74,3%).

O Brasil s6 podera se manter e expandir suas exportaces sendo
competitivo e adequando o produto nacional as exigéncias do mercado
internacional.

Sendo assim, a importancia da utilizacdo e desenvolvimento de novos
materiais de referéncia e materiais de referéncia certificados fica claramente
comprovada.

A ABNT ISO/GUIA 34 é diretamente dirigida aos produtores de
materiais de referéncia.

Em seu conteldo sdo abordadas praticas de garantia da qualidade e
rastreabilidade do material preparado.

E fortemente recomendado que o sistema de qualidade adotada pelo
produtor de material de referéncia apresente:

a) medidas adequadas aos resultados gerados (exemplo: faixa linear da
curva de calibracdo, estudo de tamanho de particula);

b) seja feita uma preparacdo do material;

c) sejam conduzidos estudos de homogeneidade e estabilidade do
material;

d) a caracterizacdo do material candidato seja realizada de forma
adequada;

e) seja estabelecida a rastreabilidade dos padrdes utilizados;

d) seja feita a atribuicdo de valores de propriedade ou preparacdo de
certificados ou declaragdes, quando for o caso;

e) condicdes adequadas para o0 armazenamento do material;
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f) todo o procedimento para a obtencdo do material seja pautado pelas
ABNT ISO GUIA 34, ABNT ISO GUIA 30, ABNT ISO GUIA 31, e ABNT
ISO GUIA 35.

Segundo a ABNT ISO/IEC 17025, todo o laboratério deve ter
estratégias para garantir a qualidade de seus resultados.

Pode-se citar como algumas acbes que levam a este controle de
qualidade: a) uso de materiais de referéncia; b) analise de amostras cegas; c)
analise de amostras fortificadas; d) participacdo de programas de ensaio de
proficiéncia.(SIMONET 2005, QUEVAUVILLER, et al 1998).

Através da participacdo em ensaios de proficiéncia, o laboratério
participante pode ser avaliado com relacéo a qualidade dos resultados que gera
(THOMPSON et al, 2006, QUEVAUVILLER, et al 1998).

Para os produtores de materiais de referéncia, a promogéo de programas
colaborativos é muito util na determinacdo do valor verdadeiro de uma
grandeza. Tal valor pode ser obtido, entre outras formas, através dos valores
do consenso dos participantes do ensaio de proficiéncia.(THOMPSON et al,
2006).

Desta forma, o conjunto destas agdes visa garantir a confiabilidade e

qualidade das medidas que serdo obtidas nos laboratorios de medicéo.

3.2 Suplementacéo Mineral

Detentor do segundo maior rebanho efetivo do mundo, o Brasil possui
cerca de 200 milhGes de cabecas que proporcionam o desenvolvimento de
duas cadeias produtivas: a de carne e a de leite. Juntos, estes segmentos

respondem por uma producdo bruta estimada de R$ 67 bilhdes.
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O Brasil se destaca como o maior exportador de carnes bovina no
mundo e, segundo os dados do Ministério da Agricultura, até 2020, a
producdo nacional deveréa responder por 44,5% do mercado mundial.

Com relacdo a producdo de leite, o Brasil ocupa a sexta posicdo mundial
como exportador, tendo comercializado cerca de 27 milhdes de toneladas em
2009.(http://www.cileite.com.br/sites/default/files/2011 06 _indicadores_|eite.
pdf)

A presenca do produto brasileiro no mercado externo faz com que este
se sujeite a um rigido controle de qualidade e seguranca sanitaria.
(http://www.agricultura.gov.br/animal/exportacao).

A prépria extensdo territorial e o clima tropical do Brasil sdo favoraveis
a obtencdo destes resultados, uma vez que permite que oS animais sejam
criados em sistemas extensivos.

Pensando no inicio da cadeia produtiva, o bem estar do animal tem
conseqliéncias diretas na qualidade da carne e do leite.

SituacOes de estresse, falta de manejo e condi¢Ges higiénicas, dieta
desbalanceada e sofrimento alteram a coloracéo, o pH, a maciez e o tempo de
prateleira da carne.( http://www.agricultura.gov.br/animal/bem-estar-animal)

Os produtos destinados a alimentacdo animal tem sua fiscalizacdo e
regulamentacdo realizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento. Este garante que os processos de fabricacdo dos produtos
sejam conduzidos de forma a manter os padrdes higiénico sanitarios, ditados
pela legislacdo vigente. (http://www.agricultura.gov.br/animal/bem-estar-
animal).

Com relacdo a dieta animal, geralmente as fontes de nutrientes séo

provenientes de forrageiras, ragcdes concentradas e suplementos minerais.
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Alguns problemas com a dieta do animal sdo originados devido a nédo
observancia da espécie, idade, sexo e producdo. Os nutrientes devem, entdo,
ser administrados ao animal na proporcdo correta, de forma que tenha a
utilidade méxima. (ANDRIGUETTO, 1985)

Uma vez no organismo, os minerais desempenham importantes funcdes:
funcbes estruturais, promotores do equilibrio acido-basico, osmotico e
permeabilidade das membranas celulares, quando na forma de eletrolitos nos
fluidos corporais, e ativadores de processos enzimaticos.(TOKARNIA, 2000)

O organismo animal tem aproximadamente 50 tipos diferentes de
minerais; destes, somente 15 deles séo considerados essenciais, tais como: 0s
macronutrientes Ca, P, Mg, K, Na, Cl, S e os micronutrientes Fe, Co, Cu, I,
Mn, Zn, Se e Mo. (TOKARNIA, 2000).

A tabela 3.1 mostra alguns dos macro e micronutrientes presentes na
alimentacdo, bem como sua fung¢do no organismo animal e fontes utilizadas

para a formulacdo das misturas minerais.
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Tabela 3.1 — Macro e micronutrientes essenciais para as espéecies domésticas e

suas funcdes.

Fungdes Principais

Principais Fontes

Minerais
Macronutrientes
Calcio Formagao de ossos e dentes; excitagdo muscular, Carbonato de calcio; Calcario
sobretudo cardiaca; coagulagao sangiiinea; calcitico; Fosfato bicalcico
(Ca) integridade da membrana; produgac de leite.
Magnésio Atividade neuromuscular e nervosa; transferéncia de
energia; participagdc no crescimento  dsseo;
(Mg) participagde no metabolismo dos carboidratos;
participagaoc no metabolisme dos lipideos.
Fésforo Formagao 6ssea e dentaria; formagéo da coluna; Fosfato bicélcico; Fosfato de
participando, assim, na transmissédo dos impulsos sddio; Fosfato de potassio
(P nervosos; atividade enzimatica, sobretudo como
coenzima de varios complexos da vitamina B;
fosforilagéao para a formagéo de ATP.
Potassio  Balango osmético e hidrico corporal; participagao no Cloreto de potassio;
metabolismo protéico e dos carboidratos; integridade  Sulfato de potassio;
(K} da atividade muscular e nervosa. Sulfato de magnésio e potassio
Enxofre Metabolismo e sintese protéica; metabolismo das Sulfato de célcio (gesso);
gorduras e dos carboidratos; sintese de vitaminas do Sulfato de potassio;
(S) complexo B. Sulfato de magnésio e potassio
Micronutrientes
Cobre Ativader enzimatico envolvendo o transporte e a Sulfato de cobre;
transferéncia de oxigénio, metabolismo dos Carbonato de cobre
(Cu) aminoacidos e do tecido conectivo.
Ferro Transporte de oxigénio e respiragao celular. Mitrato de cobre;
Oxido de ferro;
(Fe) Carbonato de ferro
Sulfato de ferro
Manganés Integridade da matriz orgdnica o6ssea; ativador Sulfato de manganés;
(Mn) enzimatico, sobretudo no metabolismo dos Oxido de manganés
amincacidos e dos acidos graxos.
Zinco Ativador enzimatico, principalmente nos processos Carbonato de zinco;
(Zn) de formagéo éssea, do metabolismo dos acidos Cloreto de zinco;

nucléicos, do processo da visdo, do sistema

imunclégico e do sistema reprodutivo.

Sulfato de zinco;
Oxido de zinco

FONTE: McDowell, 1999.

Segundo o Centro de Inteligéncia do Leite da Embrapa Gado de leite, a

producéo brasileira de leite tem acumulado no primeiro semestre de 2011 uma

variacédo positiva de 11,26%.
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A maior variacdo foi devido a administracdo na dieta de sal mineral,

com uma variagao positiva de 28,38%. O motivo foi a alta no preco do fosfato.

Existe uma preocupacdo muito grande com a qualidade da matéria
prima utilizada para a producéo da mistura mineral.

Se esta ndo apresentar uma procedéncia confiavel, outros constituintes
inorganicos serdo incorporados a dieta do animal, podendo causar doencas e
consequente diminuicédo da producdo.(ANDRIGUETTO, 1985).

Chumbo, arsénio, cadmio e fldor sdo exemplos de constituintes
inorganicos aos quais o animal pode ter acesso através da alimentacdo e que

s0 trazem danos a saude e a producéo.

Percentual acumulado no ano

ICPLeite/Embrapa

Mao de obra

Producdo e compra de volumosos
Concentrado

Sal mineral

Sanidade

Qualidade do leite

Reprodugdo

Energia e combustivel

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

30,0

Figura 3.2 VariacOes percentuais do indice de custo de producdo de leite

acumulado em 2011.

FONTE:http://www.cileite.com.br/content/httpwwweileitecombrcontent

cileite-panorama-do-leite-nc2b056-julho-de-2011.
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MARCAL e colaboradores (2000) investigaram a presenca de chumbo
em misturas minerais para alimentacdo bovina no estado do Parana e no
estado de S&o Paulo. Das 30 amostras analisadas, 9 apresentaram
concentracdes de chumbo acima de 30 mg.kg™, méxima concentracio

permitida pelo National Research Council.

3.3 Preparo de Amostra

Freglientemente nos deparamos com a necessidade de converter
amostras sélidas em uma solucdo aquosa para a posterior determinacéo de
constituintes de interesse.

Esta etapa da seqléncia analitica costuma ser a mais demorada e
também a mais importante pois nela, podem ser introduzidos constituintes
estranhos a amostras (contaminacdo) ou ainda, nesta etapa, pode ocorrer a
volatilizagdo do analito de interesse.

Desta forma, um prévio estudo das caracteristicas da amostra pode ser
bastante atil no sentido de evitar acdes que comprometam a qualidade dos
resultados obtidos.

Basicamente, ¢ desejavel a um procedimento de dissolucdo que ele
dissolva totalmente a amostra, seja rapido, os reagentes utilizados nao
interfiram na determinacédo da espécie e esteja disponiveis com alto grau de
pureza, a perda de espécies por adsorcdo ou volatilizacdo seja desprezivel, o
procedimento seja seguro e ao final, pode-se garantir que todos os
constituintes de interesse estdo presentes na solucédo final.(COSTA et al, 2008).

Em laboratérios de nutricdo animal é muito comum o preparo das

amostras por meio de sistema aberto, em bloco digestor.
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Este procedimento se utiliza de mistura de &cidos, geralmente HNO; e
HCIO, aliada a temperatura, que é lentamente levada a 210°C.

Outro procedimento bastante utilizado, porém mais rapido e com menor
risco de voltatilizacdo e contaminacdo € a decomposicéo assistida por radiacdo
microondas. (KINGSTON & HASWELL, 1997).

Neste tipo de preparo, a mistura absorve a radiacdo microondas e,
devido a interagédo da radiacdo eletromagnética com os ions dissolvidos e com
o0 solvente, ha um aumento da temperatura dentro do frasco. ( KINGSTON &
HASWELL, 1997).

O uso de acidos diluidos foi investigado e € permitido neste tipo de
preparo, diminuindo o risco ao analista e evitando a possibilidade de
contaminac&o da amostra. (ARAUJO et al, 2002).

Uma compilacdo dos procedimentos disponiveis na literatura sobre a
digestdo de amostras organicas e inorganicas foi elaborada pelo Grupo de
Analise Instrumental Aplicada (GAIA). Nele, sdo apresentados por volta de
500 artigos publicados entre os anos de 1975 e 2005 e que versam sobre a
digestdo de amostras nas mais diversas matrizes: aguas, alimentos, bebidas,

plantas, material biolégico, sedimento, solo e cosméticos, entre outros.

3.4 Quimiometria

O modelo de aquisicdo de dados para area da quimica analitica
aumentou nos dltimos 20 anos devido a interface existente entre instrumentos
e computadores. Neste novo contexto, uma quantidade expressiva de dados é
rapidamente gerada e passivel de ser interpretada explorando diferentes

enfoques.(FERREIRA et al, 1999). Diante deste novo quadro, a busca por
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ferramentas que consigam dar um tratamento adequado e rapido a estas novas
informagdes é desejavel.

Neste panorama, a Quimiometria, que € uma area da quimica, se propde
a resolver tais questbes, utilizando-se de ferramentas principalmente da
matematica, computacéo e estatistica. (FERREIRA et al, 1999).

Ao iniciar um experimento, é importante fazer uma triagem sobre quais
variaveis sdo realmente importantes e podem afetar de maneira positiva ou
ndo a quantificacéo.

Assim, a coleta de dados se torna mais consciente e evita-se a realizacéo
de experimentos que sejam equivalentes.

Neste intuito, o planejamento fatorial se mostra adequado, pois através
dele sdo investigadas duas ou mais variaveis em dois niveis , um mais baixo (-
), € um mais alto (+). Como exemplos do nivel mais alto, pode-se citar uma
concentracdo mais alta ou volume maior da variavel em estudo. O mesmo
raciocinio se aplica aos experimentos realizados em nivel mais baixo.

Desta forma, todas as combinacdes possiveis, dentro dos dois niveis
impostos para as variaveis em estudo podem ser investigados. (BARROS
NETO, 1996).

Similar ao planejamento fatorial, outro tipo de planejamento pode ser
utilizado para a triagem das variaveis.

No planejamento Doehlert o numero de niveis para as varaveis em
estudo ndo é sempre o mesmo. Por exemplo, uma variavel pode ser estudada
em cinco niveis diferentes, como a concentracdo 4cida e outra variavel, em
apenas dois niveis, como o volume utilizado.

Desta forma, hd uma liberdade maior em se escolher 0s niveis
atribuidos a cada variavel. (FERREIRA et al, 2004).
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Em geral, busca-se escolher uma varidvel que podera ter um efeito
maior com um numero maior de niveis, a fim de se obter mais informactes

Outra ferramenta quimiométrica amplamente utilizada é a andlise de
Componentes Principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis).

Atraves dela, o conjunto de dados a serem analisados é disposto de
forma bidimensional em uma matriz, onde as linhas podem ser amostras e as
colunas variaveis.(MATOS et al, 2003)

Desta forma, ao fazer uma PCA, pode-se obter uma reducdo da
dimensdo dos dados gerados inicialmente, pode-se visualizar facilmente a
presenca de outliers, além de possibilitar o reconhecimento de variaveis que
promovem maior influéncia a amostra. (WOLD et al, 1987, citado por
MATOQOS, 2003).
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4. Preparo do Material Candidato

O material de mistura mineral utilizado neste trabalho é um produto
comercialmente adquirido pela Embrapa Pecuaria Sudeste em Séo Carlos, SP,
para fins de alimentacdo de gado de leite. Um total de 25 kg desse material foi
separado, aerado e previamente homogeneizado em caixas plasticas.

Apos esta etapa, o material foi moido em dois tipos de moinhos: um
moinho de almofariz e pistilo da Marca Retch modelo RM 200 (Alemanha) e
um moinho de copos de alta rotacdo da Marca Marconi modelo MA 630/1
(Piracicaba, SP, Brasil). Esse processo demandou por volta de dois meses, de
forma a evitar o aquecimento dos moinhos (devido ao atrito) ato este que
levaria a um aquecimento da amostra e consequente perda de elementos
volateis, como o arsénio.

Uma vez moido todo o material, o0 mesmo foi submetido a uma
peneiradora vibratéria da Marca Retch modelo AS 200 equipado com uma
peneira de malha de didmetro 150 um. Ao passar pela peneira, se 0 material
ficasse retido, uma nova etapa de moagem era feita até que todo material fosse
peneirado de forma adequada.

A seguir o material foi separado em trés caixas plasticas e
homogeneizado em um homogeneizador tipo Y da Marca Marconi modelo
MA 201/5MO (Piracicaba, SP, Brasil).

Para compor uma amostra a ser homogeneizada, foi utilizado
aproximadamente 1 kg de cada uma das 3 caixas plasticas. Cada fracdo era
mantida em homogeneizacao por 15 minutos. Este procedimento foi repetido

até que todo o material das caixas fosse homogeneizado. Entdo, todo o
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processo de separar em caixas e homogeneizar no homogeneizador em Y foi
repetido mais duas vezes.

Apdbs a moagem, uma porc¢do de aproximadamente 20 g foi submetida a
um ensaio de distribuicdo de particula, conduzido pelo departamento de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sao Carlos, em um
picnémetro de hélio (Micromeritics, modelo AccuPyc 1330).

O estudo mostrou que 100% das particulas apresentavam granulometria
inferior a 80 um.

Na figura 4.1 é apresentado o aspecto da amostra antes e apds a
moagem. E possivel observar a heterogeneidade do material na etapa anterior

a moagem.

A

Figura 4.1 Aspecto do material candidato antes da moagem (A) e depois da moagem
e peneiramento (B).

A proxima etapa foi o envase do material em frascos de polietileno com
capacidade para 50 g. Ao todo, foram preparados 400 frascos. Destes 400

frascos, 100 frascos contendo 10 g foram destinados a distribuicdo a
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laboratdrios participantes de ensaio de proficiéncia, descrito no capitulo 9. O
restante dos 300 frascos contendo 50 g foram destinados ao sorteio dos frascos
participantes dos testes de homogeneidade, estabilidade e umidade e posterior

distribuicdo aos laboratdrios interessados.

4.1 Preparo da Amostra

Levando-se em conta que alguns dos analitos a serem determinados no
material tinham carater volatil, a digestdo em sistema fechado se mostrou mais
adequada se comparada com a digestdo em sistema aberto, por minimizar ou
eliminar a perda por volatilizacao.

Primeiramente, foi proposta uma digestao assistida por radiacdo micro-
ondas em forno com cavidade da marca Anton Paar (Graz, Austria).

Foram propostos dois planejamentos experimentais: um planejamento
fatorial 2°e um planejamento Doehlert.

Para a composicdo do planejamento fatorial, foram triadas as variaveis
que poderiam ser importantes para a digestdo da amostra.

As variaveis selecionadas foram trés: concentracdo de &cido nitrico,
volume de acido nitrico e volume de peroxido de hidrogénio. Cada uma destas

trés varidveis foram estudadas em dois niveis: um baixo (-1) e um alto (+1).

Tabela 4.1. Variaveis e niveis do planejamento fatorial
Nivel ~ [HNOz]mol.L* Volume de HNO; mL™* Volume de H,0, mL.™

-1 3 1 1
+1 7 3 2
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No intuito de se explorar as varidveis em mais de dois niveis, foi
elaborado também um planejamento Doehlert. Tal planejamento se mostra
interessante pois nele ha a possibilidade de se estudar uma variavel em mais
de dois niveis, além do mais baixo e do mais alto, como num planejamento

fatorial.

Tabela 4.2 Variaveis e niveis do planejamento Doehlert.

-1 -1 -1
Experimento Volume HNO; Ml [HNOs] mol. L Volume H,O, mL

Real Norm Real Norm Real Norm
1 2 0 7,5 0 2 0
4 3 1 7,5 0 2 0
6 2,5 0,5 9,7 0,289 3 0,817
9 1,5 -0,5 53 -0,289 1 -0,817
12 15 -0,5 14 0,866 2 0
Brl 1,5 -0,5 1 -0,866 2 0
2 2 0 7,5 0 2 0
5 2,5 0,5 14 0,866 2 0
7 1 -1 7,5 0 2 0
10 2,5 0,5 1 -0,866 2 0
13 2 0 11,8 0,577 1 -0,817
Br2 2 0 7,5 0 2 0
3 2 0 7,5 0 2 0
8 1,5 -0,5 1 -0,866 2 0
11 2,5 0,5 53 -0,289 1 -0,817
14 1,5 -0,5 9,7 0,289 3 0,817
15 2 0 3,2 -0,577 3 0,817

O material candidato foi submetido a estes dois planejamentos no forno
de micro-ondas com cavidade e o programa de aquecimento utilizado esta

mostrado na tabela a seguir.
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Tabela 4.3 Programa de Aquecimento do Forno de Micro-ondas Anton Paar

Etapa Poténcia.W™ Tempo.min™
1 250 2
2 0 3
3 550 4
4 750 5
5 1000 5
6 0 15

Este programa de aquecimento foi proposto por CRISPINO, 2005 para a
digestdo de mistura mineral.

A Ultima etapa deste programa de aguecimento € a de resfriamento. A
inclusdo desta etapa possibilita uma queda no tempo de abertura dos frascos
de Teflon ao fim da digestdo, sem a perda das espécies volateis.

Também foi estudado um procedimento de digestio do material
candidato em um bloco digestor da marca Tecnal modelo 40/25 com quatro
solugbes digestoras diferentes: solucdo de acido nitrico / acido perclorico na
proporcdo 4:1 vlv, solucdo de agua-régia (acido cloridrico / &cido nitrico na
proporgdo 3:1 v/v), solugdo de &gua-régia invertida (acido nitrico / &cido
cloridrico na proporgdo 3:1 v/v) e solucdo de &cido nitrico concentrado /
peroxido de hidrogénio na proporgéo 4:1 v/v.

O intuito deste estudo foi avaliar o comportamento da digestdo do
material candidato em situacbes em que o laboratorio ndo disponha de
digestéo assistida por radiagdo micro-ondas.

Todos os procedimentos de digestdo avaliados foram realizados em
triplicata, com excecdo do planejamento Doehlert, pois este visa a selecdo de

experimentos promissores.
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Ao fim, um ultimo procedimento de digestdo foi conduzido em chapa
aquecedora, utilizando-se 1 g da amostra moida, 50 mL de solucdo de &cido
cloridrico 4 mol L™ e aquecimento a 50°C +/- 0,5°C até secagem de
aproximadamente 2/3 do volume inicial. (COMPENDIO BRASILEIRO DE
ALIMENTACAO ANIMAL, 2009). Este procedimento ¢ utilizado em

laboratdrios de industrias de racdes.



CAPITULO5

METODOLOGIAS
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5. Metodologias

Ap0s o preparo do material e do estudo dos procedimentos de digestdo
da amostra, os analitos foram determinados por duas técnicas instrumentais
diferentes. Este estudo teve como objetivo avaliar a técnica mais adequada
para as determinacfes segundo as caracteristicas da amostra e avaliar quais as
técnicas estariam comumente presentes na rotina dos laboratérios que
participariam do ensaio de proficiéncia.

Na tabela 5.1 estdo descritas as técnicas utilizadas e 0s respectivos
analitos determinados.

Tabela 5.1. Técnica utilizada e analitos determinados

Técnica Analitos

ICP OES Na, K, Mg, Mn, Fe, Zn, P, Ca, Cu, P
FAAS Mg, Fe, Zn, Ca, Cu, Pb, Mn
GFAAS Cd, As

HGAAS As

TS FF AAS Pb, Cd

STAT FF AAS PB

Espectrofotometria em fluxo P

Espectroscopia de emisséo de chama Na, K

*Espectrometria de emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES),
espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GFAAS), espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (FAAS), espectrometria de absor¢do atbmica com geragéo de
hidretos (HG AAS), espectrometria de absor¢do atbmica com termospray e tubo na chama
(TS FF AAS) e espectrometria de absorcdo atbmica com tubo na chama STAT FF AAS.
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Para as determinacgdes por espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente utilizou-se um equipamento da VARIAN, modelo
Vista RL, visdo radial (Mulgrave, Australia), cujos parametros empregados

estdo descritos na tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Parametros empregados na analise por ICP OES

Parametros Instrumentais ICP OES (viséo radial)

Poténcia da radio freqiiéncia 1,2 kW
Vazéo do nebulizador 0,90 L min™
Vazao do gas do plasma 15 L mint
Vazdo do gés auxiliar 2,25 L min™*
Nebulizador V-Groove
Camara de nebulizacéo Sturman-Masters
Comprimento de onda nm Ca 393,366
Ca 396,847
Na 588,995
Na 589,592
Cu 324,754
Cu 327,395
Fe 238,204
Fe 259,940
K 766,491
K 769,897
Mg 279,553
Mg 280,270
Mn 257,610
Mn 259,372
P 177,434
P 178,222
P 213,618
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Zn 202,548
Zn 213,857

Para as determinacdes por espectrometria de absorcdo atdmica com
chama utilizou-se um equipamento da VARIAN, Modelo SpectrAA , uma

chama composta por ar-acetileno e os parametros descritos na tabela 5.3.

Tabela 5.3 Parametros utilizados nas determinacdes por espectrometria de absor¢édo

atbmica com chama.

Elemento Ca Cu Fe Zn Mg Mn

Comp. 4557 324,7 2483 2139 202,6 2495
onda nm

Corrente

Lampada 10 4 5 5 4 5

mA

Abertura

da fenda 0,5 0,5 0,2 1,0 1,0 0,2

nm

Faixa de

Trabalho 0,01-3 0,03-10 0,06-15 0,01-2 0,15-20 0,02-5
(ng mL™)

Para as determinacgdes de Ca e Mg foi utilizada uma solucdo de 6xido de
lantanio 0,5 % no intuito de diminuir a formacdo de compostos estaveis com
silicio ou fosfato.

Para as determinacdes de cadmio por espectrometria de absorcdo
atbmica com forno de grafite utilizou-se um equipamento da VARIAN
(SpectrAA 800), com corretor de background tipo ZEEMAN. Segundo
LOPES (2002), o melhor modificador quimico a ser utilizado seria o fosfato
de am6énio monobésico 5000 pg. mL™ para Cd.

Na tabela 5.4 estdo descritos os parametros utilizados nas determinacdes

por espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite para cadmio.
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Tabela 5.4 Parametros utilizados nas determinacgdes por espectrometria de absorcdo

atdbmica com forno de grafite para cadmio

Comprimento de onda 228,8 nm
Abertura da Fenda 0,5nm
Volume da Amostra 20 puL
Volume do modificador quimico 5puL

Para as determinacdes de cadmio por espectrometria de absorgéo
atbmica com termospray e forno tubular na chama (GASPAR &
BERNDT,2000) foi utilizado um tubo de niquel com 8 mm de didmetro
interno e 6 furos inferiores. Os parametros empregados na andlise sdo

descritos a na tabela 5.5.

Tabela 5.5 Parametros utilizados nas determinacdes por espectrometria de absor¢édo

atdbmica com termospray e forno tubular na chama.

Comprimento de onda 228,8 nm

VVolume da al¢a de amostragem 100 pL

Vazao do carregador 0,5 mL. min™

Solucdo carregadora 0,5% (m/v) de EDTA e 0,1% (v/v) de
Triton X-100

Para as determinagdes de fosforo foi utilizada a espectrofotometria em
fluxo, que trata-se de um método colorimétrico automatizado (NOGUEIRA et
al, 1997). Foi utilizado um espectrofotometro Marca Femto, uma bomba
peristaltica modelo 352 (S&o Paulo, Brasil) e um banho maria termostatico
com temperatura ajustada em 37°C marca Solab modelo 150/15/A, além de

uma alca de amostragem de 100 pL e bobina de reacdo de 100 cm . Como
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reagentes foram utilizados molibdato de aménio (R1) e metavanadato de

amonio (R2) e como carregador, agua ultra pura. O produto da reacdo foi

monitorado no comprimento de onda de 420 nm.

Banho Termostatico

R2
~

Bomba Peristaltica

Espectrototo

Descarte

R1

etro 420 nm \17

/

Metavanadato

Molibdato

Carregador

Amostra

Al¢a de Amostragem

Figura 5.1 Sistema para andlise por injecdo em fluxo para determinacdo de fésforo

Para as determinacdes de chumbo por espectrometria de absorcao
atdmica com tubo na chama STAT FF AAS (WATLING, 1978) foi utilizado

um equipamento VARIAN modelo SpectrAA 640 e os parametros descrito na

tabela 5.6.

Tabela 5.6 Pardmetros utilizados nas determinagdes por espectrometria de absorcao

atdbmica com tubo na chama.

Comprimento de onda 283,3nm
Abertura da fenda 0,5nm

Fenda do tubo 5,0cm
Chama Ar — acetileno
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Para as determinacOes de arsénio pela espectrometria de absorcéo
atdbmica com geragdo de hidretos (DEDINA & TSALEV,1995) foi utilizado
um equipamento VARIAN, modelo SpectrAA-640, além do modulo para
geracdo de hidretos da mesma marca e modelo VGA 77 e 0s parametros

contidos na tabela 5.7.

Tabela 5.7 Parametros utilizados para a determinagao de arsénio por espectrometria
de absorcéo atbmica com geracdo de hidretos.

Comprimento de onda 193,7 nm

Gés auxiliar Argonio

Alca de amostragem 60 cm

Solucdo pré redutora Kl 1%

Solucdo geradora de hidreto NaBH,; 0,8 % e NaOH 0,5 %
Solucdo carregadora HCI 5 mol. L™

Vazédo da amostra 6,8 mL. min™

Vazao do redutor e carregador 1,1 mL. min™

Chama Ar - acetileno

Para as determinacdes de arsénio pela espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite foi utilizado um equipamento da Marca
VARIAN, Modelo SpectrAA 800 com corretor de fundo ZEEMAN. O
modificador quimico utilizado foi uma solucdo de nitrato de paladio 500 pug.
mL™ por diminuir a interferéncia sofrida devido a presenca de fosfato
(Husékova, L.; Cernohorsky, T.; Sramkova, J.; Vavrusova L.; 2007) e os

parametros descritos na tabela 5.8
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Tabela 5.8 Parametros utilizados nas determinagdes por espectrometria de absorgéo

atdbmica com forno de grafite para arsénio

Comprimento de onda 193,7 nm
Abertura da Fenda 0,2 nm
VVolume da Amostra 20 pL
Volume do modificador quimico 5uL

Para as determinacdes de sodio e potassio por fotometria de chama foi
utilizado um equipamento Marca Micronal, modelo B262 com filtros para Na,
K e Li e gas butano como combustivel para a chama.

Um vez selecionadas as técnicas e os analitos, a proxima etapa foi a pré-
caracterizacdo do material candidato, visando estudar a aplicabilidade de cada

técnica de acordo com as caracteristicas da matriz.



CAPITULO 6

PRE-CARACTERIZACAO DO
MATERIAL
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6. Pré-caracterizacéo do material

Para o inicio do estudo da digestdo foi pesado 0,200 g +/- 0,001 g do
material candidato e o volume final do digerido foi fixado em 50 mL +/- 0,50
mL.

N&o houve digestdo completa em nenhum dos experimentos realizados:
planejamento fatorial 2°, planejamento Doehlert, bloco digestor e chapa
aquecedora.

Sempre restava uma massa do material candidato precipitado ao fundo
do frasco, aproximadamente 0,030 g.

E provavel que a massa restante seja derivada de matrizes silicatadas
presentes em misturas minerais que apresentam a rocha fosfatica como fonte
de fosfato. (ANDRIGUETTO, 1985)

Apols a extracdo foi feita uma centrifugacdo para separar a massa
restante do sobrenadante. Tal extrato foi analisado pelas diversas técnicas
analiticas utilizadas no trabalho, mediante diluicbes adequadas para cada
analito. Sempre que possivel, foi avaliado mais de um comprimento de onda
para cada elemento com o objetivo de utilizar o procedimento mais sensivel.

Para as determinac@es foram construidas curvas de calibracdo com pelo
menos cinco concentracdes diferentes por meio da diluicdo de solugdo padrao
do analito. Foram empregadas solucdes comercializadas pela marca SpecSol
em meio de solugdo HNO3 1% v/v.

Os planejamentos fatorial 2°, Doehlert e experimentos em bloco
digestor foram avaliados para 0s macronutrientes e micronutrientes do

trabalho. Apds definido o melhor procedimento para o preparo da amostra,
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este foi utilizado para a determinacdo dos contaminantes cadmio, chumbo e

arsénio.

6.1 Determinacoes

6.1.1 Sodio

As determinacdes de sddio nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente e por fotometria de emissdo em chama.

Para a curva analitica em fotometria de emissdo de chama, obteve-se a
reta de regressdo y = 1,0064x + 0,7922 e um r2 = 0,9984.

Para a curva analitica em espectrometria de emissdo dptica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressao y = 6037,7x - 1725,2 e
um r2 = 0,9986 para o comprimento de onda 588,995 nm e a reta de regressao
y=2513,5x — 522,84 e um r2 = 0,9991 para o comprimento de onda 589,592
nm.

A linha escolhida para as quantificacdes foi a 588,995 nm por se tratar
da mais sensivel.

Na figura 6.1 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacéo de sodio pelas duas técnicas em avaliacéo.
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Sodio

120,00 -
100,00 —

80,00 -
O Dados fotbmetro

O Dados ICP OES

9/Kg

60,00 -
40,00 -

20,00 ~

0,00 T r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 23456 7 8npaiarhh1 2 3 456 7 8 9 101112131415

Tratamentos

Figura 6.1 Comparacdes para a determinacéo de sodio

*Primeiro bloco de experimentos 1,2,3,4,5,6,7 e 8 referem-se ao planejamento fatorial,
segundo bloco de experimentos np (nitrico-perclérica), ari (Agua-régia invertida), ar (agua-
régia), hh (acido nitrico concentrado, perdxido de hidrogénio) referem-se aos experimentos do
bloco digestor e terceiro bloco de experimentos experimentos 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14 e

15 referem-se aos experimentos do planejamento Doehlert.

Ao avaliar os dados apresentados na Figura 6.1, percebe-se que hd uma
boa correlacédo entre os dados obtidos pelas duas técnicas avaliadas.

Contudo, ha diferenca entre os resultados obtidos pelas duas técnicas
segundo o teste estatistico t de Student.

Com relagdo aos tratamentos aplicados, nenhum deles se mostrou

preferivel.

6.1.2 Potassio

As determinacGes de potassio nos extratos de cada experimento
realizado foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma

acoplado indutivamente e por fotometria de chama.
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Para a curva analitica em fotometria de emissdo de chama, obteve-se a
reta de regressao y = 1,0025x + 0,0858 e um r2 = 0,9999.

Para a curva analitica em espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressdo y = 288,7x + 1936,3 e
um r2 = 0,9993 para o comprimento de onda 769,897 nm e a reta de regressao
y=243,13x + 333,76 e um r2 = 0,9989 para 0 comprimento de onda 766,491
nm.

As duas linhas de emissdo avaliadas se mostraram adequadas, mas a
escolhida foi a 769,491 nm por ser a mais intensa.

Na figura 6.2 € apresentada uma representagdo envolvendo a

determinacéo de potéassio pelas duas técnicas em avaliacao.

Potassio

35,00 -
300011 Ml |0 -
25,00 A 1 Lm | A

g/Kg
T
]
|
]
]
|
]
T
]
I
]
]
]

20,00 A O Dados fotdmetro
15,00 A O Dados ICP OES

10,00 -
5,00 ~
o0+—7- "7 7777 T 77T T T T T T T T T T T

1 23 456 7 8npaiahh 1l 2 3 45 6 7 8 9101112131415

Concentragéo

Tratamentos

Figura 6.2 Comparagdes para a determinagdo de potassio

A discussdo apresentada para as determinacdes de sodio sdo validas
para a determinacdo de potassio: embora os dados estejam proximos, ha
diferenca significativa a 95% de intervalo de confianca.

Nenhum experimento se destacou.
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6.1.3 Cobre

As determinacGes de cobre nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado
indutivamente e por espectrometria de absor¢do atbmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absorcdo atémica com
chama obteve-se a reta de regressdo y = 0,205x — 0,0196 e um r2 = 0,999.

Para a curva analitica em espectrometria de emissdo optica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressdo y = 234,74x + 1,4673 e
um r2 = 0,999 para o comprimento de onda 213,598 nm, a reta de regressao y
= 2683,9x + 33,042 e um r2 = 0,9995 para 0 comprimento de onda 327,395
nm e a reta de regressdo y = 4517,2x + 93,335 e um r2 = 0,9993 para o
comprimento de onda 324,754 nm .

A linha escolhida para as determinacOes de cobre foi a 324,754 nm por
ser a mais sensivel.

Na figura 6.3 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacéo de cobre pelas duas técnicas em avaliacdo

Cobre

1,20 -
1,00 A I
0,80 A

O Dados FAAS
0O Dados ICP OES

>
X 0,60 -
=)

0,40 A
0,20 A
0,00

1 2 3 45 6 7 8npaiarhh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Tratamentos

Figura 6.3 Comparacdes para a determinacéo de cobre
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Novamente, as determinacdes assumem valores proximos, porém
diferem significativamente.

Os experimentos 2 e 7 do planejamento Doehlert apresentam valores
para a determinacdo de cobre ligeiramente maiores que 0s demais
experimentos.

Nestes experimentos, a concentracéo 4cida é intermediaria (7,5 mol.L™)
0 que difere é o volume do &cido (2,0 mL e 1,0 mL para os experimentos 2 e 7

respectivamente).

6.1.4 Zinco

As determinacdes de zinco nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente e por espectrometria de absor¢cdo atbmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atbmica com
chama obteve-se a reta de regressdo y = 2,5574 + 0,0021 e um r2 = 0,9985.

Para a curva analitica em espectrometria de emissdo optica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressdo y = 90,361x + 19,792 e
um r2 =0,9912 para o comprimento de onda 202,548 nm, a reta de regresséo y
= 464,48x + 19,375 e um r2 = 0,9994 para o comprimento de onda 206,2 nm e
a reta de regressdo y = 1253,6x + 32,48 e um r2 = 0,9995 para o comprimento
de onda 213,857 nm .

A linha escolhida para as determinacdes de zinco foi a 213,857 nm por
ser a mais sensivel.

Na figura 6.4 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacdo de zinco pelas duas técnicas em avaliacao.
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Figura 6.4 Comparacdes para a determinacéo de zinco

Percebe-se que os dados obtidos para determinacdo por espectrometria
Optica com plasma acoplado indutivamente apresentam valores bem mais
baixos do que as determinacOes realizadas pela espectrofotometria de
absorcdo atdmica com chama.

Essa diferenca pode ser um indicativo de que o extrato solubilizado seja
instavel, pois as determinacdes ndo foram realizadas no mesmo dia em todas

as técnicas.

6.1.5 Ferro

As determinacdes de ferro nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente e por espectrometria de absorcdo atbmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atdmica com
chama obteve-se a reta de regressao y = 0,2802x + 0,1402 e um r2 = 0,9861.

Para a curva analitica em espectrometria de emissdo dptica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressao y =264,87x + 16,495 e

um r2 = 0,9992 para o comprimento de onda 259,94 nm, a reta de regressédo y
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= 372,63x + 47,344 e um r2 = 0,9992 para o comprimento de onda234,35 nm
e a reta de regressdo y = 1048,4x — 53,046 e um r2 = 0,9992 para o
comprimento de onda 238,204 nm .

A linha escolhida para as determinacdes de ferro foi a 238,204 nm por
ser a mais sensivel.

Na figura 6.5 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacdo de ferro pelas duas técnicas em avaliacao.
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Figura 6.5 Comparacdes para a determinacéo de ferro

Os dados sugerem que, nos experimentos 5 do planejamento fatorial e 8
de planejamento Doehlert ha um queda na determinacéo de ferro no extrato.

Nos experimentos 8 do planejamento Doehlert e 5 do planejamento
fatorial a variavel concentracdo de HNO; esta em seu nivel mais alto.

Nestes experimentos, a variavel concentracdo de HNO; estd no nivel
mais alto, indicando que a concentracdo acida parece influenciar na digestdo
da amostra.

Contudo, nos experimentos 8 do planejamento fatorial e 5 do

planejamento Doehlert a variavel concentracdo de HNO; esta em seu nivel
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mais baixo e a quantificacdo de ferro é muito diferente dos outros

experimentos intermediarios.

6.1.6 Manganés

As determinacGes de manganés nos extratos de cada experimento
realizado foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente e por espectrometria de absorc¢ao atdmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absorcdo atbmica com
chama obteve-se a reta de regressao y = 0,144x + 0,0086 e um r2 = 0,9932.

Para a curva analitica em espectrometria de emisséo dptica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressao y = 570,96x + 39,118 e
um r2 = 0,9993 para o comprimento de onda 259,372 nm, a reta de regressdo y
= 2477,5x — 101,24 e um r2 = 0,9994 para o comprimento de onda 260,568
nm e a reta de regressdo y = 17564x — 326,07 e um r2 = 0,9997 para o
comprimento de onda 257,61 nm .

A linha escolhida para as determinagdes de manganés foi a 257,61 por
ser a mais sensivel.

Na figura 6.6 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacdo de manganés pelas duas técnicas em avaliacao.
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Figura 6.6 Comparacdes para a determinacdo de manganés

As quantificacdes para manganés pelas duas técnicas estudadas diferem
significativamente e nenhum experimento se mostra preferivel.

Similarmente as determinagcfes para zinco, os dados obtidos pela
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente se
mostram mais baixas.

Novamente, o tempo entre 0 preparo da amostra e a sua determinacao

pode ser importante.

6.1.7 Magnésio

As determinacdes de magnésio nos extratos de cada experimento
realizado foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente e por espectrometria de absorc¢éo atdmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absorcdo atbmica com
chama obteve-se a reta de regresséo y = 0,0427x — 0,0025 e um r2 = 0,9971.

Para a curva analitica em espectrometria de emisséo dptica com plasma

acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressao y = 577,14x — 19,783 e
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um r2 = 0,9962 para o comprimento de onda 285,213 nm, a reta de regressdo y
= 2549,2x — 154,51 e um r2 = 0,9964 para o comprimento de onda 280,27 nm
e a reta de regressdo y = 16708x — 922,35 e um r2 = 0,9975 para o
comprimento de onda 279,553 nm.

A linha escolhida para as determinagdes de magnésio foi a 279,553nm
por ser a mais sensivel.

Na figura 6.7 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacédo de magnésio pelas duas técnicas em avaliacéo.
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Figura 6.7 Comparacdes para a determinacdo de magnésio

Desta vez observa-se uma inversao nas quantificacfes: os dados obtidos
pela espectrofotometria de absorcdo atbmica com chama sdo mais altos que os
obtidos pela espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente.

Os dados para o experimento referente a agua-régia (ar) em FAAS
foram excluidos, pois apresentaram um valor muito discrepante com relacéo
aos outros experimentos, sugerindo uma possivel contaminacdo das amostras.

Novamente, o tempo entre o preparo da amostra e sua determinagéo

pode explicar esta diferenca.
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Levando-se em consideracdo os dados obtidos por FAAS, nenhum

experimento parece ser preferivel.

6.1.8 Calcio

As determinacgdes de calcio nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente e por espectrometria de absor¢do atbmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atdbmica com
chama obteve-se a reta de regressdo y = 0,0396x + 0,0035 e um r2 = 0,9996.

Para a curva analitica em espectrometria de emiss@o optica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressdo y = 70109x + 36505 e
um r2 = 0,9994 para o comprimento de onda 393,366 nm, a reta de regressao y
= 181821x + 69361 e um r2 = 0,9995 para o comprimento de onda 396,847
nm.

A linha escolhida para as determinacdes de célcio foi a 396,847 nm por
ser a mais sensivel.

Na figura 6.8 € apresentada uma representagdo envolvendo a

determinacéo de calcio pelas duas técnicas em avaliacéo.
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Figura 6.8 Comparacdes para a determinacéo de calcio

As determinacOes realizadas para as duas tecnicas diferem
significativamente e valores ligeiramente maiores sdo obtidos pela
espectrofotometria de absor¢éo atbmica com chama.

O experimento 8 do planejamento fatorial indica uma possivel

contaminacgédo da amostra na determinacgédo por FAAS.

6.1.9 Fosforo

As determinacOes de fosforo nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrofotometria em fluxo e por espectrometria de emissao
Optica com plasma acoplado indutivamente.

Para a curva analitica em espectrometria em fluxo a reta de regressao y
=0,0032x + 0,041.

Para a curva analitica em espectrometria de emisséo optica com plasma
acoplado indutivamente, obteve-se a reta de regressdo y = 49,403x + 4,5204 e
um r2 = 0,9989 para o comprimento de onda 213,618 nm, a reta de regressao y
= 5,2314x + 4,6066 e um r2 = 0,9927 para o comprimento de onda 177,434

nm.
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A linha escolhida para as determinacdes de fosforo foi a 213,618 nm
por ser a mais sensivel.
Na figura 6.9 € apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacéo de fosforo pelas duas técnicas em avaliacao.
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Figura 6.9 Comparacdes para a determinacédo de fésforo

Ao analisar os dados da figura 6.9, percebe-se que ha a quantificacdo
realizada pela analise em fluxo é maior do que a obtida pela espectrometria de
emissdo optica com plasma acoplado indutivamente.

Neste tipo de amostra, o fosforo estd em sua forma inorgéanica, como
fosfato, devido a complexidade de sais que compdem a mistura mineral. Uma
vez nesta forma, sua mineralizacao se torna desnecessaria, pois a formacao do
composto amarelo do sistema vanadomolibdofosforico em meio &cido se torna
favoravel (NOGUEIRA et al, 1987).

6.1.10 Arsénio
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As determinacOes de arsénio nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e
espectrometria de absorcdo atbmica com geracéo de hidretos.

Para a curva analitica em espectrometria de absorcdo atbmica com
geracao de hidretos obteve-se a reta de regressdo y = 0,0071x + 0,0011 e um
r2 =0,9938.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atbmica com forno
de grafite obteve-se a reta de regressdo y = 0,0024x + 0,0061 e um r2 = 0,99609.

Na figura 6.10 é apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacdo de arsénio pelas duas técnicas em avaliagéo.
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Figura 6.10 ComparacOes para a determinacéo de arsénio

Observa-se que as determinacdos obtidas pela espectrofotometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite sdo menores se comparadas ao com as
determinacgdes pela espectrofotometria de absorcdo atdbmica com geracao de
hidretos.

Na primeira, a presenca de cloretos forma compostos volateis com o
analito, no caso o arsénio, e este pode ter sido perdido na etapa de
pirélise.(VOLYNSKII, 2003)
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6.1.11 Cadmio

As determinac@es de cadmio nos extratos de cada experimento realizado
foram feitas por espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e
espectrometria de absor¢do atbmica com forno tubular na chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atdmica com forno
de grafite obteve-se a reta de regressdo y = 0,0782x + 0,0253 e um r2 = 0,9952.

Para a curva analitica em espectrometria de absorcdo atdmica com forno
tubular na chama, obteve-se a reta de regressao y = 0,0996x + 0,0915 e um r2
= 0,9945.

Na figura 6.11 é apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacdo de cadmio pelas duas técnicas em avaliacéo.
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Figura 6.11 Comparacdes para a determinacdo de cadmio

A analise da figura 6.11 mostra que as determinacdes realizadas pela
espectrofotometria de absorcdo atdbmica com forno tubular na chama sdo mais

baixas que as determinacdes feitas por GFAAS.
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Este fato ocorreu pois, nas determinacg0es feitas pela espectrofotometria
de absorgdo atdmica com forno tubular na chama ocorria um entupimento do
capilar que conduzia a solucdo até o tubo no interior da chama, devido a
grande massa de solidos dissolvidos na amostra.

Esta situacdo impossibilitou o uso desta técnica nas quantificacdes.

6.1.12 Chumbo

As determinacdes de chumbo nos extratos de cada experimento
realizado foram feitas por espectrometria de absorcdo atobmica com tubo na
chama e por espectrometria de absorcdo atbmica com chama.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atbmica com tubo
na chama obteve-se a reta de regressdo y = 0,0479x - 0,0006 e um r2 = 0,9981.

Para a curva analitica em espectrometria de absor¢do atdbmica com
chama, obteve-se a reta de regressdo y = 0,0548x + 0,0038 e um r2 = 0,9916.

Na figura 6.12 é apresentada uma representacdo envolvendo a

determinacédo de chumbo pelas duas técnicas em avaliagéo.

O Dados FAAS
W Dados STAT

Chumbo

26,50 -
< 25,00 A
o
=
o
o —.

22,00 T T

1 2 3
Réplicas

Figura 6.12 Comparag0es para a determinagéo de chumbo
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As determinacdes pela espectrometria de absor¢cdo atdmica com tubo na
chama se mostraram mais adequadas, pois a nuvem atdmica € aprisionada

dentro do tubo, aumentando a sensibilidade da tecnica (SOUZA et al, 2009).

6.2 Conclusdes Parciais

O estudo de vérios procedimentos de extracdo mostrou que nenhum
deles foi eficaz para a digestdo completa da amostra. Sendo assim, o
procedimento a ser utilizado deveria ser escolhido de forma a minimizar a
perda de espécies volateis, reduzir a concentracdo da espécie acida utilizada
visando diminuir custos e periculosidade do analista e evitar a adicdo de
constituintes inorganicos ao extrato final.

A figura 6.13 mostra a analise de componentes principais realizada para

verificar se algum experimento poderia ser priorizado.
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Figura 6.13 Andlise de componentes principais
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*Experimentos em verde sdo referentes ao planejamento Doehlert, os
experimentos em marron, referentes ao planejamento fatorial e os experimentos em
vermelho foram realizados em sistema aberto com as solugfes digestoras agua-régia,
nitrico-percldrica, agua-agua régia invertida e somente acido nitrico concentrado e

perdxido de hidrogénio.

A distribuicdo dos experimentos ao longo da PC1 e PC2 se mostrou
aleatdrio, ndo sugerindo o favorecimento de nenhum deles em detrimento a
outro realizado.

Desta forma, o procedimento de digestdo selecionado foi o conduzido
em sistema fechado, que fez uso de 3 mL de uma solugdo de HNO5 3mol L™ e
1 mL de H,0,.

Apoés estudar cada um dos analitos nas técnicas mostradas, algumas
foram selecionadas como adequadas para continuar 0s ensaios.

Foram selecionadas, entdo, as técnicas de acordo com a frequéncia
analitica, disponibilidade e simplicidade de aplicacao.

Para sddio, potéassio, ferro, zinco, manganés, magnésio, calcio, fésforo e
cobre, a técnica selecionada foi a espectrometria de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente. Esta técnica tem como atrativo ser
multielementar, diminuindo o tempo das determinacGes e a facilidade de
suportar curvas de calibragdo com uma ampla faixa linear, diminuindo a
necessidade do emprego de varias diluicbes diferentes do extrato, uma vez que
existe analitos na faixa de g kg™ e mg kg™

Para as determinacOes de cadmio foi selecionada a espectrometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite, embora esta técnica tenha apresentado
alguns problemas com relacdo a matriz salina do material, como a diminuicao

da vida util do tubo de grafite.
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A espectrometria de absorcdo atdmica com forno tubular na chama néo
pode ser utilizada devido a presenca da alta concentracdo de soélidos
dissolvidos. O capilar se entupia com facilidade, tornando inviavel seu uso
para a realizacdo de todos os testes necessarios ao trabalho. Esta poderia ser
uma alternativa interessante, podendo ser uma aplicacdo relativamente
econbmica e de facil implantacdo nos laboratérios analiticos. Caso este
procedimento viesse a se viabilizar, esta dissertacdo poderia propor a
viabilizacdo e operacionalizacdo de uma proposta relativamente recente,
simples sensivel e de facil implantacéo.

Para as determinagdes de arsénio, a espectrometria de absorcédo atdmica
com geracdo de hidretos se mostrou bastante adequada por contornar o
problema da matriz salina, presente na espectrometria de absor¢do atdmica
com forno de grafite.

Por fim, para as determinacbes de chumbo a técnica escolhida foi a
espectrometria de absorcdo atbmica com tubo na chama, por garantir maior
sensibilidade a analise, uma vez que a nuvem atdmica € aprisionada dentro do
tubo sobre a chama, evitando que esta se disperse facilmente.

Uma vez determinadas as técnicas para a quantificacdo, curvas de
calibracdo com adicdo de padrdo na faixa de trabalho foram construidas e
estas se apresentaram paralelas as curvas de calibracdo construidas em meio

de HNO;3; 1%, indicando que o efeito de matriz seria desprezivel.

6.3 Figuras de mérito

A tabela 6.1 apresenta os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos

para os analitos aplicando-se as técnicas selecionadas.
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Para o célculo do limite de deteccdo e quantificacdo para a

espectrometria de absorcdo atbmica foram utilizados as seguintes formulas:

3s
LoD=" (6.1)
LOQ:% (6.2)

onde a é o coeficiente angular da curva de calibracdo e s é o desvio
padréo de dez medidas do branco analitico.
Para os calculos de limite de deteccdo e quantificagdo em

espectrometria de emissao, foram utilizados os seguintes calculos:

3XBECxs
100

LOD =

(6.3) e (6.4)
10xBECxs
100

LOQ =
onde o BEC é calculado da seguinte forma:

BEC = =5 (6.5)
SBR

e 0 SBR:

SBRZIM_%mmo (66)

branco

onde C, refere-se a concentracdo da solucdo de referéncia

multielementar,
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SBR é a razao sinal analitico/sinal de fundo
I € lpranco referem-se as intensidades de emissdo do branco analitico
RSD ¢ o desvio padrdo de 10 medidas do branco analitico.

Ap0s os célculos, foi construida a tabela 6.1

Tabela 6.1 Limites de deteccdo e quantificacao

Analito LOD LOQ
Cd 0,32 1,06
As 0,39 1,3
Pb 0,022 0,073
Cu 0,008 0,026
Mn 0,004 0,015
Fe 0,014 0,047
Zn 0,003 0,01
Na 0,13 0,434
Mg 0,004 0,015
Pb 0,01 0,034
Ca 0,002 1,095

*Para 0s analitos Cd e As, a unidade referente é a de pg.kg™, para os demais, mg.kg™

6.4 Determinacdo da faixa de trabalho

A tabela 6.2 mostra as faixas de trabalho obtidas para os analitos em

estudo, em cada uma das técnicas adotadas.

Tabela 6.2 Faixas de trabalho

Analito Faixa Unidade
Na 2,5-45 mg kg-1
K 50-36 mg kg-1

Cu 1,0-10 mg kg-1
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Zn
Fe
Mn
Mg
Ca
P
As
Cd
Pb

0,15-15 mg kg-1
3,0-30 mg kg-1
1,5-15 mg kg-1
04-72 mg kg-1
3,5-63 mg kg-1
2,5-45 mg kg-1
0,5-10 Mg kg-1

055-5 Mg kg-1
0,15-6 ug kg-1

6.5 Adicéo de padrao

62

Para verificar se a matriz teria algum tipo de interferéncia na obtencéo

dos resultados, foram preparadas curvas na matriz do material candidato e

comparadas as curvas preparadas em meio HNO3 1% v/v.

A tabela 6.3 apresenta estes dados.

Tabela 6.3 Curvas em meio HNO3 1% e matriz

Analito  Curva em meio HNO3 1% Curva na matriz
Cu y =0,2031x - 0,0164 y = 0,2088x + 0,8179
MG y =0,0427x - 0,0025 y = 0,0476x + 0,0638
Mn y =0,144x — 0,0086 y =0,1391x + 0,1299
Ca y = 0,0396x + 0,0035 y =0,0394x + 0,0703

P y =0,00174x - 0,0017 y =0,0016x + 0,1483
As y =0,0121x + 0,0069 y =0,0071x + 0,1065
Cd y =0,0238x + 0,0081 y =0,0375x + 0,1451
Na y =6037x - 1725,2 y =7012x + 4288,1

K y =243,13x + 333,76 y = 288,7x + 1936,3
Zn y = 14415x - 153,53 y = 14520x + 819,63
Fe y =20439x + 4042,4 y = 21340x + 12867
PB y = 1462,7x - 24,634 y = 1539,6x + 74,287
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7. Teste de Homogeneidade

Os valores de consenso de cada parametro estudado neste material
candidato foram obtidos através de um programa interlaboratorial de ensaio de
proficiéncia. Sendo assim, tal material distribuido deveria ser o mais
homogéneo possivel para evitar erros decorrentes de problemas com
amostragem.

Para verificar se 0 material apresentava-se realmente homogéneo, foram
conduzidos dois testes de homogeneidade: o teste de homogeneidade

intramostral e 0 de homogeneidade interamostral.

7.1 Teste de Homogeneidade intramostral

O teste de homogeneidade intramostral verifica se ha diferenca entre as
porcOes amostradas dentro de um mesmo frasco.

Do grupo de 10 frascos sorteados para o teste de homogeneidade
interamostral, um deles foi sorteado para a realizacdo deste teste de
homogeneidade intramostral. Para tanto, foram feitas 6 réplicas auténticas de
250 mg cada.

Os resultados das determinacfes estdo apresentados na tabela 7.1.

Tabela 7.1. Resultados das repeticbes para o teste de homogeneidade
intramostral.

Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticdo Repeticao
Analito 1 2 3 4 5 6
Cu 775,87 816,11 786,49 777,94 793,62 804,59

Mn 1748,19  1722,85  1552,27  1574,62  1567,79  1587,03
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Fe
Zn
Na
Mg
P
Ca
K
Cd
As
PB

2556,16
122,83
77,91
11,15
83,64
188,28
31,84
413,20
505,16
23,42

2627,57
122,16
78,71
11,19
83,68
193,33
33,91
326,70
514,55
22,82

2445,45
123,38
82,22
11,14
84,30
193,37
33,01
359,10
677,93
20,42

2611,76
117,78
79,64
11,32
83,72
190,50
33,25
357,30
664,79
21,02

2580,16
125,50
81,44
11,29
84,76
197,85
33,21
352,40
617,84
24,92

2584,24
128,56
79,98
11,28
85,12
194,15
33,50
361,80
661,08
25,52

64

Para cada analito foi aplicado o teste de Grubbs para a exclusdo de

outliers. Contudo, a um nivel de 95% de confianga, nenhum outlier foi

encontrado, sugerindo que os dados estdo homogéneos.

No teste de Grubbs, compara-se o valor da razéo entre a diferenca de

cada resultado obtido (x;) e a média de todos os resultados (¥) em relacdo ao

desvio padrdo (s). Caso o valor desta razdo seja maior que o valor critico

tabelado, entdo a presenca de um valor outlier € comprovada a um nivel de

significancia de 95% (GRUBBS, 1969).

7.2 Teste de Homogeneidade interamostral

(7.1)

O teste de homogeneidade interamostral verifica se todos os frascos

preparados do material sé@o realmente homogéneos. Para a realizacdo deste

teste foram sorteados 10 frascos do total de 400 frascos preparado e para cada

frasco sorteado foram feitas 3 réplicas auténticas de 250 mg cada.
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O teste de Cochran leva em consideracdo uma razéo entre variancias: a
variancia maxima obtida (s%,s) € a soma de todas as variancias (Z:-, s?).

Quando o valor obtido por esta razdo for maior do que o valor critico
tabelado, esta explicito a presenca de um outlier, a um nivel de 95% de

confianca.

=1 % (7.2)

Para determinar a homogeneidade das amostras, primeiramente foi
realizada uma analise de variancia ANOVA one-way e 0 Fico, foi comparado
a0 Fanatico-

A hipotese nula Hq era a de que ndo havia diferenca significativa, com
intervalo de confianca de 95% entre os valores das determinacdes em cada um
dos frascos amostrados. A hipotese alternativa H; era a de que havia diferenca
significativa com um intervalo de confianca de 95% entre os frascos
amostrados.

Quando 0 Fgitico € mMaior que 0 Funaitico, aceita-se Hy e 0 material ¢
considerado homogéneo. Ao invés disso, quando Fiico € Mmenor que 0 Fanaiticos
rejeita-se Ho e 0 material ndo é considerado homogéneo.

A seguir sdo apresentados os graficos de homogeneidade interamostral
para cada parametro avaliado. Neles, tem-se as réplicas, os limites superiores e
inferiores de alerta (LSA e LIA) e os limites superiores de inferiores de
confianca a 95% (LSC e LIC).



Teste de Homogeneidade

66

Homogeneidade As
1200 1
1000 - o
- *
' 800 1 . N ﬁ ® [ Limite de Alerta
: A
2 600 A ¢ ¢ ¢ " ® # —— Limite de confianca
400 - .
200 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
Frasco
Figura 7.1 Homogeneidade interamostral para o arsénio
Homogeneidade Cd
600 -
L
500 - =
o 400 . N
= 300 4 4 M ¢ s - ¢ #® | — Limite de Confianga
%' 200 * A ; —— Limite de Alerta
100 -
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10
Frascos
Figura 7.2 Homogeneidade interamostral para o cddmio
Homogeneidade Pb
35 -
30 A
|
- 25 A PAd ® <* [l .. .
2 5 4 . 2 . = ¢ |—— Limite de Confiangca
=4 15 o — Limite de Alerta
10 -
5 T T T T T T 1
o 1 4 5 6 7 9 10
Frascos

Figura 7.3 Homogeneidade interamostral para o chumbo
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Figura 7.7 Homogeneidade interamostral para 0 magnésio
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Figura 7.8 Homogeneidade interamostral para calcio
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Figura 7.9 Homogeneidade interamostral para o cobre
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Figura 7.11 Homogeneidade interamostral para 0 manganés
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Homogeneidade Zn
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Figura 7.12 Homogeneidade interamostral para o zinco

Ao analisar os graficos apresentados, percebe-se que, com excecdo de
uma réplica do frasco 9 para o contaminante Cd, todas as outras réplicas de
todos os parametros estudados estdo compreendidas no intervalo dos limites
superiores e inferiores de confianca.

Desta forma, pode-se observar que os dados estdo distribuidos ao redor
da média de uma forma aleatdria, ndo sugerindo a existéncia de tendéncia,
fruto de erros sistematicos.

A seguir, foram realizados os teste de Grubbs e Cochran.

Algumas réplicas foram excluidas, contudo, nenhum frasco foi retirado
das avaliagdes.

A tabela 7.2 mostra os dados da ANOVA one-way obtidos para o teste

de homogeneidade interamostral do material candidato.
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Tabela 7.2 Dados da ANOVA one- way para o teste de homogeneidade

interamostral.
Fonte de

Analito  Variagéo SQ gl MQ Fan Fcrit
Entre
grupos 353,90 9 39,32 13,16 2,42
Dentro

Na grupos 56,75 19 2,99
Total 410,66 28
Entre
grupos 614,86 9 68,32 29,85 2,59
Dentro

P grupos 34,33 15 2,29
Total 649,19 24
Entre
grupos 1276,67 9 141,85 16,27 2,49
Dentro

Ca grupos 148,17 17 8,72
Total 1424,84 26
Entre
grupos  128258159,87 9 14250906,65 72,27 2,46
Dentro

K grupos 3549349,86 18 197186,10
Total 131807509,73 27
Entre
grupos 49,18 9 5,46 89,63 2,42
Dentro

Mg grupos 1,16 19 0,06
Total 50,34 28
Entre
grupos 1265620,96 9 140624,55 19,30 2,54
Dentro

Mn grupos 116609,46 16 7288,09
Total 1382230,42 25
Entre
grupos 17215,48 9 1912,83 4,74 2,46
Dentro

Cu grupos 7264,38 18 403,58
Total 24479,86 27
Entre
grupos 735499,34 9 81722,15 91,95 2,46
Dentro

Fe grupos 15998,25 18 888,79
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Total 751497,59 27
Entre
grupos 1086,17 9 120,69 13,85 2,42
Dentro
Zn grupos 165,51 19 8,71
Total 1251,68 28
Entre
grupos 143389,64 9 15932,18 3,80 2,46
Dentro
As grupos 75399,67 18 4188,87
Total 218789,31 27
Entre
grupos 75825,26 9 8425,03 5,34 2,46
Dentro
Cd grupos 28393,08 18 1577,39
Total 104218,35 27
Entre
grupos  252243854,68 9 28027094,96 7,72 2,46
Dentro

Pb grupos  65361668,00 18 3631203,78
Total  317605522,68 27

Uma anélise preliminar dos dados sugere que o material candidato néo
tem sua homogeneidade garantida, uma vez que nenhum dos analitos tem o
Feritico menor do que 0 Fanajitico.

Contudo, quando existe uma variabilidade muito grande em um
conjunto de dados, a ANOVA pode ser muito restritiva para a tomada de uma
decisdo, isto é, rejeitar um material como ndo homogéneo quando este pode
ser considerado na realidade como homogéneo.

Desta forma, foram utilizadas as recomendacdes do novo procedimento
estatistico proposto no Protocolo Internacional Harmonizado para Ensaios de
Proficiéncia para rever a homogeneidade do material.

Neste novo procedimento, o desvio padrdo da amostragem Sg, €
comparado com o desvio padréo critico o , Obtido atraves dos dados de um

ensaio interlaboratorial.
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O desvio padrdo de amostragem refere-se a equacao 7.3:

(\/25 - Sanj

~ 7 7.3
S (7.3)

Vs . .
onde > é a soma de quadrados entre grupos e S,, € a soma de

quadrados dentre grupos, obtidos da tabela ANOVA.
O desvio padréo critico oy € obtido através da equacdo 7.4.
O = Fyol, + Fys2, (7.4)
onde o desvio padrio total (o) € dado por 6% =(0,3 c,)°.
O desvio padrdo alvo (op) é obtido por meio da equacdo de Horwitz
modificada por Thompson.
Esta possui duas versoes.

A primeira se aplica a concentrac6es entre 120 pg/L e 13,8% :

gy = 0,02.c%%*%/mr (7.5)
A segunda versao se aplica a concentragcdes maiores que 13,8% :

gp = 0,01.c%°/mr (7.6)

Para ambas as versbes tem-se que o, = desvio padrédo alvo; ¢ =
concentragdo média; mr = razdo adimensional da massa; % = 102,

Os valores de F1 e F2 séo obtidos através da equacdo 7.7.

F, = Xm-10.95 (7.7)

- .
tm-—1)
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onde x._1qss € 0 Vvalor excedido com probabilidade 0,05 de uma

variacdo aleatdria chi-quadrado com m-1 graus de liberdade.

Fz _ (Fm—1005— 1) (78)

3

onde F,,_, 55: € 0 valor excedido com probabilidade de 0,05 de uma

distribuicdo aleatéria em uma distribuicdo F e m-1 e m graus de liberdade .

Ao final, compara-se o valor de Sgn’ e Gerit.

Quando Se.n® > e ha evidéncias que o desvio padrdo da amostragem
excede o desvio permitido para garantir a homogeneidade do material.

Em contrapartida, quando tem-se a Situagd0  Sgm® < Oerit a
homogeneidade do material esta garantida.

A tabela 7.3 mostra os valores obtidos para o teste de homogeneidade

interamostral.

Tabela 7.3 Parametros utilizados no teste de homogeneidade interamostral

Analito M o call 2 F1 F2 s’sam s?an Oorit

Ca 187,77 1,37029 0,168993 1,88 1,01 564,25 21955,24 22175,11
Cu 803,79 11,75 12,42055 1,88 1,01 497555 52771214 53298949
Fe 2725,00 33,14 98,85291 1,88 1,01 359750,55 2,56E+08 2,59E+08
K 35650,00 0,60 0,0324 1,88 1,01 62354405,01 1,26E+13 1,27E+13
Mg 10,78 0,30 0,008176 1,88 1,01 24,01 1,341846 1,370635
Mn 1566,71 20,71 38,60025 1,88 1,01 574505,75 1,36E+10 1,37E+10
Na 80,10 0,89 0,0729 1,88 1,01 148,57 3221,107 3253,455
P 84,52 0,92 0,0784 1,88 1,01 290,27 1178,507 1190,44
Zn 134,50 2,57 0,595644 1,88 1,01 460,33 27392,04 27667,08
As 483,65 7,63 5239892 1,88 1,01 33994,98 5,69E+09 5,74E+09
Cd 425,35 6,84 4,212428 1,88 1,01 23716,09 8,06E+08 8,14E+08
Pb 1855500 169,08 2572,866 1,88 1,01 93441093,34 4,27E+15 4,31E+15

* M: mediana dos dados obtidos no ensaio colaborativo interlaboratorial, o:

desvio padrdo obtido pela equagdo de Horwitz modificada por Thompson, call 2 :

quadrado da variancia da amostragem, F1 e F2 parametros obtidos atraves da



Teste de Homogeneidade 75

distribuicdo chi-quadrado e distribuicdo F, s’sam: quadrado do desvio padrdo de

amostragem, s?an: quadrado do desvio analitico, 6 desvio padrao critico.

Desta vez, ao analisar a tabela verifica-se que somente para 0 Mg nao
foi possivel ter a homogeneidade garantida.

Esta situacéo reflete a dificuldade encontrada no preparo da amostra.

Uma vez que a solubilizacdo da amostra ndo foi total, tem-se uma
diferenca entre as quantificacOes obtidas e, ao realizar a analise de variancia, o
resultado aponta para um material ndo homogéneo.

Num segundo momento, compara-se os resultados obtidos por todos os
laboratorios participantes do ensaio colaborativo.

As quantificacgdes reportadas refletem a mesma dificuldade.

Contudo, ao comparar os desvios obtidos percebe-se que, com excecao
do Mg, todos os desvios de amostragem se mostraram menores que 0 desvio

méaximo permitido para o ensaio colaborativo.



CAPITULO 8

TESTES DE ESTABILI DADE'
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8. Testes de Estabilidade

Existem dois tipos de estabilidade a serem considerados em materiais de

referéncia: a estabilidade a curto prazo e a estabilidade a longo prazo.

8.1 Teste de estabilidade a curto prazo

No teste de estabilidade a curto prazo, o foco do estudo e verificar se
existe alguma alteracdo nas caracteristicas do material sobre condicdes de
armazenamento que ndo sejam as ideais, por exemplo, uma situacdo de
transporte.

Este teste pode ser conduzido por até quatro semanas em temperaturas
que podem variar de 70°C a -50°C (ABNT ISO/GUIDE 35, 2006).

Para este estudo, 3 frascos do material candidato foram sorteados e
acomodados dentro de um aparato no qual a temperatura e a umidade eram
controlados.

Este aparato era composto por um recipiente de vidro com tampa de
aproximadamente 40 cm de altura. Dentro deste, foi adicionado 2 L de &gua e
3 copos de 250 mL, contendo 4gua também.

Sobre os copos, foi fixada uma peneira, que serviria de suporte para
apoiar os 3 frascos sorteados para o teste. Desta maneira, pode-se obter um
ambiente com 100% de umidade.

A temperatura foi fixada em 37°C, inserindo-se todo o aparato dentro de
uma estufa com temperatura controlada.

Este sistema foi mantido durante 1 més e, diariamente era feita a

verificacdo da temperatura e da umidade.
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Figura 8.1.1 Aparato utilizado para a realizacdo de teste de estabilidade a curto prazo.

Apobs o periodo de um més, foi feita a quantificacdo em triplicata dos
analitos de interesse nos frascos sorteados.

A seguir, sdo mostrados os graficos referente as réplicas de cada frasco

por analito.
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Figura 8.1 Réplicas para as quantificacdes de sodio ap6s 1 més.
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Figura 8.2 Réplicas para as quantificacdes de magnésio apds 1 més.
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Figura 8.3 Réplicas para as quantificagdes de calcio apés 1 més.

P
102 ~ .
99 A
*
< 96 A n o Frasco 178
2 - - ® Frasco 222
g | [ ]
> 93 N A Frasco 399
A
90 A a
87 T T 1
0 1 2 3
Frasco




Teste de Estabilidade 80

Figura 8.4 Réplicas para as quantificagdes de fosforo apds 1 més.
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Figura 8.5 Repeticdes para as quantificagdes de potassio apds 1 més.
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Figura 8.6 Réplicas para as quantificagdes de cobre apds 1 més.
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Figura 8.7 Réplicas para as quantificagdes de manganés ap6s 1 més.
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Figura 8.8 Réplicas para as quantificacdes de ferro apds 1 més.
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Figura 8.9 Réplicas para as quantificagdes de zinco ap6s 1 més.
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Figura 8.10 Reéplicas para as quantificaces de chumbo apds 1 més.
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Figura 8.11 Réplicas para as quantificacGes de arsénio apds 1 més.
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Figura 8.12 Replicas para as quantificaces de cadmio apds 1 més.

Para verificar se a estabilidade do material é adequada, o desvio
encontrado na mudanca de concentracdo dos analitos deve ser da ordem de
0,16, (THOMPSON et al, 2006). A tabela 8.1 mostra os valores encontrados
para analisar os resultados obtidos.

Foi calculada a mediana (M) de todas as repetices dos trés frascos do
teste, o desvio padrdo (s) dessas determinagdes € o o, que se refere ao desvio

obtido pela equacgédo de Horwitz modificada por Thompson.



Teste de Estabilidade 83

Tabela 8.1 Parametros utilizados para o teste de estabilidade a curto prazo.

Na Mg P Ca K Cu Mn Fe Zn Pb As Cd

M 91 16 94 209 33584 893 2063 3075 137 25420 616 330

S 2,57 1,07 3,74 6,72 1625 43 160 112 5 1962 37 86

Ip 089 030 092 137 0,60 12 21 33 257 169 7,63 6,84
0,10p 009 003 009 014 006 117 207 331 0,2 1691 0,76 0,68

Ao analisar os dados da tabela, percebe-se que, para nenhum analito o
desvio proposto 6, como aceitavel é obtido. Todos os desvios calculados séo
superiores a 0,1y,

E possivel que o desvio decorrente da abertura da amostra esteja

projetado neste teste também, assim como no teste de homogeneidade.

8.2 Teste de estabilidade a longo prazo

Assim como a homogeneidade, a estabilidade é uma caracteristica
fundamental do material de referéncia.

Por este estudo pode-se determinar 0 chamado “tempo de prateleira” ou
seja, qual o periodo para o qual os valores certificados estdo garantidos.

Para realizar este teste, 3 frascos foram sorteados e a cada 4 meses foi
feita uma quantificacdo dos analitos em estudo, em triplicata, durante o
periodo de 1 ano para 0S macro e micronutrientes e 8 meses para

contaminantes.
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Figura 8.13 Estabilidade longo prazo para o manganés
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Figura 8.15 Estabilidade longo prazo para cobre
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Figura 8.16 Estabilidade longo prazo para zinco.
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Figura 8.18 Estabilidade longo prazo para sodio
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Figura 8.21 Estabilidade longo prazo para potassio
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Figura 8.24 Estabilidade longo prazo para chumbo
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distribuidos ao longo dos meses e 0s resultados sdo mostrados na tabela 8.2.

Analito F analitico

88

Foi feita uma analise de variancia ANOVA para estes dados

Tabela 8.2 Dados ANOVA para o teste de estabilidade a longo prazo.

valor - P F critico

Mn 0,218 0,883 2,866
Fe 0,077 0,972 2,866
Zn 0,037 0,990 2,866
Na 0,428 0,734 2,866
Mg 0,847 0,477 2,866
P 0,444 0,723 2,866
Ca 0,311 0,817 2,866
K 0,119 0,948 2,866
Cu 0,093 0,964 2,866
Cd 1,210 0,314 3,354
As 1,469 0,248 3,354
Pb 0,908 0,415 3,354
Desta vez, diferente dos

resultados obtidos para o teste de

homogeneidade, os dados obtidos para esta analise de variancia indicam que,

para todos os analitos, ndo ha diferenca significativa ao nivel de 95% para as

concentracgdes ao longo dos meses.

Estes resultados podem sugerir que, como o desvio entre as medidas é

alto devido ao preparo das amostras, quando se obtém um numero maior de

medidas o efeito pode ser compensado.

Mesmo para 0 Mg que apresentou um desvio critico para a

homogeneidade maior do que o tolerado, os dados desta nova analise néo

questionam sua estabilidade ao longo de 1 ano de estudo.
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9. Ensaio colaborativo

O programa colaborativo de ensaio de proficiéncia realizado contou
com a participacdo de empresas da iniciativa privada, instituicdes de pesquisa
estatais e de ensino superior, num total de 14 participantes.

A tabela 9.1 apresenta os participantes do ensaio colaborativo

Tabela 9.1. Participantes do ensaio colaborativo
Nome do Participante

CBO Assessoria e Analises

Embrapa Agropecuéria Oeste
Embrapa Gado de Leite

Embrapa Pecuéria Sudeste

Evialis do Brasil Nutricdo Animal Ltda
HIDROCEPE Servicos de Qualidade
IAPAR/Londrina

IPEN — CNEN/SP

Laboratorios Exata

LANAGRO/GO

LANAGRO RS

Rodes Analises Quimicas Ltda
Universidade Federal do Ceara

Vitagri Industria, Comércio e Servigos Ltda

O material candidato foi distribuido a cada um dos participantes, 0s

quais deveriam determinar tantos quantos analitos tivesse interesse de acordo
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com os métodos utilizados na rotina de seus proprios laboratorios, com seis
repeticdes.
Os resultados reportados foram organizados em uma tabela com o
namero do laboratdrio e as quantificacdes das seis repeti¢es dos analitos.
Inicialmente, os resultados que excederam 50% da média de todos 0s
resultados obtidos para o ensaio foram descartados.

A tabela 9.2 mostra os dados obtidos ao final desta primeira analise.

Tabela 9.2 Dados obtidos a partir do ensaio colaborativo

Pb

Lab Ca Cu Fe K MG Mn Na P Zn As Cd
1 185,7 801,33 10,9 147,2
1 195,4 884,85 10,5 148,8
1 191,9 855,47 11,0 155,7
1 178,1 801,92 10,1 147,4
1 184,2 849,49 10,6 144,0
1 187,0 838,61 10,6 148,6
2 196,5 81,3
2 196,6 87,2
2 225,5 97,5
2 219,9 98,1
2 203,2 83,2
2 203,2 83,4
3 188,8 3259 1623 93,3 139,1
3 199,3 3798 1270 89,5 136,1
3 174,6 2951 1098 85,8 120,9
3 185,6 3486 1722 90,1 133,1
3 187,8 3534 1563 86,0 119,2
3 185,9 3101 1836 78,8 123,1
4 203,1 771 2766 10,8 1758 74,3 86,6 140,0
4 205,1 788 2759 10,6 1728 73,4 86,9 139,0
4 195,4 817 2895 10,7 1737 81,2 87,0 135,0
4 194,3 817 2811 10,6 1693 74,7 87,0 133,0
4 193,2 762 2724 10,4 1731 88,0 86,5 137,0
4 1954 771 2726 10,2 1807 88,4 86,6 138,0
5 200,8 700 2770 11,5 1640 80,2 78,2
5 211,7 720 2680 12,1 1680 82,0 78,3
5 208,3 800 3550 12,7 1690 85,4 86,9
5 197,7 750 3030 11,2 1530 79,8 80,8
5 186,1 877 3355 10,9 1609 76,2 79,8
5 188,3 814 3168 10,8 1627 78,3 81,4
6 153,9 874 2963 35600 10,4 1706 81,6 81,6 146,0
6 157,7 861 2973 36900 10,5 1658 85,7 84,7 143,0
6 151,8 803 2791 34500 10,7 1528 81,9 81,7 134,0
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78,7
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81,7
83,2
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110,2
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110,1

1151
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92

562,13
610,12
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437,50
413,20
326,70
359,10
357,30
352,40

12655
13434
16690
12203
11022
8315
23420
22820
20420
21020
24920
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14 194,1 805 2584 33501 11,3 1587 80,0 85,1 128,6 661,08 361,80 25520
Mediana  187,8 804 2725 35650 10,8 1567 80,1 84,5 134,5 483,65 425,35 18555
2p 1,37 11,75 33,14 294,45 0,30 20,71 1,66 1,73 2,57 7,63 6,84 169,08

*Grandezas dos analitos: g.kg™ - Ca, Mg, Na, P; mg.kg™ - Cu, Fe, K, Mn, Zn;
ng.kg™ - As, Cd e Pb

Com os dados obtidos, foi calculada a mediana e o desvio padrdo alvo
Gp -

Analisando-se os dados, percebe-se que, embora cada laboratério tenha
feito as quantificacdes de acordo com os métodos utilizados em sua rotina, ha
uma convergéncia dos resultados obtidos.

A estes dados, foi aplicada a estatistica baseada no indice z.

Este indice é utilizado em programas interlaboratoriais para avaliar o
desempenho dos participantes.(THOMPSON et al, 2006).

E possivel calcular o indice z através da equagéo 9.1.

T (9.1)

onde xi € o resultado reportado pelo ; X o valor designado ou a melhor
estimativa dele e o, € 0 desvio padrdo alvo, obtido pela equagdo de Horwitz
modificada por Thompson, que se refere a uma estimativa variabilidade.
(THOMPSON et al, 2006).

O temo (x; — X) reflete o erro cometido na quantificacdo reportada do

laboratdrio participante com relacdo ao valor designado.

O desvio padréo alvo o, ja se refere a incerteza padréo.
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Como critério de avaliacdo, quanto mais proximo o valor de z zero,
mais correto € o resultado reportado pelo laboratorio.

Para um intervalo de z = 2, o desempenho do laboratério é considerado
aceitavel e para resultados de z > = 3, os desempenho é considerado
insatisfatdrio ou inaceitavel. (THOMPSON, 2006).

Para este estudo, o programa colaborativo ndo tinha o objetivo de
avaliar o desempenho dos laboratdrios, mas sim o de obter o valor designado
para 0 material candidato através da mediana dos resultados reportados e o
desvio padréo alvo.

A seguir ¢ mostrado o grafico obtido para o indice z para os dados

reportados do ensaio colaborativo.

Ensaio de Proficiéncia

80,00 ~
60,00 -
40,00 A
20,00 A 1

0,00 ————

indice z

- p LN
20,00 MRS T N
-40,00

-60,00 A

-80,00 -
N

[seCasCu Fe sK eMg eMn aNa P +Zn +As = Cd = Pb

Figura 9.1. Gréfico de indice z para o ensaio colaborativo

Percebe-se que, para alguns analitos, ha uma variabilidade maior do

indice z do que para outros.
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Por exemplo, os dados reportados para Pb, Cd e As possuem uma
variabilidade muito maior do que os dados reportados para Cu e Zn.

Esses dados refletem a dificuldade dos laboratorios em conseguir obter
medidas de consenso para elementos traco e que requerem algum tipo de

tratamento diferenciado.
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10.1 Descricgéo dos calculos

De acordo com o VIM, Vocabulario Internacional de Temos Bésicos e
Genéricos em Metrologia, a incerteza ¢ “um parametro associado ao resultado
de uma mediacdo que caracteriza a dispersdo de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidas ao mensurando”. Seu conhecimento implica em
delimitar o intervalo onde o resultado verdadeiro pode estar inserido.

Desta forma, a determinacdo da incerteza implica em uma maior
confianga na validade do resultado da medic¢do.(GUIA EURACHEM, 2002).

A determinacdo da incerteza de uma medicdo € uma tarefa morosa e
exige uma analise minuciosa de todas as variaveis que podem ter contribuicéo
na determinacéo da incerteza final.

Contudo, uma visédo preliminar pode identificar quais as contribuicoes
mais significativas, uma vez que o valor obtido da incerteza é governado por
valores majoritarios (THOMPSON et al, 2006).

A incerteza expandida de um material de referéncia certificado é obtida
pela combinacdo das contribuicbes referentes a caracterizacdo (Uchar),
homogeneidade (uy), estabilidade a curto prazo (uys) e estabilidade a longo

prazo (uys), através da relacéo:

—_ 2 2 2 2
UCRM - k \/uchar +ubb +usts +u|ts (101)

O fator de abrangéncia k pode assumir valor 2 ou 3. Para k=2, o
intervalo de confianca é de 95% e para k=3, o intervalo é de 99%.

Neste trabalho adotou-se k=2.
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O valor designado foi obtido através da mediana dos valores de
consenso reportados pelos laboratorios participantes do ensaio colaborativo.

Através do uso da Equacdo de Horwitz modificada por Thompson
obteve-se o desvio padrdo alvo o,. Este, por sua vez, ao ser dividido pela raiz
quadrado do numero de laboratorios participantes do ensaio k, compde a

incerteza da caracterizagao Uge.(VEEN et al, 2001).

Uhar = % (10.2)

Para o calculo das incertezas de homogeneidade e estabilidade foram
seguidas as intrucdes do ABNT I1SO GUIDE 35, 2006.
Para o teste de homogeneidade, primeiramente foi calculado o desvio

padréo interamostral através da equacéo:

2 — MQentre - MQdentro (103)
n

Shi

0

onde MQgentro € MQentre S30 0Obtidos da tabela de analise de variancia e n,
€ 0 numero de réplicas.
Em seguida, foi calculado o desvio padrdo da repetibilidade pela

equacéo:

Sl’ = V MQdentro (104)

Ao fim, obtém-se a incerteza referente a homogeneidade através da

equacao sequinte:
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- MQdentro 2 1
Ubb \/ n ‘i/V'VIQdentro ( 05)

onde v é o nimero de graus de liberdade para fonte de variacao dentro
do grupo, da tabela ANOVA.

A proxima incerteza calculada foi a relacionada a estabilidade a longo
prazo.

Com os dados provenientes do estudo de homogeneidade a longo prazo
foi construido um grafico.

Atraves deste grafico foram obtidos os parametros b; e b, de acordo

com as equacodes 10.6 e 10.7.

i(Xi—X)(Yi—V)
b= F_ (10.6)
> (Xi - X)?
Do = Y —b,X (10.7)

onde X esta relacionado aos meses de duracdo do teste e Y a
concentracdo do analito.
O desvio padrdo das medidas ao longo dos meses foi obtido pela

equacao 10.8:

n

Z(Yi _bo _b1X1)2

2 _ 2
s — (10.8)
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e a incerteza associada a inclinacdo da reta pela equacdo 10.9:

s(by) = S (10.9)

W’i(xi - )?)2

Para verificar se a inclinacdo da curva era ou néo significante aplicou-se

a inequacéo 10.10.
Satisfeita a condicdo da inequacdo, nenhuma instabilidade deveria ser

comprovada para um intervalo de confianca de 95%.

1] < t4 05, 5-S(bL) (10.10)

onde o fator t de Student’s é igual a 4,30.
Da equacdo 10.11 vem, entdo, a incerteza associada a estabilidade a

longo prazo:

Uis=Shy.t (10.11)

onde t € o nimero de meses em que o teste foi conduzido.

Para a ugs, foi considerado o valor 0, pois as condi¢Ges de transporte
devem ser tais que ndo causem alteracdo no material candidato(ABNT/ISO
GUIDE 35, 2006).

10.2 Incertezas obtidas

Apos os célculos, a tabela 10.1 demonstra as incertezas de cada analito.
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Tabela 10.1. Incertezas para cada analito

Analito Uchar Ubb Uits
Ca 0,37 0,98 18,13
Cu 3,14 6,70 42,59
Fe 8,86 9,94 105,9
K 0,16 148 2138
Mg 0,08 0,08 1,360
Mn 5,53 28,5 64,42
Na 0,24 0,58 7,49
P 0,25 0,50 8,65
Zn 0,69 0,98 5,66
As 2,04 21,6 100,0
Cd 1,83 13,2 35,74
Pb 45,2 635 4750

Para os elementos Mn, Fe, K, Cd, As e Pb, o valor encontrado para o
desvio padrdo da inclinacdo da curva referente as medidas ao longo dos meses
excedeu o valor critico de 4,30. Isso sugere que a inclinacdo da reta é
significante, e que o material pode ser instavel.

O estudo da estabilidade por tempos mais longos podera mostrar se este
efeito na inclinacédo da reta realmente confirma uma instabilidade do material.

Tendo por base o valor designado para cada analito, obtido pela
mediana dos dados do ensaio colaborativo, foi feita uma relagdo sobre quanto
representava a contribuigcdo de cada incerteza em porcentagem. A tabela 10.2

retrata estes dados.

Tabela 10.2. Incertezas representadas em porcentagem

Analito uchar % ubb % ults %
Ca 0,2 0,5 9,7
Cu 0,4 0,8 53
Fe 0,3 0,4 3,9
K 0,0 0,4 6,0
Mg 0,7 0,8 12

Mn 0,4 1,8 4,1
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Na 0,3 0,7 9,3
P 0,3 0,6 10
Zn 0,5 0,7 4,2
As 0,4 4,5 20,7
Cd 0,4 3,1 8,4
Pb 0,2 34 26

Uma analise da tabela 10.2 fornece a informacdo de que, a maior
contribuicdo para a incerteza do material provém do teste de estabilidade a
longo prazo.

Esta situacdo se deve ao fato de que o desvio padréo da inclinacédo da
curva € multiplicado pelo nimero de meses do estudo do teste.

Quanto mais longo o teste, maior o valor a ser multiplicado e,
consequentemente, maior a incerteza associada.

Para cada analito foi obtido a porcentagem relacionada a soma dos

quadrados das incertezas e utilizando-se a equacgédo 10.1, obteve-se a incerteza

expandida.

Tabela 10.3 Valor designado acompanhado da incerteza expandida para cada analito
Analito  Valor designado  Incerteza Unidade
Ca 187,8 36,3 g kg™
Cu 803,8 86,5 mg kg™
Fe 2725 213,4 mg kg™
K 35650 42858 mg kg™
Mg 10,8 2,72 g kg™
Mn 1567 141,3 mg kg™
Na 80,1 15 g kg™
P 84,5 17,3 gkg*
Zn 134 11,6 mg kg™
As 483,6 204,6 ug kg™
Cd 425,3 76,31 ug kgt
Pb 18555 9584,7 Hg kg™

As maiores incertezas foram obtidas para os elementos As (42%) e Pb
(51%) e Mg (25%).
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11. Conclusoes

Ao final do trabalho, pode-se concluir que a preparacdo de um material
candidato a material de referéncia estd bem amparada no tocante a literatura
disponivel para o fornecimento de orientacdes.

Ha um grande namero de documentos elaborados de forma clara e
alguns destes trazem exemplos ilustrativos de como proceder para realizar os
calculos mais complexos.

Um material candidato a material de referéncia para sal mineral para
gado de leite foi preparado neste trabalho.

Os planejamentos fatorial e Doehlert utilizados neste trabalho foram
poderosos guias para a elaboracgdo de experimentos.

Aliados a ferramenta quimiométrica analise de componentes principais
PCA, pode-se escolher de uma forma mais adequada o tipo de preparo da
amostra que seria adotado.

Conclui-se que, apesar da solubilizacdo da matriz ser incompleta, o
procedimento foi adequado e possibilitou a determinagédo das incertezas, bem
como o valor designado para cada analito em estudo.

A realizacao do programa colaborativo foi de extrema importancia tanto
para a obtencdo do valor designado, como para acompanhar a dificuldade e
realidade dos laboratdrios com relagéo as diferentes metodologias utilizadas.

Mesmo com a variabilidade de metodologias aplicadas e solubilizagéo
incompleta da amostra, foi possivel obter um valor de consenso, que foi
amparado por um teste de homogeneidade suficiente para o material.

O teste de estabilidade a longo prazo mostrou-se questionavel para

elementos como Mn, Fe, K e o0s contaminantes Cd, As e Pb. O
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acompanhamento da estabilidade deste material por um maior periodo de
tempo pode fornecer um resultado mais confiavel.

O extrato solubilizado apresenta indicios de ser instavel pois, para
elementos como Zn e Cd, houve diferenca nas quantificacdes quando o extrato
era preparado e imediatamente quantificado e quando era determinado em um
intervalo de até uma semana. Contudo, a realizacdo de mais testes embasariam

melhor esta suspeita.



CAPITULO 12

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS'



Referéncias Bibliogréafica 107

12. Referéncias Bibliograficas

ABNT, ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.
Requisitos gerais para a competéncia de produtores de material de referéncia.l
ed. Rio de Janeiro: ABNT, 2004 (ABNT ISO GUIA 34).

ABNT, ASSOCIA(}AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.
Materiais de referéncia — Contetdo de certificados e rotulos. 2 ed. Rio de
Janeiro: ABNT, 2002 (ABNT I1SO GUIA 31) .

ABNT, ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.
Calibragdo em quimica analitica e uso de materiais de referéncia certificados.
1 ed. Rio de Janeiro: ABNT, 2000 (ABNT ISO Guia 32).

ABNT, ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.
Utilizacdo de materiais de referéncia certificados. 1 ed. Rio de Janeiro: ABNT,
2002 (ABNT 1SO Guia 33).

ABNT, ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.
Termos e defini¢des relacionados com materiais de referéncia. 1 ed. Rio de
Janeiro: ABNT, 2000 (ABNT ISO Guia 30).

ABNT, ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS
ABNT ISO/IEC 17025. Requisitos Gerais para a Competéncia de Laboratérios
de Ensaios de Calibracdo. Rio de Janeiro: ABNT, 2001 (ABNT ISO/IEC
17025)

ANDRIGUETTO, José Milton et al. Nutricdo animal: alimentacéo
animal (nutricdo animal aplicada. 4. ed. Sdo Paulo:Nobel, v.2, 1985.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, L.S.; BRUNS, R. E. Planejamento
e otimizacgédo de experimentos. 2ed. Campinas: Editora da UNICAMP, p. 299,
1996.

CARIONI, V.M.O., CHELEGAO, R., NAOZUKA, J., NOMURA C.S.,
Feasibility estudy for the preparation of a tuna fish candidate reference
material for total As determination. Accreditation and Quality Assurance, “in
press” DOI 10.1007/s00769-011-0796-8.



Referéncias Bibliogréafica 108

CETEM - Centro de Tecnologia Mineral, Ministério da Ciéncia e
Tecnologia Disponivel em < http://www.cetem.gov.br > Acesso em: Julho de
2011.

ClLeite - Centro de Inteligéncia do Leite — Governo de Minas
Disponivel em <http://www.cileite.com.br > Acesso em: Julho de 2011.

CRISPINO, C.C. Determinacgéo de As, Sb e Se em material agronémico
por espectrometria de emissao Gtica acoplada a plasma induzido com geracao
de hidretos. Universidade Federal de Sdo Carlos, 2005, Dissertacdo de
mestrado.

DEDINA, J., TSALEV, D. Hydride Generation Atomic Absorption
Spectrometry, Wiley, New York, 1995.

EURACHEM/CITAC Guide: Determinando a Incerteza na Medicdo
Analitica, 22 Ed., ABNT, INMETRO, SBM - Brasil, 1998.FERREIRA, M. M.
C. . Quimiometria I: calibracdo multivariada, um tutorial. Quimica Nova, V.
22, n.5, 1999.

FERREIRA, S.L.C., SANTOS, W.N.L, QUINTELLA, C.M., NETO,
B.B.,BOSQUE-SENDRA, J.M. Doehlert matrix: a chemometric tool for
analytical chemistry—review Talanta v. 63, p. 1061-1067, 2004.

GASPAR, A.SZELES, E., BERNDT, H., Analysis of submicroliter
samples using micro thermospray flame furnace atomic absorption
spectrometry Analytica and bioanalytical chemistry, v. 372, p.136-140, 2002.

GILLS, T.E., WOLF, W.R., STOEPPLER, M., Eighth International
Symposiumon Biological and Environmental Reference Materials (BERM-8),
Bethesda, MD, September 17-22, 2000 Fresenius J Anal Chem v. 370, p. 109-
110, 2001.

GRUBBS, F.E. Procedures for Detecting Outlying Observations in
Sample. Technometrics, v.11, p.1-21, 1969.

HUSAKOVA, L.,CERNOHORSKY, T..SRAMKOVA,
J.,.VAVRUSOVA, L., Analytical, Nutritional and Clinical Methods Direct
determination of arsenic in beer by electrothermal atomic absorption



Referéncias Bibliogréafica 109

spectrometry with deuterium background correction (D2-ET-AAS) Food
Chemistry ,v. 105, p. 286-292, 2007.

INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial.Disponivel em < http://www.inmetro.gov.br >. Acesso
em: Julho de 2011.

IPT — Instituto de Pesquisas Tecnologicas. Disponivel em
<http://www.ipt.br > Acesso em: Julho de 2011.

KINGSTON, HM. & HASWELL, S.J. Microwave-Enhanced
Chemistry, Fundamentals, Sample Preparation and Applications, Washington,
American Chemical Society, p.772, 1997.

LOPES, G.S. Avaliacdo de diferentes materiais para pre-concentracao
de metais. Universidade Federal de S&o Carlos, 2002, Tese de doutorado.

MAPA — Ministéerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Disponivel em < http://www.agricultura.gov.br >. Acesso em: Julho de
2011.

MARCAL, W.S.,GASTE, L.,LIBONI, M.,PARDO, P.,NASCIMENTO,
M. R.,HISASI, C. S. Concentration of lead in mineral salt mixtures used as
supplements in cattle food. Exp Toxic Pathol , v. 53, p. 7-9, 2001.

MATOQOS, G.D., PEREIRA-FILHO, E., POPPI, R.J., ARRUDA, M.A.Z.
Analise exploratéria em Quimica Analitica com emprego de Quimiometria:
PCA e PCA de imagens. Revista analytica , n.6, 2003.

McDOWELL, L.R. Minerais para Ruminantes sob pastejo em regides
tropicais, enfatizando o Brasil. 32 Ed. Gainesville: University of Florida, p. 92,
1999.

MONTASER, A. & GOLIGHTLY, D. W. Inductively Coupled Plasmas
in Analytical Atomic Spectroscopy. New York, VCH Publisher, 1992.



Referéncias Bibliogréafica 110

MOREIRA, E.G., VASCONCELLOS, M.B.A.,, MAIHARA, V.A,
CATHARINO, M.G.M., SAIKI, M. Mussel reference material preparation
proposal as a quality assurance tool for Brazilian seashore biomonitoring,
Journal of Brazilian Society Exotoxicology, v. 2, n 1, 2007, 61-65.

PAUWELS, J., LAMBERTY, A., CRMs for the 21* century: new
demands and challenges. Fresenius J. Anal. Chem. n. 370, p. 11-114, 2001.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL, Nutrient Requirents of Beef
Cattle, Washington, D.C., National Academy of Sciences, 1996.

NOGUEIRA, A.R.A., SOUZA, G.B,, SILVA, F.V.,.ZAGATTO, E.A.G.
Sistema polivalente de analises quimicas por injecdo em fluxo: determinacdo
espectrofotométrica de céalcio, magnesio e fésforo em plantas. Scientia
agricolav.54, n.3, 1997 .

QUEVAUVILLER, P. COFINO, W., CORTEZ, L. Use of reference
materials in accreditation systems for environmental laboratories.Trends in
analytical chemistry, vol. 17, no. 4, 1998.

THOMSEN, V.; ROBERTS, G. & BURGESS, K. The concept of
background equivalent concentration in spectroscopy. Spectrosc., 15: 33,2000.

VOLYNSKII, A. B. Chemical Modifiers in Modern Electrothermal
Atomic Absorption Spectrometry”. Journal of Analytical Chemistry, v.58, p.
905-921, 2003.

SEGURA, M., CAMARA, C., MADRID, Y. REBOLLO, C.,
AZCARATE, J. KRAMER, G.N., GAWLIK, B.M., LAMBERTY A,
QUEVAUVILLER, Ph. Certified reference materials (CRMs) for quality
control of trace-elements determinations in wastewaters, Trends in Analytical
Chemistry, v. 23, n. 3,2004.

SIMONET, B.M., Quality control in qualitative analysis, Trends in
Analytical Chemistry, v. 24, n.6, 2005.

SINDIRQ\QOES — SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE
ALIMENTACAO ANIMAL (Ed.) Compéndio brasileiro de alimentagéo
animal. Sdo Paulo: SINDERACOES, 2005.



Referéncias Bibliogréafica 111

SOUZA, G.B.S., NOGUEIRA, A.R.A., DEL-SANTO, V.R., PICCHI,
C. M., GUIMARAES, E.S., BARIONI, W. J., Proficiency testing of animal
nutrition laboratories. Accreditation and Quality Assurance, v. 14, p. 455-460,
20009.

SOUZA, S.N.P., FADINI, P.S., PEREIRA-FILHO, E.R. Determinacgéo
de Cd e Pb: Avaliacdo de sedimentos do Rio Jundiai - SP e Ribeirdo Pirai - SP
e lodo proveniente de uma estacdo de tratamento de esgotos Quimica Nova, v..
32,n.9, 2367-2372, 2009.

TAGLIAFERRO, F.S., FERNANDES, E. A. N., BACCHI, M. A.
Quality assessment of organic coffee beans for the preparation of a candidate
reference material. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry, v. 269,
n.2, p. 371-375, 2006.

THOMPSON, M., ELLISON, S.L.R.; WOOD, R.,The International
Harmonized Protocol for the Proficiency Testing of Analytical Chemistry
Laboratories. Pure Applied Chemistry, v.78, n.1, p. 145-196, 2006.

TOKARNIA, C. H.,, DOBEREINER, J., PEIXOTO, P.V. Deficiéncias
minerais em animais de fazenda, principalmente bovinos em regime de campo.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.20, n.3, p. 127-138, 2000.

VEEN, A.M.H., LISINGER T., PAUWELS, J., Uncertainty calculations
in the certification of reference materials.2. Homogeneity study. Accreditation
and Quality Assurance v. 6, p. 26-30, 2001.

VIM — Vocabulario internacional de termos basicos e gerais de
metrologia.(SENAI/DN/INMETRO) — 5. ed., Brasilia, 2007.

ZSCHUNKE, A., The role of reference materials in analytical chemistry,
Accreditation Quality Assurance, v. 8, p. 247-251, 2003.

WATLING. R.J., The use of a slotter tube for the determination of lead,
zinc, cadmiun, bismuth, colbalt, mangane and silver by atomic absorption
spectrometry. Analytica Chimica Acta, v. 97, p. 395-398, 1978.





