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RESUMO

PREPARO E CARACTERIZACAO DE MATERIAL DE REFERENCIA DE
SOLO PARA NUTRIENTES E CONTAMINANTES INORGANICOS. Os
materiais de referéncia certificados desempenham papel fundamental no
estabelecimento da rastreabilidade em quimica analitica, assegurando
confiabilidade e exatiddo dos resultados de medicdo e sdo fundamentais para a
validacdo dos métodos analiticos. A demanda por novos materiais de referéncia
cresce a cada dia, em todas as areas do conhecimento, entre as quais destaca-se
a agricultura. Base para a producdo dos produtos agricolas, a demanda por
analises de solo é grande e a existéncia de um material de referéncia de solo
tipicamente brasileiro € importante para garantir a qualidade dos resultados.
Nesse contexto, o presente trabalho descreve o preparo e a caracterizagédo de um
material de referéncia nacional de solo para os contaminantes Cr, Pb, Cd e As e
0S macro e micronutrientes Ca, P, Mg, K, Cu, Fe, Mn, Zn e Na. O material foi
produzido seguindo as etapas, estabelecidas pelas normas 1ISO GUIAS 30 a 35,
internacionalmente aceitas no preparo e envase do material, na avaliacdo da
homogeneidade, no teste de estabilidade a curto e a longo periodos e na
certificacdo do material. O solo utilizado, latossolo vermelho amarelo foi
artificialmente contaminado com Cr, Pb, Cd e As, adicionados na forma de
solugbes preparadas a partir dos seguintes sais: Pb(NO3),; Cd(NO3),.4H,0;
Na,HAsO,.7H,O0 e Cr(NO3);.9H,0. Apos 12 meses da adicdo dos
contaminantes, 65 kg de solo foi seco a temperatura ambiente, moido
(granulometria < 390 um), homogeneizado, envasado e irradiado com radiagao
gama (20 - 25 kGy), visando o aumento do tempo de prateleira. O preparo da
amostra visando obtencdo dos teores extraiveis dos analitos empregou acido
nitrico 14 mol L™ com aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas e foi
baseada em metodologia recomendada pela legislacédo brasileira (CONAMA N°

420), que por sua vez segue protocolo estabelecido pelo 6rgdo ambiental
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americano (USEPA 3051). A avaliacdo da estimativa da massa minima, da
homogeneidade e da estabilidade do material foi realizada utilizando-se como
técnica de determinacdo a espectrometria de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Os resultados foram submetidos a analise
de variancia de fator unico (ANOVA). A homogeneidade e a estabilidade do
material apresentaram médias dentro do intervalo de confianca de 95% para As,
Cd, Pb, Cr, Ca, Cu, Fe, Na, K, Mg, Mn e P do material candidato a material de
referéncia de solo. A caracterizacdo quimica do material foi realizada por meio
do ensaio colaborativo, com a participacdo de laboratorios nacionais e as
incertezas associadas a cada passo da preparacdo do material foram calculadas
para se obter a incerteza expandida para cada analito em estudo e a elaboracgéo

final da carta de controle com os resultados do material de referéncia.
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ABSTRACT

PREPARE AND CHARACTERIZATION OF A SOIL REFERENCE
MATERIAL FOR INORGANIC NUTRIENTS AND CONTAMINANTS. The
certified reference materials make an important role in the establishment of
traceability in analytical chemistry, ensuring reliability and accuracy to the
measurements and are fundamental for the validation of analytical methods. The
demand for new certified reference materials increases in all areas of
knowledge, with emphases to the agriculture. Basis for the production of
farming products, the demand for soil analysis is great and the existence of a
reference material of a typical Brazilian soil is important to ensure the quality of
results. In this context, the present work describe the preparate and the
characterization of a national reference material for Cr, Pb, Cd, and As soil
contaminants and Ca, P, Mg, K, Cu, Fe, Mn, Zn, and Na macro and
micronutrients. The material was produced following the internationally
accepted ISO Guides 30-35 norms considering the preparation and packaging,
homogeneity, short and long term stability, and material characterization and
certification. A Typic Paleudult soil was artificially contaminated with As, Cd,
Cr, and Pb, added as salt solutions from Pb(NO3),; Cd(NO3),.4H,0;
Na,HAsO,.7H,0, and Cr(NO3);.9H,0 salts. After 12 month of contamination,
65 kg of soil was dried at room temperature, ground (particles size < 390um),
homogenized, packaged and irradiated with gamma ray (20 - 25 kGy) aiming to
increase the shelf-life. The analyte soil extractions were based on methodology
recommended by Brazilian legislation (CONAMA N° 420), with in turn follows
the protocol established by American environmental agency (USEPA 3051). It
was performed by assisted microwave oven with the use of 14 mol L™ HNO,.
The evaluation of the estimate minimum amount, homogeneity and stability of
the material were carried out, using inductively coupled plasma optical emission

spectroscopy (ICP OES) determination technique. The results were submitted to
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analysis of variance of single factor (ANOVA). The homogeneity and stability
of the material presented means within a confidence interval of 95% for As, Cd,
Pb, Cr, Ca, Cu, Fe, Na, K, Mg, Mn, and P. The chemical characterization of the
material was performed through a collaborative test and the uncertainties related
to each step of the material prepare were calculated to obtain the expanded
uncertainty for each one of the analytes and to the final drafting of the control

chart with the results of the reference material.
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1 INTRODUCAO

Considerando os paises da Unido Europeia enquanto mercado Unico, 0
Brasil ocupou, em 2010, a terceira posi¢cdo no ranking mundial dos mercados
exportadores de produtos agricolas. Foram vendidos quase 300 diferentes
produtos para mais de 200 paises nesse periodo[l]. Para que o Brasil possa
continuar crescendo com suas exportacdes € de extrema importancia atender as
exigéncias do comércio de exportacdo, garantindo a qualidade dos produtos
agropecuarios. Segundo o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), o bom desempenho do agronegécio brasileiro pode ser
atribuido em grande parte ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e a
modernizacdo da atividade rural, obtidos por meio de pesquisas, expansdo da
industria e mecanizacgéo[2].

A qualidade dos produtos agropecuarios, por exemplo, é demonstrada
pelos resultados analiticos, consequentemente esses resultados precisam ser
obtidos com qualidade, isto é, confiaveis ao uso pretendido, garantindo, assim, a
rastreabilidade dos resultados.

Nos ultimos anos, o conceito de rastreabilidade tem o interesse em
introduzir sistemas da qualidade em laboratérios de ensaio, além do aumento da
demanda por medicdes confiaveis devido a expansdo do comércio internacional.
A aceitagcdo mundial de resultados requer confiabilidade, rastreabilidade e
comparabilidade de medidas para a reducdo de custos, desenvolvimento de
processos eficientes e estabelecimento de condicdes justas de mercado.

O Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais de
Metrologia (VIM, 2012) define rastreabilidade como sendo a propriedade de um
resultado de medicdo em que é possivel relacionar o resultado a uma referéncia
por intermédio de uma cadeia continua e documentada de calibragdes, cada uma

contribuindo com a incerteza de medigdo[3]. Dessa forma, a operagdo para
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medir o valor de uma quantidade pode ser definida simplesmente como a
realizacdo de uma comparacdo de um valor desconhecido com um valor
conhecido da mesma grandeza.

Logo, para que essa confiabilidade seja alcancada, o laboratério deve ter
procedimentos de qualidade e certificagdo. Tais medidas incluem o uso de
métodos de analise validados, o uso de procedimentos internos de controle de
qualidade com o emprego de material de referéncia (MR) e material de
referéncia certificado (MRC), além de procedimentos externos de controle de
qualidade, tais como a participacdo em ensaios de proficiéncia[4].

Segundo o VIM, material de referéncia é um “material suficientemente
homogéneo e estavel em relacdo as propriedades especificas, preparado para se
adequar a uma utilizacdo pretendida em uma medicdo ou em um exame de
propriedades qualitativas”. Ja o material de referéncia certificado ¢ “um material
acompanhado de uma documentacdo emitida por uma entidade reconhecida, a
qual fornece um ou mais valores de propriedades especificadas com as
incertezas e as rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos
validos™[3].

Existem sistemas de busca que podem ajudar a encontrar materiais de
referéncia certificados. O COMAR (Banco Internacional de Dados de Materiais
de Referéncia Certificados), por exemplo, € uma rede de organizacdes que
dissemina informac6es sobre materiais de referéncia certificados disponiveis em
varios paises e produtores. Existem cerca de 10.300 MRCs disponiveis no
mercado em diversas matrizes (clinicas, ambientais, matéria-prima) e
aproximadamente 118 destes materiais sdo voltados a agricultura (solos e
plantas), sendo que 50 sdo MRCs de solo[5]. Apesar da importancia das
medicBes quimicas no setor de agricultura e alimentos, o Brasil ainda nédo
produz MRCs de matrizes de solo.

No entanto, apesar de sua importédncia na garantia da qualidade dos

resultados analiticos, a producdo de materiais de referéncia certificado esta se
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inicializando no Brasil. De maneira geral, a complexidade do preparo e
caracterizacdo dos materiais faz com que o preco final seja elevado, o que pode
inviabilizar economicamente seu uso. Consequentemente, a aquisicdo destes
materiais depende da importacdo de produtores internacionais como: National
Institute of Standards and Technology (NIST; Gaithersburg, MD, USA) e o
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM; Geel, Belgium),
que os comercializam a custos elevados. Além disso, existem grandes
dificuldades e restricdes legais a importacdo de tais materiais.

Finalmente, mas ndo menos importante, nem sempre € possivel dispor de
um material de referéncia de matriz semelhante & das amostras em estudo ou
com niveis de concentracdo da mesma ordem de grandeza, principalmente se
considerarmos 0s produtos agropecuarios produzidos em clima tropical que
possuem caracteristicas distintas dos produzidos em areas temperadas,

normalmente fornecedoras dos materiais de referéncia.
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2 OBJETIVOS

Preparar um material de referéncia de solo para futura distribuicdo aos
laboratérios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e outros

laboratdrios nacionais.

2.1 Objetivos especificos

Produzir material de referéncia de solo arenoso contendo teores
conhecidos dos seguintes elementos quimicos: os contaminantes Pb, Cd, As e Cr
e 0s macro e micronutrientes Ca, Mg, K, P, Mn, Fe, Cu, Zn e Na, baseado em

requisitos estabelecidos internacionalmente por ISO GUIAS 30 a 35.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Material de referéncia e material de referéncia certificado

Atualmente, resultados analiticos gerados em laboratdrios quimicos sdo
essenciais para tomada de decisdo em diferentes areas, tais como na industria, na
salde e no meio ambiente, entre outros. Esses resultados formam a base para
tomada de decisdo, tendo um carater decisivo em aceitar ou ndo uma
determinada matéria prima, diferenciar fornecedores, modificar processos
produtivos e atuar sobre a salde das pessoas e de animais. Por esse motivo, 0s
resultados das analises devem ser confidveis, sempre em funcdo dos objetivos
requeridos[6,7]. Resultados ndo confiaveis trazem um elevado risco de decisdes
incorretas e pode levar a custos mais elevados, riscos a saude, e praticas ilegais.

Com a globalizagdo do comércio e da industria, ndo é suficiente estar
convencido da confiabilidade dos préprios resultados, € necessario tornar a
confiabilidade evidente, para que os resultados sejam aceitos sem restri¢oes. Isto
é verdadeiro para todo tipo de medicdo, especialmente na Quimica, devido a
crescente importancia que esta area desempenha na economia e na sociedade|8].

Portanto, uma maneira de se obter resultados confiaveis é a comparacgéo
do resultado obtido para uma amostra com um valor de referéncia de um
material conhecido, os materiais de referéncia e os materiais de referéncia
certificados. Esses materiais sdo ferramentas importantes e auxiliam para
obtencdo de resultados de medicdes precisos e verificacdo de resultados de
medic¢des analiticas[9].

Segundo a ABNT ISO GUIA 30[10], material de referéncia certificado é
definido como “um material de referéncia, acompanhado por um certificado,
com um ou mais valores de propriedade, certificado por um procedimento que
estabelece sua rastreabilidade a obtencéo exata da unidade na qual os valores da

propriedade sdo expressos, com cada valor certificado acompanhado por uma
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incerteza para um nivel de confianga estabelecido”. E define também material de
referéncia como ‘“material ou substidncia que tem um ou mais valores de
propriedades que sé@o suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para ser
usado na calibracdo de um aparelho, na avaliacdo de um método de medicédo ou
atribuicao de valores a materiais”.

Os MRs e MRCs séo designados como os padrées a serem utilizados em
Quimica Analitica, sendo normalmente empregados na verificacdo de métodos,
avaliacdo da eficiéncia dos resultados obtidos, validacdo de métodos, estimativa
das incertezas de uma medicdo, calibracdo, trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento, atividades de controle interno da qualidade e para fins de
garantia externa da qualidade. Se varios laboratorios conseguem atingir o
mesmo resultado analitico para um mesmo material de referéncia certificado,
isto mostra que as suas medigdes sdo comparaveis[10-14].

A diferenca entre ambos é que, enquanto um material de referéncia
especifico pode ser adequado para controle de qualidade, mas ndo para
validacdo de metodologia, a definicdo de MRC leva em conta o importante
termo rastreabilidade, utilizado para relacionar o resultado de medi¢do a uma
referéncia, permitindo a esse tipo de materiais usos variados e simultéaneos.

A ABNT ISO GUIA 30 define rastreabilidade como “propriedade do
resultado de uma medicdo ou do valor de um padrdo, com uma incerteza
indicada, estar relacionado a referéncias estabelecidas, usualmente padrbes
nacionais ou internacionais, através de uma cadeia de comparacOes
ininterruptas”[10].

Assim, a rastreabilidade € requisito importante para a garantia da
qualidade dos dados analiticos nos mercados nacionais e internacionais. A
rastreabilidade permite também que a obtencdo de uma medida,
independentemente dos laboratorios participantes, tenham uma escala de
medicdo muito similar, assegurando portanto um controle maior do
resultado[15].
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Desta forma, a utilizacdo dos materiais de referéncia e materiais de
referéncia certificados tem influéncia direta na qualidade dos resultados gerados,
uma vez que possibilitam a transferéncia dos valores de grandeza entre
diferentes laboratdrios[11]. Assim, a confianca dos laboratérios pode ser

alcancada, garantindo a transparéncia, confiabilidade e aceitacdo[12].

3.2 Producao de um material de referéncia certificado

Com a intencdo de estabelecer uma diretriz para a producao e o uso de
MRC e MR, seis guias foram publicadas pela International Oganization for
Standardization (ISO) e traduzidas para o portugués pela Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT), que sdo reconhecidas internacionalmente
[10,11,16-19]:

e ABNT ISO GUIA 30 - Termos e defini¢es relacionados com materiais de
referéncia - apresenta os termos e os significados associados em relacdo aos
MRs.

e ABNT ISO GUIA 31 - Materiais de referéncia - Contetdo de certificados e
rotulos - estabelece as informacdes que devem constar em um certificado de
MR.

e ABNT ISO GUIA 32 - Calibracdo em quimica analitica e uso de materiais
de referéncia certificados - recomendacbes gerais para aqueles que
enfrentam problemas relacionados a calibracdo e a selecdo e uso de MR
internos e dos MRCs.

e ABNT ISO GUIA 33 - Utilizagdo de materiais de referéncia certificados -
discute a utilizacdo de MRC e suas aplicacOes corretas.

e ABNT ISO GUIA 34 - Requisitos gerais para a competéncia de produtores
de material de referéncia — estabelece os requisitos para o sistema da
qualidade segundo os quais 0s MRs devem ser produzidos.

e |SO GUIDE 35 - Reference materials - General and statistical principles for

certification - fornece principios estatisticos para auxiliar na compreensao e
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desenvolvimento de métodos validos para atribuir valores as propriedades de
um material de referéncia, incluindo a avaliacdo de suas incertezas
associadas, e estabelecer sua rastreabilidade metrologica.

A ABNT ISO GUIA 34, estabelece diretrizes para a producdo do MRC
que inclui: andlise qualitativa para a verificacdo do tipo do material; usinagem,
moagem, homogeneizacdo, peneiramento e quarteamento; determinacdo da
distribuicdo dos tamanhos de particulas; limpeza de recipiente de amostra;
secagem e esterilizacdo; embalagem de amostras representativas do lote; testes
de homogeneidade e estabilidade; e por fim, a caracterizacdo das propriedades
do MR[11].

As principais etapas da caracterizacdo do material consistem nos estudos
da homogeneidade e estabilidade, e a obtencdo do valor de propriedades do

material, ou seja, a caracterizacgéo[9,20].

3.2.1 Homogeneidade

Dentre as etapas de preparo de um material de referéncia, a
homogeneizacdo € uma das mais criticas e pode-se dizer que a homogeneidade
é pré-requisito para um material de referéncia. De acordo com a ABNT ISO
GUIA 30[10], a homogeneidade de um material de referéncia é a “condigdo de
uniformidade de estrutura ou composicdo com respeito a uma ou mais
propriedades especificadas. Um material de referéncia é dito homogéneo com
respeito a uma determinada propriedade, se o valor da propriedade, determinado
por ensaios em amostras de tamanho determinado, se encontra dentro dos limites
de incerteza especificados. As amostras podem ser tomadas de embalagens
diferentes (frascos, pacotes, etc.) ou de uma uinica embalagem”.

Para o teste, a ISO GUIDE 35[19] estabelece que o nimero de frascos
selecionados aleatoriamente deve incluir entre 10 e 30 unidades do lote
preparado. O planejamento para verificar a homogeneidade de um lote de
material preparado para fins de certificacdo deve indicar as variabilidades da

amostra dentro do recipiente, assim como entre 0s recipientes que contém os
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materiais que compdem o lote, devidamente envasados. As analises para o teste
de homogeneidade devem ser realizadas em condicdes de repetitividade, ou seja,
mesmo laboratorio, mesmo analista e todas as amostras testadas no mesmo dia.
Além disso, na variabilidade entre os frascos, deve ser incluida a incerteza
relativa a tal condicdo[21]. A avaliacédo e a estimativa da incerteza do estudo de
homogeneidade sdo baseadas na ISO GUIDE 35[19], através da andlise de
variancia ANOVA de fator nico[20,22].

3.2.2 Estabilidade

A estabilidade dos materiais de referéncia, também € um requisito
essencial. Espera-se que os materiais de referéncia tenham uma longa vida de
prateleira, resistindo a degradacédo devido a fatores como luz, oxidacdo, acdo de
microrganismos, etc. A ABNT ISO GUIA 30[10], define estabilidade como a
“capacidade do material de referéncia de manter o valor de uma determinada
propriedade dentro de limites especificados por um periodo de tempo
preestabelecido, quando estocado nas condigdes especificadas”. Dois testes
distintos de estabilidade sdo realizados, estabilidade a curto e a longo prazos.

O estudo de estabilidade a curto prazo simula as condi¢Oes de transporte,
garantindo que o material ndo sofrera degradacéo por alteracdo de temperatura e
umidade durante o transporte, por exemplo. A variacdo de temperatura é um
fator chave na degradacdo do material e, portanto, frascos com o material séo
mantidos a diferentes temperaturas e analisadas em funcdo do tempo para
verificar possiveis alteracdes de suas propriedades[23]. Por outro lado, a
estabilidade a longo prazo (simula o tempo de prateleira) verifica se 0 material
de referéncia pode ser armazenado em condigbes definidas, tais como
temperatura ambiente, verificando assim seu comportamento na prateleira do
produtor.

Os estudos de estabilidade sdo também utilizados para estimar a
contribuicdo da incerteza de medicdo associada a estabilidade do material, bem

como definir as condi¢des de armazenamento e transporte.
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3.2.3 Caracterizacao e a incerteza do MRC

A caracterizacdo do MRC tem como objetivo fornecer o valor de
propriedade usando quatro abordagens de acordo com ABNT ISO GUIA 34[11]:
medic¢do por um Unico método, primario, em um laboratério; medicdo por dois
ou mais meétodos de referéncia independentes em um mesmo laboratorio;
medicdo por uma rede de laboratérios com um ou mais métodos de exatidao
demonstravel; medicdo com metodo especifico em um programa
interlaboratorial realizado entre diferentes laboratérios.

Segundo o VIM[3], o termo incerteza de medigdo é “parametro nao
negativo que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um mensurado,
com base nas informacdes utilizadas”. Obviamente, a confianca na preciséo da
medicdo dos resultados é muito maior quando acompanhada de um valor
declarado de incerteza[24].

Segundo o0 GUIA EURACHEM/CITAC[4], em quimica analitica, para a
maioria dos fins, deve-se usar uma incerteza expandida, U. A incerteza
expandida d& um intervalo dentro do qual se cré encontrar-se o valor do
mensurando, com um maior grau de confianca. O valor de U é obtido pela
multiplicacdo da incerteza padrdo combinada, u, por um fator de abrangéncia k.
A escolha do fator k é baseada no grau de confianga desejado. Para um grau de
confianca de aproximadamente 95%, k é 2.

A incerteza final do MRC ou MR leva em considerac0es as incertezas
associadas aos testes de homogeneidade, estabilidade e a caracterizacdo do
material. Assim, a incerteza expandida associada ao valor de propriedade de um

MRC pode ser expressa pela Equacéo (3.1) [19]:

UMRC = k\/l.]char2 + Ubb2 + USt52 + UIts2 (31)

Onde k € o fator de abrangéncia, que neste trabalho usaremos k=2, com

intervalo de confianca de 95% e através das contribuicdes referentes a incerteza
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padrdo da caracterizagio ( Ucnar), da homogeneidade (uy,), da estabilidade a curto
prazo (Uss), da estabilidade a longo prazo (uys).

A Figura 3.2.3-1 exibe um fluxograma das etapas da caracterizacao e suas
respectivas incertezas associadas a cada etapa que deve ser realizado para a

producdo de um MRC.
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Figura 3.2.3-1 - Fluxograma das etapas da caracterizagdo do MRC e suas respectivas incertezas
associadas[24].

3.3 Historico dos materiais de referéncia

Os primeiros materiais de referéncia europeus se concentraram na
certificacdo de elementos em matrizes estaveis. Desde o comeco do século 20,
foram produzidos materiais de referéncia para ferro e aco na Alemanha e Reino
Unido[15].

Em 1950, houve a criacdo dos materiais de referéncia nucleares e
isotopicos nos centros nucleares de Atomic Energy Research Establishment

(Reino Unido), Commissariat & 1I’Energie Atomique (Franca) e Central Bureau
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for Nuclear Measurements (CBNM-Bélgica). Em 1993, o CBNM mudou seu
nome para Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM),
apresentando medicOes de alta exatid&@o e precisdo de materiais nucleares[15].

Na década de 70, o Bureau Communautaire de Référence (BCR) foi
criado pela Comissao Europeia, iniciou-se a producao dos primeiros materiais
de referéncia ndo-nucleares europeus, denominados “BCR CRMs”, que foram,
até o final dos anos 70, direcionados para a industria (metais nédo-ferrosos,
minérios, etc.)[15].

Na América, mais precisamente nos Estados Unidos, o primeiro fato
ligado a histdria dos materiais de referéncia ocorreu em 1883, na cidade de Nova
Jersey. O ex-presidente americano John Quincy Adams estava dentro de um
trem que sofreu um descarrilamento, com vitimas, durante a viagem. Esse
acidente era tipico na época e com o0 objetivo de prevenir a perda de outras
vidas, criou-se a “Agéncia”, depois denominada Agéncia de Padrfes, onde se
inicializou a certificagdo de materiais de referéncia[25].

Em 1905, a Agéncia de Padrdes foi denominada como National Bureau
of Standards (NBS), instituto antecessor do National Institute of Standards and
Technology (NIST), onde foram iniciados estudos para tentar resolver o
problema com o descarrilamento dos vagdes devido a fraturas nas rodas de ferro
fundido. Quando o projeto foi terminado em 1906 foram criados quatro
materiais de referéncia certificados de aparas de ferro fundido que foram
colocados a venda para serem utilizados como referéncia. Em 1910 foram
produzidos novos lotes das amostras de aparas ferro fundido denominado como
“amostra padrao”[25].

O sucesso dos materiais de referéncia de ferro fundido contribuiu para
expansdo do conceito de MR e assim em 1911, o catalogo j& continha 25 MRC
entre ligas metalicas, minérios de ferro e escoria de cobre. Durante as duas

guerras mundiais o desenvolvimento de MR cresceu lentamente e apenas na
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década de 50 e 60 que houve novamente um aceleramento na producdo de MR e
em 1969 existiam 582 tipos de MRCs no catalogo da NBS[25,26].

O periodo de maior producdo de MRCs em quantidade e variedades
ocorreu nos anos 70, sendo que as principais matrizes foram ambientais. Nos
anos de 80 comecou a producdo de MRCs de alimentos, como por exemplo:
farinha de trigo, farinha de arroz, figado bovino e tecido de ostra. Nos anos 90
houve a certificacdo de vitaminas em mistura dietética e férmulas infantis[25].

E interessante o avanco na producdo de MRC, que resultaram no
estabelecimento das guias ISO GUIAS, que sdo as diretrizes para a producdo de
MRC.

Segundo 0 COMAR, atualmente existem cerca de 10.300 MRC em
diversas matrizes, 230 produtores em 25 paises cadastrado do banco de dados do
COMAR. Na representacdo grafica abaixo (Figura 3.3-1) € possivel observar
que a China é o pais que possui a maior quantidade de produtores de MRC, e 0
Japdo é o pais que possui uma maior quantidade de materiais de referéncia
certificado[5].
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Figura 3.3-1 - Representacao grafica de nimero de material de referéncia e produtores por paises[5].
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Na literatura, atualmente sdo apresentados diversos estudos sobre MR e a
producdo dos mesmos.

Schmidt e colaboradores[27] para atender com qualidade o Plano
Nacional de Controle de Residuos alemao, que exige que um numero especifico
de amostras de origem animal deve ser analisado para esteroides naturais e
sintéticos a cada ano, produziram um material de referéncia de urina bovina
contaminada pelos residuos de 17a- e 17B-nortestosterona, 17a- e 17p-estradiol,
17a-methyltestosterona e 17a-trenbolona. O teste de homogeneidade e
estabilidade a curto e longo prazos foram avaliados e o material foi considerado
homogéneo e estavel para 17a-nortestosterona, 17a-methyltestosterona, 17a-
trenbolona e 17a- e 17p-estradiol. A caracterizacdo do material foi realizada por
meio do ensaio colaborativo. O Material foi caracterizado para 17a- e 1753-
nortestosterona, 17a-methyltestosterona, 17a-trenbolona.

Scharf e colaboradores[22] produziram um material de referéncia de
madeira para elementos traco e pentaclorofenol. Esse trabalho foi realizado para
apoiar a melhoria no controle de qualidade na anélise de residuos de madeira. O
material de referéncia de madeira foi certificado em fragcbes em massa de
arsénio, cadmio, cromo, cobre, chumbo, mercurio e pentaclorofenol (PCP). As
medicOes de certificacdo foram realizadas nos laboratorios selecionados com
pericia documentada para analise de residuos de madeira. Os valores
certificados e as suas correspondentes incertezas foram atribuidos em plena
conformidade com os requisitos da 1ISO GUIDE 35. O material certificado esta
disponivel como material de referéncia europeu ERM®-CD100 para As, Cd, Cr,
Cu, Hg, Pb e PCB.

Caroli e Bottoni[28] produziram um material de referéncia de mexilh&o
da Antartida (Adamussium colbecki) para elementos tragco. O MRC foi nomeado
como IRMM 813 e foi produzido em parceria com o Programa Nacional Italiana
para Pesquisa na Antartida (PNRA). O Material foi considerado estavel e

homogéneo. Os valores de propriedades dos elementos foram determinados
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através do ensaio colaborativo, onde 18 laboratorios de doze paises participaram
do ensaio. O material foi certificado para os elementos As, Cd, Cu, Cr, Fe, Mn,
Ni e Zn.

Zischka e colaboradores[29] certificaram paladio, platina e rddio para
material de referéncia de poeira de asfalto. Foram realizadas todas as etapas
essenciais para a producdo de um MRC, como homogeneidade, estabilidade e
caracterizacdo. O material foi identificado como BCR®-723, sendo
comercializado pelo IRMM.

Caroli e colaboradores[30] realizaram um estudo piloto de producéo de
um material de referéncia para elementos-traco em mel. Os elementos
considerados foram As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sn, V e Zn. Porém o
material apresentou instabilidade em relagéo a estabilidade a longo prazo.

Caroli e colaboradores[31] publicaram um estudo em andamento para a
producdo de um novo MRC de musculo bovino para As, Cd, Cu, Hg, e Pb. No
trabalho foi realizado o preparo do material, pré-caracterizacdo e estudo da
homogeneidade. Concluiram que o material € homogéneo, e que existe um
numero suficiente de laboratorios capaz de fornecer resultados concludentes
para o tipo de matriz sob estudo, podendo entéo posteriormente ser certificado.

Wang e colaboradores[32] desenvolveram um trabalho visando a
producdo de trés materiais de referéncia certificados para o teor de dgua com
base em solugdes mistas de carbonato de xileno, butanol e propileno. Esses trés
CRM foram produzidos e certificados pelo método de Karl Fischer coulométrico

e por métodos volumétricos.

3.4 Producao do material de referéncia no Brasil

O inicio da produgédo de materiais de referéncia para analise quimica no
Brasil iniciou-se em 1975 com a criacdo do Ndcleo de Padrbes Analiticos,
atualmente Agrupamento de Materiais de Referéncia, pelo Instituto de Pesquisas

Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT). Pode se dizer que o Brasil tem um
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atraso na producédo de MRC de 100 anos em relacdo aos Estados Unidos, por
exemplo. A exemplo dos primeiros materiais de referéncia produzidos nos
paises desenvolvidos, a linha de acdo do agrupamento foi direcionada para a
industria, com a certificacdo de ligas metalicas, minérios e 6leos minerais.
Desde da sua criacdo, o IPT ja desenvolveu mais de 130 tipos de materiais de
referéncia certificados.

Desde 1978, quando foi criado, o CETEM tem se dedicado ao
desenvolvimento de pesquisa tecnoldgica para o processamento mineral e
metallrgico e a prestacdo de servicos para a inddstria mineral. As primeiras
atividades do CETEM relacionadas ao desenvolvimento de material de
referéncia, realizadas ha mais de 20 anos, foram os estudos por comparacéo
interlaboratorial em carvdo e minério de ouro, com a participacdo de 25
laboratorios de institutos de pesquisa, universidades e industrias minerais
brasileiras[33].

Em 1983 pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade na Saude
(INCQS) - Fundacdo Oswaldo Cruz/Ministério da Saude, desenvolveram
materiais de referéncia para matrizes bioldgicas, a partir de um programa
voltado ao controle de qualidade de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria e
controle de qualidade de conjuntos de diagnosticos[34].

Em 1992 o Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) em
colaboracdo com a Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) produziu
0 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 em comparacéo
interlaboratorial, em que participaram 21 laboratorios da América Latina.

Em 1961, foi criado o Instituto Nacional de Pesos e Medidas (INPM),
centralizando a politica metrologica nacional e em 1973, este foi substituido
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO), que produz e comercializa, padrbes de bioetanol, pH,
condutividade eletrolitica, etanol em &gua, cachaga e &cido cloridrico[35].
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Um pequeno numero de instituicdes produz e comercializa materiais de
referéncia no pais. A partir da base de dados do COMAR([5], o Brasil possui 106
materiais de referéncia certificados cadastrados na base, sendo que 12% foram
produzido pelo CETEM, 31% foram produzidos pelo INMETRO e 57%
produzidos pelo IPT.

De uma maneira geral, a producdo de materiais de referéncia certificados
no Brasil é recente e esta em desenvolvimento. Em 2006 o CETEM produziu um
material de referéncia certificado de bauxita (BXPA-1) e em 2014 quatro MRC
de bauxitas (BXBA-3, BXBA-4, BXGO-2 e BXMG-6). Em 2007 produziu 2
MRC para industria de cobre (CBPA-1 e CBPA-2)[33,36-38]. Cotta e
Enzweiler produziram um MR de basalto, destinado a estudos geoquimicos[39].

A contribuicdo do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Séo
Paulo (IPT) para materiais de referéncia certificados esta na area siderdrgica
(acos, ferros fundidos, metais puros, ligas de cobre, ferro-ligas, refratarios e
minérios) e na industria do petroleo. Alguns trabalhos podem ser mencionados
como um estudo sobre a homogeneidade de um lote de material silicio metalico
candidato a material de referéncia[40] e outro trabalho para a certificacdo de
material de referéncia de minério de ferro[41].

O INMETRO desenvolveu um material de referéncia certificado para
etanol em agua, para calibrar os analisadores de alcool para determinacéo do
teor de alcool (etanol) presente no ar expirado pelos condutores de veiculos[42].

Outra iniciativa brasileira no campo do MR ¢é a do laboratério de
Radioisotopos do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA/USP,
realizando o estudo da homogeneidade do material de café candidato a MR. Os
elementos Br, Ca, Co, Cs, Fe, K, Na, Rb, Sc e Zn foram determinados por meio
da analise por ativacdo com néutrons (INAA). O teste F demonstrou que o
material € homogéneo para Ca, Co, Cs, K e Sc, mas ndo homogéneo para Br, Fe,
Na, Rb e Zn[43].
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QOutra contribuicdo na producdo de MR é o Instituto de Pesquisa
Energéticas e Nucleares (IPEN). Moreira e colaboradores produziram um
material de referéncia para mexilhdo nacional para 11 elementos[23,44-46]. E
Ulrich e colaboradores produziram um MR de peixe para mercario e
metilmercuario[47,48].

Carioni e colaboradores avaliaram Varios parametros para a preparacao
de um material de atum candidato a material de referéncia para arsénio total. As
determinacgdes foram feitas por espectrometria de absor¢do atdmica com forno
de grafite com amostragem em suspensdo (SLS-GF AAS) e espectrometria de
absorgao atdmica com geracao de hidretos e amostragem de suspensao (SLS-HG
AAS)[49].

Brand&o e colaboradores produziram um MR em matriz de queijo. O
MR produzido foi considerado homogéneo e estavel a temperatura
< -70 °C durante todo o periodo estudado (dez meses). O material apresentou
estabilidade a 4, 25, 30 e 35 °C durante quatro dias; contudo, os resultados
indicam que a 35 °C ocorre um decréscimo na concentracao celular. A -20 °C, o
MR apresentou-se estavel durante 48 dias. Concluiram que o material
apresentou todos 0s requisitos necessarios de um MR de qualidade e poderia ser
transportado aos laboratorios participantes de um ensaio de proficiéncia a
temperaturas de até 35 °C por até quatro dias, uma vez que o0s resultados
indicaram a manutencédo da concentracéo celular neste periodo[50].

Cardoso e colaboradores estudaram a estabilidade referente a producéo
de um material de referéncia certificado para controle de agrotoxicos em
hortifrutigranjeiros. Neste estudo, foram avaliados niveis residuais de
concentragdo dos agrotoxicos y-HCH, fenitrotiona, clorpirifos e procimidona em
polpa de tomate[51].

Lima e colaboradores avaliaram a homogeneidade de um material de
farinha de trigo candidato a MR para andlise inorganica. E o material se

apresentou homogéneo. A massa da amostra sobre a homogeneidade do material
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também foi avaliada por quantificacdo dos elementos para 100, 300, 500, 700 e
1000 mg de massa de amostra, e 0s resultados demonstraram que o0 material é
homogéneo para as massas de 100 a 1000 mg[52].

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, EMBRAPA, unidade
Pecuéria Sudeste, produziu recentemente dois materiais de referéncia. Um MR
de mistura mineral para gado de leite para os analitos Ca, K, Na, P, Cu, Fe, Mn,
Mg, Zn e os contaminantes As, Cd e Pb. E outro MR de forrageira para 0s
analitos Ca, P, Mg, K, Cu, Fe, Mn, Zn e Na e os contaminantes As, Cd, Cr e Pb.
Ambos os MRs foram produzidos conforme as 1ISO 30 a 35. Os materiais estdo
disponiveis para distribuicao no site da EMBRAPA
(http://Iwww3.cppse.embrapa.br/materiaisdereferencia/), bem como o certificado
de anélise[53,54].

Visto todas as producdes de MRs, percebe-se que o setor de produtos
agropecuarios e alimentos esta entre os mais carentes de materiais de referéncia
certificados. No Brasil, essa demanda € atendida somente pela importacdo de
paises produtores a custos elevados e que nem sempre atendem as demandas em
termos de combinacdo analito-matriz que devem ser o mais proximo possivel.
Devido a diversidade de analises realizadas este requisito nem sempre pode ser
cumprido em um grau suficiente[55].

Essa deficiéncia de MR para o setor agropecuario se torna critica quando
percebe-se o panorama do agronegocio brasileiro. Através do grafico da
evolucdo anual da balanca comercial brasileira e do agronegocio do ano de 1989
a 2013 (Figura 3.4-1), pode-se observar que as exportacbes de produtos
agropecuarios tém uma tendéncia crescente com o passar dos anos e tem uma
participagcdo significativa na balanca comercial brasileira. Devido ao
crescimento neste setor, o Brasil somente podera continuar e expandir suas
exportacdes sendo competitivo e adequando o produto nacional as exigéncias do
mercado internacional, as quais se referem a existéncia de resultados validados e

rastredveis a sistemas internacionais. E para isso, tem-se a importancia da
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utilizacdo e desenvolvimento de novos materiais de referéncia e materiais de

referéncia certificados voltados para este setor[56] .
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Figura 3.4-1- Gréfico Evolucao anual da balanca comercial brasileira e do agronegécio - 1989 a 2013 - (em
USS$ bilhdes)[56].

3.5 Solo

O Solo é uma complexa mistura de matéria inorganica que pode ou nédo
conter residuos organicos decompostos e outras substancias que cobrem a crosta
terrestre. O solo é o resultado do desgaste das rochas.

As rochas sofrem alteracdes devidas a acdes climéaticas como oscilacbes
de temperatura, do vento e da &gua, acOes quimicas (oxidacdo, hidratacéo,
hidrolise, carbonatacdo) que sdo provocadas pela dgua ou microrganismos,
especialmente quando contém acidos carbonicos, agindo ao longo do tempo.
Todas as rochas estdo sujeitas a estas agdes. As alteracbes isoladas ou
simultdneas modificam e fragmentam as rochas existentes, transportam e
relnem estes fragmentos para originar novos sedimentos[57,58].

O solo compde-se por quatro partes misturadas de: ar; agua; matéria

organica; porgdo mineral (areia, silte, argila)[58].
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As areias, por serem particulas maiores (tamanho entre 0,2 e 0,005 cm),
apresentam maiores espacos entre as particulas, por isso rettm pouca agua,
sendo portanto drenos naturais do solo. As argilas sdo particulas com tamanho
menor gque 0,0002 cm, portanto bem menores que as particulas de areia. Os solos
com muita argila apresentam maior capacidade de reter 4gua e nutrientes, pois
apresentam mais espacgos pequenos onde estes podem ficar armazenados. O silte
é constituido por particulas de tamanho intermediario entre as particulas de areia

e argila, representada na Figura 3.5-1[58].
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Figura 3.5-1 - Distribuicéo das particulas por tamanhos[58].

O solo configura-se elemento fundamental para as plantas, pois € onde se
encontram 0S nutrientes essenciais para 0 seu desenvolvimento, que séo
liberados para a solucdo do solo por meio do intemperismo quimico. Os
elementos sdo classificados de acordo com a quantidade necessaria para as
plantas, e podem ser classificados em macro e micronutrientes.

Os macronutrientes sdo assim chamados por serem absorvidos em
grandes quantidades, como o calcio, potassio, fésforo, magnésio. E 0s
micronutrientes sdo absorvidos em pequena quantidade pelas plantas, como
cobre, ferro, zinco, manganés[58]. A importancia dos nutrientes, bem como as

causas da deficiéncia dos mesmos estdo brevemente descritos na Tabela 3.5-1.
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Tabela 3.5-1 - Funcdo de macro e micronutrientes presentes na fisiologia das plantas e as causas de suas
possiveis deficiéncias[58,59].

Nutrientes Caracteristica nutricional Deficiéncia na planta

o Doengas fisiologicas como
) Resisténcia as doencas; )
Macronutrientes o clorose e necrose; Reducéo
Processo enzimatico. ) ]
(Ca, K, P, Mg) do crescimento de raizes e
parte aérea.
Doencas fisiologicas como
Micronutrientes Auxiliam na fotossintese; manchas necroticas; e
(Cu, Fe, Zn, Mn) ativam o metabolismo. prejudica o crescimento

(internddios curtos).

Os contaminantes inorganicos presentes no solo podem ser oriundos da
propria natureza ou por fontes antropicas. A concentracdo total natural de
contaminantes inorganicos no solo depende principalmente do tipo de material
de origem e é evidenciada quando o solo € formado in situ, ou seja, diretamente
sobre a rocha matriz. O aumento anormal dos teores dos contaminantes
inorgénicos nos solos de agricultura de alta tecnologia resulta da deposicéo
atmosférica, da aplicagdo de defensivos agricolas, de residuos organicos e
inorgénicos urbanos e industriais, de fertilizantes e corretivos e de irrigacdo com
agua contaminada[59,60].

Os fertilizantes minerais contém frequentemente impurezas, dentre elas
0s contaminantes inorganicos. Assim, seu uso indiscriminado tem causado
aumento do teor desses elementos no solo, introduzindo-os na cadeia alimentar,
conforme verificado em plantas de tomate, de feijdio e de pimentdo. Os
fertilizantes fosfatados, dependendo da origem do solo, geralmente contém
baixos teores de contaminantes inorganicos provenientes de impurezas[60].

Dentre as fontes antropicas de contaminacdo do solo com contaminantes
inorganicos, a irrigacdo constitui fonte significativa, principalmente quando a
agua utilizada é proveniente de rios que recebem grande carga poluidora. Outra

fonte de contaminacdo é o lodo de esgoto, residuo insoltvel do tratamento de
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aguas residuais com a finalidade de torna-las menos poluidas, permitindo seu
retorno ao ambiente sem que sejam agentes poluidoras[60].
Malavolta exemplificou em uma tabela (Tabela 3.5-2), as principais

fontes naturais e antropicas de alguns contaminantes inorganicos.

Tabela 3.5-2 - Fontes naturais e antropogénicas de alguns contaminantes inorganicos[59].

Elemento Natural Antropogénico

- Minério de Zn e Pb; Residuo de mineracgdo, galvanoplastia, industria de

Rocha Fosfatica. pilhas.
c Mineral cromita; Solos Galvanoplastia, ligas metélicas, esgoto industrial,

r
de serpentina. produtos anticorrosivos.
o Galvanoplastia, ligas metélicas, esgoto industrial e

Suffetos oxidos; o ] _ ) )

Cu doméstico, residuos de mineracao, defensivos
Carbonatos. ]
agricolas.

Pb Mineral galena. IndUstria de baterias, encanamento, carvao, gasolina.
Hg Mineral cinabrio. Residuo industrial e mineracao, defensivos.

) Minerais diversos; solo ] . o )
Ni ) Ligas metalicas, industria de baterias.
de serpentina.

Minerais (sulfetos, ) o o ) )
Zn . - Ligas metalicas, residuo industrial, galvanoplastia.
oxidos, silicatos).

Os contaminantes inorganicos trazem alguns sintomas de toxidez para as
plantas. O cadmio por exemplo, deixam as folhas com margens pardas, causam
clorose, peciolos, e nervuras avermelhadas. O cromo, provoca clorose nas folhas
mais novas e raizes mal desenvolvidas. Ja o chumbo pode causar murchamento
das folhas mais velhas, partes aéreas e raizes pouco desenvolvidas. O teor toxico
méximo considerado ao tecido vegetal é de 14, 9 e 50 mg kg™ para o As, Cr e

Cd, respectivamente[59].

3.5.1 MRC de solo
Dos 10.300 MRCs que estdo cadastrados no COMAR, 118 s&o voltados

para Agricultura (solo e plantas) e destes 50 sdo de solo, sendo que nenhum é
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brasileiro. Na Tabela 3.5.1-1 estdo alguns MRCs de solo cadastrados no

COMAR, forma de extragéo e 0s paises produtores.

Tabela 3.5.1-1 - Materiais de Referéncia Certificado de solo cadastrados no COMAR e diferentes
preparos de amostra.

Cadigo do MRC Ano Formas de extracéo Pais
BCR - 530 1999 Compostos organicos Bélgica
IRMM-443-1 ao 443-7 1995 pH em solo Bélgica

Teores Extraiveis
TILL-1 ao TILL- 4 1995 Canada
(EPA 3051 e EPA 3050)

Teores Extraiveis

BAM-U113 2009 , ‘ Alemanha
(Agua Régia)
Teores Extraiveis
LGC 6145 2007 , . Reino Unido
(Agua Régia)
RTH 907, RTH 912 ¢ Teores Extraiveis
1998 , ‘ Holanda
RTH 938 (Agua Régia)
BPGM-1 1995 Teores Totais e Extraiveis Polonia
CGL 301 e USZ 16-94 1994 Teores Totais Mongolia
NIST 2710a 2002 Teores Totais Estados Unidos
NIST 2711a 2002 Teores Totais Estados Unidos

Alguns trabalhos sdo reportados na literatura para producdo de material
de referéncia de solo.

Shakhashiro e colaboradores produziram e certificaram um material de
referéncia de solo (IAEA-447) para procedimentos analiticos de radioquimicas.
Este MRC pode ser utilizado para garantir a qualidade dos resultados analiticos,
melhorar os resultados de medicdo, validar métodos para a espectroscopia de
raios gama e procedimentos radioquimicos[61].

Llauradd e colaboradores preparam um material de referéncia de solo
para a determinacéo de radionuclideos (**'Cs, °Sr, “°K, #Pb, #*Pb, “®TI, *“Bi e
8 Ac). O material foi preparado pela mistura de trés solos, dois de areas afetadas
pelo acidente de Chernobyl NPP que apresentam radioatividade por
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contaminacéo, e um solo ndo contaminado do interior da Catalonia. Os testes de
homogeneidade e estabilidade foram avaliados. O material preparado foi
considerada homogéneo e estavel[62].

Kocman e colaboradores prepararam e caracterizaram um material de
referéncia de solo contaminado com mercdrio. O material foi caracterizado para
mercurio total (T-Hg) e metilmercirio (MeHg) por andlise por ativacao
neutrénica instrumental (INAA). Os valores de referéncia sdo 67,1 +11,3

mg kg™ para T-Hg e 4,0+1,3 ng g™ para MeHg com 95 % de confianca[63].

3.6 Preparo de amostra

Os métodos analiticos convencionais requerem o0 uso de solugbes
homogéneas para a analise de teores totais, exceto os métodos ndo destrutivos.
Assim, a analise elementar de uma amostra de solo ¢ feita apds sua solubilizacao
por meio de digestdo acida ou de fuséo alcalina. De modo geral, a solubilizacéo
acida € o metodo de digestdo preferido, principalmente quando a quantificacéo
for feita por espectrometria de absorcdo atdmica (AAS), por espectrometria de
emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) ou por
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)[60].

Diferentes preparos de amostras tém sido propostos para a decomposicao
de amostras de solo. Grande parte dos procedimentos utilizados nas
decomposicdes das amostras € para fins de fertilidade ou qualidade do solo.
Nesse caso, sdo 0s teores que estdo disponiveis para as plantas. Mas também
existem metodologias voltadas para determinagGes dos teores totais dos
elementos. Nos Estados Unidos, a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental
(Environmental Protection Agency — USEPA), recomenda trés métodos: Método
3050 B, Método 3051 , Método 3052, dos quais dois métodos ( 3050 B e 3051)
sdo para os teores extraiveis e um método (3052) para os tores totais|64—66].

O meétodo 3050B é o método mais convencional, devido a utilizacdo de

béqueres e placas de aquecimento. O procedimento de digestdo se da pelo
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ataque por &cido nitrico e 4gua oxigenada, liberando os metais ligados a matéria
organica, oxidos e outras fracbes minerais, com excecdo da silicatada. A grande
desvantagem deste método € o longo tempo para completar a digestdo, podendo
provocar riscos de perdas e contaminacoes.

Os métodos 3051 e 3052 utilizam aquecimento por micro-ondas e estdo
entre os mais utilizados para o preparo das amostras. As vantagens destes
métodos sdo: menor tempo de digestdo das amostras, melhor controle de
contaminacdes, dissolucdo mais completa das amostras e menor perda dos
elementos volateis. No método 3051 a oxidacdo da materia organica é realizada
pelo acido nitrico, mas, assim como no método 3050B, a fracdo silicatada néo é
solubilizada. Por isso é de bom senso explicitar que os resultados obtidos por
tais métodos ndo sdo teores totais do solo, mas sim teores relacionados com
elementos solubilizados por acidos nitrico concentrado e cujos valores estdo
relacionados com a qualidade do solo. Ja 0 metodo 3052 utiliza uma proporgéo
variada de &cidos nitrico e fluoridrico, permitindo a dissolucéo total da amostra.

Porém, os perigos decorrentes da manipulacdo de HF levam muitos
analistas envolvidos em analises de rotina a testar outras técnicas que, apesar de
menos efetivas, sdo menos perigosas quando se esta trabalhando com um grande
nimero de amostras. Em relacdo a isso, assume-se que as fragbes néo
dissolvidas séo irrelevantes em termos de biodisponibilidade[67].

Por este motivo, a preferéncia pelo uso de HNO; isoladamente ou em
mistura com outros 4&cidos, como por exemplo, o HCI (&gua régia,
HCI + HNO; - 3:1) é muito comum.

No entanto, cabe ressaltar que os métodos EPAs sdo métodos oficiais,
reconhecidos e amplamente utilizados nos Estados Unidos e por muitos 6rgédos
ambientais do mundo. No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente,
CONAMA, através da resolucdo N° 420, DE 28 DE DEZEMBRO DE 2009[68],
dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a

presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento
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ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antropicas. Estabelece a metodologia analitica para a extracdo das
substancias inorganicas (exceto mercurio) das amostras e preconizam a USEPA
3050 ou a USEPA 3051.

A recomendacéo e uso destes dois metodos que ndo fazem uso do acido
fluoridrico pelas normas ambientais, deve-se, basicamente, ao fato de
permitirem a liberacdo dos elementos ligados as fracGes de matéria orgénica e de
6xidos, mas nado a fracdo silicatada. Portanto, das fracbes com grande potencial
de contaminar o ambiente e os seres vivos[60,69].

A producdo do material de referéncia de solo, tem como objetivo
produzir um material que seja 0 mais proximo possivel da realidade dos
laboratorios e que seja Gtil para os mesmos. O preparo de amostra foi baseado na
USEPA 3051, como exigido pela legislacdo, o qual recomenda a solubilizagéo
parcial da amostra de solo (100 a 500 mg) com acido nitrico concentrado
(10 mL), com aquecimento por radiagdo micro-ondas.

Os valores orientadores para qualidade do solo séo estabelecidos pela
resolucdo N° 420 do CONAMA, sendo que os valores de referéncia de
qualidade séo fornecidos pelos estados. Para o estado de Sdo Paulo a Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo, CETESB, estabelece os valores de
referéncia de qualidade. Na Tabela 3.6-1 estdo os valores orientadores para

qualidade do solo para os contaminantes[70].

Tabela 3.6-1 - Valores orientadores para qualidade do solo (mg kg™ de peso seco)[70].

Investigacgéo

Elemento  Referéncia de Qualidade  Prevencdo ™ Agricola
Residencial  Industrial

APMax
As 3,5 15 35 55 150
Cd <0,5 1,3 3,6 14 160
Cr 40 75 150 300 400

Pb 17 72 150 240 4400
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Na Tabela 3.6-2 é apresentado,

para cada contaminante,

uma

comparacgdo dos valores internacionais com os valores orientadores para solo

(mg kg™), estabelecidos no Estado de S&o Paulo[71].

Tabela 3.6-2 - Comparacao dos valores orientadores para solos do Estado de Sdo Paulo com os valores
Internacionais[71].

Estado de S&o Paulo EUA Alemanha
Elemento Val. Investigacao Holanda >St Valores Gatilho
(mg kg™) | Ref.de | Prev. P
Qual. Agr | Res Ind 1) Res | Ind. e Res | Parg. | Ind.

As 3,5 15 35 | 55 150 55 0,4 | 3,8 25 | 50 | 125 | 140

Cd <0,5 1,3 3,6 | 14 160 12 78 | 2000 | 10 20 50 60

Cr 40 75 150 | 300 400 380 390 | 200 | 400 | 1000 | 1000

Pb 17 72 150 | 240 | 4400 530 400 | | 200 | 400 | 1000 | 2000

Sao Paulo : Val.Ref.de Qual. — valores de referéncia de qualidade; Prev - prevencéo; (—) néo estabelecido

; Holanda - (1) : Multifuncionalidade; Agr — Agricola; Res- Residencial; Ind — Industrial; Parq.Inf. —

parque infantil; Pag- parque. Valor gatilho (trigger), o qual quando excedido, requer uma investigacdo

caso a caso, considerando os usos do solo mais relevantes, identificando se existe perigo ou contaminacéo

no local.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Preparo do material de referéncia

4.1.1 Obtencao do lote de solo

O solo utilizado neste trabalho foi um solo latossolo vermelho amarelo
distrofico, textura média. Este solo foi artificialmente contaminado com As, Cd,
Cr e Pb em trabalho de doutorado para a producao de material de referéncia de
forrageira, previamente desenvolvido pela Doutora Carla Maira Bossu na
Embrapa Pecuaria Sudeste, junto ao Programa de P6s Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos. Neste solo foi cultivado, em casa de
vegetacdo, a forrageira Brachiaria brizantha Stapf. cv. Marandu. Durante este
experimento, calcério dolomitico (1,43 t ha™*), adubacdo com KCI, superfosfato
simples e os contaminantes Cr, Pb, Cd e As foram adicionados ao solo. Os
contaminantes foram adicionados na forma de solugdes preparadas a partir dos
seguintes sais: Pb(NO3),; Cd(NO3),.4H,0; Na,HAsO,.7H,0 e Cr(NO3)3.9H,0,
com concentragdes finais equivalentes a 5,18; 2,8; 1,87 e 1,30 g/vaso
respectivamente de chumbo, caddmio, arsénio e cromo[54].

Uma porcdo amostrada deste solo foi separada para a execucao de anéalises
fisicas e quimicas no laboratorio de solos da Embrapa Pecuaria Sudeste. As
caracteristicas quimicas do solo foram: pHcacr. = 4,9; pHigua = 5,1; M.O. =28 g
dm?; C.T = 16 g dM™; Preina = 12 Mg dmM™®; Kresina = 2 mmol, dm™®; Ca = 20
mmol, dm™; Mg = 5 mmol, dm™; H+Al = 38 mmol, dm™; AI** = 1 mmol, dm™;
CTC = 65 mmol, dm™; B = 0,26 mg dm®; Cu=0,8 mg dm®; Fe = 20 mg dm?;
Mn = 2,2 mg dm™; Zn = 0,2 mg dm™ [69]. E as caracteristicas fisicas foram:
areia = 637 g kg™; argila = 312 g kg*; e silte = 51 g kg™'[72].
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Conforme o tridngulo de classificacdo textural de solos (Figura 4.1.1-1),
0 solo com essas caracteristicas fisicas possui uma classificacdo franco-argilo-

arenosa[58].

Argilo-
siltosa

Franco-argilo-
arenosa

Franca ,
3 \ Franco-siltosa
Franco-arenosa
Ar\mN S
apJranca
90 80 70 60 50 40 30 20 10
Areia (%)

Siltosa

Figura 4.1.1-1 - Triangulo de classificagdo textural de solos[58].

4.1.2 Pre-tratamento

Amostras de solo provenientes dos diferentes vasos foram coletadas 12
meses apos adicdo dos contaminantes, em um total aproximado de 65 kg, sendo
misturadas e colocadas para secar a temperatura ambiente, sobre uma lona
plastica em casa de vegetacdo na Embrapa Pecuéria Sudeste durante quinze dias
(Figura 4.1.2-1). Apds a secagem, o material foi peneirado em uma peneira de
malha de diametro 2 mm para retirada de resquicios de raizes do cultivo da

forrageira.
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Figura 4.1.2-1 - Secagem do solo a temperatura
ambiente na casa de vegetacao.

4.1.3 Moagem

O material seco foi submetido a moagem em um moinho de almofariz e
pistilo da Marca Retch RM 200 (Alemanha) (Figura 4.1.3-1), com a finalidade
da diminuicdo e o ajuste do tamanho de particulas do material. Para realizar a
moagem utilizaram-se porcbes de 150 g, em um programa com duragdo de 8
min. Essa etapa demandou por volta de 45 dias e foi realizado de forma a evitar
0 aquecimento do moinho devido ao atrito, que poderia causar perdas de
elementos volateis, como o arsénio.

Apols a moagem de todo material, 0 mesmo foi peneirado em uma peneira
de malha de didmetro 600 um em agitador eletromagnético para peneiras da
Marca Bertel (Figura 4.1.3-1). O peneiramento foi realizado em porgdes de 500

gramas em programa com duracdo de 10 min.

Figura 4.1.3-1 - Ajuste do tamanho de particula utilizando o moinho de almofariz e pistilo (A) e
a peneiradora vibratoria (B).
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4.1.4 Homogeneizacao

Para a homogeneizacdo, o material foi separado em quatro baldes
plasticos e homogeneizado em uma betoneira de Marca Metalpama
(Figura 4.1.4-1) com 100 L de capacidade. A betoneira, prépria para misturar
solos, é revestida por resina epoxi inerte para evitar contaminagdes da amostra.
Adicionou-se aproximadamente 45 kg de solo na betoneira, que foi acionada por
15 min. A seguir foram retirados cerca de 20 kg de solo e adicionados mais 20
kg, que foram homogeneizados por mais 15 min. Esse processo foi repetido até
que todo material do balde fosse homogeneizado, contabilizando agitacéo final
de 45 min.

Figura 4.1.4-1 - Homogeneizagdo do material utilizando a betoneira (A) e os baldes
plasticos com o material apds a moagem (B).

4.1.5 Envase

Apbs a homogeneizacdo, o material foi envasado em 645 frascos de
vidro ambar (boca larga) de 150 mL com tampa pléstica de rosca e disco de
polexan interno (Samavidros, Sdo Paulo, SP) previamente descontaminados.
Para a descontaminacdo, os frascos foram lavados e imersos em HNO; 10%
(v/v) e secos em capela de fluxo laminar. O material de solo foi envasado
utilizando uma balanca de Marca Tecnal, sendo adicionado aproximadamente
100 g do material em cada frasco. Os frascos foram nomeados de 1 a 645. Em
seguida as amostras foram encaminhadas ao Instituo de Pesquisa Energéticas e
Nucleares (IPEN) em S&o Paulo, para irradiacdo com raios gama (Co®) (20 - 25

kGy) visando esterilizacdo do material para aumento do seu tempo de prateleira.
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Apos irradiados, separou-se 50 frascos destinados a distribuicdo a laboratérios
colaboradores para a caracterizacdo do material. Os 595 frascos foram sorteados

para os testes de homogeneidade e estabilidade a curto e a longo prazos (Figura
4.1.5-1).

Figura 4.1.5-1 - Envase do material de solo em frascos ambar (A); 50 frascos separados para
distribuicdo aos laboratérios participantes do ensaio colaborativo; Frascos, contendo 100
gramas do material de solo arenoso, rotulados e enumerados (C e D).

4.1.6 Distribuicdo do tamanho de particula
Um dos frascos candidato a MR de solo foi submetido a ensaio de
distribuicdo de particula (Analysette 22 MicroTec Plus, da Fritsch, Alemanha)

no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, na Universidade de Sdo Paulo
(CENA, USP), Piracicaba-SP.
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4.2 Determinacdo da umidade residual

Para a determinacdo da umidade do MR de solo por secagem em estufa,
foram selecionados aleatoriamente 3 frascos (n° 123, 485 e 78). O ensaio
consistiu na secagem do recipiente vazio durante 2 h (em estufa a 105 °C). Em
seguida os recipientes foram retirados da estufa, colocados em dessecador por 1
h e pesados em balanca analitica (precisdo de 0,0001 g - Mettler AE200,
Zurique, Suica). Apbs os recipientes secos e pesados, adicionou-se 1 g de
amostra de cada um dos 3 frascos nos diferentes recipientes e pesou-se
novamente. Foram efetuadas seis repeticbes para cada um dos trés frascos.
Transferiram-se 0s recipientes com as amostras para estufa a 105 °C durante 24
h. As amostras foram retiradas da estufa e colocadas em dessecador por 1 h,
sendo a seguir pesadas[73].

O célculo foi realizado através da Equacéo (4.1):

Umidade (%) zloo_w (4.1)

a = peso do recipiente + amostra seca apds 24 h de estufa
b = peso do recipiente seco apos 2 h de estufa

C = peso da amostra

4.3 Determinacéo dos elementos por espectrometria de emissao

Optica por plasma acoplado indutivamente

4.3.1 Preparo da amostra
Um dos meétodos de decomposicdo de amostras organicas e bioldgicas
mais utilizados é a decomposicdo por via umida. Este método implica no

aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral oxidante concentrado,
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de mistura de &cidos oxidantes ou mistura de um acido oxidante com perdxido
de hidrogénio.

A decomposicdo de amostras de solo com acidos oxidantes concentrados
por meio de radiacdo micro-ondas, utilizando tubos reacionais resistentes a altas
pressdo e temperatura, tem a principal vantagem de ser um método de
dissolucao eficiente e rapido, e que propicia um minimo de contaminacgdo. Além
disso, ndo ha perda por volatilizacdo dos elementos por ser um sistema
fechado[60][74].

Apobs aquecimento, as amostras sdo oxidadas deixando os elementos a
serem determinados na solucdo acida em formas inorgénicas simples e
apropriadas para analisar por ICP OES, técnica em que os limites de deteccéo
sdo limitados pelo sinal do branco de preparo das amostras[60].

Levando-se em conta que alguns analitos a serem determinados no
material possuem carater volatil, a digestdo em sistema fechado é a mais
adequada. E tendo como objetivo o preparo do material de referéncia de solo
mais proximo possivel da realidade dos laboratérios e que seja Util para os
mesmos, o preparo de amostra foi baseado na USEPA 3051[65], como descrito
no item 3.6. Portanto, para as extracOes das amostras foram utilizados
200 + 0,0005 mg de amostra e adicdo de 10 mL + 0,5 mL de &cido nitrico
(14 mol L™). A extracdo foi realizada por radiacdo micro-ondas em sistema
fechado em rotor de 10 frascos de TFM ®(Ethos 1, Millestone, Italia). Os

extratos foram avolumados para 50 mL + 5 mL com agua deionizada.

4.3.2 Quantificacdo dos elementos

A espectrometria de emissao optica com plasma acoplado indutivamente,
ICP OES, consiste na utilizacdo do plasma para ionizagdo e emissdo de luz dos
elementos a serem analisados. No plasma, as amostras transportadas em forma
de aerossol sofrem dessolvatacédo, vaporizacdo, dissociacdo e ionizagdo, com

emissdo de luz (Figura 4.3.2-1). No espectrometro de emissdo, a luz emitida é
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filtrada e as intensidades luminosas sdo medidas, por serem proporcionais as

concentracgdes dos elementos a serem analisados[60,75].

Excitagdo

lons atdémicos S hy
i6nico
lom/;lggn & Tons
(reversivel) excitados
Atomos 3 hv
atdmico
Dissociagio & Atomos
(reversivel) | excitados
Moléculas — hv
gasosas molecular
) . & Moléculas
Volatilizagao ! excitadas
Aerossol

solido/gés
Dessolvatagao B
Spray

Nebulizacio

Solucdo do analito

Figura 4.3.2-1 - Processos que levam & producao de atomos, moléculas e ions em sistemas[75].

Os elementos As, Cd, Pb, Cr, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foram
determinados por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) utilizando um equipamento da THERMO, modelo icap
6000 series dual view, visdo radial e axial, cujos parametros empregados estdo
descritos na Tabela 4.3.2-1.
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Tabela 4.3.2-1 - Parametros instrumentais empregados na analise por ICP OES.

Parametros Instrumentais ICP OES
Poténcia de radio frequéncia 1150 W
Vazéo do nebulizador 0,5 L min™
Vazio do gés do plasma 12,0 L min*
Vazdo do gés auxiliar 0,5 L min™
Nebulizador Concéntrico
Cémara de Nebulizacao Cicldnica
Orientacédo da Tocha Duo (Axial e Radial)
Comprimento de onda nm As 189,0 (Radial)
Ca 422,6 (Axial)
Cd 228,802 (Axial)

Cr 283,5 (Radial)
Cu 224,7 (Radial)
Fe 238,2 (Axial)
K 769,8 (Radial)
Mg 280,2 (Axial)
Mn 259,3 (Radial)
Na 589,5 (Axial)
P 178,2 (Axial)
Pb 220,3 (Axial)
Zn 213,8 (Axial)

4.3.3 Reagentes e solugdes

Para o preparo das solug6es foram utilizados reagentes de grau analitico
e 4gua deionizada a 18 MQ cm™ em sistema Milli-Q® (Millipore). Acido nitrico
(Synth, Diadema, Sado Paulo), usado para as digestdes das amostras foi
previamente purificado por destilacdo abaixo do ponto de ebulicdo utilizando
um destilador de quartzo (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).

As solucBes estoque de todos os elementos foram preparadas a partir da
diluicdo de solugdo padrdo comercial 1000 mg L™ (Quemis, Sdo Paulo, SP,

Brazil).
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4.3.4 Descontaminacéao das vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas no trabalho foram lavadas com detergente
neutro e agua corrente, posteriormente enxaguadas com agua destilada e
colocadas em banho de HNO; 10 % (v/v) por no minimo 24 h. Depois as
vidrarias foram enxaguadas com agua deionizada e levadas para secar em uma

capela de fluxo laminar.

4.4 Estimativa da massa minima da amostra candidata a material

de referéncia

A ABNT ISO GUIA 34[11], recomenda estabelecer a massa minima
para a utilizacdo do material candidato a material de referéncia. Analisando um
intervalo de massa diferente da amostra, pode-se estimar a massa minima do
material. Portanto para o estudo da massa minima, selecionou-se aleatoriamente
1 frasco (frasco n° 70), para determinar As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
P, Pb e Zn. Foram avaliadas massas de 100, 200 e 300 mg. A anélise foi
realizada em triplicata para cada massa com a adicdo de 10 mL de HNO;
concentrado conforme a USEPA 3051. Apo0s a extracdo, as amostras foram
diluidas para 50 mL com agua deionizada e os analitos foram quantificados
utilizando os pardmetros do ICP OES apresentados na Tabela 4.3.2-1.

A repetitividade do método foi avaliada através do desvio padrdo
relativo, RSD. Para se avaliar a existéncia de diferencas significativas entre 0s
resultados obtidos nas diferentes massas utilizou-se a analise de variancia,
ANOVA.
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4.5 Estimativa da homogeneidade da amostra candidata a

material de referéncia

O teste de homogeneidade é crucial no processo de certificacdo do
material de referéncia, pois garante que as amostras poderdo ser tomadas de
embalagens diferentes (frascos, pacotes, etc.).

Conforme descrito na ISO GUIDE 35[19], para o estudo da
homogeneidade deve ser selecionado aleatoriamente um subconjunto entre 10 a
30 unidades do lote produzido. Portanto, 12 frascos do lote de 645 frascos foram
selecionados aleatoriamente utilizando-se a ferramenta de nimeros aleatorios do
programa do Microsoft Office Excel®. Os frascos selecionados foram 56, 70,
72,78, 84, 89, 95, 103, 123, 132, 142, 147. A analise foi realizada em triplicata,
utilizando-se uma massa de 200 mg com a adicdo de 10 mL de HNO;
concentrado, conforme descrito no item 4.3.1. Ap0s a extracdo, as amostras
foram diluidas para 50 mL com agua deionizada e os elementos As, Ca, Cd, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb e Zn foram quantificados utilizando os parametros
do ICP OES apresentados na Tabela 4.3.2-1.

Utilizou-se o tratamento estatistico de analise de variancia ANOVA para

determinar a variabilidade dos resultados obtidos.

4.6 Estimativa da estabilidade da amostra candidata a material

de referéncia
A estabilidade dos materiais de referéncia € um requisito essencial.
Espera-se que os materiais de referéncia tenham uma longa vida de prateleira,
resistindo a degradacdo devido a fatores como luz, oxidacdo, acdo de micro-
organismos, etc. Para isso existem dois tipos de estabilidade a serem
considerados na certificagdo de materiais de referéncia: a estabilidade a longo
prazo (que simula o tempo de prateleira) e a estabilidade a curto prazo (que

simula a estabilidade do material durante as condigdes de transporte)[11].



CAPITULO 4 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 62

O tratamento estatistico do estudo de estabilidade do candidato a MR foi

avaliado pelo tratamento estatistico de analise de variancia ANOVA.

4.6.1 Estabilidade a curto prazo

No teste de estabilidade a curto prazo, o objetivo do estudo é verificar se
existe alguma alteracdo na caracteristica do material sobre condicdo de
armazenamento que nédo sejam as ideais, simulando uma condicdo de transporte,
por exemplo.

Para este estudo trés frascos do material de solo candidato a MR foram
escolhidos aleatoriamente os frascos n° 228, 286, 372, utilizando-se a
ferramenta de nimeros aleatorios do programa do Microsoft Office Excel®. Os
frascos foram submetidos a temperatura e umidade relativa extremas, durante 30
dias, dentro de um aparato. Trata-se de um vidro de boca larga com tampa, onde
dentro dele foi colocado agua e quatro vidros com agua para amparar os frascos
sorteados para o teste. A agua garantiu a umidade relativa de 100%. O aparato
com os frascos foi colocado dentro de estufa com temperatura controlada, como
indicado na Figura 4.6.1-1.

A temperatura e a umidade foram monitoradas todos os dias, sendo
estabelecidos temperatura média de 37 °C e umidade relativa de 100%. Apds o
tempo de exposicao as condicdes extremas de temperatura e umidade relativa, os
teores de As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Pb foram determinados em
triplicata, para cada frasco em estudo, conforme procedimentos descritos nos
itens 4.3.1e4.3.2.

Figura 4.6.1-1 - Procedimento para realizar o estudo da estabilidade a curto prazo no material de solo
candidato a MR.
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4.6.2 Estabilidade a longo prazo

A estabilidade a longo prazo, assim como o teste de homogeneidade ¢
crucial no processo de certificacdo do material de referéncia. O teste ira garantir
qual periodo para o qual os valores certificados estdo garantidos, ou seja, 0 seu
tempo de prateleira.

Para realizar este teste, 3 frascos (n° 536, 485, 623) foram sorteados
aleatoriamente, armazenados a temperatura ambiente e, a cada 2 meses, por um
periodo de 6 meses, foi realizada a quantificacdo dos analitos em estudo, em

triplicata, como indicado na Figura 4.6.2-1.

A cada 2 meses
foi realizada uma
quantificacao dos

elementos

Figura 4.6.2-1 - Procedimento para realizar o estudo da estabilidade a longo prazo no material de solo
candidato a MR.

4.7 Ensaio colaborativo

A ISO GUIDE 35 estabelece quatro abordagens tecnicamente validas
para caracterizar o material de referéncia. Tais abordagens incluem a realizagédo
de medicdes empregando-se: um método Unico, primario, definitivo em um
unico laboratorio; por dois ou mais métodos de referéncia independentes em um
laboratorio; por uma rede de laboratorios qualificados que utilizam um ou mais
métodos de exatiddo demonstravel; uma abordagem de método especifico
(estudo interlaboratorial) que fornega apenas valores de propriedades avaliados

para este método[19].
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Neste trabalho foi empregado o método especifico, atraves do ensaio
colaborativo, que ira fornecer valores de propriedades avaliados e quando
possivel, diferentes técnicas analiticas.

Tendo em vista que o ensaio colaborativo é essencial para estabelecer o
valor de propriedade dos elementos do material candidato a material de
referéncia, o material candidato foi enviado para 21 laboratérios que se
disponibilizaram a realizar as analises. Cada laboratério recebeu um frasco
contendo 100g do material candidato, sendo que nove laboratdrios enviaram 0s
resultados, entre eles empresas da iniciativa privada, instituicdes de pesquisa
estatais e de ensino superior (Tabela 4.7-1).

Os frascos contendo o material de solo candidato a material de referéncia
foram distribuidos durante 0 4° e 0 5° Workshop “Ensaio de Proficiéncia para
Laboratdrios de Nutricdo Animal — EPLNA, realizados na Embrapa Pecuaria
Sudeste em S&o Carlos, SP e pelo correio, a laboratorios de competéncia
demonstrada que demonstraram interesse em participar do ensaio colaborativo.

Foi sugerido determinar os elementos que normalmente sdo analisados
em seus laboratorios e requisitado que realizassem seis determinacdes de cada
elemento.

O tratamento dos resultados do ensaio colaborativo foi feito com o
emprego de diversas ferramentas estatisticas como o teste de Grubbs, teste de
Cochran, indice Z e a analise de variancia ANOVA.

As técnicas analiticas que foram utilizadas para a determinacdo dos
elementos de interesse nos laboratorios que efetivamente participaram do ensaio
colaborativo enviando os resultados foram FAAS, ICP OES, GF AAS, INAA e
espectrofotométrico. Para o preparo de amostras, os laboratérios participantes
utilizaram radiacdo micro-ondas (sistema fechado), exceto para a técnica de

analise por ativacdo neutrénica instrumental.
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Tabela 4.7-1 - Laboratorios participantes do ensaio colaborativo.

Laboratorio Exata
CBO Assessoria e Analises
CENA - USP / Piracicaba - SP
Embrapa Solos
Embrapa Milho e Sorgo
Embrapa Pecuaria Sudeste
Instituo Agronémico - IAC
IPEN — CNEN/SP

Universidade Federal de Sdo Carlos- Campus Araras
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Limite de deteccdo e quantificacao

O limite de deteccdo (LoD) equivale a menor concentracdo do analito de
interesse que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado. O
limite de quantificacdo (LoQ) é definido como a menor concentracdo do analito
que pode ser quantificada na amostra, com exatid@o e precisdo aceitaveis, sob as
condicOes experimentais adotadas. O LoD e o LoQ podem ser estimados por
meio do sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos estatisticos[76]. Foram

utilizados os seguintes calculos dos limites de LoD e LoQ[77]:

LoD - (3% RSDB = BEC) (5.1)
100
(10x RSDB x BEC)
LoQ =
Q 100 (5.2)

Onde o BEC ¢ calculado da seguinte forma:

_(CHxIB)

BEC = B) (5.3)

Onde:

CH é a concentracdo da solucéo de referéncia mais concentrada
IB é a intensidade do branco analitico

IH ¢ a intensidade de emissao da referéncia mais concentrada
RSDB € o desvio padréo relativo do branco analitico

BEC ¢ a intensidade do sinal de fundo
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Os limites de deteccdo e quantificagdo calculados com base nas
Equacdes (5.1 a 5.3), bem como a curva analitica, estdo apresentados na
Tabela 5.1-1. A correlacdo linear apresentou-se proxima a 0,999 para todos 0s

elementos estudados.

Tabela 5.1-1 - Limites de deteccéo, quantificacéo, faixa linear, comprimento de onda e orienta¢do da tocha
na determinacéo dos elementos As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb e Zn, no solo candidato a
MR por ICP OES.

Curva Comprimento ) .
Elemento Analitica -ob LoQ de onda Orientagao
. (mgkg?) (mg kg™ da tocha
(mg kg™) (nm)

As 0,01-25 0,014 0,048 189,0 Radial
Ca 0,01-25 0,035 0,117 4226 Axial
Cd 0,01-25 0,0003 0,001 228,8 Axial
Cr 0,01-25 0,005 0,017 283,5 Radial
Cu 0,01-25 0,003 0,009 2247 Radial
Fe 50 - 400 0,048 0,161 238,2 Axial
K 0,01-25 0,006 0,019 769,8 Radial
Mg 0,01-25 0,003 0,010 280,2 Axial
Mn 0,01-25 0,0009 0,003 259,3 Radial
Na 0,01-25 0,018 0,062 589,5 Axial
P 0,01-25 0,002 0,008 178,2 Axial
Pb 0,01-25 0,001 0,004 220,3 Axial
Zn 0,01-25 0,004 0,015 213,8 Axial

Foram escolhidas trés linhas de emissdo no ICP OES para cada
elemento, sendo definido para os estudos futuros as linhas que apresentaram os
melhores valores de recuperacdo em relagcdo ao material de referéncia certificado
de solo (San Joaquin Soil — NIST 2709 A) (Tabela 5.1-2). A carta de
certificacdo fornecida pelo NIST se referem aos teores totais dos analitos. Os
resultados apresentados obtidos pelo método 3051 sao fornecidos como “valores

informativos”.
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Na Tabela 5.1-2 sdo apresentados os resultados obtidos, os quais se
apresentaram dentro do intervalo do valor informativo para As, Cd, K, Mn e Pb,
garantindo assim uma boa precisdo nos resultados. Para P (cujo valor ndo consta
no certificado), para os elementos Cr, Cu, Fe, Na e Zn (cujos valores obtidos
foram superiores aos indicados) e Ca e Mg (cujo valores obtidos foram menores
ao indicados), as linhas escolhidas foram as que apresentaram 0S menores

valores de coeficiente de variagéo.

Tabela 5.1-2 - Média das concentracdes, obtidas por ICP OES, para o material de referéncia certificado de
San Joaquin Soil (NIST 2709A) (n=3).

Determinado + DP

Elemento 1 Valor Informativo Extraivel (mg kg™)
(mg kg™)
As 6,6 £0,5 6,4 -10
Ca 8287 £ 76 12000 - 14000
Cd 0,47 £ 0,01 0,33-0,66
Cr 76+2 46 — 67
Cu 37+04 24 - 28
Fe 30338 + 408 22000 - 26000
K 3487 + 64 2600 - 4000
Mg 1126 + 27 9700 - 11000
Mn 444 + 3 380 — 450
Na 639+5 460- 610
P 738+ 14 ---
Pb 8,4+0,2 8,1-11
Zn 88+0,6 69 — 87

5.2 Distribuicdo do tamanho de particula

Na Figura 5.2-1 apresenta-se o perfil de distribuicdo granulométrica
tipica do material de solo candidato a material de referéncia. Observa-se apenas
um pico na curva, isto significa que a distribuicdo do tamanho de particula do
material tem uma distribuicdo homogénea. Este resultado ¢ muito importante,

pois distribuicdes granulométricas multimodais podem inviabilizar a
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homogeneidade do material candidato a MR. O estudo mostrou que 90% das

particulas apresentavam granulometria inferior a 390 pum.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Frequéncia, %
Distribuicdo acumulada, %

1 10 100 1.000

Tamanho de Particula (um)

Figura 5.2-1 - Curva da distribuicdo granulométrica do material de solo candidato a material de
referéncia.

5.3 Determinacéo da umidade residual

O teor de umidade residual do material de solo foi determinado em
amostra de massa aproximada de 1 g apds secagem em estufa a 105°C por 24h.
Foi observado resultado médio de 1,07+£0,23 (n=18). Na Tabela 5.3-1 é
apresentada a umidade residual realizado em trés frascos do material de solo

candidato MR.

Tabela 5.3-1 - Umidade residual ao candidato MR de solo determinado em estufa a 105°C por 24 h.

Frasco Umidade®, % Numero de Determinacgdes
123 1,14 + 0,37 6
485 1,00 £ 0,08 6
78 1,07+ 0,15 6
Média final 1,07+0,23 18

®média e desvio padréo
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5.4 Estudo da massa minima da amostra candidato a material de

referéncia

Na Tabela 5.4-1 sdo apresentados os resultados da média das

concentragdes obtidos por ICP OES a partir de diferentes massas de amostra

(100 mg, 200 mg e 300 mg), em triplicata.

Tabela 5.4-1 - Fragdes de massa de As, Cd, Cr, Pb, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn obtidas nas por¢des
amostradas em digestdo em micro-ondas com cavidade (n=3).

100 mg 200 mg 300 mg
Elementos Média + RSD Média + RSD Média + RSD
Desvio % Desvio % Desvio %
As (mg kg™ 62,91 +2,25 358 59,32+093 156 5959+1,71 2,87
Ca(mgkg?) 321,73+1361 4,23 32813+926 282 31457286 0,91
Cd (mg kg'l) 89,84 + 2,89 3,21 94,40 + 2,88 3,05 94,10 + 3,48 3,69
Cr (mg kg™ 16191+4,18 458 158,18+297 188 158,82+399 251
Cu(mgkg?)  1059+034 32  11,03+041 371 1047+0,48 455
Fe (g kg™?) 6292+150 2,38 6102+074 121 5921+593 10,01
K (mg kg'l) 249,38 +14,66 588 24401+6,64 2,72 246,291,777 4,48
Mg (mgkgl) 37322+935 251 362,14+20,05 554 36503+6,89 1,89
Mn(mgkg?) 15459+229 148 15352+059 039 151,38+045 03
Na(mgkg) 77,27+0,75 097 7821+121 155 7601+159 21
P (mg kg'l) 243,19+0,93 0,38 241,21+397 164 23819+282 118
Pb (mg kg™ 172,41 +4,02 2,33 168,73 +2,47 146 16541+494 299
Zn(mgkg?) 1484+148 996 1586+027 1,68 1524+113 7,44

Foi realizada a analise de variancia ANOVA de fator Unico dentro de um

intervalo de confianca de 95% (a = 0,05) para avaliar se existem diferencas

entre as trés massas amostradas. Na Tabela 5.4-2 sdo apresentados os dados

estatisticos da variancia ANOVA. Para avaliacdo comparou-se 0 valor de Feiico

em relacdo ao valor do Fgcuiado para cada elemento. Observou-se que ndo houve
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diferencga estatistica entre as trés massas, ou seja, 0 Feacuado fOI menor que o
Feritico-

Uma vez que ndo existem diferencas significativas entre os resultados
obtidos pelas diferentes massas originalmente avaliadas, foi definida a
quantidade que resultou no menor desvio padrdo relativo (RSD). Dessa forma,
foi estabelecida a massa de 200 mg para os estudos futuros, sendo obtidos 0s
menores desvios para As, Cd, Cr, Fe, K, Pb e Zn.

E importante lembrar que, segundo a norma ABNT ISO GUIA 33,
conveém que o usuario esteja ciente que a utilizacdo de uma porcao de ensaio que
ndo atenda ou que exceda aquela especificada pode aumentar significativamente
a contribuicdo da ndo homogeneidade do MRC para a incerteza da propriedade
especificada, até o ponto em que os pardmetros estatisticos da certificagdo nao

sdo mais validos.

Tabela 5.4-2 — Dados da ANOVA fator Unico para a estimativa da massa minima da amostra candidato a
material de referéncia.

Elemento Fonte de 50 d MO F Valor- F
variacgao calculado p critico
Entre Frascos 23,97 2 11,98 4,06 0,08 5,14
As Dentre Frascos 17,69 6 2,94
Total 41,66 8
Entre Frascos 276,29 2 138,14 1,48 0,30 5,14
Ca Dentre Frascos 558,53 6 93,08
Total 834,82 8
Entre Frascos 39,04 2 19,52 2,04 0,21 5,14
Cd Dentre Frascos 57,43 6 9,57
Total 96,47 8
Entre Frascos 23,93 2 11,96 0,85 0,47 5,14
Dentre Frascos 84,39 6 14,06
o Total 108,33 8
Entre Frascos 0,51 2 0,25 1,50 0,30 5,14
Cu Dentre Frascos 1,02 6 0,17
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Total 1,53 8
Entre Frascos 20,67 E+06 2 10,34 E+06 0,82 0,48 5,14
Dentre Frascos 75,77 E+06 6 12,63 E+06
e Total 96,45 E+06 8
Entre Frascos 43,69 2 21,84 0,16 0,85 5,14
K Dentre Frascos 795,44 6 132,57
Total 839,14 8
Entre Frascos 197,87 2 98,93 0,55 0,60 5,14
Mg Dentre Frascos 1073,41 6 178,90
Total 1271,28 8
Entre Frascos 15,96 2 7,98 4,14 0,07 5,14
Mn Dentre Frascos 11,58 6 1,93
Total 27,54 8
Entre Frascos 7,33 2 3,68 2,40 0,17 5,14
Na Dentre Frascos 9,15 6 1,52
Total 16,49 8
Entre Frascos 43,69 2 21,84 0,16 0,85 5,14
P Dentre Frascos 795,44 6 132,57
Total 839,14 8
Entre Frascos 73,70 2 36,85 2,37 0,17 5,14
Pb Dentre Frascos 93,19 6 15,53
Total 166,89 8
Entre Frascos 1,58 2 0,79 0,67 0,55 5,14
Zn Dentre Frascos 7,08 6 1,18
Total 8,66 8

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; *Fcritico para a = 0,05

5.5 Estimativa da homogeneidade da amostra de solo candidata a

material de referéncia
O estudo de homogeneidade entre frascos € utilizado para se garantir que
ndo h& variacdo nas propriedades de interesse ao longo do lote de frascos do

material, sendo também utilizado na estimativa da contribuicdo da
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heterogeneidade residual para a incerteza dos valores certificados. A incerteza
do valor certificado em funcdo da heterogeneidade residual deve ser pequena ou
desprezivel se comparadas as representadas pela estabilidade e pela
caracterizacdo do material, visto que o teste de homogeneidade é uma das etapas
mais importantes de um trabalho de desenvolvimento de materiais de referéncia,
pois certifica a confiabilidade de qualidade ao material de referéncia.

Para avaliar se ha ou ndo homogeneidade dos elementos no lote do
material de solo candidato a material referéncia foi utilizado ANOVA fator
unico no nivel de significancia de 5% (o = 0,05) como ferramenta
estatistica[19]. A ANOVA verifica se ha diferencas significativas nas
concentracdes dos elementos ao longo dos frascos, por meio do teste F. Portanto
quando 0 Feaculado fOr menor que o Feitico, aceita-se que ha homogeneidade entre
as amostras em um nivel de confianca de 95%. A Tabela 5.5-1 mostra os dados
da ANOVA fator tnico no nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Foi realizado o teste de Grubbs para exclusdo de outliers. Entretanto, a
um nivel de 95% de confianca, nenhum frasco foi considerado outlier, ou seja,
nenhum frasco foi retirado para o teste de homogeneidade interamostral, porém,
algumas réplicas foram consideradas outlier para os analitos Cd, Pb e Mn.,

O teste de Grubbs (G) (Equacédo (5.4)) foi determinado por meio da
razdo entre a diferenca de cada resultado (x;) com a média de todos os resultados
(X)) em relagdo ao desvio padrdo (s). Se o valor de “G” é maior que o valor
critico correspondente a valores tabelados o valor suspeito é considerado como
outlier a um nivel de significancia de 95%

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl1.cfm)[78].

(5.4)
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Tabela 5.5-1 — Dados da ANOVA fator Unico para o estudo de homogeneidade entre os frascos da amostra
de solo candidata a MR.

Fonte de F Valor- Fe
Elemento _ SQ al MQ ]
variacgao calculado p critico
Entre Frascos 59,20 11 5,38 0,84 0,60 2,22
As Dentre Frascos 153,20 24 6,38
Total 212,40 35
Entre Frascos 5334,52 11 484,96 0,83 0,62 2,22
Ca Dentre Frascos 14090,12 24 587,09
Total 1942464 35
Entre Frascos 225,93 11 20,54 2,13 0,06 2,26
Cd Dentre Frascos 212,01 22 9,64
Total 437,94 33
Entre Frascos 408,84 11 37,17 0,70 0,72 2,22
Dentre Frascos 1267,84 24 52,83
o Total 1676,68 35
Entre Frascos 5,47 11 0,50 1,42 0,23 2,22
Dentre Frascos 8,38 24 0,35
e Total 13,85 35
Entre Frascos 25,73 E+06 11 23,39 E+05 1,79 0,11 2,22
Dentre Frascos 31,43 E+06 24 13,09 E+05
e Total 57,16 E+06 35
Entre Frascos 1160,87 11 105,53 0,83 0,61 2,22
K Dentre Frascos 3041,49 24 126,73
Total 4202,36 35
Entre Frascos 3619,77 11 329,07 0,42 0,93 2,22
Mg Dentre Frascos 18804,13 24 783,51
Total 2242390 35
Entre Frascos 1025,81 11 93,26 2,10 0,07 2,26
Mn Dentre Frascos 975,13 22 44,32
Total 2000,94 33
Entre Frascos 201,92 11 18,36 1,20 0,34 2,22
Na Dentre Frascos 367,65 24 15,32
Total 569,57 35
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P Entre Frascos 1316,12 11 119,65 1,81 0,11 2,22
Dentre Frascos 1590,13 24 66,26
Total 2906,25 35
Pb Entre Frascos 734,69 11 66,79 1,89 0,10 2,26
Dentre Frascos 779,11 22 35,41
Total 1513,79 33
Zn Entre Frascos 37,28 11 3,39 6,08 0,0001 2,22
Dentre Frascos 13,39 24 0,56
Total 50,67 35

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; *Fcritico para a = 0,05

Dessa forma, considera-se valor critico de Fy; 24 (a0 = 0,05) = 2,22, para
os analitos As, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn e o valor critico de Fy; 5
(0. = 0,05) = 2,26, para os analitos Cd, Pb e Mn. E possivel observar na Tabela
5.5-1 que os analitos As, Cd, Cr, Pb, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e P, néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas podendo serem considerados
homogéneos nos frascos do material candidato a MR de solo. Para o0 Zn houve
diferenga estatistica significativa e, dessa forma, o material ndo foi considerado

homogéneo para esse analito (Feacutado > Feritico (6,08>2,22)).

5.6 Estimativa da estabilidade da amostra de solo candidato a

material de referéncia

5.6.1 Estabilidade a curto prazo

A sequir sdo apresentadas as Figura 5.6.1-1 a Figura 5.6.1-12, que
representam os resultados referentes as réplicas (n=3) de cada frasco em estudo,
juntamente com o frasco controle para As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P
e Pb. Os frascos controle foram analisados antes de serem submetidos as

condicdes extremas de temperatura e umidade.
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Figura 5.6.1-1 — Estabilidade a curto prazo para arsénio.
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Figura 5.6.1-2 - Estabilidade a curto prazo para célcio.
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Figura 5.6.1-3 - Estabilidade a curto prazo para cadmio.
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Figura 5.6.1-4 - Estabilidade a curto prazo para cromo.
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Figura 5.6.1-5 - Estabilidade a curto prazo para cobre.
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Figura 5.6.1-6 - Estabilidade a curto prazo para ferro.
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Figura 5.6.1-7 - Estabilidade a curto prazo para potéassio.
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Figura 5.6.1-8 - Estabilidade a curto prazo para magnésio.
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Figura 5.6.1-9 - Estabilidade a curto prazo para manganés.
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Figura 5.6.1-10 - Estabilidade a curto prazo para sodio.
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Figura 5.6.1-11 - Estabilidade a curto prazo para fésforo.
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Figura 5.6.1-12 - Estabilidade a curto prazo para chumbo.

Controle frasco 1
Frasco 1
Controle frasco 2
Frasco 2
Controle frasco 3
Frasco 3

Controle frasco 1
Frasco 1
Controle frasco 2
Frasco 2
Controle frasco 3
Frasco 3



CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSOES 83

Graficamente, ndo sdo observadas diferencas discrepantes entre as
concentracdes dos elementos estudados nos frascos que foram submetidos a
37°C e 100% de umidade relativa em relacdo ao frasco controle para a maioria
dos elementos, exceto para céalcio, quando foram observadas diferencas nos
frascos 2 e 3. Porém estatisticamente o Ca foi considerado estavel. Para avaliar a
estabilidade a curto prazo dos elementos do material de solo candidato a
material referéncia foi utilizado ANOVA fator Gnico no nivel de significancia de

95% (o= 0,05) como ferramenta estatistica, como indicado na Tabela 5.6.1-1.

Tabela 5.6.1-1- Dados da ANOVA fator Gnico dos frascos armazenados a 37°C e UR de 100% por um
meés, para o estudo de estabilidade a curto prazo da amostra de solo candidata a MR.

Elemento Fonte de 50 d MO F Valor- F
variacao calculado p critico
Entre Frascos 60,58 5 12,11 1,02 0,45 3,11
As Dentre Frascos 142,43 12 11,86
Total 203,01 17
Entre Frascos 3951,04 5 790,20 2,88 0,06 3,11
Ca Dentre Frascos 3294,30 12 274,52
Total 7245,35 17
Entre Frascos 419,36 5 83,87 2,47 0,09 3,11
Cd Dentre Frascos 406,68 12 33,89
Total 826,05 17
Entre Frascos 258,77 5 51,76 0,97 0,47 3,11
Dentre Frascos 641,50 12 53,45
o Total 900,28 17
Entre Frascos 7,04 5 1,40 0,94 0,49 3,11
Dentre Frascos 17,96 12 1,49
cv Total 25,01 17
Entre Frascos 16,39 E+06 5 32,77 E+05 1,31 0,32 3,11
Dentre Frascos 30,12 E+06 12 25,10 E+05
e Total 46,59 E+06 17
K Entre Frascos 595,37 5 119,07 0,62 0,69 3,11

Dentre Frascos 2309,80 12 192,48
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Total 2905,18 17
Entre Frascos 4637,74 5 927,54 2,57 0,08 3,11
Mg Dentre Frascos 4338,29 12 361,52
Total 8976,04 17
Entre Frascos 118,65 5 23,73 0,36 0,87 3,11
Mn Dentre Frascos 800,89 12 66,74
Total 919,54 17
Entre Frascos 197,22 5 39,44 2,30 0,11 3,11
Na Dentre Frascos 205,78 12 17,14
Total 403,00 17
P Entre Frascos 441,31 5 88,26 0,58 0,71 3,11
Dentre Frascos 1813,88 12 151,15
Total 2255,20 17
Pb Entre Frascos 496,87 5 99,37 1,20 0,37 3,11
Dentre Frascos 992,37 12 82,69
Total 1489,24 17

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; *Fcritico para a = 0,05

Ao se verificar os valores estatisticos da ANOVA dos frascos
armazenados a temperatura de 37°C e umidade relativa de 100% em relagédo ao
frasco controle mantido a temperatura de 25°C apresentada na Tabela 5.6.1-1,
observou que 0 Fiico foi maior que Fegyeuado Para os elementos As, Cd, Cr, Pb,
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e P, considerando-se valor critico de
Fs. 1o (0 =0,05)=3,11.

Dessa forma, o teste mostrou que, no nivel de confianca 95%, ndo houve
diferencas estatisticas significativas, podendo ser considerados estaveis nas
condicOes avaliadas no estudo para os analitos As, Cd, Pb, Ca, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na e P. Portanto, o material é estavel o suficiente para ser transportado

sem alteracGes significativas na composi¢do quimica do material.
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5.6.2 Estabilidade a longo prazo

A seguir sdo apresentadas as Figura 5.6.2-1 a Figura 5.6.2-12, que
indicam os resultados referentes as réplicas de cada frasco (n=9) para As, Ca,
Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Pb ao longo dos 6 meses de estudo.
Graficamente ndo foi observada tendéncia na inclinagdo da reta para a maioria
dos elementos, tendo um R? muito pequeno, mostrando que as amostras
permaneceram estaveis ao longo do periodo de estudo quando comparado com
os valores obtidos pela amostra controle. O calcio apresentou uma tendéncia na
concentracdo que pode ter sido devido a contaminagdo nos meses 2, 4 e 6 ou um
problema na metodologia no inicio do estudo, porém estatisticamente foi

considerado estavel.
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o
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| - 2 =
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§ J
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O
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0 T T T T T T T
0 2 4 6

Meses

Figura 5.6.2-1 - Estabilidade a longo prazo para arsénio.
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Figura 5.6.2-2 - Estabilidade a longo prazo para calcio.
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Figura 5.6.2-3 - Estabilidade a longo prazo para cadmio.
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Figura 5.6.2-4 - Estabilidade a longo prazo para cromo.
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Figura 5.6.2-6 - Estabilidade a longo prazo para ferro.
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Figura 5.6.2-7 - Estabilidade a longo prazo para potassio.
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Figura 5.6.2-8 - Estabilidade a longo prazo para magnésio.
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Figura 5.6.2-9 -Estabilidade a longo prazo para manganés.
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Figura 5.6.2-10 - Estabilidade a longo prazo para sédio.
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Figura 5.6.2-11 - Estabilidade a longo prazo para fdsforo.
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Figura 5.6.2-12 - Estabilidade a longo prazo para chumbo.
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Os resultados do teste da ANOVA, apresentados na Tabela 5.6.2-1,

mostraram que para todos o0s elementos estudados, Fiico foi maior que Feaculados

e o valor de p, maior que 0,05.

Dessa forma, o teste mostrou que, no nivel de confianca 95%, ndo houve

diferencas estatisticas significativas entre as concentracfes para As, Cd, Cr, Pb,

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e P ao decorrer dos meses de estudo.

Tabela 5.6.2-1 - Dados da ANOVA fator Gnico para o estudo de estabilidade a longo prazo da amostra de

solo candidata a MR.

Fonte de F Valor-  F?
Elemento ) SQ g.l. MQ .
variagao calculado p critico
Entre Frascos 41,45 8 5,18 1,52 0,20 2,31
As Dentre Frascos 92,23 27 3,41
Total 133,69 35
Entre Frascos 4540,23 8 567,53 0,40 0,91 2,32
Ca Dentre Frascos ~ 37155,42 26 1429,05

Total

4169566 34
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Entre Frascos 54,84 8 6,85 0,64 0,73 2,32
cd Dentre Frascos 277,21 26 10,66
Total 332,05 34
Entre Frascos 527,72 8 65,96 1,32 0,28 2,31
Dentre Frascos 1350,75 27 50,02
o Total 1878,47 35
Entre Frascos 19,09 8 2,38 0,74 0,66 2,31
Dentre Frascos 87,00 27 3,22
e Total 106,10 35
Entre Frascos 10,51 E+06 8 13,14 E+05 1,06 0,42 2,31
Dentre Frascos 33,60 E+06 27 12,45 E+05
e Total 4411 E+06 35
Entre Frascos 1467,78 8 183,47 0,96 0,49 2,32
K Dentre Frascos 4991,48 26 191,98
Total 6459,27 34
Entre Frascos 4868,55 8 608,56 1,15 0,38 2,45
Mg Dentre Frascos 10602,20 20 530,11
Total 15470,76 28
Entre Frascos 276,61 8 34,57 0,92 0,51 2,31
Mn Dentre Frascos 1010,18 27 37,41
Total 1286,80 35
Entre Frascos 535,12 8 66,89 1,06 0,42 2,40
Na Dentre Frascos 1386,29 22 63,01
Total 1921,42 30
5 Entre Frascos 4297,24 8 537,15 0,68 0,71 2,36
Dentre Frascos ~ 19085,56 24 795,23
Total 23382,80 32
Pb Entre Frascos 315,66 8 39,45 1,53 0,19 2,32
Dentre Frascos 670,32 26 25,78
Total 985,99 34

SQ: Soma Quadraética; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; *Fcritico para a = 0,05
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A 1SO GUIDE 35[19], estabelece que o elemento é estavel se a
inclinacdo da reta for menor que o produto entre o teste t e 0 desvio padréo da
inclinacdo da reta. Na Tabela 5.6.2-2, estdo os valores da inclinacdo da reta (by)
e 0 produto do desvio padrdo com o teste t de Student (togs, n-2) . S(b1)),
calculados por meio das Equacoes (5.5 a 5.8).

Se a condigdo |bi|<(tpesnz . S(b1)) for confirmada, nenhuma
instabilidade ser4d observada. Analisando os resultados da Tabela 5.6.2-2
concluiu-se que todos os elementos estudados atenderam a condicdo de
Ib1|< (to.95n-2) - S(b1)), portanto séo estaveis no nivel de confianga de 95%. O
material de solo candidato a material de referéncia é suficientemente estavel
para ser armazenado a temperatura ambiente, sem alteracdes significativas na

composicdo dos elementos estudados neste trabalho.

b, =Y —-b X (5.5)

> (%, - X001, -7

b, ==— — (5.6)
Z(Xi—X)Z

, Z(Yi_bo_blxl)z

§* == — (5.7)

s(by) = - ——=—— (5.8)
Z(Xi—Y)Z

Onde:

X — refere-se aos meses de duracgéo do teste

Y — refere-se a concentracdo do analito



CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

94

Tabela 5.6.2-2 - Teste t para os resultados obtidos por ICP OES no estudo de estabilidade a longo prazo.

Elementos | byl to95,n-2. S(01)
As 0,27 0,96
Ca 11,48 22,64
Cd 0,55 1,99
Cr 0,22 3,23
Cu 0,46 0,98
Fe 112,63 741,22
K 0,96 1,57
Mg 2,69 12,84
Mn 0,004 2,04
Na 1,08 6,05
P 10,16 10,35
Pb 0,48 0,51

5.7 Ensaio colaborativo

A amostra candidata a material de referéncia de solo foi distribuida a

cada um dos laboratorios participantes, os quais deveriam determinar 0s

elementos que fossem de sua capacidade de acordo com os métodos utilizados

na rotina de seus préprios laboratorios, com seis repeticdes. Dos 21 laboratorios

que receberam a amostra, nove enviaram o0s resultados, com o0s seguintes

métodos de preparo e quantificacdo dos elementos:

Laboratorio 1 — Método 3051; ICP OES

Laboratorio 2 — Método 3051; FAAS (Ca; Mg; K; Fe; Mn; Zn; Na; Cu);
GFAAS ( As, Cd, Pb); Espectrofotométrico (P)

Laboratério 3 — Método 3051; ICP OES
Laboratorio 4 — Agua régia; ICP OES

Laboratorio 5 — Método 3051; ICP OES
Laboratorio 6 — Método 3051; ICP OES
Laboratério 7 — Método 3051; ICP OES
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e Laboratério 8 — INAA
e Laboratorio 9 — INAA

Analisando os dados reportados pelos laboratérios, nota-se que, embora
cada laboratério tenha feito as quantificacbes de acordo com os procedimentos
utilizados em sua rotina, h4 uma convergéncia entre os resultados. O importante
é observar que a maioria dos laboratdrios realizou a extracdo de acordo com o
descrito na norma USEPA 3051. Assim, apenas os dois laboratérios que
apresentaram os resultados por anélise por ativacdo neutrbnica, foram avaliados
separadamente, por representar os teores totais.

Nas Tabela 5.7-1 e Tabela 5.7-2 séo reportados os dados obtidos das seis

repeticdes de cada laboratdrio participante.
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Tabela 5.7-1 - Resultados obtidos pelos participantes do ensaio colaborativo para caracterizacdo do
material candidato a material de referéncia de solo para valores extraiveis dos elementos™.

Lab As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na P Pb Zn
1 61,13 | 229,88 91,69 | 174,16 | 11,55 | 49398,58 | 218,47 | 348,77 | 159,58 | 62,10 248,37 | 175,83 | 14,76
1 59,83 | 23582 | 91,19 | 172,56 | 11,45 | 49408,97 | 204,45 | 349,08 | 154,71 | 58,89 | 244,27 | 169,77 | 13,80
1 61,60 | 241,39 93,97 | 175,15 | 12,04 | 50622,00 | 211,87 | 347,63 | 158,84 | 61,20 254,25 | 168,04 | 13,72
1 62,62 | 237,07 | 94,90 | 174,69 | 11,91 | 50607,62 | 223,08 | 353,91 | 159,32 | 57,74 | 257,32 | 187,90 | 15,08
1 61,55 | 219,35 93,90 | 176,73 | 11,96 | 51009,72 | 220,54 | 333,63 | 161,31 | 59,08 255,09 | 181,76 | 13,08
1 59,86 | 223,68 88,35 | 168,07 | 11,37 | 49021,60 | 212,95 | 339,26 | 150,57 | 54,64 24554 | 171,19 | 13,19
2 56,81 100,90 32248,00 | 321,00 | 241,00 102,00 | 8410,00 | 200,80 | 78,88
2 58,37 102,56 31998,00 | 335,00 | 235,00 111,00 | 8550,00 | 215,23 | 79,25
2 55,23 99,85 32193,00 | 343,00 | 250,00 125,00 | 8630,00 | 198,56 | 77,36
2 58,85 98,23 32925,00 | 328,00 | 242,00 109,00 | 8380,00 | 205,23 | 78,12
2 60,85 100,58 32589,00 | 335,00 | 245,00 105,00 | 8350,00 | 210,58 | 80,03
2 52,93 101,84 32617,00 | 322,00 | 239,00 113,00 | 8420,00 | 202,03 | 77,25
3 888,90 | 106,15 | 38,88 | 12,38 | 3775554 | 145,95 | 384,27 | 154,65 44,22
3 652,80 | 106,14 | 161,26 | 10,92 | 37371,91 | 110,25 | 322,88 | 146,18 36,05
3 675,87 | 108,49 | 105,34 | 11,44 | 37756,21 | 136,44 | 340,16 | 147,55 26,76
3 915,83 | 107,56 | 143,86 | 13,68 | 37462,11 | 131,62 | 335,64 | 147,61 55,19
3 634,97 | 107,38 | 96,55 | 10,20 | 36984,26 | 115,28 | 339,18 | 146,58 38,75
3 698,82 | 113,23 | 164,17 | 10,64 | 37473,85 | 127,99 | 345,25 | 145,62 36,50
4 69,01 | 471,80 | 102,30 | 121,00 | 9,21 | 53040,00 | 251,40 | 602,50 | 164,80 | 74,80 | 249,60 | 168,30 | 18,59
4 69,96 | 339,10 | 102,30 | 113,20 | 8,83 | 50700,00 | 215,10 | 464,00 | 148,60 | 88,90 | 240,40 | 169,20 | 11,22
4 73,99 | 570,70 | 103,70 | 112,10 | 9,05 | 52780,00 | 237,60 | 523,50 | 157,50 | 79,60 | 243,60 | 171,00 | 22,04
4 66,88 | 534,60 | 103,20 | 118,80 | 9,01 | 53390,00 | 232,30 | 569,80 | 161,30 | 69,40 | 241,70 | 16520 | 16,94
4 67,12 | 372,80 | 100,70 | 110,50 | 9,09 | 51400,00 | 248,00 | 556,20 | 152,10 | 81,40 | 238,80 | 165,70 | 12,05
4 66,86 | 303,00 | 99,50 | 114,10 | 8,80 | 50140,00 | 226,50 | 499,50 | 154,80 | 205,60 | 233,10 | 168,60 | 11,69
5 49,50 | 253,00 | 72,80 | 105,00 | 3,70 | 33110,00 322,00 | 106,00 186,00 | 136,00 | 13,10
5 48,90 | 257,00 | 72,90 | 110,00 | 3,87 | 34070,00 396,00 | 111,00 183,00 | 140,00 | 14,50
5 48,70 | 268,00 | 7340 | 106,00 | 3,67 | 33830,00 349,00 | 111,00 190,00 | 141,00 | 13,00
5 48,00 | 235,00 | 70,80 | 102,00 | 3,58 | 32550,00 319,00 | 109,00 189,00 | 137,00 | 13,00
5 4850 | 243,00 | 73,10 | 114,00 | 4,37 | 34180,00 468,00 | 120,00 190,00 | 139,00 | 15,20
5 50,00 | 293,00 | 74,20 | 110,00 | 4,02 | 34300,00 390,00 | 114,00 196,00 | 141,00 | 14,30
6 62,42 | 325,00 | 101,98 | 123,30 | 7,87 | 4113,00 | 314,00 | 333,00 | 114,20 | 104,00 | 169,00 | 184,05 | 13,03
6 60,46 | 363,00 | 98,00 | 125,00 | 8,27 | 3903,00 | 28500 | 344,00 | 12425 | 80,00 | 160,00 | 183,60 | 16,92
6 59 320,00 | 99,03 | 122,35 | 9,15 | 4143,00 | 279,00 | 338,00 | 118,50 | 84,00 | 160,00 | 180,15 | 14,789
6 56,45 | 274,00 | 96,03 | 12510 | 571 | 3836,00 | 287,00 | 355,00 | 112,90 | 80,00 | 159,00 | 173,60 | 12,22
6 63,47 | 236,00 | 97,44 | 128,95 | 8,58 | 3950,00 | 289,00 | 384,00 | 12545 | 70,00 | 172,00 | 184,20 | 13,93
6 60,32 | 260,00 | 100,73 | 130,90 | 6,15 | 4033,00 | 300,00 | 400,00 | 123,10 | 80,00 | 170,00 | 179,90 | 13,43
7 26 252,6 84,1 85,2 <0,6 26310 47,9 118 47,1 42,2 93,8 153,8 <3,3
7 27 236,2 83,6 83 <0,6 23100 47,9 104 44,5 42,2 81,2 151,9 <33
7 19,1 2285 83,8 67,3 <0,6 11640 <20 61,7 31,9 <20 384 150,6 <33
7 20,9 2422 84,2 74,2 <0,6 16120 24,2 82,4 37,3 42,2 55,9 155,3 <3,3
7 26,3 2414 81,4 84,4 <0,6 26100 <20 112,3 46 42,2 91,4 150,3 <3,3
7 234 226,7 82,2 83,8 <0,6 23990 24,2 95,6 44,9 42,2 90,3 150 <33

*Grandezas dos elementos em mg kg™
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Tabela 5.7-2 - Resultados obtidos pelos participantes do ensaio colaborativo para caracterizagdo do
material candidato a material de referéncia de solo para valores totais dos elementos através da andlise
por ativacdo neutrdnica instrumental (INAA)*.

Lab As Ca Cd Cr Cu Fe K Mg Mn Na P | Pb Zn
8 80,83 114,58 | 174,00 52062,50
8 76,80 108,25 | 162,00 51634,02
8 82,90 105,00 | 142,00 51870,00
8 81,96 108,82 | 174,00 51779,41
8 80,38 108,65 | 163,00 51793,27
8 78,90 105,00 | 133,00 52080,00
9 85,00 | 42036,00 | 122,00 | 165,45 62648,00 | 397,00 224,00 | 122,00 43,00
9 81,00 | 34147,00 | 106,00 | 187,13 54716,00 | 331,00 194,00 | 106,00 40,00
9 74,00 | 33653,00 99,00 | 182,18 50466,00 | 260,00 190,00 | 123,00 37,00
9 79,00 | 35618,00 | 115,00 | 170,37 57538,00 | 386,00 233,00 | 109,00 25,00
9 79,00 | 35991,00 | 109,00 | 187,41 55116,00 | 231,00 249,00 | 104,00 36,00
9 71,00 | 32383,00 | 69,00 | 162,99 49100,00 | 393,00 221,00 | 102,00 43,00

*Grandezas dos elementos em mg kg™

Para deteccédo de outliers foi realizado o teste de Grubbs, como descrito

no item 5.5, por meio da Equacéo (5.4), e a estatistica baseada no indice z[79]. O

calculo do indice z pode ser realizado por meio da Equacao (5.9)[79]:

(5.9)

O termo ( Z —Y) reflete o erro cometido na quantificacdo reportada do

laboratdrio participante com relacdo ao valor designado, onde: x; € o resultado

indicado pelo laboratério; X o valor alvo ou a melhor estimativa do valor

verdadeiro e 0 o, € 0 desvio padréo alvo.

O teste de Grubbs foi realizado entre as replicas reportadas para cada

elemento dentro de cada laboratorio. Os resultados mostraram que ndo ha

outliers entre as réplicas dentro de cada laboratorio, ou seja, existe uma boa

repetibilidade intralaboratorial. A seguir os testes de Grubbs e indice z foram

aplicados para detectar outliers entre as médias de cada elemento entre os

laboratérios.
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Em relacdo aos valores do indice z, quanto mais préximo o valor de z de
zero, melhor seré o resultado reportado pelo laboratorio. Se z for igual a £ 2, 0
resultado do laboratério é considerado aceitavel e se z for maior que = 3, 0s
resultados s&o considerados insatisfatorios ou inaceitaveis.

Na Figura 5.7-1, estdo apresentados os resultados dos laboratorios
reportados pelo indice z. Por meio dessa ferramenta foi possivel visualizar que
hd problemas de reprodutibilidade (variacdo interlaboratorial) para alguns
elementos e ha laboratorios que apresentaram resultados extremos e, portanto,
passiveis de serem eliminados.

Desta forma, a concentracdo de P para os laboratérios 2 e 7, Ca para 0s
laboratorios 3 e 4, Mg para os laboratérios 7 e 4, Mn, Na, As e K para o
laboratdrio 7, obtiveram um indice z maior ou igual que 2 e, com um intervalo
de confianca de 95%, foram considerados outliers. Tanto o teste de Grubbs
quanto o indice z confirmaram os outliers, portanto esses valores de
concentracdo foram excluidos para a obtencdo do valor de consenso e o célculo
da incerteza associada a caracterizacdo do material de solo candidato a material
de referéncia.

E importante enfatizar que, para este estudo, 0 ensaio colaborativo teve a
intencdo de obter os valores de consenso designado ao material candidato, como
descrito na ISO GUIDE 35, portanto sem nenhuma intencdo de avaliar o

desempenho dos laboratorios participantes.
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Figura 5.7-1 - Indice z dos valores de concentracdo dos elementos reportados no ensaio
colaborativo para o material de solo candidato a material de referéncia.

5.8 Determinacéo da incerteza

A incerteza expandida associada ao valor de concentracdo (Upygrc) final
do material de referéncia foi realizada conforme indicada na norma ISO GUIDE
35[19]. Foi calculada pela Equacdo (3.1), descrida no item 3.2.3, onde k é 0
fator de abrangéncia (neste trabalho considerado k=2, com intervalo de
confianca de 95%), através das contribuicdes referentes as incertezas padrdo da
caracterizacdo ( Ucar), da homogeneidade (up,), da estabilidade a curto prazo

(usts) e da estabilidade a longo prazo (Uys).

Uwmrc = k\/Uchar2 +Ubb” + Usts” + Utts” (3.1)

O valor de consenso para cada analito foi obtido através da média dos

valores reportados pelos laboratorios participantes do ensaio colaborativo.
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A parcela da incerteza padrdo inerente a ndo homogeneidade (up,) do
material que compde o lote de solo preparado foi obtida a partir dos mesmos
dados gerados pela ANOVA com fator unico, conforme a ISO GUIDE
35[19,40].

O célculo da incerteza padrdo da homogeneidade é em funcdo dos
valores da média quadratica (MQ), considerando que as médias quadraticas
entre grupos (MQenre) € dentre grupos (MQeentro) representam as variancias
extrinseca e intrinseca entre frascos. Esses valores sdo fornecidos pela ANOVA
e estdo apresentados na Tabela 5.5-1.

O Sy, pode ser tomado como estimativa para a incerteza padrdo devido a
homogeneidade entre frascos, Uy, utilizada como componente de incerteza
padrdo combinada para certificacdo. Desse modo, quando o valor de MQ entre
0S grupos (MQenre) for maior que dentre 0s mesmos (MQgentro), @ iNcerteza
padréo devido a ndo homogeneidade (uy,) € equivalente ao desvio padrao (Syy),
podendo ser calculada por meio da Equacdo (5.10), com n = nudmero de
replicatas efetuadas em cada frasco. Neste caso o numero de réplicas é igual a 3
(n=3).

M -M
ubb — Sbb — \/ Qentre Qdentro (5.10)

n

Se o valor de MQ entre 0s grupos (MQento) for menor que dentre dos
mesmos (MQeentro), @ heterogeneidade pode estar escondida pela repetitividade
do método e é recomendado considerar a contribuicdo da variancia dentre
grupos. Portanto, a incerteza padrdo devido & ndo homogeneidade do lote
preparado sera representada pela Equacdo (5.11) que estd sob influéncia da

variancia de repetitividade.
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u _ \/ IVIQdentro 4 2

homogeneidade — (5.11)
n Vu

Qdentro

Onde vuadentre € 1gual ao grau de liberdade dentre grupos.

Os analitos Cd, Pb, Cu, P, Zn, Na, Fe, Mn, apresentaram MQgnie >
MQgentro, POrtanto a incerteza da homogeneidade foi calculada usando a Equagao
(5.10). Para os analitos As, Ca, Mg, K, Cr MQewe< MQgentro, S€NMO as
incertezas da homogeneidade para esses analitos calculadas com o emprego da
Equacéo (5.11).

A estimativa das incertezas relacionadas a estabilidade a curto prazo néo
e considerada no célculo da Ucgy, pois parte-se do principio que sO existe
confiabilidade no uso de um MR ou MRC para o qual as condi¢Oes de transporte
sdo adequadas e ndo causam alteracdes no material durante o processo[19].

Desta forma, foram consideradas somente as incertezas padréo
relacionadas a estabilidade a longo prazo. A estimativa da incerteza associada a
estabilidade a longo prazo (uys) € calculada em relacdo ao desvio padrdo da
inclinacdo da reta (sp;), de acordo com a Equacdo (5.8) descrita no item 5.6.2,
sendo considerado o tempo total (em meses) que o estudo foi realizado (t). A
estimativa da incerteza associada a estabilidade a longo prazo (uys) é calculada

por meio da Equacéo (5.12).

Uy, = Spy (5.12)

Onde:
Sp1- € 0 desvio padrédo da inclinacdo da reta, calculado pela Equacdo 5.8

t - tempo total (em meses) que o estudo foi realizado
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A estimativa da incerteza associada a caracterizacao (Ucnar) € calculada a
partir dos parametros obtidos pela ANOVA de acordo com as recomendaces da
ISO GUIDE 35[19], conforme as Equacdes (5.13 a 5.15). Os dados gerados pela

ANOVA fator Unico sdo apresentados na Tabela 5.8-1.

T s
U=Ugyg = ?-{_n_p (5.13)

2
sr = |vl(gdentre (5. 14)

M -M
Sf = Qentre - Qdentre (515)
0

Onde:

MQentre € MQgentre — Média quadratica entre e dentre os grupos, dados
obtidos pela ANOVA

No € N — significa o nimero de determinacgdes, sendo que neste trabalho
foram 6 repeticdes realizadas pelos laboratdrios no ensaio colaborativo

p — namero de laboratérios participantes

Tabela 5.8-1 - Dados da ANOVA fator Unico para o ensaio colaborativo do MR de solo.

Elemento Fonte de variacéo SQ g.l. MQ
Entre Lab. 1259,02 4 314,8
As Dentre Lab. 117,66 25 4,7
Total 1376,68 29
Entre Lab. 15438,03 3 5146,01
Ca Dentre Lab. 14212,11 20 710,61

Total 29650,14 23
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Cd

Cr

Cu

Fe

Mg

Mn

Na

Pb

Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total
Entre Lab.

Dentre Lab.

Total

5384,13
125,18
5509,31
28249,56
12092,24
40341,8
250,34
18,80
269,13
9,89E+09
1,95E+08
1,01E+10
144945,20
3201,20
148146,40
65549,40
22180,14
87729,53
8447,94
574,55
9022,49
5937,21
415,42
6352,63
30573,33
569,49
31142,83
16170,96
654,44
16825,40

6
35
41

5
30
35

4
25
29

6
35
41

4
25
29

4
25
29

4
25
29

3
16
19

3
20
23

5
30
35

897,35
3,58

5649,91
403,07

62,58
0,75

1,65E+09
5,56E+06

36236,30
128,05

16387,35
887,21

2111,99
22,98

1979,07
25,96

10191,11
28,47

3234,19
21,81

Lab.: Laboratdrio; SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica.
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5.9 Atribuicéo dos valores de propriedades e incertezas obtidas

A incerteza implica em uma maior confianca na validade do resultado de
medicdo. Um valor com sua incerteza permite avaliar a precisao ou exatidao de
um método analitico.

Na Tabela 5.9-1 estdo indicados os valores das incertezas padrdo
associadas a caracterizacao (Ucnar), @ homogeneidade (uyy), a estabilidade a longo
prazo (uys) € a incerteza expandida final do material candidato a material de

referéncia de solo (Uyr).

Tabela 5.9-1 - Estimativas das incertezas padrdo da caracterizagdo (Ucha), homogeneidade (Uy),
estabilidade a longo prazo (uys) € a incerteza expandida (Uygr) para cada elemento no material candidato a
material de referéncia de solo.

Elementos
(Unidade) Uchar Ubb Ujts Uwmr
As (mg kg™ 3,239 0,7837 1,3342 7,18
Ca (g kg™ 0,0146 0,00752 0,0316 0,07
Cd (mg kg™ 4,6223 1,91 2,7751 11,44
Cr(gkg™) 0,0125 0,0023 0,0045 0,027
Cu (mg kg™ 1,4443 0,2223 1,3691 4,01
Fe (g kg™) 6,2638 0,5859 1,0336 12,75
K (g kg™ 0,0348 0,0035 0,0106 0,073
Mg (g kg™) 0,0234 0,0087 0,0179 0,061
Mn (g kg™) 0,0084 0,0040 0,0029 0,019
Na (g kg™) 0,0099 0,0012 0,0084 0,026
P (gkg™) 0,0206 0,0042 0,0144 0,051
Pb (mg kg™) 9,4783 3,234 0,7054 20,08

As informacgOes na Tabela 5.9-1 demonstram que, para a maioria dos
elementos em estudo, houve maior contribuicdo para a incerteza da
caracterizacdo. Na Figura 5.9-1 é apresentada a contribuicdo de cada incerteza

associada a incerteza expandida final do material de referéncia. E possivel
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visualizar a influéncia da incerteza referente a caracterizacdo, que foi a que mais
contribuiu para a incerteza expandida final do material para As, Cd, Cr, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, P, Na e Pb. Para Ca a incerteza associada a estabilidade a longo
prazo foi a que mais contribuiu para a incerteza expandida do material de

referéncia de solo.

BN, BN, B

char

100

o
o
1

(®))
o
1

Porcentagem
N
o
1

N
(@)
1

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

Elementos

Figura 5.9-1 - Contribuicdo das incertezas associadas da caracterizacdo, homogeneidade e
estabilidade a longo prazo a incerteza expandida final do material de referéncia de solo.

O valor de consenso para cada analito foi obtido pela média das
concentragdes reportadas pelos laboratorios participantes do ensaio colaborativo.
Para cada analito foi obtida a incerteza expandida final e a porcentagem
utilizando-se a Equacéo (3.1). A Tabela 5.9-2 mostra os valores referéncia para
0s teores extraiveis determinados por ICP OES e a incerteza expandida em
porcentagem (Uwgr). As incertezas expandidas mais elevadas foram obtidas para

os elementos Ca, Cu, Fe, K e Na.
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A Tabela 5.9-3 mostra os valores informativos para os teores totais
atribuidos aos elementos determinados no material de referéncia de solo por
INAA.

Tabela 5.9-2 - Valores de referéncia para os teores extraiveis atribuidos aos elementos determinados no
MR de solo (g kg™ ou mg kg™).

Elemento
(Unidade) Valor determinado Uwmr (%)
As (mg kg™) 59,3+7,2 12
Ca(gkg™) 0,26%0,07 27
Cd (mg kg™ 94,0+11,5 12
Cr (g kg™ 0,12+0,03 23
Cu (mg kg™ 8,8+4,0 46
Fe (g kg™ 32,9+12,7 39
K (g kg™ 0,24+0,07 30
Mg (g kg™ 0,33+0,06 18
Mn (g kg™ 0,13+0,02 15
Na (g kg™ 0,08+0,03 32
P (g kg™ 0,21+ 0,05 24
Pb (mg kg™) 170,2+20,1 12

Tabela 5.9-3 - Valores informativos para os teores totais atribuidos aos elementos determinados no MR de

solo (g kg™ ou mg kg™), por INAA.

Elemento
(Unidade) Intervalo Informativo Média Numero de Laboratdrio
As (mg kg™) 71-85 79 2
Ca (g kg™ 3242 36 1
Cd (mg kg™) 69 - 122 106 2
Cr (mg kg™) 133 - 187 167 2
Fe (g kg™) 49 - 63 53 2
K (mg kg™) 231 - 397 333 1
Mn (mg kg™) 190 - 249 219 1
Na (mg kg™) 102 - 123 111 1
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram concluidas todas as etapas de preparo do material
candidato a material de referéncia de solo caracteristico de regido tropical.

Os estudos de homogeneidade, estabilidade a curto prazo, estabilidade a
longo prazo e caracterizagdo, juntamente com as incertezas do material de
referéncia de solo, obedeceram aos principios das normas internacionais.

O zinco foi considerado estatisticamente ndo homogéneo, portanto néo
foi caracterizado. Todos os outros analitos estudados foram considerados
estatisticamente homogéneos e estaveis, sendo possivel a caracterizacdo da
concentracdo dos 12 elementos estudados.

A participacdo dos laboratorios no ensaio colaborativo foi fundamental
para a obtencdo dos valores designados para cada analito em estudo.

Pode-se concluir que, apesar da digestdo das matrizes ser considerada
incompleta (ndo foi usado HF para a digestdo dos silicatos), os procedimentos
foram adequados e possibilitaram a determinacdo dos analitos com suas
respectivas incertezas.

Ao se compararem 0s teores extraiveis de As, Cd, Cr e Pb no solo com
os limites criticos estabelecidos pela CETESB (2014)[70] (Cd = 3,6, Cr = 150,
Pb = 150, As = 35 mg kg™), verifica-se que apenas o teor de Cr esta dentro dos
valores permitidos para areas agricolas. Os demais analitos avaliados estdo
acima dos teores de referéncia para qualidade do solo estabelecidos pela
CETESB (Cd = <0,5, Cr = 40, Pb = 17, As= 3,5 mg kg™). Deve ser salientado
que o solo foi artificialmente contaminado.

Por fim, esse trabalho possibilitou o desenvolvimento de um material de
referéncia de solo nacional para As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Pb

e poderé ser utilizado para ao controle de resultados analiticos.
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APENDICE A

CERTIFICADO DE ANALISES

MATERIAL DE REFERENCIA DE SOLO

DO

Certificado de Analises

MATERIAL DE REFERENCIA
SOLO ARENOSO

Codigo: MR-06/2013

Tabela 1. Valores de referéncia para os teores extraiveis atribuidos aos elementos

determinados no MR-06/2013 e incerteza expandida (Uugr)* em porcentagem

Elementos Media tUyr Uwmr (%)
As (mg kg™) 59,3%7,2 12
Ca (g kg™ 0,26+0,07 27
Cd (mg kg™) 94,0+11,5 12
Cr(gkg™) 0,1240,03 23
Cu (mg kg™ 8,8+4,0 46
Fe (g kg™) 32,9+12,7 39
K (g kg™) 0,24+0,07 30
Mg (g kg™) 0,3320,06 18
Mn (g kg™) 0,13%0,02 15
Na (g kg™) 0,08+0,03 32
P (g kg™ 0,21 0,05 24
Pb (mg kg™) 170,2+20,1 12

*Intervalo a 95% de confianca; k=2.
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Tabela 2. Valores informativos para os teores totais atribuidos aos elementos
determinados no MR de solo (g kg™ ou mg kg?), por INAA - Andlise por Ativacéo

Neutronica Instrumental

Elemento
(Unidade) Intervalo Informativo Média Numero de Laboratorio
As (mg kg™ 71- 85 79 2
Ca (g kg™ 3242 36 1
Cd (mg kg™t 69 - 122 106 2
Cr (mg kg™ 133 - 187 167 2
Fe (g kg™ 49 - 63 53 2
K (mg kg™) 231-397 333 1
Mn (mg kg™) 190 - 249 219 1
Na (mg kg™ 102 - 123 111 1

Ensaio colaborativo

Os resultados para os teores extraiveis apresentados na Tabela 1 foram
obtidos através do ensaio colaborativo que contou com a participacéo efetiva de
empresas da iniciativa privada, instituicbes de pesquisa estatais e de ensino
superior, em um total de 7 participantes. O intervalo informativo para os teores
totais apresentados na Tabela 2 foram obtidos com o emprego de analise por
ativacdo neutronica instrumental, cujos valores foram reportados por 2

laboratorios.

Obtencao do material

O material de referéncia produzido foi amostra de solo latossolo
vermelho amarelo distrofico, possui uma classificagcdo textural franco-argilo-
arenosa. Esta amostra foi previamente corrigida e contaminada e para tanto
recebeu adicdo de calcério dolomitico (1,43 t ha™), KCI, superfosfato simples e
os contaminantes Cr, Pb, Cd e As, adicionados na forma de solugdes preparadas
a partir dos seguintes sais: Pb(NOs),; Cd(NO3),.4H,0; Na,HAsO,.7H,O e
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Cr(NO3)3.9H,0. Apds coleta, realizada 12 meses ap6s adicdo dos
contaminantes, a amostra foi homogeneizada e seca a temperatura ambiente
durante quinze dias.

Para diminuir o tamanho de particulas foi utilizado moinho de almofariz
e pistilo da Marca Retch RM 200 (Alemanha). Foram obtidos aproximadamente
65 kg de material seco e moido, com tamanho de particula de aproximadamente
390 um. Apos as etapas moagem e homogeneizacdao, a amostra foi avaliada
quanto a homogeneidade e a estabilidade. Todas as etapas de preparo seguiram
as normas ISO GUIA 30-35.

Uso pretendido
Esta amostra destina-se ao uso como um material de referéncia para a
medicdo de elementos trago em amostras de solo. O material também pode ser

utilizado em controle de qualidade dentro do laboratorio.

Preparacdo do material

Um lote de aproximadamente 65 kg de solo foi homogeneizado em uma
betoneira prépria para solos com paredes revestidas por resina epOxi inerte.
Adicionou-se aproximadamente 45 kg de solo na betoneira, que foi acionada por
15 min. A seguir foram retirados cerca de 20 kg de solo e adicionados mais 20
kg, que foram homogeneizados por mais 15 min. Esse processo foi repetido até
que todo material do balde fosse homogeneizado, contabilizando agitacao final
de 45 min. Em seguida foi realizado o envase do material, resultando em um
total de 645 frascos de vidro ambar contendo 100 g de amostra para cada frasco.

Visando assegurar a estabilidade a longo prazo e esterilizacdo do
material, foi realizada irradiacdo com raios gama (Co®) (20 a 25 kGy) no

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) em S&o Paulo, SP.
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Instrucdes para uso

A massa minima recomendada para a analise é de 200 mg. Deve-se
realizar uma homogeneizacdo manual prévia do frasco antes da andlise e deve-se
tomar as devidas precaucdes para evitar a contaminacdo do material restante no
frasco.

O preparo da amostra visando obtencdo dos teores extraiveis dos analitos
empregou acido nitrico 14 mol L™ com aquecimento assistido por radiacéo
micro-ondas e foi baseada em metodologia recomendada pela legislacéo
brasileira (CONAMA N° 420), que por sua vez segue protocolo estabelecido

pelo 6rgdo ambiental americano, USEPA 3051.

Homogeneidade

A homogeneidade entre frascos empregou 12 frascos e empregou as
determinagdes de As, Cd, Cr, Pb, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado (ICP OES). Foi
realizada a anélise de varidncia ANOVA de fator Unico, sendo possivel observar
que 0 Fitico oI Maior que 0 Fanaiico Para As, Cd, Cr, Pb, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na e P indicando resultados estatisticamente semelhantes a 95% de confianca e
0 material pode, portanto, ser considerado homogéneo para esses elementos

(para uma massa de amostra de 200 mg).

Estabilidade

Foram avaliados dois tipos de testes de estabilidade a serem
considerados em materiais de referéncia: a estabilidade a curto prazo e a
estabilidade a longo prazo. Foram sorteados frascos aleatoriamente e colocados
dentro de sistema fechado no qual a temperatura foi fixada em 37°C na estufa e
a umidade em 100%, simulando épocas de chuva e calor. Este sistema fechado
foi mantido durante 1 més e feita a quantificacdo em triplicata dos analitos de

interesse nos frascos sorteados.
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Para o teste de estabilidade a longo prazo foram sorteados aleatoriamente
3 frascos. A cada 2 meses foi feita uma quantificacdo dos analitos em estudo, em
triplicata, durante o periodo de 6 meses a temperatura ambiente (cerca de 25 °C),
sendo realizado a fim de acompanhar a estabilidade do material sob condicdes
de armazenamento. Foram feitas as determinagGes por ICP OES de As, Cd, Cr,
Pb, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P. Foi realizada a analise de variancia ANOVA
de fator Unico, sendo possivel observar que 0 Fiico fOi maior que 0 Fanaitico Para
todos os elementos de interesse, indicando que os resultados nédo diferiram de
forma significativa a 95% de confianca e o material foi considerado estavel nos
dois testes avaliados. A estabilidade a longo prazo foi avaliada pela inclinagéo
da reta e confirmada a estabilidade para os analito em estudo a 95% de

confianca.

Tamanho de particulas
Foi realizado o ensaio de distribuicdo de particula usando o modo de
dispersdo seca. O tamanho de particula apresentou que aproximadamente 90%

do material estdao abaixo de 390 um de acordo com a Figura 1.

10

%

Frequéncia,
Distribuicdo acumulada, %%

1 10 100 1000

Tamanho de Particula (um)

Figura 1. Distribui¢do do tamanho de particulas da amostra de referéncia de solo.
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Incertezas

A abordagem das incertezas em medi¢bes quimicas, conforme
preconizada na norma ISO GUIDE 35, que dispde sobre os procedimentos para
a certificacdo de materiais de referéncia, pressupde a declaracdo das incertezas
de todas as etapas de sua preparacdo. E exigido do produtor de material de
referéncia agregar a incerteza dos valores certificados. Dessa forma, a estimativa
da incerteza expandida associada aos valores de concentracdo (Uygr) € obtida
pela combinacdo das contribuicbes referentes a incerteza padrdo da
caracterizacdo (Ucnar), da homogeneidade (uy,), da estabilidade a curto prazo

(usts) e da estabilidade a longo prazo (uys), conforme Equacéo abaixo:

Umrc = k\/Uchar2 + Ubb2 + Usts2 + Ults2

Adotou-se para o fator de abrangéncia k igual a 2, referente a intervalo
de confianca de 95%. Para os célculos das incertezas da homogeneidade, da

estabilidade e da caracterizacao foi também seguida a norma ISO Guia 35.

Armazenamento
O material deve ser mantido fechado no frasco original e armazenado no
escuro em temperatura de aproximadamente 25 °C. Os frascos também podem

ser armazenado em dessecador.

Prazo de validade

Estipulou-se que o tempo de prateleira poderia ser em torno de 5 anos
para o material de referéncia de solo. E possivel que o material seja estavel por
tempo maior que o definido. Dessa forma, este material ficara como produto a
ser monitorado semestralmente, até expirar o prazo de validade do material. Os
resultados serdo atualizados na carta controle e disponibilizados no site da

Embrapa.
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Técnicas utilizadas para determinacéo de cada elemento

A técnica utilizada para determinacdes dos valores extraiveis de todos 0s
elementos foi ICP OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Acoplado Indutivamente e 0 método para a abertura da amostra foi o EPA
3051. A tecnica utilizada para determinacdes dos valores totais dos elementos

foi por meio da andlise por ativacdo neutrdnica instrumental - INAA.

Participantes do ensaio colaborativo

Laboratorio Exata
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