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RESUMO

Esta pesquisa foi aplicada no desenvolvimento de metodologia analitica para o contaminante
arsénio, quantificado em teor total em fertilizantes organicos, organominerais e condicionado-
res de solo. Para analise do arsénio neste tipo de matriz, faz-se necessario a degradacdo da
matéria organica contida na amostra, ou seja, a etapa do processo de extracdo da amostra que
neste trabalho, ocorre em sistema fechado, em altas presséo e temperatura, utilizando forno
micro-ondas laboratorial. Além da incidéncia de micro-ondas, as amostras sdo submetidas a
um meio oxidante com a adi¢do de reagentes quimicos, como acido nitrico e perdxido de hi-
drogénio. Realizaram-se varios testes, em um total de 14 amostras, partindo de uma metodo-
logia internacional reconhecida pelo Laboratorio Nacional Agropecuario, e fazendo as altera-
cdes necessarias nesta metodologia para alcancar o objetivo especifico quanto a eficiéncia da
extracdo. Em seguida, testou-se a etapa de pré-reducdo para posterior etapa de determinacéo e
quantificacdo. Foram realizadas as leituras da concentracdo de arsénio nos extratos através da
técnica de Espectrometria de Absorcdo Atdémica com Geragdo de Hidretos. A metodologia
mostrou-se reprodutivel e linear na faixa de 2,0 a 16,0 pg kg™, sendo adequada para a avalia-
cdo da qualidade de amostras que contém arsénio, determinando se a amostra esta ou ndo den-
tro do limite regido pela Instrucdo Normativa vigente.
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ABSTRACT

This research was applied in the development of analytical methodology for the contaminant
arsenic, quantified the total content of organic fertilizers, soil conditioners and biofertilizers.
For analysis of arsenic in this type of matrix, it is necessary to degradation of organic matter
contained in the sample, the stage of the sample extraction process that this work takes place
in a closed system at high pressure and temperature using microwave laboratory microwave.
In addition the incidence of microwave, the samples are subjected to an oxidizing medium
with the addition of chemical reagents such as nitric acid and hydrogen peroxide. There were
several tests on a total of 14 samples, from an international methodology recognized by the
National Agricultural Laboratory, and making the necessary changes to this methodology to
achieve the specific objective on the efficiency of extraction. Then we tested the pre-reduction
stage to later stage of determination and quantitation. Readings of arsenic concentration were
carried out in the extracts by Spectrometry Atomic Absorption Hydride Generation. The me-
thodology was reproducible and linear in the range from 2.0 to 16.0 pg kg™, is suitable for
assessing the quality of samples containing arsenic, determining whether or not the sample is
within the limits governed by Instruction current.
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1 INTRODUCAO

A degradacdo ambiental é uma realidade atual no cenario mundial que, em muitos
aspectos, € irreversivel. Deste modo é de extrema necessidade o desenvolvimento de tecnolo-
gias aliadas a minimizacgdo ou até mitigacdo dos impactos ambientais negativos. Neste contex-
to, a sustentabilidade torna-se aliada & inovacéo tecnoldgica, e 0s setores do agronegécio e
destinacao residuos de uma forma geral, devem ser avaliados com atencéo.

O Brasil é um pais onde o agronegocio é promissor pela posse de grande area a-
gricultavel e clima favoravel, e esté diretamente ligado ao uso crescente de insumos agricolas.
Os insumos agricolas sdo de grande importancia, pois ddo condigdes ao solo para o plantio,
otimizam o crescimento das plantas, minimizando as perdas de nutrientes para o ambiente, ou
ainda, protegem cultivo de pragas e doencas.

As aplicagdes dos adubos organicos, organominerais e condicionadores de solos
sdo feitas de forma extensiva, ou seja, na totalidade da area agricultavel, enquanto os insumos
minerais sao aplicados de forma pontual ou intensiva, utilizando um grande namero de insu-
mos agricolas que sdo aplicados na preparacao do solo.

Na producéo de fertilizantes organicos, organominerais e condicionadores de solo
cresce a utilizagdo de subprodutos e rejeitos de origem industrial, lixo e mesmo de lodos deri-
vados do tratamento de residuos industriais e até domésticos.

O aproveitamento de residuos industriais, urbanos e agricolas, acondicionados,
para uso na agricultura como fertilizante organico é uma saida para o fechamento do ciclo de
utilizacdo de insumos do meio. Este material residual é de composicdo complexa e de origens
diversas, e por isso, para que possa ser utilizado com seguranca, deve ser controlado quimi-
camente quanto a contaminantes como o arsénio.

A contaminacdo por arsénio ao meio ambiente pode ocorrer de forma natural ou
antropoldgica. De modo natural ocorre através de atividades vulcanicas, erosdo das rochas e
minerais, aléem de incéndios florestais. Atraves da acdo do homem, o arsénio € utilizado na
conservacao da madeira, tintas, sabdes, metais e semicondutores, além das aplicagdes agrico-
las, fundicdo e mineragéo.

Existe hoje a demanda de oficializar uma metodologia para determinacdo e quan-
tificagdo do contaminante arsénio em sua totalidade. No entanto, € de suma importancia de-

senvolver, validar e apresentar os métodos oficiais nacionais aplicados as matrizes de fertili-
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zantes, corretivos e condicionadores de solos devido a caracteristicas regionais como cultura,

matérias-primas para fabricacdo de produtos, utilizagdo, descarte e quantidade de uso, tipos de

residuos, quimica do solo, considerando a complexidade das matrizes e forma de aplicacao.
Este trabalho apresenta dois capitulos, sendo o primeiro apresentando a revisao

bibliografica do tema e o segundo capitulo o desenvolvimento e conclusdo da pesquisa.



15

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi o de desenvolver e validar uma metodolo-
gia como resultado final da pesquisa, otimizando a aplicacdo de procedimentos internacio-
nalmente aceitos de analise de matrizes similares, para a determinacao e quantificacdo do con-
taminante arsénio em insumos agricolas organicos e organominerais, em atendimento a im-

portante demanda de fiscalizac&o da qualidade e inocuidade dos insumos no Brasil.
1.2 OBJETIVO (S) ESPECIFICO(S)

. Revisar a literatura sobre amostragem, preparo, secagem, abertura e extracdo
de amostras organicas e organominerais incluindo normas do United States Environmental-
Protection Agency (U.S. EPA);

o Selecionar amostras de matrizes organicas que serdo utilizadas para o desen-
volvimento da metodologia, e a amostra de controle;

o Caracterizar a composi¢do de matrizes (fragdo mineral/organica) com insumos
agricolas organicos e organominerais;

o Desenvolver procedimento de extracdo de arsénio para sua determinacgéo e
quantificacdo em insumos agricolas organicos em sistema fechado (micro-ondas);

o Validar a metodologia desenvolvida;

o Produzir artigos cientificos: artigo com resultados analiticos, artigo de valida-
cdo metodologia.

o Estender as metodologias resultantes do projeto para 0 LANAGRO/MAPA, no

intuito de inclui-las no Manual de Métodos Analiticos Oficiais.
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2 CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE O TEMA DA PESQUISA

2.1 FERTILIZANTES

Fertilizantes sdo materiais, naturais ou manufaturados, que contém nutrientes es-
senciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Nutrientes estes que sao alimentos
para especies vegetais (ISHERWOOD, 2000).

O fertilizante organico € um produto fundamentalmente organico, obtido por pro-
cesso fisico, quimico, fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir de maté-
rias-primas de origem industrial, urbana ou rural, vegetal ou animal, enriquecido ou n&o de
nutrientes minerais (MAPA, 2004).

O Brasil produz 241.614 toneladas de lixo por dia, e destes, 76% séo depositados
a céu aberto, em lixdes, 13% sdo depositados em aterros controlados, 10% em usinas de reci-
clagem e 0,1% s&o incinerados. Do total do lixo urbano, 60% sdo formados por residuos or-
ganicos que podem se transformar em excelentes fontes de nutrientes para as plantas (LOPES,
2012).

O agronegdcio é o maior setor da economia brasileira e mundial, e conforme o re-
latorio anual Perspectivas Agricolas 2010-2019 publicado pela FAO, o Brasil terd a maior
producdo agricola do mundo na préxima década e podera ser o principal fornecedor mundial
de insumos agropecuarios (TAVARES; HABERLI JR.; 2011).

De acordo com a ANDA (Associa¢do Nacional para Difusdo de Adubos), 0 mer-
cado nacional de fertilizantes movimentou em 2015 cerca de 30,2 milhdes de toneladas. Deste
total, aproximadamente, 21,0 milhdes de toneladas de fertilizantes foram importados, o que
equivale a 70% do volume, para suprir as necessidades deste insumo no Brasil.

Com a previsdo do aumento da producdo mundial de alimentos, a area de insumos
agricolas torna-se fator essencial da produtividade, sendo de suma importancia sua estrutura
em bases solidas. O panorama do futuro exige intensificar o uso de tecnologias que resultem
em maior produtividade e, também reduzam o impacto sobre os recursos naturais do plane-
ta,alem de tornar a integracdo de negocios de fertilizantes da empresa cada vez mais rentavel
(TAVARES; HABERLI JR.; 2011).
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Uma adubacéo eficiente € importante sob o0s aspectos econémico e ambiental, mi-
nimizando perdas de nutrientes para o ambiente e obtendo 6timos rendimentos na agricultura.
O desafio é manter a fertilidade dos solos mesmo sob condi¢des de uso intensivo. Grandes
quantidades de matéria organica tém que ser adicionadas para haver o seu aumento de forma
significativa no solo em curto prazo, e com esse objetivo, sdo utilizados fertilizantes com car-

ga tanto orgénica quanto minerais, 0s organominerais. (ISHERWOOD, 2000).

2.1.1 Matéria Organica

A matéria organica do solo tem origem na decomposi¢éo dos seres vivos, de ori-
gem vegetal e animal, e para que seja formada é necessario que compostos de carbono associ-
em-se ao oxigénio e ao hidrogénio. Apds a decomposicao ha a deposi¢cdo do himus no solo.
Reconhecidas como principal fracdo da matéria organica, as substancias himicas influenciam
as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo. A adi¢do destes compostos tem a fina-
lidade de melhorar o solo e estimular o desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA, 2011).

O processo de formacdo de himus pode ser natural, produzido por bactérias, fun-
gos e actinomicetos no solo ou artificial, acrescido de produtos quimicos ou ainda produzidos
por minhocas pela técnica de vermicompostagem na qual a minhoca decompde residuos, deje-
tos animais, lixo urbano organico sequestrando o carbono.

As substancias humicas constituem 85 a 90% do total de carbono orgénico e séo
classificadas em humina, acidos himicos, &cidos fulvicos e acidos himatomelanicos. A humi-
na é a fracdo insoltvel em meio alcalino ou em meio 4cido diluido e possui capacidade de
reacao reduzida. O acido humico é a fracdo escura solivel em meio alcalino e precipita-se em
forma de produto escuro e amorfo em meio acido. O &cido fulvico é a fracdo colorida que se
mantém soltivel em meio alcalino ou em meio &cido diluido. O acido himatomelanico é a fra-
cdo de acido humico soltvel em alcool (KONONOVA, 1982; CUNHA et al; 2009).

A turfa é uma das formas de matéria organica de grande utilizacdo para a adicéo
de substancias humicas no solo. Sua origem € de material vegetal, parcialmente decomposto,
encontrado comumente em regides pantanosas e sob montanhas. Sua composicdo é definida
como substancias hdmicas, que sdo o acido humico, acido fulvico e humina, e substancias

ndo-humicas, composta por estruturas bem definidas, como a lignina e proteinas.
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2.2 ARSENIO E SUA ORIGEM EM FERTILIZANTES

O arsénio é um componente natural da crosta terrestre e é amplamente distribuido
em todo o ambiente no ar, agua e solo e é altamente tdxico na sua forma inorganica. A expo-
sicdo ao arsénio inorganico pode ocorrer através de ingestdo por agua contaminada, utilizaco
de 4gua contaminada no preparo de alimentos, irrigacdo de cultivos de alimentos ou ainda em
processos industriais como seu uso como agente de liga, processamento de vidro, pigmentos,
produtos téxteis, papel, adesivos de metal, madeira, munigdes, curtimento de couro, pestici-
das, aditivos para alimentos e produtos farmacéuticos (WHO, 2012).

Este elemento tem propriedades dos metais e ametais e é denominado como um
metaldide. Sua reatividade no meio ambiente com 6xidos e hidréxidos de Fe (ferro), Al (alu-
minio), Mn (manganés) e argilossilicatos proporcionam de média a alta toxicidade para as
plantas, podendo inclusive ser incorporado em alimentos, e alta toxicidade para os mamiferos
(CAMPOS, 2006).

Ocorre em quatro estados de oxidacdo: em condi¢gdes moderadamente redutoras, 0
arsenito (oxidacdo +3), pode ser a forma dominante do arsénio; em condi¢des oxidantes a
forma predominante é o arsenato (oxidacdo +5) e em condicGes fortemente redutoras, o0 arsé-
nio elementar (oxidacdo 0) e a arsina (oxidacao -3) estdo presentes. No solo, pode ser origina-
rio de fontes naturais e pela agdo do homem. Sua sor¢do de oxianions como o arsenato ocorre
em oOxidos e hidroxidos de Fe (ferro), Al (aluminio), Mn (manganés) e argilossilicatos. Pro-
porciona média a alta toxicidade para as plantas e € altamente toxico para mamiferos (CAM-
POS, 2006).

De acordo com sua origem, a contaminacdo pode ser natural ou antropogénica
como esté ilustrado na Figura 1. Geralmente, os contaminantes tendem a dissipar-se no ambi-
ente, podendo sofrer uma série de processos que abrangem interacdes com a biota, transfor-

macoes e, eventualmente, degradacao (SISINNO, et. al., 2013).
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/_ Irﬁes

agriculture ~

= ~ ’;; :

Formes immobilisées — As[V] — As[lll] ‘/
Miero-organismes * Nappes phréatiques

Figura 1 - Fontes de contaminac&o do arsénio. Fonte: MACHADO, 2010.

A contaminacdo de uma fonte de 4gua potavel ou do solo por arsénio pode resul-
tar danos tanto em atividades naturais como em humanos. A atividade vulcanica, a erosio das
rochas e minerais, e os incéndios florestais sdo fontes naturais que podem liberar arsénio para
0 meio ambiente. Industrialmente, o arsénio é utilizado na conservacdo da madeira, tintas,
sab0es, metais e semicondutores, além das aplicacBes agricolas, mineracédo e fundicéo, contri-

buindo para langamentos de arsénio no meio ambiente (U. S. EPA, 2014).

2.2.1 Toxicologia

Os compostos de arsénio sdo classificados em inorganicos e organicos. A toxici-
dade esta relacionada com a mobilidade na dgua e em fluidos bioldgicos. O arsenito é tido
como a espécie de arsénio com maior solubilidade, mobilidade e toxicidade. O grau de toxici-
dade corresponde a seguinte ordem crescente: arsénio elementar < compostos arsdnicos <
compostos pentavalentes organicos < arsenatos inorganicos < compostos trivalentes organicos
< arsenitos inorganicos < arsina. A intoxicagdo por arsénio pode ocorrer por ingestéo, inala-

cdo e contato com a pele. Nos alimentos, 0 arsénio ocorre como uma mistura das especies
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organicas e inorganicas. A exposic¢do a altas concentracdes de compostos organicos de arsénio
pode levar a irritacdo estomacal e problemas nervosos (ATSDR, 2007).

2.3 LEGISLACAO

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através da Instrugdo
Normativa SDA N° 27/2006 que foi alterada pela Instrucdo Normativa SDA N° 7, de
12/04/2016 e republicada em 02/05/2016, estabelece limites de metais pesados toxicos admi-
tidos nos fertilizantes, corretivos, condicionadores de solo e substratos para plantas. Os limites
séo diferenciados por grupos de insumos, dentre eles os fertilizantes minerais e os fertilizantes
organicos e organominerais. O limite maximo para o contaminante arsénio permitido para
fertilizantes organicos e condicionadores de solo é de 20,00 mg kg™ conforme apresentado no
Quadro 2.3.1. Para fertilizantes organominerais deve ser acrescentada a tolerancia estipulada
para a fracdo mineral, de acordo com os teores especificados para cada produto.

Quadro 2.3.1 — Limites maximos de contaminantes admitidos em fertilizantes organicos

e em substratos para plantas e condicionadores de solo

Contaminante Valor maximo admitido (mg kg™)
Arsénio 20,00
Cadmio 3,00
Chumbo 150,00
Cromo hexavalente 2,00
Mercario 1,00
Niquel 70,00
Selénio 80,00

Fonte: IN SDA n° 7, de 12/04/2016, republicada em 02/05/2016, MAPA, adaptado.

Atualmente, ainda ndo foram protocolados pelo Ministério da Agricultura, Pecua-
ria e Abastecimento (MAPA) os métodos oficiais brasileiros para determinacdo de contami-
nantes como arsénio nos insumos agricolas organicos. O MAPA ¢é o orgédo responsavel por
fiscalizar contaminantes nestes insumos através do Laboratorio Nacional Agropecuério (LA-

NAGRO) e desde 2007 reconhece os métodos analiticos americanos do U.S. EPA (United
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States Enviromental Protection Agency) e da FDACS (Bureau of Feed Seed & Fertilizer La-
boratories, Fertilizer Methods of Analysis) para estes tipos de analises (MAPA, 2007).

Conforme a Lei N° 6.894 de 16 de dezembro de 1980, o MAPA ¢ responsavel pe-
lo registro, padronizacao, classificacdo, inspecéo e fiscalizacdo da producéo e do comércio de
fertilizantes, corretivos, inoculantes ou biofertilizantes destinados a agricultura. Para tanto, os
estabelecimentos que produzam, comercializem, exportem ou importem fertilizantes, correti-
vos, inoculantes ou biofertilizantes ficam obrigados a se registrarem no MAPA (MAPA,
2004).

Para o exercicio da fiscalizacdo, o MAPA utiliza-se de metodologias que constam
no Manual de Métodos Analiticos Oficiais que constituem atividades de rotina seguidas nos
LANAGRO’s distribuidos por todo Brasil. Independente do controle e da fiscalizacdo do Po-
der Publico, os estabelecimentos produtores e importadores de produtos a granel devem exe-
cutar o controle de qualidade das matérias-primas e dos produtos fabricados ou importados,
bem como das operacgdes de producdo (MAPA, 2004).

Segundo a IN SDA N° 25/2009, os fertilizantes organicos simples, mistos, com-
postos, organominerais e biofertilizantes destinados a agricultura, sdo classificados de acordo

com as matérias-primas utilizadas na sua producdo como segue no Quadro 2.3.2:

Quadro 2.3.2 — Classificacao dos fertilizantes organicos

Fertilizante organico que, em sua producdo, utiliza matéria-prima, de origem vege-

Classe | tal, animal ou de processamentos da agroindistria, onde ndo sejam utilizados, no
“A” | processo, metais pesados toxicos, elementos ou compostos organicos sintéticos po-

tencialmente téxicos, resultando em produto de utilizacdo segura na agricultura;

Fertilizante organico que, em sua producdo, utiliza matéria-prima oriunda de pro-
Classe | cessamento da atividade industrial ou da agroinddstria, onde metais pesados toxi-

“B” | cos, elementos ou compostos organicos sintéticos potencialmente toxicos sao utili-
zados no processo, resultando em produto de utilizagdo segura na agricultura;

Fertilizante organico que, em sua producao, utiliza qualquer quantidade de matéria-
prima oriunda de lixo domiciliar, resultando em produto de utilizagdo segura na
agricultura;

Classe
‘GC")

Fertilizantes organicos que, em sua producdo, utiliza qualquer quantidade de maté-
ria-prima oriunda de tratamento de dejetos sanitarios, resultando em produto de
utilizacdo segura na agricultura.

Classe
LCD”

Fonte: MAPA, 2009, adaptado pelo autor.
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2.4 TECNICA DE ABERTURA DE AMOSTRA

O avanco tecnoldgico tem sido de suma importancia para o desenvolvimento téc-
nico e cientifico na area de processos quimicos. Cada otimizacao realizada € significativa para
toda a comunidade de pesquisa.

Para a determinacdo de metais em fertilizantes orgénicos utilizando técnicas de
Espectrometria de Absorcdo Atdmica faz-se necessario que as amostras estejam isentas de
matéria organica residual a fim de ndo haver interferéncias na atomizacao do analito.

A metodologia de aplicacdo em matrizes correlatas, e que servird de base para
pesquisa, € a referéncia americana do United States Enviromental Protection Agency (US
EPA). No Brasil ha a Instru¢cdo Normativa SDA do MAPA n° 24, de 20 de junho de 2007, que
reconhece os métodos analiticos americanos do EPA.Conforme normas técnicas do EPA o
método previsto para extracdo do elemento Arsénio em fertilizantes, corretivos agricolas,
condicionadores de solo e substratos para plantas é o Método 3051 - ‘Microwave assisted acid
digestion of sediments, sludges, soilsandoils’ (MAPA, 2007).

O estudo da abertura de amostras pode ser feito por tratamento acido, pressurizado
e a alta temperatura, assistido via micro-ondas. A pesquisa do método para extracdo, determi-
nacdo e quantificacdo dos elementos contaminantes de insumos agricolas, arsénio, mesmo
presentes em nivel traco prevé a estimativa da concentracdo desses elementos (ANDERSON,
1997).

As micro-ondas sdo uma forma de energia eletromagnética ndo ionizante que cau-
sam movimento molecular através da migracdo de ions e rotagcdo de dipolos, sem provocar
mudancas na estrutura molecular. O equipamento de micro-ondas € composto de um gerador
de micro-ondas (magnetron), um guia de ondas, uma cavidade de micro-ondas, um circulador
e um prato giratério. A energia, produzida pelo magnetron, propaga através do guia de ondas
e € introduzida diretamente na cavidade do equipamento, onde o circulador distribui a energia
acumulada em diferentes dire¢fes. Os tubos, geralmente de teflon, séo recipientes para conter
a amostra que por sua vez sd@o materiais absortivos, e irdo receber e absorver as ondas, que
podem ser agua, acidos, matéria organica, entre outros (ABREU, 1997).

Para certificacdo de que o método é eficiente, sdo realizados experimentos emre-
plicatas com brancos, fortificados e matrizados, a fim de relacionar o efeito matriz, além da

producdo de curvas de calibracdo e realizagdo de cédlculos matematicos e estatisticos apos co-
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leta de resultados para atendimento a acreditacdo do método e laboratorio, atendendo parame-
tros de validacdo (INMETRO, 2003).

2.5 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO DE HI-
DRETO (HG-AAS)

A técnica de HG-AAS ¢ baseada na reducdo das espécies de arsénio através do
boroidreto de sédio (NaBH,4) em meio acido. O NaBH, volatiliza as espécies inorganicas de
arsénio formando a AsHj3 (arsina) e os compostos metilados de arsénio em hidretos de meti-
larsénio (I11), dimetilarsénio (111) e trimetilarsénio (111). A formacédo da arsina volatil admite a
separacao precedente do analito a partir da amostra e promove a conducao até o atomizador.
O aparelho consiste de um tubo de quartzo com o formato de ‘T’ alinhado ao caminho 6tico e
com o brago central servindo de acesso ao hidreto e ao gas carreador para o interior do tubo, a
parte aquecida. A volatilizagdo e a separacgao antecedente do arsénio minimizam as interferén-
cias e elevam a sensibilidade e a seletividade do método (VAREJAO, 2009; TAKASE, 2002).

Para formacdo do hidreto volatil existe a influéncia do estado de oxidacdo do ele-
mento. A cinética da reacdo do As (I11) com o NaBH, é muito maior do que a do As (V), de-
terminando a necessidade da especiacdo deste elemento para As (l1l) através de uma pré-
reducdo com o iodeto de potassio (KI) e &cido ascobico antes da reacdo com o NaBH, (BAR-
RA, 2000; TAKASE, 2002; VAREJAO, 2009).

26 PARAMETROS DE VALIDACAO

Validacéo pode ser definida como uma avaliacdo sisteméatica de uma metodologia
analitica para demonstrar que esta em condi¢cfes de ser aplicado e deve garantir, através das
realizacBes dos experimentos, que a técnica atenda as exigéncias dos empregos analiticos,
garantindo a confiabilidade dos resultados (WHO, 1992; ANVISA, 2003).

A validacdo completa abrange todas as caracteristicas de execugdo e um estudo
interlaboratorial que é empregado para averiguar como a metodologia se comporta em relagdo
a uma determinada matriz em mais de um laboratdrio, instituindo a reprodutibilidade do mé-

todo e a incerteza expandida pertinente a toda a metodologia (RIBANI et. al, 2004).
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Os parametros analiticos utilizados para validacdo de métodos sdo: seletividade,
linearidade e faixa de aplicacéo, preciséo, exatidéo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo
e robustez (INMETRO, 2003).

2.6.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental € a competéncia de aferir os elementos
em analise, sem equivocos, na presenca de componentes que podem intervir em sua determi-
nacdo em uma amostra complexa. A seletividade estima o grau de interferéncia de espécies
como outro material ativo, excipientes, impurezas e produtos de deterioracdo, bem como ou-
tros compostos de propriedades analogas que possam estar, por acaso, presentes. A seletivida-
de garante que o pico de resposta seja tdo somente do elemento de importancia para o experi-
mento (PHARMACOPEIA, 1999; INMETRO, 2011).

2.6.2 Linearidade e faixa de aplicacéo

A linearidade satisfaz a envergadura do método em fornecer resultados diretamen-
te proporcionais a concentracdo do elemento em analise, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (PHARMACOPEIA, 1999).

Comumente, a relacdo matematica entre a area ou altura do pico e a concentracdo
ou massa da espécie de interesse necessita ser apontada empiricamente, a partir de sinais me-
didos para massas ou concentraces conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica pode
ser expressa como uma equacao de reta denominada de curva analitica, e sdo definidas a par-
tir de, no minimo, cinco pontos além do ponto zero, visando mitigar possiveis erros associa-
dos (SOBRINHO et al., 2008; INMETRO, 2011).

2.6.3 Precisao

A precisao representa a dispersdo de resultados entre experimentos independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras correlatas ou padrbes, em determinadas condi-

¢des. E, ainda, avaliada pelo desvio padrio absoluto (o) que utiliza um namero significativo
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de medigBes. Entretanto, na validacdo de métodos, o nimero de determinagdes &, em regra,
pequeno e calcula-se a estimativa do desvio padrdo absoluto (s) (INMETRO, 2011).
Existe ainda, trés graus diferentes de analise em relacdo ao parametro de precisao:

repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

2.6.3.1 Repetitividade

Repetitividade, também chamado repetibilidade, representa a similaridade entre os
resultados de medigdes consecutivas de um mesmo método, realizadas sob as mesmas condi-
cdes de medicdo. As condicdes de repetitividade sdo: mesmo processo; mesmo analista; mes-
mo instrumento utilizado nas mesmas condi¢fes; mesmo local; repeticdes em um curto inter-
valo de tempo, abrangendo ainda, diversos testes da mesma amostra, em preparagoes distin-
tas, geralmente denominada de intra-ensaio ou intra-corrida, expressa pela estimativa do des-
vio padréo relativo (RSD) (INMETRO, 2000; ANVISA, 2003).

2.6.3.2 Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediaria apresenta o resultado das alteracdes dentro do laborato-
rio decorrente de eventos como diferentes dias, analistas, equipamentos ou uma combinacgédo
destes fatores. Geralmente, é utilizada a variabilidade dos dados resultantes em um Gnico la-
boratdrio. A validacdo da precisdo intermediaria é objetivada para a verificacdo de que no
mesmo laboratdrio a metodologia gerara 0s mesmos resultados, podendo ser expressa através
da estimativa do desvio padrao relativo (RSD) (ANVISA, 2003).

2.6.3.3 Reprodutibilidade

E o nivel de concordéncia entre os resultados das medidas de uma mesma amos-
tra, realizadas sob condicdes variaveis como modificacdo de operador, local, equipamentos,
etc. As pesquisas de precisdao em grau de reprodutibilidade devem conter estimativa do desvio
padrdo absoluto, estimativa do desvio padrdo relativo e intervalo de confianga (INMETRO,
2000).
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2.6.4 Exatidado

Definida como o nivel de similaridade entre os resultados produzidos em ensaios
individuais e um valor de referéncia aceito formalmente como verdadeiro (INMETRO, 2003).

A exatiddo é avaliada dentro de limites apropriados, em um certo grau de confian-
ca, ou seja, sempre conexa a dados de precisdo. Estes limites podem ser estreitos em niveis de
altas concentragdes e mais largos em niveis de tracos. E instituido que um minimo de nove
determinac6es abrangendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracdo deve ser rea-
lizado (ANVISA, 2003; ICH, 1995).

Os processos comumente utilizados para avaliar a exatiddo de uma metodologia
sdo: materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacao; adi¢cdo padrao
(INMETRO, 2003).

2.6.5 Limite de Deteccao

O limite de deteccdo é o menor valor de concentracdo do analito que pode ser de-
tectado pelo método e é dado através do exame completo de uma dada matriz que contém o
analito. Para a validacdo de uma metodologia analitica, geralmente, é aceitavel fornecer o
indicio do nivel em que h& a deteccdo do analito que significa aplicar o procedimento de ané-
lise: “branco + 3s” ou “0 + 3s”, onde ‘s’ € a estimativa do desvio padrdo e considerando anali-
ses de sete ou mais amostras de branco ou de brancos com adicao respectivamente (ANVISA,
2003).

2.6.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser deter-
minada com um nivel aceitavel de precisdo em um dado método experimental. Pode ser de-
terminado pela concentracéo do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6
ou 10 desvios-padrdo (INMETRO, 2003).
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2.6.7 Robustez

A robustez de um método experimental mensura a sensibilidade que este apresen-
ta na presenca a pequenas variacdes. Um método é robusto caso ele se apresente insensivel a
pequenas variagdes que podem ocorrer durante a execucao do método (INMETRO, 2003).

O INMETRO (2003) recomenda a determinacdo da robustez pelo teste de You-
den, que avalia ndo sé a robustez, como também a influéncia de cada uma das variagdes nos
resultados finais. Nestes casos, devem ser utilizados experimentos que levam em consideracéo
a heterogeneidade presente no material experimental. Quanto maior a robustez do método,

maior a confianga relacionada a sua precisao.
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3 CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Esta pesquisa é de natureza aplicada para o desenvolvimento de metodologia ana-
litica para determinacdo e quantificacdo total do contaminante arsénio em insumos agricolas.
Para a abertura da amostra foi utilizada a técnica de extracdo &cida Umida assistida em forno
micro-ondas especial, em altas pressdo e temperatura. Posteriormente realizou-se a etapa de
pré-reducdo para a especiacdo do analito. A determinacdo e quantificacdo do arsénio foi reali-
zada em Espectrometro de Absorcdo Atémica com Gerador de Hidretos.

A abordagem para o analito, além de qualitativa, é também quantitativa, de forma
que a quantificacdo do arsénio seja total, ou seja, a soma de todas as suas espécies.

Em laboratdrio a observacao sistematica do comportamento das aberturas das a-
mostras, bem como a anélise dos extratos e de parametros como cor, sedimentos, particulados,
turbidez, foram determinantes para coleta de dados e para o desenvolvimento da metodologia
desejada.

O trabalho foi desenvolvido levando em consideracéo a Instrucdo de Trabalho vi-
gente para validacdo intralaboratorial de métodos de ensaio do Laboratorio Nacional Agrope-

cuério e exigéncias do INMETRO.

3.1 MATERIAL E METODOS
3.1.1 Instrumentacao e preparo de amostras

Para o desenvolvimento da pesquisa, inicialmente trabalhou-se na escolha da ma-
triz de estudo que seria utilizada para os testes de validagédo, que foi realizada conforme os
resultados do processo de extracdo e determinacdo desse trabalho. Para estes testes foram uti-
lizadas 2 amostras minerais, 8 amostras organicas e 4 amostras organominerais, além de 1
amostra certificada mineral e 1 amostra certificada organica. Duas das amostras examinadas
nos testes preliminares apresentaram-se como isenta de arsénio e uma delas, amostra fiscal

denominada Turfa, foi escolhida como matriz de estudo.

As amostras foram homogeneizadas, maceradas e peneiradas, para que ao pesar
0,2500 g do material, houvesse uma amostra representativa do todo. O material utilizado neste

trabalho foi homogeneizado em um almofariz de porcelana com o auxilio de um pistilo segui-
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do de peneiramento por uma peneira com abertura de 0,42 mm. As amostras foram armazena-

das em frascos pléasticos (polietileno de alta densidade) devidamente fechados.

Para todos os testes foram pesados 0,2500 g da amostra para posterior acidificacdo
e extracdo em forno micro-ondas especial de laboratorio. Os extratos foram transferidos para
tubos tipo Falcon e avolumados para 50 mL para posterior tratamento de pré-reducéo e leitura
em equipamento de absorcéo atbmica com geracao de hidretos.

3.1.2 Solucdes e Descontaminacédo de Materiais

As solucdes obtidas nas extracfes foram armazenadas em tubos Falcon, identifi-
cados e estocados a temperatura ambiente.

A descontaminacdo dos consumiveis e vidrarias foi realizada inicialmente lavando
com &gua de torneira, colocados em banho &cido contendo uma solugéo de HNO3; 10% (v/v)
por 24 horas e lavados com agua deionizada.

Este tratamento se faz necessario para que ndo haja nenhum interferente no pro-
cesso de extracdo, no caso dos reatores do forno micro-ondas, e no processo de preparagédo

das amostras na pré-reducéo e leitura no equipamento de absorc¢do atbmica.

3.1.3 Materiais e Reagentes

Foram utilizados os reagentes: acido cloridrico (HCI) concentrado P.A. VETEC;
acido nitrico (HNO3) concentrado P.A. NEON; perdxido de hidrogénio (H,0O,) 30% P.A.
NEON; écido ascérbico (CsHgOg) P.A. NEON; hidréxido de sddio (NaOH) P.A. NEON; io-
deto de potassio (KI) P.A. VETEC; boroidreto de sédio (NaBH,4) P.A. Proquimios; solucéo de
HCI 3% (v/v); solugdo padrio estoque 1000 pg L™ de arsénio; solucéo padrdo estoque 100 pg
L™ de arsénio; solucdo de boroidreto de sédio 1% (m/v); solucdo pré-redutora com 0,5% de
Kl e acido ascorbico (m/v).
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3.1.4 Procedimento de Seguranca Laboral

Todo trabalho experimental foi realizado seguindo as medidas de seguranca labo-
ral em laboratorio quimico. Utilizou-se de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) tais
como luvas e jaleco, bem como protecdo coletiva, capela com exaustdo e lavador de gas acio-
nados.

Os equipamentos utilizados, forno micro-ondas e espectrometro de absorcéo até-
mica com geracdo de hidretos foram utilizados com sistema de exaustédo ligados.

O descarte das solucdes, extratos e residuos foi realizado em recipientes especifi-
cos para este fim no proprio LANAGRO-GO.

3.1.5 Equipamentos

Foram utilizados para o desenvolvimento deste trabalho: forno especial de micro-
ondas de laboratdrio analitico marca CEM, modelo MARS 6; balanca analitica marca Gilber-
tini E42S-B, d=0,1 mg; espectrometro de absor¢do atdmica com gerador de hidretos HS 55,

equipado com lampada para arsénio, marca Analytik Jena, modelo Zeenit 700, Alemanha.

3.1.6 Testes de extragdo em micro-ondas

O desenvolvimento da parte experimental deste trabalho iniciou-se com testes de
extracdo utilizando metodologias reconhecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

A extracdo ou abertura das matrizes organicas consiste em degradar a matéria or-
ganica presente na amostra para que o elemento de interesse esteja disponivel no extrato para
sua determinacdo e quantificacdo. Esta técnica pode ser feita em duas rotas: aberta ou fecha-
da. Para o arsénio utilizou-se a rota em sistema fechado, em forno micro-ondas apresentado
na Figura 2, pela eficiéncia e agilidade do processo, que combina energia térmica e pressao

por minimizar possiveis perdas.
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Figura 2 - Equipamento Micro-ondas com cavidade. Fonte: Automacéo Analitica.

Para que a extracdo seja considerada eficiente, alguns parametros fisicos foram
levados em consideracdo, tais como cor do extrato, a presenca e a cor de particulados ou resi-
duos e se esses residuos sedimentam ou se ficam suspensos. Nesta etapa, uma fase explorato-
ria, analisa-se principalmente a cor, limpidez e turbidez do extrato. As variagdes a partir da
metodologia SW-846 - 3051 foram necessarias pela observacao dos extratos obtidos nas ma-
trizes escolhidas para estudo.

Diferentes tipos de matrizes organicas foram digeridos utilizando a metodologia
SW-846 - 3051 (U.S. EPA) e alguns parametros desse método foram adaptados, tais como
quantidade e mistura do reagente HNO3 com outros reagentes oxidantes, tempo de extracdo
e/ou rampas de aquecimentos aplicados na extragéo.

Nos primeiros testes foram utilizadas 14 amostras fiscais. Os testes foram aplica-
dos sequencialmente de forma que a cada resultado houvesse uma tomada de deciséo para a
realizacdo do proximo teste. Foram realizados 6 testes para alcancar o resultado esperado.

Ao conseguir um extrato limpido para as amostras de maior criticidade passou-se
para a proxima fase na qual foi feita a pré-reducdo e analise dos extratos em Espectrémetro de

Absorcao Atdmica com Geracédo de Hidretos do contaminante arsénio e analisaram-se materi-
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ais de referéncia digeridos pela mesma metodologia, onde a quantidade de arsénio é conheci-
da.

3.1.7 Pré-reducéo

Utilizou-se do método BCR (Bureau Communautaire de Référence) para a pré-
reducdo de uma aliquota do extrato da amostra digerida com a finalidade obter um resultado
com a quantificacdo total de arsénio. A pré-reducdo foi feita com iodeto de potéssio e acido
ascorbico em uma solugdo de 5% (m/v). Para preparacdo de 200 mL da solucdo pré-redutora
(&cido ascorbico e iodeto de potassio 5% m/v) dissolveu-se em agua 10,0000 g de iodeto de
potassio e 10,000 g de acido ascérbico, transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL,
completou-se o volume e homogeneizou-se.

Adicionou-se 10,0 mL da solu¢do pré-redutora a aliquota de 5,0 mL do extrato em
um baldo de 50,0 mL, seguida da adicao de 5,0 mL de acido cloridrico concentrado, adiciona-
dos em capela com exaustdo para protecao quanto a liberacdo do iodo formado. Este procedi-
mento requer um tempo de reagdo de 1 hora. Ap0s este periodo avoluma-se as amostras e pa-

drdes e aguarda-se 20 minutos para realizar as leituras.

3.1.8 Curva de Calibracao

A faixa de padrées utilizada neste trabalho foi de 0 a 16 ug kg™ recém preparada
utilizando solucéo estoque de 100 pg kg™. A curva de calibracio de trabalho foi composta de
6 pontos além do zero com as concentracdes em pg kg™: 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0 e 16,0.
As aliquotas transferidas para os baldes volumétricos de 50,0 mL foram respectivamente de
0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mL com o auxilio de pipetas volumétricas calibradas. Adicio-
nou-se uma pequena quantidade de agua.

Fez-se a adicdo de 5,0 mL da solucdo pre-redutora e 5,0 mL de HCI concentrado.
Homogeneizou-se e deixou-se em repouso por 1 hora em capela com exaustdo. Completou-se
0 volume com &gua deionizada e deixou-se em repouso por mais 20 minutos antes de serem

levados ao equipamento de absorcao para leitura.
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3.1.9 Deteccéo

Apbs o processo de digestdo da matriz e pré-reducdo do extrato ha a etapa de de-
teccdo ou leitura do analito que esté solubilizado na amostra preparada. Na deteccdo, apenas
0s compostos de arsénio (I11) sdo volatilizados ao reagir com o NaBH4, necessitando de uma
pré-reducdo da amostra para a transformacdo da espécie do arsénio (V) a arsénio (I11). Nesta
fase o arsénio é transferido até o sistema de deteccdo e atomizado através da conversdo dos
compostos contendo o elemento até o hidreto volatil correspondente em uma reacdo com o
NaBH,. A geracdo do hidreto facilita o carreamento do arsénio até o detector e possui boa
sensibilidade. No detector, o As (Ill) presente na amostra volatiliza na converséo a Arsina
(AsH3) e finalmente é atomizado. Na Figura 3 é apresentado o equipamento de Espectrome-

tria de Absorcdo Atdmica com Geracdo de Hidretos utilizado para deteccédo de arsénio.

Figura 3 - Espectrometro de absorcéo atdmica com gerador de hidretos (HG-AAS), marca Analytik Jena,
modelo Zeenit 700 localizada no LANAGRO/MAPA.

Para realizar a deteccdo adicionou-se 5,0 mL da solucdo de HCI 3% (v/v) e 3,0
mL da amostra pipetadas com micropipeta no frasco de reacdo. As leituras foram medidas
pela altura do pico (“peakheight”).

Os parametros de analise do equipamento devem ser observados e ajustados
quando necessario com a finalidade de obter-se resultados confiaveis, além de ajustes como
alinhamento e corrente da lampada e niveis de energia do equipamento.

Fatores como o fluxo do gas de arraste (argdnio), tempos de limpeza da cela de

reacdo durante as leituras, a lavagem do frasco de reacdo a cada adicdo de amostra no equi-
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pamento séo de suma importancia e influenciam os resultados. Os parametros de programacao

do equipamento utilizados est&o listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros do equipamento de AAS para detecgdo de Arsénio.

Parametros Programacéao
Background correction on
Cell temperature 950~ C
Gas flow 36 L/h
Method Hydride Elements
Modo Discontinuos (Batch)
Pre wash time 15s
Reaction time 30s
Rewash time 30s
Sample volume 3,0 mL
Gas pressure 50 psi

3.1.10 Teste de Linearidade e Efeito de Matriz

Deu-se inicio a etapa de validacdo do método fazendo os testes de Linearidade e
Efeito Matriz. Nesta etapa é realizada a andlise do analito em seis pontos alem do zero em
uma curva solvente, para linearidade, e em uma curva matrizada nos mesmos pontos para o
efeito de matriz. O estudo foi realizado de acordo com o guia de validacao intralaboratorial
através de planilhas especificas com varios testes, como: normalidade, homoscedasticidade,
independéncia e desvio de linearidade e significancia da regressdo para o modelo utilizado
(LANAGRO, 2010).

3.1.11 Teste de Recuperacédo e Reproducéo

Seguidamente fizeram-se os testes de recuperacgdo e de reproducéo. Nos testes de
recuperacdo a amostra € fortificada com uma quantidade conhecida do analito em questdo em
trés niveis da curva de trabalho. O estudo foi realizado em triplicata em trés dias diferentes e
sequidos e feitos por duas analistas, determinando a reproducdo. Foram analisadas dezoito
leituras reais de cada ponto e cada uma delas passou pelo processo de extracdo. Este processo

avalia a possivel perda do analito no método de extracdo. As aliquotas de adi¢do da solugéo
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de trabalho de 1000 mg L™ foram de 2,0; 4,0 e 8,0 mL para as respectivas adi¢des de 2, 4 e 8
g L™ de arsénio.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Caracterizacgédo da amostra de estudo: turfa

Foram realizadas analises quimicas da amostra de estudo, turfa, sequindo o manu-
al de metodologias analiticas oficiais do LANAGRO para fertilizantes organicos construindo

uma caracterizacdo conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo da amostra turfa.

Turfa: amostra de estudo para a validacao

Analito Resultados Unidade
Céadmio < 3,00 mg kg™
Cromo 65,7 mg kg™
Chumbo < 25,0 mg kg™
Niquel 32,0 mg kg™
Carbono Organico 42,8 % em massa
Nitrogénio 0,49 % em massa

3.2.2 Testes para o Arsénio

Foram realizados testes com 14 (catorze) tipos de matrizes organicas e minerais
para identificar a matriz mais critica quando analisados o0s parametros de extracdo. Todas as
matrizes foram fornecidas pelo LANAGRO-GO (Laboratério Nacional Agropecuério de Goi-
as). Nesta fase as matrizes de facil abertura sdo excluidas, a principio, para serem utilizadas
posteriormente em testes de aplicacdo, quando a metodologia desenvolvida for validada.

Para que ocorra a eliminacdo da matéria organica deve-se submeter a amostra a
um ambiente oxidante, com reagentes como acido nitrico, &cido cloridrico, peroxido de hidro-
génio além de submeté-Ila a altas pressdo e temperatura. O extrato final deve apresentar limpi-
dez que caracteriza a degradac&o total da matéria organica. E usual utilizar-se de programacéo
de rampas baseadas em temperaturas para degradar matéria organica e neste trabalho foram
feitos testes com 0 aumento de temperaturas acrescidas de forma gradativa, que apresentou

melhor resultado quanto aos critérios esperados para o extrato final.
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Teste 1: a metodologia SW-846 - 3051 consiste em digerir a amostra em forno
micro-ondas com adi¢do de 10,0 mL de &cido nitrico (HNOg3) concentrado, por 10 minutos a
uma temperatura de 175°C.Na Figura 4 ¢é apresentada a imagem do extrato obtido no primeiro
teste de digestao.

Figura 4 - Extrato do teste de extragdo 1.

Teste 2: realizado com a adi¢do de 6,0 mL de HNO3, 2,0 mL de peroxido de hi-
drogénio (H20,) e 2,0 mL de agua ultrapura. A rampa utilizada nesta digestdo foi 20 minutos
a uma temperatura de 80°C, 20 minutos a 140°C e 20 minutos a 190°C.

Teste 3: adicionou-se 10 mL de HNOj3 e a rampa idéntica ao segundo teste.

Teste 4: adicionou-se 6,0 mL de HNOg3, 2,0 mL de perdxido de hidrogénio (H,0,)
e 2,0 mL de agua ultrapura, digerindo a amostra por 10 minutos a uma temperatura de 175°C.

A programacéo utilizada no equipamento de micro-ondas para os testes 1 e 4 é a-
presentada na Tabela 3 seguido do gréfico na Figura 5.

Tabela 3 - Programacéo de Rampa de Digestdo da Amostra no Micro-ondas para os Testes 1 e 4.

Sequéncia | Tempo (min) | Temperatura (°C) | Poténcia (W) Especificacéo

1 00:05:30 175 1000 Rampa
00:04:30 175 1000 Permanéncia
3 00:30:00 60 0 Resfriamento
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Figura 5 - Grafico da rampa de digestdo da amostra - Teste 1 e 4.

Teste 5: adicionou-se 4,0 mL de HNO3, 3,0 mL de H,O; e 3,0 mL de agua ultra-

pura, digerindo a amostra em uma rampa de 20 minutos a uma temperatura de 80°C, 20 minu-

tos a 140°C e 20 minutos a 190°C.

Para os testes 2, 3 e 5 a programacao utilizada no equipamento de micro-ondas é

apresentada na Tabela 4 seguido do gréafico na Figura 6.

Tabela 4 - Programacédo de rampa de digestdo da amostra no micro-ondas para os testes

2,3eb5.

Sequéncia | Tempo (min) | Temperatura (°C) | Poténcia (W) Especificacéo
1 00:10:00 80 1000 Rampa
2 00:10:00 80 1000 Permanéncia
3 00:10:00 140 1000 Rampa
4 00:10:00 140 1000 Permanéncia
5 00:10:00 190 1000 Rampa
6 00:10:00 190 1000 Permanéncia
7 00:30:00 60 0 Resfriamento
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Figura 6 - Grafico da rampa de digestdo da amostra - Testes 2, 3 e 5.

Teste 6: adicionou-se 4,0 mL de HNOs3, 3,0 mL de H,0, e 3,0 mL de agua ultra-
pura, digerindo a amostra em uma rampa de 20 minutos a uma temperatura de 80°C, 20 minu-
tos a 160°C e 20 minutos a 200°C.

Na Figura 7 é apresentado a imagem do extrato obtido no Teste 6 para a matriz S-
80. Na Tabela 5 estdo os dados da rampa utilizada para a digestdo da amostra em micro-ondas
para o Teste 6 e o grafico esta representando estes dados na Figura 8.

Trés matrizes, denominadas S-70, S-80 e Turfa, foram escolhidas para a proxima
fase, na qual foram testadas as varia¢fes da rampa de extracdo, tempo, temperatura e poténcia

requerida, além da variacao dos reagentes.



Figura 7 - Extrato do teste da extracéo 6.

40

Tabela 5 - Programacao de rampa de digestao da amostra no micro-ondas para o teste 6.

Sequéncia Tempo (min) | Temperatura (°C) | Poténcia (W) Especificacéo
1 00:10:00 80 1000 Rampa
2 00:10:00 80 1000 Permanéncia
3 00:10:00 160 1000 Rampa
4 00:10:00 160 1000 Permanéncia
5 00:05:00 200 1000 Rampa
6 00:15:00 200 1000 Permanéncia
7 00:30:00 60 0 Resfriamento
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Figura 8 - Grafico da rampa de digestao da amostra - Teste 6.

Para os testes de validacdo de verificacdo do efeito de matriz e da recuperacao, é
de interesse que a matriz utilizada seja isenta do contaminante em questdo, e neste trabalho,
obteve-se duas amostras organicas isentas de arsénio.

As condicdes mais satisfatorias de obtencdo do extrato-amostra foram alcancadas

no Teste 6, no qual testou-se 3 tipos de amostras, de composicao tipica.

3.2.3 Testes com materiais certificados

O desempenho do método ainda foi avaliado pelo uso do material de referéncia
certificado Fluka CRM 029 - lodo de esgoto industrial, NIST 2782 — lodo industrial e NIST
SRM 695 — material de referéncia para fertilizante mineral, nos quais o teor de arsénio é co-
nhecido e que passaram pelo mesmo processo de digestdo testado nas amostras e 0s resultados
sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados obtidos em analise de materiais certificados.

Material certifi- | Concentracgdo certifica- | Valor médio encon- | Valor médio encontra-
cado da de As (mg kg™) trado em mg kg™ do em %
Fluka CRM 029 310+ 32 304,3 98,2
NIST SRM 695 2005 202 101
NIST 2782 166 + 20 166 100

3.2.4 Teste de linearidade e efeito de matriz

Sequencialmente fez-se os testes de linearidade e efeito matriz. O resultado para
linearidade é apresentado na Tabela 7 e plotado na Figura 9, definindo que ha linearidade na

curva de solvente testada.

Tabela 7 - Resultados do Teste de Linearidade.

~ 1 Absorbancias obtidas
Concentracédo (ug kg™)
Curva A Curva B Curva C

0,0 0,0085 0,0070 0,0063
2,0 0,0688 0,0688 0,0686
4,0 0,1277 0,1278 0,1277
6,0 0,1802 0,1818 0,1895
8,0 0,2399 0,226 0,2367
12,0 0,3551 0,3517 0,3471
16,0 0,4572 0,4532 0,4499
R? 0,9997 0,9993 0,9995
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Figura 9 — Grafico para o Teste de Linearidade
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20,0

Para o teste de efeito matriz o resultado é apresentado na Tabela 8. Na Figura 10

estdo plotados os resultados das anélises da curva matrizada e na Figura 11 as anélises da cur-

va solvente e da curva matrizada, determinando que ndo ha efeito matriz para a amostra testa-

da.

Tabela 8 - Resultados do Teste de Efeito de Matriz.

Absorbancias obtidas

x -1

Concentragdo (g kg™) Curva A Curva B CurvaC
Turfa+0 0,0086 0,0070 0,0064
Turfa+2,0 0,0758 0,0763 0,0760
Turfa+ 4,0 0,1338 0,1331 0,1310
Turfa+6,0 0,1866 0,1858 0,1872
Turfa+8,0 0,2374 0,2401 0,2417
Turfa+ 12,0 0,3460 0,3466 0,3416
Turfa + 16,0 0,4528 0,4530 0,4535
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Figura 10 - Gréfico da Curva Matrizada para o Arsénio.
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Figura 11 - Gréfico de Efeito de Matriz para o Arsénio.
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Os resultados para determinar a linearidade foram satisfatorios apresentando R?
igual a 0,9988 para curva solvente na faixa de 2,0 a 16,0 pg L™.Para determinar se ha efeito
de matriz o R? foi de 0,9998 para curva matrizada na faixa de 2,0 a 16,0 pg L™ indicando que
a matriz escolhida para o estudo néo interfere nas leituras do analito em questdo, o arsénio.

Os valores do intercepto “a” e da inclinacdo “b” das curvas de calibragdo foram
comparados através de teste estatistico ANOVA para estimar a influéncia dos componentes da

matriz na resposta dos analitos.

3.2.5 Teste de recuperacdo, inexatidao, precisao

Para o teste de recuperacao a amostra foi fortificada em trés niveis, 2,0; 8,0 e 16,0
g kg™ e passou por todo processo de extracdo, pré-reducdo e leitura. Este processo gerou 18
leituras para cada nivel e dois analistas, conforme critério exigido pelo INMETRO.

Para avaliar a repetitividade analitica da metodologia foram analisadas 6 amostras
em triplicata em 3 dias diferentes pelo mesmo analista. Para a avaliacdo da precisao interme-
diaria as amostras foram analisadas em 3 dias diferentes por dois analistas.

Os resultados dados em concentracdo estdo apresentados na Tabela 9 e em por-
centagens na Tabela 10. Na Tabela 11 é apresentado o estudo estatistico de recuperacdo de

arsénio.

Tabela 9 - Concentracgdes obtidas utilizando a matriz Turfa para o teste de recuperacao

de Arsénio.
Amostra Fortificada Concentragdes Obtidas (g kg™) Média Desvio
1 2 3 4 5 6 padrao
Turfa+20A 1,750 | 1,869 | 1,873 | 1,977 | 2,279 | 2,067 | 1,969 | 0,139
Turfa+2,0B 1,975 | 1,819 | 2,081 | 1,946 | 2,151 | 1,986 | 1,993 | 0,082
Turfa+2,0C 2,143 | 2,361 | 2,100 | 1,986 | 2,006 | 2,019 | 2,103 | 0,100
Turfa+8,0A 8,560 | 8,802 | 8,682 | 8,623 | 8,701 | 8,535 | 8,651 | 0,078
Turfa+8,0B 8,489 | 8,315 | 8,529 | 8,299 | 8,671 | 8,618 | 8,487 | 0,120
Turfa+8,0C 8,411 | 8,703 | 8,674 | 8,400 | 8,373 | 8,468 | 8,505 | 0,122
Turfa + 16,0 A 15,940 | 16,740 | 15,290 | 16,410 | 16,500 | 15,970 | 16,142 | 0,408
Turfa+ 16,0 B 15,210 | 16,630 | 16,120 | 15,530 | 15,970 | 16,000 | 15,910 0,360
Turfa+ 16,0 C 15,520 | 16,580 | 15,630 | 16,530 | 16,230 | 15,830 | 16,053 | 0,393
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Tabela 10 - Recuperac6es obtidas para os niveis de concentragdo de Arsénio delineados
para validacéo.

Recuperacgéo (%) | Recuperacdo (%) | Recuperacéo (%)
Replicatas para o nivel 2,0 ug | para o nivel 8,0 ug | para o nivel 16,0 ug
kg™ kg™ kg™
1 87,500 107,000 99,625
2 98,750 106,113 95,063
3 107,150 105,138 97,000
4 93,450 110,025 104,625
5 90,950 103,938 103,938
6 118,050 108,788 103,625
7 93,650 108,525 95,563
8 104,050 106,613 100,750
9 105,000 108,425 97,688
10 98,850 107,788 102,563
11 97,300 103,738 97,063
12 99,300 105,000 103,313
13 113,950 108,763 103,125
14 107,550 108,388 99,813
15 100,300 104,663 101,438
16 103,350 106,688 99,813
17 99,300 107,725 100,000
18 100,950 105,850 98,938
Média 101,078 106,842 100,219
Desvio padréo 5,728 1,538 2,403

Tabela 11 - Estudo estatistico da recuperacao do arsénio.

Concentragao estima- | Média Concentragéo Ex- 5 (0 o
da (ug L™ perimental (ug L™) Recuperagao (%) CV (%)
2,0 2,022 101,078 0,0567
8,0 8,547 106,842 0,0144
16,0 16,035 100,219 0,0240

CV - coeficiente de variacao.

A exatiddo do método foi determinada pela porcentagem de recuperacdo media

em 3 niveis de concentracdo e em triplicata. O grau de recuperacdo variou de 100,219% a
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106,842%, valores que estdo dentro das especificacOes esperadas para matrizes complexas (de
80 a 110%) e com anélise de alta sensibilidade (em ug L™).
O estudo estatistico mostra que houve um baixo coeficiente de variacdo, determi-

nando a homogeneidade dos resultados.

3.2.6 Limites de detec¢do (LD) e quantificacéo (LQ)

Os dados obtidos no teste de recuperacdo para a amostra Turfa sem adicdo de pa-
dréo no processo de extracdo foram analisados e encontrou-se pela avaliagdo da curva de cali-
bragdo LD e LQ para o método igual a 2,0000 pg L.

Para amostras de baixa concentracdo de analito constatou-se um LD tedrico de
0,459 pg L™ e LQ tedrico de 1,529 pg L™,
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4 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Ao realizar as extracOes e analisar 0s aspectos fisicos dos extratos obtidos obser-
VOUu-sSe que para a abertura de matrizes organicas, que sdo matrizes complexas, fez-se necessa-
rio uma maior agressividade quanto a oxidacdo da matéria organica, ao utilizar HNO3 e H,0»,
além do aumento da temperatura - chegando a 200°C - e tempo de extracéo - total de 60 mi-
nutos. Este tipo de matriz tem alto teor de carbono e € de dificil extracdo quando comparado
as matrizes minerais.

Todas as etapas da validagcdo foram concluidas e apresentadas neste trabalho. A-
Iém do trabalho experimental foram realizados os tratamentos estatisticos dos resultados para
a validacdo do método, ou seja, para comprovacao de que o método funciona.

A metodologia analitica proposta para determinacao e quantificacdo de arsénio to-
tal em amostras de fertilizantes orgénicos utilizando a técnica de extracao e solubilizacdo do
analito em equipamento de micro-ondas e leitura em espectrometro de absorgéo atbmica com
geracdo de hidretos pode ser considerada como um método seletivo, exato, preciso, rapido e
econémico quando comparado a metodologias em sistemas abertos que ndo geram resultados
em quantificacdo total do arsénio por sua possivel volatilizacéo.

A metodologia desenvolvida mostrou-se reprodutivel e linear na faixa de 2,0 a
16,0 ugKg™, sendo adequada para a avaliagdo da qualidade de amostras que contém arsénio,
sendo possivel determinar se a amostra estd ou ndo dentro do limite regido pela Instrucédo
Normativa vigente.

Os resultados deste estudo permitirdo que o 6rgao competente, 0 MAPA, fiscalize
as amostras de fertilizantes organicos quanto a quantificagdo do arsénio, atestando se tais a-
mostras estdo ou nao dentro do limite maximo permitido, bem como as empresas na realiza-
cao do controle de qualidade de seus produtos na industrializacdo deste consumivel agricola.

Esta metodologia serd proposta em consulta publica para ser inclusa no Manual de
Metodologias Analiticas Oficiais do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que

rege os Laborat6rios Nacionais Agropecuérios de todo o Brasil.
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APENDICE A - FLUXOGRAMA DO METODO DE EXTRAGAO EM FORNO MICRO-
ONDAS COM PRE-REDUGAO E DETECGAO EM ESPECTROMETRO DE ABSORGAO
ATOMICA COM GERADOR DE HIDRETOS PARA O CONTAMINANTE ARSENIO

Inicio

Preparacdo da amostra Preparacdo do padrdo

A 4

Y Transferir aliquotas da
Pesagem solucéo padrdo de tra-
(0,2500 g) balho de As para ba-
I16es volumétricos de
50,0 mL.
A 4
Adigdo de 3,0 mL de
H,0, 3,0 mL de H,O, e v
4,0 mL de HNOs Adicionar pequena
quantidade de H,O +
5,0 mL de solucéo de

Kl e acido ascorbico

(5% m/v) + 5,0 mL de

HCI concentrado, ho-

mogeneizar, aguardar 1

hora, avolumar, aguar-
dar 20 min

A 4
Colocar em forno micro-
ondas em rampa de aque-
cimento que varia de 80 a
200°C em um tempo de
extracdo de 60 min

v

Deteccdo do As
em HG-AAS

A 4
Aguarde o resfriamento
e abra os reatores em
capela com exaustor e

lavador de gés ligados v

Tomar uma aliquota de 5 mL do extrato transfira
para um baldo volumétrico de 50 mL + 10,0 mL
de solugéo de Kl e &cido ascérbico (5% m/v) +
5,0 mL de HCI concentrado, homogeneizar, a-
guardar 1 hora, avolumar, aguardar 20 min

A

A 4

Transfira os extratos
para tubos falcons e
complete o volume

com H,O destilada até

50 mL




