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Resumo

O obijetivo deste estudo foi avaliar processos de extrag&o de nutrientes
e elementos toxicos em amostras de solo, plantas e residuos usando a técnica
de espectrometria de emissdo atdbmica em plasma de argdnio acoplado
indutivamente (ICP-AES). A etapa critica das analises quimicas, com o uso do
ICP-AES, se resume aos processos de extragdo ou de dissoluggdo das
amostras. No caso de solos, o boro era um dos micronutrientes mais
problematicos. O método mais utilizado para a extragéo de boro para o
diagnéstico da sua disponibilidade as plantas, & o refluxo em agua, que €
tedioso e exige cuidados especiais. Um procedimento de extracéo alternativo
foi desenvolvido nesta tese, usando um forno de microondas doméstico e uma
solucdo extratora de BaCl.. Boa correlagao (r=0.960) foi obtida para as 13
amostras de solo processadas pelo método de refluxo em agua e o método
proposto, usando ICP-AES. A quantificagéo por ICP-AES também néo diferiu
significativamente do método espectrofotometrico (r*=0.980). O método de
extracdo por microondas tornou-se oficial no Estado de Sao Paulo, a partir de
1994.

Os estudos envolvendo a digestdo de amostras de plantas podem ser
feitos por via seca ou por via umida, com aquecimento por condugao ou por
microondas sob pressdo. Como os resultados encontrados na literatura, em
geral, sdo inconsistentes entre si, foi necessario estabelecer urha rotina
prépria para fins de diagnose foliar. Para tal foram utilizadas uma amostra
padréo certificada NIES (“National Institute for Environmental Studies - Japan
Environmental Agency”) e quatro amostras do programa “International Plant-
Analytical Exchange” (IPE) e os elementos determinados por ICP-AES foram:
Al B, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S e Zn. Os resultados
obtidos com a digestdo com os acidos nitrico-perclérico (HNO3s-HCIO,) foram
os que apresentaram maior variabilidade nas amostras estudadas e os valores
mais discrepantes foram para o Na (148%) e o B (326%). A via seca por sua

vez, apresentou resultados relativamente bons, com excegéo do Na (583%), B



(236%) e S (54%). A metodologia que emprega o forno de microondas
produziu resultados mais reprodutiveis para a maioria dos elementos, mas
esse procedimento exige cuidados especiais que dificultam sua aplicagéo em
trabalhos de rotina. O método da via seca foi o escolhido para as analises de
rotina no Laboratério de Analise de Plantas e Solos do IAC, enquanto que o
método de digestdo em microondas é utilizado apenas nas analises que
requeiram resultados mais precisos.

Quanto a analise de residuos, foram comparados trés procedimentos
por via umida: (1) sistema aberto usando a mistura HNOs-HCIO,, (2) sistema
fechado em forno de microondas usando HNO; (método oficial da EPA 3051) e
(3) sistema fechado em forno de microondas usando agua-régia. Foram
utilizadas amostras de residuos de diferentes procedéncias, tais como
composto de lixo urbano, lodo de esgoto, estercos de animais e uma amostra
certificada de sedimento de lagoa. Os elementos determinados por ICP-AES
foram Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn. O método de digestdo com agua-régia
apresentou as maiores recuperacdes, sendo superior a 90% para Fe, Mn, Cu,
Pb, Zn e Cd, 76% para Ni e 61% para Cr. Esse procedimento também extraiu
quantidades maiores para Fe, Mn, Zn e Cr nos compostos de lixo municipal, no
lodo de esgoto e no esterco de suino, quando comparado aos outros métodos.
Este estudo foi tomado como base pela CETESB (“Companhia de Tecnologia
de Saneamento Basico”) para a preparacéo da legislacéo sobre a aplicagéo de

lodos de tratamento biolégico em areas agricolas.



Abstract

The objective of this study was to evaluate chemical elements
extraction processes for soil, plant and residue analysis by inductively coupled
plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES) technique. The critical step of
the chemical analysis using the ICP-AES technique, is the sample extraction or
dissolution. In the case of soil analysis, boron was a troublesome micronutrient.
Hot water is the most widely extractor used for boron extraction in soils for the
diagnosis of the nutrient availability. This procedure is tedious and requires
some especial cares. An alternative procedure was developed in this thesis
using a domestic microwave oven and BaCl, as extraction solution. Good
correlation (r*=0.960) was found between the extraction by boiling water and
the proposed method, for 13 soils, using ICP-AES. The B contents determined
by ICP-AES did not significantly differ from those obtained by
spectrophotometric method (r*=0.980). The microwave method is the official
procedure for soils of the State of Sao Paulo (Brazil), since 1994.

Plant digestion may be performed by dry ashing or wet digestion, using
heating by conduction or microwave. Since results in the literature for sample
digestion are, in general, not consistent, it was necessary to establish a proper
routine for plant analysis and nutrient diagnosis. Four samples from
International Plant-Analytical Exchange (IPE) program and one NIES (National
Institute for Environmental Studies - Japan Environmental Agency) certified
reference material were used and the elements Al, B, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S e Zn were analyzed by ICP-AES. The results
obtained with the HNOs-HCIO, digestion method presented higher variability for
the element contents in the samples studied; Na and B showed the largest
range of variation (148% and 325%, respectively). The dry ashing method
presented relatively better results, except for Na (583%), B (236%) and S
(54%). The results with the microwave digestion method were more consistent
and reproducible for most elements, but this procedure requires special cares

for routine analysis. The dry ashing was chosen for routine analysis in the Plant



and Soil Laboratory of Instituto Agrondmico, nevertheless the microwave
method is used for special analysis, when more precision is required.

Three procedures for the digestion of residues were compared; (1)
open system using HNO3-HCIO, , (2) closed system in microwave oven using
HNO; (EPA-3051 method) and (3) closed system in microwave oven using
aqua-regia. Urban domestic wastes, swine and dairy manure and NIES
sediment certified reference material were used as samples. All extractions
were analyzed for Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb and Zn by ICP-AES. Microwave
digestion with aqua- regia extracted higher amounts of metals, with recoveries
greater than 90% for Fe, Mn, Cu, Pb, Zn and Cd, 76% for Ni and 61% for Cr.
This procedure also presented higher amounts of Fe, Mn, Zn and Cr for the
municipal waste compost, the sewage sludge and for the swine manure, when
compared with other methods. The CETESB (“Companhia de Tecnologia de
Saneamento Basico’) legislation for the application of biologically treated

sludge in agricultural areas was based in these studies.
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I. INTRODUGAO

A agricultura é uma das mais antigas praticas de relagéo entre o Homem e
a natureza. Ao longo dos tempos novos conhecimentos, técnicas e praticas foram
sendo incorporados, € o homem aprendeu a viver com a terra, respeitar seus
ciclos, seu clima, suas exigéncias, mesmo que muitas vezes néo compreendesse
a razéo delas. E aprendeu, muitas vezes, a mudar de forma positiva a natureza.
Esses conhecimentos acumulados é que permitiram ao homem retirar seu
sustento por muitos séculos.

A partir do inicio deste século os resultados dos estudos da guimica e da
bioquimica desvendaram o papel dos nutrientes basicos no crescimento das
plantas. Assim como os seres humanos dependem das plantas para sua
alimentagdo, as plantas dependem dos nutrientes minerais do solo para seu
desenvolvimento. Diversos elementos quimicos sdo indispensaveis a vida das
plantas. Esses elementos sdo considerados essenciais pois na auséncia de
qualquer um deles, a planta ndo consegue completar seu ciclo de vida ou nao
consegue produzir sementes viaveis para reprodugéo. Os elementos essenciais
carbono, oxigénio e hidrogénio, provenientes da agua e ar, constituem cerca de
90% do peso da matéria seca. Os demais nutrientes constituem em peso seco
cerca de 10%. Apesar das pequenas quantidades dos minerais, eles sao
fundamentais para a formagéo dos compostos C-H-O, que s&o a base da matriz
para o desenvolvimento e crescimento da planta. Os elementos: nitrogénio,
potassio, fosforo, enxofre, célcio e magnésio s&o derivados do solo e utilizados

pelas plantas em teores relativamente altos e sdo, portanto, denominados
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macronutrientes; dentre estes o nitrogénio, o fésforo e o potassio sao
classificados como macronutrientes primérios e o enxofre, o célcio e o magnésio,
como secunddrios. Esses elementos sdo constituintes de componentes das
plantas como proteinas, acidos nucléicos e clorofila e s&o essenciais aos
processos de transferéncia de energia, manutencéo da pressao osmética interna
e funcionamento das enzimas. Outros nutrientes sdo requeridos em menor
quantidade e referidos como micronutrientes: os céations ferro, manganés, zinco,
cobre, bem como os &nions boro (como borato), molibdénio (como molibdato) e
cloro (como cloreto). Esses elementos por sua vez apresentam uma variedade de
funcbes essenciais no metabolismo das plantas e s&o, em sua maioria,
constituintes de enzimas. As principais fungdes em que 0s micronutrientes atuam
nas plantas s8o as seguintes: o borato no transporte de carboidratos e
coordenacéo com fendis; o cloreto na fotossintese; o ferro atua em enzimas e
como transportador de elétrons; o manganés na fotossintese e no metabolismo
do acido carboxilico; o molibdato na fixacdo do nitrogénio e na reducéo do nitrato
e finalmente o zinco nas enzimas (Hewitt e Smith, 1975). Alguns elementos como
o sodio, o silicio, o vanadio, o cobalto e o niquel ndo sdo considerados
essenciais, no entanto sdo comprovadamente benéficos a determinadas plantas.
Comumente os macronutrientes e os micronutrientes, por terem origem no solo,
sdo designados como nutrientes minerais e de suma importancia a nutricdo das
plantas.

A analise quimica inorganica de plantas e solos é usada com o objetivo de
diagnosticar possiveis deficiéncias ou toxidez de nutrientes em plantas e avaliar
a fertilidade do solo. Atualmente, essas analises sdo também uteis nos estudos
dos processos metabdlicos das plantas e no monitoramento ambiental de
possiveis elementos téxicos como o chumbo, o cadmio, o mercurio, 0 cromo e
outros, que podem estar acumulados nas plantas ou solos em consequéncia da
poluicdo ambiental ou pela deposicdo de fertilizantes, agrotdxicos e residuos
domésticos e industriais.

A deposicao de residuos domésticos e industriais nos solos, com o objetivo
de melhorar as condicées do solo para cultivo, tem crescido muito nos ultimos

anos. Apesar dos aspectos favoraveis com relagdo a preservagédo do meio
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ambiente, existe a possibilidade de se encontrar altos teores de metais. Se o solo
for contaminado, ele permanecera assim por um longo tempo, pois 0s processos
de descontaminacdo sdo, em geral, bastante complexos e lentos (Grossi, 1993).
Além do meio ambiente, pode-se colocar em risco a sadde humana devido a
propagagao dos poluentes para os diferentes niveis da cadeia alimentar. Assim, a
necessidade de se avaliar os teores dos elementos quimicos, principalmente os
metais considerados téxicos, nesses residuos, antes de aplica-los ao solo, & de
suma importancia.

O desenvolvimento da instrumentagdo analitica trouxe vantagens
substanciais & analise de solos, plantas e outros materiais, como a precisdo, a
diminuicdo nos valores dos limites de detecgdo, a rapidez nas determinagdes
analiticas e outros. Um dos impactos mais marcantes dentro da analise
instrumental foi o desenvolvimento dos espectrometros de absorgéo atdmica,
sendo hoje uma das técnicas mais bem estabelecidas e predominantes nos
laboratérios de analise quantitativa. Essa técnica vem sendo substituida pela
espectrometria de emissdo atdbmica por plasma de argdnio com acoplamento
indutivo (ICP-AES), que tem se mostrado mais eficiente por possibilitar analises
multielementares com uma faixa analitica de trabalho mais ampla, dispensando
diluigdes, e com limites de deteccdo iguais ou melhores que a absorgéo atomica,
sendo praticamente isenta de interferéncias espectrais. Alem dessas vantagens,
a espectrometria de emissdo também permite as determinagbes de elementos
ndo metais como: o fésforo, o boro e o enxofre, os quais normalmente sdo
determinados por espectrofotometria (fosforo e boro) e por turbidimetria (enxofre)
e cujos procedimentos s&o lentos e passiveis de interferéncias.

Embora os equipamentos de instrumentagdo analitica venham sofrendo
constantes avancos tecnolégicos, a dissolugdo das amostras continua sendo um
dos desafios mais antigos dos quimicos analiticos, remontando aos alquimistas.
Pela dificuldade de se trabalhar com soélidos, a maioria dos instrumentos
requerem amostras na forma liquida. Desta forma uma amostra sélida necessita
passar por uma sequéncia analitica que envolve métodos quimicos e fisicos para
transforma-la em uma solucdo. Alguns equipamentos vém sendo introduzidos

durante a etapa de digestdo com o objetivo de agiliza-la, sendo o caso dos fornos
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de microondas que provocam um aquecimento mais efetivo nos procedimentos
por via Umida em relagdo ao aquecimento por condugéo térmica. Esse
equipamento tem sido utilizado em procedimentos para a digestao de diferentes
tipos de materiais e cada vez mais os quimicos estao se familiarizando com esta
técnica. Durante o desenvolvimento desta tese procurou-se trabalhar com essa
nova técnica, para avaliar as possibilidades de emprega-la em analises de rotina

para solos, plantas e residuos e determinagéo por ICP-AES.

1.1 OBJETIVOS

O obijetivo desta tese foi avaliar processos de extragdo de nutrientes e
elementos toxicos em solos, plantas e residuos aplicaveis a agricultura, usando a
técnica de espectrometria de emissdo atdmica em plasma de argdnio acoplado

indutivamente, visando a aplicagdo em anélises de rotina.

1. Amostras de Solo: A anélise dos micronutrientes disponiveis é ainda hoje
pouco utilizada, devido principalmente a n&o uniformidade dos métodds de
extracdo. Um dos problemas observados se refere ao método de extragéo do
boro disponivel, que ndo é adequado as analises de rotina. Assim, procurou-
se desenvolver um procedimento aplicavel as condigdes de rotina dos
laboratérios, utilizando aquecimento assistido por microondas. Para a
quantificagdo do boro no extrato estudaram-se as opgdes: por ICP-AES e por

espectrofotometria no visivel.

2. Amostras de planta: Com relagdo as andlises de plantas, normalmente as
amostras necessitam de uma digestdo completa e existem na literatura
diferentes procedimentos descritos para a dissolucdo. Como parte deste
trabalho procurou-se otimizar, adequar e avaliar trés diferentes métodos de
digestdo que proporcionassem a determinagdo do maior numero de

elementos pela técnica multielementar de ICP-AES. Os métodos escolhidos
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foram aqueles mais empregados em laboratérios de rotina: o procedimento
por via seca, por via umida, e o terceiro foi também por via Umida, porém foi
desenvolvido sob pressdo e aquecimento por microondas. A énfase deste
estudo foi verificar as vantagens e desvantagens da aplicacdo dos metodos
visando a determinacdo por ICP-AES, o uso em laboratério de rotina, a

precisdo dos métodos e a interpretagéo dos dados para fins agronémicos.

3. Amostras de residuo aplicavel a agricultura: Por ultimo, foram também

avaliados trés diferentes métodos de digestdo para residuos, visando a
determinacdo por ICP-AES principaimente dos micronutrientes e alguns
elementos téxicos. Pela n&o uniformidade das amostras de residuos
procurou-se trabalhar com diferentes materiais oriundos de diferentes fontes.
Os materiais mais comuns, e portanto empregados neste estudo, foram:
composto de lixo, lodo de esgoto e estercos. Os métodos escolhidos foram:
um método convencional, empregando a mistura dos acidos nitrico e
perclérico; e dois métodos que utilizam aquecimento por microondas em
sistemas fechados sob pressdo, sendo um deles o procedimento padrao da
EPA (Agéncia de protegdo ambiental dos Estados Unidos da America) com

acido nitrico e o outro procedimento empregando digestdo com agua régia.

Como a medida instrumental é dependente da matriz e da concentragéo

dos elementos presentes, diversos fatores podem influenciar as determinagdes.

Assim sendo todas as condigdes do equipamento de ICP-AES utilizado neste

estudo foram ajustadas e adequadas da maneira a mais geral possivel,

procurando manter o maior rendimento para o maior numero de elementos, sem

que se perdesse a consisténcia e precisdo dos resultados.



.0 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Para o desenvolvimento de uma analise quimica necessita-se de uma

sequéncia analitica, que se constitui de diversas etapas. Normalmente as

principais etapas envolvidas em uma seqiéncia analitica sao as seguintes:

Defini¢do do problema
Escolha do meétodo
Amostragem
Tratamento da amostra
Medida

Calibracdo

Avaliagdo

Acéo

No caso especifico deste trabalho, que envolve a analise quimica de

plantas, solos e residuos aplicaveis a agricultura para fins de fertilidade, algumas

etapas da seqUéncia analitica ja estdo bem estabelecidas na literatura e nao

serdo discutidas aqui.

Atualmente o crescente desenvolvimento dos instrumentos, automagéo e

processadores de dados, tem agilizado muito a obtengéo dos dados analiticos.

No entanto, a etapa da dissolugdo das amostras ainda é a fase mais laboriosa e

que necessita de muito tempo para ser cumprida de forma quantitativa e

reprodutiva.
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A etapa do tratamento da amostra inclui os processos fisicos, como a
lavagem do material sélido, quando possivel, a secagem a uma determinada
temperatura, cuidando-se para que ndo haja mudangas bioldgicas e quimicas, a
reducdo e a homogeneizagéo das particulas e finalmente a estocagem. Esses
passos podem ser alterados ou mesmo néo executados dependendo do material.
O passo subsequente é o tratamento quimico, ou seja a conversao da amostra
sblida para a forma de solugdo. Para isso, alguns processos como a digestéo, a
dissolucdo, a extragado, a pré-concentragédo ou mesmo qualquer outro tratamento
necessario para homogeneizagéo da amostra, sdo empregados (Hwang e Wang,
1995). A etapa que envolve a preparacéo fisica e quimica da amostra pode
apresentar erros bastante grandes, da ordem de 100 a 300%, segundo Makert
(1995). E de acordo com Knapp (1982), citado por Makert (1993), os erros

sistematicos que envolvem os métodos decomposicdo podem ser causados por:

1. Contaminagdes:
- do ar ambiente (sujeira, p9, vapor, etc.),
- pela adigdo de reagentes contaminados (acidos),
- de impurezas dos recipientes usado na decomposi¢&o.
2. Perdas:
- por volatilizaggo durante o processo,
- pela absorg&o nas paredes do recipiente de decomposicéo,
- por possiveis reagdes com o material do recipiente.

3. Decomposicao incompleta.

Os erros citados acima podem, no entanto, ser eliminados ou minimizados
escolhendo adequadamente o tipo de decomposigdo e tendo os seguintes
cuidados: (i) procurar sempre utilizar reagentes os mais puros possiveis e em
pequenas quantidades, (ii) os frascos para reagdo devem ser quimicamente
inertes e lavados adequadamente, sem deixar sitios ativos para troca de ions, (iii)
as contaminacdes podem ser evitadas minimizando o numero de manipulagdes,
(iv) evitar altas temperaturas nas etapas de tratamento e finalmente (v) manter a

sala nas melhores condi¢des possiveis de limpeza com o minimo de poeira.
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1.1 A ANALISE DE SOLOS

O solo é a parte superficial intemperizada ndo consolidada da crosta
terrestre. No solo os vegetais se desenvolvem e obtém deste, através das raizes,
os minerais e a agua de que necessitam (Raij, 1991).

A composic@o do solo é extremamente diversa e embora seja governada por
diferentes fatores, as condi¢cdes climaticas e o material de origem sao os que
comumente predominam. Fisicamente o solo é um material composto por trés
fases: solida (mineral e organica), liquida e gasosa e apresenta propriedades
resultantes do equilibrio fisico-quimico entre as fases. A fase solida € pouco
variavel enquanto que as fases liquida e gasosa variam constantemente de
acordo com as condi¢des atmosféricas.

A fase mineral representa grande parte da fase sélida para a maioria dos
solos, e é constituida de minerais provenientes do material de origem ou “rocha-
mae”. O modo como os minerais estéo distribuidos no perfil do solo e fracionados
entre os componentes do solo s&o reflexos de varios processos como: a adi¢éo, a
perda, a translocacgio ou a transformagéo dos materiais organicos e minerais do
solo, bem como de fatores externos, provocados por praticas agricolas, pela
poluigdo e pelas intempéries.

A analise de solo pode ser feita de diferentes modos dependendo do
objetivo a qual se destina. Normalmente para amostras ambientais ou geolégicas,
a analise deve ser conduzida para que se determine praticamente todos os
elementos existentes, bem como o seu teor total (Israel e Barnes, 1990). Esse
tipo de anélise é denominada de analise quimica total e permite estudos sobre a
génese, evolugéo e caracterizagéo do solo, como também do comportamento
dinamico de varios elementos.

Entretanto, do ponto de vista agrondmico, a analise deve ser feita com o
objetivo de se avaliar as condigdes do solo em fornecer nutrientes as plantas, e
também diagnosticar as faltas ou excessos de certos elementos que podem vir a
prejudicar uma determinada cultura. O conceito que trata da capacidade do solo
em fornecer nutrientes as plantas é designado como fertilidade do solo. Com os

dados fornecidos pela andlise quimica pode-se entdo alterar a fertilidade de um
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solo com a adigdo de fertilizantes e corretivos agricolas (Munter, 1990 e Peck,
1990).

O desenvolvimento de métodos de andlise de solos para avaliagéo da
fertilidade do solo foi inicialmente elaborada por Liebig por volta de 1840 e ate
1920 pouco progresso foi feito (Peck e Soltanpour, 1990). Com a evolugcdo dos
conhecimentos da nutricdo vegetal e das caracteristicas do complexo coloidal do
solo, particularmente os processos de adsorgéo e troca idnica, os métodos até
entao desenvolvidos empiricamente receberam a base tedrica de que careciam.

Desde 1940, a andlise de solo tem sido uma ferramenta essencial e
indispensavel para diagnosticar a fertilidade do solo e tem como principais
objetivos: (i) determinar a disponibilidade dos nutrientes do solo, (ii) indicar com
clareza ao agricultor a existéncia de deficiéncias ou toxidez de nutrientes para
determinadas culturas, (iii) formular a necessidade de fertilizantes e (iv)
expressar os resultados de maneira que permitam uma avaliagdo economica
entre o fertilizante recomendado e a produgédo prevista (Peck e Soltanpour,
1990).

Muitos sdo os métodos de extracdo existentes, entretanto para a selegéo
de um determinado método necessita-se de estudos regionais para avaliar qual o
método que melhor se adapta as condigdes dos solos e que se correlacione com
a resposta das plantas. A maioria das andlises de solo para avaliagédo da
disponibilidade de nutrientes consiste em agitar uma amostra de solo com uma
solugdo extratora por um determinado periodo de tempo (Lopes e Carvalho,
1988). A solucdo extratora deve ser capaz de extrair quantidades proporcionais
as formas disponiveis de um nutriente no solo, e a quantidade extraida deve ser
mensuravel e também se correlacionar com o crescimento de cada cultura
(Tucker e Hight, 1990).

E muito dificil o desenvolvimento de novos métodos para esse fim e é
praticamente impossivel ndo encontrar na literatura algum método cujos
principios ndo tenham sido estudados. Com o objetivo de minimizar diferencas de
resultados entre os diversos laboratérios de andlise de solo, tem-se procurado
uniformizar os métodos de extrag&o em determinadas regiées do Brasil, para que

os resultados possam ser comparadas entre si (Raij, 1991).
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A analise de solo para fins de fertilidade é praticada em quase todas as
partes do mundo. No Brasil, vem sendo utilizada desde o século passado, tendo
como principal objetivo o diagndstico da acidez do solo e a disponibilidade
agrondmica dos macronutrientes, P, K, Ca e Mg (Abreu et al., 1994b).

Com relacdo a a disponibilidade dos micronutrientes no solo a analise €
ainda muito incipiente e tem, até hoje, sua utilizagdo bastante restrita. Isto porque
as quantidades destes elementos exigidos pelas plantas s&o pequenas e as
deficiéncias séo, em geral, as Ultimas a se manifestarem em solos considerados
férteis. Nas duas uitimas décadas tém-se intensificado as pesquisas de métodos
de extracao para esses elementos.

Devido a baixa concentrac&o, problemas como contaminacbes s&o mais
frequentes e podem ocorrer desde a amostragem com ferramentas inadequadas
até a analise, devido ao uso de reagentes contaminados e técnicas analiticas
impréprias.

A avaliacdo dos micronutrientes no solo é fundamental e o sucesso da
analise esta associado & escolha adequada do processo de extragdo utilizado. O
problema do boro é um caso particular, ac qual se deu uma atencéo especial
nesse trabalho.

A Extra¢cdo e a Determina¢cdo de Boro em Solos.

O micronutriente boro € um elemento mével no solo, aparece em teores
variados e ndo se encontra uniformemente distribuido na crosta terrestre. Em
solucdes de solo a forma mais provavel é a do acido bérico H;BO;. Esse &cido é
muito fraco, com pK; de 9,24 e acima de pH 7 pode ocorrer dissociagéo para a
forma H,BOs5".

O procedimento mais difundido e utilizado para diagnosticar a fito-
disponibilidade do boro & o método da extragdo com agua quente, introduzido por
Berger e Troug (1939). Esse método tem consistentemente provado ser o mais
adequado a estimativa do boro disponivel (Reisenauer et al., 1973), inclusive no
Brasil (Ribeiro e Tucunango Saradia, 1984 e Bataglia e Raij, 1990)

Normalmente, quando as quantidades de boro extraidas do solo pelo

método da agua quente sdo menores que 0,3 mg dm™ de solo, considera-se o
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solo deficiente para nutrir a cultura, enquanto que valores de boro maiores que
3,0 mg dm™ de solo sdo considerados toxicos (Lindsay e Cox, 1985). A faixa
estreita entre deficiéncia e toxidez implica obviamente que o método de avaliagéo
do boro deve ser o mais preciso possivel para diagnosticar a disponibilidade do
boro como nutriente do solo. A despeito do fato de o método de extracdo com
agua quente ser o mais apropriado para a a\)aliagéo do boro, o procedimento
analitico & considerado tedioso.

As dificuldades deste método estdo relacionadas a necessidade de
vidrarias especiais isentas de boro, de dificil obtengdo e alto custo; a dificuldade
de anéalise em grandes quantidades; e & necessidade de estabelecimento de
tempo preciso para aquecimento e resfriamento da suspens&o de solo. Assim,
mudancas na etapa de extracdo sdo desejaveis para tornar esse procedimento
mais aplicavel e atrativo as analises de rotina.

Uma das variagdes introduzidas por Mahler et al. (1984) foi substituir a
vidraria por sacos plasticos e fazer o refluxo em béqueres com agua, obtendo
vantagens como a facilidade de manipulagéo, o baixo investimento e a melhor
reprodutibilidade dos resultados.

Recentemente, a utilizacdo das microondas como fonte de aquecimento
passou a ser uma opgéo aos meétodos de refluxo tradicionais. As microondas sao
ondas eletromagnéticas n&o ionizantes, com energia suficiente para produzir
calor em determinados materiais, incluindo a agua. Desta forma, a utilizagéo das
microondas como fonte de aquecimento para a suspensdo de solo em sacos
plasticos para a extragdo de boro disponivel passou a ser uma alternativa
promissora e interessante.

Com respeito a0 método para a determinagédo de boro, o procedimento
mais empregado é o método colorimétrico da Azometina-H (Capelle, 1961 e Wolf,
1971). O aspecto favoravel dessa metodologia esta no meio reacional aquoso,
que é mais simples e mais sensivel, quando comparada a outros métodos (Parker
e Gardner, 1981 e Andrade et al., 1988). Entretanto, McGeehan et al. (1989)
observou urha grande variagdo nos resultados de boro, determinados por
azometina-H, em 37 solos analisados por diferentes laboratérios, participantes de
um programa de controle de qualidade. Uma das fontes mais provaveis desta

variagdo seria a cor dos extratos. Uma outra alternativa favoravel, agora no
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sistema de deteccdo, é o uso da técnica de ICP-AES, pois ndo é influenciada
pela cor do extrato, apresenta uma faixa extensa de concentragdo com resposta
linear, que facilita as analises de baixas e altas concentragbes do mesmo
elemento sem diluicdo (Isaac e Johnson, 1985). A determinag&o por ICP-AES tem
também uma vantagem consideravel, pois ndo sofre interferéncias de elementos
como Ca, Mg, Na, Mn, Si e Fe, que s&o normalmente encontrados em extratos de
solo em concentracdes relativamente altas (Jeffrey e McCallum, 1988).

Um dos objetivos desse trabalho foi procurar estabelecer um método de
analise de rotina para a extracdo de boro disponivel do solo, usando forno de
microondas como fonte de aquecimento em vez do procedimento convencional
que emprega refluxo, bem como a utilizagdo da técnica de ICP-AES em

comparacéo ao método colorimétrico, para a determinagéo de boro no extrato.

I.2. A ANALISE DE PLANTAS

A analise de solo por si s6 ndo garante que a planta esteja sendo suprida
adequadamente, pois diversos fatores podem influenciar a absorcdo dos
nutrientes. Desta forma, é necessério uma avaliagdo do estado nutricional das
plantas, principalmente guando se trata de plantas perenes. Essa avaliagéo pode
ser feita através de uma analise dos teores totais dos nutrientes dentro da planta.
Essa andlise pode ser utilizada para estudos relacionados a fisiologia do
nutriente ou do elemento na planta ou mesmo para monitoramento ambiental,
revelando a existéncia de elementos téxicos nas plantas que podem
consequentemente ser transferidos & cadeia alimentar.

Pelo fato de as folhas serem consideradas o local onde ocorrem as
atividades fisiolégicas das plantas, qualquer alteragdo na composigo nutricional
é refletida nas concentracées dos nutrientes nas folhas. A andlise foliar é,
portanto, utilizada como um critério para diagnosticar deficiéncias ou toxidez dos

nutrientes, que possam vir a comprometer a produgdo. Isto porque ha uma
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relacdo entre o conteudo dos elementos nutrientes essenciais as plantas e o
desenvolvimento deste vegetal. Tal relagdo pode ser ilustrada de acordo com a
figura Il.1. O lado esquerdo (A+B+C) indica que baixas concentracbes de um
nutriente implicam baixa produgéo, etapa de deficiéncia. Conforme se aumenta a
concentragdo do nutriente, o desenvolvimento da planta ou produgéo também
aumenta até alcancar o nivel critico. Acima desse nivel, o aumento na
concentracdo do nutriente implica uma produgdo praticamente constante (D),
denominado portanto de consumo de luxo da planta. Entretanto, para
concentracdes ainda mais elevadas pode-se observar um efeito toxico (E),
comprometendo a produgdo ou o desenvolvimento da planta (Smith, 1962).

O teor de um determinado nutriente na planta € no entanto uma resultante
de diversos fatores que podem afetar a absorcdo. Dentre os fatores podemos
citar. os parametros do solo (textura, aeragdo, umidade, pH, materiais
adicionados, etc.), os fatores genéticos (espécies e variedades), a idade

fisiolbgica da planta, a parte da planta amostrada e o clima .
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© Nivel critico
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g ) A /7 B — Deficiéncia severa
—_— By C — Deficiéncia moderada
© ), D — Consumo de luxo
3 R E — Faixa toxica
B A ‘\~
(&)
Concentragdo dos nutrientes na planta
—————v———

Figura I.1: Curva esquematica de desenvolvimento de uma cultura em funcdo da
concentracdo de um nutriente na planta, baseada em Smith (1962).
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A amostragem de plantas €, sem duvida, uma etapa na qual podem ocorrer
erros que dificultam a interpretagdo do resultado final. Obter uma amostra
representativa de uma determinada espécie de planta € uma tarefa complexa e
exige conhecimentos bem especificos que devem levar em consideragéo alguns
fatores. A composicdo de nutrientes em tecidos vegetais é influenciada pelos
seguintes fatores: a) fatores intrinsecos da planta como a natureza da espécie ou
variedade, natureza do porta enxerto, estadio vegetativo ou idade da planta,
abundancia, distribuicdo e funcionamento das raizes, volume de produgdo dos
frutos; b) fatores do ambiente, como variagdes climaticas, suprimento de agua,
estado sanitario da planta, natureza e manejo do solo, etc.; c) interagbes entre os
elementos minerais (Lopes e Carvalho, 1988). Portanto, a padronizagdo dos
métodos de amostragem é importante para minimizar os erros que podem afetar
a composi¢do dos nutrientes nas folhas. Na literatura existem diversos
procedimentos que podem ser seguidos para os critérios de amostragem
recomendados. Os descritos por Chapman (1966) e Jones et al. (1971) tém sido
bem aceitos e, no Brasil, destacam-se os relatados por Trani et al. (1983). Caso
ndo seja encontrado nenhum procedimento especifico para amostragem de uma
determinada planta para fins de fertilidade, deve-se entdo coletar as folhas
superiores, recentemente maduras, com aparéncia semelhante as demais. Isto
porque, tais folhas s&o a sede do metabolismo e refletem as mudangas do estado
nutricional da planta (Trani et al., 1983). Como ha uma grande probabilidade de
erros na etapa da amostragem, esta deve ser, portanto, executada por um técnico
especializado e treinado.

Apds a coleta, a amostra € encaminhada ao laboratério. O tempo de envio
deve ser o menor possivel. Caso haja necessidade, deve-se resfriar o material a
4°C e manté-lo resfriado durante o transporte ou secar antes de envia-lo ao
laboratério (Jones et al. 1991).

O material é lavado, para remover as contaminagdes da superficie, pois as
folhas podem estar impregnadas de poeira, que afetam as determinacGes de
ferro e aluminio, ou com residuos de fungicidas, inseticidas ou mesmo com
adubos foliares. Esses uitimos s&o os que mais alteram os resultados e devem
ser removidos do material fresco. A lavagem com uma solucdo de detergente 0,1

a 0,3% (v/v) seguida de agua deionizada tem se mostrado eficiente, de acordo
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com Wallace et al. (1980). Entretanto, para estudos que envolvem folhas de
cafeeiro nas quais se aplicou fungicida & base de cobre, Pavan et al. (1984)
necessitaram de uma lavagem mais drastica, com uma solugdo de HCI 3% (v/v) e
em seguida de detergente 0,1% e &gua deionizada, para remover O cobre
superficial. Adicionalmente, a eficiéncia da lavagem dependera também da
estrutura superficial da planta, se rugosa, lisa ou com pelos. (Quevauviller, 1995).

Ap6s a lavagem, o material deve ser seco o mais répido possivel para
cessar 0s processos quimicos e bioldgicos e preservar a amostra de agdes
microbiolégicas durante o processo de estocagem. A temperatura deve ser aita o
suficiente para destruir as enzimas responsaveis pela decomposicéo e remover a
umidade abaixo da temperatura de decomposigao térmica e de possiveis perdas
de elementos volateis a serem determinados (Quevauviller, 1995). As enzimas se
tornam inativas em temperaturas superiores a 60°C. Por isso a temperatura
utilizada é em torno de 65°C e o tempo de secagem ¢é finalizado quando se obtém
peso constante.

Posteriormente, o material vegetal & moido e bem homogeneizado, para
ser representativo porque pequenas quantidades (cerca de um grama), s&o
normalmente empregadas em uma analise quimica.

A estocagem deve ser feita preferencialmente em frascos de plastico ou
vidro bem vedados. A amostra seca pode ser armazenada a temperatura
ambiente ou a 4°C por muito tempo, sem apresentar variagdes quimicas (Houba
et al., 1995) e segundo Quevauviller (1995), estas condi¢des foram adequadas a
andlise de elementos em baixa concentragéo.

No caso especifico das plantas, a amostra deve ser solubilizada, isto é, a
matéria organica destruida e os nutrientes devem estar em solugéo.
Basicamente, ha dois processos de dissolugdo ou de destruicdo da matéria
organica para a determinac&o de nutrientes: a via seca, que trata da incineragao
das amostras e dissolucdo das cinzas com &cido, a quente; e a via umida, que
utiliza um acido forte ou a combinacdo de acidos a quente. Cada processo
apresenta aspectos favoraveis e desfavoraveis e ha muita controvérsia quanto ao
melhor método para solubilizagdo das amostras (Jones e Case, 1990 e Hoenig,
1995).
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O Procedimento da Via Seca

No método da via seca o oxigénio atmosférico serve como oxidante para a
queima da matéria organica, produzindo um residuo inorganico. Posteriormente
esse residuo é entdo dissolvido por &cidos. Ha, portanto, uma combinacao do
método da via seca e da via Umida. Para potencializar o processo de oxidagéo
durante a queima pode-se adicionar um reagente oxidante, como o nitrato de
magnésio. Devido aos problemas de contaminag&o, néo é recomendavel 0 uso
desses agentes oxidantes para a digestdo de amostras de planta (Christian,
1994).

A via seca, preferida por Bataglia et al. (1983), é um método simples e
permite que se trabalhe com uma quantidade maior de amostra e um melhor
controle das contaminacdes provenientes de acidos. No entanto, ela apresenta
limitagbes, pois muitos elementos podem ser volatilizados, como o enxofre, o
arsénio, o selénio, o mercurio (Jones et al., 1991) e o chumbo, em temperatura
superior a 500°C (Christian, 1994). Outros elementos como 0 zinco, o ferro, o
aluminio e o manganés podem ser adsorvidos pela silica ou mesmo reagir com a
superficie do cadinho. Os mecanismos de perdas ndo sao somente determinados
pela temperatura méxima da calcinagdo, mas s&o também afetados pela
velocidade de aquecimento para alcangar a temperatura mais alta. Se o aumento
da temperatura for lento, mesmo alcangando 520°C, n&o se observam perdas de
elementos como o chumbo, o zinco e o cadmio (Hoenig, 1995). Ha também a
possibilidade de contaminagéo proveniente do ambiente, por ser feito em sistema
aberto. Outra desvantagem é o tempo de processamento das amostras, que €
considerado lento (Bataglia, 1991), principalmente quando se utiliza a mesma
mufla, pois deve-se deixa-la esfriar antes de colocar a proxima bateria de
amostras.

Algumas consideragdes a respeito desse método devem ser feitas. O tipo
de recipiente usado na etapa de calcinagdo podem ser cadinhos de porcelana ou
béqueres confeccionados em Pyrex. Entretanto os cadinhos podem liberar
aluminio e os béqueres, sédio e boro. A disposicdo dos recipientes dentro da
mufla também é um fator importante. O frasco deve ser apoiado apenas no piso,

nao devendo ficar em contato com as paredes e ficar o mais distante possivel da
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porta. A temperatura n&o deve exceder 500°C, para evitar perdas por
volatilizacdo, e temperaturas mais baixas sdo igualmente inadequadas, pois a
destruicdo da matéria organica sera incompleta e a recuperacéo dos elementos
ligados & matriz também. O tempo de calcinag&o apropriado para a maioria dos
materiais vegetais, esta entre 3 e 8 horas. Uma outra observagéo feita € que o
teor de aluminio pode ser subestimado em consequéncia da formagéo do 6xido
de aluminio, insoltvel. O procedimento usado para a dissolugdo das cinzas
também pode afetar a recuperacéo dos elementos. Normalmente, s&o usados os
acidos nitrico, cloridrico ou a combinacdo de ambos em concentragbes elevadas
sob temperatura ambiente ou sob aquecimento. Sob temperatura ambiente,
elementos como aluminio, cromo e ferro ndo conseguem ser solubilizados
(Dalquist e Knoll, 1978). Entretanto, o uso de &cido cloridrico com aquecimento
tem sido utilizado com bons resultados, inclusive com recuperagdo razoavel dos
elementos aluminio e ferro, e tem sido um dos métodos mais usados em rotina
(Clément, 1995, Bataglia et al., 1983 e Watson, 1994). Para a certificacdo de
materiais em geral ndo se adota a via seca devido aos possiveis erros
sistematicos (Quevauviller, 1995). No entanto, a adig&o de &cido fluoridrico apds
a solubilizagdo com acido cloridrico tem sido aceita por determinados Comités de
Analise como o “Comitee Inter-Instituts - CII” (1993), para a volatilizag&o da silica
como fluoreto de silicio (SiF4). Nesse caso, a calcinagéo devera ser feita em
cadinho de platina, ou se for de porcelana, deve-se transferir para um béquer de
Teflon antes de adicionar o 4cido fluoridrico (Clément, 1995).

Deve-se evitar o uso do procedimento por via seca para materiais que
contenham quantidades altas de silica, a menos que ela seja removida com acido
fluoridrico. Esta preocupagdo é pertinente porque alguns elementos,

principalmente o zinco, ficam ocluidos na silica (Jones e Case, 1990).

O Procedimento da Via Umida

O método da via imida é o mais bem aceito para dissolucéo de materiais
vegetais consistindo na destruicdo da matéria organica através da digestao

4cida, em alta temperatura. Os acidos oxidam a matéria organica a dioxido de
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carbono, agua e outros compostos volateis, que s&o eliminados, deixando
apenas os sais ou acidos dos constituintes inorgénicos (Christian, 1994).
Normalmente, os &cidos mais usados sdo os chamados acidos minerais como O
acido nitrico, o acido sulfirico, o acido cloridrico, o Acido fluoridrico e o acido
perclérico, em diferentes combinagdes entre si. Algumas vezes tém-se ainda a
incluséo da agua oxigenada.

O acido nitrico é o 4cido mais amplamente utilizado na decomposigéo da
matéria organica devido as seguintes qualidades: forte agente oxidante; os sais
de nitrato s@o bastante sollveis; ndo forma complexos; e é possivel obté-lo com
grau de pureza elevado. Por apresentar baixo ponto de ebulicdo, 120°C, quando
processado em sistemas abertos, ha necessidade de longo periodo para se
completar a decomposigéo. Dessa forma, a adigéo de outros agentes oxidantes
fortes como a agua oxigenada, o acido perclorico, é necessaria para acelerar o
processo oxidativo. Quando empregado em sistemas sob press&o, o ponto de
ebulicdo do &cido nitrico pode alcancar até 170°C e, consequentemente,
aumentar o potencial de oxidacdo e a velocidade de reac&o. Basicamente a
reacdo envolvida na digestdo da matéria organica [(CH:)] pelo acido nitrico

(HNO3) é a seguinte:

(CHa) + 2 HNOz + A CO, 4 +2NOt +2H,0

NO + %0, NO. i
(do HNO3) (do ar) (fumos alaranjados)
O acido sulfurico apresenta ponto de ebulicdo em torno de 330°C, sendo
o mais alto entre os acidos minerais. Este acido é um acido forte, atua como um
agente oxidante forte quando a quente e possui um grande poder desidratante.
Os sais de sulfato sdo geralmente sollveis, exceto o sulfato de calcio, de
estroncio, de bario e de chumbo. Portanto, deve ser evitado para material foliar
com alto teor de calcio, pois causa a precipitacdo do sulfato de calcio, e por
coprecipitacdo, de outros elementos (Jones et al., 1991). Esse acido pode

interferir nas determinacdes por espectrofotometria de absorgcdo atdbmica com
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vaporizacdo eletrotérmica (do inglés electrothermal atomization - absorption
atomic spectrophotometric - ET-AAS) ou por ICP-AES (Hoenig, 1995).

O acido perclérico a quente é um oxidante altamente reativo e reage de
forma explosiva na presenga de compostos facilmente oxidaveis, principalmente
se a mistura chegar a secura. Para contornar esse fato inicialmente se faz uma
digestdo com &cido nitrico oxidando os compostos mais facilmente oxidaveis e,
logo apds, se adiciona o &cido percidrico. O potencial de oxidagéo deste acido é
diretamente proporcional & concentragdo da matéria organica presente e a
temperatura empregada. As baixas solubilidades dos percloratos dos elementos
alcalinos também limitam a utilizac&o do Aacido perclérico na digestdo. Alguns
paises como os Estados Unidos da América, permitem o uso do acido perclérico
somente em sistemas de exaustdo especiais, com superficies que né&o
contenham matéria organica e com protecédo. Os vapores acidos sdo também
continuamente lavados em agua antes de serem eliminados para a atmosfera
(Howitz, 1980). Tais sistemas de exaustdo sao eficientes, apesar de
apresentarem alto custo e vida util relativamente curta.

O acido fluoridrico € um acido fraco, ndo oxidante. O anion fluoreto & um
forte complexante formando fluoretos estaveis e complexos fluoretados, com
muitos elementos, principalmente os refratarios, que s&o dificeis de dissolver por
formarem 6xidos insoluveis e estaveis. O principal uso do &cido fluoridrico é na
dissolucdo de materiais que contenham silica em conjunto com outro oxidante. O
silicio é transformado em SiF, e volatilizado. Algumas limitacbes ao seu uso
devem-se as vidrarias, que sdo atacadas devido a silica e a presenca de tragos
do anion fluoreto, que devem ser eliminados para prevenir interferéncias na
analise subsequente. Além disso, o Aacido fluoridrico em contato com os tecidos
da pele produzem queimaduras sérias, de dificil cicatrizag&o, com consequéncias
graves. Dessa forma sua manipulag&o exige cuidados redobrados como o uso de
mascara facial e roupas que protejam todo o corpo, além de avental feito com
plastico, de luvas e de sistemas de exaustio muito eficientes.

O acido cloridrico apesar de ser um acido forte, ndo apresenta
propriedades oxidantes. A maioria dos cloretos metélicos s&o soluveis, exceto o
Hg.Cl,, AgCl e TICIl e o PbCl,. O PbCl; é pouco soluvel em agua fria, porém &

soltivel a quente. O Aacido cloridrico é preferencialmente usado para a dissolugéo
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de 6xidos e de hidroxidos metalicos, fosfatos, boratos, carbonatos, sulfetos e
alguns silicatos, mas a silica né@o permanece em solucdo. Ele nao é utilizado
sozinho para a digestao de plantas. Muitas vezes, se opta pela mistura de acidos
ou de um acido com outro reagente para potencializar o processo de digestao ou
dissolucéo.

O emprego da mistura nitrico-perclérico na proporgéo 4+1 viv HNOs :
HCIO, é o procedimento por via umida mais utilizado e recomendado na digestéo
de plantas, sendo incluido nos protocolos oficiais adotados por paises como a
Inglaterra (Ministry of Agriculture, Fisheries And Food, 1986). Ambos os &cidos
sdo oxidantes e o &cido nitrico modera a forte agéo oxidante do acido perclérico,
minimizando os problemas de explosdes. E o procedimento mais adequado para
a destruicdo de proteinas e carboidratos, mas nao é recomendado para amostras
com altos teores de gordura. Os materiais organicos com nitrogénio heterociclico
nao sdo completamente destruidos por essa mistura. Isto o torna particularmente
atil para a destruicdo de amostras de tecido vegetal. O cuidado com esse
processo estd em ndo deixar o material reativo chegar a secura, durante o
processo de digestdo (Watson, 1994).

Outra mistura de acidos muitas vezes empregada é a chamada agua
régia, composta por uma mistura de &cido cloridrico e acido nitrico na proporgao
de 3+1 v/v. O acido nitrico oxida o &cido cloridrico, resultando em um produto
fortemente oxidante, o cloreto de nitrosila (NOCI). Esse produto, em conjunto com
o ion cloreto, formam um sistema capaz de dissolver até os metais nobres. O
emprego dessa mistura ndo se justifica para a digestao de plantas. Entretanto,
para residuos urbanos e industriais, que s&o normalmente compostos variados
com alto teor de matéria organica, 6xidos e outros metais, € um método de
digestéo bastante eficiente.

A combinacdo de um &cido oxidante e outro agente oxidante tem sido
bastante empregada, pois o segundo potencializa o poder de oxidacao do acido.
Em geral se emprega o peréxido de hidrogénio como oxidante devido ao seu
alto poder de oxidagdo e ao seu alto grau de pureza, resultando em baixos
valores das amostras em branco. Além disso, o produto final da sua

decomposicéo é a dgua. A mistura entre o acido percldrico e a agua oxigenada €
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também empregada para amostras de plantas (Clément, 1995), nas quais a agua
oxigenada é utilizada na pré-digestao. Outra mistura mais comum para digestao
de plantas é a combinagédo de acido nitrico com agua oxigenada. A combinagéao
entre acido sulfdrico com agua oxigenada tem sido muito empregada na digestao
de plasticos e outros produtos processados com fibras sintéticas e naturais,
comestiveis e seus aditivos (Watson, 1994).

A técnica da via umida pode ser desenvolvida em sistemas abertos, sob
pressdo atmosférica ou em sistemas fechados sob pressao, que podem alcancar
até 8.3 MPa. Os processos abertos s&o os mais comumente empregados e do
seu uso podem ser observados diversos problemas tais como: perdas de alguns
elementos por volatilizagéo (As, Se, Hg), a necessidade de uso de grande volume
de acido, além das contaminagdes provocadas por particulas do ambiente e
pelas impurezas presentes nos acidos, j& que sao concentradas durante o
processo de evaporacéo. As contaminagdes resultam em altas leituras do branco,
afetando consequentemente o limite de detecgdo. Alguns elementos presentes
nas vidrarias, como boro e sddio, podem ser lixiviados e podem também,
contaminar a mistura, principalmente se esses elementos estiverem contidos em
baixa concentracéo na amostra. O emprego de frascos confeccionados em Teflon
PTFE (politetrafluoroetileno) pode resolver esse problema, mas também pode
comprometer a velocidade de digest&o, pois o Teflon PTFE isola a mistura acida
do calor.

De uma maneira geral, esses procedimentos envolvem uma manipulacéo
perigosa de reagentes, devendo ser constantemente monitorados para que nao
se chegue a secura, caso contrario, os metais dissolvidos se oxidarao e se
tornaréo insoluveis.

Os processos de digestdo sob presséo em frascos selados € uma técnica
amplamente usada e foi introduzida por Carius em 1860 (Kingston & Jassie,
1988). O frasco que é conhecido como tubo de Carius € confeccionado em vidro
com paredes duras, onde a amostra & colocada com acido e selada. Quando
aquecida pode alcancar pressdes de aproximadamente 140 kPa. Para sua
abertura o tubo é resfriado e quebrado em capela, o que o torna um tanto
inconveniente para rotina. Além disso, por ser confeccionado em vidro, ficam

mais susceptivel a explosdes. Com o surgimento do polimero PTFE (Teflon),
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desenvolveram-se as bombas de Teflon, que consistem em um béquer interno
desse material no qual € colocada a mistura acida, e uma jaqueta externa em ago
inox que pode suportar pressdes da ordem de 8,3 MPa e temperaturas de 300°C.

As vantagens mais interessantes dos processos selados s&o: (i) os
elementos volateis ficam retidos na solucéo, (ii) ndo ha evaporacéo de acidos, 0
que permite a utilizagdo de pequenos volumes, (iii) nao ha vazamentos de fumos
acidos durante o processo, (iv) ndo ha contaminagdo externa, (v) requer
monitoramento menos rigoroso e (vi) por estar sob presséo, pode-se alcancar
temperaturas téo altas como 300°C.

O procedimento que envolve pressdo em sistemas fechados também
apresenta desvantagens. Dentre essas, tem-se que a guantidade de amostra nao
pode ser superior a 0,5 g, dificultando a analise de elementos presentes em
baixas concentracdes. Tal digestdo & usualmente lenta, ou seja, ndo é mais
répida que o procedimento convencional. A limpeza do material do recipiente
empregado (no caso o Teflon) requer tempo, pois o material € poroso e alguns
elementos podem se difundir pelo polimero caso fiquem em contato com as
paredes do frasco por um longo periodo sob altas temperatura e pressao.
Normalmente, as bombas de Teflon s&o revestidas com ago, o que dificulta a
visualizacdo do andamento da digestdo. Para monitorar & necessario resfriar o
sistema para que se possa abrir o frasco.

Com o desenvolvimento da tecnologia de microondas tem havido um
crescente interesse na utilizacdo desse principio como fonte de aquecimento
alternativa na abertura de amostras. Os resultados tém-se mostrado equivalentes
ou melhores que os métodos tradicionais (Jassie e Kingston, 1988). O
aquecimento por microondas € obtido pela aplicagéo da energia eletromagnética
diretamente sobre a amostra, provocando um aquecimento mais efetivo que
aqueles provenientes de uma fonte externa de calor. O aquecimento por
microondas € bem diferente dos métodos tradicionais condutivos, e apresenta
propriedades Unicas das quais a mais importante é a velocidade de digestao.
Isso permite uma dissolug&o mais rapida, com um menor consumo de reagentes
e de tempo, e com resultados mais reprodutiveis. Os riscos de contaminagao e

perdas de elementos volateis sdo também minimizados (Kingston e Jassie, 1986;
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Hewith e Reynolds, 1990 e Nieuwenhuize e Poley-Vos, 1989). A teoria sobre as
microondas sera abordada no item 11.4.

O uso das microondas como fonte de aquecimento para procedimentos de
digestdo por via Umida foi primeiramente demonstrado por Abu-Samra et al.
(1975). Desde entdo, diversos trabalhos foram descritos para aplicagbes
especificas em digestbes acidas com frascos abertos. Entretanto, esses sistemas
causam corrosdo no equipamento e riscos de contaminagdo por particulas do
ambiente, bem como perdas dos elementos volateis. Assim, foram introduzidos os
sistemas fechados construidos em material transparente as microondas & inertes
aos acidos, como por exemplo o Teflon. Dessa forma, 0 ndmero de aplicagbes
empregando microondas para digestao de amostra, principalmente materiais
biolégicos, tem crescido exponencialmente e cada vez mais 0s quimicos
analiticos est&o se familiarizando com esta técnica (Kuss, 1992).

Com relago a digestdo de amostras de plantas, ha diversas publicagbes
na literatura, empregando tanto os fornos de microondas comerciais, de alto
custo, como os domésticos de custo bem inferior , porém com problemas de
seguranga.

Basicamente sdo utilizados somente o acido nitrico (Halls et al., 1987,
Miller-lhli, 1988 e CEM, 1986) ou outras combinagdes como acido nitrico e
cloridrico (Rechcigl e Payne, 1990 e Nieuwenhuize e Poley-Voz, 1989), acido
nitrico e agua oxigenada (Matejovic e Durokova, 1994, Sah e Miller, 1992 e
Bariuelos e Akohoue, 1994), acidos nitrico - fluoridrico - agua oxigenada (HNOs -
HF - H,0,) (Fridlung et al., 1994).

Sah e Miller (1992) apresentaram um método para digestao de tecidos
biolégicos, inclusive tecidos foliares, utilizando HNOs; e H;O, em sistemas
fechados com aquecimento por microondas. A vantagem desse procedimento
esta na pequena quantidade de acido empregada em relagéo a massa, 0,5gde
amostra para 1 mL de acido nitrico. A relagédo normalmente usada é de 0,5 g para
10 mL, o que implica na necessidade de diluigdo a pelo menos 50 mL, para nao
ficar uma solucdo muito acida e causar danos aos equipamentos. Por outro lado,
com essa diluicdo ha prejuizo na detecgdo dos elementos presentes em menor
concentracdo. A agua oxigenada, como descrito anteriormente, ndo acarreta

prejuizo, tendo como produto da decomposigao a agua.
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Cada um dos processos mencionados apresenta suas vantagens e
desvantagens, dificultando a decisdo de qual opgdo € a mais adequada para
rotina. A decis@o dependera especialmente do elemento ou elementos a serem
determinados, da natureza da amostra, da dificuldade de digestdo, da
sensibilidade analitica requerida e da capacidade de processamento de amostra

do laboratério (Jones e Case, 1990 e Matejovic e Durockova, 1994)

I.3. A ANALISE DE RESIDUOS APLICAVEIS A AGRICULTURA

O interesse na utilizacdo do solo como alternativa para a deposicéo de
residuos domiciliares ou industriais tem crescido muito nos ultimos anos. Desses
residuos se destacam principalmente o composto de lixo urbano, o lodo gerado
pelo sistema de tratamento de esgoto doméstico e industrial, os estercos de
animais, os adubos verdes, bem como produtos de descarte industrial, das mais
diferentes origens. Por serem ricos em matéria organica esses materiais
funcionam como uma espécie de fertilizantes no solo.

A aplicacdo destes materiais ao solo proporcionam melhores condigGes
fisicas, quimicas e biologicas e se associados aos adubos minerais proporcionam
também um melhor aproveitamento dos minerais, refletindo em uma produgéo
maior para as culturas exigentes em nutrientes (Berton, 1996).

O composto de lixo urbano, que engloba o lixo domiciliar e o comercial, € o
produto da decomposigio aerdbica da fragéo putrescivel do lixo. A composigao
do lixo € muito variada, com particulas de diferentes origens como vidro,
borracha, plasticos, dentre outras. Sua composicdo é definida também pelas
caracteristicas sociais, econdmicas e culturais da populagdo que o produz. A
quantidade de matéria organica pode representar de 20 a 51% do material.
Entretanto, quando o lixo é indevidamente coletado e separado pode apresentar

teores elevados de micronutrientes e outros metais, que podem causar toxidez as
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plantas. O grau de maturacédo do material € também um fator muito importante e
pode influenciar o procedimento de lixiviagéo.

O lodo é o material resultante do sistema de tratamento de esgoto, e
dentre os residuos aplicaveis a agricultura € o que pode ftrazer mais
complicagdes. O lodo pode conter grandes quantidades de patégenos
causadores de doencas, que conseguem sobreviver meses e até anos no solo. A
composig@o do lodo é bastante variavel e flutua de acordo com o local de coleta,
o tipo de ftratamento, a época do ano e outros fatores especificos. A
compostagem € também essencial no lodo de esgoto para eliminar os patdégenos
que podem colocar em risco a saude humana e dos animais.

A aplicagdo de estercos de bovinos, aves e suinos € uma das praticas
mais antigas do uso de residuos como adubo organico. A variagao na
composicdo dos estercos de origem animal é relativamente grande e depende do
tipo e da alimentacéo do animal, da manipulagéo e da estocagem do residuo. Da
mesma forma que o lixo e o lodo de esgoto, esse material necessita sofrer
compostagem, pois pode também conter patdégenos causadores de doencas.
Normalmente esses residuos contém praticamente todos os nutrientes
inorganicos necessdrios as plantas em quantidades variaveis, sendo 90% em
matéria organica. De um modo geral, dificilmente esses residuos apresentam
teores elevados de metais téxicos , entretanto os minerais que constituem a
racdo do animal podem ser encontrados nesses residuos em quantidades
preocupantes.

A possivel existéncia de elementos toxicos, que uma vez adicionados ao
solo podem entrar na cadeia alimentar, exigem portanto um controle para
aplicacdo no solo. Atualmente alguns paises apresentam uma legislacdo para
controlar aplicagdo desses materiais ao solo. A legislacdo engloba teores limites
para compostos organicos persistentes como as dioxinas, patogenos e também
para elementos metalicos potencialmente téxicos como cadmio, cromo, cobre,
mercurio, niquel, chumbo e zinco. Apesar de o0 cobre e o zinco serem
micronutrientes, altos teores os tornam potencialmente toxicos para as plantas.
As concentracgées limites para os elementos no composto de lixo e lodo de esgoto
em alguns paises europeus e nos Estados Unidos da América estdo descritos

nos quadros I1.1 e 1.2, respectivamente.
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Infelizmente, no Brasil ndo ha legislacdo para controle da aplicagédo de
residuos na agricultura. Entretanto, grande empenho vem sendo feito por parte
dos pesquisadores e de 6rgéos governamentais do Estado de Sado Paulo para
que se estabelega as condigbes necessarias para a deposigéo dos residuos em
solos agricolas.

A concentracdo do elemento definida pela andlise quimica é que
estabelecera a viabilidade do uso de um determinado residuo no solo.

Diferentes procedimentos podem ser encontrados na literatura para a
digestdo de residuos utilizando as mais variadas combinagdes de acidos e
reagentes. A padronizagéo neste campo é fortemente necessaria para que se
possam comparar os dados obtidos pelas diferentes pesquisas. Esse mesmo
problema tem levado, recentemente, alguns paises europeus a buscarem uma
harmonizacao dos procedimentos analiticos, segundo Quevauviller et al. (1996).

A obtencdo dos teores totais dos elementos metalicos em residuos
necessita de uma digestdo com acido fluoridrico em combinag&o com um ou mais
acidos fortes, devido a silica presente nesses materiais. No entanto, como ja
visto, a utilizagéo do &cido fluoridrico é probleméatica para laboratdrios de rotina e
nao é recomendavel por ser corrosivo, de dificil manuseio e por requerer um
maior tempo para a digestdo. Dessa forma, é comum a preferéncia por acidos
fortes como, o &cido nitrico; a mistura dos acidos nitrico e perclérico; e a agua-
régia (Thompson e Wagstaff, 1980, Griepink et al., 1984 e McGrath e Cunliffe,
1985). Embora as digestdes com esses acidos néo resultem nos teores totais, os
valores obtidos sdo bem proximos aos totais e s&o suficientes para diagnosticar
os niveis de contaminacdo dos metais nos solos ou residuos (McGrath e Cuniliffe,
1985). O método que envolve a digestdo com agua-régia tem sido amplamente
adotado nos paises europeus, bem como pela “Community of Bureau of
Reference -BCR”, que fornece os teores obtidos pela digestdo com a agua-regia,
além dos teores totais certificados extraidos com é&cido fluoridrico e é
recomendado como método oficial pelo “Standaring Comitee of Analysts” - 1986
(Griepink et al., 1984 e Ure, 1996).

Com o surgimento da técnica de microondas em sistemas fechados sob

pressao, que diminui o tempo de digestéo, diversos métodos tém sido adaptados
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a partir dos métodos convencionais, para a digestao dos mais variados tipos de

residuos.

Quadro I1.1: Concentragdes maximas limites para composto de lixo em alguns paises
europeus (Egreja Filho, 1993 e Grossi, 1993).

Pais Cd Cr Cu Ni Pb Zn
mg kg™

Franca 8 200 800

Holanda 3 400 60 500 1300
ltalia 10 500 600 200 500 2500
Alemanha 1,5 100 100 56 150 400
Suica 3 150 50 150 500
Austria 6 300 100 200 900 1500

Quadro I1.2; Concentragdes maximas limites para lodo de esgoto permitido pela Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América e por alguns paises
europeus. Os dados ndo listados significa que n&o foram encontrados. (Egreja Filho,
1993, Grossi, 1993 e Federal Register, 1993)

Pais Cd Cr Cu Ni Pb Zn
mg kg’
EUA (USEPA) 85 3000 4300 420 840 7500
Franca 15 1500 100 300 3000
Holanda 10 600 100 500 2000
Alemanha 10 900 800 200 900 2500
Bélgica 10 500 100 300 2000

Dinamarca 8 600 40 475 3000
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Nieuwenhuize et al. (1991) apresentou um método alternativo para uso em
forno de microondas para a extragdo de elementos do solo, sedimentos e
residuos usando agua-régia como extrator. Os resultados obtidos foram
compativeis com os fornecidos pelo método convencional usado por McGrath e
Cunliffe (1985).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América
(USEPA) também desenvolveu um método oficial (SW 846 3051 ou simplesmente
EPA 3051) para digestéo de residuos, solos e sedimentos com &cido nitrico em
microondas (CEM, 1991).

Com o objetivo de avaliar qual dos métodos melhor se adapta as
condicdes de rotina, fez-se também neste trabalho uma comparagdo entre o
método convencional usando a mistura de acidos nitrico e perclérico com
aquecimento térmico condutivo e os procedimentos que empregam forno de
microondas: o método proposto pela USEPA com &cido nitrico (SW 846 3051) e o
método proposto por Nieuwenhuize et al. (1991) com agua-régia. Em todos os

digeridos as determinagées analiticas foram feitas pela técnica de ICP-AES.

I1.4. A TEORIA E OS EQUIPAMENTOS DE MICROONDAS

O desenvolvimento do radar durante a Segunda Grande Guerra Mundial
estimulou o rapido crescimento da tecnologia de microondas. A primeira
aplicac&o foi o aquecimento de alimentos e permitiu assim o desenvolvimento dos
microondas domésticos. Industrialmente as aplicagées sdo variadas e incluem o
tratamento do carvdo para a remogdo do enxofre e outros poluentes, a
vulcanizagdo da borracha e a secagem de massas alimenticias. A aplicagéo das
microondas para digestdo de amostras bioldgicas foi inicialmente descrita por
pesquisadores da Universidade de Missouri - EUA (Abu-Samra et al., 1975) como
um procedimento rapido e seguro . E, a partir de 1985, surgiram os equipamentos
comerciais, projetados especialmente para a decomposi¢cdo de amostras com
acidos fortes (White, 1988)
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Teoria sobre as microondas

As microondas sdo uma forma de energia eletromagnética ndo ionizante
que causam movimento molecular através da migracéo de ions e rotagao de
dipolos, sem provocar mudangas na estrutura molecular. As microondas viajam
na velocidade da luz, com frequéncias na faixa de 300 a 300.000 MHz. No
espectro eletromagnético as microondas se encontram acima da regido do
infravermelho e abaixo das ondas de radio. Na pesquisa ou em industrias sao
permitidas quatro frequéncias, em MHz: 915+ 25, 2450+ 13, 5800+ 75 e
22125 + 125, sendo a mais comum a de 2450 MHz. Esses valores foram
estabelecidos por érgdos competentes como “Federal Communications
Comission” e de acordo com “International Radio Regulations”, realizado em
Genebra em 1959. A energia das microondas com 2450 MHz, de comprimento de
onda 12,2 cm, varia entre 600 e 700 W e a aplicag&o desta energia produz cerca
de 36 kJ por minuto.

Tipicamente, a energia de microondas é transmitida & amostra através de
dois mecanismos: a condutancia idnica e a rotagdo de dipolos, ou ambas
simultaneamente.

A condutancia ibnica é a migragdo condutiva de ions dissolvidos em
solucdo quando em presenga de um campo eletromagnético. O campo
eletromagnético de microondas muda de sinal varios milhdes de vezes a cada
segundo, forgando os ions a mudarem o sentido de migracéo outras tantas vezes.
A migracdo de ions causa colisdes entre moléculas e aumento na energia
cinética, elevando conseqlentemente a temperatura (Gilman, 1988). Os
parametros que afetam a condutancia idnica s&o: a concentracdo do ion, a
mobilidade do ion no meio e a temperatura da solugdo. Uma solucéo idnica
contém pelo menos duas espécies idnicas, cation e anion, e cada espécie conduz
corrente de acordo com sua mobilidade e concentracao.

A rotacdo de dipolos se refere ao alinhamento das moléculas que
apresentam momento dipolar permanente ou induzido devido a um campo
elétrico. Quando o campo eletromagnético aumenta, moléculas polarizadas
tendem a se alinhar com os dipolos. Quando o campo é removido, as moléculas

se desordenam, produzindo energia térmica. O tempo de relaxagdo é aquele
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necessario para que 63% das moléculas em solugdo retornem a desordem.
Quando a molécula sofre esse processo de rotagdo de dipolos, ocorrem também
colisdes, e portanto, aumento na temperatura (Gilman, 1988). Com microondas
de 2450 MHz, o alinhamento seguido da desordem ocorre 4,9 x 10° vezes por
segundo, resultando em um aquecimento rapido.

A porcentagem de contribuigdo entre os mecanismos de condutancia
idbnica e rotacdo de dipolos para o aquecimento depende da mobilidade e
concentracdo de ions na amostra e das caracteristicas dielétricas, que por sua

vez sdo dependentes da viscosidade e da temperatura da solugao.

O equipamento de microondas e os acessorios

Um equipamento tipico comercial de microondas consiste nos seguintes
componentes: um gerador de microondas (“magnetron’), um guia de ondas, uma
cavidade de microondas, um circulador e um prato giratério. A energia de
microondas é produzida pelo “magnetron”, propagada através do guia de ondas e
é introduzida diretamente na cavidade de microondas onde o circulador distribui
a energia acumulada em diferentes diregdes. A figura 11.2 descreve basicamente
os componentes de um microondas comercial.

A energia de microondas produzida pelo “magnetron” pode ser calculada
indiretamente pela medida do aumento da temperatura de uma grande
quantidade de agua que consiga absorver praticamente toda a energia liberada
para a cavidade do microondas. Para isso é utilizada uma equacgéo derivada da
teoria sobre a capacidade de aquecimento de uma dada massa a uma pressao
constante (Neas e Collins, 1988), ou seja:

K Cp m AT
Pabs = — (I1.1)

onde: P..s € a poténcia aparente absorvida por uma amostra, em watts (1W =
1Js"), K é o fator de conversdo de calorias termoquimicas para watts
(4,184 J cal™), C, é a capacidade de aquecimento, capacidade térmica ou calor

especifico (cal g’ ‘C'), m é a massa em gramas da amostra , AT é a diferenca
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entre a temperatura final e inicial (°C) e finalmente t € o tempo em segundos
(Kingston e Jassie, 1988).

Esta teoria pode ser usada para avaliar a poténcia de um equipamento,
bem como avaliar as oscilacbes de poténcia que podem ocorrer com O uso
frequente do equipamento. A poténcia liberada nao depende somente do
“magnetron”, mas também das dimensdes da cavidade de microondas e do guia
de ondas.

Os materiais usados em microondas podem ser classificados de acordo
com o comportamento de suas interagdes com as microondas: material reflexivo,
transparente e absortivo. O material reflexivo reflete as ondas e néo se aquece,
por exemplo, os metais. Por isso a construgéo da cavidade e de outras partes de
um equipamento de microondas e feita em metal, revestidas com um polimero
para evitar centelhas. Os materiais transparentes deixam que as ondas 0s

atravessem sem que se aquegam. Devido a essa caracteristica, materiais trans-
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Figura I.2: Descrigdo dos componentes basicos de um forno de microondas comercial
para digestdo de amostra.
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parentes como vidros, Teflon e alguns plasticos sao empregados na fabricagéo
de recipientes para conter a amostra. Finalmente, os materiais absortivos sao
aqueles que iréo receber e absorver as ondas, como a agua, acidos e solucdes
salinas, dentre outros.

Os melhores materiais utilizados para recipientes s&o o Teflon PFA
(perfluoro alquoxi etileno) e o poliestireno. O primeiro € o mais empregado nos
equipamentos comerciais para fins analiticos; € um polimero de carbono com
cadeia longa e grupos de perfluoro alquoxi pendentes (marca registrada da Du
Pont Company). Esse material € quimicamente inerte aos acidos minerais e
suporta temperaturas de até 260°C e pressdo de 1.380 kPa. Porém, o acido
sulfurico deve ser evitado porque possui ponto de ebulicdo de 338°C e o ponto
de fusdo do Teflon esta entre 302 a 306°C (Kingston e Jassie, 1986). Pequenas
quantidades de agua e acidos minerais como 0s acidos cloridrico, nitrico e
fluoridrico podem difundir-se pelas paredes e escapar durante a decomposicao,
mas os ions metdlicos e os anions permanecem em solucdo. As excegdes sao 0
mercurio elementar, o tetréxido de o6smio e os haletos de hidrogénio.
Comercialmente esses recipientes em Teflon PFA s&o disponiveis com valvula de
seguranga para prevenir um excesso de presséo no sistema e sao acoplados a
um controlador de pressdo que, de acordo com a programagdo, cessa a
incidéncia de microondas quando se ultrapassa a presséo preestabelecida. Em

geral, essas valvulas suportam pressoes até cerca de 1500 kPa (220 psi).



11l. A TECNICA DE ESPECTROMETRIA
DE EMISSAO ATOMICA

Nomenclatura utilizada

Como a literatura consultada foi praticamente toda na lingua inglesa,
diversos termos ficam dificeis de serem traduzidos. Mesmo na lingua inglesa ha
uma vasta variedade de termos que designam os parametros e equipamentos do
plasma. Inicialmente a primeira dificuldade fica com a tradugdo do nome da
técnica, em inglés: “Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry
(ICP-AES)”. Normalmente, pode-se encontrar as seguintes formas em portugués:
espectrometria de emissdo atdbmica por plasma indutivamente acoplado ou
espectrometria de emiss@o atdbmica por plasma de argdnio com acoplamento
indutivo.

Para facilitar tanto a escrita quanto a leitura, optou-se por designar a
técnica simplesmente pela sigla em inglés, ICP-AES.

Diversos termos nao foram traduzidos, como o caso dos nebulizadores: “V-
groove” e do “glass-frit’, dada a dificuldade de tradugdo e por serem assim

conhecidos na linguagem usual.



Ill. A Técnica de Espectrometria de ... 34

llI.1. CONCEITOS BASICOS E TEORIA

Um dos meios classicos de detecgdo ou de determinacdo de elementos
tem sido a observacéo de emissdes radioativas de atomos ou ions livres em uma
chama. As chamas obtidas por combustdo constituem-se em um meio muito
simples de conversdo de substancias inorganicas em solucdo em atomos livres.
Para isso basta introduzir um aerossol da solugdo na chama, que fragbes dos
ions metalicos presentes nas goticulas do aerossol convertem-se em atomos
livres, que por sua vez podem ser detectados e determinados quantitativamente
por técnicas de absorcdo, emissdo ou fluorescéncia atdmicas (Skoog e Leary,
1992). Esse tipo de chama cria uma regido onde ocorrem reacgdes quimicas
violentas e mesmo sendo pratico, ndo é o meio mais adequado a conversdo da
amostra em atomos. Isso levou os pesquisadores a buscarem chamas geradas
eletricamente, que apresentam temperaturas mais altas e ambientes menos
reativos quimicamente. Um dos grandes avangos dessa técnica, foi o
desenvolvimento das fontes de excitacdo usando plasmas. O plasma é um gas
parcialmente ionizado a alta temperatura, com nimeros aproximadamente iguais
de elétrons e cations, tornando-o eletricamente neutro.

Assim um plasma é qualquer sistema em alta temperatura (chama, tocha
de alta frequéncia, ou forno aquecido eletricamente) caracterizado pelo seu grau
de ionizacdo. As chamas produzidas por combustdo situam-se no limite inferior
do intervalo de temperatura e, portanto, constituem plasmas com baixo grau de
ionizacdo (Boumans, 1987).

Inicialmente, o termo plasma, do grego que significa moldar, dar forma, foi
apresentado por Langmuir em 1928, devido as suas observages feitas do modo
como a coluna positiva de uma descarga tendia a se moldar dentro de um tubo. O
plasma € considerado por muitos como o quarto estado da matéria (Moore,
1989).

Nos sistemas de excitagdo por plasmas, a amostra é introduzida numa
zona de alta temperatura de um gas ionizado e para o qual a energia necessaria
é fornecida através de recursos elétricos. A atomizagdo dentro de um plasma

pode atingir niveis de até 100% para os metais.
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Trés fontes de poténcia tém sido empregadas para a formag&o do plasma:
corrente continua, radio-freqiéncia e microondas. A mais comum & a radio-
frequéncia. O principio basico de cada fonte de excitagdo por plasma sera

descrito a seguir:

* Plasma de argdnio acoplado indutivamente: ( ICP, ‘“inductively coupled
plasma’). O ICP &, sem duvida, a fonte de excitagéo mais efetiva e desde o
seu surgimento, em fneados de 1960, tem crescido muito em popularidade,
apesar do seu custo ser relativamente alto. Atuaimente, existem aplica¢des
para o ICP em praticamente todas as areas da quimica analitica. O sucesso
deve-se provavelmente, a capacidade multiclementar desta técnica, em
comparagdo com as outras técnicas bem estabelecidas, como a absorgéo

atdmica e a fluorescéncia de raios-X.

* Plasma de corrente continua (DCP, do inglés: “direct current plasma”). O

plasma de corrente continua € formado quando a densidade da corrente sobre
a superficie de um eletrodo é t&o grande que pode ser dissipada por radiacéo
e conducgdo. O plasma é entdo formado entre dois anodos de grafite pirolitico e
um catodo de tungsténio com uma configuracdo em “Y” invertido. A vazdo do
argonio flui do bloco que contém o anodo em diregdo ao bloco do catodo e o
plasma & formado pela indug&o do catodo em contato com os anodos. A
ionizacao do argdnio ocorre e desenvolve uma corrente de cerca de 14A que
produz ions e sustenta o plasma. A temperatura no DCP é relativamente
menor (6000 K) quando comparada a outros plasmas como o ICP (Boumans,
1987). Apesar do custo de um equipamento DCP ser baixo, sua fabricacdo tem
diminuido por causa do alto investimento dado ao equipamento de ICP. E
interessante citar que os elementos aluminio, litio, silicio e talio podem
alcancar limites de deteccdo cerca de dez vezes menores no DCP em relagédo
ao ICP e, em alguns casos, aumentar ainda mais a sensibilidade em presenca

de altas concentragbes salinas.
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*

Plasma capacitivamente acoplado por microondas (CMP, “capacitively coupled

microwave plasma’). Esse plasma é formado na extremidade de um eletrodo,
em um guia de onda coaxial acoplado a um gerador de microondas, um
“magnetron”. Seu uso também vem sendo descartado em virtude do grande

interesse dado ao ICP.

Plasma induzido por microondas (MIP, “microwave-induced plasma”). Esse

plasma & gerado em um tubo capilar colocado em uma cavidade acoplada a
um gerador de microondas. Por apresentar um volume de plasma pequeno e
um baixo consumo de poténcia (200 a 300 W), os equipamentos sdo menores
e por conseguinte mais baratos que os necessarios para gerar um ICP.
Comumente, esse plasma € usado como um detetor seletivo para
cromatografia gasosa. Entretanto, como analisador multielementar também

vem sendo rejeitado, em fungdo do ICP.

Hl.2. O INSTRUMENTAL ANALITICO PARA UM ESPECTROMETRO ICP

O instrumental para um ICP-AES consiste basicamente em: uma fonte de

excitacdo de alta freqiéncia (gerador de radio freqiiéncia); um sistema para

introducdo da amostra (nebulizador e camara de nebulizagdo); uma tocha

(plasma); um sistema de gés; um sistema 6ptico de detecgdo; e um sistema

computacional para controle do equipamento e gerenciamento dos dados. Esse

equipamento pode ainda requerer outros aparelhos para suporte, como

amostrador, bomba peristaltica e de refrigeragdo e sistema para geracéo de

hidretos. Um diagrama de blocos, adaptado de Barnes (1994), figura lll.1, ilustra

os componentes basicos de um espectrometro ICP.



{ll. A Técnica de Espectrometria de ... 37

Introdu¢do
da Radiacdo
Amostra . Emitido Dispersdo Processg
AMmostra ——————wiExcitacdo {Espectirdmetro) Dete cclin| mento —-'-2;::'{"'62::‘
dos dados
Sélido Nebulizador Chame Prisma
Liquido Eletrodo Arco Grade de difraglo
fau ¢ Chapa fotogrdtica Manual Qualitativa
Gds Gerador Spark .
de hidretos MIP Tubo fotomultiplicador Comput. Quantitative
pcep Arranjo de fotodiodos

ICP
Laser

Figura lll.1: Diagrama de blocos correspondente as etapas de uma analise por
espectrometria de emissdo atdmica. As descrigGes listadas abaixo de cada
bloco indicam as variagbes possiveis dentro da etapa.

O Principio de Funcionamento de um Espectrémetro ICP

O plasma indutivamente acoplado (ICP) é gerado pelo aguecimento
indutivo de um gas, a pressdo atmosférica, em geral o argdnio, que flui através
de um conjunto de tubos concéntricos construidos em quartzo, envoltos por
condutores de cobre (bobinas) conectados a um gerador de radio-freqiiéncia.
Esses geradores podem produzir poténcias entre 700 W e 20 kW e possuem
frequéncias variaveis entre 2 e 80 MHz (Soltanpour et al., 1982; Boumans, 1987
e Moore, 1989).

Os osciladores ou geradores de radio-frequéncia podem ser de dois tipos:
o de frequéncia flutuante (*free-running”) e o com frequéncia fixa, (“crystal
controlled”). O de frequéncia fixa tradicionalmente utiliza a radio-freqiéncia em
27,12 MHz ou 40,68 MHz, sendo que essa Ultima tem sido preferida pela
diminuicdo significativa das emiss6es de fundo, principalmente entre os
comprimentos de onda 170 a 300nm. Essas frequéncias s&o, portanto,
analiticamente favoraveis e aprovadas pela Comissdo Federal de Comunicagdes
dos Estados Unidos da Ameérica (Boumans, 1987). Nos geradores do tipo “free
running’, a frequéncia é sintonizada para um apropriado casamento de
impedancia e eficiente transferéncia de poténcia da bobina para o plasma. A

exata influencia da freqiéncia na determinacdo das propriedades e no
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comportamento do plasma tem sido rigorosamente estudada. Sabe-se que a
frequéncia influencia a temperatura de excitacdo e ionizagdo, a densidade
eletronica, a magnitude e a estabilidade do sinal de fundo.

As correntes de alta frequéncia que fluem pelos condutores de cobre
geram campos magneéticos oscilantes, cujas linhas de forca (H) s&o orientadas
axialmente no interior dos tubos de quartzo e obedecem a um caminho eliptico
externo aos condutores de cobre (bobina de inducao), conforme figura Ill.2. Os
campos magnéticos axiais induzidos por sua vez, forcam os elétrons e ions
produzidos por uma descarga de radio-frequéncia (Tesla) a fluirem em trajetérias
anulares dentro do tubo de quartzo, que sdo as correntes de Foucault (I - ver
figura 111.2). Os elétrons e ions em alta velocidade, que passam através do campo
oscilante, fluem em alta velocidade para dentro do tubo de quartzo. Os elétrons e
ions sdo acelerados e a energia é transferida dessas particulas para outros
atomos através de colisbes. Como o plasma esta sob pressdo atmosférica e o
caminho médio das particulas € curto, a velocidade de colisdo é alta, causando
um alto grau de excitacdo e consequentemente um aquecimento e ionizagao,
tornando o plasma auto-sustentavel. O plasma ¢é iniciado por uma faisca de alta
energia através do gas, produzindo ions e elétrons, tornando o gas ionizado um
condutor elétrico. O aquecimento posterior do plasma e a manutencdo dessas
temperaturas sao obtidos por aquecimento indutivo.

A escolha do gas argbnio se deve a varios fatores como: facilidade de
ionizag@o, bom condutor elétrico e custo razoavel. As particulas nesse caso, que
transferem a energia aos atomos em solugdo, sdo os ions Ar’, os &tomos
excitados de Ar (Ar” e Ar”) e os elétrons. Como o campo magnético n&o penetra
no plasma uniformemente, o fluxo da corrente fica maior na periferia do plasma e
isto produz um gradiente de temperatura. A distribuicdo de temperaturas dentro
do plasma é esquematizada na figura 11l.3. Pelo fato de a temperatura do ICP
formado ser alta, variando de 6000 a 10000 K, o fluxo de gas deve ser suficiente
para que o plasma n&o funda a tocha feita em quartzo. Normalmente, o plasma é
isolado termicamente das paredes por um alto fluxo de argdnio, denominado gas
externo, introduzido tangencialmente, produzindo um fluxo em espirais entre os

tubos de quartzo interno e externo (Figura ill.2(a) e (b)). Esse fluxo permite isolar
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termicamente e estabilizar o plasma. Outro fluxo de argbnio € introduzido
perpendicularmente a tocha, entre o tubo interno e o injetor, normalmente
designado como gas intermediario ou auxiliar. Ha ainda o fluxo de gas carregador
do aerossol produzido, o qual transporta a amostra até o plasma através do tubo
injetor.

A descarga produzida por um ICP pode ser utilizada para diferentes fins,
tais como, a emiss&o atdomica, a absorgido atdmica, a fluorescéncia atdmica ou
molecular e a espectrometria de massa. Isto justifica o fato de o ICP ser muitas
vezes considerado como uma fonte de excitagdo universal. Entretanto,
comercialmente, ndo ha disponibilidade no mercado de equipamento que utilize o
ICP como fonte para absorgdo atdmica ou para fluorescéncia molecular. Apenas
um fabricante produz equipamentos para espectrometria de fluorescéncia
atdmica baseado no ICP, com pouco mais de 50 equipamentos instalados
(Barnes, 1994). Por outro lado, tem crescido a aplicaggdo comercial do ICP como
fonte para a espectrometria de massa (ICP-MS), porém, ainda, pouco
empregada em analise de solos e plantas.

Desde 1973, a maior aplicag&o comercial do ICP foi como fonte de luz para
espectroscopia de emissdo atdmica (ICP-AES). Atualmente, tais equipamentos
s&o encontrados em praticamente todos os laboratérios de analise. As vantagens

e desvantagens do ICP-AES estdo resumidas no quadro lll.1.

Sistema Optico de Dispersdo e Detecgio

A radiacdo emitida pelo plasma necessita de um sistema 6éptico para a
dispersdo da luz, um espectrometro, além de um sistema para a deteccdo do
sinal proveniente do espectrometro. Basicamente existem dois tipos de
espectrometros, um para medida sequencial e outro para medida simultanea.
Dentre esses ha uma grande variedade de montagens Opticas disponiveis no
mercado. O tipo de espectrometro € que ira determinar o modelo do equipamento
de ICP-AES , ou seja sequencial ou simultaneo. A opgao por qualquer um dos

sistemas devera ser feita com base nas necessidades analiticas.
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Figura lll.3: Esquema da distribuicido de temperatura em um plasma de argonio.
Os valores sdo temperaturas aproximadas dadas em graus Kelvin (Moore,
1989)

O espectrometro simultdneo apresenta um numero fixo de linhas
espectrais pré-selecionadas, podendo variar de 20 a 60 canais analiticos. Em
uma analise multielementar, essa configuragdo permite uma medida mais rapida.
Os tempos de integracédo tipicos variam de 2 a 10 segundos. Entretanto, néo é
possivel alterar o comprimento de onda fixado, devendo haver muita cautela com
relacdo a escolha das linhas espectrais, para que ndo haja sobreposicoes de
linhas e interferéncias espectrais entre os elementos, e levando em consideracéo

as matrizes estudadas.
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Quadro lll.1: Principais vantagens e desvantagens do sistema ICP-AES

VANTAGENS

+ Possibilidade de analise multielementar rapida e simultanea,

+ excelente fonte de emissdo por ser opticamente estreita e
relativamente livre de interferéncias quimicas, proprias de sua alta
temperatura,

¢+ apresenta curvas de calibragdo lineares com até 6 ordens de
grandeza,

+ apresenta limites de deteccdo geralmente baixos, normalmente, entre
1 a 100 miligramas por litro (mg L™,

+ adequada para determinagbes em diferentes faixas de concentragées
(mg L™ amol L™,

¢ boa precisdo e exatiddo ( com desvio padrao relativo na faixa de 1%),

+ em principio, poderia ser utilizada para todos os elementos, exceto
argbnio. Na pratica, aproximadamente 70 elementos podem ser
determinados,

+ elementos dificeis de serem determinados por absorgédo atomica,
podem ser medidos como: B, C, S, P, La, Ce, Ti, Ta, V e Zr,

+ apresenta bons resultados devido a alta estabilidade do plasma
(pouco ruido e emisséo de fundo) e

+ nao utiliza eletrodos nem gases explosivos.

DESVANTAGENS

¢ A amostra deve estar preferencialmente em solugéo,

¢ efeitos de interferéncia espectral e fisica devem ser levados em
consideracao,

¢ alto custo inicial (as determinagbes também apresentam custo
relativamente alto), e

¢ curvas de calibracdo com mais de 10 elementos sédo dificeis de ser
obtidas.
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O sistema sequencial com um monocromador de varredura apresenta
maior flexibilidade. Nesse caso a analise multielementar é lenta, mas com
versatilidade de se escolher a linha espectral mais adequada para cada
elemento. O uso de diferentes linhas pode acusar a presenga de interferéncias
espectrais, o que seria dificil de se verificar em um sistema simultaneo.

Pelo fato de a interferéncia espectral ser uma das principais limitagdes do
espectrometro de emiss&o atdmica, fica evidente a necessidade de um sistema
onde haja uma melhor resolugcdo espectral, evitando as sobreposi¢cbes e
interferéncias espectrais. O desenvolvimento das grades de difragdo provocou
um impacto marcante no campo da espectroscopia. Atualmente, as grades de
difracdo hologréficas, que sdo produzidas com sofisticada engenharia, torna-as
livre de imperfeicbes normalmente encontradas em grades comuns (“ruled
grades”). Essas grades holograficas podem ser confeccionadas com até 6000
ranhuras por milimetro, o que possibilita melhor resolugdo espectral sem
problemas como “fantasmas” e praticamente isenta de interferéncias por luz
espuria (“stray light”).

A configuragéo 6ptica empregada normalmente em um sistema simultaneo,
é a montagem “Paschen Runge”, conforme a figura lil.4, com uma fenda de
entrada, uma grade cdncava e fendas de saida montadas com a geometria de um
circulo de “Rowland” com as respectivas fotomultiplicadoras para cada elemento.
Esse sistema optico € conhecido como policromador. O didmetro do circulo de
“Rowland” deve ser igual ao raio de curvatura da grade. A radiagéo proveniente
da grade que passa por fendas fixas é refletida por espelhos e transportada até
os tubos fotomultiplicadores. Essas fendas s&o ajustadas pelo fabricante para
transmitir a luz no comprimento de onda das linhas dos elementos escolhidos
pelo usuario. Os sinais que chegam a fotomultiplicadora alimentam circuitos
eletrdbnicos que os integram. Esses sinais sdo correlacionados com as
concentragbes de solugbes conhecidas dos elementos estudados. A fenda de
entrada pode ser movida tangencialmente ao circulo de “Rowland” por um motor
de passos. Isso permite uma varredura em torno dos picos que providenciam as
informagdes sobre a correcdo de fundo. (Skoog e Leary, 1992). Alguns modelos

de espectrobmetros ICP simultaneo, como o Jobin Yvon JY50P utilizado neste
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trabalho, oferecem ainda um sistema fino de varredura ao redor do comprimento
de onda fixado, de cerca de aproximadamente 4 nm, que pode buscar outras
linhas espectrais menos sensiveis ou sem problemas de interferéncia de outros
elementos. Existem outros equipamentos que usam grade de dispersao espectral
em duas dimensdes e dispositivos de detecgéo do tipo de um arranjo de diodos.
Esses sistemas podem apresentar vantagens sobre os policromadores com
fendas de saida fixas mas, na pratica, requerem tempos de integracdo maiores
para melhor precisdo. O tempo de analise & portanto comparavel ou maior que
aquele obtido usando os espectrometros de leitura direta convencionais.

A montagem tipo “Czerny Turner” & a mais freglentemente usada para os
monocromadores de varredura e a mais empregada em aparelhos ICP do tipo
sequencial. Nessa montagem a grade é plana e mdvel e o seu movimento é feito
por um motor de passo, onde cada passo geralmente corresponde a 0,007 nm
(Figura 111.5). Normalmente s&o disponiveis duas grades, uma para a regiao do

espectro entre 175 e 460 nm e outra para a regido de 460 a 900 nm.
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Grade de difragdo
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Figura ll.4: Montagem 6ptica de um equipamento simultaneo do tipo “Paschen
Runge”, usando a geometria de um circulo de “Rowland”.
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Esses equipamentos ndo podem operar em comprimentos de onda abaixo
de 170 nm devido a absor¢do da radiacdo pelas partes Opticas construidas em
silica. Na regido de 170 a 200 nm (regido do ultravioleta longinquo), o
monocromador deve ser mantido sob vacuo ou em ambiente com fluxo de argénio
ou nitrogénio (purga), para remover o oxigénio do sistema 6ptico, que absorve luz
desta faixa de comprimento de onda. A possibilidade de se trabalhar nessa
regido do espectro aumentou a versatilidade da técnica ICP-AES, pois elementos
como o enxofre, o nitrogénio, o fédsforo e o boro, que apresentam linhas abaixo de
200 nm, podem ser facilmente determinados.

Uma vez isolada a linha de emisséo pelo espectrometro, a deteccéo é feita
para determinar a intensidade da radiagdo usando-se, geralmente, tubos
fotomultiplicadores ou arranjos de fotodiodos. As fotomultiplicadoras s&o bastante
sensiveis e acopladas aos sistemas de leitura eletrénica, permitem uma
resolugdo de mais de um em um milhdo, sendo portanto, consideradas um

excelente sistema de deteccdo para ICP-AES (Moore, 1989).
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Figura IIL.5: Montagem Optica de um sistema “Czemy Turner” para um
espectrometro seqliencial (Moore, 1989).
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Sem duvida, os equipamentos simultaneo, sequencial ou mesmo a
combinagdo de ambos, exigem o uso de computadores na automagéo de todos
os procedimentos necessarios para a realizacdo das medidas. No caso
especifico de analises de rotina de plantas e solos, nas quais se trabalha com
uma grande quantidade de amostras similares e determina-se a concentrag&o de
elementos bem definidos, a preferéncia deve ser por um equipamento do tipo
simultaneo. Um esquema basico de montagem de um sistema simultaneo esta

descrito na figura lll.6.
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Interface
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Computador
Bomba
Peristdl.
tica Impres-
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Solu¢do da Resultados
amostra

Figura lil.6: Esquema basico de um espectrémetro de emissdo atdmica simultaneo
(Moore, 1989).
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Sistema de Introdugcdo da Amostra

Uma das etapas consideradas bastante critica na técnica de
espectroscopia atdmica € a introducdo da amostra dentro do atomizador. Muitas
vezes é referida como o “Calcanhar de Aquiles” dessa técnica (Browner e Boorn,
1984), pois se a amostra n&o alcancar o atomizador de forma eficiente ndo sera
possivel analisa-la.

Ha diferentes técnicas para a introduc@o de amostras liquidas, gasosas e
s6lidas em um plasma do tipo ICP. As amostras gasosas podem ser colocadas
diretamente no plasma ou através da técnica de cromatografia gasosa. As
amostras solidas ndo s&o muito usadas, apesar dos recentes avangos
tecnolégicos como a vaporizagdo a LASER, pois a quantidade de amostra
atomizada € muito pequena e nem sempre representativa. Normalmente, as
amostras soélidas sdo passadas por processos de dissolugdo, digestdo ou
extracdo e entdo introduzidas na forma de uma solugdo. As amostras aquosas
sdo introduzidas através de nebulizadores, que geram o0s aerosséis. Esse
aerossol, por sua vez € introduzido em uma camara de nebulizagdo, para
selecionar e uniformizar as goticulas. A seguir é injetado no interior do plasma,
para atomizacdo e excitacdo. As etapas que envolvem a introdu¢do da amostra
liguida ou solida até o processo de emissao esta apresentada na figura lll.7. Os
critérios para o bom desempenho do sistema de introducdo da amostra sdo os
seguintes:

o aerossol deve ser fino com particulas uniformes e menores que 10 um,

a vazdo do gas de arraste deve ser estavel e suficiente para o transporte e

0s processos que envolvem a dessolvatagdo, vaporizacdo e atomizagdo no
plasma devem ser rapidos.

As diferentes caracteristicas da solugdo da amostra como a viscosidade e
os teores de acidos, de sais e de sélidos, sdo propriedades que também afetam
sensivelmente a eficiéncia da nebulizagdo. A opgdo por um determinado tipo de
nebulizador deve ser sempre baseada nas caracteristicas particulares da matriz e

do método de digest&o ou de extragdo das amostras (Smith e Denton, 1920).
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Figura lIl.7: Etapas correspondentes a introducdo de amostra até o processo de
emissao atomica (Moore, 1989)

Os nebulizadores mais comumente empregados em espectrometria de
emissdo atdmica sdo os pneumaticos e os ultra-sdnicos. Em um nebulizador
ultra-sdnico a solugdo da amostra € bombeada sobre um transdutor piezelétrico
que produz uma vibracdo gerando o aerossol, cujas particulas formadas s&o
menores que 10 um (Figura 111.8). A propor¢do de aerossol gerado num
nebulizador ultra-sdnico € maior que em um pneumatico e por isso a
sensibilidade da medida pode alcangar valores até quatro vezes maiores que 0s
usuais. Isso leva a limites de deteccdo muito menores que os normaimente

observados em ICP-AES, mas a falta de estabilidade, a sensibilidade do
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nebulizador a pequenas variagdes nos parametros de operacéo (Moore, 1989),
além de problemas como os efeitos de memoria e o alto custo, fazem com que o
uso desse tipo de nebulizador seja mais dificil para analises de rotina.

Os nebulizadores pneumaticos sdo classificados, de um modo geral, em
trés tipos: o concéntrico, o de fluxo-cruzado (“cross-flow’) e o tipo “Babington”
(Sharp, 1988a). O nebulizador concéntrico de vidro, comercialmente conhecido
como “Meinhard’ e o nebulizador “cross-flow’ sdo, atualmente, os mais utilizados
em ICP-AES. O nebulizador “Meinhard” consiste em um corpo externo de vidro,
no qual flui o gas de arraste e um capilar interno por onde passa a solugéo da
amostra. O aerossol é formado na extremidade, onde o gas flui a uma velocidade
supersbnica e consegue romper a solugdo do capilar pelo principio de
“Bernouille”, de acordo com a figura ll1.9(a), produzindo pequenas goticulas na

interface gas-solugdo da amostra (Smith e Denton, 1990).

Ice

1 Concha Transdutor .
de Pyrex piezoelétrico Agua

\ YA
l(—-—-— (31
Aerossol ]
TS —
. L
Superficies de \
Impacto —_— Aguo
: Argonio 0
Solugdo da
Amostra

Figura lil.8: Desenho de um nebulizador tipo ultra-sénico
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O nebulizador de fluxo cruzado, descrito na figura 111.9(b), como o préprio
nome diz, utiliza um fluxo de soluc&o de amostra e um fluxo do gas carregador
que se cruzam em um angulo de 90°, produzindo o aerossol. Embora este modelo
seja mais tolerante a solucbes salinas, quantidades superiores a 1% de teor
salino podem causar entupimentos, reduzindo a quantidade de aerossol
produzida. Este nebulizador pode ser encontrado sob diferentes formas (ajustavel
ou fixo) e sob diferentes materiais (metal ou vidro) e exige o posicionamento
muito preciso dos tubos de entrada de gas e liquido (Browner e Boorn, 1988).

O nebulizador baseado no principio de “Babington”, figura 111.9(c), foi
inicialmente introduzido com sucesso por Fry e Denton (1977) em espectroscopia
atdbmica. Dentre os do tipo concéntricos, foi o modelo que mais sofreu
modificacdes para que pudesse ser empregado em ICP-AES. O tipo “V-groove",
figura 111.9(d), patenteado por Suddendorf e Boyer (1978) e o tipo “glass- frit’
descrito por Layman e Lichte (1982) sdo os mais comuns. O principio de
“Babington” envolve uma ruptura violenta do filme de liquido da solugéo de
amostra, pela passagem do gas de arraste através de um pequeno orificio,
produzindo o aerossol. A solugdo de amostra n&o passa por orificios muito
estreito, permitindo que se trabalhe com solugbes com alto teor salino ou mesmo
com sodlidos em suspensdo (Andrade et al., 1990). No modelo “V-groove”, o filme
liquido da solugdo da amostra é direcionado para dentro de uma ranhura em
forma de “V”, conforme a figura l11.9(d). Os projetos e formas dos nebulizadores
para ICP-AES tém sido feitos a partir de estudos empiricos, baseados
exclusivamente nas respostas analiticas (Boumans, 1987).

Dentre os diversos fatores para avaliar o desempenho dos nebulizadores,
a eficiéncia de transporte da introducdo de amostra é a mais empregada. A
eficiéncia de transporte é a raz&o percentual entre a quantidade da amostra que
chega ao plasma e a quantidade aspirada da amostra, proporcionada pelo
sistema de nebulizacdo. Em geral, o valor € muito baixo, variando de 0,5 a 1,5%
para os nebulizadores pneuméticos, enquanto que para os ultra-sbnicos pode
alcangar valores da ordem de 90% (Sharp, 1988a).



{ll. A Técnica de Espectrometria de ... 51

Solugdo de .
Amoi"a Tubo capiiar (0,2 mm)
—_ -
e
] Argonio
A 1 e
t erosso Aerossol
Ar gdnio ( a ) (b )
Solugdo de Amostra
Solugdo de ioluc?o da
Amostra mosira

Fiime

l{quido Aerossol ..

Saida
do gds

Oriticio (d)

(c)

"V~-Groove”

|

Argdnio

Figura lIl.9: Diagrama esquematico de alguns nebulizadores pneumaticos. (a)
conceéntrico, tipo “Meinhard”; (b) fluxo cruzado “cross-flow”; (c) “Babington” e (d)
“V-groove”.

Um dos maiores inconvenientes associados ao uso do ICP-AES é o
entupimento do sistema de nebulizagdo. Os nebulizadores pneumaticos
concéntricos, comercialmente conhecidos como “Meinhard”, sdo os que
apresentam nebulizagdo mais eficiente, no entanto, sdo os mais propensos a
sofrerem entupimentos, tanto pela cristalizacdo de sais como por particulas

solidas, formadas por nucleag&o nos extratos. Os nebulizadores tipo “Babington”,
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apesar da menor eficiéncia de transporte, permitem a introdugdo de sais e
particulas so6lidas sem causar entupimentos.

Smith e Denton (1990), testando diferentes nebulizadores, incluindo trés
modelos do “Meinhard” e um “V-groove”, concluiram que em relagcdo aos
entupimentos , 0 “Meinhard” ndo foi capaz de nebulizar uma solugcédo 50% de
cloreto de sédio por 15 minutos. Uma introdugdo mais extensa provocou o0
entupimento do tubo injetor do plasma antes que os demais nebulizadores
testados apresentassem problemas de bloqueio.

Pelo fato de os extratos de solo e plantas possuirem sélidos em suspenséo
e teor salino relativamente altos, neste estudo testou-se a possibilidade de se
trabalhar rotineiramente com um nebulizador “V-groove” no ICP-AES.

O aerossol produzido pelo nebulizador apresenta goticulas de diferentes
tamanhos e se classifica em:

aerossol primario - formado imediatamente na saida do nebulizador,

aerossol secundaro - formado logo apés o impacto com uma superficie e

aerossol terciagrio - o mais importante e é o que atingira o plasma; apresenta

goticulas mais uniformes e menores que 10 um, apds passarem pelos estagios da agado

da gravidade, turbuléncia, impactag&do ou evaporagéo.

Todos estes processos ocorrem em uma camara de nebulizagdo,
conhecida como camara de “spray” ou camara de aerossol, cuja funcao principal
é remover as goticulas grandes que causam instabilidade no plasma. O projeto
da camara de aerossol deve ser capaz de modificar 0 tamanho das goticulas do
aerossol gerado pelo nebulizador. Além disso, outros fatores s&o importantes na
confecgdo da camara, como ter uma forma que evite problemas de memoria entre
amostras e ter um sistema de drenagem que ndo comprometa a pressédo do
plasma (Sharp, 1988b).

Diversas formas e desenhos da camara de aerossol podem ser
encontradas na literatura, mas o modelo comercialmente mais utilizado é a
camara de aerossol de passagem dupla (do inglés “double pass”) ou também
conhecida como camara de “Scott”. A figura 111.10 descreve uma montagem do

sistema de nebulizagdo do equipamento JY 50P, composto por nebulizador,
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camara de nebulizagdo (tipo “Scott”), sifao em “U* para dreno, entrada de gas

argonio “sheath gas” e a tocha desmontavel.

Tocha

Amostra

camara de
nebulizag¢do

goticulas Nebulizador
grondes

/ Tubo em V"
(sifdo)

Figura 1ll.10: Montagem de um sistema de introdugdo de amostra do equipamento
JY 50P, composta de um nebulizador, uma camara de nebulizagdo (“Scott”), um
tubo para drenagem e a tocha.

Ill.3. INTERFERENCIAS POSSIVEIS EM UM ICP-AES

A técnica de ICP-AES tem sido normalmente citada como livre de
interferéncias, isso porque em comparacao a outras técnicas de emissao ou de
absorcéo atdmica, apresenta um nimero bem reduzido de interferéncias.

Em geral, as interferéncias para o ICP-AES podem ser agrupadas em

interferéncias espectrais e ndo-espectrais. As interferéncias ndo espectrais, por
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estarem diretamente relacionadas com a amostra, sdo muitas vezes designadas
como efeitos de matriz e podem ser causadas pelo sistema de nebulizagéo, de
transferéncia e dessolvatacdo, e por fendbmenos quimicos, de ionizagéo e de
atomizagdo e volatilizacdo. Embora haja evidéncias da existéncia dessas
interferéncias, ha grande dificuldade na sua determinagdo em um sistema de
emissdo atdmica.

As interferéncias provenientes do sistema de nebulizagdo, também
conhecido como fendmenos de transporte, sdo os unicos fatores que podem
afetar a quantidade da amostra no plasma. Os mais importantes estdo
relacionados com a diferenga de viscosidade e, portanto, com a temperatura da
solucdo, e com a diferenca de tens&o superficial entre amostras e os padrbes (ex.
contetido salino, acidez, presenga de compostos organicos, etc.). Esse tipo de
interferéncia pode ser minimizado cuidando para que a composicdo e
temperatura dos padrdes sejam as mais proximas possiveis das amostras e
utilizando uma bomba peristaltica para manter constante a vazao da amostra.

As interferéncias de transferéncia e desolvatacdo s&o resultantes do
mecanismo de geracdo do aerossol no nebulizador e estdo associadas a
distribuicdo do tamanho das goticulas do aerossol, principalmente quando em
presenga de algum elemento contaminante. A diminui¢éo da intensidade de uma
linha espectral pela formagéo de radicais ou moléculas devido a presenga de um
outro elemento & denominada interferéncia quimica, porém raramente ocorre num
ICP em decorréncia da alta temperatura do plasma.

Uma das interferéncias mais significativas e mais estudadas (Moore, 1989)
dentre as dependentes da matriz, € a de ionizagdo, que se relaciona com a
presenga de elementos facilmente ionizaveis. Embora essa interferéncia tenha
sido inicialmente descrita para os elementos com baixa energia de ionizacdo, é
atualmente reconhecida como um fendmeno geral.

A interferéncia espectral € um dos grandes problemas na técnica de ICP-
AES e inclui a sobreposic&o de linhas espectrais, a luz espuria (“stray light’) e a
baixa resolugéo do sistema dptico.

A luz espuria é considerada como qualquer radiagcdo registrada pelo

sistema de deteccdo e que ndo seja proveniente de espécies quimicas presentes
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na zona de excitagdo do plasma. Podem ser associadas aos espalhamentos ou
reflexbes da radiagdo no sistema Optico (espelhos, grades de difracéo , fendas ou
outras superficies). As causas desses efeitos podem ser as radiagbes
provenientes do ambiente, particulas de poeira, entre outras. Os filtros
adicionados na fenda de entrada servem para barrar radiagdes indesejaveis e
contribuem para minimizar os efeitos da luz espuria (Ingle e Crouch, 1988).
Atualmente, com o desenvolvimento das grades holograficas e com a pintura
interna do espectrometro com tinta n&o reflexiva, os problemas com a luz espuria
tém sido minimizados.

A sobreposicéo espectral pode ser de trés tipos: (i) direta, quando as
linhas s&o coincidentes ou quando as bandas se sobrepdem; (ii) parcial (“wing”) ,
quando as sobreposi¢cdes ocorrem parcialmente e (iii) continua ou de fundo,
gquando a intensidade da emiss&o de fundo aumenta com o aumento na
concentracdao de um interferente.

A sobreposicéo direta ndo podera ser facilmente resolvida, a ndo ser pelo
uso de outra linha livre da interferéncia, enquanto que a parcial pode ser
resolvida com grades que permitam maior resolugdo espectral. Em decorréncia
desses fatos, a selegdo da linha espectral é de suma importancia, principalmente
quando se opta por um sistema policromador com canais fixos.

Todos os tipos de interferéncias podem afetar a curva de calibracédo de
duas formas diferentes:

Interferéncia aditiva ou translacional - é devida ao aumento da intensidade da
radiacdo de fundo ou da sobreposicdo de linhas espectrais. O coeficiente linear
(intersegédo) da curva de calibragéo varia sem alterar o coeficiente angular (inclinagéo).

Interferéncia multiplicativa ou rotacional - é influenciada pela matriz, podendo

aumentar, diminuir ou até suprimir o resultado de uma anélise. Neste caso a interse¢do

nédo vana, mas a sensibilidade (inclinagdo) muda.

A aditiva pode ser controlada através de procedimentos computacionais,
quando n&o ha possibilidade de se usar uma linha alternativa. Com respeito a
multiplicativa, as mudangas nas condi¢cdes de operagdo do nebulizador e do

plasma, a similaridade das condi¢cbes das solugdes de calibragdo com as
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amostras e a aplicacdo do método de adicdo padrdo, sdo maneiras para

minimizar essas interferéncias.

11.4. CALCULO DO LIMITE DE DETECCAO PARA UM ICP-AES

O limite de deteccdo € uma consideragdo importante, pois providencia ao
analista a possibilidade de estimar com alguma precisdo um elemento com baixo
nivel de concentracdo. De acordo com Winefordner et al. (1994), Kaizer foi um
dos primeiros cientistas que descreveram algumas teorias sobre o limite de
detecg

do para métodos espectrograficos. Convencionalmente o limite de
deteccio para um determinado elemento é a quantidade minima ou concentragéo
que pode ser detectada por um dado procedimento analitico. No caso da
espectroscopia, o limite de detecc&o é definido como o menor sinal que pode ser
diferenciado das flutua¢bes do ruido de fundo em um determinado nivel de
confianca. (Moore, 1989).

Por meio de célculo numérico pode-se estabelecer o limite de deteccgéo

como:
k
c = g b (1.1)
e sendo:
S = %a (111.2)
CO
portanto:
= 5.9_2& (11.3)
Xa

onde: ¢ € o limite de deteccdo, o, € 0 desvio padrdo do branco, S € a

sensibilidade do método, y, € o sinal analitico na concentragcdo do limite de
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deteccdo, Co & a concentragéo do branco e k é uma constante. O valor numerico

do valor k pode ser: 2, 242 ou 3. A IUPAC (Thompson, 1987) recomenda o uso
do fator 3, pois a experiéncia tem mostrado que & a opgao mais apropriada. O
desvio padréo é determinado pela medida da variacdo do sinal, usando uma
solugdo do branco, fazendo com que a equagdo fique limitada ao ruido.
(Boumans, 1994). Para fins estatisticos recomenda-se pelo menos 20
determinacdes do sinal de fundo para determinacdo do desvio padréao
(Thompson, 1987 e Boumans, 1991)

Uma outra forma de se calcular o limite de detecgdo foi inicialmente
elaborada por Kaizer em 1947 (Prudnikov et al. 1994), e posteriormente
aperfeicoada por Boumans (1991), envolvendo o sinal de fundo, e € conhecida
como: “SBR-RSDB approach” que significa em inglés “Signal-to-Background
Ratio - Relative Standard Deviation of the Background”. Essa nova aproximagao

facilita comparagdes entre sistemas diferentes. Para efeito de calculo devemos

dividir o numerador e denominador da equacgao 111.3 pelo sinal do fundo, x,:

cL*kC°EP-

= .4
Xa/Xb Xb ( )

Sabendo-se que 100 o, / 7y, = RSDB, desvio padr&o relativo do fundo e

que %,/ x, = SBR, razéoentre o sinal e o fundo, temos que:

Co
SBR

c, = k 0,01 RSDB (111.5)

Frequentemente, ¢,/ SBR é denominada concentracéo equivalente do
fundo (BEC), portanto:

c, = k 0,01 RSDB BEC (11.8)

Evidentemente, esta Ultima equacdo resultara nos mesmos valores do
limite de deteccao proveniente da equacé&o IIl.1. A diferenca esta na facilidade
em se determinar o limite de deteccdo, pela equagao ill.4, em quantidades
faciimente mensuraveis. As funcdes SBR e RSDB podem ser determinadas para

qualquer sistema e expressas em funcdo das varidveis fisicas do sistema.
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Portanto, essa equagédo permite uma comparacéo imparcial entre diferentes
equipamentos (Boumans, 1994).

A funcdo SBR depende de dois conjuntos distintos de variaveis
instrumentais: a fonte e o espectrdmetro. A fonte esta associada a largura da
banda da linha espectral, cujos parametros séo: a temperatura, a eficiéncia do
transporte de amostra, o tipo de descarga e o fluxo do gas. A determinagéo da
largura da banda espectral do espectrometro pode ser estimada como o produto
da fenda espectral pela disperso linear reciproca (Boumans, 1994).

Com relagdo a funcdo RSDB, essa pode ser medida diretamente pela
contribuicéo do ruido sob condigdes representativas do equipamento em questéo
ou calculada pela contribuigdo do ruido através de coeficientes que representam
o ruido de fundo proveniente da fonte e do nebulizador, o ruido do espectrometro
(féton) e o ruido do detetor.

Esses calculos se referem exclusivamente ao ICP-AES e as medidas
usando fotomultiplicadoras como detetor, entretanto a teoria pode ser estendida a
outras fontes e detetores (Boumans, 1991 e 1994).

O equipamento utilizado neste estudo, um ICP-AES da marca Jobin Yvon,
fornece diretamente os valores de BEC para cada curva de calibrag&o facilitando
portanto, a avaliagéo do limite de detecgéo para cada elemento em cada método
estudado. Para a utilizagdo do valor de BEC no célculo do limite de detecgéo, as
medidas de intensidade devem ser tomadas sem o desconto da emissdo de

fundo.



IV. MATERIAL E METODOS

IV.1. SOLUCOES

Todas as solugbes utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
preparadas com reagentes de grau analitico em agua deionizada. A agua
deionizada foi preparada através de um sistema Nanopure, a partir de agua
destilada.

Os acidos concentrados utilizados neste estudo foram: acido nitrico (65%
v/v -Merck), acido cloridrico (37% v/v-Merck) e acido perclérico (70% v/v-Merck) e
o peroxido de hidrogénio (30% v/v-Merck).

As solucdes-padrao de trabalho para uso em um espectrometro ICP
simultaneo necessitam ser multielementares. Desta forma, as solugdes-padrao de
trabalho foram preparadas utilizando aliquotas de solugdes intermediarias que
continham os elementos de interesse. A solucdo intermediaria, por sua vez, foi
preparada a partir das solugdes estoque padréo de 1000 mg L' ou 5000 mg L™
(Spex ou Merck) dos elementos em estudo. As diluigbes para todas as solugdes
foram feitas com o solvente empregado em cada procedimento e as solucdes
foram estocadas em frascos de polipropileno, principalmente as empregadas na
extracdo e determinag&o de boro.

As quantidades e concentragbes de cada elemento utilizadas para a

preparacgao das solugbes de trabalho estéo descritas no Apéndice I.
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Todo o material de vidro e plastico foi lavado com detergente, agua e
imerso em solugdo de HNO; 10% v/v por pelo menos vinte e quatro horas e
novamente lavado com agua deionizada. Os frascos de Teflon PFA do sistema
de microondas CEM foram lavados normalmente sem o uso de escovas para nao
danificar o material. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de uma solug&o
50% v/v de Acido nitrico em cada frasco, que foram entdo fechados e colocados
no forno de microondas durante dez minutos na poténcia maxima (600 W). Apos
o resfriamento, os frascos foram abertos e lavados com agua deionizada.

As solugbes especificas empregadas em cada procedimento estao

descritas nos métodos correspondentes dados a seguir.

IV.2. INSTRUMENTAL

No processamento das amostras usadas para a determinacéo de boro em
solos foi usado um forno microondas doméstico com prato giratério (Sharp
Carousel-SM) com poténcia maxima de 700W, sacos de polipropileno
transparentes (densidade 0,05) de tamanho 15 x 25 cm e um sistema de refluxo
fabricado em vidraria especial isenta de boro (Vidrolabor-G40).

As amostras de plantas, processadas pelo método da via Umida usando
microondas para aquecimento, foram decompostas em um forno de microondas
CEM modelo MDS-2000, com poténcia maxima de 600 W e equipado com
bandeja rotatéria de 12 frascos com capacidade de 120 mL cada e valvulas de
segurancga que suportam até cerca de 1,37 MPa (200 psi) de pressao.

As determinagbes espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotdometro de duplo feixe Hitachi, modelo U-2000, com cela de fluxo de
10 mm de caminho éptico e acoplado a um amostrador automatico randdmico
Gilson.

As determinacgdes por ICP-AES foram feitas em um espectrobmetro de

emissdo atdmica da marca Jobin Yvon, modelo JY 50P simultaneo, com sistema
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de corregdo de fundo e acoplado a um amostrador automatico Gilson. Os
parametros e as condigdes de operagéo deste aparelho estao listados no quadro
IV.1. As linhas espectrais para cada elemento determinado estéo mencionadas

no quadro 1V.2.

Quadro IV.1: : Especificacdes e parametros de operagéo do sistema ICP-AES

FreqUéncia 40,68 MHz
Poténcia 1000 W
Monocromador Paschen-Runge
Grade 3600 ranhuras/mm
Tempo de integragéo 5s
Numero de leituras 5
GASES
Vazdes dos gases
Alimentagio do PLASMA 12 L min™
Auxiliar para Alcalinos(G2) 0,2 L min™
Nitrogénio (policromador) 0,6 L min™
NEBULIZADORES
V-GROOVE
Presséo 240 kPa
Vazdo amostra 1,5 mL min™
Vazio gas auxiliar(G1) 0,3 L min"’
MEINHARD
Presséo 300 kPa
Vaz&o amostra 1,0 mL min™

Vaz&o gas auxiliar(G1) 0,3 L min™
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Quadro IV.2: Comprimentos de onda utilizados no ICP-AES para
os elementos determinados nos extratos de plantas e solos.

Elemento A
(nm)
P 178,225
Ca 317,933
Mg 279,940
Mn 257,610
Fe 259,940
Cu 324,754
Zn 213,856
Pb 220,353
Cd 226,502
Ni 231,604
Cr 267,716
Al 308,215
S 180,672
B 208,959
K 766,490

Calibrag¢do do Forno de Microondas

Foram pesadas 1000 g de &gua deionizada em um copo de Teflon, e
mediu-se a temperatura da agua, com preciséo de 0,1°C. Esta deve estar entre
19°C e 25°C. O copo foi colocado no centro do aparelho de microondas e
programado para exatos dois minutos na poténcia maxima. Deve-se certificar que
o copo permanega girando no interior do forno durante o aquecimento. O copo foi

removido, a 4gua agitada e a temperatura medida novamente.
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CALCULO DA POTENCIA

A poténcia é calculada através da equagao .1,

_ KCpomAT
t

P

Portanto, para a poténcia maxima com t= 2 min e 1000 g de agua

deionizada a equacao pode ser simplificada para:
P= 34,87 AT,

sendo AT a diferenca entre as temperaturas depois e antes do aquecimento no
forno de microondas, medidas em graus centigrados.

Para as calibragbes feitas com poténcias diferentes da maxima, as
correcbes foram feitas como se segue:

~100(34,87) AT
B %P

P

onde, %P= porcentagem da poténcia usada

Outros detalhes sobre teoria das microondas estéo descritos no item 11.4.

IV.3. EXTRACAO DE BORO DO SOLO

Pela n3o disponibilidade de amostras certificadas de solo para fins de
fertilidade, foi feita uma comparagé@o entre o método convencional (Berger e
Troug, 1939) e o método proposto neste trabalho. Foram utilizadas treze
amostras de solo superficiais, de profundidade 0-20 cm, provenientes de diversas
regides do Estado de S&o Paulo, com diferentes caracteristicas quimicas e
fisicas. As amostras foram secas a 40°C em estufa com ventilagéo forcada ,
moidas em moinho tipo mértelo (Tecnal) e passadas em peneira com abertura de
2 mm. A caracterizacdo das amostras de solo empregadas foram feitas usando os
métodos analiticos de rotina do laboratério do IAC, de acordo com Raij et al.

(1987). Os valores de pH foram determinados em solug&o de cloreto de calcio
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0,01 mol L™, a matéria organica pelo método colorimétrico (Quaggio e Raij, 1979),
os elementos fosforo, calcio, magnésio e potassio pelo método da resina de troca
idbnica (Raij et al., 1987 e Facchin et al, 1993) e finalmente os valores de
hidrogénio mais aluminio (H* + AI'®) foram obtidos pela solug&o tampao SMP
(Quaggio et al., 1985).

Métodos de Extragao de Boro

METODO DO REFLUXO EM AGUA

O método proposto originaimente por Berger e Troug (1939) foi o
escolhido como referencia para a extragéo de boro em amostras de solo. Esse
método consistiu em ferver durante cinco minutos, sob refluxo, a seguinte
mistura: 20 cm® de solo, 40 mL de agua e 0,5 cm’ de carvéo ativo (grau G60).
Apo6s um periodo de vinte minutos de resfriamento, foi adicionado 1 mL de uma
solugdo 0,1 mol L de cloreto de calcio para provocar a floculagéo e depois de
cinco minutos, a suspenséo foi filtrada em papel de filtro para filtragem lenta
(faixa azul). A solugédo resultante foi analisada por ICP-AES ou pelo método

espectrofotométrico da azometina-H.

METODO DO CLORETO DE BARIO E MICROONDAS

Esse é o procedimento adotado atualmente na rotina do IAC e nos
laboratérios do Estado de Sdo Paulo (Abreu et al., 1994a).

Foram colocados em saquinhos de polipropileno 10 cm3 de amostras de
solo e adicionados 20 mL de solugéo de cloreto de bario 1,25 gL' e 0,5 cm® de
carvao ativo. Os saquinhos foram agitados suavemente para umedecer toda a
amostra, vedados em uma seladora e feito um pequeno furo lateral, para alivio
de press&o durante o aquecimento. Os saquinhos foram pendurados em uma
prateleira propria para microondas, com prendedores de plastico tipo "clips", e
colocados para aquecer no forno de microondas doméstico por 4 minutos na
poténcia méxima de 700 W e 5 minutos na poténcia média maxima de 490 W.

Esses tempos foram calculados para se trabalhar com 14 saquinhos de amostras.
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A suspensao foi resfriada por 30 minutos e filtrada em papel de filtro faixa azul.
Para os estudos foi também utilizada agua em substituicio & solugéo de cloreto
de bario e a adicdo de cloreto de bario 0,1 mol L' no extrato final. As
determinacdes de boro no extrato foram efetuadas por ICP-AES e pelo método

espectrofotométrico usando azometina-H.

Métodos de Determinacdo de Boro

DETERMINACAO POR ICP-AES

As condicdes experimentais para a determinagéo por emissdo atdomica

estdo citadas nos quadros IV.1 e IV.2, usando o nebulizador do tipo “V-groove”.

DETERMINACAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

Para essas determinacdes foram transferidas aliquotas de 4,0 mL do
extrato ou das solucdes-padrdo para tubos de ensaio, 1,0 mL da solugdo tampéao
(250 g de acetato de amodnio e 15 g de EDTA e 125 mL de acido acético glacial) e
1,0 mL da solugéo corante (0,9 g de azometina-H em 100 mL de acido ascérbico
2%). Os tubos foram agitados e deixados em repouso no escuro por 30 minutos.

As medidas espectrofotométricas foram feitas em 420 nm.

Anélise Estatistica

Foram feitas andlises por regresséo linear entre os treze pares de dados,
sendo que cada dado representa a média de trés repeticdes. Para comparagao
entre os métodos foram utilizados o coeficiente angular e o coeficiente linear da
regressao, que foram submetidos ao teste “t’. As formulas e os calculos feitos

estdo descritos no Apéndice 1l
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IV.4. ANALISE DE PLANTAS

As amostras de plantas utilizadas neste estudo foram: um padrao
certificado NIES - “pepperbush” (Okamoto, 1980) e quatro amostras, 883, 875,
767 e 996, fornecidas pelo “International Plant-Analytical Exchange Programme -
IPE” da Universidade de Wageninger (Holanda) (Houba e Uittenbogaard, 1994 e
Houba et al., 1994a). O tipo de material vegetal para cada amostra esta descrito
no quadro IV.3. Das amostras do programa IPE, a 883 e a 875 apresentam
valores certificados para alguns elementos pelo “Comitee Inter-instituts - ClI” e os
resultados foram compilados por Novozamsky et al. (1993a). As amostras
adquiridas estavam moidas e passadas em peneira com 0,2 mm de abertura.
Previamente as analises, as amostras foram secas a 60°C em estufa com

ventilacao forcada.

Quadro IV.3: Descrigdo do tipo de material vegetal das amostras de plantas utilizadas
neste estudo, de acordo com Houba e Uittenbogaard (1994).

Amostra Material vegetal
883 Cravo / Dianthus
875 Repolho branco / Brassica oleracea L. var. capitata L.
767 Amarilis (parte aérea) / Hippeastrum
996 Chicoéria / Cycorium intibus L. var. foliusum bish.

A dissolucdo das amostras de plantas foi conduzida empregando-se 0s
métodos de via seca tradicional e via Umida com a mistura de acidos nitrico e
perclérico, usados rotineiramente no laboratério de analises do IAC (Bataglia et
al., 1983) e pelo método da via Umida com aquecimento em forno de microondas,

baseado em Miller (1993). As técnicas séo descritas a seguir.

‘.
SeTERd, G
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Métodos de Digestéao

VIA SECA

Foram pesados 1000 mg (com precisdo de 1 mg) do material vegetal seco
e moido em béquer (Pyrex) de 20 mL e incinerado por 3 horas a 500°C. Apés
resfriar, foram adicionados 5,0 mL de solugéo de HCI 6 mol L™ (certificando-se
que toda a cinza tenha sido umedecida), evaporando a solugdo em chapa
elétrica. O residuo foi entdo dissolvido em solugdo de HCI 2 mol L™ e transferido
para baldo volumétrico de 50 mL, lavando o béquer com diversas porgoes de
agua. Depois de frio, o volume final foi completado com agua e a solucéo filtrada

em papel de filtro (faixa azul), lavado em acido.

VIA UMIDA COM ACIDOS NITRICO-PERCLORICO

Este método foi baseado no procedimento utilizado no laboratério de rotina
do IAC (Bataglia et al., 1983). Foram pesados 500 mg de material vegetal com
precisdo de 1 mg, em tubos préprios para digestdo com capacidade de 80 mL.
Foram adicionados 5,0 mL de &acido nitrico concentrado (65%) deixando em
repouso por uma noite. No dia seguinte, as amostras foram digeridas por cerca
de duas horas a 180°C ou até que o extrato estivesse claro. As amostras foram
ligeiramente resfriadas, e logo apés foi adicionado 1,3 mL de &cido percldrico
concentrado (70%). Em seguida, foram submetidas ao aquecimento a 210°C por
mais 30 minutos ou até o aparecimento de fumos brancos. Os tubos foram

resfriados até a temperatura ambiente e o volume completado a 25 mL com agua.

VIA UMIDA EM FORNO DE MICROONDAS

Foram pesadas amostras de 500 mg (com precisdo de 1 mg) de material
vegetal e adicionadas aos frascos de Teflon PFA do forno de microondas CEM.
Com auxilio de um dispensador automatico (Eppendorf), em cada frasco, foram
adicionados 1,0 mL de &cido nitrico (suprapur, Merck) e 2,0 mL de perdxido de

hidrogénio (30%), deixando um tempo de 30 minutos para a pre-digestao. Logo
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apés, as vélvulas de seguranga foram fechadas e os frascos levados ao

microondas com a programagao descrita no quadro IV 4.

Quadro IV.4: Programagéo utilizada no forno de microondas CEM para
método de digestdo de plantas por via umida em microondas.

Etapa 1 2
Poténcia (W) 296 565
Presséo (kPa) 415 553
Tempo (min) 10:00 15.00
TAP* (min) 4:00 8:00

* TAP = “time at pressure”, tempo que deve ficar sob a press&o estipulada

O sistema de frascos foi resfriado em banho de gelo por cerca de uma
hora e a pressdo aliviada, rotacionando a valvula em meia volta. Depois de
abertos os frascos, os extratos foram transferidos para tubos de ensaio
calibrados para 25 mL e levados ao amostrador automatico do ICP-AES. A
diluicdo para 25 mL foi feita para que todos os métodos tivessem a mesma razao
massal/volume, mas diluicdes para 10 mL também podem ser feitas para melhorar
a sensibilidade do método para os elementos em menor concentragéo, sem que

se afete os presentes em maiores concentragges.

Determinacio dos Elementos nos Extratos de Planta

As solucdes resultantes dos diferentes processos de digestdo foram
analisadas diretamente, sem diluicdo, no ICP-AES, nas condigbes descritas nas
quadros IV.1 e IV.2, para os seguintes elementos: S, P, Ca, Mg, Zn, Cu, Mn, Fe,
Na, B, Mo, Pb, Cd, Nie Cr.

Anaéalise Estatistica

Para comparacdo entre o valor certificado e os resultados obtidos pelos
métodos estudados foi utilizado o intervalo de confianga, cujos limites foram

calculados da seguinte forma:
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t

74

limite de confianga = X *

2

onde X & a média dos valores obtidos por um método, “t" é o valor de “Student”
para o grau de liberdade, N é o numero de determinagdes e s € o desvio padrao
das determinacdes (Christian, 1994).

Outros detalhes estdo apresentados no Apéndice Il.

IV.5. ANALISE DE RESIDUOS

Como nao foi possivel obter um padréo certificado para os residuos, foi
empregada uma amostra certificada de sedimento, “Pond’s sediment #2”
proveniente do NIES (1981) “National Institute for Environmental Studies” da
Agéncia Ambiental do Jap&o. A amostra de lodo digerido anaerobicamente, foi
coletada na Planta de Tratamento de Efluentes de Barueri - SP. Os compostos de
lixo urbano foram amostrados em Mococa e Adamantina. Os estercos de suinos
de vacas foram obtidos em fazendas da regido de Campinas, SP. Todos os
residuos foram secos a 65°C, moidos e passados por peneira com abertura de
0,5 mm. O manuseio das amostras de lodo e composto de lixo foram feitos com

luvas e mascaras para evitar possiveis contaminagdes por patogenos.

Métodos de Digestéao

METODO DA EPA - SW - 846 - 3051

Este é o procedimento oficial adotado pela Agéncia de Protecéo Ambiental
dos Estados Unidos da América (USEPA - “United States Environmental
Protection Agency’) que emprega aquecimento por microondas para analise de

solos, lodos e residuos.
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Foram pesados 500 mg (com preciséo de 1 mg) da amostra do residuo
seco e moido e transferidos para os frascos de digestdo. Foram adicionados
10 mL de acido nitrico concentrado (65%). Antes de fechar, os frascos foram
deixados em repouso por cerca de 15 minutos. Entretanto, se ainda houvesse
reacédo violenta, aguardava-se até que as condigbes reacionais se amenizassem.
Para um forno de microondas (CEM MDS-2000) com poténcia maxima de 600 W,
utilizado neste estudo, foram colocados apenas seis frascos para digestéo
simultanea. Para fornos com poténcia de 950 W pode-se trabalhar com até doze
frascos de digestdo, simultaneamente. A programagéo do forno foi feita em uma

etapa, conforme o quadro IV.5.

Quadro IV.5: Programag&o do forno de microondas CEM para a digestdo de
residuos pelo método EPA-3051.

Poténcia: 600 W
Presséo: 415 kPa (60 psi)
TAP: 10:00 min
Tempo: 5:30 min

Ap6s o término da programacao, os frascos foram resfriados até alcancar
pressdo em torno de 69 kPa (10 psi) e foram abertos. A abertura deve ser
cuidadosa e realizada em capela.

Os frascos e tampas foram lavados com &gua e a solugéo transferida para
baldes volumétricos de 50 mL, diluidos com agua e filirados antes da leitura no
ICP-AES.

METODO DA AGUA REGIA COM MICROONDAS

Esse procedimento foi baseado no trabalho de Nieuwenhuize e Poley-Voz
(1989).

Foram pesadas amostras de 500 mg (com precis&o de 1 mg) e colocadas

nos frascos de digestéo de Teflon PFA do forno de microondas CEM com 16 mL
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de agua régia (12 mL de &cido cloridrico concentrado (32%) e 4,0 mL de acido
nitrico concentrado (65%)). A mistura foi deixada em repouso por cerca de 156
minutos, os frascos foram fechados e levados ao forno de microondas. O

programa do forno foi feito em trés etapas, conforme a descri¢gdo no quadro IV.6.

Quadro 1V.6: Etapas de programacéo do forno de microondas CEM para a
digestdo de residuos utilizado para o método da agua-régia.

Etapa 1 2 3
Poténcia (W) 180 480 600
Pressdo (kPa) 276 554 692
Tempo (min) 1:00 4:00 60:00
TAP (min) 1:00 4:00 60:00

O digerido final foi tratado da mesma forma feita no método 3051, descrito

anteriormente.

ACIDO NITRICO-PERCLORICO

Foram pesadas amostras de 500 mg (com precis&o de 1 mg) do residuo
seco e moido e transferidas para os tubos de digestdo de vidro. Foram
adicionados 5,0 mL de acido nitrico concentrado (65%), homogeneizados e
deixados em repouso por uma noite. Os tubos foram aquecidos no bloco digestor
a temperatura de 160°C. Quando a solugéo ficou clara, os tubos foram retirados
do bloco digestor, esfriados e entdo acrescentou-se 1,0 mL de acido perclérico
(70%). As amostras foram novamente colocadas no bloco digestor e a
temperatura foi elevada gradativamente a 210°C. Desligou-se o aquecimento
quando a solugdo ficou completamente clara e comegou a desprender fumos

brancos. Esperou-se esfriar e completou-se o volume para 50 mL com agua.
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Determinag¢ado dos Elementos nos Extratos de Residuos

As solucdes resultantes dos trés métodos de digestéo foram analisadas
diretamente no ICP-AES, utilizando o nebulizador tipo “V-groove”, nas condicbes
descritas nas quadros V.1 e IV.2, para os seguintes elementos: Zn, Cu, Mn, Fe,
Pb, Cd, Ni e Cr.

Anélise Estatistica

Para comparagéo entre os dados fornecidos pelo material certificado e os
resultados obtidos pelos diferentes métodos, também foi utilizado o teste t de
«Student”. Como os dados obtidos entre os diferentes métodos estudados foram
bastante diferentes, utilizou-se o teste de Tukey, que permite dizer se ha ou nao
diferencas entre os resultados. Mais informagdes sobre este método estédo

descritas no Apéndice Il



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. O AJUSTE DOS PARAMETROS DO ICP-AES

Os equipamentos comerciais que empregam a técnica da espectrometria
de emissdo por plasma de argbnio, apresentam a maioria dos parametros
operacionais fixados durante a fabricagdo. A resolugdo da grade do
espectrdbmetro, as dimensdes da tocha, e a freqiéncia do gerador, em geral, nao
podem ser controladas pelo operador. No entanto, alguns fatores podem ser
controlados para melhorar o desempenho do equipamento em analises de
determinados elementos e matrizes.

No equipamento utilizado neste trabalho, um ICP-AES simultdneo com
capacidade de detecgéo de pelo menos 31 elementos, marca Jobin Yvon 50P, os

parametros possiveis de serem controlados sdo: a poténcia do gerador, as
vazdes dos gases, a altura de observacéo e os tipos de nebulizadores.

A poténcia pode ser variada de 200 a 1000 W e durante todo o
desenvolvimento desta tese optou-se por trabalhar com a poténcia maxima. A
poténcia do gerador deve ser ajustada em funcdo da matriz, que afeta a
temperatura do plasma. O comportamento de cada elemento e mesmo de cada
linha de emisséo é diferente, e quanto menor a poténcia, maior € a raz&o entre o
sinal emitido pelo elemento e o sinal de fundo. Preferencialmente, deve-se
trabalhar com a menor poténcia, no entanto ha muito mais problemas de

interferéncias. No presente trabalho a opgéo por 1000 W pareceu ser a mais
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adequada para as matrizes analisadas, que possuem altas concentragbes de
elementos como sadio e aluminio que interferem com outros elementos de menor
concentracdo e com aqueles que apresentam a razdo entre o sinal do analito e o
sinal de fundo menos favoravel.

As vazdes de argdnio para a formagéo e resfriamento do plasma e para o
transporte da amostra foram ajustadas de acordo com as recomendagdes do
fabricante, pois nessas condigdes obtiveram-se as melhores respostas.

Experimentalmente a altura de observagéo esta localizada tipicamente a
15 mm acima da bobina de radio frequéncia (Mermet e Poussel, 1995). Com uma
solucdo de itrio 2 1000 g L' em meio aquoso pode-se observar cores distintas
entre a excitacdo idnica (cor azul) e do primeiro nivel de excitagdo atdbmica (cor
vermelha). O ponto ideal para observagéo deve ser centrado na parte azul.

Normalmente, os equipamentos de ICP-AES utilizam o nebulizador
pneumatico concéntrico tipo “Meinhard”. Os primeiros testes foram feitos com
esse nebulizador utilizando amostras de plantas, digeridas pelo procedimento de
rotina do Laboratério de Andlise de Solos e Plantas do IAC, que é o método por
via seca. Entupimentos frequentes foram observados e o uso de acidos, inclusive
na lavagem entre amostras consecutivas, n&o resolveu O problema,
provavelmente porque as particulas formadas no digerido, apés filtracéo, séo
agregados de materiais silicosos existentes nas amostras de planta. A utilizagéo
do nebulizador tipo “Babington” (Fry e Denton, 1977), modelo “V-groove’, foi a
alternativa encontrada para o problema. Esse tipo de nebulizador permite que se
trabalhe com solucdes contendo alto teor salino e particulas em suspens@o. Os
resultados para as determinagbes dos elementos usando os diferentes
nebulizadores apresentados no quadro V.1, foram obtidos para duas amostras de
planta, aveia e trigo, normalmente empregadas como controle interno, utilizando
o método da via seca. As leituras foram feitas em friplicata para o mesmo
digerido, sob as condi¢cbes padroes apresentadas no quadro V.1, variando
apenas as condigbes estabelecidas para os nebulizadores, com os comprimentos
de ondas para cada elemento citados no quadro IV.2.

De acordo com o quadro V.1, os valores obtidos com o nebulizador

concéntrico “Meinhard” apresentam, de um modo geral, menores valores para 0s
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desvios padréo, resultando em melhor repetibilidade. No entanto, o nebulizador
do tipo “V-groove” se mostrou uma boa opgdo, ndo apresentando problemas de
entupimentos e com repetibilidade adequada para as analises propostas neste

estudo.

Quadro V.1: Resultados para alguns elementos em duas amostras de plantas digeridas
pelo método da via seca com determinagdes feitas por ICP-AES comparando-se 0s
nebulizadores “V-groove” e “Meinhard”. Todos os valores correspondem a média +
desvio padrao de trés repeticbes.

Elemento Via Seca

“V-groove” “Meinhard”

Amostra : Trigo

P (a/kg) 2,0£0,1 2,0£0,1
Ca (g9/kg) 2,3+0,2 25+0,1
Mg (g/kg) 1,7+0,5 1,8+0,1
Fe (mg/kg) 350 £ 20 331+15
Mn (mg/kg) 1053 101,2+£0,2
Zn (mg/kg) 331 30,4 +0,4
Cu (mg/kg) 6,7+0,5 7,50 + 0,01
Al (mg/kg) 334 +18 3375
Amostra: Aveia

P (g/kg) 2,27 £ 0,01 2,25+ 0,01
Ca (g/kg) 4,89 + 0,04 5,30 + 0,01
Mg (g/kg) 2,58 £ 0,01 2,76 + 0,01
Fe (mg/kg) 104 £2 99 + 1
Mn (mg/kg) 248 + 1 250 +7
Zn (mg/kg) 372 32 +1
Cu (mg/kg) 8+1 91

Al (mg/kg) 3322 345 + 1
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A partir desses dados optou-se pelo emprego do nebulizador do tipo
“Babington” (“V-groove”), nas determinagdes de rotina do Laboratério de Analise
de Solos e Plantas do IAC, com a técnica de ICP-AES. Tal procedimento tem
permitido a anélise diéria de até duzentas amostras de solos e plantas, para a
determinacgdo de diferentes elementos, sem qualquer problema de entupimento.

O uso do nebulizador tipo “cross-flow” é outra opgdo, mas esse acessorio
é também susceptivel a entupimentos.

Os limites de detecgdo para todos os métodos estudados nesta pesquisa
foram calculados usando a equagéo II1.6 (ver item Ii1.3):

c. = k 0,01 RSDB BEC,

O valor de RSDB (desvio padrao relativo do fundo) foi calculado a partir de
10 determinacdes do branco, o valor de k escolhido foi de 3 e o valor de BEC foi
fornecido diretamente pelo equipamento de ICP-AES, utilizado neste trabalho,
para cada elemento em fungdo da curva de calibracdo empregada em cada
método de analise.

Os valores para os limites de detecgdo calculados para cada um dos
métodos de extracdo de boro em solos foram de 0,01 mg dm™ de boro em solo,
nas condicdes descritas no quadro IV.1 e V.2 para o nebulizador tipo “V-groove’.

Para os métodos de andlise em plantas e residuos, os valores calculados
do limites de deteccéo relativo a cada elemento e cada procedimento, encontram-

se descritos no quadro V.2.

V.2. A EXTRACAO E A DETERMINACAO DE BORO EM SOLOS

Os estudos envolvendo a extragdo de boro em solos foram feitos
comparando o método do refluxo em agua (método de referéncia) com 0s
métodos que empregam aquecimento por microondas usando &gua ou solugéo
de cloreto de bario 1,25 gL-!. As determinagdes de boro foram efetuadas em

cada um dos extratos obtidos utilizando espectrofotometria no visivel com



77

V. Resultados e Discusséo

0UBIq W BJISOWE EP OJUSWSS BPED 8p S8QdeUILLIgIep O} op Jied B SOpeno|es weloj 0g5081ep ap sajiwl| SO

's959)UgJed 2JjUa SEPBUILILIOSSP OB)SA 0jUBWS|e Eped eled 0g5esusdU0D op Se|edss sy

0

0C 0C (14 0’} 0l 0't (6y/6w) uz
20'0 200 €0'0 (6y/6) enN

100 10'0 100 (6%/6) N

o¢ (1] (1] (1] 0¢ o¢ (6%/6M) IN
09 09 09 (By/6) o

€ 14 14 Zo Zo €0 (Boy/6w) un
20'0 20'0 200 (6%/6) BN

100 100 10'0 B%/6) d

€ 14 € Lo 1'0 ‘o (6y/6w) o4
A z'0 Z'0 6%6) s

0¢ (1] (1] (1] (1] 0¢ (By/6M) 10
050 05'0 05'0 05'0 0s'0 0S'0 (6y/6w) nYH
oF oF 0¥ 0¥ o¢ 05 (63/61) ad
10'0 10’0 10'0 (6%/6) €D

o¢ o¢ (1] (1] 0¢ oy (6y/6M) PO
g'e §'C r4 (By/bw) g

Z'o z'0 S0 (By/6w) v

eibosenby  LSOE VdI  “49I19Jed-IIN SEPUOOJOIN BO3S BIA  "JQ]oJ8d-UN

onais3y V.INV1d OLNINI3

(»O0¥593130 3a ILINIM 30 STHOTVA

‘Z'Al @ L'\l soipenb sou sejuosap sagdipuod se opuebaidws

* 8A0016-/\, JOPEZINGAU O WOD ‘dOS-Al SAY-dDI OU Seye} weloj segdeulwisiop se Sepol ‘sonpisal
o sejueld ap sas||eue seu sopeljeAe sojuswipadcoid so esed ogdosjep ap saliwl SOp SaIOeA A 0IpenD



V. Resultados e Discusséo 78

azometina-H (método de referéncia) e espectrometria de emisséo atdomica por
plasma (ICP-AES).

Como anteriormente descrito, o método do refluxo em agua é considerado
o melhor procedimento para a extracdo do boro dos solos. Assim, esse método
de extracdo foi escolhido e utilizado como referéncia. A determinagdo por
espectrofotometria com o reagente azometina-H foi utilizada como referéncia por
ser um dos procedimentos mais empregados em analises de rotina para a
determinacao de boro.

No método original proposto para extragdo de boro em agua quente sob
refluxo (Berger e Troug, 1939), adiciona-se 1 mL de solug&o de cloreto de caicio
0,1 mol L-' no extrato final a frio, para flocular particulas coloidais em suspenséo
e permitir a obtengéo de extratos limpidos. Bataglia e Raij (1990) utilizaram uma
solugdo de cloreto de célcio 0,01 mol L' a quente em substituicéo a agua quente
e os resultados observados foram equivalentes. Entretanto, os testes iniciais
mostraram que resultados inconsistentes eram obtidos quando se empregava
solugdo de cloreto de célcio em saquinhos plasticos e aquecimento por
microondas. Esse fato levou a substituicdo do CaCl, por uma solug&o de cloreto
de bario, dada a similaridade quimica dos elementos caicio e bario. Os resultados
observados usando cloreto de bario foram coerentes e mais precisos. Esse fato
provavelmente também foi observado por Mahler et al. (1984), que ao substituir
as vidrarias por sacos plasticos em banho-maria, optou por utilizar a solugéo de
cloreto de bario como extrator.

Os resultados obtidos pelos dois sistemas de aquecimento, refiuxo e
microondas com &agua ou BaCl,, foram altamente correlacionados, sendo
r’= 0,884 e 0,996, respectivamente, indicando que o forno de microondas pode
ser usado como fonte de aquecimento na extracdo de boro em solos, conforme
mostra a figura V.1.

Para as equacgbes de regressdo dadas na figura V.1, os valores dos
coeficientes lineares e angulares ndo foram estatisticamente diferentes de zero
(0) e de um (1), respectivamente, (calculos feitos de acordo com o Apéndice Ii),
indicando que a extragdo com microondas, usando agua ou solugéo de cloreto de

bario, ndo difere do método de referéncia, refluxo em agua.
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Figura V.1: Correlacéo entre o método de refluxo em agua (referéncia) e os métodos de
extragdo com aquecimento em microondas, usando agua ou solugédo de BaCl,. Todas
as determinacgdes de boro em todos os extratos foram feitas por ICP-AES.

Para o aquecimento em microondas foram testadas diversas alternativas
de poténcia e tempo. A escolha do procedimento anteriormente descrito, foi a que
melhor se correlacionou com o método de referéncia. O tempo de quatro minutos
na poténcia alta foi necesséario para a solug&o iniciar a ebuligdo e na segunda
etapa a poténcia foi menor para que nao houvesse perdas devido a uma forte
ebulicdo. O maior tempo total utilizado com o forno de microondas pode ser
também justificado pelo fato de a suspens@o nos saquinhos nao sofrer uma
agitacdo tao forte quanto no sistema de aquecimento por conveccao.

A determinacdo por ICP-AES foi eficiente na quantificacdo de boro,
independente do extrato utilizado, resultando em altas correlagées entre ICP-AES
e azometina-H (Figura V.2). As correlagbes observadas foram r* = 0,967, 0,980 e
0,980, correspondentes as técnicas de refluxo em agua, BaCl, com aquecimento
por microondas e agua com aquecimento por microondas, respectivamente. Os
coeficientes angulares e lineares das trés equagdes indicam que o conteudo de
boro extraido por qualquer uma das alternativas ndo difere significativamente

entre si. Essa informacdo confirma os resultados observados por Gestring e
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Soltanpour (1981) sobre a viabilidade de utilizar a técnica de ICP-AES para a
determinac&o de boro em solos.

Informacgdes na literatura sobre a determinacédo de boro em extratos de
solo mostram a tendéncia de a técnica de ICP-AES apresentar valores menores
que os obtidos pelos espectrofotométricos da azometina-H e da curcumina
(Gestring e Soltanpour, 1981 e McGeehan et al.,, 1989). Provavelmente, isto
ocorre porque nem toda a luz absorvida na medida espectrofotométrica seja
proveniente da cor amarela do complexo, formado entre o boro e a azometina-H.
Interferentes como a matéria organica, podem intensificar a cor amarela,
estimando portanto, valores maiores de boro (Wolf, 1971 e Gupta, 1979). Por
outro lado, a presenca da cor ndo interfere nas determinagdes via ICP-AES. Essa
tendéncia no entanto, n&o foi verificada para a maioria dos extratos analisados
neste estudo, pois foi adicionado carvéo ativo durante o processamento das
amostras. A adicdo de carvdo ativo pode prevenir ou reduzir a interferéncia da
cor, pela remogao da matéria organica da solugéo. Paralelamente foram também
conduzidos extratos contendo ou ndo carvéo ativo e subsequente determinagao
por ICP-AES para avaliar se havia modificagbes nos teores de boro, e os

resultados observados foram semelhantes entre si.
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Figura V.2: Correlagbes entre o método de determinagdo de boro por
espectrofotometria (método de referéncia) e por ICP-AES, utilizando os
procedimentos de extragdo por refluxo em agua (referéncia) e por microondas com
agua e com solucdo de BaCl,.
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Os valores de boro determinados em &gua ou solucéo de BaCl, usando
forno de microondas e medidas por ICP-AES foram comparados com Os
resultados obtidos pelo método de referéncia (refluxo em agua e determinagao
com azometina-H) e sdo apresentados na figura V.3. A extracdo feita com
solucdo de cloreto de bario 1,25 g L' mostrou boa correlagéo, r2=0,920, e os
coeficientes angular e linear ndo diferiram estatisticamente de um e zero,
respectivamente. Por outro lado, a extrag&o com agua em microondas apresentou
menor correlacdo, r’=0,895 e o coeficiente angular (m=0,665) foi
estatisticamente diferente de um, de acordo com o teste “t”, indicando que teores
maiores de boro sdo extraidos usando esse método. A utilizagdo da solugéo de
cloreto de bario como extrator de solos para boro apresenta melhores resultados
que a dgua e pode substituir o método de referéncia do refluxo em agua, com
vantagens. A técnica de ICP-AES mostrou-se adequada a quantificagdo de boro

em extratos de solo.
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Figura V.3: Correlagdo entre o método de referéncia, refluxo em agua e determinagéo
por espectrofotometria e os métodos de extracdo com aquecimento em microondas,
usando &agua ou solugcéo de BaCl, e determinagéo de boro por ICP-AES.
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Devido a heterogeneidade dos solos, a precisdo de um método de

extracdo se torna uma caracteristica relevante, principaimente para

procedimentos de rotina. De uma maneira geral, o método de extragcdo com
cloreto de bario e microondas apresentou desvios padréo bem inferiores aos
observados pelo método do refluxo em agua (Quadro V.3). As médias dos
coeficientes de variacdo foram de 19,3% e 19,2% para o procedimento de refe-

réncia com determinacédo de boro com azometina-H e ICP-AES, respectivamente.

Quadro V.3: Quantidade de boro extraido do solo pelos procedimentos: refluxo em
agua, solugdo de cloreto de bario em microondas e agua em microondas. Valores
médios de trés replicatas.

Solo Refluxo em agua Agua em microondas BaCl, em microondas
azometina-H ICP-AES azometina-H ICP-AES  azometina-H ICP-AES
mg dm’ de solo

1 0,23+0,06 023+0,06 0,22 +0,02 0,25+0,02 0,13+0,02 0,21 +£0,01
2 063+0,05 0,49x+0,02 0,54 £0,04 0,59+ 0,03 0,59+0,06 0,55+0,01
3 0,40+0,10 025+0,06 0,40 +0,07 0,43 +0,03 0,39+0,03 0,41+0,01
4 0,28+0,07 025%0,05 0,32+0,02 0,44 + 0,01 0,27 +0,03 0,29+0,01
5 0,11+006 005+0,04 0,18 +£0,02 0,22 + 0,02 0,14+0,02 0,15+0,01
6 0,33 £ 0,11 0,26 +0,04 0,40 +0,03 0,41 + 0,01 0,39+0,04 0,40+0,03
7 064+008 065+0,04 0,60+0,06 0,75 £ 0,04 0,60+0,02 0,62+0,02
8 048+0,03 049+006 0,59+0,04 0,70+ 0,03 0,52 + 0,01 0,53 + 0,01
9 0,70+0,03 0,71+0,07 0,66 +0,06 0,76 + 0,03 0,66+0,08 0,68+0,04
10 0,22+0,05 0,21+£0,02 0,30+0,04 0,37 + 0,04 0,25+0,05 0,33+0,03
11 0,19+0,03 0,19+0,06 0,28 +0,06 0,30 +£ 0,04 0,19 £ 0,01 0,23 £ 0,02
12 1,08 £ 0,09 1,14 £ 0,08 1.36 + 0,06 1,51 £ 0,05 1,12+0,05 1,40 0,04
13 0,88+0,08 0,91+0,03 1,30 £ 0,10 1,45 + 0,06 1,04 £0,10 1,21 +£0,04

X 0,47 0,45 0,55 0,63 0,48 0,54

CV% 19,3 19,2 9,3 57 9,7 4,7

A extracdo em agua e em solugdo de cloreto de bario empregando forno

de microondas apresentaram valores das médias dos coeficientes de correlagéo
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muito préximos, sendo 9,3% e 9,7% para a determinac&o por espectrofotometria
com a azometina-H, e de 5,7% e 4,7 % para a determinagdes por ICP-AES. Esses
dados indicam consideravel ganho na preciséo com o uso do aquecimento por
microondas € um aumento ainda maior para a determinagdo do boro com ICP-
AES.

A menor precisdo observada para o método do refluxo em agua pode ser
atribuida a dificuldade na identificac&o exata do inicio da fervura. Normalmente, a
identificacdo € feita visualmente, levando em consideragdo o movimento das
bolhas de ar na suspensdo como © ponto inicial da fervura. Sabendo-se que a
extracdo do boro pode ser muito afetada pelo tempo de fervura (Odom, 1980),
esse procedimento torna-se muito sujeito a erros. A extracdo utilizando forno de
microondas permite um melhor controle das condigbes de aquecimento, com
menores chances de erros e conseqientemente maior reprodutibilidade.

Alguns cuidados com o uso de aquecimento por microondas nesse
procedimento devem ser considerados. Pelo fato de a radiacdo absorvida estar
diretamente relacionada & massa da solucéo, é importante que o numero de
amostras dentro do microondas seja sempre o mesmo, isto é 14 saquinhos com
10 cm?® de solo e 20 cm’ de solugcdo.

A velocidade de processamento das amostras com boa preciséo € o
principal fator para a implantacéo e aceitagéo de um novo procedimento de
analise em laboratorios de rotina. A extragio de boro com solugéo de cloreto de
bario usando microonda como fonte de aquecimento, € um procedimento rapido
com boa sensibilidade e reprodutibilidade, sendo portanto recomendavel para
fins de rotina. A técnica de ICP-AES se mostrou adequada para a determinagao
do elemento boro em extratos de solo, podendo também ser empregada em
andlises de rotina, tornando esse procedimento rapido.

Atualmente, existem alguns Programas de Controle de Qualidade que
enviam periodicamente amostras desconhecidas e cada laboratdrio participante
as analisam para os elementos de interesse, de acordo com os procedimentos
preestabelecidos. Os resultados de todos os laboratorios sdo analisados
estatisticamente e cada participante pode comparar seus resultados e avaliar se

ha ou ndo problemas com seus procedimentos. Com base nos resultados obtidos
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durante o ano, o laboratério ganha um determinado conceito e somente 0s
laboratérios com conceitos A e B recebem um selo de qualidade. No Estado de
Sio Paulo existe o Programa de Controle de Qualidade do Sistema IAC de
Andlise de Solos (Quaggio et al., 1994), do qual participam cerca de 70
laboratorios de andlise de solos particulares e vinculados a oOrgaos
governamentais. O procedimento de extragéo de boro com solugdo de cloreto de
bario com aquecimento por microonda foi adotado como metodo oficial para o
Estado de S&o Paulo a partir de 1994 (Abreu et al., 1994a) . O protocolo analitico

desse procedimento se encontra descrito no Apéndice lIl.

V.3. ANALISE DE PLANTAS

As digestdes de amostras de plantas foram feitas pelos métodos da via
seca, da via Umida, com a mistura dos &cidos nitrico e perclorico, e pelo método
da via umida em sistema fechado com aquecimento por microondas. Todas as
determinacdes foram feitas pela técnica da Espectrometria de Emissao Atdmica
por Plasma de Argonio (ICP-AES).

A comparac&o entre esses trés procedimentos de digest&o foi feita usando
um material de referéncia certificado (Okamoto, 1981), e quatro amostras
provenientes do Programa Internacional de Controle de Amostras de Plantas da
Universidade de Wageningen na Holanda (“IPE-International Plant-analytical
Exchange”’) (Houba e Uittenbogaard, 1994 e Houba et al., 1994a e 1994b), sendo
que dentre essas, duas foram aprovadas como material certificado para alguns
elementos pelo “Comitee Inter-Instituts -CII” (Novozamsky et al., 1993a).

Como um dos objetivos desse trabalho é a comparagdo de métodos,
verificando suas vantagens e desvantagens, resolveu-se fixar uma proporgéo de
1:50, de massa de amostra por volume final da solugdo. Nessas condigbes o
método da via seca tem a vantagem de utilizar uma massa maior (1000 mg),

enquanto que para o método com a mistura dos &cidos nitrico e percldrico e o
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método por microondas n&o é conveniente o uso de massas superiores a 500 mg
(Kingston e Jassie, 1988).

Os quadros V.4 a V.8 apresentam os valores de concentragdo dos
elementos obtidos feitos pelos trés procedimentos de digest&o testados, para as
amostras de plantas estudadas. Todos os teores obtidos estao descritos
considerando o intervalo de confianca, calculado a partir de seis repeticdes, para
95% de probabilidade. Aplicou-se o teste “t" de Student, usando os valores
certificados (para os materiais certificados) ou os valores das medianas (para as
amostras do IPE) como valores verdadeiros. Os resultados seguidos com um e
dois asteriscos (* e **), indicam que nao ha diferenca estatistica significativa ao
nivel de 95 e de 90% de probabilidade, respectivamente. As amostras
pertencentes ao programa IPE, foram tratadas de acordo com os critérios desse
programa e os resultados que seriam rejeitados foram marcados com um “X”. O
tratamento estatistico esta descrito no Apéndice Il

Para facilitar a discussdo dos dados, procurou-se analisar apenas 0S
resultados que apresentaram valores de recuperacdo™ inferiores a 95% e
superiores a 105%. Valores entre 95% e 105% s&o considerados perfeitamente
aceitaveis para os critérios de diagnose nutricional foliar.

Os resultados obtidos com o uso do método nitrico-perclorico
apresentaram maior variabilidade para todas as amostras estudadas, com
variagbes nos valores de recuperagéo entre 80 e 140%, para a maioria dos
elementos (Quadros V.4 a V.8). Como esperado, os teores de potassio foram
sistematicamente mais baixos para todas as amostras digeridas com a mistura de
acidos nitrico e perclérico, devido & possivel precipitagdo do perclorato de
potassio (Havlin e Soltanpour, 1980, Topper e Kotube-Amacher, 1990 e Zarcinas
et al., 1987). Uma diluicdo maior pode evitar este problema, mas a determinagao

dos elementos com concentragdes menores pode ficar prejudicada.

™M os valores de recuperagdo foram calculados em porcentagem utilizando o teor certificado ou
de referéncia como 100%.
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Havlin e Soltanpour (1980) observaram também que os resultados para os
elementos fosforo, calcio , magnésio, zinco e cobre foram estatisticamente
menores para a digestdo com a mistura dos &cidos nitrico e perclorico quando
comparados com a digestdo com apenas o acido nitrico, ao nivel de 95% de
probabilidade. Por outro lado, Topper e Kotube-Amacher (1990) observaram que
os resultados foram superiores para a maioria dos elementos quando se
empregava a digestdo com &cido nitrico em sistema fechado aquecido por uma
noite em um forno a temperatura de 110°C (1 g de material vegetal e 10 mL de
acido nitrico). A literatura sobre o assunto mostra uma certa inconsisténcia, que
pode ser atribuida as variagbes ocorridas durante o processamento, tais como o
tempo de digestdo, a temperatura, a massa de amostra, o volume final da
solucdo, e outras.

De acordo com os resultados aqui observados para o elemento fosforo na
digestdo com a mistura dos acidos nitrico e perclorico, houve variagoes entre as
amostras, sendo cerca de 85% de recuperacgédo para a amostra “pepperbush” e
109% para a amostra IPE-767. Tal variagdo entre as amostras também ocorreu
com o calcio, 0 magnésio, 0 manganés, o ferro, o zinco e o cobre.

De um modo geral, os resultados para fésforo sdo maiores quando
analisados por ICP-AES, pois nessa técnica é possivel detectar todas as formas
soluveis de fésforo, enquanto que pelo método colorimétrico determina-se
apenas o fésforo na forma de fosfato (Mingorance et al., 1993 e Havlin e
Soltanpour, 1980). Este fato pode ser verificado em praticamente todos os
processos de digestdo em todas as amostras estudadas para este elemento
fosforo.

Os elementos sédio e boro apresentaram teores elevados de recuperagao
para todas as amostras, fato que pode ser devido a lixiviagdo de sodio e boro
contidos nas vidrarias, principalmente para as novas. Zarcinas et al. (1987)
observaram recuperagdes menores para o boro e mencionaram que esse
resultado teria sido consegiéncia da volatilizagdo de seus compostos.
Entretanto, Topper e Kotube-Amacher (1990) observaram teores superiores,

porém estatisticamente aceitaveis, e concluiram que a utilizagdo de vidrarias
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bastante usadas ndo provoca contaminagdes, tanto para o boro como para o
sédio.

A amostra “pepperbush” (Quadro V.4) ndo apresenta valor certificado para
o aluminio, mas pela amostra IPE-875 (Quadro V.6), que apresenta certificagéo
para o aluminio, pode-se observar que o valor de recuperacao foi baixo, para
todos os métodos de digestdo. Isso se deve ao fato de que o aluminio esta
associado a silica e sua liberagdo ocorre somente com o uso do acido fluoridrico.
Para a certificacdo da amostra IPE-875, empregou-se métodos que utilizam o
acido fluoridrico, liberando todo o aluminio (Novozamsky et al., 1993a). Essa
mesma observacéo foi feita também por Bowman (1989), Topper e Kotube-
Amacher (1990) e Novozamsky et al. (1993b), quando compararam 0s resultados
para amostras certificadas, utilizando &cido fluoridrico ou n&o. No entanto, pode-
se observar que o valor da mediana para o aluminio na amostra IPE-875, quando
calculado pelos critérios do Programa IPE, fica em torno de 33,4 mg kg‘1
(Novozamsky et al., 1993a) bem préximo ao valor obtido (33 mg kg"'/Quadro V.6),
resultando em uma recuperacdo de 98%. Isso ocorreu porque a maioria dos
laboratdrios participantes do Programa IPE nao utilizam métodos de digestdo que
empregam o acido fluoridrico, 0 que desloca a mediana para valores mais baixos.
Nos quadros V.5, V.7 e V.8, os teores de recuperagdo para o aluminio também
apresentaram valores proximos a mediana, confirmando essa observagdo. O
aluminio, por n&o ser considerado essencial para as plantas, normalmente nao
faz parte dos elementos determinados para o diagnostico nutricional, mas a sua
determinacdo & importante porque o seu excesso pode causar efeitos téxicos
(Munter et al., 1984).

Para os elementos cadmio, cromo, chumbo e niquel, os valores para a
recuperagéo foram muito varidveis. Entretanto, alguns valores fora da faixa de
recuperagédo proposta como aceitavel (95 a 105%) foram considerados
estatisticamente iguais ao nivel de 90% ou de 95% de probabilidade, porque 0s
teores desses elementos foram relativamente baixos nas amostras estudadas e
os valores para os desvios padrdo foram altos, levando a valores de “t” aceitaveis
(ver Apéndice ll). Um exemplo é o resultado de cadmio para a amostra IPE-875

(Quadro V.6), para o qual a recuperagéo para o método de digestao nitrico-
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perclérico foi de 133%, ndo havendo diferenca significativa ao nivel de 80% de
probabilidade.

Os baixos resultados encontrados para cromo também foram obtidos por
Greenberg et al. (1990) em amostras certificadas, utilizando diferentes métodos
de digest&o, incluindo via umida em sistemas abertos e fechados com ou sem
aquecimento por microonda. Nenhum dos métodos utilizados recuperaram
efetivamente o cromo, e os estudos feitos com o material filtrado e o digerido
indicaram que, possivelmente, o cromo deve estar sendo perdido por
volatilizac&o (em média 30%).

Apesar de o molibdénio ser um micronutriente, ndo é comum ser
determinado em rotina. Suas baixas concentragdes encontradas nas plantas,
exigem que se trabalhe com massas bem maiores, com a menor diluicéo possivel
e com procedimentos bem confiaveis para a sua determinag&o. As amostras IPE-
883 e IPE-767 (Quadros V.5 e V.8) apresentaram resultados estatisticamente
semelhantes ao nivel de 90% de probabilidade, sendo que os resultados para as
demais amostras foram estatisticamente diferentes ao nivel de 95% e foram
também rejeitados pelos critérios do Programa IPE. N&o foi possivel detectar o
molibdénio na amostra “pepperbush” (Quadro V.4) pelo método de digestao dos
acidos nitrico e perclérico, porque sua concentragdo estava abaixo do limite de
deteccdo do equipamento. Neste caso € essencial a incluséo de uma etapa de
concentragéo do elemento.

A grande variabilidade dos resultados empregando a mistura dos acidos
nitrico e perclorico pode ser justificada pelo fato de esse sistema ser aberto,
ocorrendo perdas com maior facilidade. Além disso, deve-se observar que a
velocidade de oxidacdo varia de amostra para amostra. Para algumas, nota-se
que o ataque quimico € muito rapido com a formagéo de um tipo espuma que
sobe pelas paredes dos tubos de digestdo. Sabe-se que 0 uso desta mistura
reagente ndo & recomendado para determinados tipos de matrizes, como por
exemplo amostras de gréos que contenham alto teor de gordura. Estes aspectos
ja foram discutidos no item I1.2. Como em rotina n&o se conhecem inicialmente
todas as caracteristicas das amostras, este procedimento deve ser utilizado com

cautela. A variacéo observada nos resultados apresentados indica a restricéo do
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seu uso em rotina para a maioria dos elementos estudados. Outra observacgéo €
que o &cido perclérico que permanece em solugédo apods a digestao, provoca
desgaste nos tubos de Tygon da bomba peristéltica, que conduz a amostra até o
nebulizador do ICP-AES. Como consequéncia tem-se a diminui¢do da quantidade
de amostra que alcancga o plasma e portanto resultados inferiores.

Com relagdo a digestdo pelo método da via seca para a amostra
certificada “pepperbush” (Quadro V.4), os resultados mais discrepantes foram
para o sédio, com 583% de recuperagéo e para o chumbo com 78%. O alto teor
de sédio, provavelmente, foi também devido ao uso de béqueres durante o
processo de aquecimento com acido, conforme jé discutido anteriormente. Assim,
como o sddio, o boro também esta presente nas vidrarias, o que pode justificar o
teor mais alto em relagdo aos demais métodos, apesar do boro n&o ter o seu
valor certificado. Os baixos teores de recuperacdo para o cromo (85%) e niquel
(90%) podem ser atribuidos & silica, pois parece existir uma tendéncia desses
elementos ficarem ocluidos na silica que nao é digerida (Thompson e Wagstaff,
1980). Provavelmente, o mesmo esteja ocorrendo para o chumbo (78%).

Em todas as amostras investigadas os resultados para enxofre pela
digestdo por via seca apresentou teores baixos ou rejeitados pelos critérios do
Programa IPE. Isto é devido as altas temperaturas de incineragdo, 500°C, que
volatilizam o enxofre (Jones et al., 1991). Além disso, na maioria das amostras,
os teores para os elementos ferro, zinco, manganés tenderam a apresentar
recuperagdes abaixo de 100%, provavelmente por estarem adsorvidos & silica.
No entanto, valores maiores para os macro e micronutrientes s&o obtidos para a
digestdo por via seca em comparagéo com a via umida, fato também verificado
por Mingorance et al. (1993), para os elementos cobre, manganés e zinco.

Embora o resultado para o aiuminio obtido na amostra IPE-875 (Quadro
V.8) com o método da via seca, ndo tenha sido rejeitado pelo programa IPE, o
teor encontrado (44 mg kg'1) foi mais baixo que o certificado (70 mg kg'1),
sugerindo a possibilidade do aluminio estar adsorvido na silica.

Apesar de os resultados para molibdénio pelo método da via seca
apresentarem diferencas significantes, sendo alguns rejeitados pelo programa

IPE, esse procedimento é um dos mais utilizados. Isso porque €& possivel
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trabalhar com massas grandes (até 5 gramas do material vegetal), permitindo
uma precis@o maior dos resultados (Bataglia et al., 1983).

Os resultados obtidos para a maioria dos elementos analisados pelo
método da via seca foram estatisticamente diferentes ao nivel de 95%, porem os
valores podem ser considerados satisfatérios para trabalhos que envolvam a
diagnose foliar. Esse método também & bastante pratico e de facil manuseio,
podendo ser facilmente adaptado a andlise em rotina, n&o necessitando de
analista experiente. Dependendo da capacidade operacional do laboratorio,
podem ser digeridas de 50 a 150 amostras em um dia pelo mesmo analista.

O emprego do forno de microondas no processo de via umida, apresentou
uma melhor reprodutibilidade dos resultados para os elementos que tiveram
problemas de determinagdo, como o enxofre, o boro e o molibdénio, no mesmo
extrato. Praticamente todos os resultados utilizando a digestdo por microondas
foram aceitos no Programa IPE, com excegéo da amostra IPE 875 (Quadro V.6)
para o elemento aluminio, cujo problema ja foi discutido anteriormente.

Para a amostra “pepperbush” (Quadro V.4) os resultados para o método de
digestdo em microondas apresentaram valores bem préximos aos certificados,
sendo que a maioria ndo apresentou diferenca estatistica. Embora alguns
resultados sejam considerados estatisticamente diferentes, os valores estdo bem
proximos dos certificados e, portanto, aceitéveis para os propdsitos de avaliagéo
nutricional das plantas. A maior porcentagem de recuperacéo foi para o elemento
sodio (109%), porém nao diferiu estatisticamente ao nivel de 95%. Como ja
observado, o alto teor observado para o elemento fosforo pode ser explicado pelo
sistema de deteccéo por ICP-AES.

Mingorance et al. (1993) digeriram a amostra “pepperbush” utilizando tanto
uma mistura com o &cido nitrico e a agua oxigenada e outra mistura com os
acidos nitrico e perclérico, usando uma programagé&o no microondas bem mais
complexa que a empregada neste trabalho. Os resultados encontrados por esses
autores mostraram que apenas o cadmio apresentou um valor bem superior ao
certificado, para a digestdo com os acidos nitrico e perclorico, 0 que nao ocorreu
nesta pesquisa (Quadro V.4). Por outro lado, os resultados para o ferro, cobre,

manganés e zinco foram consistentes com os observados no artigo em questao,
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mostrando que a complexidade operacional n&o produz necessariamente
resultados melhores.

Topper e Kotube-Amacher (1990), em uma investigagéo preliminar, usaram
agua oxigenada (2 mL) e &cido nitrico (10 mL) e ndo notaram diferengas entre
esse processo de digestdo e o outro usando apenas O acido nitrico (10 mL).
Propuseram portanto, a adog&do do método empregando apenas o acido nitrico.
Outros autores como Matejovic e Durackova (1994) também propuseram um
método que consistia em processar 0,5 g do material vegetal em 10 mL de acido
nitrico com aquecimento no forno de microondas seguido de uma adigéo de 2 mL
de agua oxigenada e de um novo aquecimento, por cerca de 10 minutos. Os
resultados observados foram, em geral, maiores para todos os elementos
testados (fosforo, célcio, magnésio, manganés, zinco, ferro e cobre), quando
comparados a uma digestdo com &cido nitrico em forno de microondas.
Novamente os resultados foram discrepantes, indicando a complexidade analitica
deste tipo de matriz. Deve-se evitar o uso de grandes quantidades de acido pois,
embora produzam bons resultados, podem danificar os equipamentos (ICP-AES,
AAS-forno de grafite), levando a resultados ndo confiaveis (Mingorance et al.,
1993).

Com a introducdo do aquecimento assistido por microonda, o tempo de
digestdo utilizando basicamente as mesmas condigbes de trabalho de um
procedimento por via umida em sistema aberto, & bastante reduzido, chegando a
alguns minutos. Praticamente para todos os tipos de material vegetal, o
procedimento em microondas emprega 0,5 g de amostra e 10 mL de acido nitrico
(Rechcigl e Payne, 1990, CEM, 1991 e Kingston e Jassie, 1988) e aquecimento
por 30 minutos ou mais na poténcia alta.

Sah e Miller (1992) utilizaram uma reacéo espontanea entre acido nitrico,
4gua oxigenada e material biologico, permitindo uma oxidagéo mais rapida da
matéria organica. Além disso, esse procedimento utiliza pouco volume de &cido
nitrico (1,0 mL), podendo-se portanto, diluir para volumes t&o pequenos quanto
10 mL. Nesse trabalho os autores recomendam a digestdo em uma unica etapa,
que consiste em 8 min na poténcia de 550 W. Em outro trabalho, Bafuelos e

Akohoue (1994), testaram diferentes condigdes experimentais buscando um
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método de digestao de plantas em microondas para a determinag&o de boro. As
melhores recuperagbes (>90%) para o boro nas amostras estudadas foram
observadas com as condiges: 250 mg de amostra, 2,0 mL de acido nitrico,
2,0 mL de agua oxigenada, 1,0 mL de agua, 30 minutos de pré-digestao e
30 minutos de digestdo na poténcia de 590 W. Fridlung et al. (1994) também
descreveram um procedimento utilizando essa mistura, adicionando 150 ulL de
acido fluoridrico para a determinag&o de aluminio, silicio e ferro em amostras de
plantas. Esses autores empregaram um volume menor de &acido (0,5mL) e a
programagdo do microondas em duas etapas, 5 minutos na poténcia de 240 W e
8 minutos na poténcia de 540 W. Os resultados para os elementos em questao
foram satisfatorios.

Baseado na literatura foram feitos varios testes preliminares até se obter
as condicdes apresentadas nesta pesquisa. A aplicagao inicial de uma poténcia
mais baixa induz a reacdo espontanea e a aplicagéo posterior de uma poténcia e
tempo maiores permitiu uma reag&o mais completa, deixando a solugdo bem
limpida, sem que houvesse necessidade de filtraco. A utilizacdo de uma etapa
de pré-digestdo é importante pois determinadas amostras, apds a adicdo das
solugbes, ndo ficam completamente umedecidas, devido a proporgéo entre a
massa de amostra em relagdo as quantidades de &cido e agua oxigenada
(Bariuelos e Akohoue, 1994).

A figura V.4 mostra um grafico obtido entre a press&o observada e o tempo
de digestéo utilizando o método de digest&o por microondas proposto nesta tese
(0,5 g de amostra + 1,0 mL de &cido nitrico + 2,0 mL de agua oxigenada). Nota-se
que realmente ocorre uma forte reagéo apbs cerca de um minuto do inicio da
digestao. ‘

Apesar das vantagens deste método, a velocidade analitica fica
comprometida, pois em cada bateria s&o processadas apenas 12 amostras e
destas, pelo menos uma deve ser o branco e outra 0 controle. Além disso, a
manipulaggo do sistema e a limpeza do material exigem do analista bastante
cautela, comprometendo a introdugdo desta metodologia na rotina. O alto custo
do equipamento deve ser apontado como uma das desvantagens do método.

Tais aspectos foram observados por Rechcigl e Payne (1990), apdés uma
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Figura V.4: Comportamento da pressdo interna do frasco controlador do forno de
microondas (CEM MDS 2000) em fung&o do tempo programado, para a digestéo de
plantas, usando o método da via Umida com aquecimento por microondas proposto.

comparagdo entre trés processos de digest&o: por microondas utilizando os
acidos nitrico e cloridrico; por via seca; e por via Umida com &cido sulfurico e
agua oxigenada. Eles concluiram que o método de digestao por microondas
apresentou os resultados mais consistentes para os elementos estudados,
apesar do custo e das limitacdes experimentais. Por conseguinte, essa
metodologia de microondas deve ser preferida quando pequenas quantidades de
amostra sdo disponiveis (ex. de 0,1 a 0,5g) e para trabalhos que requeiram
resultados mais confiaveis, com boa precisao e exatiddo, como por exemplo, na
andlise de plantas empregada em estudos envolvendo a selegéo de extratores
para avaliar a disponibilidade de nutrientes as plantas e em amostras que
receberam a aplicacdo de residuos.

Com base nos dados obtidos nesta tese procurou-se resumir as vantagens
e as desvantagens para cada método estudado para a anélise em rotina com fins
de diagnosticar as condi¢des nutricionais das plantas. As caracteristicas se

encontram descritas no quadro V.9.



99

V. Resultados e Discusséo

oejsnexa e0g o

ogdeulWeuod ¢ ojasnuell jioe] ¢ Uy 10)sabip ooojg YOIDH / EONH B6s'o epluin BIp
BAISO|dX0 BUNISIN O eunjol eled wog ¢ oglsebip ap soqn
olasnuewt |loed ¢ elopaoenbe edeyd
oedeuIWEII0D O eunos esed wog ¢ Y ey 1OH bgey 8298 BIA
oedezi|ieloA o eSsSew JOIBN ¢ salanbag
ezadwiy 10JIQO  OBSEZI|RIOA BONOY ¢
SeiSOWE Z| :eualego apepijiqunpolday ¢
ejaineD o omumEEmEoo BONO ¢ ys'o omﬁwwm_v ap soosel ZOH / SONH 6go SEPUoCOLIIN
0]SNO O}V 0 opidey ¢ SEPUOOIDIN
oejsabip solessadsdu sopesn essowe ep  oejsabig
suabejueasaq suabejuep ap odwo) sojuswedinbg  ssjusbesy oyuewe]  dp OPOPRN

‘Jeuoiouinu asoubelp
ep suiy eled sejueld ap ogisabip e eied 9s8) BSSaU SOPEZI|IN SOPOJoW SOP SBOISLISIOBIED SEP OWNSSY 6°A oJpend



V. Resultados e Discusséo 100

Para os macronutrientes e alguns micronutrientes em plantas, a
sensibilidade do método n3o é um fator muito significativo, pois o teor desses
elementos séo altos. Nesses casos, o procedimento escolhido € baseado apenas
na sua precis&o. De acordo com o Programa de Controle de Amostras de Plantas
IPE, o método da via seca com solugao final em acido cloridrico é o procedimento
mais empregado pelos laboratérios participantes. Entretanto, no Brasil, a
preferéncia é pela mistura dos acidos nitrico e perclorico (Raij et al., 1994). Esse
comportamento tera que ser reavaliado pois, além de ter apresentado resultados
analiticos muito variaveis, estd cada vez mais dificil a aquisicdo do acido
perclérico, pelo fato de o produto ser controlado pelo Ministério do Exército. Além
disso, esse procedimento exige um sistema de exaustdo com lavadores de
acidos, o que duplica o custo da infra-estrutura.

Com os resultados aqui apresentados, optou-se por utilizar o método da
via seca para as determinacdes dos seguintes elementos: calcio, fésforo,
manganés, magnésio, ferro, cobre, aluminio e zinco nas analises de rotina em
plantas, para fins de diagnose nutricional, no Laboratério de Analise de Solos e
Plantas do Instituto Agrondmico de Campinas. O método de digest&o, por sua vez
deve ser preferido em andlises mais elaboradas, que necessitem de resultados
mais precisos e confidveis ou quando se necessita da determinagdo dos

elementos ndo contemplados pelo método da via seca.

V.4. ANALISE DE RESIDUOS

Nesse estudo foram investigados os metais que normaimente s&o
determinados no controle de residuos, isto é aqueles que podem causar
toxicidade as plantas, bem como podem entrar na cadeia alimentar e causar
consequentemente problemas ao homem e aos animais.

O quadro V.10 mostra os teores de ferro, manganés, zinco, cobre, chumbo,

niquel, cromo e cadmio no material certificado “pond sediment” obtidos pelos
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métodos de digestdo: agua-régia, EPA-3051 e o nitrico-perclérico. A comparagéo,
em termos de porcentagem de recuperacdo, foi feita usando os valores
certificados fornecidos pelo NIES (1981). A partir da analise estatistica pelo teste
“t. todos os resultados fornecidos pelos métodos aqui estudados foram
estatisticamente diferentes, ao nivel de 95% de probabilidade, dos respectivos
teores certificados (Apéndice II). Com exce¢do do cadmio, todos os elementos
apresentaram teores inferiores ao valor certificado. Essas diferengas podem ser
atribuidas ao fato de que os valores certificados foram obtidos por digestao
completa usando &cido fluoridrico, conforme descrito pelo NIES (1981). Os
procedimentos empregados nesse estudo provocam uma digestdo parcial, por
n&o empregarem o acido fluoridrico (Groot et al., 1982 e Thompson e Wagstaff,
1980). No caso desse sedimento especifico, a diferenga bastante significativa
provavelmente ocorreu devido ao alto teor de silica na amostra, cerca de 21%
m/m. As menores recuperagdes em relacdo ao valor certificado foram dos
elementos niquel e cromo, sendo de 72 a 77% e 48 a 61%, respectivamente. Isto
provavelmente ocorreu porque esses elementos sdo os que ficam mais
fortemente ligados a silica (Thompson e Wagstaff, 1980). Os baixos resultados
obtidos para a digestéo pelo nitrico-perclérico, podem ser atribuidos as perdas
decorrentes do refluxo prolongado, devido a dificuldade em se digerir as
amostras. Também, de acordo com esses autores, se houver um refluxo
prolongado, produzindo fumos de HCIO4H,O, perdas de até 70% de alguns
elementos podem ser observadas. Com relagdo ao chumbo, os teores fornecidos
pelos métodos estudados foram préximos entre si, variando a recuperagao entre
86 a 90%. Estes dados confirmam os estudos dos autores Thompson e Wagstaff
(1980), cujos resultados, usando a mistura dos acidos nitrico e perclorico-
fluoridrico ou apenas o acido nitrico, apresentaram teores para Pb similares para
todas as amostras estudadas.

Ainda com respeito ao quadro V.10, os resultados fornecidos pelos trés
métodos testados foram comparados entre si estatisticamente pelo método de
Tukey (Apéndice Il). Os resultados para os elementos niquel, cadmio e chumbo
néo diferiram estatisticamente entre os trés métodos, indicando que qualquer que

seja o metodo utilizado, o resultado sera o mesmo. Por outro lado, para os
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elementos ferro, manganés, zinco e cromo, os resultados foram estatisticamente
diferentes entre os métodos testados. Para o cobre os resultados nao diferiram
significativamente somente entre os métodos agua-régia e 3051.

Os niveis mais altos de recuperacdo foram obtidos usando o método da
agua-régia, variando de 90 a 94% para os elementos ferro, manganés, zinco e
cobre do sedimento. Para as extragdes com os métodos 3051 e nitrico-perclarico,
os niveis de recuperacéo variaram de 80 a 87% e 64 a 73%, respectivamente.

Essa tendéncia entre os métodos pode ser também verificada no quadro
V.11 para todos os residuos estudados, sendo que o método da agua-régia
extraiu em média 20% a mais que o EPA-3051 e 30% a mais que o nitrico-
perclérico. De acordo com os resultados do quadro V.11, pode-se também
observar que dentre os residuos municipais, o lodo de esgoto apresentou
maiores quantidades para todos os elementos investigados, independente do
método utilizado, com excecéo do cobre e manganés que foram maiores para o
esterco de suino.

Com relagdo ao lodo de esgoto, o método da agua-régia extraiu
quantidades maiores para os elementos, exceto para cadmio e niquel, quando
comparados aos demais procedimentos, enquanto que o acido nitrico apresentou
valores maiores que para o nitrico-perclérico, exceto chumbo e cadmio. Para o
composto de lixo proveniente da cidade de Mococa, o método da agua-régia
extraiu quantidades maiores que os demais, exceto para cobre e cadmio.
Entretanto para o lixo da cidade de Adamantina, os resultados entre os métodos
foram semelhantes, com excecgdo do zinco e do cromo, cujos teores foram
maiores. A extragdo com nitrico-perclérico apresentou valores mais baixos que 0s
demais métodos, exceto para niquel e cadmio. Essas diferencas entre as
quantidades extraidas dos metais nesses residuos organicos em cada meétodo
sao provavelmente devido a presenca de silica, constituinte muito comum nesse
tipo de residuo.

Para os estercos de animais foi observada a mesma tendéncia, ou seja, 0s
teores extraidos pela agua-régia foram superiores ao EPA-3051 e esses por sua
vez foram maiores ou semelhantes ao nitrico-perclérico. O elemento cadmio, no

entanto, apresentou valores abaixo do limite de detecg&o (0,03 mg kg™/ Quadro
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V.2) para o esterco bovino. As quantidades de metais extraidas do esterco suino
foram maiores que as do bovino, principalmente para zinco e cobre. Esse
comportamento foi provavelmente causado pelos altos niveis desses elementos
nas racdes fornecidas aos animais, nas quais esses metais séo utilizados para
estimular o crescimento e apresentam efeitos antibidticos (Underwood, 1971).
Apesar de a digestdo dos residuos utilizando o metodo da agua-régia ter
sido mais eficiente, a opcdo pelo método da EPA tem sido preferida, por também
apresentar resultados consistentes e por ser operacionalmente mais simples.
Com base nos resultados produzidos nesta tese (Abreu et al., 1996), a
CETESB, 6rgao do Estado de S&o Paulo responsavel pelo meio ambiente,
adotou o método EPA 3051 como metodologia de andlise de metais a ser
empregado na legislaggo sobre “Sistemas de aplicagéo de lodos de tratamento

biolégico em areas de uso agricola”.



VI. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicaram que a extragdo de boro em solos com
solucdo de cloreto de bério assistida por microonda pode ser utilizada com grandes
vantagens sobre o método de refluxo em agua. O método proposto € um
procedimento rapido com boa sensibilidade e reprodutibilidade, recomendavel para
analise em rotina. A determinagdo do boro no extrato empregando a técnica de ICP-
AES apresentou resultados bastante satisfatérios quando comparado ao método
espectrofotométrico com o reagente azometina-H. Este procedimento foi adotado
como método oficial de extragdo e determinagao de boro em solos do Estado de S&o
Paulo.

O método de digestdo para amostras de planta assistido por microonda foi
também o que apresentou os melhores resultados para os elementos estudados,
principalmente para a amostra certificada “pepperbush”. Verificou-se que a rapidez
no processamento das amostras fica comprometida quando a técnica de microondas
é para andlises em rotina, devido a quantidade de amostras processadas por bateria
e pela dificuldade na limpeza do material de Teflon. Essas desvantagens podem ser
contornadas se adquirida uma grande quantidade de frascos de digestdo e valvulas
de seguranga, mas o custo operacional ficaria bastante elevado. O método de
digestédo por via umida com a mistura dos acidos nitrico e perclérico apresentou os
resultados analiticos muito variaveis. A vantagem desta metodologia esta na

possibilidade de determinacédo dos elementos macronutrientes, incluindo o enxofre,
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além dos micronutrientes, excetuando-se o boro. As maiores dificuldades para o
emprego deste método s&o os problemas de contaminacéo dos acidos, a exigéncia
de uso de um sistema de exaustdo eficiente e de boa qualidade, o manuseio da
mistura que pode provocar explosGes e a dificuldade de aquisigdo do &cido
perclorico. O método de digestdo por via seca apresentou resultados bastante
satisfatorios para as andlises em rotina dos elementos macronutrientes (exceto o
enxofre) e dos micronutrientes (exceto o boro). Comparativamente esse método é o
mais simples para o emprego em rotina e apresenta poucas dificuldades analiticas.
Com relagéo & andlise dos residuos, os resultados obtidos para o material
certificado “Pond sediment’ com o procedimentos de digestéo assistido por
microonda usando agua-régia foram maiores que 0s obtidos com o método EPA-
3051 e esse, por sua vez, maiores aos obtidos pelo procedimento convencional com
a mistura dos acidos nitrico e perclérico, para todos os elementos estudados. Para
as amostras de residuos analisadas, de um modo geral, também foi observada a
mesma tendéncia entre os métodos. Apesar do método da agua-régia apresentar
resultados maiores, a opgéo pelo método da EPA tem sido preferida, por apresentar

resultados mais consistentes entre si e por ser operacionalmente mais simples.
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PREPARO DA CURVAS DE CALIBRACAO

Para facilitar o preparo das solugbes das curvas de calibragao
multielementares, foi inicialmente preparada uma solugdo coquetel a partir das
solucdes estoques individuais de cada elemento em concentragdes de: 1000 mg L"
(Spex), 5000 mgL™" ou 10000 mg L™ (Merck). E a partir desta solugdo coquetel
preparou-se entdo as solugdes padréo de trabalho. Para cada método estudado foi
preparada uma curva de calibragcdo, com as mesmas condi¢Ges de acidez, pH e teor
salino utilizadas no preparo das amostras.

As curvas para cada método continham pelo menos cinco padrdes de
concentracdo conhecida, sendo designados por: STDLOW, STD1, STD2, STD3 e
STDHIGH. O uso destes nomes & necessério para que o equipamento ICP-AES
utilizado nesse trabalho, compreendesse que se tratava da curva de calibracéo e
fizesse a cada vinte amostras, uma recalibragdo com os pontos extremos da curva,
STDLOW e STDHIGH.

O quadro A.1 descreve as concentragdes da solucdo coquetel e das solugdes

padréo de trabalho, utilizadas em cada método e para cada elemento.
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Quadro A.1: ConcentragSes das solugdes coquetel e de trabalho utilizadas para calibragéo
do espectrometro ICP-AES, para os diferentes métodos estudados.

DETERMINACAO DE BORO EM SOLOS

Método: Agua quente sob refluxo ~ Solugées em CaCl, 0,0025 mol L

Método: BaCl, e microondas Solugdes em BaCl, 1,25¢g L™

Elemento Conc. Concentragédo da curva de calibragao Unidade
Coquetel STDLOW STD1 STD2 STD3 STDHIGH

B 4,00 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 mg L

ANALISE DE PLANTAS

Método: Via Seca Solugées em HCl 1 mol L™
Método: Via Nitrico-Perclérico Solugdes em HCIO4 0,025 mol L™
Método: HNOs - H,O, -Microondas Solugées em HNO; 0,7 mol L' e H,O, 0,8 mol L™.
Elemento Conc. Concentracdo da curva de calibragao Unidade
Coquetel STDLOW STD1 STD2 STD3 STDHIGH
Ca 1500 0 75 150 225 300 mg L
Mg 500 0 25 50 75 100 mg L
P 250 0 12,5 25,0 37,5 50,0 mg L
K 1500 0 75 150 225 300 mg L
S 250 0 12,5 25,0 37,5 50,0 mg L
Fe 50 0 2,5 5,0 7,5 10,0 mg L™
Mn 50 0 2,5 5,0 7,5 10,0 mg L™
Al 50 0 2,5 5,0 7.5 10,0 mg L
Zn 5 0 0,25 0,50 0,75 1,00 mg L™
Cu 2,5 0 0,13 0,25 0,33 0,50 mg L’
B 1 0 0,05 0,10 0,15 0,20 mg L
Pb 1 0 0,05 0,10 0,15 0,20 mg L
Cd 250 0 12,5 25,0 37,5 50 ng L™
Cr 750 0 37,5 75,0 112,5 150 pg L™
Ni 750 0 37,5 75,0 112,5 150 ng L™
Mo 750 0 37,5 75,0 112,5 150 pg L™’
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Quadro A.1: Continuagao

ANALISE DE RESIDUOS
Metodo: EPA 3051 SolugBes em HNO; 3,6 mol L™
Método: Via Nitrico-Percldrico Sclugdes em HCIO, 6,025 mol L

Método: Agua Régia - Microondas  Solugbes em HCI 2,9 mol L7 e HNO; 1,5 moi L

Elementc Conc. Concentragdo da curva de calibragée Unidade
Coquete] STODLOW sTD1 3TD2 STD3 STDHIGH
Fe 1500 0 80 150 210 300 mg L’
Mn 20 0 0,8 2,0 2.8 4.0 mgL”
Al 200 0 8.0 20,0 28,0 40,0 mg L
zn 50 0 2,00 5,00 7,0 10,0 mg L~
Cu 15 0 0,60 1,50 2,10 3,00 mg L
Pb 20 0 0,80 2,00 2,80 4,00 mg L™
Cd 1000 0 40,0 100 140 200 ug L™
Cr 6000 0 240 600 840 1200 ug L™
Ni 2000 0 80.0 200 280 400 ug L7
B 6000 0 240 800 840 1200 pg L
Mo 8000 0 240 600 840 1200 pg L
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ANALJISE ESTATISTICA.

Todos os métodos estatisticos descritos a seguir foram baseados em Gomes
(1987},

Teste “t” de “Student” aplicavel a regressao

No caso da analise de borc em solos foi comparado o método de referéncia
(Berger e Troug, 1939) ao método proposte nesse trabalho. Para a comparacéo de
amostras diferentes foi feita uma regressac linear entre os métodos. Através do
coeficiente de correlacdo pode-se apenas afirmar se ha uma correlacéo entre os
dados. Quanto mais préximo de um (1) for o valor do cosficiente de correlacdo
melhor sera a correlacao entre os dados.

Apesar dos bons resultados para a correlagdo ndo se pode afirmar se
realmente os métodos séc equivalentes. Para que se possa afirmar que os dois
métodos comparados ndo diferem entre si, € necessario avaliar na eguagdo de
regressdo do tipo y = mx + b, se o coeficiente angular m nao difere estatisticamente
de um (1) e o coeficiente linear b ndo difere de zero (0). Com os coeficientes linear e
angular e os desvios padrdo correspondentes pode-se, através do teste "t", avaliar
se ha ou néo diferenca de um e zero, respectivamente.

Os coeficientes angular e linear sdo calculados da seguinte forma:
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5 xy_ SXZY
= 0 2
EXZ_(ZX)
it
b=7—mX

Os desvios padréo correspondentes s8o calculados da seguinte maneira

S, =8,

i
‘J X
onde :

. :\/[zyz ~(zy) ;N]nmz{zxf ~(zx) !NE

N-2

Com o auxilio do teste "t" pode-se entdo verificar se ¢ coeficiente anguiar
difere significativamente de um (1) e ¢ linear de zero (0), portanto:

m-—1

smf«/ﬂ

(o b-0
Sb;’\/ﬁ

Com o numerc de graus de liberdade, pode-se obter os limites de "t em

tabelas para os diferentes niveis de probabilidade. Se o valor calculado for menor
gue o tabelado, diz-se que ndo ha diferenca significativa do numero um para o
coeficiente angular e do numero zeroc para o linear.

(Os calculos envolvidos nesse trabalho para esse fim, foram feitos com ©
auxilio do programa EXCEL (Microsoft, 1994).
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Intervalo de Confianga

Para as anslises de plantas foram utilizadss amostras com valores
certificados e de referéncia, com repeticbes para cada métedo estudado. Porlanto a
avaliacdo dos resultados foi baseada no intervalo de confianga ao nivel de 95% de
probabilidade. Normalmente os valores certificados em amostras padrdes sao
calculados desta forma.

Todos os teores encontrados para 0s elementos nas amostras estudadas
foram descritos na forma do intervalo de confianca. O intervalo de confianga pode
ser estimado pela média experimental ¢ o desvio padrdo. Os limites desta faixa sao
conhecidos como o limite de confianca e podem ser calculado pela seguints
eguacao:

i

[2)]

limite de confianga = X =

z

onde: t é o fator estatistico que depende do numero de graus de liberdade no nivei
de confianca desejado e é obtido nas tabelas de "t" de “Student’, s & o desvio

padréao e N o numero de medidas.
Quanto maior o ndmero de medidas, ambos t e s/+/N diminuem, portanto o

intervalo fica mais estreito. Normalmente o nivel de confianga utilizado é de 95% de

probabilidade.

Aplicacac do teste “t” as analises de piantas e residuos

O teste ‘t' de Student foi também utilizado para avaliar se houve diferengas
significativas entre os diferentes procedimentos estudados. Os resultados obtidos
para cada elemento em cada método foram comparados aos valores certificados ou

aos valores das medianas para as amostras de plantas analisadas.
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Para isto foi utilizada a seguinte equaggo:

2

iiz(?&~g)—sw

onde u é o valor verdadeiro, no casc da analise das plantas foi utilizado o valor
certificade, quando havia, ou o valor de referéncia (mediana}.

Se o valor de “t* obtido pela equagcdo anterior for menor gue o valor tabelado
para o nivel de 95% de probabilidade com N-1 graus de liberdade, diz-se entdo que
ndo ha diferenca estatistica enire o valor ceriificado (ou de referéncia) com ©
resultado obtido pelo método em estudo, e o resultado fica acompanhado por um
asterisco (*). Se o valor obtide de “t” for ainda menor que o tabelado para o nivel de
90% de probabilidade, o resultado passa entdo a ser acompanhado por dois

asteriscos (™).

Critérios de rejeicdo adotados pelo IPE

O programa de controle de qualidade IPE (international Plant-Analytical
Exchange da Universidade de Wageningen na Holanda) foi criado com o objetivo de
avaliar a preciséo e a exatiddo dos procedimentos analiticos utilizados na analise de
plantas. Atualmente este programa compreende 234 |laboratérios de andlise em 67
paises.

Os resultados sdo analisados estatisticamente usando a mediana dos valores
e a mediana dos desvios absolutos. Isto porque os dados obtidos por diferentes
procedimentcs apresentam grandes variagdes e o emprego da mediana no lugar da
média faz com que os valores exiremos ndo influenciem esse valor.

A mediana (med) & a observacio que se encontra no meio de um conjunto de
observagdes colocado em ordem, no caso de um numero impar de dados. Para um

numero par, faz-se a média entre os numeros centrais do conjunto. A mediana dos
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desvios absolutos (MAD, o) é & mediana (med) dos desvios absolutos entre um
dado (%) & a mediana do conjunto (1), ou seja:
MAD (o) = med { Ix - [}
Um determinado dado é rejeitado quando a férmula a seguir é aplicada e ©
resuliado & maior que dois. Assim, o critério de rejeico de um determinado

resultado (%) € dado pela seguinte formula:

](X “#a)%
(f * 0’1)

O fator f, € calculado para um ndmero n de determinagbes, a partir de um

=2

distribuico gaussiana, do valor de “t” de Student para n-1 graus de liberdade e ¢
dado aproximadamente pela equagdo:
f=(0,7722 + 1,604/n) * 0,025 *py

Para os resultados obtidos para os trés procedimentos de digestao de
amostras de planta pertencentes ao programa IPE, foram aplicados © critério de

rejeicdo com o objetivo de avaliar se os resultados seriam recusados pelo programa.

Teste de Tukey

Esse teste é baseado na amplitude total “estudentizada” (“studentized range’,
em inglés), e pode ser utilizada para comparar todo e qualquer contraste entre duas
médias de tratamentos. O uso desse teste é bastante simples, principalmente
quando o numero de repeticbes € o mesmo para todos os tratamentos.

Para exemplificar serdc apresentados os calculos a partir dos dados obtidos
na andlise de residuos para o elemento ferro no lodo de esgoto com todas as
repeticbes em cada método estudado. Os resultados obtidos para cada meétodo com
as repeticdes para o elemento ferro no lodo de esgoto estdo apresentadas no

quadro A.2 a seguir . Entretanto esse tratamento estatistico foi feito para todos os
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elementos em todos os residuos estudados, usando o programa SANEST de autoria
de Zonta e Machado.

Antes de fazer o teste, & necessério conhecer gual o delineamento usado e
obter a analise de variancia.

O caso em guestdo pode ser classificado come um delineamento inteiramente
a0 acaso, pois os dados entre o mesmo método possuem pouca variagéo, entretanto
entre os métodos pode-se observar resultados mais variados. Tem-se portanio trés
métodos, ou seja irés fratamentos, isto indica que se tem: 3-1=2 graus de
liberdade (G.L.) para os tratamentos ¢ 8 x 3 -1 = 17 graus de liberdade; no total, o
numero seis é devido ao numero de repetigbes em cada método € o trés & o numero
de métodos, ou tratamentos. A diferenga entre os graus de liberdade do total e do

tratamento correspondem ao residuo, portanto 17 - 2 = 15 graus de liberdade.

Quadro A.2: Resultados da concentraco de ferro na amostra de lodo de esgoto utilizando
os diferentes métodos estudados.

Repeticdes Concentracio de Ferro no iodo de esgoto
(%)
Agua-régia EPA-3051 Nitrico-percldrico

1 4,96 4,55 3,88
2 4,95 4,55 3,57
3 4,96 4,63 3,73
4 5,08 456 408
5 5,07 4,48 3,68
B 4,98 4,51 3,73
Média 5,00 4,55 3,78
Desvio padraoc 0,086 0,05 0,18

Com os dados ilustrados no quadro anterior, pode-se calcular a andlise de
variancia, que & fornecida pelo programa SAMNEST, conforme o exemplo dado na
pagina 129.
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Para a andlise iniciaimente é feito o calculo da soma dos guadrados, que

estdo apresentados a seguir:

Yol = 4967+ 4,955+ .+ 3,68% + 373" = 350,878

Sx=496+495+. +368+373=7995
A soma dos quadrados total €

SO yua = X - (LXYIN onde N & o numero total de repeticles.

SQ o + 359,878 - (79,95)° /18 = 4.7769

A soma dos quadrados para fratamentos &

SGia = 1N {Exf} -{Zx))/N , onde n é o nimero de repetigbes por tratamento

SQuu = 1/6 (30,007 + 27 28" + 22,67°) - (79,95)°/18 = 4,5878

A diferenca entre a soma dos quadrados total e do tratamento é igual a soma
dos quadrados do residuo, portanto:

SQes = 4,777-4,588 = 0.189

Através da divisdo entre a somas dos quadrados e o numero de graus de

liberdade pode-se obter o quadrado medio (QM) para os tratamentos € para o
residuo. O quadrado meédio é a estimativa da variancia (G%):

QM =S8SQ/GL

Assim, chega-se ao quadro da anélise de variéncia descrito na pagina 126,
apresentado pelo programa SANEST.

Para facilitar os calcuios foram utilizados na descricdo apenas duas casas
decimais, no entanto o programa fornece um numero de casas decimais bem maior.

Nesse quadro da analise de variancia também se ocbserva o valorde F, que é
calculado pela divisdo do QM do tratamento pelo QM do residuo. Através das
tabelas feitas para o teste F, tem-se que para 2 graus de iiberdade (dos tratamentos)
e quinze GL (do residuo) os seguintes valores limites de F: 3,68 para o nivel de 5%

de probabilidade e 6,36 para 1%. Logo © resultado de F + 181,86, se encontra
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totalmente fora dos limites, indicando que ndc hé significancia ao nivel de 5%, nem

ao de 1% de probabilidade.

Para o calculo do teste de Tukey necessita-se conhecer o valor de A:

A=q—

Jr
onde g: & o valor da amplitude total “estudentizada” ao nivel de 5% ou 1% de
probabilidade; s é a estimativa do desvio padrdo do residuo & r & o numerc de
repeticbes, no mesmo tratamento. O valor de g pode ser encontrado em tabelas
especificas para o teste de Tukey em livros de estatistica. Para obter o valor de g
basta procurar na tabela o valor correspondente ao numero de tratamentos (n) &
cruzar com o numero de graus de liberdade para o residuo (). No case veriente,
tem-se n= 3 tratamentos e n'= 15 graus de liberdade para o residuo, portanto na
tabela chega-se ao numero de g = 3,67 para o nivel de 5% de probabilidade e
q = 4,48, para 1%. O desvio padréo do residuc é calculado através da raiz quadrada

do QM do residuo, isto &

5=4/00126=0112

Portanto:
0112 -
A=387 —— = 0,168 para 5% de probabilidade e,
J6
0112 .
A=448 Ny = (,222 para 1% de probabilidade

Com as estimativas das médias para cada tratamento, pode-se comparar se
s&0 ou ndo significativamente diferentes entre si, exemplo:

A média do método que envolve a digestdo com agua-régia (AR) é de 500
para o método EPA (AN), 4,55, entdo a diferenca enire ambos é de 0,45, Esse valor
& portantc maior que os dados pelo A, tanto para 5% como para 1% de
probabilidade, isto indica que o método da agua-régia & diferente significativamente

ac método da EPA. Parz mostrar tal diferenca as médias s&o seguidas de letras
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diferentes, conforme mostra o quadro do teste de Tukey feito pelo programa
SANEST na pagina 126. O método da agua-régia (AR) esta seguido daletraaeoc
da EPA (AN) pela letra b. Na seqiéncia é feita a comparac&o entre as medias do
método da EPA e do nitrico -perclérico (NP), ou sgja 454 -3,78= {,76. Esse valor
também & maior que o valor de A para ambos os niveis de probabilidade, indicando
que ha diferenca significativa enire as médias. A letra deve entdo ser diferente para
o método nitrico-percidrico, usa-se entdo, o valor seguido pela leira ¢. Se acaso a
giferenca entre as médias tivesse valor inferior ou igual ac valor de A, entdo néo
haveria diferenca significativa no nivel em quest&o, recebendo portanto letras iguais.

Conciui-se portanto que letras diferentes indicam que as meédias diferem entre
si ao nivel de 5% de probabilidade, na comparagéo de resultados de ferro entre 08

métodos de digesio para o fodo de esgoto.
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SANEST - SISTEMA DE ANALISE ESTATISTICA
Autores: Elic Paulo Zonta - Amauri Almeida Machado
INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS -1 A C - CAMPINAS
ANALISE DE VARIAVEL : FERROLODO - ARQUIVO: RESIDUO

i drdededrdriod

Rekedhde wdriirRfeR frdriniodrinh iR d R s b R R R R R R Ak R R A A RN AR R R RN A TR AR

CODIGO DO PROJETO:
| RESPONSAVEL: MONICA
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: INTEIRAMENTE CASUALIZADO
OBSERVACOES NAO TRANSFORMADAS
NOME DOS FATORES
FATOR NOME
A METODO

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DE G.L. s.Q. Q.M. VALORF  PROB.>F
VARIACAO

METODO 2 458788156 22939078 181.9645  0.00001
RESIDUQ 15 0.1890952 0.0126063

TOTAL 17 47769109

MEDIA GERAL: 4.442222
COEFICIENTE DE VARIACAQ: 2.528%

TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE METODO
NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUMREPET. MEDIAS MEDIAS 5%

1%

ORIGINAIS
1 AR 8 5.001667 5.001667 a A
2 2 AN 6 4.546667  4.546667 o B
3 3 NP 6 3.778333  3.778333 c c

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE S1 AQ NiVEL DE

SIGNIFICANCIA INDICADO
D.M.S. 5%=0.168822 - D.M.S. 1%=0.22185
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PROTOCOLO ANALITICO

ANALISE DE BORO EM SOLOS USANDO A SOLUGAO
DE CLORETO DE BARIO
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OBJETIVO
Avaliar o boro disponivel nos solos

PRINCIPIO
Solubilizacdo de boro pelo cloreto de bario a quenie

EXTRACAQ

APARATOS

- cachimbos de PVC de 10 cm® de capacidade

- sagquinhos de polipropilenc (15,5 X 25 cm)

- “clips” de plasticos

- baldes de polipropiienc capacidade de 1 L

- dispensador tipo garrafa para 10 mL ou 20 mbL

- seladora

- forno microondas tipo caseiro, com prato giratdrio, poténcia no minimo 700 W
- prateleira propria para microondas

- tubos de ensaio

REAGENTES

- cloreto de bario - BaCl;.2H,0
- tolueno

- carvéao ativo

SOLUCOES

- Solugéo extratora de cloreto de bario 0,125 %: dissolver 1,25 g de cloreto
de béario e 1 L de agua deionizada. Para armazenar essa solugdc durante
alguns meses, adicionar 5 gotas de tolueno.

PROCEDIMENTO

1- Cachimbar 10 cm’ de solo em saquinhos de polipropileno

2- Adicionar 20 mbL da solucédo extratora (cloreto de bario)

3- Adicionar 0,5 cm® de carvd3o ativo somente se a determinagdo for por
espectrofotometria

4- Selar os saquinhos

5- Fazer um pequeno furc no canto do saquinho com auxilio de um clipe

8- Pendurar os saquinhos na prateleira usando “clips”. Distribui-los de forma
uniforme & em circulo no sentido do raio

7- Colocar a prateleira contendo sempre 14 saquinhos no microondas

8- Aguecer no aparelho microondas por um periodo de 4 minutos na poténcia
maxima {700 W) e 5 minutos na poténcia média méxima (490 W)

9- Esfriar a suspensac por 30 minutos e filtrar imediatamente usando papel! de
filtro de filiragem lenta (faixa azul)
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DETERMINACAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

APARATOS

- espectrofotdmetro UVIVIS

- pipetas voluméltricas de 2, 4, 5, 10, 15,20 e 25 mL
- baldes volumétricos de 100 e 1000 mL

REAGENTES

- acetato de amdnio

- écido etilenodiaminotetraacético - EDTA
- acido acético glacial

- azometina-H

- acide ascorbico-L

- &cido borico {grau analitico)-

SOLUCOES

- Solugdo tampdo: dissolver 250 g de acetato de amdnic e 15 g de EDTA em
400 mL de agua deionizada. Adicionar vagarosamente 125 mlL de acido
acético glacial.

- Solugao de azometina-H a 0,9% em acido ascérbico-L: dissolver 0,9 g de
azometina-H em 100 mL de solug@o 2% de acido ascorbico-L. Esse reagente
pode ser preparado semanalmente e guardado em refrigerador

- Solugao-padrao estoque de 1000 mg 1" de B: dissolver 5,7178 g de acido
boérico {reagente de grau analitico) em &gua deionizada e completar o
voiume para 1 L.

- Intermediaria 1.{40 mg L" de B): transferir uma aliquota de 4 mL da solugéo
estoque e diluir 2 100 mL com a solugdo de cloreto de baric 0,125%.
Estocagem maxima de uma semana.

- Intermediaria il (4 mg L™ de B): transferir uma aliquota de 10 mL da solugdo
intermediaria | e diluir a 100 mL com soluco de cloretoc de bario 0,125%.
Preparada diariamente.

-.De trabalho: transferir os volumes abaixo indicados da solugdo intermediaria
Il para baldes volumétricos de 100 mL e completar o volume com a solugéoc
extratora de cloreto de bario.
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Padrac  Vol. int.l Concentracao de boro
{mL) no extrato (mg L'} no solo {mg dm®)
1 2 0,08 0,16
2 5 0,20 0,40
3 10 0,40 0,80
4 15 0,60 1,20
5 20 0,80 1,80
8 25 1,00 2,00
PROCEDIMENTO
1- Transferir uma aliquota de 4 mL do extrato ou de solugdc-padréo para tubos
de ensaio

2- Adicionar 1 mL da solugéo tampéo e homogeneizar.

3- Juntar 1 mL da solugio de azometina-H e agitar manuaimente
4- Deixar em repousc no escuro por 30 minutos

5- Proceder as leituras em um espectrofotdmetro a 420 nm

CALCULOS
Concentragao de B (mg dm™ de sclo)= concentragio em mg LT X2

EETERM!NA@;&O POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO
ATOMICA POR PLASMA (ICP-AES)

APARATOS

- pipetas volumétricas de 2, 4, 5, 10, 15,20 e 25 mL
- balGes volumétricos de 100 e 1000 mL

- espectrofotdmetro de emissdo atdmica por plasma
REAGENTES

- &cido bdrico (grau analitico)

SOLUGOES

- Solucao-padrao estoque de 1000 mg L" de B: dissolver 5,7178 g de acido
bérico (reagente de grau analitico) em éagua deionizada e completar ©
volume para 1 L.

- Intermediaria 1.{40 mg L™ de B): transferir uma aliquota de 4 mL da solugéo
estogue e diluir & 100 mL com a solugdo de cloreto de bario 0,125%.
Estocagem maxima de uma semana.

- Intermediaria il (4 mg L de B): transferir uma aliquota de 10 mL da solugéo
intermedidria | e diluir a 100 mL com soluc8o de cloreto de bario 0,125%.
Preparada diariamente.

- De trabalho: transferir os volumes abaixo indicados da solugdo intermediaria
il para baldes volumétricos de 100 mL e completar o volume com a solugéo
extratora de cloreto de bario.
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Padrédc Vol Int.ll Concentragao de boro
{mL) no extrato {mg L") no solo {mg dm®)

1 2 0,08 0,16

2 5 0,20 0,40

3 10 0,40 0,80

4 15 0,60 1,20

5 20 0,80 1,60

5 25 1,00 2,00
PROCEDIMENTO

- Ajustar o especirdmetro para a linha espectral do boro em 208,959 nm

- Usar corretor de fundo

-Fazer a calibracéo utilizando as solugdes-padréc de frabalho e as
concentracdes equivalentes no solo.

- Determinar a concentragdo de boro diretamente no filtrado

CUIDADOS

- Recomenda-se que qualquer modificacgo introduzida no metodo deva ser
testada previamente comparando os resultados com o método aqui descrito

a} material

- Evitar o uso de vidrarias, dando preferéncia para material de polipropilenc

- Caso necessite usar vidrarias para preparo das solugbes, procure transferi-ias
rapidamente para outros frascos plasticos

b) extracao

- Fazer periodicamente, a cada 6 meses, a calibracéo do forno microondas

- Usar sempre 0 mesmo numero de saquinhos plasticos por extragéo, 14. Se
existir menos de 14 amostras os demais saquinhos deverédo ser completados
com 20 ml. de agua

- Usar a mesma posigdo para dispor os saquinhos na prateleira

- Se o forno microondas tiver poténcia maior que 700 W, deve-se avaliar qual a
poténcia e o tempo necessarios para a suspenséo (solo/solugdo) iniciar a
fervura e entdo deixar ferver por 5 minutos em uma poténcia meédia que deve
estar em torno de 490 W

¢) determinagao

- A parte Otica do espectrofotdmetro de emisséo atdmica por plasma deve ser
evacuada ou estar sob purga de gas inerte

- Dar preferéncia para nebulizadores que suportem aito teor salino, par evitar
problemas de entupimento

- As demais condicSes de operacao devem ser otimizadas dependendo do tipo
e marca do equipamento
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CALIBRACAD DO FORNO MICROONDAS

- Colocar 1000 g de agua deionizada em um copo de Teflon.

- Medir a temperatura da dgua, com precisao minima de 0,1°C. Esta deve estar
entre 19 & 25°C.

- Colocar o copo no centro do apareiho de microondas

- Ligar o microondas por exatamente 2 minutos em poténcia maxima (100%)

- Certificar que o0 copo permaneca girando no interior do forno durante ©
aquecimento

- Remover o copo, agitar vigorosamente a agua

- Medir novamente a iemperatura

CALCULO DA POTENCIA

P=(KCpmATyt onde,

P= poténcia aparente absorvida pela amosira, em watis

K= fator de conversdc de caloria termogquimica por segunde, a watls (igual a
4.184)

Cp= capacidade térmica ou calor especifico (cal g °C™") da dgua (igual 1,0)

m= massa da amostra, em gramas (g)

DT= temperatura final menos a temperatura inicial, em graus Celsius {OC}

t= tempo, em segundos (s}

Exemplo
Usando t= 2 min e 1000 g de agua desionizada a equacdc pode ser
simplificada para:

P= 34,87 AT
Se as calibracdes forem feitas com poténcia diferente de 100% deve-se fazer
COrrecéo como segue:

P= 100 (34,87)/porcentagem da poténcia usada
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