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RESUMO

Neste trabalho combinou-se a HR-CS FAAS e a Espectroscopia Raman no desenvolvimento de
um sistema de analise em fluxo para a determinacédo de N, P e K em fertilizantes. O acoplamento
das técnicas permitiu identificar e determinar nitrato, ureia, fosfito, fosfato e potassio. A
Espectroscopia Raman possibilitou especiar e determinar quantitativamente N (ureia e nitrato)
e P (fosfato e fosfito). A HR-CS FAAS permitiu a determinacéo total de N, P e K nas linhas de
NO em 215,247 nm, de PO em 247,620 nm e de K em 344,738 nm. O método foi validado por
meio de analise de materiais de referéncia certificados, adicdo de padrdo e recuperacdo e
comparacdo com métodos oficiais (Kjeldahl para N; espectrofotometria de UV-Vis para P,
espectrometria de emissdo atbmica em chama para K). Os resultados obtidos pelo método
proposto foram concordantes ao nivel de 95% de confianga com os valores certificados dos
materiais de referéncia e com aqueles obtidos pelos métodos oficiais. E as recuperacfes se
situaram entre 87 a 105%. Os limites de detecgéo para fosfato, fosfito, ureia e nitrato obtidos
por Espectroscopia Raman foram 0,02, 0,01, 0,01 e 0,01 mg g%, respectivamente. E os limites
calculados para P, N e K para a técnica HR-CS FAAS foram 0,01, 0,03 e 0,01 mg g%,
respectivamente. Novos métodos de calibracdo denominados Single Standard Multi-Point
Calibration e Single Standard Two-Point Calibration foram propostos para a Espectroscopia
Raman. As calibracfes com Unico padrao se baseiam na variagcdo de um parametro operacional
(poténcia do laser ou tempo de aquisi¢do do sinal) para gerar diferentes sinais analiticos e,
portanto, uma curva de calibracdo. A proposta foi aplicada na determinacdo de N (ureia e
nitrato) e de P (fosfato e fosfito) em fertilizantes, e os resultados foram concordantes ao nivel
de 95% de confianca com os valores certificados de materiais de referéncia e com os obtidos
pelos métodos oficiais (Kjeldahl para N; Espectrofotometria de UV-Vis para P). O intervalo
das recuperacdes foi de 91 a 119% (SS-MPC) e 82 a 110% (SS-TPC). Os limites de detecgéo
para fosfato, fosfito, ureia e nitrato foram, respectivamente 0,01, 0,03, 0,01 e 0,02 mg g* (SS-
MPC) e 0,02, 0,02, 0,01 e 0,01 mg g* (SS-TPC).

Palavras-chave: Espectroscopia de Absorcdo Atémica; Espectroscopia Raman; Fertilizante;

Nitrogénio; Calibrag&o.



ABSTRACT

In this work HR-CS FAAS and Raman Spectroscopy were combined in the development of a
flow analysis system for the determination of N, P and K in fertilizers. The coupling of the
techniques allowed the identification and determination of nitrate, urea, phosphite, phosphate
and potassium. Raman Spectroscopy made it possible to speciate and quantitatively determine
N (urea and nitrate) and P (phosphate and phosphite). HR-CS FAAS allowed the total
determination of N, P and K as NO lines at 215.247 nm, PO at 247.620 nm and K at 344.738
nm. The method was validated by analysis of certified reference materials, standard addition
and recovery and comparison with official methods (Kjeldahl for N; UV-Vis spectrophotometry
for P, flame atomic emission spectrometry for K). The results obtained by the proposed method
were in agreement at the 95% confidence level with the certified values of the reference
materials and with those obtained by official methods. And the recoveries were between 87 and
105%. The detection limits for phosphate, phosphite, urea and nitrate obtained by Raman
Spectroscopy were 0.02, 0.01, 0.01 and 0.01 mg g%, respectively. And the calculated limits of
detection for P, N and K determinated by HR-CS FAAS were 0.01, 0.03 and 0.01 mg g},
respectively. New calibration methods called Single Standard Multipoint Calibration and Single
Standard Two-point Calibration have been proposed for Raman Spectroscopy. Single standard
calibrations are based on varying na instrument operational parameter (laser power or signal
acquisition time) to generate different analytical signals and thus a calibration curve. The new
method was applied to the determination of N (urea and nitrate) and P (phosphate and
phosphite) in fertilizers, and the results were concordant at 95% confidence level with certified
values of reference materials and with those obtained by official methods (Kjeldahl for N; UV-
Vis spectrophotometry for P). The range of recoveries was 91 to 119% (SS-MPC) and 82 to
110% (SS-TPC). The detection limits for phosphate, phosphite, urea and nitrate were 0.01, 0.03,
0.01 and 0.02 mg g* (SS-MPC) and 0.02, 0.02, 0.01 and 0.01 mg g* (SS-TPC), respectively.

Keywords: Atomic Absorption Spectroscopy; Raman Spectroscopy; Fertilizers; Nitrogen;
Calibration.
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1. INTRODUCAO
A producdo agricola brasileira tem se destacado, nos ultimos anos, no cenario nacional

e internacional, devido seu crescimento continuo. Além disso, segundo a Confederacdo da
Agricultura e Pecuéria do Brasil, em 2021 o agronegdcio contribuiu com 27,4% do PIB nacional
(TECH AGRO, 2022), e o setor agricola responde pelo suprimento da crescente demanda por
alimentos e biomassa.

Porém, o seu desenvolvimento precisa vir acompanhado de um aumento na eficiéncia
do uso da terra. Em parte do pais, as propriedades agricolas estdo localizadas em regides de
dificil expansdo de suas areas agricultaveis, e dessa maneira, aumentar a produtividade das
lavouras € a solucao de maior alcance para melhorar a eficiéncia econémica da cadeia produtiva
sem aumentar a area utilizada para plantio. Os fertilizantes constituem uma importancia
eminente neste contexto. Segundo estimativas da Associagdo Nacional para a Difusdo de
Adubos (ANDA), o Brasil importou em 2022 cerca de 37,7 milhdes de toneladas de fertilizantes
NPK a fim de suprir a demanda nacional (ANDA, 2022).

Os fertilizantes NPK possuem em suas formulag6es nitrogénio, fosforo e potassio e sao
amplamente utilizados por serem uma importante fonte desses macronutrientes primarios. A
indUstria agricola tem se tornado extremamente dependente do uso desses insumos para atender
a demanda crescente por alimentos e garantir cultivos saudaveis. No entanto, o consumo
crescente e descontrolado dessas fontes pode gerar sérios problemas ambientais como
contaminacgdo da agua, do ar, do solo, desaparecimento de espécies animais e vegetais, além de
profundas mudancas climaticas (BRASIL, 2016). Entdo, mesmo considerando o fato de que os
fertilizantes constituem um importante fator de produgdo, o seu uso indiscriminado pode
contribuir com o acimulo de nutrientes nos ecossistemas terrestres e aquaticos, podendo alterar
a biodiversidade (CBD, 2010).

Ao longo dos anos, o Brasil construiu uma forte dependéncia em relacdo as materias
primas internacionais, como consequéncia da falta de uma politica para o setor, que refletiu no
decréscimo de cerca de 30% da industria nacional, e do aumento das importagdes em cerca de
66% nos ultimos 20 anos. Ainda, os custos dos fertilizantes na producéo foram alavancados,
alcancando mais de 40% em culturas como soja, milho e algodao nesse periodo (BRASIL,
2021). Recentemente esse cenario se tornou preocupante, uma vez que a Russia se afigura entre
os principais fornecedores de fertilizantes ao pais, e a recente ofensiva russa no territério
ucraniano acarretou em uma série de reacfes internacionais como embargos econémicos
(NASTARI, 2022).
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Dessa forma, considerando a importancia do setor agricola para a economia brasileira e
dos fertilizantes na producdo de alimentos, a busca por melhoria continua dos sistemas
produtivos na agricultura considera relevante um controle eficiente da qualidade dos
fertilizantes para promover seguranca em uma cadeia produtiva complexa e diversificada, como
a do agronegacio brasileiro.

O desenvolvimento de novos métodos de determinacédo de N, P e K em fertilizantes que
sejam, além de precisos e exatos, rapidos, simples e limpos afigura-se como promissor. E em
funcdo da demanda crescente por métodos e procedimentos sustentaveis baseados nos
principios da Quimica Verde, o emprego de técnicas analiticas rapidas, eficientes e de baixo
impacto ambiental vem crescendo.

Os principais métodos disponiveis para determinar N, P e K em fertilizantes envolvem
a determinacdo de N total por Kjeldhal (ALMEIDA et al., 2016), de N (nitrato) por
espectrofotometria (KEITH; MUELLER; SMITH, 1990), de P por gravimetria ou
espectrometria e K por espectrofotometria de emissao atdbmica em chama (MAPA, 2017).

No entanto, as andlises de rotina de fertilizantes NPK podem ser substancialmente
simplificadas e melhoradas utilizando-se técnicas analiticas simples e robustas, como a
Espectrometria de Absorcao Atdmica de Alta Resolucdo com Fonte Continua (HR-CS AAS) e
a Espectroscopia Raman. Neste trabalho é proposto um novo método de determinacdo de N, P
e K em fertilizantes combinando a HR-CS AAS e a Espectroscopia Raman em um sistema de
analise em fluxo (FA), para assim, expandir as potencialidades dessas técnicas no
desenvolvimento de um novo método analitico que permita identificar e quantificar as espécies

de N (amonio, nitrato e ureia), P (fosfato e fosfito) e quantificar K em fertilizantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fertilizantes NPK

Segundo o Decreto n° 4954 e definicdo do MAPA, fertilizantes s&o compostos minerais
ou organicos, naturais ou sintéticos, fornecedores de um ou mais nutrientes para as plantas.
Esses nutrientes podem ser macro ou micronutrientes, e apresentam a caracteristica de aumentar
a fertilidade dos solos com a finalidade de melhorar a produtividade das culturas.

Desde o inicio da implementacdo desses insumos no Brasil, o consumo de fertilizantes
aumentou consideravelmente. Esse aumento esta relacionado & alta demanda por maiores
produtividades, aléem de desempenhar um importante papel no desenvolvimento econémico do
pais por favorecer a competitividade do setor. Nesse cenério, o Brasil apresenta um importante
papel, sendo o quarto maior produtor mundial de grédos, sendo responsavel por cerca de 7% a
8% da producdo global. Além disso, segundo dados do MAPA, em 2020 o agronegdcio foi
responsavel por 18% do total das exportacdes brasileiras (BRASIL, 2021).

Logo, o forte desenvolvimento da agricultura no Brasil faz com que os fertilizantes se
tornem insumos muito importantes. Especificamente sobre os fertilizantes NPK, 0s insumos a
base de nitrogénio, fosforo e potéssio sdo amplamente utilizados e tém grande relevancia
nutricional para as plantas.

O nitrogénio faz parte da composicdo de muitos compostos estruturais, como
amino&cidos e proteinas, e é relacionado com o surgimento de brotos e folhas, alem de ser
essencial para as plantas (MARSCHNER, 1995). As principais fontes de N utilizadas nos
insumos séo uréia - CO(NH2). e sais contendo amonio e/ou nitrato (BERNARDES, 2020); os
teores de nitrogénio em fertilizantes sdo expressos em % (m m™) de N. O fésforo, comumente
oriundo de fontes de fosfato (PO4*) e fosfito (HPOs?) (BERNARDES, 2020), esta relacionado
ao estimulo a frutificacéo e floragio da planta, e o seu teor é expresso em % (m m™) de P2Os.
J& o potassio age fortalecendo os tecidos vegetais, tornando-os mais resistentes a acao de pragas
ou outros agentes prejudiciais. Os sais KCI, K2SO4, KNO3 sdo 0s mais comumente empregados
como fonte de K (BERNARDES, 2020), e o teor deste elemento em fertilizantes é expresso em
% (m m™) de K20.

No processo de andlise dos fertilizantes, a quantificacdo de N por Kjeldahl — seja
convertendo compostos nitrogenados a sulfato de amonio, ou reduzindo nitratos a amonia,
seguida da destilacdo da amonia e titulacdo —, € muito usada por ser simples, de baixo custo e
amplamente difundida. Contudo, 0 método consome grande quantidade de reagentes, produz

quantidade significativa de residuos e o ciclo analitico total (preparo da amostra, destilagdo,



21

titulagcdo) é longo. Ainda, a identificacdo da natureza das espécies de nitrogénio comumente
encontradas em fertilizantes comerciais (por exemplo, uréia, nitrato, aménio) é possivel, mas
0s tratamentos da amostra envolvidos tornam essa tarefa trabalhosa. Os métodos
espectrofotométricos também sdo amplamente utilizados na determinacdo dos ions nitratos e
nitritos devido a simplicidade e aos baixos limites de deteccdo. Nesse contexto, a reacdo de
Griess (KEITH; MUELLER; SMITH, 1990) é uma das mais utilizadas na qual o ion nitrito
reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina formando um diazo
composto de coloracdo vermelha, cuja absorbancia medida em 540 nm é proporcional ao teor
de N. Constitui um método simples, mas tem como inconvenientes a cinética lenta, o uso de
reagentes carcinogénicos e de baixa estabilidade.

As principais formulacdes com P podem conter fosfatos ou fosfitos. A determinacéo de
P por gravimetria se baseia na precipitacdo de fosfato sob a forma de MgNH4PO4-6H20 (ou de
pirofosfato de magnésio) e ha um método para determinar fosfito indiretamente via reacéo
redox com formacédo de Hg-Clys) (HARRIS, 2012). A vantagem deste método sobre o primeiro
consiste na possibilidade de empregar a amostra sem previa oxidacgdo do fosfito a fosfato, mas
apresenta a desvantagem de produzir residuo de mercurio. Isso contraria os principios da
Quimica Verde de se evitar o uso de métodos que utilizem reagentes que resultem em rejeitos
de dificil descarte no meio ambiente (FRANZINI et al., 2007). No caso da oxidacédo de fosfito
a fosfato, os procedimentos convencionais se baseiam na digestdo da amostra em meio de
misturas de agentes oxidantes concentrados por periodos relativamente longos. A determinacédo
de fosfato e fosfito pode ainda ser feita por espectrofotometria (DAMETTO; FRANZINI,;
NETO, 2007) e em menor extensdo por cromatografia (MAZZEI; SCUPPA, 2006). Ainda, a
determinacéo elementar de P pode ser feita por espectrometria de absorcdo atdmica (AAS)
(FERREIRA et al., 2011) e por espectrometria de emissdo atbmica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) (BARTOS et al., 2014). Apesar da simplicidade e baixo custo relativo das
técnicas classicas e da espectrofotometria, estas apresentam como principais limitacdes a
grande quantidade de residuo e os longos tempos de analise (FRANZINI et al., 2007). Ja as
técnicas AAS e ICP-OES limitam-se a determinacdo elementar total, ndo identificam a natureza
do P, se fosfito ou fosfato. Além disso, essas técnicas apresentam alto custo relativo de
aquisicdo e de manutencdo. A cromatografia liquida permite especiar fosfato e fosfito, mas os
altos custos envolvidos dificultam o uso da técnica em anélises de rotina para esta finalidade.
Além disso, requer um analista altamente especializado e os altos teores dos sélidos totais
dissolvidos — tipicos de amostras de fertilizantes - limitam o desempenho dos detectores de
condutividade.
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A determinagdo de K em fertilizantes pode ser feita por espectrometria de emisséo
atdbmica em chama ou pelo método volumétrico de tetrafenilborato de sédio (MAPA, 2017).
Para a determinacdo de K, o procedimento experimental consiste na solubilizacdo do potéassio
em agua e posterior medida em espectrometro de emissdo atbmica em chama, sendo, portanto,
relativamente simples e rapido. J& o método volumétrico de tetrafenilborato de sodio baseia-se
na extracao a quente do potéssio sollvel em agua, precipitacdo deste com uma quantidade em
excesso de tetrafenilborato de sodio e titulacdo desse excesso com solucdo padronizada de
brometo de cetiltrimetil amonio ou cloreto de benzalcdnio. Este ultimo, por sua vez, exige
grande quantidade de reagentes e trabalhoso preparo de amostras, tornando-se inviavel para a
analise de rotina.

Posto isto, 0 método de analise proposto no presente trabalho visou oferecer uma
alternativa simples, rapida, robusta e ambientalmente amigavel, buscando alcancar essas metas
por meio do acoplamento em um sistema em fluxo das Espectroscopia Raman e Espectrometria

de Absorcdo Atdmica em chama.

2.2. Espectroscopia Raman

Em 1917, Chandrasekhara Venkata Raman, utilizando a luz solar como fonte de
radiacdo e um telescopio como coletor, conseguiu identificar o fendmeno de espalhamento da
radiacdo que leva o seu nome (FERRARO; NAKAMOTO; BROWN, 2003). Raman percebeu
gue quando uma luz passa através de um meio transparente, uma fracdo dessa radiacdo era
espalhada em todas as dire¢fes, com frequéncias que poderiam ser diferentes em relacdo a
incidente (JAYARAMAN; RAMDAS, 1988). A descoberta foi amplamente reconhecida e
Raman recebeu o prémio Nobel de Fisica em 1929.

A partir disso, varios feitos marcaram a evolugdo da técnica a fim de se obter melhores
resultados. Iniciando pela marcante busca pelo desenvolvimento de melhores fontes de
excitacdo, que englobou a utilizacdo de lampadas de varios elementos como He, Bi, Zn, mas
gue inicialmente apresentaram resultados insatisfatorios por suas baixas intensidades. Em 1930,
lampadas de mercurio passaram a ser utilizadas, o que permitiu grande progresso na melhoria
do aparato instrumental. Em 1962, lasers provenientes de espécies como Ar', Kre Nd-YAG
passaram a ser estudados e avaliadas como fonte de radiacdo para 0 uso em Espectroscopia
Raman (FERRARO; NAKAMOTO; BROWN, 2003).

Em seguida, os progressos em relacdo aos sistemas de deteccdo para medi¢cdes Raman

tomaram destaque, e o primeiro instrumento Raman fotoelétrico foi reportado em 1942, sendo
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desenvolvido apds a Segunda Guerra Mundial. Em 1960, os desenvolvimentos do sistema
oOptico do instrumento foram iniciados, e foi incluido o uso de monocromadores que traria uma
eficiéncia grande na remoc¢édo da luz difusa, além de grades holograficas que aumentaram a
eficiéncia da coleta de espalhamento Raman nos equipamentos utilizados até entdo
(FERRARO; NAKAMOTO; BROWN, 2003). A espectroscopia, a qual conhecemos, é fruto de
diversas melhorias progressivas e continuas. Nos dias atuais, alguns equipamentos, por
exemplo, permitem a aquisicdo dos espectros Raman com Transformada de Fourier (FT-
Raman), acoplamento de microscopios, sistemas portateis, entre outros.

Atualmente, a Espectroscopia Raman é uma das técnicas baseadas em laser que tem se
destacado para fins analiticos, ndo apenas qualitativos, como também quantitativos. Essa
técnica se baseia no uso de uma fonte de radiacdo monocromatica, a qual ao atingir a amostra,
espalha radiacdo de mesma energia ou de energia diferente da incidente. A pequena parcela
dessa radiacdo que é espalhada inelasticamente, isto €, com frequéncia (ou comprimento de
onda) diferente da incidente, resulta em informacges estruturais a respeito da composi¢do da
amostra e, por consequéncia, pode ser usada para determinacao de espécies (FARIA, 2011).

Segundo Nakamoto, Ferraro e Brown (2003), quando a amostra € irradiada por um laser,
o0 espalhamento da luz é observado geralmente na direcdo perpendicular a incidente, como

mostra a Figura 1.

Amostra
(laser)

vV, + Vi, (Espalhamento Raman)

v
Vv, (Espalhamento Rayleigh)

Figura 1. Mecanismo de espalhamento da luz por Espectroscopia Raman. Fonte: Adaptado de FERRARO, J. R;
NAKAMOTO, K; BROWN, 2022, p.14.

O espalhamento da luz pode ser resumido em dois tipos: o espalhamento Rayleigh
acontece quando ocorre o0 espalhamento elastico, ou seja, a frequéncia incidida € a mesma da
espalhada; e o espalhamento Raman, que apresenta uma frequéncia diferente da incidida, ou

seja, ocorre o espalhamento inelastico.
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Logo, na Espectroscopia Raman, a frequéncia vibracional (vm) € medida como um
deslocamento da frequéncia do feixe incidente (vo). Assim, o espalhamento Raman pode ser

Stokes (vo - vm) € Anti-Stokes (vo + vm), como ilustra a Figura 2 abaixo.

Y h EU
Rayleigh Stokes  Anti-Stokes

Figura 2. Comparacdo dos niveis de energia para os espalhamentos Raman Rayleigh, Stokes e Anti-Stokes. Fonte:
Propria autora.

A Figura 2 mostra que a luz incidente provoca uma excitacdo dos niveis vibracionais,
gue saem do estado fundamental para um estado virtual, representado na imagem pelas linhas
tracejadas (---). Ao retornarem aos estados vibracionais com energia maior (stokes) ou menor
(anti-stokes), um detector é capaz de transformar essa informacao em um espectro que compila
a informacdo analitica desejada. Em condi¢Ges normais, as linhas stokes sdo mais intensas do
que as anti-stokes, e por apresentarem a mesma informacdo, entdo a utilizacdo apenas da
primeira é comum.

Atualmente, a tecnica tem se difundido rapidamente em funcdo de diversas
caracteristicas vantajosas para o procedimento analitico, tais como: a alta seletividade;
possibilidade de analise direta (eliminando etapas de preparo convencional de amostra);
auséncia de interferéncia da agua nos espectros; identificacdo simultanea de diferentes
compostos (organicos e inorganicos) em uma mesma medida; potencial para especiacéo;
simplicidade operacional; alta frequéncia analitica; permite anélises ndo destrutivas e no local
(in situ) (FERRARO; NAKAMOTO; BROWN, 2003).

A Espectroscopia Raman tem sido amplamente estudada. Recentemente foi aplicada em
estudos tedricos relativos a atribuices das bandas de vibracdo em moléculas de hipofosfito e
fosfito (BICKLEY et al., 1994; TSUBOI, 1957). E mais recentemente em estudos de
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identificacdo de diferentes especies como: aluminatos (POUVREAU et al., 2018), CuCl/CuCl;
(MURRIA et al., 2017), estanho (SCHMIDT, 2018), uranila e U(VI) (LU; FORBES; HAES,
2016), arsénios tiolados (YANG et al., 2018), As(I11)/ As(V), Cr(I11)/Cr(VI) (BARANIK et al.,
2018).

Apesar das potencialidades da técnica para fins analiticos, o uso da Espectroscopia
Raman para determinacéo de N e P em fertilizantes é escasso na literatura. Recentemente, foi
proposto um método relativamente simples, rapido e robusto para a determinacdo simultanea
de fosfato e fosfito em fertilizantes por Espectroscopia Raman (OLIVEIRA et al., 2021). O
ajuste do pH das amostras em 10 permitiu utilizar bandas em 874 cm™ e 2321 cm™ para fins
qualitativos e quantitativos de fosfato e fosfito, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2021).

Em suma, a técnica apresenta potencial e pode ser aplicada para fins analiticos de forma
a contribuir para o desenvolvimento dos métodos que buscam melhorar os processos de

producdo e controle tanto de insumos como de fertilizantes NPK.

2.3. Espectrometria de Absor¢do Atdmica em chama com fonte continua e de alta
resolucéo (HR-CS FAAS)

O estudo da espectroscopia e a sua relacdo com a evolucdo do conhecimento cientifico
é notavel, sobretudo a respeito da natureza da luz, cores e da identificacdo de elementos
quimicos. O primeiro fenémeno envolvendo a luz foi descrito por Isaac Newton no século XV,
que utilizando um prisma, conseguiu decompor a luz solar e identificar suas cores. Percebendo
gue essas cores transitavam entre o violeta e o vermelho, chamou o conjunto delas de espectro
(FILGUEIRAS, 1996). Mais tarde, novos estudos comprovaram que além das cores que eram
visiveis, 0 espectro tambem é composto por radiagfes que ndo sdo visiveis, como 0
infravermelho e o ultravioleta.

Nesse histdrico, alguns estudiosos tiveram papéis importantes. William Wollaston
descobriu que o espectro solar apresentava linhas negras sobrepostas as cores ao se trabalhar
com um feixe de luz estreito. Joseph Fraunhofer, usando prismas e redes de difracdo, foi o
primeiro a conseguir um bom espectro do sol e descobriu 576 linhas escuras nele (SANTANA
et al., 2017).

Outra contribuicao importante de Fraunhofer foi constatar que ao se passar a luz emitida
de alguns materiais por um prisma, o resultado era de um espectro discreto e nao continuo,
formado por linhas luminosas cujas energias correspondiam aquelas das linhas negras
observadas no espectro solar. A partir dai, foram sendo notados os primeiros indicios de que

um espectro poderia ser uma forma de identificar a composicao quimica da matéria.
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Entdo, em 1859 a invenc¢do do espectroscopio permitiu um grande avango no estudo dos
espectros luminosos. Esse equipamento, associado com as leis da espectroscopia enunciadas
posteriormente por Kirchhoff, tornaram possivel o desenvolvimento de uma técnica eficaz e
robusta para a identificacdo de elementos quimicos através da interacdo dos materiais com a
luz, além de permitir que novos elementos quimicos pudessem ser descobertos (SANTANA et
al., 2017).

O espectro de absor¢do para as analises quimicas tomou espaco principalmente com as
tentativas de se identificar a composicao quimica dos astros (WELZ; SPERLING, 1999). Na
metade do século XIX, alguns pesquisadores utilizavam instrumentos precursores, até que em
1878, Lockyer desenvolveu um instrumento completo para Espectrometria de Absorcéo
Atdmica com fonte continua (CS AAS), o qual permitiu o estudo dos espectros de emisséo e de
absorcdo (WELZ et al., 2005). Esse espectrometro era composto por um espectroscopio com
um prisma (A) ou um espectrografo com um dispositivo fotografico para permitir a aquisicéo
dos espectros de metais; um atomizador (B); um tubo de ferro inserido em um forno (C); uma
fonte de radiacdo (D) que compreendia uma lampada elétrica de fonte continua; e um
dispositivo Kipp (E) utilizado para gerar hidrogénio a fim de se obter uma atmosfera redutora

no atomizador, como eshoca a Figura 3 abaixo:

Figura 3. Aparato usado por Lockyer para medidas de absorcdo atdmica: (A) espectroscdpio com prisma, (B)
atomizador, (C) tubo de ferro inserido em um forno alimentado com carvao, (D) lampada elétrica de fonte continua
e (E) dispositivo Kipp utilizado para gerar hidrogénio. Fonte: WELZ et al., 2005.

Inicialmente, as fontes de radiagéo utilizadas resumiam-se em fontes continuas devido

a grande disponibilidade e a necessidade de identificar as linhas negras do espectro continuo,
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causadas pela absor¢do dos elementos. Entdo, na primeira metade do século XX a absorc¢éo foi
pouco utilizada, predominando a emisséo atomica.

Em 1952, a fim de entender porque o espectro molecular era obtido em absorcdo e o
atdbmico em emissdo, Alan Walsh utilizou pela primeira vez a AAS para fins analiticos, usando
um arranjo instrumental de fonte continua na determinacdo de Cu. A partir deste momento, 0s
resultados deste estudo foram os precursores para que novos trabalhos fossem conduzidos a fim
de aumentar a sensibilidade e otimizar a instrumentacdo. Uma das importantes conclusdes deste
trabalho foi de que a medida de absorcéo atdmica requeria de fontes de radiacdo que emitissem
linhas de emissdo mais estreitas possiveis, e assim a funcdo do monocromador seria separar a
linha analitica das demais emitidas pela fonte (WELZ et al., 2005). A AAS s6 passou a ser
aceita como uma técnica robusta e de rotina a partir do momento em que foi introduzido ao
sistema instrumental as lampadas de catodo oco (HCL) como fontes de radiacdo (WELZ;
SPERLING, 1999). As lampadas de catodo oco séo fontes de radiacdo discretas que emitem
radiacBes monocromatizadas do espectro especificas para cada elemento quimico. Possuem a
caracteristica de possibilitar alta sensibilidade e seletividade, baixos limites de detec¢do e
baixos ruidos.

Apesar da AAS com fonte discreta apresentar muitas vantagens e um bom desempenho,
o desenvolvimento da espectrometria de absorcdo atdmica com fonte continua (AAS CS) se
deu a partir de meados do século XX. As primeiras publicacdes voltadas para o
desenvolvimento da técnica ocorreram por volta de 1960, focando nas limitacGes do arranjo
instrumental proposto por Alan Walsh, como a instabilidade e indisponibilidade das lampadas
para alguns elementos, reiterando a potencialidade do arranjo com fonte continua. Nos anos
seguintes, muitos trabalhos enfatizaram melhorias para a técnica, como a melhora da razao
sinal/ruido (SNR), a sensibilidade (WELZ et al., 2003, 2005; WELZ; SPERLING, 1999), a
incluséo de grades Echelle de alta resolugdo (KELIHER; WOHLERS, 1974), entre outros. Com
esses resultados, O’Haver, Harnly e colaboradores (1976) foram capazes de elaborar o primeiro
espectrometro de absorcdo atdmica multielementar e simultaneo com fonte continua
(SIMAAC), demonstrando o potencial de aplicabilidade da técnica.

Foi s6 em 1996 que Becker Ross e colaboradores elaboraram um espectrémetro
prototipo que atendeu as necessidades da época, operando com um monocromador duplo
Echelle, uma lampada de arco de xendnio como fonte continua de radiacéo e a compatibilizacdo
com a atomizacgdo por chama ou por forno de grafite (BECKER-ROSS et al., 1996)(WELZ et
al., 2005). Este foi a base do primeiro espectrdmetro de absorcdo atbmica com fonte continua

e alta resolucdo (HR-CS AAS) comercializado.
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A técnica, a qual conhecemos hoje, apresenta na sua configuragdo um esquema como 0
apresentado na Figura 4. Nesse esquema, a radiacao eletromagnética continua é gerada por uma
lampada de arco curto de xendnio (1), direcionada pelo espelho (2) aos atomos livre na chama
do atomizador (3), sofrendo o fenémeno de absorcdo, sendo direcionada por um novo espelho
ao sistema éptico (4) que é formado por um conjunto de espelhos, um prisma, uma grade de
difracdo (Echelle) e um detector do tipo CCD (5). A grandeza fisica da medida é a absorbancia

e a relacdo entre a absorbancia e a concentracdo € dada pela Lei de Lambert-Beer.

2

Figura 4. Configuracdo de um espectrémetro de absor¢do com fonte continua e de alta resolugdo com atomizacéo
em chama (HR-CS FAAS): (1) lampada de arco curto de xendnio; (2) espelhos; (3) atomizador; (4) sistema 6ptico;
(5) detector do tipo CCD. Fonte: Adaptado de WELZ et al., 2005.

Com esta técnica, é possivel fazer medidas sequenciais rapidas em vérias linhas,
inclusive de um mesmo elemento, de forma a ajustar a sensibilidade ao problema analitico em
questdo. Com fonte continua e detector de alta resolucdo, o acesso a linhas alternativas menos
sensiveis torna-se um recurso interessante desta técnica para se medir inclusive nas ‘asas das
linhas’ (registro em pixels laterais ao central). Essa possibilidade reduz ainda mais a
sensibilidade, estendendo o intervalo linear de calibracdo e pode ser uma abordagem
conveniente quando o analito est4 presente em uma concentracdo relativamente alta.

Os espectros obtidos para moléculas diatdbmicas geradas em chamas de ar-acetileno ou
oxido nitroso-acetileno apresentam bandas com estruturas rotacionais finas que se assemelham
as linhas atémicas (WELZ et al., 2005), permitindo também medi¢des de absorcdo molecular
(Espectrometria de Absor¢do Molecular em Chama de Alta Resolugdo com Fonte Continua,
HR-CS FMAS).

A literatura relata a avaliagdo de bandas de NO e PO para a determinacdo de N
(BRANDAO et al., 2014; BRANDAO; LIMA; FERREIRA, 2012; BUCKER; ACKER, 2012;
HUANG et al., 2010) e P em diferentes amostras (BECHLIN; GOMES NETO; NOBREGA,
2013; FERREIRA et al., 2011; HUANG et al., 2006; RESANO; BRICENO; BELARRA,
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2009), incluindo &guas, solucdes acidas utilizadas no processamento de semicondutores a base
de silicio, ferro fundido, amostras bioldgicas, fosfito de potassio e plantas medicinais. No
entanto, os poucos trabalhos relativos a determinacdo de N tém focado na geracédo e deteccao
de moléculas de NO em atomizadores eletrotérmicos (BECHLIN et al., 2014; BECHLIN;
GOMES NETO; NOBREGA, 2013; BUCKER; ACKER, 2012; FERREIRA et al., 2011;
HEITMANN et al., 2007; HUANG et al., 2006; RESANO; BRICENO; BELARRA, 2009).
Apesar do potencial das bandas NO para fins analiticos, pouca atencdo tem sido dada ao
desenvolvimento de métodos para determinacdo de N e de P empregando atomizadores em
chamas. Trabalhos sobre anélise de fertilizantes NPK por HR-CS AAS na literatura séo
escassos, e destaca-se um, em que foi realizada a determinacdo elementar quantitativa, mas néo
identifica a natureza das espécies de nitrogénio (se nitrato, amonio ou uréia) e fésforo (se fosfato
ou fosfito) presentes na amostra (BECHLIN et al., 2014).

2.4. Calibracédo com unico padrao

No processo analitico, a relacdo da concentracdo de um analito € normalmente obtida
indiretamente pelas medidas de outras grandezas fisicas como a absorcdo atdmica,
espalhamento e emissdo de radiacdo, condutividade, pesos, volumes entre outros.

A quantificacdo de um analito em uma amostra é um processo comumente realizado por
calibracdo analitica. A calibracdo pode ser subdividida em duas etapas, sendo a primeira
conhecida como etapa descritiva, em que sdo realizadas medidas de solu¢des de concentracdes
conhecidas, chamadas padrdes analiticos, cujos sinais sdo utilizados para a predicdo de modelos
que relacione a concentracdo com a grandeza medida. E a segunda etapa € a preditiva, em que,
utilizando o modelo estabelecido com os padrdes, as concentracdes das amostras a partir de
seus sinais analiticos sdo possiveis de serem previstas (PIMENTEL, MARIA FERNANDA,;
NETO, 1993).

Os meétodos de calibracdo analitica s&o muitos, podendo ser univariados ou
multivariados. Alguns métodos convencionais podem ser resumidos em calibracdo externa,
calibracdo com adicdo de padrdo, calibragdo com padronizacdo interna, calibragdo por
compatibilizac&o de matriz, entre outros.

No entanto, na busca por métodos mais precisos, exatos e ambientalmente amigaveis,
as calibracdes que utilizam um unico padrdo analitico tém ganhado destaque na literatura nos
ultimos anos. Isso se d& pelas calibragdes convencionais exigirem, em sua maioria, 0 preparo

de um grande nimero de solug6es padrdes, que reflete em um maior tempo de analise e no gasto
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de um grande volume de reagentes. O uso de uma consideravel quantidade de reagentes implica
também no descarte e tratamento dos residuos que serdo obtidos no final da analise. Em algumas
situacOes as calibragcdes convencionais apresentam a limitacdo de negligenciar o efeito de
matriz no sinal analitico.

Nesse sentido, as calibracGes que utilizam para a predicéo de seus modelos apenas uma
solucdo padréo, apresentam como vantagens o menor tempo de analise, a menor geragdo de
residuos quimicos, e sua maioria apresentam o intuito de contornar as limitacdes encontradas
pelas calibragcdes convencionais.

Alguns métodos podem ser citados. A calibracdo por diluicdo de padrdo (SDA, do
inglés: Standard Dilution Analysis), utiliza apenas duas solucbes padrdes por amostra, e €
baseada na diluicdo gradiente de um padrdo em um unico recipiente, mantendo a quantidade de
amostra constante durante todo o processo de calibragdo (JONES et al., 2015). Os métodos
multi-sinais apresentam uma proposta diferente das calibragcdes convencionais, iSSo porque,
assim como os métodos tradicionais, se baseiam na relagdo entre a resposta instrumental e a
concentracdo do analito, porém tiram partido das dimensdes associadas ao sinal analitico para
além da simples concentracdo, que raramente sdo exploradas. I1sso porque as intensidades dos
sinais obtidos sdo funcdes de muitas varidveis que podem englobar fatores como a densidade
das populagbes quimicas, parametros operacionais e instrumentais a depender da técnica
analitica utilizada. E nesse contexto podem ser citados os métodos Multi-energy Calibration
(MEC), Multi-isotope Calibration (MICal), Multispecies calibration (MSC), multi-flow
calibration (MFC) (DONATI; AMAIS, 2019).

Neste trabalho, duas propostas de calibragao envolvendo o emprego de um unico padréo
serdo abordadas para analise quantitativa por Espectroscopia Raman: Calibragdo Multiponto
com Unico Padrio (SS-MPC, do inglés: Single Standard Multi-point Calibration), e Calibrag&o
com Dois Pontos com Unico Padrdo (SS-TPC, do inglés: Single Standard Two-point
Calibration).

A SS-TPC e a SS-MPC séo construidas obtendo-se diferentes intensidades de sinal a
partir de um Unico padrdo submetido a variacdo de algum parametro operacional, de modo a
produzir dois ou mais pontos, respectivamente.

Para Espectroscopia Raman, a intensidade do sinal analitico pode ser expressa por uma
equacao que relaciona os fatores que influenciam o espalhamento Raman (®g):

Ei

CDR x 0-(Vex)VngOnie_ﬁ (Eq 01)
onde o(v,,) € a seccdo transversal medida em cm?, v, corresponde a frequéncia da radiacao

incidida, Eo € a irradiancia da fonte de excitacdo, n; trata da densidade populacional numérica
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no estado i, e o termo exponencial é o fator de Boltzman no estado i (INGLE JR; CROUCH,
1988). Na pratica, a intensidade medida depende da média das derivadas da polarizabilidade
dos sistemas. Além desses fatores intrinsecos a técnica, também podemos inferir que a
intensidade do espalhamento Raman depende diretamente da concentracdo das espécies ativas
e de parametros operacionais como a poténcia da fonte de radiagéo, variando assim a irradiancia
(Eo) e o tempo de aquisicdo dos espectros. E estes podem ser variados com a finalidade de se
obter diferentes sinais que se relacionam com a concentracdo de um analito, como prop&em as
calibragbes com Unico padrao.

Esse tipo de calibracdo apresenta como principais vantagens ndo requerer o preparo de
inimeras solucBes padrdo para a obtencdo de uma curva de calibracao, sendo, portanto, mais
simples e com menor geracdo de residuos quando comparada a calibracdo externa
convencional.

A SS-MPC se pauta no fato de que a intensidade do sinal analitico (S) pode ser
compreendida como o produto da concentracdo (C) por uma constante (K). De maneira sucinta,
a constante K sintetiza os parametros instrumentais e intrinsecos a amostra que estdo
relacionados & intensidade observada do sinal analitico.

Ambos 0s sinais apresentam uma correlacdo linear quando em funcéo da concentracéo,
como ilustra a Figura 5a e 5b. A curva de SS-MPC corresponde ao grafico plotado com os
diferentes sinais obtidos para a amostra em funcéo dos diferentes sinais obtidos para o padréo,
gue também apresentam uma correlacéo linear (Figura 5c).

S.4 Sp 4 S, 4

a

(@) (b) (©)

Figura 5. Graficos que exemplificam a SS-MPC indicados em (a) sinal da amostra em funcdo da concentracao,
(b) sinal do padrdo em funcéo da sua concentracgdo e (c) curva de SS-MPC plotada pelo sinal da amostra em funcéo
do sinal do padréo. Fonte: Propria autora.

A deducdo da formula que fornece a concentracdo do analito leva em consideracao que,
na auséncia dos efeitos de matriz, ou em efeitos poucos significativos, a constante K para o
padrdo (Kp) pode ser igualada a constante K para a amostra (Ka). Uma vez que o sinal (S), como
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descrito anteriormente, é equivalente ao produto da concentracao pela constante K, temos que:

Sa=KiCq € S, =K,Cp (Eq. 02)
Sa S
K, =K, o= C—: (Eq. 03)

No grafico indicado na Figura 5c, em que € plotado Sa em funcdo de Sp, o coeficiente
angular da reta (a) corresponde a razdo entre a concentracao do padrao e da amostra.

Sa _ Ca

S, Gy (Eq. 04)
Sa
g =a (Eq.05)
Ca
a= C_p (Eq.06)
Ca=Cp.a (Eq. 07)

Dessa forma, a SS-MPC permite que a concentracdo da amostra seja obtida através do
produto da concentracdo do padréo utilizado e do coeficiente angular da curva obtida.

Na literatura, a proposta SS-MPC ainda n&o foi suficientemente explorada, mostrando-
se entdo como um método inovador.

Compreendida como um dos parametros operacionais que podem ser variados para se
obter multi-sinais, a poténcia do laser foi a escolhida para este trabalho. Entdo, denomina-se a
SS-MPC baseada na variacdo da poténcia do laser (MLP, do inglés multi laser power) como
Calibracdo Multi poténcia do laser com Unico padréo (SS-MLPC, do inglés Single Standard
Multi Laser Power Calibration).

Por sua vez, a calibragcdo SS-TPC também visa simplificar a andlise quantitativa, uma
vez que também utiliza apenas uma solucdo padrdo. O método requer que o padréo e a amostra
sejam submetidos a analise em duas condi¢Oes experimentais diferentes (poténcia, tempo de
integracdo, voltagem, entre outros). Entdo, os sinais (S) obtidos séo plotados em fungdo da
condicdo aplicada (P), definindo um trapézio retangular, como mostra a Figura 6. A Figura

abaixo utiliza a poténcia de um laser como parametro instrumental que foi variado na anélise.
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Figura 6. Representacdo grafica da area do trapézio obtida para o célculo de calibracdo com dois pontos com
Unico padrédo (area do trapézio). Fonte: Adaptado de Vieira e colaboradores (2020).

A éarea desse trapézio é dada pela Equacdo 08 abaixo, que € igual a soma dos sinais dos
dois pontos, multiplicada pela subtracéo das duas poténcias medidas, dividido por dois.

A — (51+SZ)2(P2_P1)

(Eg. 08)

Entdo, se a intensidade do sinal é proporcional a concentracdo do analito na amostra,
que também é proporcional a area do trapézio, entdo pode ser estabelecida a igualdade entre a
razdo das concentracfes do padrdo e amostra, e a razdo dos sinais do padréo e da amostra.

C S1+S
~a — ( 1 Z)a (Eq, 09)
Cp (51+52)p
Assim, a concentracdo do analito na amostra pode ser calculada como igual o produto
da concentracdo do padrédo pela razéo entre as somas dos sinais da amostra e a soma dos sinais

do padrdo (Eqg. 10).

_ (§1+52)a
C, = Cp'—(51+52)p (Eg. 10)

Vieira e colaboradores (2021) aplicaram este método de calibracdo, denominando-o de
“Calibragdo com um ponto e Multi-voltagem” (OP-MVC, do inglés: One-Point and Multi-
Voltage Calibration). Nesse trabalho, a calibracdo foi aplicada em Espectroscopia de emisséo
Opitca com plasma induzido por laser (LIBS, do inglés: Laser Induced Breakdown
Spectroscopy), para a analise de P e Al em fertilizantes comerciais. O parametro instrumental
avaliado foi a voltagem geradora de centelha elétrica acoplada ao espectrémetro, e os resultados
deste estudo apresentaram nivel de confianca de 95% e baixos limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ), indicando entdo que a técnica é promissora e robusta.

Nesse contexto, parte do presente trabalho visa avaliar a possibilidade de aplicar a SS-
MLPC e SS-TPC na andlise quantitativa de fertilizantes NPK, utilizando a Espectroscopia

Raman, tendo como parametros de variacao a poténcia maxima do laser.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que a Espectroscopia
Raman apresenta potencial para especiar fosfato, fosfito, nitrato e ureia em solucdo, e
determinar quantitativamente essas espécies em fertilizantes.

No caso da identificacdo das fontes de N por Espectroscopia Raman, a principal
dificuldade encontrada residiu na limitacdo do espectrdmetro utilizado em ndo medir o ion
amonio. Contudo, a combinagdo da Espectroscopia Raman e Espectrometria de Absorgéo
Atdmica (HR-CS FAAS), juntamente com os métodos classicos de identificacdo do ion aménio,
forneceram as informacdes qualitativas e quantitativas necessarias sobre essa espécie.

As concentragdes dos analitos presentes nas amostras comerciais de fertilizantes variam,
de forma geral, entre 2 a 23% (m m™*) em N e 5 a 40% (m m™) em P. Entdo, em relagio dos
LOD e LOQ, devido aos baixos valores calculados, é possivel a determinacdo e quantificacéo
das espécies sem prejuizo, dentro das faixas trabalhadas.

O acoplamento Raman — HR-CS FAAS em um sistema em fluxo para a analise dos
fertilizantes NPK permitiu o desenvolvimento de um novo método analitico capaz de identificar
e quantificar as diferentes espécies de nitrogénio e fosforo, e quantificar o teor total de N, P e
K. O método se mostrou robusto e apresentou resultados com recuperacfes variando na faixa
de 87 a 121%, e comparaveis aos métodos oficiais ao nivel de 95% de confianga.

Pode-se inferir que os resultados obtidos para a determinacdo de N, P e K por
Espectroscopia Raman e por Espectrometria de Absorcdo Atémica permitiram a determinacéo
dos elementos dentro dos limites de tolerancia em rela¢éo as garantias dos produtos, como rege
a Instrugdo Normativa n°05 de 23 de fevereiro de 2007, do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento.

A calibragdo com padrdo Unico foi estudada para a analise de fertilizantes por
Espectroscopia Raman, tendo como parametro operacional variado a porcentagem da poténcia
méaxima do laser. Os métodos de calibracdo estudados foram Single Standard Multi-Laser
Power Calibration e Single Standard Two-Point Calibration para analise das espécies de N
(aménio, nitrato e ureia) e P (fosfato e fosfito). Ambos os métodos foram comparados a
calibracdo externa e os resultados obtidos apresentaram precisdo e exatiddo adequadas,
indicando potencial para andlise de rotina, além de requererem uma quantidade
significativamente menor de reagentes, e consequentemente minimizando a geracdo de

residuos.
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