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RESUMO

MARTINEZ, M. I. V. Desenvolvimento e producao de material de referéncia certificado
de folhas de cana-de-agucar para avaliacdo da qualidade nutricional. 2016. 180 f. Tese
(Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2016.

A cana-de-acgucar e produtos derivados sdo de grande relevancia econémica para o Brasil e
varios outros paises. Inimeras variedades de cana-de-agUcar séo cultivadas e novas variedades
tém sido desenvolvidas para buscar ganhos de produtividade. Nesse sentido, séo indispensaveis
materiais de referéncia certificados (CRMs) para o controle da qualidade de sistemas de
medicdo e validacdo de métodos, objetivando o estudo do estado nutricional das diferentes
variedades de cana-de-agucar, de modo a otimizar os procedimentos de fertilizagdo e
incrementar a producdo. Contudo, segundo a base de dados internacional de materiais de
referéncia certificados (COMAR) ndo existe um CRM que atenda adequadamente a avaliacdo
do estado nutricional da cana-de-aglucar. Assim, este trabalho investigou a possibilidade de
producdo de um material de referéncia de folhas de cana-de-agucar que supra essa demanda. O
trabalho foi dividido em duas etapas principais: 1) estudo de variedades de cana-de-acUcar
quanto a composi¢cdo elementar e 2) desenvolvimento do material de referéncia. Doze
variedades de cana-de-acgucar cultivadas no Estado de Sao de Paulo foram abrangidas no estudo:
CTC2, CTC4, CTC1l1, CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156,
RB965902, RB966928 e SP832847. As técnicas analiticas utilizadas para a avaliacdo foram a
andlise por ativacao neutronica instrumental (INAA) e a espectrometria de emissdo dptica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES), além do método de Kjeldahl para determinacéo de
N. Em geral, os resultados mostraram macronutrientes em niveis adequados, enquanto, dentre
0s micronutrientes, Cu e Zn foram encontrados no limite critico para quase todas as variedades
estudadas. A selecdo da variedade RB966928 para producao do material de referéncia candidato
foi baseada nas caracteristicas nutricionais para alta produtividade, nos menores valores de
coeficientes de variacdo de amostragem em campo (CV<30%) e nas caracteristicas
agrondmicas. A producdo do material candidato foi realizada a partir de 90 kg de folhas,
utilizando apenas 15 cm da parte central sem a nervura principal. Apds diversos testes para
determinar o melhor procedimento de preparo, as folhas foram liofilizadas, moidas e
homogeneizadas, obtendo-se 410 frascos do material candidato contendo 20 g cada. A
caracterizagdo fisica mostrou umidade residual do material de 3,8 % e tamanho de particulas
<115 pm. Testes de homogeneidade dentro do frasco e entre frascos foram realizados
utilizando INAA e método de Kjeldahl. Os resultados de fracdo de massa demonstraram a
homogeneidade do material dentro de frascos para dezoito elementos, usando massas de 180 mg
a 200 mg. J& a homogeneidade entre frascos foi comprovada para vinte elementos. Estudos de
estabilidade a curto e a longo prazo demonstraram que o material manteve-se estavel nas trés
condigOes avaliadas (40°C com umidade relativa a 100%, 20°C e -20°C). A caracterizagdo
guimica final do material foi realizada no National Institute of Standards and Technology
(NIST), Estados Unidos, onde foram atribuidos valores para dezoito elementos com respectivas
incertezas expandidas associadas: Al, Br, Ca, Ce, ClI, Co, Cs, Fe, K, La, Mg, Mn, Na, Rb, Sc,
Sm, Th e Zn. Além disso, foram atribuidos valores estimativos para Hf, N, P, Sb, Sr e V
determinados pelo método de Kjeldahl e INAA.

Palavras-chave: Variedades. Nutrientes. Homogeneidade. Estabilidade. Incertezas.
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ABSTRACT

MARTINEZ, M. I. V. Development and production of certified reference material of
sugarcane leaves for assessment of nutritional quality. 2016. 180 f. Thesis (Doctorate) -
Nuclear Energy Center for Agriculture, University of Sdo Paulo, Piracicaba, 2016.

The sugarcane and derived products are of great economic importance for Brazil and several
other countries. Many varieties of sugar cane are grown and new varieties have been developed
to seek productivity gains. In this sense, certified reference materials (CRMs) are necessary for
the quality control of measurement systems and validation of methods, aiming at the study of
the nutritional status of the different sugarcane varieties for optimizing fertilization and
increasing production. However, according to the international database of certified reference
materials (COMAR) there is not a suitable CRM for the assessment of nutritional status
of sugarcane. Thus, this work investigates the possibility of producing a reference material from
leaves of sugarcane to fulfill such a demand. The work was divided into two main steps: 1)
study of sugarcane varieties regarding elemental composition and 2) development of the
reference material. Twelve varieties of sugarcane grown in the State of Sdo Paulo were covered
in the study: CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000,
RB855156, RB965902, RB966928 and SP832847. The analytical techniques used for the
assessment of composition were neutron activation analysis (NAA) and optical emission
spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES), in addition to the Kjeldahl
method for determination of N. In general, the results showed macronutrients in adequate
levels, while, among the micronutrients, Cu and Zn were found in the critical limit for almost
all the varieties studied. The selection of the variety RB966928 for producing the candidate
reference material was based on the nutritional characteristics for high productivity, on the
lower coefficients of variation of sampling in the field (RSD < 30%) and on the agronomic
characteristics. The candidate material was produced from 90 Kkgof leaves,
using only 15 cm from the central part without the main rib. After various tests for determining
the best preparation procedure, the leaves were lyophilized, milled and homogenized,
obtaining 410 bottles of the candidate material containing 20 g each. The physical
characterization found residual moisture of 3.8 % and particle size < 115 um. Homogeneity
tests within and between bottles were performed using NAA and Kjeldahl method. The results
confirmed the within bottle homogeneity of the material for all eighteen elements, using masses
from 180 mg to 200 mg, while the homogeneity between bottles was confirmed for twenty
elements. Stability studies in the short and the long term demonstrated that the material was
stable in the three conditions used (40°C with a relative humidity of 100%, 20°C
and -20°C). The final characterization of the candidate material was performed at NIST,
National Institute of Standards and Technology, United States, where values were assigned for
eighteen elements with respective expanded uncertainties: Al, Br, Ca, Ce, Cl, Co, Cs, Fe, K,
La, Mg, Mn, Na, Rb, Sc, Sm, Th, and Zn. In addition, estimated values were also assigned
for Hf, N, P, Sh, Sr and V determined by the Kjeldahl method and INAA.

Keywords: Varieties. Nutrients. Homogeneity. Stability. Uncertainties.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar é um dos principais produtos agricolas do Brasil hd muitas décadas.O
pais ocupa a primeira posicdo no ranking mundial da cultura, produzindo principalmente agucar
e etanol, e, mais recentemente bioeletricidade. A quantidade produzida e a tecnologia existente
permitem que o pais seja 0 maior exportador mundial de agucar de cana, respondendo por 50%
de todo o produto comercializado no mundo, consolidando-se assim como importante agente
no mercado internacional (UNICA, 2016).

Em relacdo ao etanol, o pais compartilha a lideranca nas exportagdes com os Estados
Unidos da América, sendo o segundo maior produtor responsavel por 29,2 bilhGes de litros na
safra 2015/2016. Além da producdo de aglcar e etanol, a cana-de-agucar tem sido muito
utilizada para a fabricacdo de cachaca, rapadura e agucar-mascavo, alimentacdo de animais e
adubos agricolas (CONAB, 2015; UNICA, 2016).

Dada a relevancia econémica da cana-de-agUcar e a demanda cada vez mais aquecida
de agucar e etanol, tém sido realizados muitos estudos de sistemas de plantio e desenvolvimento
de novas variedades comerciais, com maior conteldo de acUcar e resisténcia a doencas,
buscando incremento da produtividade e suprimento do mercado nacional e internacional em
expansdo (CTC, 2011).

Segundo Malavolta (2006), existe uma relacdo estreita entre o contetido de nutrientes e
a alta produtividade da cana-de-acucar. Deve-se avaliar o estado nutricional da planta para
corrigir as deficiéncias de nutrientes, planejar as quantidades e formas de aplicacdo de
fertilizante, bem como otimizar o sistema de cultivo (OLIVIERA et al., 2007). Portanto, ter
conhecimento da disponibilidade de nutrientes do solo é importante. Em relacdo a adubacdo da
cana-de-acucar, € preciso um fornecimento adequado e equilibrado de macronutrientes (Ca, K,
Mg, N, P e S) e micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn), ja que cumprem papel importante
no crescimento das raizes, sintese de aminoacidos e proteinas, fotossintese, metabolismo de
carboidratos e fixacdo de nitrogénio (DINARDO-MIRANDA et al., 2010), sendo assim
classificados como essenciais e benéficos. O silicio € um macronutriente benéfico que
desempenha um papel importante na cana-de-agucar, conferindo maior tolerancia a doencas e
pragas e aumentando a produtividade (KORNDORFER; DATNOFF, 1995; MOORE; BOTHA,
2014).

Geralmente, estima-se a necessidade dos nutrientes na cana-de-agucar pela analise
guimica do solo, que é o método mais utilizado para avaliar a fertilidade do solo,

recomendando-se a quantidade de adubo requerido para complementacdo. Nao obstante, esse
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tipo de andlise apresenta algumas limitagGes, principalmente quanto a quantidade de amostra,
uma vez que apenas alguns gramas de solo deverdo representar muitos hectares (ORLANDO
etal., 1994). Além disso, a amostragem do solo somente pode ser realizada em cana-planta, ndo
sendo considerada a cana-soca devido a problemas na obtencdo de amostras de solo
representativas apos aplicagdo de fertilizantes (MCCRAY et al., 2010). Nesse contexto, a
determinacdo de nutrientes em folhas é considerada importante ferramenta na avaliacdo do
estado nutricional, uma vez que elas apresentam alta atividade metabdlica, refletindo na
composicdo as mudancas nutricionais, sejam advindas do solo ou adubo (VITTI; MAZZA,
2002; OLIVEIRA, 2008).

A andlise foliar na cultura da cana possibilita conhecer a faixa de variacdo dos
macronutrientes e micronutrientes em folhas e identificar provaveis areas deficientes destes
elementos (GALLO; HIROCE, 1968). Para uma correta avaliacdo, alguns fatores como tipo de
folha amostrada, época da amostragem, variedade de cana e tipo de solo devem ser considerados
(ORLANDO et al., 1994).

A determinacdo dos elementos nutrientes pode ser feita por diferentes técnicas
analiticas. Algumas delas requerem tratamento quimico prévio da amostra antes da analise,
enquanto outras fazem por anélise direta de solidos. Entre esses técnicas, tém-se analise por
espectrometria de absorcéo atomica (AAS) (WAHEED et al., 2009), espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de absorcdo atémica
com forno de grafite (GFAAS) (COLLIN; DOELSCH, 2010), espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (CALDAS et al., 2009), espectrometria de
fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF) (CUNHA et al., 2004), analise por ativacao
neutronica (NAA) (AWADALLAH et al., 1995) e espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por laser (LIBS) (NUNES et al., 2010). Para garantir a exatiddo e a precisao
do sistema de medicdo analitica, é necessario o0 uso de materiais de referéncia certificados
(CRMs) para controle, otimizacdo e validacdo de métodos, garantindo melhor aceitacdo e
confiabilidade dos resultados (ZSCHUNKE, 2000).

Materiais de referéncia certificados (CRMs) tém papel essencial e aplicabilidade
especifica nos procedimentos analiticos, devendo ser selecionados de acordo com
caracteristicas fisicas e quimicas, composi¢ao matricial, concentracdo e incerteza associada dos
analitos (BIEVRE, 2006). Contudo, ha algumas restri¢ces na selecéo, ja que ndo existem CRMs
para atender as mais diferentes variedades de amostras e analitos, devido ao trabalho, tempo e
custos envolvidos no processo de preparacdo e certificagdo dos materiais. Muitas vezes o

produtor de CRMs ndo consegue lidar com o incremento da demanda, resultando em uma
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quantidade reduzida de matrizes disponiveis para um nimero limitado de analitos (ARNIGO et
al., 2004; ULBERTH, 2005).

Para o setor canavieiro, ja foram produzidos um material de referéncia de bagaco de
cana-de-acucar (NIST RM 8491) para avaliacdo de materiais lignocelulésicos (NIST, 2016), e
um material de referéncia para avaliar o teor de sacarose, pelo Instituto Nacional de Metrologia
da Tailandia (BOONYAKONSG et al., 2010). Entretanto, ainda ndo foi disponibilizado um
material de referéncia de cana-de-acucar certificado em elementos quimicos. A producéo de
CRM a partir de folhas de cana-de-agucar para avaliar o estado nutricional traduz-se, portanto,
numa prioridade do setor canavieiro, devido & importancia econdmica da cultura com crescente
demanda de acucar e etanol por parte do mercado internacional.

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de material de referéncia de
folhas de cana-de-agucar certificado para macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Si),
micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn) e elementos tracos (Br, Ce, Co, Cr, Cs, Hf, La,
Na, Rb, Sb, Sc, Th), com a finalidade de avaliar o estado nutricional das variedades ja
consolidadas para cultivo como aguelas em desenvolvimento.

Para tal, os objetivos especificos propostos foram:

1) Caracterizacdo quimica de doze variedades de cana-de-aclcar mais plantadas no Estado de
Sdo Paulo, visando otimizacéo das condic¢des de producdo do material candidato

2) Selecéo da variedade mais representativa para producéo do material

3) Producdo do material de referéncia e avaliacdo das caracteristicas fisicas e quimicas,
homogeneidade dentro e entre frascos e estabilidade

Pretende-se disponibilizar este novo CRM aos laboratérios do pais e do exterior,
envolvidos com o setor produtivo da cana-de-agUcar, atendendo as demandas do controle da
qualidade analitica em medi¢Ges quimicas exatas, precisas e confiaveis.

Este projeto de pesquisa foi apoiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP), por médio do projeto n° 2011/21675-0.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Cana-de-acUcar

A cana-de-aclcar € uma cultura perene pertencente a familia Poaceae e ao género
Saccharum, originaria do sudeste da Asia, provavelmente da Nova Guiné, cultivada em climas
tropicais e subtropicais entre as latitudes 35° norte e 35° sul e altitudes desde o nivel do mar até
1000 m. Esta cultura é constituida por touceira, colmo, gemas, folhas e palmito, sendo assim
diferenciada das outras espécies vegetais (DINARDO-MIRANDA et al., 2010). A cana-de-
acucar é cultivada em 121 paises, com area total de 20,94 milhdes de hectares e 1,91 bilhdes de
toneladas de cana produzida, sendo os principais produtores, em ordem decrescente de
producio, Brasil, india, China, Tailandia e Paquistido (FAOSTAT, 2014).

No Brasil, a cana-de-acucar € uma cultura sustentavel, versatil e renovavel, cultivada
desde 1532, que apresenta grande interesse econdmico, cientifico, ambiental e tecnoldgico para
a sociedade devido as diversas utilidades como matéria prima de produtos e fonte alternativa
de energia limpa para combustiveis fdsseis. Entre os principais produtos da cana-de-agucar,
tém-se acucar e etanol de primeira e segunda geracao, enquanto outros subprodutos, tais como
bioeletricidade, cachaca, rapadura, acucar-mascavo, diesel, solventes, detergentes,
lubrificantes, papel, alimentos para animais e fertilizantes, sdo gerados a partir de residuos de
bagaco, torta de filtro, melaco, vinhaga e palha (EMBRAPA, 2015).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil produz
mais de 650 milhdes de toneladas de cana-de-agucar por ano, em uma area aproximada de
9,0 milhdes de hectares (Safra 2015/16), liderando a producdo mundial de agucar com 35
milhdes de toneladas, enquanto o etanol total produzido ultrapassa 29 bilhdes de litros
(CONAB, 2015).

As principais regides produtoras sdo Centro-Sul, Norte e Nordeste, constituidas pelos
estados de S&o Paulo, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parang, Pernambuco e Mato
Grosso, responsaveis por 94,7% da producdo nacional. As 430 usinas em operacdo foram
modernizadas, com adocdo de novas tecnologias desde o plantio até a producdo de agucar,
etanol e bioeletricidade (CONAB, 2015; UNICA, 2016). A Figura 1 apresenta a localizagéo das

usinas de cana-de-agucar e refinarias de biodiesel no Brasil (CONAB, 2012).
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Figura 1. Localizacdo das usinas de cana-de-agucar e refinarias de etanol no Brasil
Extraido de CONAB (CONAB, 2012)

De acordo com a Organizacao Internacional do Acucar (ISO) e a Organizacdo das
NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), a produ¢do mundial de aglcar de
184 milhdes de toneladas na safra 2015/16 deve continuar crescendo até 215 milhdes de
toneladas na safra 2023/24, enquanto a producéo global de etanol devera ser incrementada para
168 bilhdes de litros na safra 2023/24 para suprir 0 mercado internacional em expansao (FAO,
2015).

O Brasil vive um momento de exigéncias de crescimento na producéo tanto de cana-de-
acucar, quanto de etanol e de aclcar. Os ganhos obtidos pelo uso de novas tecnologias durante
a producdo e o processamento de cana-de-agucar ndo sdo suficientes para atender as demandas
de acucar e etanol das préximas décadas (CONAB, 2015; FAO, 2015). Isso implica a acdo
conjunta de diferentes &reas de interesse, que tém como finalidade desenvolver novos sistemas
de plantio e variedades, incluindo as transgénicas, para serem colocados a disposicao do setor
sucroalcooleiro (CTC, 2014).

2.1.1. Variedades

As primeiras variedades de cana-de-acucar no Brasil foram desenvolvidas a partir de

um hibrido de Saccharum barberi e Saccharum officinarum. Atualmente, mais de
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200 variedades de cana-de-acgUcar foram desenvolvidas a partir de cruzamentos, enquanto mais
de 5000 foram obtidas de melhoramento genético pelo Centro de Tecnologia Canaviera (CTC),
pela Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) e
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). O desenvolvimento de variedades € realizado
em funcéo dos interesses agrondmicos e industriais, i.e., etanol (maior biomassa) e agucar
(maior teor de agUcar). Estas variedades desenvolvidas devem atender diversos requisitos da
qualidade, como maior teor de agucar, produtividade, resisténcia a doencas, pragas e variacoes
climaticas, colheita mecanizada, dentre outros (CTC, 2013; CTC, 2014; EMBRAPA, 2015). As
variedades recebem uma nomenclatura especifica informada pela instituicdo responsavel do
cruzamento, ou seja, IAC (IAC), RB (RIDESA), SP e CTC (CTC), PO (Cosan) e PB
(Syngenta).

As variedades podem ser classificadas em funcao do tempo de maturacao, ou seja, como
hiperprecoce (5-6 meses), precoce (12 meses), média (18 meses) e tardia (24 meses), obtendo-
se maior desenvolvimento e produtividade quando sdo plantadas em ambientes de produgéo
apropriados que fornecam condicGes nutricionais adequadas para cada variedade.

O ambiente de producdo considera as caracteristicas fisicas (textura), hidricas (agua),
morfoldgicas (horizonte), quimicas e mineraldgicas dos solos (nutrientes), associadas com
subsuperficie dos solos (profundidade) e condicbes climéticas. Existem cinco tipos de
ambientes de produgéo (A, B, C, D, E e F) que visam facilitar o manejo das variedades nos
diferentes tipos de solos, o0s quais séo classificados de acordo com o potencial de produtividade
como A (alto), B (médio/alto), C (médio), D (médio/baixo), E (baixo) e F (manejo diferenciado)
(PRADO, 2005; CTC, 2008).

2.1.2. Nutrientes

Nutrientes em plantas sao classificados como essenciais (B, Ca, Cl, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Mo, N, P, S, Zn), benéficos (Co, Na, Ni, Si) e toxicos (Al, As, Cd, Cr, Pb, Hg, Rb, Se), sendo
divididos em funcéo da fracdo de massa como macronutrientes, micronutrientes e elementos
tracos. Os nutrientes essenciais e benéficos desempenham papel importante na producdo e
incremento da produtividade da cana-de-agucar. A Tabela 1 apresenta a funcdo de cada
elemento na planta. A exigéncia por esses nutrientes varia em funcéo do tipo de cana (planta
ou soca), variedade, ciclo, estagio de crescimento, numero de corte, ambiente de producéo e
produtividade (BAKKER, 1999; DINARDO-MIRANDA et al., 2010).
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Tabela 1. Funcéo e deficiéncia dos nutrientes em cana-de-acucar (BABU, 1990; BAKKER,
1999; SINGH et al., 2002; MOORE; BOTHA, 2014)

Elemento Funcao Deficiéncia

Boro Desenvolvimento de novos tecidos, Folha fragil e estreita (necrose
enraizamento e perfilhamento foliar)

Célcio Ativacdo de enzimas, parede celular, Incrementa acidez da solucéo
intercdmbio idnico na solugéo do solo e do solo, diminui crescimento
absorgéo de nutrientes pela raiz de raizes e colmos finos

Cloro Crescimento e metabolismo Diminui o crescimento

Cobalto Fixacdo de N do ar Clorose foliar

Cobre Ativacgdo de enzimas, clorofila, lignificagdo Afeta formacédo da clorofila e
da parede celular metabolismo da cana-planta

Enxofre Desenvolvimento da cana e alta Afeta folhas e colmos
produtividade de colmos

Ferro Enzimas, tecidos, clorofila, fotossintese e Afeta crescimento de folhas e
catalisador raizes

Fosforo Fotossintese, metabolismo de agucar, Reduz crescimento, perfilhos,
crescimento de raizes e perfilhamento afeta colmo e raizes

Magnésio Clorofila, enzimas e sintese de proteinas Afeta o colmo e diminui

crescimento e produtividade

Manganés Enzimas, atividade metahdlica, Reduz crescimento e
fotossintese, clorofila desenvolvimento da cana

Molibdénio Metabolismo de nitrogénio na planta Raias amarelas na folha

Niquel Ativador de urease Clorose foliar

Nitrogénio Constituinte de proteinas, enzimas e acidos  Reduz crescimento,
nucleicos. Maximiza a producéo de massa  produtividade e qualidade da
seca e perfilhamento cana

Potassio Ativacdo de enzimas, sintese de proteinas e  Necrose foliar e diminui o teor
fotossintese de acucar no colmo

Rubidio Incrementa a quantidade de raizes

Silicio N&o definida Afeta a folha e produtividade

Sadio Fotossintese Clorose e necrose

Zinco Ativador de enzimas, sintese de proteinas e  Clorose, necrose e reduz

metabolismo de carboidratos

crescimento de raizes
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Os macronutrientes mais exportados do solo para a cana-de-agucar sao K > N > P e 0s
micronutrientes, Fe > Mn > Zn > Cu > B > Mo. A maioria dos micronutrientes é encontrada
em fragdes de massa proximas ao nivel critico devido a disponibilidade no solo e acumulagéo
na planta, com excecéo de Fe e Mn. O nivel critico de um elemento no tecido vegetal é definido
como o valor abaixo ou acima da faixa de fracdo de massa adequada, quando séo afetados o
crescimento e a producdo da cana-de-actcar (DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

A quantidade aplicada destes elementos usando fertilizantes deve ser apropriado para
garantir o equilibrio nutricional da planta. A deficiéncia pode reduzir o crescimento, afetar a
producdo e diminuir o teor de aglcar no colmo, enquanto o excesso produz toxidez e altera a
biodisponibilidade de outros elementos como por exemplo, a deficiéncia de N reduz o
crescimento da cana-de-agucar e o excesso de P cria deficiéncia de Cu, Fe e Zn (BENTON,
1998; BAKKER, 1999).

As fragcOes de massa de macronutrientes e micronutrientes para a alta produtividade da
cana-de-acUcar sdo apresentadas na Tabela 2 (RAIJ et al., 1996).

Tabela 2. Faixa de fracbes de massa adequadas de macronutrientes e micronutrientes para
folhas de cana-de-acUcar (RALJ et al., 1996)

Macronutrientes (g/kg)

N P K Ca Mg S
18-25 15-3,0 10-16 2,0-8,0 1,0-3,0 1,5-3,0
Micronutrientes (mg/kg)

B Cu Fe Mn Mo Zn
10-30 6-15 40 - 250 25-250 0,05-0,20 10-50

Por outro lado, as plantas séo receptoras passivas de elementos tracos (< 1 mg/kg) e
possuem a capacidade de absorver e acumular a partir de solo, agua e ar (KABATA, 2011). A
quantidade absorvida e a disponibilidade destes elementos dependem da variedade da cana-de-
acucar e variabilidade das caracteristicas edaficas (BAKKER, 1999).

Os elementos tracos determinados em cana-de-agucar sdo Ag, Al, As, Au, Ba, Be, Br,
Cd, Ce, Cr, Cs, Eu, Ga, Hf, La, Li, Lu, Mo, Nb, Pb, Rb, Sh, Sc, Se, Sm, Sn, Sr, Ta, Th, Ve W
(MOHAMED, 1986; WAHEED et al., 2009). No entanto, ha necessidade de maior estudo para
definir o papel desses elementos no crescimento da cana-de-agucar.

A determinacdo da quantidade aplicada de adubos e fertilizantes na cana-de-agucar vem
sendo realizada pelo uso de metodologia de diagnose nutricional empregando amostras de solo

e folhas, assim como a diagnose visual e o histérico da area para confirmar a deficiéncia e a
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toxicidade de um nutriente. Os nutrientes devem ser encontrados em equilibrio quimico no solo,
sendo assim fornecidos de forma balanceada e equilibrada para obtengéo de alta produtividade.
A adubacéo apropriada dos solos permite incremento de 50 a 60 % na producéo e representa
até 30 % dos custos de producdo (DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

2.1.3. Diagnose nutricional

A avaliacdo do estado nutricional da cana-de-actcar vem sendo realizada usando dois
métodos complementares, a analise quimica do solo que avalia a fertilidade do solo e a anélise
quimica de folhas que mostra o estado nutricional da planta em um dado momento.

O solo é um material complexo e heterogéneo. A disponibilidade dos nutrientes e o
aproveitamento dos fertilizantes variam em funcéo das reacfes quimicas e microbioldgicas.
Entretanto, a planta € o extrator universal que reflete a exigéncia de nutrientes em relagdo a
capacidade do solo. A diagnose foliar monitora a disponibilidade dos nutrientes durante o
crescimento e producdo das culturas, identificando a deficiéncia e a toxicidade de cada nutriente
e permitindo um diagndstico mais eficiente da necessidade de adubacéo, especialmente para
micronutrientes. A diagnose foliar na cana-de-acUcar depende do tipo de folha amostrada, época
de amostragem, idade cronoldgica e fisiolégica que varia em fun¢do do tipo de cana (planta ou
soca), variedade de cana e tipo de solo. Os valores obtidos sdo empregados nas recomendacdes
de adubacdo do solo (DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

A determinacdo dos macronutrientes e micronutrientes em folhas pode ser realizada por
diferentes técnicas analiticas, a maioria delas requerendo um prévio tratamento da amostra antes
da analise, enquanto outras sdo por analise direta de solidos. A escolha da técnica é feita em
funcdo da matriz, elemento de interesse e a concentracdo na planta, sendo a analise por absor¢édo
atdbmica de chama (FAAS) e a espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) empregadas para a determinagdo de macronutrientes e
micronutrientes, e 0 método de Kjeldhal para determinar N (KALRA, 1998). A Tabela 3 mostra
alguns estudos realizados para avaliacdo nutricional da cana-de-acgucar.

A obtencdo de medicGes analiticas confidveis a partir destas técnicas em agricultura é
fundamental para padronizar a eficiéncia dos laboratérios, cumprir 0os regulamentos de

conformidade do governo, otimizar o manejo do solo e a eficiéncia da aplicagéo de fertilizantes.
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Tabela 3. Técnicas analiticas para avaliar a composicao nutricional da cana-de-agtcar

Técnicas Amostras Elementos Referéncias
ICP OES Folhas Ca, K, Mg, P, S, Al, B, Cu, Fe, Mn, Zn  Miranda et al., 2014
LIBS Folhas P, K, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn, Zn Nunes et al., 2010

P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, B, Si Guerra et al., 2015
HR-CS FAAS Folhas Cu, Fe, Mn, Zn, Ca, Mge K Oliveira, 2010
EDXRF Folhas P, K, Ca, S, Fe, Mn, Si Guerra et al., 2015
INAA Caldo Fe, Hf, Sc,Th Fernandes et al., 2009
INAA AcUcar As, Br, Hg, Sb, Se Waheed, 2009

Nota: LIBS - Espectrometria de emissdo éptica com plasma induzido por laser
ICPOES - Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
HR-CS-FAAS — Espectrometria de absorcdo atdmica com fonte continua e de alta resolugdo
EDXRF - Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva
INAA - Anélise por ativa¢do neutrdnica instrumental

A falta de concordancia das medicfes analiticas entre os laboratdrios pode afetar
diretamente a credibilidade dos resultados. A contribuicdo da incerteza de medicdo €
estabelecida em diferentes etapas, tais como pre-amostragem, amostragem, calibragéo e
determinacéo dos elementos de interesse. A competéncia do analista para o preparo do material
é também um fator importante para a incerteza de medicdo. Assim, 0 uso de materiais de
referéncia apropriados torna-se necessario para monitorar, otimizar e validar métodos,
garantindo exatiddo, precisdo, qualidade e rastreabilidade das medi¢des analiticas (KALRA,
1998; ZSCHUNKE, 2000).

2.2. Material de referéncia

2.2.1. Histoérico de materiais de referéncia no mundo

O desenvolvimento das primeiras amostras de referéncia e materiais de referéncia
remonta ao inicio da quimica analitica. No século XIX, os reagentes quimicos empregados
apresentavam baixo grau de pureza, sendo necessarios materiais purificados como padrdes
primarios. Um dos primeiros padrdes recomendados foi 0 As,Oz (triéxido de arsénio), por Gay-
Lussac (1824). Sorensen (1887) prop0s critérios para a selecdo de padrbes quimicos primarios.
J& o primeiro material de referéncia bioldgico foi utilizado para a determinagdo de gordura em
leite e identificar leite adulterado em Londres em 1880 (STOEPPLER et al., 2001).

No entanto, a necessidade de comparar resultados analiticos entre laboratorios de
diferentes paises levou a criagdo em 1906, nos Estados Unidos, do National Bureau of Standards
(NBS), hoje conhecido como National Institute of Standards and Technology (NIST). O
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Instituto deu inicio ao primeiro programa de producéo de materiais de referéncia para atender
a demanda de padrbes da engenharia industrial e da industria metaltrgica (ZCHUNKE, 2000).
Atualmente, materiais de referéncia (RMs) tém sido produzidos para atender a
necessidade de diferentes areas de interesse como medicina, geoquimica, biologia, ambiente,
metalurgia, indUstria, agricultura, entre outras. De acordo com a base de dados internacional
para materiais de referéncia (COMAR), foram produzidos 10624 materiais por 240 produtores
em 27 paises, incluindo o Brasil (COMAR, 2016). Os maiores produtores de CRMs séo Japéo
(National Metrology Institute of Japan, NM1J), China (Chinese National Research Centre for
Certified Reference Materials, CN CRM), Fran¢a (Laboratorie National de Métrologie et
d'essais, LNE), Alemanha (Bundesanstalt fur Material Forschung und Prifung, BAM),
Inglaterra (International Life Sciences and Testing Services Company, LCG), Bélgica (Institute
of Reference Materials and Measurements, IRMM), Poldnia (Polish Institute of Nuclear
Chemistry and Technology, INCT), Rassia (The Ural Scientific
Research Institute for Metrology, UNIIM), Coreia (Korea Research Institute of Standards and
Science, KRISS), Estados Unidos (National Institute of Standards and Technology, NIST),
Australia (National Measurement Institute, NMI) e Republica Checa (Czech Metrology
Institute, CMI). A Figura 2 apresenta 0s paises produtores de materiais de referéncia
certificados (CRMs), bem como a quantidade de produtores e de CRMs produzidos.
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Figura 2. Paises produtores e CRMs produzidos (COMAR, 2016)
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Estes materiais podem ser classificados em 8 campos de aplicagdo: 1) metais ferrosos
(12 %); 2) metais ndo ferrosos (15 %); 3) materiais industriais (19 %); 4) propriedades
fisicas (14 %); 5) organicos (9 %); 6) inorganicos (14 %); 7) qualidade de vida (14 %) e 8)
bioldgicos e clinicos (3 %) (COMAR, 2016).

2.2.2. Definicdo

De acordo com a ISO Guia 30 e o Vocabulério Internacional de Metrologia (VIM),
Materiais de Referéncia (RMs) e Materiais de Referéncia Certificados (CRMSs) sdo utilizados
para a calibracdo de instrumentos de medicdo, avaliacdo de processos de medicéo e controle da
qualidade interna e externa de medicGes em laboratérios (VIM, 2012; 1SO GUIDE 30, 2015).
No entanto, existem trés termos que devem ser diferenciados, ou seja, RMs, CMRs e material
de referéncia candidato.

Material de referéncia (RM) é definido como um material suficientemente homogéneo
e estavel em relacdo a propriedades especificas, preparado para se adequar a uma utilizacao
pretendida numa medicdo ou num exame de propriedades qualitativas e quantitativas, i.e.,
calibracdo de sistemas de medicéo, atribuicdo de valores a outros materiais, controle da
qualidade e identificacdo de substancias ou espécies (ISO GUIDE 30, 2015).

Material de referéncia certificado (CRM) é o material de referéncia que vem
caracterizado por um procedimento metroldgico valido para uma ou mais propriedades
especificas, acompanhado por um certificado que fornece valores das propriedades especificas
com incertezas associadas e rastreabilidade metroldgica (ISO GUIDE 30, 2015).

Material de referéncia candidato € um material produzido como um material de
referéncia (RM). Este material deve ser caracterizado e avaliado para garantir seu apropriado
uso nos procedimentos de medicao. Para ser reconhecido como um RM, a homogeneidade e a
estabilidade de uma ou mais propriedades especificas do material candidato devem ser
avaliadas (ISO GUIDE 30, 2015).

2.2.3. Selecéo e uso de CRMs

RMs e CRMs cumprem papel importante na padronizagdo mundial de sistemas de
medicdo e acreditacdo de laboratérios. CRMs sdo empregados para calibrar os sistemas de
medicdo, avaliar procedimentos analiticos, eficiéncia de equipamentos, definir escalas de

medicéo, ensaios interlaboratoriais, demonstracdo de rastreabilidade e analises qualitativas.
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De acordo com o VIM, a rastreabilidade é uma propriedade do resultado de medigéo,
que pode ser relacionado a uma referéncia, através de uma cadeia continua documentada de
calibracdo, cada uma contribuindo para a incerteza de medicao (VIM, 2012).

A selecdo e uso de CRMs deve ser efetuada de acordo com suas caracteristicas,
aplicacdo, composicdo matricial, analitos de interesse, faixa de concentragdo, incerteza
associada, massa minima, homogeneidade e estabilidade, condi¢Bes de armazenamento e
potenciais interferentes. Dessa forma, sdo procurados CRMs com composi¢do semelhante a da
amostra de interesse (ZCHUNKE, 2000; BIEVRE, 2006).

Apesar da grande quantidade de materiais produzidos em nivel mundial (cerca de 10600
CRMs), ha algumas restri¢bes na selecdo e uso destes materiais, ja que ndo existem suficientes
CRMs para atender as mais diferentes variedades de amostras e analitos. A limitacdo da
disponibilidade de CRMs esté relacionada com: 1) tempo de preparacdo e certificacdo do
material e gastos associados; 2) alto custo de aquisicdo e 3) validade do material (COMAR,
2016). Por conseguinte, muitos laboratérios em diferentes paises produzem RMs de matriz
semelhante as amostras (ARNIGO et al., 2004; ULBERTH, 2005).

2.2.4. Material de referéncia no Brasil

A producdo e comercializacdo de CRMs no Brasil para as areas de geoquimica, biologia,
ambiente e inddstria sdo realizadas por algumas instituicdes, tais como: 1) Instituto de Pesquisas
Tecnologicas do Estado de Sao Paulo (IPT), que produz CRMs desde 1975 e ja desenvolveu
mais de 130 materiais constituidos por aco, ligas metélicas, minérios, cerdmicas, vidro,
fertilizantes, viscosidade, massa, ponto de fluidez, ponto de fulgor e ponto de névoa, entre
outros (IPT, 2016); 2) Centro de Tecnologia Mineral (CETEM), que desenvolve materiais para
a area de mineracdo e metalurgia como, por exemplo, bauxita e sulfato de cobre (CETEM,
2016); 3) Centro Tecnolégico de Polimeros (SENAI/CETEPO), que produz materiais para
medir viscosidade, resisténcia a abrasdo em elastdmero e redbmetro (SENAI, 2016); 4) Instituto
Nacional de Controle da Qualidade na Saude (INCQS), que produz microorganismos de
referéncia (INCQS, 2016) e 5) Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO), que produz padrdes de bioetanol, pH, condutividade, etanol em agua, cachaga e
acido cloridrico (INMETRO, 2016).

A procura de CRMs para atender as necessidades do agronegdcio brasileiro tem
aumentado devido as exigéncias dos regulamentos nacionais e internacionais de seguranga

alimentar e nutricional. O Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) vem
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incentivando universidades e institutos de pesquisa, como o Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA), a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP),
ambas pertencentes a Universidade de Sdo Paulo (USP), e a Embrapa Pecuaria Sudeste
(EMBRAPA) a produzirem RMs para o controle da qualidade de produtos agropecuarios e
alimentos. J& foram produzidos 12 RMs no total, incluindo tecidos de origem animal (sangue,
mausculo, rim e figado bovino), insumos pecuérios (adubo fosfatado, forragem concentrada e
mistura mineral) e materiais de origem vegetal (arroz, soja, polpa de tomate e folhas de tomate).
H4, ainda, outras instituicdes de pesquisa produtoras de RMs, como o Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN) e o Instituto de Quimica de S&o Paulo (IQ-USP).

2.2.5. Importancia do material de referéncia de cana-de-agucar

A demanda por RMs produzidos para avaliagdo nutricional, assim como a procura por
programas de ensaios de proficiéncia, tém se expandido nos laboratérios de qualidade do setor
canavieiro. No entanto, ainda ndo foram disponibilizados CRMs de cana-de-agucar para
avaliacdo de macronutrientes e micronutrientes. O NIST produziu em 2011 um material de
referéncia de bagaco de cana-de-acucar (NIST RM 8491) para o controle dos métodos analiticos
de determinacdo de materiais lignocelulésicos (NIST, 2016), enquanto o Instituto Nacional de
Metrologia da Tailandia preparou em 2015 um material de referéncia para avaliar o teor de
sacarose (BOONYAKONG et al., 2010).

Estudos encontrados na literatura apresentam a determinacdo de macronutrientes e
micronutrientes em cana-de-agucar, por diferentes técnicas analiticas, utilizando CRMs
diversos para o controle da qualidade dos procedimentos realizados, incluindo NIST SRM 1515
(folhas de macd), NIST SRM 1570 (folhas de espinafre), NIST SRM 1572 (folhas de laranja),
NIST SRM 1573a (folhas de tomate), GWB 07603 (folhas e galhos de arvores), IAEA Soil 7
(solo), IAEA V-10 (feno), CRM 7001 (solo arenoso) e CRM 7004 (argila) (COLLIN;
DOELSCH, 2010; NUNES et al., 2010). A Tabela 4 apresenta valores de fracdo de massa de
macronutrientes e micronutrientes adequados para alta produtividade da cana-de-acucar,
juntamente com alguns CRMs vegetais. Verifica-se que sdo necessarios varios CRMs para
atingir faixas de concentracdo semelhantes as da cana-de-agucar para todos os elementos de
interesse na analise de cana-de-agucar. Além disso, existem alguns elementos de interesse que
néo séo certificados nesses materiais.

Por outro lado, tém-se outros estudos de avaliacdo do estado nutricional da cana-de-

acucar, nos quais o uso de CRMs foi substituido por duas ou trés técnicas independentes, para
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otimizar a sensibilidade e a exatiddo das medicGes e, assim, obter resultados de analise mais
confiaveis (AWADALLAH et al., 1995).

Contudo, o uso de outros materiais de referéncia vegetais ndo € uma alternativa muito
recomendada devido a alta capacidade de extracdo de nutrientes da cana-de-agucar,
principalmente K, N, P, Si, Ca e S, e o alto teor de fibra e lignina, sendo assim uma matriz
diferenciada das outras culturas (PROCHNOW et al., 2010). Porém, problemas de
comutabilidade podem ser gerados diretamente pela composi¢do matricial diferenciada ao
serem comparados com 0os CRMs. Pequenas diferencas na composicdo podem resultar na
ocorréncia de interferéncias distintas, ou seja, que ocorrem na amostra e ndo no CRM, ou vice-
versa. Majoritariamente em métodos que requerem a solubilizacdo da amostra, ha necessidade
de cuidado especial com a possivel perda de elementos de interesse devido a incompleta
dissolucdo da matriz (WALKER; LUMLEY, 1999; VESPER et al., 2007). Ademais, nem
sempre se dispdem de dois ou mais métodos independentes para validacdo dos procedimentos
analiticos.

Assim, é importante sempre utilizar CRMs de composi¢do quimica mais proxima
possivel da amostra, j& que CRMs com matrizes diferentes podem aumentar a incerteza,
afetando a exatidao e a precisao das medic¢des (VESPER et al., 2007; KUSELMAN, 2010).

Nesse sentido, o material de referéncia de folhas de cana-de-acucar é de grande
relevancia para o controle da qualidade nutricional, desenvolvimento de novos métodos,

rastreabilidade, otimizacdo do uso de fertilizantes e desenvolvimento de novas variedades.
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Tabela 4. Fragdes de massa de macro e micronutrientes (mg/kg) em folhas associados a alta produtividade de cana-de-agucar comparados com a
composicdo de materiais de referéncia certificados disponiveis (RAN et al., 1996; MALAVOLTA, 2006; COMAR, 2016)

. LGC NIES GBW GBW GBW GBW GBW CTA INCT NIST NIST NIST — NIST
Cana-de-agucar 7155 CRM 7600 7603 07604 08513 08501 VTL-2 TL4 SRM  SRM o SRM o SRM
N°23 1515 1570a 1573a 1572
Elemento Bush Bush L
Tea Virginia . .
- o Strawberry branches branches Poplar Tea Peach Tea Apple  Spinach Tomato Citrus
Minimo Maximo leaves Tobacco
leaves I and and leaves leaves leaves Leaves Leaves Leaves Leaves Leaves Leaves
leaves leaves
N 18000 25000 20100 12000 15000 25600 28900 22500 30300
P 1500 3000 2600 4720 830 1000 1680 1480 2204 1590 5180 2160 1300
K 10000 16000 19600 20300 8500 9200 13800 8630 21700 10300 17000 16100 29030 27000 18200
Ca 2000 8000 15300 2490 22200 16800 18100 8000 36000 5820 15260 15270 50500 31500
Mg 1000 3000 3770 1690 2870 4800 6500 2760 4700 2240 2710 5800
S 1500 3000 1740 3200 7300 3500 2220 2470 4070
Si 10300 19000 5800 6000 7100
B 10 30 34 38 53 27 37,6 33,3
Cu 6 15 9,48 5,2 6,6 9,3 8,96 10,4 18,2 20,4 5,64 12,2 4,7 16,5
Fe 40 250 818 1020 1020 274 347 431 1083 83 368 90
Mn 25 250 171 704 58 61 45 2170 75,4 79,7 1570 54 75,9 246 23
Mo 0,05 0,2 0,32 0,26 0,28 0,18 2,01 0,094 0,17
Zn 10 50 24 31,9 20,6 55 37 22,6 22,8 43,3 34,7 12,5 82 30,9 29

Nota. Os valores em vermelho encontram-se dentro da faixa das concentragdes de macro e micronutrientes na folha de cana-de-agtcar
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2.3. Producéo de material de referéncia

A producdo de CRMs para diferentes areas de interesse é baseada nas ISO Guia 30 a 35.
Estes documentos apresentam conceitos basicos, preparo e uso de RMs, sistemas da qualidade
e principios estatisticos para avaliar o material produzido. Os produtores de RMs devem ter
laboratdrios com sistemas da qualidade e metodologias desenvolvidas que permitam determinar
a rastreabilidade dos elementos de interesse, assim como pessoas treinadas e qualificadas.

A producdo de RMs envolve diferentes etapas e requer planejamento prévio antes do
preparo do material. O planejamento avalia os tipos de materiais (matriz, elementos de interesse
e concentracdo), procedimentos de amostragem, quantidade de material coletado, condicdes de
transporte e armazenamento, procedimentos de preparo do material (secagem e moagem),
selecdo de métodos de medicdo, nimero de amostras para os testes de homogeneidade,
estabilidade e caracterizacdo quimica, e os calculos das incertezas associadas. O nimero de
CRMs produzidos e a validade do material sdo importantes parametros que devem ser
considerados para disponibilidade do material em laboratoérios de interesse (STOEPPLER et
al., 2001). A Figura 3 apresenta as etapas gerais necessarias para coleta e preparo de RMs.

Os tipos de materiais comumente utilizados para a produgdo de RMs sdo: a) geoldgicos
(minéros, rocha, solo, sedimento, ceramica, vidro, fésseis); b) ambientais (cinzas, pd, residuos,
lodos e agua); c) bioldgicos (tecidos animais e plantas, alimentos e produtos agricolas).

Para materiais biologicos, a preparacdo do RM é uma etapa crucial, devido a
representatividade do material (forma quimica, variacdo dos elementos e interferentes) e
procedimentos de limpeza, secagem e moagem, 0s quais podem afetar diretamente a
homogeneidade e estabilidade do material. Deste modo, nesta etapa é fundamental evitar a
degradacdo do material, perda de componentes volateis e potenciais problemas de
contaminacdo. A secagem de RMs é comumente realizada em estufa, por liofilizag&o, vacuo ou
ar (QUEVAUVILLER; MAIER, 1999).

A umidade residual apresentada em materiais bioldgicos apds a etapa de secagem é um
importante parametro de estudo para obter a estabilidade desejada, resisténcia no transporte e
armazenamento, evitando-se mudancas bioldgicas, fisicas e quimicas (STOEPPLER et al.,
2001). Em materiais biofarmacéuticos, a umidade residual é um fator critico e o nivel de
umidade estabelecido para materiais liofilizados varia de 1% a 5% (KRASUCKA et al., 2012).
Ja os materiais de referéncia bioldgicos, para obtencdo da estabilidade desejada devem conter

teores de umidade residual de 2 % a 5 % e menor atividade microbiologica. Assim, para a
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maioria dos materiais de referéncia solidos, é indispensavel remover a umidade objetivando
boa conservacado e durabilidade (STOEPPLER et al., 2001).

Além disso, ter conhecimento do valor da umidade residual de um material € importante
para corrigir os dados analiticos, expressando-se o0s resultados em massa seca. Existem varios
procedimentos utilizados para a determinacdo da umidade residual, ou seja, secagem em estufa,
Karl Fisher, espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), dessecador e liofilizacdo
(ZHENG etal., 2008, AUSTIN et al., 2013). Procedimentos de esterilizacéo e irradiacdo podem
ser também considerados para evitar a degradacdo e a instabilidade do material
(QUEVAUVILLER; MAIER, 1999; STOEPPLER et al., 2001).

O procedimento de moagem é uma etapa importante no preparo do material de
referéncia. A escolha de um moinho adequado € relevante para a obtencdo do tamanho de
particula desejado. Contudo, deve-se evitar o emprego de moinhos que contaminem o material
e afetem a composi¢do quimica em termos de homogeneidade e representatividade do material
candidato (FAJGELJ; ZEISLER, 1998). A moagem do material pode ser realizada em moinho
criogénico, moinho planetario, moinho de bolas, moinho de rotor, moinho de vento, entre
outros.

A distribuicdo do tamanho de particula afeta diretamente a composicdo quimica,
homogeneidade e representatividade de um RM. Ela deve ser apropriada para amostrar uma
massa minima aceitavel para que a heterogeneidade do material ndo comprometa o método de
medicdo. A determinacdo do tamanho de particula € realizada por meio de instrumentos de
difracdo laser por dispersdo umida ou seca. Apesar dos cuidados e do esfor¢o colocado na
preparacdo e conservagdo do material, pode existir um grau de heterogeneidade remanescente
no material de referéncia (FAJGELJ; ZEISLER, 1998; STOEPPLER et al., 2001).
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Figura 3. Fluxograma das etapas gerais de coleta e preparagdo de RMs (STOEPPLER et al., 2001)

2.3.1. Homogeneidade

A homogeneidade é uma das mais importantes propriedades junto a composicédo
quimica para a certificacdo, na qual o material deve apresentar caracteristicas aceitaveis.
Materiais de referéncia de matriz natural ndo sdo totalmente homogéneos, ainda mais
considerando as grandes quantidades de material tomadas para a producdo. Assim, estudos
envolvendo procedimentos de caracterizacéo fisica e quimica devem ser realizados.

A caracterizacdo do material garante as propriedades fisico-quimicas e a validade dos

valores certificados e suas incertezas em analises de amostras ou subamostras. O nimero de
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frascos retirados do lote preparado, selecionados aleatoriamente para essa avaliagdo, deve ser
representativo do numero total de frascos (PAUWELS et al., 1998; ISO GUIDE 31, 2000a;
STOEPPLER et al., 2001).

O teste de homogeneidade é composto pela homogeneidade entre frascos e
homogeneidade dentro do frasco, tendo como principal objetivo verificar se ha diferenca
significativa na fragdo de massa dos elementos de interesse no material em si e entre as unidades
do material produzido. De acordo com 1SO Guia 35 (2006), normalmente sdo selecionadas de
10 a 30 unidades para avaliagdo da homogeneidade entre frascos, e 1 unidade para a
homogeneidade dentro do frasco (ISO GUIDE 35, 2006). E recomendavel utilizar uma massa
minima durante a andlise, com distribuicdo homogénea das caracteristicas do material, ndo
afetando a precisdo e a exatiddo do método (ZEISLER, 1998). Assim, deve ser determinada a
massa minima a ser analisada, em que a homogeneidade é garantida.

Os testes de homogeneidade, em geral, empregam massas maiores que 100 mg, e, para
a maioria de casos, ndao ha diferenca significativa entre as amostras. Pequenas massas de
amostra, entre 1 mg e 10 mg, mostram a varia¢do da composicao quimica devido a distribuicédo
do tamanho de particula, forma da amostra e geometria (FAJGELJ; ZEISLER, 1998; ZEISLER,
1998). Neste contexto, estudos de micro-heterogeneidade do material utilizando massas
menores de 10 mg séo realizados, a fim de se avaliar problemas pontuais de contaminagdo no
material de referéncia candidato (KURFURST et al., 1993; QUEVAUVILLER; MAIER,
1999).

A determinacdo da micro-heterogeneidade de um elemento pode ser efetuada usando as
constantes de Ingamells e Kurfurst (STOEPPLER et al., 2001).

A constante de amostragem de Ingalmells (Ks) é definida pela Equacéo 1:

K¢ =RZxm )

e Constante de amostragem (Ks)
e Coeficiente de variacdo de amostragem (Rs)

e Massa (mg)

A constante de Ingamells (Ks) € expressa em unidade de massa (mg). A incerteza devido
a ndo homogeneidade do material para um intervalo de confianca de 1 % a 8 % € inversamente
proporcional a massa de amostra tomada, em que o desvio padrdo da amostra diminui com o

incremento da massa, observando-se a quantidade 6tima a ser amostrada.
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O fator de homogeneidade relativa (Heg) introduzido por Kurfurst, baseado na
modificacdo de Ingamells, é definido na Equacéo 2:

HE:RSX\/E (2)

e Fator de homogeneidade relativa (Hg)
e Desvio padréo relativo (Rs)

e Massa (mg)

2.3.2. Estabilidade

A avaliacgdo de estabilidade dos CRMs é etapa essencial para a certificagdo do material
e requisito exigido da ISO Guia 34 e 35, ja que os valores das propriedades devem permanecer
constantes durante o tempo de validade do CRM (ISO GUIDE 34, 2000b; ISO GUIDE 35,
2006). Essa avaliacdo tem como objetivo monitorar a estabilidade do material ap6s a preparacéo
durante periodos especificos de tempo, pois o material preparado pode ser suscetivel a
degradacdo por fendbmenos como temperatura, luz, oxigénio, umidade e atividade
microbiologica (LAMBERTY et al., 1998). CondicGes adequadas de armazenamento do
material e o tipo de frasco podem ajudar a diminuir os efeitos de degradacdo produzidos pela
luz e umidade, e o incremento de temperatura que favorece as reagdes quimicas e o crescimento
bacteriano.

O teste de estabilidade depende do tipo de material e pode ser realizado a curto e a longo
prazo. O teste de estabilidade a curto prazo avalia a degradacéo esperada do material durante o
transporte e recomenda as condi¢cdes de envio do material apds a certificacdo. O material de
referéncia candidato é submetido a condi¢bes extremas de temperatura (+ 40°C) e umidade
(100%) por um periodo de 1 a 2 meses para simular as condic@es de transporte. A temperatura
de + 40°C ¢ escolhida porque estabelece condi¢cdes 6timas para o crescimento bacteriano. Este
teste permite determinar se o material é suficientemente estavel, caracteristica exigida para um
CRM. O teste de estabilidade a longo prazo avalia o0 comportamento do material em condicGes
de armazenamento controladas, por periodos de 6 a 12 meses. Este teste permite determinar a
validade do material, sendo recomendado pela ISO Guia 35 e organismos produtores de CRMs
(NIST e IRMM) a realizagdo de um continuo monitoramento a fim de verificar as possiveis

mudangas das propriedades de interesse do material. O armazenamento do material candidato
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é realizado, entdo, nas temperaturas de - 20 °C e + 20 °C (QUEVAUVILLER; MAIER, 1999;
LISINGER et al., 2001; STOEPPLER et al., 2001; 1ISO GUIDE 35, 2006).

2.3.3. Incerteza

De acordo com o VIM (2012), a incerteza é um parametro associado ao resultado de
medicdo, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser atribuidos aos mensurandos,
na qual o mensurando é uma grandeza de medida i.e., concentracdo, pH, cor, entre outros. A
incerteza incrementa a confiabilidade dos resultados de uma medigdo. As possiveis fontes de
incerteza incluem procedimentos de amostragem, condi¢Ges de armazenamento, efeitos
instrumentais (calibracdo, balanca analitica, temperatura), pureza de reagentes, reacdes
quimicas incompletas, condi¢cdes de medicdo (temperatura de soluc@es e vidraria volumétrica),
efeitos da matriz (recuperacéo e estabilidade do analito no RM e na amostra), procedimentos e
métodos de medic¢do, entre outros. Cada componente contribui de forma separada a incerteza.
Quando a incerteza de um componente é expressa em funcdo do desvio padrdo, é chamada
incerteza padrdo. Ja em resultados de medicao, a incerteza total é conhecida como incerteza

combinada (uc), a qual é definida pela Equacao 3:

(3)

uC(y(xlvxz, X3 wee e )) =

onde:
u é a incerteza padréo de cada componente.

A incerteza expandida (U) é utilizada em inumeras anélises quimicas, fornecendo
valores de mensurandos com um alto intervalo de confianca. A U é expressa de acordo com a

Equacéo 4:
U=kXxXu, 4)
A constante k é baseada no intervalo de confianca desejado; para intervalos de confianca
de 95 %, k=2 (EUROCHEM, 2012). Os calculos de incerteza variam, principalmente, em

fungdo da amostra, procedimentos de preparo e analise e, por fim, das técnicas selecionadas

para a determinacédo dos elementos quimicos de interesse.
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2.4. Técnicas analiticas

A selecdo de técnicas analiticas para avaliar homogeneidade e estabilidade de RMs
depende da matriz, analitos de interesse, faixa de concentracdo, preparacdo da amostra, massa
da amostra, precisdo das medicdes e rastreabilidade (IAEA, 2003).

As técnicas analiticas escolhidas devem ser independentes, multielementares, de
elevada qualidade metroldgica, alta reprodutividade, alta repetitividade e sensibilidade, em que
as fontes de incertezas sejam bem definidas e avaliadas experimentalmente. As técnicas
utilizadas para a determinagdo elementar sdo espectrometria de emissdo (AES) e absorcédo
atbmica (AAS), espectrometria de massas (MS), analise por ativacdo neutrénica (NAA) e
fluorescéncia de raios X (XRF). No entanto, os métodos escolhidos e mais utilizados sdo
titulometria, gravimetria e fluorimetria. A maioria das técnicas requer uma etapa prévia de
preparacdo da amostra, que envolve diferentes procedimentos de decomposicdo do material
candidato, a excecdo de NAA e XRF. Técnicas nucleares como andlise por ativacdo com raios
gama pronto (PGAA) e anélise por ativacao neutrdnica com separacao radioquimica (RNAA)
sdo também utilizadas para a determinacdo de elementos de interesse (STOEPPLER et al.,
2001; IAEA, 2003).

Para o National Institute of Standards and Technology (NIST), a anélise por ativacdo
neutrénica instrumental (INAA) é rotineiramente empregada para determinar mais de 40
elementos em diferentes tipos de RMs como geoldgicos, boténicos e bioldgicos. A
determinacdo elementar por INAA independe da forma quimica e da matriz da amostra, utiliza
pequenas quantidades de massa e para a maioria dos elementos determinados é isenta dos
efeitos do branco.

Os elementos comumente determinados sdo Al, Ca, Cl, K, Mg, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Mo,
Au, As, Cr, Cd, Br, Ce, Cs, Co, Sc, Gd, La, Rb, Sm, V e W. Entretanto, muitos elementos com
baixo numero atdmico (Z) ndo podem ser determinados por INAA requerendo outras técnicas
nucleares, como PGAA, para complementar as medi¢Ges quimicas (ZEISLER et al., 2003;
NIST, 2014). Os elementos mais estudados por PGAA sdo H, B, C, N, Na, P, Si, S, Cl, K, Ca,
Cd, Sm and Gd (ZEISLER et al., 2003; MACKEY et al., 2005).

2.4.1. Analise por ativacdo neutrénica instrumental

A analise por ativacdo neutrénica instrumental (INAA) é bastante utilizada para avaliar
homogeneidade, estabilidade e certificacdo de RMs. Trata-se de um método primario de

medicdo (GREENBERG et al., 2011), ndo destrutivo, de alta qualidade metroldgica e elevado
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controle sob condicbGes de repetitividade (preciséo) e reprodutividade (veracidade), que
independe de dissolucdo de amostra e apresenta incertezas bem definidas.

A INAA baseia-se nas intera¢fes de néutrons com o nucleo de um elemento quimico de
interesse. O objetivo principal é converter um ndcleo estavel em um ndcleo radioativo, emitindo
radiacdes que podem ser usadas para propositos analiticos. Os ndcleos radioativos, chamados
também radionuclideos, sdo caracterizados pela constante de decaimento e energia da radiacao
gama emitida. A avaliacdo dos radionuclideos é realizada usando espectrometria de raios gama,
a qual permite a identificacdo qualitativa e quantitativa dos produtos ativados.

Os procedimentos de INAA utilizam uma variedade de sistemas de espectrometria de
radiacdo gama, sendo 0s principais componentes: 1) sistema de deteccdo com apropriada
eficiéncia e resolucdo para discriminar energias proximas; 2) sistemas de analisadores para
classificar e contar sinais de pulsos do detector; 3) software para controlar e armazenar dados.
A quantificacdo dos elementos de interesse pode ser realizada por método comparativo de
amostras irradiadas com padrdes de concentracdo conhecida ou por calibragdo. A determinacéo
elementar € realizada por espectrometria de raios gama com detectores de germanio hiperpuro
de alta resolucdo (ZEISLER et al., 2003; GREENBERG et al., 2011). A Equacdo 5 apresenta
0s parametros experimentais para o calculo de fragdo de massa por INAA usando o método

comparativo

Ay
My = My oy AO””: * RoRyR,R; — branco (5)
st

my, .- Massa do elemento X na amostra

my ., - Mmassa do elemento X no padrao

Ag,,.i, - taxa de contagem corrigida para decaimento na amostra
Ay,  taxa de contagem corrigida para decaimento no padrao
R, :razdo de abundancia isotdpica para amostra e padrao

R4 :razdo de fluxo de néutrons

R, :razdo de secdo de choque efetiva
R, :razdo de eficiéncia de contagem

Branco
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Os componentes individuais das incertezas em INAA advém das etapas de pre-irradiagéo,
irradiagcdo e espectrometria gama (ZEISLER, 2002). A Equagdo 6 apresenta as incertezas

relacionadas com os procedimentos experimentais em INAA.

Uexp” = Unom” + Uc” + Uiy ® + Uy ® (6)
. Incerteza devido a homogeneidade (Unom)
. Incerteza devido as contagens estatisticas (Uc)
. Incerteza devido a ativacao (Uirr)
o Incerteza devido as medicGes de espectrometria gama (Um)
. Incerteza experimental (Uexp)

A uc depende da composicdo da amostra, caracteristicas de decaimento dos
radionuclideos e pardmetros experimentais. A uirr € dada em funcdo do tempo e modo de
irradiagcdo. A umé a combinacédo de incertezas de medicdo de geometria, aquisi¢do de dados e
avaliacdo de espectros gama.

Para avaliacdo da homogeneidade, a unom € mais importante do que a incerteza total
experimental. Esta pode ser calculada a partir da combinagdo da variancia total experimental

(uo) e variancia analitica (ua), de acordo com Equagéo 7:
Upom = u02 - ua2 @)

A incerteza analitica (ua) € constituida por incertezas de contagem estatistica (uc), fluxo
de néutrons (us), geometria (ug) € massa (uw). A ua é determinada pela variancia analitica de

cada componente, e dada pela Equacéo 8:

Ug® = ucl” +up® +ug® +uy,? (8)

A contribuicdo das incertezas de massa e geometria sdo pequenas se comparadas as

outras incertezas associadas.

2.4.2. Analise por ativagdo com raios gama pronto

A andlise por ativagdo com raios gama pronto (PGAA) é uma técnica nuclear ndo destrutiva
e multielementar, que determina elementos quimicos utilizando massas da ordem de pg até

grandes quantidades de amostra. Da mesma forma, o tempo de medic&o por amostra pode variar
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de poucos minutos a horas. A presente técnica tem sido utilizada para diferentes tipos de
materiais, incluindo plantas, tecido animal, carvdo, rochas (LINDSTROM, 1993), minérios,
cimento, 6leos, petroleo, ouro e agua (YANG et al., 2013).

O procedimento é baseado na irradiacdo continua das amostras com um feixe de
néutrons. Estes sdo absorvidos pelos elementos quimicos constituintes da amostra e, em
seguida, raios gama pronto séo emitidos e medidos em um espectrémetro de raios gama de alta
resolucdo. As energias dos raios gama sao especificas e identificam cada elemento, enquanto
as intensidades dos picos mostram as concentragdes (ZEISLER et al., 2003; NIST, 2014). A
quantificacdo dos elementos é feita em funcdo de padrdes que sdo irradiados nas mesmas
condigdes das amostras. O sistema de PGAA é constituido por uma fonte de néutrons, tubo de
feixe colimador, filtro de néutrons, lentes para focalizar, materiais de blindagem, camara de
amostra e detector de germanio hiperpuro (MOLNAR, 2004; NIST, 2014). A PGAA é uma
técnica complementar a INAA, e ambas sdo comumente utilizadas para o processo de
certificacdo de materiais de referéncia, devido a alta sensibilidade e baixas incertezas
(LINDSTROM, 1998; BODE et al., 2000).

As fontes de incerteza em PGAA sdo associadas a absorcao e dispersdo de néutrons,
variacgdo do fluxo na amostra e padréo, massa de amostra, espectrometria gama, processamento
de dados, preparo das amostras e padrGes. Para minimizar as incertezas, amostras e padrdes
devem ser preparados de forma similar em relagdo a massa, forma e geometria, assim como a

composicao da matriz deve ser semelhante.

2.4.3. Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) €
uma técnica multielementar e sensivel, que pode ser utilizada para analise de diversos tipos de
amostras. Diferentemente de INAA e PGAA, é necessario realizar uma etapa de decomposicao
para transformar a amostra sélida em solugdo e introduzi-la no equipamento. O procedimento
mais recomendado para o preparo de amostras é o uso de forno micro-ondas fechado, pois reduz
0 tempo de digestdo da amostra, minimiza os riscos de contaminacdo e perda de elementos
volateis (MITRA, 2003).

O espectrometro é composto por um sistema de introducdo de amostra, bobina de
radiofrequéncia e tocha, sistema dptico do tipo Echelle e detectores. O principio da técnica é
baseado na emisséo de radiacdo eletromagnética dos &tomos quando sdo submetidos a elevadas
temperaturas (10000 K) em um plasma de argonio. O plasma de argbnio possui a energia

suficiente para atomizar a maioria dos elementos, minimizando os potenciais interferentes



47

quimicos da amostra. A quantificacdo dos elementos de interesse é feita comparando-se padrdes
de concentragdo conhecida com as amostras de interesse. Os comprimentos de onda sé&o
especificos para cada elemento e selecionados em funcdo da razdo sinal/ruido (BOSS;
FREDEEN, 1997). As fontes de incerteza em ICP OES estdo relacionadas com pureza de
reagentes, incerteza da massa molecular, incerteza dos padrdes analiticos, curva de calibracéo,

balanca, pipetas volumétricas e equipamento de medi¢do (EUROCHEM, 2012).

2.4.4. Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva

A espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (ED-XRF) é uma
técnica instrumental multielementar, rapida, precisa e ndo destrutiva. Permite a determinacéo
simultanea de varios elementos, desde sddio até uranio, requerendo minimo preparo de amostra.
A ED-XRF tem aplicacdo em muitas areas de pesquisa, como desenvolvimento de materiais
eletronicos e veiculares, industria quimica, petroquimica, ceramica, medicina, agricultura e
alimentos, estudos ambientais e ligas metalicas (BROUWER, 2010). O principio da técnica é a
irradiacdo da amostra com raios X emitidos por um tubo de rodio (Rh), resultando raios X
caracteristicos emitidos por cada elemento quimico componente da amostra, quando
devidamente excitada. Esses raios X gerados sdo detectados por um espectrometro
semicondutor de Si (Li) que tem a capacidade de discriminar raios X de energias proximas
(SHIMADZU, 2013).

2.4.5. Método de Kjeldahl

Nitrogénio é um macronutriente para vegetais, presente principalmente no solo e em
fertilizantes, e importante para o crescimento da cana-de-agucar e aumento da produtividade.
O método Kjeldahl é um método oficial da Associacdo Americana de Quimica de Cereais
(AACC), comumente utilizado na determinacdo indireta de proteinas em diversas amostras
bioldgicas, assim como N em plantas. O tamanho de amostra utilizado depende diretamente da
quantidade de N no material. O principio desse método baseia-se em trés etapas fundamentais,
ou seja, decomposicao acida, destilacdo e titulacdo. A decomposicdo de amostras € realizada
em um bloco digestor utilizando uma solugdo acida digestora, catalizadores (Cu.SOs e
Na>SeOs) e reagentes que incrementam a temperatura de ebuli¢do do acido (Na2SO.) (KALRA,
1998; EMBRAPA, 2006; LABCONCO, 2014). A fracdo de massa de nitrogénio na amostra é
calculada pela Equagéo 9
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(V. — W) * [4cido] * (PM(N)) x 100

%N = Wb 9

V¢ = volume de &cido

Vb = volume de branco

[Acido] = concentrac&o do acido
PM (N) = massa molecular do N
W = massa da amostra

F= umidade residual da amostra

A incerteza combinada € calculada em funcdo da pureza dos reagentes, massa
molecular, temperatura da solucdo, bureta volumétrica e incerteza do acido. A Equacdo 10
apresenta a incerteza combinada para o N total (ANGLOV, 1999; EUROCHEM, 2012).

(10)

N total

. (MY, <ﬂ> ON
((U(Ntotal))> _ Vn Vn N <u(Nécido)> 4 Vn
(c—b)? Necido
a = massa

b = volume do branco

c= volume do acido

Nzcido = concentracdo do &cido

u (c) = incerteza do volume de &cido

u (b) = incerteza do volume do branco

u (a) = incerteza da massa

U (Ngcido) = incerteza do &cido

n = repeticoes
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3. MATERIAL E METODOS

A preparacao do material de referéncia de folhas de cana-de-agUcar é constituida de duas
etapas fundamentais. A primeira etapa refere-se ao estudo da composicéo nutricional de folhas
de diferentes variedades de cana-de-agUcar, enquanto a segunda etapa envolve a preparacao do

material de referéncia usando a variedade mais apropriada, selecionada na primeira etapa.

3.1. Estudo de variedades de cana-de-acgucar

As variedades de cana-de-agucar foram escolhidas de acordo com uma série de critérios,
englobando os dados apresentados no Il Encontro de Usuarios de Variedades de Cana-de-
Acucar (STAB, 2012), as informagdes retiradas do documento censo varietal e produtividade
(CTC, 2011) e as intencdes de plantio da Usina Iracema para o periodo 2012/13. A Figura 4
mostra os grupos de variedades cultivadas no Estado de Sdo Paulo, observando que as
variedades do tipo RB apresentam maior porcentagem em comparacdo com as variedades SP,
CTC e IAC (RIDESA, 2013).

12% 33%

= RB

= 5P

= CTC
IAC

® Qutras

Figura 4. Grupos de variedades de cana-de-acUcar cultivadas no Estado de S&o Paulo, safra
2012/13 (RIDESA, 2013)

Apesar do predominio das variedades RB, o plantio das variedades CTC tem aumentado
nos Ultimos anos devido as caracteristicas proprias de cada uma delas e adaptacao em diferentes
ambientes de producdo. Assim, foram escolhidas doze variedades de cana-de-a¢tcar em fungéo
de forma de plantio, colheita, perfilhamento, produtividade, periodo de utilizacdo industrial
(P.U.1), sacarose, longevidade, tolerancia a seca, brotacéo de soqueira e sanidade. As variedades
de cana-de-acucar escolhidas foram CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC17, CTC20,
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IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e SP832847, que estdo apresentadas na
Figura 5.

IACSP955000 CcTC2 RB966928

SP832847

CTC4 RB965902
Figura 5. Variedades de cana-de-aglcar coletadas na Usina Iracema no periodo 2012/13
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As doze variedades de cana-de-agucar foram coletadas de canaviais da Usina Iracema,
envolvendo &reas nos municipios de Iracemapolis, Limeira, Rio Claro, Cordeiropolis e Santa
Gertrudes. Perante a disponibilidade existente, procurou-se manter uniformidade quanto ao tipo
de solo. Assim, dez variedades foram coletadas em Latossolo Vermelho, uma variedade em
Neossolo Quartzarénico e uma variedade em Podzolico Vermelho. As variedades SP832847 e
RB965902 foram coletadas em solos diferentes das demais variedades, ja que ambas s&o melhor
adaptadas a ambientes de producdo mais restritos (com baixa fertilidade de solo).

Para avaliar a variabilidade da composicdo nutricional em diferentes condicdes de solo,
fertilizag&o, tratos culturais e idade dos canaviais, foram escolhidas, dentre as doze variedades
de cana-de-agucar, a CTC11 e CTC15, coletadas em trés condigdes de cultivo diferentes. Dessa
maneira, procurou-se abranger as variedades mais cultivadas no Estado de Sao Paulo e ter maior
representatividade de amostras para a analise estatistica. A Tabela 5 apresenta as principais
caracteristicas das doze variedades de cana-de-acUcar coletadas assim como as trés condi¢des
de cultivo para as variedades CTC11 e CTC15.

3.1.1. Amostragem de folhas e solos

A amostragem das folhas foi realizada seguindo os métodos recomendados por Vitti e
Mazza (2002) e Malavolta (2006), ou seja, tomando-se cana-planta com seis meses depois da
germinacdo e a folha +1 com colarinho visivel (TVD). A folha +1 é considerada padréo, ja que
reflete melhor o estado nutricional da cana-de-agUcar (VITTI; MAZZA, 2002; MALAVOLTA,
2006). N&o obstante, existiram algumas dificuldades durante o processo de amostragem,
relativas a disponibilidade de todas as variedades de cana-de-agUcar nesse periodo vegetativo.
Por exemplo, a variedade RB855156 foi coletada com 8 meses de idade e a variedade CTC14
foi cana-soca.

O procedimento seguido no campo foi primeiramente delimitar a zona de amostragem
fazendo uso de um mapa de variedades fornecido pela Usina. A area plantada de cada variedade
amostrada foi constituida, aproximadamente, de 3 a 5 ha. As amostras de folha e solo foram
coletadas em zigue-zague, sendo considerado o primeiro ponto amostral a 100 m, desprezando
as plantas proximas a estradas e carregadores. Assim, foram coletadas dez amostras de cada
variedade, compostas de cem folhas cada uma, sempre tomando a folha +1 de acordo com a
numeracéo do sistema Kuijper (MALAVOLTA, 2006; DINARDO-MIRANDA et al., 2010).
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Tabela 5. Principais caracteristicas das variedades de cana-de-acUcar (RIDESA, 2008;

CTC, 2013)

Variedade

Maturagéo

Tipo de solo

Destaques

CTC2

CTC4

CTC11

CTC14

CTC15

CTC17

CTC20

IACSP955000

RB855156

RB966928

RB965902
SP832847

Média

Média

Média

Tardia

Média

Precoce

Média

Tardia

Hiperprecoce

Precoce

Média
Média

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho
Podz6lico Vermelho

Cambissolo Haplico

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Podzélico Vermelho

Cambissolo Haplico

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Latossolo Vermelho

Podz6lico Vermelho

Neossolo
Quartzarénico

Rusticidade e alta produtividade em solos
fracos, longevidade das soqueiras, excelente
brotacdo de soqueiras. Desenvolvimento inicial
rapido, colheita mecanizada.

Produtividade, rusticidade, bom perfilhnamento,
ndo isoporiza, colheita mecanizada e boa
brotacdo de socas.

Produtividade e PUI
industrializacéo)

(periodo  atil  de
longo com  excelente
perfilhamento e fechamento. Alta resposta a

maturadores.

Alta produtividade, ndo floresce, responsiva,
tolerancia a seca e porte ereto.

Resistente a0  estresse  hidrico, alta
produtividade, desenvolvimento rapido, ampla

adaptabilidade.

Alto teor de sacarose, rusticidade, boa resposta
a maturadores e desempenho em ambientes de
baixo potencial produtivo.

Produtividade, brotacdo de soqueiras e PUI
longo.

Rica, porte ereto, responsiva, plantio e colheita
mecanizada e bom perfilhamento.
Produtividade média, 6tima brotagdo de
soqueiras, alto teor de sacarose. Resistente a

doencas, florescimento e brotacdo no plantio.

Alta produtividade, alto teor de sacarose,
tolerante as principais doengas e raramente
floresce e boa quantidade de toneladas de cana
por hectare (TCH).

Alta produtividade e ndo floresce.

Longevidade em ambiente restritivo e boa
quantidade de toneladas de cana por hectare
(TCH)
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Com a finalidade de avaliar a fertilidade do solo, foram coletadas dez amostras de solo
dentro da zona de amostragem delimitada para cada variedade de cana-de-agucar, compostas
de trés subamostras da profundidade de 0 a 40 cm. No total, foram coletadas 160 amostras de
folhas de cana-de-acUcar e 160 amostras de solo.

Outro fator importante considerado para o inicio das coletas de folhas de cana-de-agucar
refere-se as condigdes climaticas. A cultura de cana-de-acucar sofre influéncia do clima ao
longo de todo o ciclo vegetativo, a temperaturas abaixo de 25 °C, o crescimento da cana é lento,
entre 30-34 °C é ideal e acima de 35 °C torna-se também lento. Por outro lado, a disponibilidade
de uma quantidade apropriada de &gua € importante para o crescimento da cana-de-agUcar, ja
que uma reducdo pode ocasionar estresse hidrico e alterar diretamente o metabolismo e
composicao nutricional da planta (WIEDENFELD, 2000; DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

A Figura 6 apresenta as temperaturas minima e maxima e a precipitacdo durante 2012 e
inicio de 2013, observando-se que em julho e agosto houve um periodo praticamente sem
chuvas. Para coletar amostras das plantas em pleno estadio de vegetagéo, esperou-se um més
apos o inicio das chuvas para comecar as coletas. Assim, as coletas se iniciaram em outubro de

2012 estendendo-se até fevereiro de 2013.

T (°C) mensal: Média Historica 2012/13 Precipitagdo (mm): Média Historica

2012/13

> m
¢ %@@@ 80759 |

@ Temp.Minima @ Temp.Maxima

1 F M AMI) ) A S OND F I FMAMI 1 ASONDIF

Figura 6. Condicdes climéticas durante 2012 e inicio de 2013 na Usina Iracema

3.1.2. Preparacdo das amostras de cana

A preparagdo das amostras foi realizada de acordo com as recomendacgdes para
avaliacdo nutricional das folhas de cana-de-agucar. As folhas (+1) coletadas foram divididas
em trés partes, utilizando apenas 30 cm do terco médio, desprezando-se a nervura central
(VITTI; MAZZA, 2002; MALAVOLTA, 2006). A amostra laboratorial obtida foi lavada com

agua deionizada e seca em estufa com circulacdo mecanica de ar, modelo 320E (Fanem, Brasil)
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a 50 °C durante 72 h. O teor de umidade obtido nas folhas de cana-de-agtcar variou entre 60 %
e 70 %.

Cada amostra seca, com cerca de 40 g, foi moida em dois tipos de moinho, pois dada a
natureza fibrosa das folhas ndo foi possivel obter material com granulometria apropriada
utilizando apenas um equipamento. Um moinho de facas modelo Grindomix GM 200 (Retsch,
Alemanha) foi utilizado em uma pré-moagem para reduzir a amostra de folha para particulas
com tamanho aproximado menor que 1 mm. Em seguida, um moinho de rotor modelo
Pulverisette 14 (Fritsch, Alemanha), com peneira de 80 um, foi utilizado para cominuicéo das
amostras, tendo em vista que o tamanho reduzido das particulas é um fator importante para a
homogeneidade na andlise de amostras sélidas (ZEISLER, 1998). A Figura 7 ilustra o

procedimento seguido para a coleta e o preparo das amostras de folhas de cana-de-agUcar.

Folha sem Amostra de
nervura laboratério

100 folhas

Amostra para
analise

Secagem Moagem

Figura 7. Etapas de coleta e preparo de amostra de folhas de cana-de-agucar

Para adequada preservacdo, as amostras moidas foram acondicionadas em frascos de
polietileno organizados em caixas plésticas contendo silica, sendo armazenadas em temperatura
aproximada de 20 °C. Nesse ponto, as amostras estavam prontas para dar continuidade as

andlises, visando a determinag&o de elementos quimicos de interesse.
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3.1.3. Determinagéo da umidade residual

Porcdes de 1 g de amostra das 12 variedades de folhas de cana-de-acucar, previamente
secas e moidas, foram pesadas em triplicata, colocadas em cadinhos de porcelana e mantidas
em estufa a 105 °C, até peso constante. Os valores da umidade residual foram obtidos pela
diferenga de massas da amostra, antes e depois da secagem em estufa. A umidade residual dos
materiais de referéncia certificados utilizados foi determinada de acordo com os procedimentos

estabelecidos nos respectivos certificados:

o SRM 1515: secagem em liofilizador por 24 h

. SRM 1573a: secagem em liofilizador por 24 h

. SRM 1570a: secagem em liofilizador por 24 h

o INCT-OBTL-5: secagem em estufa a 75°C por 30 h

3.1.4. Determinagdo de macronutrientes e micronutrientes

Os macronutrientes e micronutrientes foram determinados empregando-se andlise por
ativacdo neutrénica instrumental (INAA) e espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). A determinacdo de nitrogénio foi feita pelo método de
Kjeldahl, enquanto enxofre e silicio foram determinados por espectrometria de fluorescéncia

de raios X por energia dispersiva (ED-XRF).
3.14.1. Andlise por ativacao neutronica instrumental

A analise de ativacdo neutrénica instrumental (INAA) foi escolhida para avaliacdo do
estado nutricional das plantas de cana-de-acucar, considerando sua caracteristica metrolégica
de método primario de medicdo (BODE et al., 2000; BODE et al., 2009; GREENBERG et al.,
2011).

Seis variedades foram analisadas, ou seja, CTC4, CTC15, CTC17, CTC20,
IACSP955000 e RB966928. Porcdes analiticas de 200 mg das amostras previamente moidas
foram pesadas em duplicata e colocadas diretamente em capsulas de polietileno de alta
densidade e de elevada pureza, fabricadas pela Posthumus Products, Beverwijk, Holanda,
especialmente para irradiacdo com néutrons. As amostras foram distribuidas em seis séries (SE,
SF, SG, SH, SS, ST) para irradiacdo. Para o controle da qualidade do procedimento analitico,

foram incluidos trés materiais de referéncia certificados (CRMs) em cada série de amostras:
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SRM 1515 (folhas de magd) e SRM 1570a (folhas de espinafre), produzidos pelo National
Institute of Standards and Technology (NIST), Estados Unidos, e INCT-OBTL-5 (folhas de
tabaco), produzido pelo Institute of Nuclear Chemistry and Technology (INCT), Pol6nia.

Cépsulas vazias (branco analitico) também foram irradiadas junto com as amostras, de
modo a detectar elementos quimicos interferentes. Elementos como Br, Cr, Na e Zn séo
encontrados nas capsulas em concentragdes variaveis de 0,2 a 2,5 mg/kg, sendo necessaria a
corre¢do das concentragdes desses elementos nas amostras. Durante o encapsulamento, porcoes
de 500 mg das amostras e dos materiais de referéncia certificados foram retiradas para a
determinacdo da umidade, permitindo expressar os resultados em massa seca.

As amostras e CRMs foram irradiados com fluxo de néutrons térmicos da ordem de
9x10?cm?st a 11x10* cms™ por periodo de 4 h no reator nuclear de pesquisa IEA-R1 do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Comissdo Nacional de Energia Nuclear
(IPEN/CNEN), Séo Paulo. Como monitores de fluxo de néutrons térmicos, foram empregados
fragmentos de uma liga de Ni-Cr com fragOes de massa estabelecidas desses elementos
(FRANCA et al., 2003), com massa aproximada de 10 mg, intercalados entre as capsulas de
polietileno.

A medicdo da atividade induzida foi realizada no Laboratério de Radioisdtopos
(LRiI/CENA/USP) por meio de dois detectores de germanio hiperpuro do tipo coaxial com 50%
e 55% de eficiéncia relativa (1332 keV, °°Co). As medicBes da atividade das amostras e CRMs
ocorreram aos 4, 7, 15 e 30 dias de decaimento, com respectivos tempos de contagem de 15
min, 30 min, 1 he 2 h.

Apos a deconvolucdo dos espectros de radiacdo gama, foram calculadas as fracdes de
massa dos elementos quimicos nas amostras e nos materiais de referéncia certificados por
método de padronizacdo ko a partir do pacote computacional Quantu (BACCHI et al., 2003).

Os valores de fracdo de massa foram corrigidos para emisséo de resultados em massa seca.
3.14.2. Espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado

ICP OES foi utilizada como técnica complementar da INAA para avaliagdo nutricional
de folhas de cana-de-acgUcar. Esta técnica requer uma etapa prévia de decomposicdo para
transformar a amostra sélida em solucéo para ser introduzida no equipamento.

O processo de digestdo de amostra de folhas de cana-de-agucar foi realizado em um
forno micro-ondas fechado com cavidade Ethos 1600 (Milestone, Italia). Esse forno micro-

ondas possui um rotor de 10 posi¢bes (PTFE), equipado com sensor de temperatura no vaso de
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referéncia para o controle durante o programa de aquecimento. A poténcia maxima foi de
1200 W e temperatura (IR) de 260 °C.

As amostras digeridas correspondem a doze variedades, ou seja, CTC2, CTC4, CTC11,
CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e
SP832847. Além disso, as variedades CTC11 e CTC15, coletadas em trés condicOes de cultivo
diferentes, i.e., Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho
(PV), foram também digeridas. Massas de 250 mg de amostra e trés materiais de referéncia
certificados, i.e., SRM 1515 (folhas de macd), INCT-OBTL-5 (folhas de tabaco) e SRM 1573a
(folhas de tomate), foram pesadas em balanca analitica modelo AE 200 (Mettler Toledo).

A digestdo das amostras foi realizada em triplicata, utilizando mistura oxidante diluida
de 6 mL de HNO3 20% v/v e 2 mL de H>O5, sendo o volume final da solu¢do completado até
15 mL. O branco analitico consistiu da mistura oxidante sem a presenca da amostra. Na
Tabela 6, observa-se o programa de aquecimento utilizado para a digestdo das amostras em

forno micro-ondas, sistema fechado.

Tabela 6. Programa de aquecimento utilizado para digestdo de folhas de cana-de-aglcar

Etapa Tempo (min) Poténcia (w) t1 (°C) t2 (°C)
1 15 1000 160 106
2 5 1000 220 140
3 15 1000 220 140
4 10 0 0 0

Foi utilizado um espectrometro de emissdo optica com plasma de argdnio indutivamente
acoplado (Perkin Elmer, Optima 8300) com configuragdo axial e radial, equipado com um
sistema optico do tipo Echelle e dois detectores de estado s6lido (SCD). Conseguiu-se otimizar
as condi¢des do equipamento para dez elementos essenciais (B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P
e Zn) presentes nas amostras de folhas de cana-de-agiicar. O gas de formacdo de plasma
utilizado foi argdnio 99,998 % v/v, responsavel por gerar um plasma estavel e quimicamente
inerte.

A escolha do melhor comprimento de onda a ser empregado nas determinagdes foi
realizada por meio de uma varredura da amostra, material de referéncia certificado e branco
analitico previamente digeridos. Compararam-se os comportamentos dos sinais de emissdao com
aqueles obtidos com solugdes analiticas de referéncia de B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn

(5 mg L) preparadas em 8 % v/v de HNO;. Os melhores comprimentos de onda foram
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escolhidos considerando-se a maior razdo sinal/ruido. Os parametros instrumentais aplicados

estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros instrumentais para determinacdo de macronutrientes e micronutrientes
em folhas de cana-de-agucar por ICP OES

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1300

Nebulizador Fluxo cruzado

Camara de nebulizacédo Scott

Fluxo de gas externo 8 I mint

Fluxo de géas intermediario 0,2 I mint

Fluxo de gas de nebulizacio 0,6 I min !

Tempo de integracao: 5s

Comprimentos de onda (nm): Ca (II) =422,673 K (I)=766,490 Mg (I) = 285,213
(D) linha atémica Cu (I) = 324,752 Fe (I1) =259,939 B (I) =249,678
(IT) linha i6nica Mn (II) =257,610 Mo (II) =284,823 Zn (I) = 206,200

P ()=213,617

3.1.43. Método de Kjeldahl

As amostras digeridas correspondem a doze variedades, ou seja, CTC2, CTC4, CTC11,
CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e
SP832847. Também foram digeridas as variedades CTC11 e CTC15, cultivadas em trés
diferentes tipos de solo, i.e., Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzdlico
Vermelho (PV).

Porcdes analiticas de 100 mg de amostras e CRMs (SRM 1515, SRM 1570a e
SRM 1573a) foram pesadas em triplicata em balanca analitica modelo AE 200 (Mettler Toledo)
e colocadas em tubos de vidro. A decomposicdo de amostras e CRMs foi realizada em bloco
digestor (Solab Cientifica), utilizando 5 mL de solucéo &cida digestora composta de H2SOac),
Cu2SO4 e NaxSeOs e Na>SO4. O branco analitico consistiu na solucdo acida digestora sem a
presenca da amostra. Na Tabela 8, observa-se o programa de aquecimento utilizado para a
decomposicdo das amostras em bloco digestor.

Apos a decomposi¢do da amostra a 350°C (2 h), é necessaria uma etapa de limpeza dos
tubos devido as porgdes de amostra que ficam retidas na parede do tubo sem reagir com a
solucéo digestora. A solucéo final obtida foi sulfato de amonio.
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Tabela 8. Programa de aquecimento utilizado para digestao de folhas de cana-de-agucar em
bloco digestor

Etapa Tempo (min) T (°C)
1 30 100
2 30 200
3 120 350
4 20 350

Para a destilacdo, as amostras e CRMs obtidos foram diluidos de 1:2 usando 10 mL de
agua deionizada e colocados no destilador de nitrogénio (Solab Cientifica). Uma aliquota de
20 mL de uma solucgdo de NaOH (11N) foi adicionada a solucdo digerida para converter NH4*
a NHs, seguido por aguecimento até ebulicdo e condensacdo do gas NHs. Em seguida,
adicionaram-se 5 mL de solucdo de acido borico (HsBOz) com uma mistura de indicadores
vermelho de metila e verde de bromocresol em frasco Erlenmeyer, que foi utilizado para receber
0 gas condensado de NHz e formar um complexo. Na titulacdo, uma solucdo de H2SO4 0,02M
foi utilizada para quantificar o NHs recebido no frasco Erlenmeyer. A solugéo de H.SO4 0,02M
foi padronizada usando uma solugéo de hidroximetil aminometano (THAM) 0,03 M.

3.1.4.4. Espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva

As amostras de folhas correspondem a doze variedades de cana-de-agucar, ou seja,
CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156,
RB966928, RB965902 e SP832847, assim como duas variedades, CTC11 e CTC15, cultivadas
em trés diferentes tipos de solo, Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Héplico (CXD) e
Podzdlico Vermelho (PV).

Porcbes analiticas de aproximadamente 500 mg das amostras foram pesadas em
triplicata e prensadas utilizando 15 toneladas de pressdo durante 5 min. Passaram pelo mesmo
procedimento seis materiais de referéncia certificados, i.e., ERM CD281 (centeio), INCT-
OBTL-5 (folhas de tabaco), GB W07603 (folhas de arvore), SRM 1515 (folhas de maca),
SRM 1570a (folhas de espinafre) e SRM 1573a (folhas de tomate).

A curva de calibracdo foi realizada utilizando pastilhas de aproximadamente 500 mg de
23 variedades de folha de cana-de-agcucar (CTC1 a CTC18, IAC873396, IAC936006,
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RB855453, RB867515 e SP813250) com concentragdes conhecidas, determinadas por
ICP OES em um estudo anterior realizado por Souza (SOUZA, 2012).

Para a determinacéo de enxofre e silicio, foi utilizado um espectrometro de fluorescéncia
de raios X por energia dispersiva, EDX 720 (Shimadzu, Japéo). A Tabela 9 mostra as condicdes

de trabalho otimizadas para a determinacao dos dois elementos.

Tabela 9. Pardmetros instrumentais otimizados para determinacao de enxofre e silicio de folhas
de cana-de-agUcar por ED-XRF

Faixa elementar Nall - U92
Alvo Rh
Tensdo do tubo: 50 kV
Gerador de raios X Corrente do tubo: 56 pA

Resfriamento: Ar
Colimador: 5 mm
Vécuo (30 Pa)

Trocador automatico: turret de 16 amostras

Camara de analise

Tempo de medicéo 300s
Tempo morto < 30%

3.1.5. Determinacéo de cinzas

A determinacdo de cinzas é aplicada em diferentes produtos de origem animal, vegetal,
mineral, racGes e concentrados. O principio do método € a calcinagcdo da amostra em forno tipo
mufla, para eliminar a matéria organica. Por diferenca de pesagem entre a massa da amostra e
a massa do residuo apds queima, encontra-se o teor das cinzas (EMBRAPA, 2005).

A determinacao de cinzas foi realizada nas doze variedades de folhas de cana-de-acUcar,
ou seja, CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156,
RB966928, RB965902 e SP832847. Duas variedades, CTC11 e CTC15, em trés diferentes
tipos de solo foram também analisadas.

Massas de 1 g de amostra foram pesadas em triplicata em cadinhos de porcelana, sendo
levadas a um forno tipo mufla a 105°C por 30 min e a 300°C por 30 min (pré-queima),
aumentando lentamente a temperatura até 550 °C e deixando nesta temperatura por 4 h. Apds o
procedimento de queima e resfriamento da mufla até aproximadamente 100°C, as amostras

foram transferidas para dessecador, onde permaneceram por 1 h, sendo entdo pesadas. Por
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diferenca entre a massa inicial da amostra e a massa final do residuo, foi calculada a

porcentagem de cinzas.
3.2.  Producdo do material de referéncia de folhas de cana-de-agucar

A variedade selecionada para a preparacdo do material candidato foi RB966928. A
escolha baseou-se nos resultados obtidos da primeira etapa do projeto, principalmente os baixos
coeficientes de variacdo de amostragem em campo (< 30%), niveis de nutrientes e Si adequados
para a producdo de cana-de-agucar e as caracteristicas agrondmicas da variedade. Ressalta-se
que a variedade RB966928 é a segunda mais plantada no estado de S&o Paulo e a quarta mais
plantada no Brasil (GIACOMINI et al., 2013).

A produtividade da variedade de cana-de-acUcar escolhida depende principalmente do
ambiente de producdo, o qual é definido em funcdo de agua disponivel, textura, fertilidade e
profundidade do solo. Nesse sentido, 0 ambiente de producgéo da variedade RB966928 é do tipo

A, considerado de alta produtividade.
3.2.1 Coleta do material

A amostragem das folhas foi realizada seguindo os métodos recomendados por Vitti e
Mazza (2002) e Malavolta (2006). A cana da variedade RB966928 amostrada foi plantada em
Latossolo Vermelho, em novembro de 2013, ocupando uma area total de 81 ha, na Fazenda
Paraiso, Iracemapolis, da Usina Iracema. As coletas de folhas de cana-planta com cinco meses
de idade foram realizadas em trés dias no més de abril de 2014.

O primeiro procedimento seguido no campo foi delimitar a zona de amostragem fazendo
uso de um mapa de variedades fornecido pela Usina. A area selecionada para amostragem de
folhas foi uma gleba de 11,86 ha (Figura 8).
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Figura 8. Mapa da variedade RB966928 cultivada em Latossolo Vermelho, com destaque para a
gleba de 11,86 ha, onde foi realizada a amostragem em sete pontos, identificados com “x”

Para otimizar as condi¢fes de amostragem e representatividade da amostra, foram
considerados sete pontos amostrais dentro da gleba. As amostras de folhas foram coletadas em
zigue-zague, deixando uma bordadura de 100 m, desprezando-se as plantas proximas a estradas
e carreadores. Seguindo esse procedimento, foram coletadas 48 sacolas, compostas de
aproximadamente 400 folhas cada uma, sempre tomando apenas a terceira folha a partir do
cartucho (Folha +1). No total, foram coletadas aproximadamente 20 mil folhas de cana-de-
acucar para a preparacdo do material, equivalente a cerca de 90 kg (Figura 9). Com a finalidade
de avaliar a fertilidade do solo do talhdo, foram coletadas trés amostras de solo, compostas de

trés subamostras da profundidade de 0 a 40 cm.

3.2.2 Preparacéo do material

As folhas (+1) coletadas foram dobradas na metade e cortadas aproximadamente de 10
a 15 cm de comprimento da dobra das folhas. Dessa forma, a secc¢do total do terco médio
utilizada foi de 20 - 30 cm. Foram retiradas manualmente as nervuras das folhas, obtendo-se
uma quantidade total de 35 kg de folhas sem nervura, as quais foram armazenadas e congeladas
a uma temperatura de -20°C para preservacdo. A Figura 10 ilustra o processo de obtencdo do

material.



Figura 9. Fotografias da gleba plantada com a variedade RB966928 que foi amostrada para
producdo do candidato a material de referéncia

Folhas sem
nervuras

Terco médio
(20 —30 cm)

Figura 10. Sequéncia de procedimentos para obtencdo de folhas de cana-de-agucar sem nervuras
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3.2.3. Secagem

Foram avaliados procedimentos de secagem por estufa e liofilizacdo. Amostras de
sacrificio de folhas de cana-de-agucar foram secas em estufa a 50 °C e também liofilizadas,
sendo observadas melhores caracteristicas fisicas no material liofilizado. Dada a volumosa
quantidade de material, a secagem foi realizada em empresa liofilizadora de alimentos cuja
qualidade dos servicos ja havia sido comprovada anteriormente. O procedimento de secagem
envolveu pré-congelamento de amostras e liofilizagdo durante 72 h. O teor de umidade do
material candidato foi de 70 %. Nesse sentido, a quantidade de material liofilizado obtido para

a producao do material candidato foi de aproximadamente 10 kg de matéria seca.
3.2.4. Moagem

As folhas de cana-de-acucar constituem-se de material dificil de moer devido ao alto
teor de silica e fibras, principalmente lignina, presentes em sua composi¢do. Assim, foram
realizados varios testes de moagem do material obtido, procurando-se otimizar as condicdes
para obter tamanhos de particulas menores, assim como um material final mais homogéneo.

Foram utilizados trés tipos de equipamento para moagem. Um moinho de facas modelo
Grindomix GM 200 (Retsch, Alemanha) foi utilizado em uma pré-moagem para reduzir a
amostra de folha a particulas com tamanho menor que 1 mm. Em seguida, foram avaliados dois
tipos de moinho para a cominuicdo do material obtido, ou seja, um moinho de rotor modelo
Pulverisette 14 (Fritsch, Alemanha), com peneira de 80 um, e um moinho de bolas modelo
PM 400 (Retsch, Alemanha). A Tabela 10 apresenta as caracteristicas dos moinhos utilizados
(FRITSCH, 2014; RETSCH, 2014).

Tabela 10. Caracteristicas dos moinhos utilizados na producao do material candidato

Moinho Capacidade Caracteristicas Consideragdes
Facas 500 mL Faca de titdnio e copo de  Aceita alimentacdo em grandes pedacos
polietileno (> 1cm), gera material com particulas
grandes e heterogéneas no tamanho
Rotor Alimentagdo Rotor e peneira de Exige alimentacdo com pedacos
continua titanio menores que 1 cm, gera material fino,
dependendo da peneira utilizada
Bolas 250 mL Cémara e bolas de Exige alimentacdo com pedacos
alumina menores que 1cm, gera material fino,

dependendo do tempo de processamento
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A escolha do moinho para a cominuigédo foi baseada na distribuicdo do tamanho de
particulas do material obtido. Foram realizados testes com folhas secas em estufa e liofilizadas.
Além disso, foi avaliado o0 uso de peneiras de nylon com aberturas de 250 pm e 100 um com a
finalidade de obter um material mais homogéneo e de distribuicdo uniforme. A Tabela 11
apresenta o programa de moagem utilizado para folhas de cana-de-aglcar. As amostras A, B,
C e D correspondem a folhas secas em estufa e as amostras E, F e G correspondem a folhas
liofilizadas. Os procedimentos avaliados foram:

a) Amostra seca em estufa e processada em moinho de facas

b) Amostra seca em estufa, processada em moinho de facas e peneirada em nylon de 250 pm

c) Amostra seca em estufa, processada em moinho de facas e moinho de rotor, peneirada em
nylon de 250 um

d) Amostra seca em estufa, processada em moinho de facas e moinho de rotor, peneirada em
nylon de 100 pm

e) Amostra liofilizada, processada em moinho de facas e moinho de rotor, peneirada em
nylon de 100 um

f) Amostra liofilizada, processada em moinho de facas e moinho de bolas

g) Amostra liofilizada, processada em moinho de facas e moinho de bolas, peneirada em
nylon de 100 pm

Tabela 11. Programa de moagem de folhas de cana-de-acucar

Amostra Moinho Ciclos Tempo Velocidade Peneira
(rpm) (Hm)
A Facas 6 20s 10 000 -- -- --
B Facas 6 20s 10 000 -- -- 250
C Facas  Rotor 3(F) 20s 10 000 -- - 250
() (R) 1(R) 3 min 12 000
D Facas  Rotor 3(F) 20s 10 000 80 100 --
(F) (R) 1(R) 3 min 12 000 (R)
E Facas  Rotor 2 (F) 20s 10 000 80 100 --
(P (R) 1(R) 3 min 12 000 (R)
F Facas  Bolas 2(F) 20s 10 000
() (B) 1(B) 5 mim 400
2(B) 20 mim 300
G Facas  Bolas 2 (F) 20s 10 000 100
(F) (B) 1(B) 5 mim 400

2(B) 20 mim 300
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Ap6s a moagem das amostras, foi realizada a analise do tamanho de particulas por
difracdo laser, em equipamento Analysette 22 (Fritsch, Alemanha), com dispersdo imida. Foi
utilizada agua como meio dispersante, havendo auxilio de ultrassom para desfazer os
aglomerados das amostras. A partir dos tamanhos de particulas encontrados para os diferentes
programas de moagem do material, foram estabelecidas as seguintes condi¢6es para a moagem
do material de referéncia candidato:

» pré-moagem em moinho de facas, dois ciclos de 20 s a 10,000 rpm

» cominuicdo em moinho de bolas, um ciclo de 5 min a 400 rpm, seguido de dois ciclos
de 20 min a 300 rpm, com rotagéo inversa a cada 5 min

» passagem em peneira de nylon com abertura de 100 pum

A quantidade total de material moido de 8,27 kg, foi misturada e homogeneizada em
uma bombona plastica de 50 L. Ap6s a homogeneizacdo do material, foram colhidas trés
porcOes para determinar a distribuicdo do tamanho de particula do material candidato

produzido.
3.2.5. Armazenamento

O armazenamento € outra etapa importante no preparo do material candidato. Os frascos
utilizados devem ser inertes a matriz e aos elementos de interesse, evitando a interacéo entre o
material e o frasco e a possibilidade de contaminacdo do material candidato
(QUEVAUVILLER; MAIER, 1999). Sendo assim, foram avaliados frascos de vidro e de
plastico. Frascos de vidro sdo amplamente usados em diferentes areas, comumente na indudstria
farmacéutica, por serem materiais neutros de alta resisténcia e pouco porosos. Ndo obstante,
esse tipo de frasco é composto, principalmente, de Oxidos de silicio e boro e existe a
possibilidade de contaminacdo do material com esses dois elementos de interesse. Nesse
sentido, foram escolhidos frascos de plastico PET ambar de 50 mL, material composto de uma
resina termoplastica de teraftalato de polietileno, leve e de alta resisténcia mecéanica e quimica.

No total, foram obtidos 410 frascos de material de referéncia candidato, contendo
aproximadamente 20 g cada. Para adequada preservacdo, os frascos foram organizados em
caixas plasticas contendo silica, sendo acondicionadas em temperatura aproximada de 20 °C.

A Figura 11 apresenta o material de referéncia candidato ja nos frascos.
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Figura 11. Material de referéncia de folhas de cana-de-acUcar produzido, pronto para caracterizagao
quimica

Para controlar a degradacdo microbiol6gica e conservar o material de referéncia
candidato em melhores condigdes, foram selecionados 4 frascos (207, 208, 209 e 210) para
testes de esterilizacdo usando diferentes doses de radiagdo gama (10 kGy, 15 kGy, 20 kGy e
25 kGy) de uma fonte de %°Co na CBE - Companhia Brasileira de Esterilizagdo, Cotia, SP. A
selecdo da dose adequada foi dada em funcdo das mudancas das caracteristicas fisicas e
quimicas do material. Assim, o material foi irradiado com uma dose minima de 15 kGy e
maxima de 25 kGy.

Em seguida, foram selecionados frascos para realizar caracterizagdo fisica (distribuicéo
do tamanho de particula, teor de umidade residual e cinzas) e quimica inicial (homogeneidade,
micro-heterogeneidade e massa minima), testes de estabilidade do material a curto e longo
prazo e caracterizacdo quimica final.

Foram selecionados 4 frascos para o teste das doses de radiagdo, 11 frascos para o teste
de homogeneidade, 18 frascos para os testes de estabilidade a curto e longo prazo, 6 frascos
para estudos de intercomparacdo e 12 frascos para a caracteriza¢do quimica final do material
(Figura 12).
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Figura 12. Frascos selecionados para testes de irradiagdo gama, homogeneidade, estabilidade e
caracterizacdo final do material candidato

3.2.6. Estudo de homogeneidade

Este estudo foi dividido em avaliacdo de massa minima e homogeneidade dentro do

frasco e entre frascos, empregando-se INAA e método de Kjeldahl. A avaliacdo da micro-

heterogeneidade do material foi realizada por INAA.

3.2.6.1. Estudo da massa minima

Para este estudo, realizado de acordo com a ISO Guia 35, foram tomadas dez por¢des

analiticas de um mesmo frasco n° 211 para quatro massas distintas (10 mg, 50 mg, 100 mg e

200 mg). Assim, foi possivel determinar a massa minima de amostra a ser utilizada, verificar a

repetitividade e a variagdo da fragdo de massa dos elementos de interesse dentro do frasco.
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a. Analise por ativacdo neutrénica instrumental

As 40 porcdes analiticas foram pesadas diretamente em capsulas de polietileno de alta
densidade e de elevada pureza, fabricadas pela Posthumus Products, Beverwijk, Holanda,
especialmente para irradiagdo com néutrons. Em seguida foram distribuidas em duas series
analiticas (TJ e TK). Para o controle da qualidade do procedimento de medic&o, foram incluidos
trés materiais de referéncia certificados em cada série: SRM 1515 (folhas de macé), SRM 1570a
(folhas de espinafre) e INCT-OBTL-5 (folhas de tabaco). Capsulas vazias (branco analitico)
também foram irradiadas junto com as amostras, de modo a detectar elementos quimicos
interferentes constituintes do polietileno (FRANCA et al., 2003). A Figura 13 mostra o preparo
do material de referéncia candidato e dos CRMs utilizados para a analise por INAA.

Amostras e CRMs foram irradiados com fluxo de néutrons térmicos da ordem de
10x10* cm?s™ a 13x10'2cms? por periodo de 4 a 8 h no reator nuclear de pesquisa IEA-R1
do IPEN/CNEN, Séao Paulo. Como monitores de fluxo de néutrons térmicos, foram empregados
fragmentos de aproximadamente 10 mg de liga de Ni-Cr com fracGes de massa conhecidas
desses elementos (FRANCA et al., 2003), intercalados entre as capsulas de polietileno. A
medicdo de cada elemento de interesse foi realizada usando o mesmo procedimento da Secao
3.1.4.1.

Figura 13. Preparagdo do material de referéncia candidato de folhas de cana-de-agUcar para
irradiacdo com néutrons
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b. Método de Kjeldahl

Dez porc¢des analiticas de 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg do frasco n° 211 foram
pesadas em uma balanca analitica modelo AE 200 (Mettler Toledo) e colocadas em tubos de
vidro. Essas quatro massas diferentes permitiram avaliar a massa minima a ser utilizada. Para
o controle da qualidade analitica, foram utilizados trés materiais de referéncia certificados do
NIST, ou seja, SRM 1515 (folhas de macgd), SRM 1570a (folhas de espinafre) e SRM 1573a
(folhas de tomate), pesados em triplicata. Estes CRMs foram escolhidos porque apresentam
valores de referéncia de N usando o método de Kjeldahl. O procedimento de determinacdo de

N total foi o mesmo utilizado no estudo de variedades da Sec¢éo 3.1.4.3.
3.2.6.2. Homogeneidade dentro do frasco

Neste estudo, realizado de acordo com a ISO Guia 35, foram tomadas dez porg¢des
analiticas do frasco n° 211. A avaliacdo de macronutrientes e micronutrientes foi realizada no
Laboratdrio de Radioisétopos, CENA, da Universidade de S&o Paulo. Os métodos utilizados

séo descritos nas Secoes 3.1.4.1e 3.1.4.3.
3.2.6.3.Homogeneidade entre frascos

Foram selecionados aleatoriamente os frascos n° 10, 74, 111, 159, 164, 202, 259, 298,
327 e 398. A avaliacdo da homogeneidade do material para macronutrientes, micronutrientes e
elementos tragos foi realizada no National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
MD, USA, durante o doutorado-sanduiche de 6 meses com bolsa BEPE/FAPESP, empregando
INAA, PGAA e Kjeldahl.

a. Analise por ativacdo neutrénica instrumental

PorcOes analiticas de 180 mg de cada frasco foram pesadas em duplicata e colocadas
dentro de prensa hidraulica aplicando presséo de 10 ton. As pastilhas obtidas foram de 13 mm
de didmetro e 1,5 de espessura. Para o controle da qualidade analitica, foram usados quatro
materiais de referéncia certificados do NIST, ou seja, SRM 1570 (folhas de espinafre), SRM
1571 (folhas de pomar), SRM 1572 (folhas de laranjeira) e SRM 1573 (folhas de tomate).
Pastilhas de CRMs foram preparadas seguindo o mesmo procedimento das amostras. A

Figura 14 mostra o procedimento realizado para amostras e CRMs.
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Para calibracdo e determinagéo elementar, solugdes padrdes foram preparadas a partir
de laminas e sais de alta pureza (99,99%), dissolvidos com &cidos destilados, HNO3z 65%
(Merck, Alemanha) e HCI 37% (Merck, Alemanha) e agua ultrapura com ligeiro aquecimento.
Frascos de teflon (Nalgene, Estados Unidos) de 125 mL com excelente resisténcia a

temperatura, reagentes quimicos e corrosdo foram usados para armazenar a solucéo padréo.

Prensa Pastilhas

Figura 14. Preparacgdo de folhas de cana-de-agUcar e materiais de referéncia certificados

Foram preparadas as seguintes solucdes padroes: Ca3109A (Ca), Mg3131a (Mg), S403
(Al, Cu, Mn, V), S1410 (Al, Cu, Mn, V), S0201 (Al, Cu, Mn), NaCIO6 (Na, Cl), KCL09 (K),
10612A (As, Au, Cd, La, Mo, Sm, W, Zn), L0305 (Ag, Co, Hg, Sc, Th), L0504 (Ce, Cr, Cs, Fe,
Rb, Sh, Se, Sn, Zn) e L0509 (Cr, Cs, Fe, Rb, Sh, Se, Zn). Aliquotas de 50 pL a 400 pL de
solugdes padrdes foram pipetadas e colocadas sobre papel filtro Whatman 42 (diametro de 55
mm) e secas em capela de fluxo laminar.

Apbs a secagem do material, o papel filtro foi prensado em uma prensa hidraulica
(Carver, USA) aplicando 10 ton de pressdo. As pastilhas obtidas foram de 13 mm de diametro
e 1,5 mm de espessura. A Figura 15 apresenta a preparacdo dos padrdes e branco analitico.
Brancos analiticos foram também preparados de papel filtro Whatman 42 sem adicéo do analito.

A irradiacdo do material foi realizada no reator nuclear de pesquisa NCNR de 20 MW
do NIST com fluxo de néutrons de 3,4x10" cm2s e posicdo de irradiagio RT-2.
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Para os radionuclideos de meias-vidas curtas (< 12 h), amostra, padrdo, CRMs e branco
foram colocados dentro de plasticos de polietileno e selados. Cada amostra foi irradiada por

2 min junto com padrdo e monitor de fluxo de Ti (8 mg).

Acidos  Solucio padrio Papel filtro

Prensa Pastilhas

Figura 15. Preparacdo de solugdes padrdes e brancos analiticos para determinacdo elementar por
INAA

As amostras foram colocadas na posicao inferior com a pastilha orientada axialmente
ao frasco de irradiacdo (coelho) e fluxo de néutrons. A medida da atividade induzida nas
amostras e CRMs, monitor de fluxo e padrbes foi realizada por 10 min, 2 min e 5 min,
respectivamente.

Para os radionuclideos de meias-vidas longas (> 12 h), amostras, padrdes e CRMs foram
juntamente colocados dentro do plastico de poliestireno de alta densidade, livre de antimdnio,
e selados. Estes materiais foram colocados na posi¢do média do frasco (coelho) para irradiacao
simultanea durante 12 h, com rotacdo a cada 6 h. As medi¢fes da atividade induzida das
amostras, CRMs e padrdes ocorreram aos 3 e 15 dias de decaimento, com respectivos tempos
de contagem de 2 h e 8 h.

Os detectores de alta resolucdo de germanio hiperpuro Carolin e Marlene foram
utilizados para radionuclideos de meias-vidas curtas e Axel para radionuclideos de meias-vidas

longas. Estes detectores apresentam as seguintes caracteristicas:
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» Carolin GEM-30P4-Plus-S, TRP, 38,1%
1,76 keV/1,85 keV

» Marlene GEM-30P4-Plus-S, TRP, 33,6%
1,75 keV/1,90 keV

» Axel GEM-30175-P-Plus-S, TRP, 31,9 %
1,72 keV/1,80 keV

Ap0s a deconvolucdo dos espectros de radiacdo gama, foram calculadas as fracdes de
massa dos elementos quimicos nas amostras e nos materiais de referéncia certificados por
método comparativo de padrdo e amostra a partir do software Genie (ZEISLER et al., 2003).

Os valores de fracdo de massa foram corrigidos para emisséo de resultados em massa seca.

b. Andlise por ativagdo com raios gama pronto

Para a determinacéo de Si, N e B foram selecionados os frascos 10, 111, 159, 202 e 398.
Porc¢des analiticas de 250 mg de cada frasco foram pesadas em balanca XP205 DR (Mettler
Toledo), colocadas em suporte e prensadas aplicando 10 ton de pressdo. As dimensdes da
pastilha foram 13 mm de didametro e 2 mm de espessura. Estas pastilhas foram colocadas dentro
de pléstico de teflon, seladas e suspensas em fina corda de PFA em suporte de aluminio. A
Figura 16 mostra a posi¢do da pastilha no suporte de aluminio colocado dentro da caixa de

amostra para irradiacéo.

Figura 16. Posicdo da amostra no suporte de aluminio e dentro da caixa para irradiacdo gama

As amostras foram colocadas na posicdo média da caixa de amostra para serem
irradiadas com feixe de néutrons em vacuo. Para o controle da qualidade analitica, foram
empregados trés materiais de referéncia SRM 1570 (folhas de espinafre), SRM 1571 (folhas de
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pomar) e SRM 1573 (folhas de tomate). Pastilnas de CRMs foram preparadas e analisadas
seguindo 0 mesmo procedimento das amostras.

Para a calibracdo, foram utilizadas solugdes padrbes preparadas a partir da dissolucéo
de sais e metais de alta pureza (Si, Fe e Mn) com acidos destilados HNO3z 65% (Merck,
Alemanha), HF 40% (Merck, Alemanha) e agua ultrapura. Também foi utilizada uma solucédo
padrdo SRM 3150 de 1% de Si. Aliquotas das solugdes padrdes foram impregnadas em papel
filtro Whatman 42 (55 mm e 70 mm), em diferentes niveis de concentracdes e secas em capela
de fluxo laminar. As pastilhas foram preparadas da mesma forma que as amostras.

O padréo de N foi preparado a partir de pé de ureia, enquanto os brancos analiticos de
papel filtro Whatman 42 de diametros de 55 mm e 70 mm. Os brancos analiticos permitem
avaliar a contribuicdo do background em Si, N e B. Monitores de fluxo de ligas de titanio foram
preparados para monitorar o fluxo de néutrons. A Figura 17 apresenta as amostras, CRMs e

padrdes preparados, assim como a posi¢ao do suporte da amostra dentro da caixa.

Amostras e CRMs Solucdo padrdo Suporte de acoinox Pastilha

Figura 17. Preparagdo de amostras, padroes e CRMs para a determinacéo de Si, Ne B
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Por outro lado, a Tabela 12 apresenta as condigdes experimentais da irradiacdo de
amostras, CRMs e padrdes por PGAA.

Tabela 12. Condicdes experimentais para determinacao de Si, N e B usando PGAA

Tempo de Tempo

D Massa Si N B irradiacao morto
(H9) (keV) (keV) (keV) (s) (%)
SRM3150 _1 1087 3539 4934 24899 6,9
SRM3150_2 5460 3539 4934 12184 12,9
SRM3150 11 10941 3539 4934 12184 12,5
SRM3150 12 10941 3539 4934 12184 12,6
SRM3150_Si 10941 3539 4934 8760 6,1
Ureia 359330 5532 10829 7341 6,7
10_SCO01 250000 3539 4934 5532 10829 478 17012 6,4
111 SCO02 250000 3539 4934 5532 10829 478 66374 57
159 SCO03 250000 3539 4934 5532 10829 478 59917 6,6
202_SC04 250000 3539 4934 5532 10829 478 58771 6,3
398 SCO05 250000 3539 4934 5532 10829 478 78903 59
SRM1570 250000 3539 4934 5532 10829 478 85005 8,7
SRM1571 250000 3539 4934 5532 10829 478 96886 5,6
SRM1573 250000 3539 4934 5532 10829 478 67451 10,2

Foi empregado sistema de espectrometria gama de germanio hiperpuro, com eficiéncia
relativa de 35 %, em atmosfera de vacuo e supressor Comptom para reduzir o background e
melhorar a razéo do sinal. O programa de MCA Lynx Canberra foi empregado para aquisi¢éo
dos dados, enquanto o software Genie 2000 para avaliacdo do espectro. Os valores de fragdo de

massa foram corrigidos para emissao de resultados em massa seca.
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C. Meétodo de Kjeldahl

PorcOes analiticas de 100 mg amostradas dos dez frascos escolhidos foram pesadas em
triplicata em balanca analitica modelo AE 200 (Mettler Toledo) e colocadas em tubos de
digestdo da proteina. Para o controle da qualidade analitica, foram utilizados os mesmos
materiais de referéncia certificados do estudo de homogeneidade dentro frasco, também
pesados em triplicata. A determinacédo de N total foi a mesma utilizada no estudo de variedades
secdo 3.1.4.3.

3.2.6.4. Estudo de micro-heterogeneidade

Porc¢des analiticas de 3 mg de cada frasco foram pesadas usando balanca analitica ultra-
micro UMT 2 (Mettler Toledo). Pastilhas de 3 mm de didametro e 0,1 mm de espessura foram
feitas em prensa hidraulica (Carver, USA) aplicando 0,5 ton de pressdo. Os padrdes foram
preparados usando 0 mesmo procedimento que o estudo de homogeneidade.

Para elementos de meias-vidas curtas, amostras, materiais de referéncia certificados e
padrées foram embalados individualmente em plastico de polipropileno (Spectro Film™
Polypro-Econo 6.3, Somar International, Inc., Tuckahoe, NY) e selados. Para irradia¢do cada
amostra ou CRM foi colocado juntamente com padrdo e monitor de fluxo dentro de um coelho
e irradiados por 2 min. A deteccdo da atividade induzida das amostras foi realizada
imediatamente ap0s a irradiacdo durante 10 min.

Para elementos de meias-vidas longas, conjuntos de 10 a 12 pastilhas de amostras,
padrdoes e CRMs foram embaladas em plasticos de poliestireno de alta densidade e seladas.
Estes materiais foram colocados dentro de um coelho para irradiagcdo simultanea por 12 h, com
rotagdo cada 6 h. A medicdo da atividade induzida das amostras ocorreu em 3 dias e 14 dias
apos a irradiacdo durante 2 h e 10 h, respectivamente.

O numero total de irradiacdes do estudo de homogeneidade e micro-heterogeneidade,
foram 77, sendo 68 para elementos de meias-vidas curtas e 9 para elementos de meias-vidas
longas. A Figura 18 apresenta as amostras, micro-amostras, padrées e CRMs irradiados.



Micro-amostras CRMs Coelho Detector

a) Elementos de meia —vida curta

Micro-amostras e padroes Coelhos

b) Elementos de meia-vida longa

Figura 18. Amostras, micro-amostras, padrdes e CRMs analisados por INAA

3.2.7. Estudo de estabilidade

77

O estudo de estabilidade foi dividido em curto prazo e longo prazo utilizando INAA e

método de Kjeldahl.
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3.2.7.1. Estabilidade a curto prazo

Este estudo avalia o comportamento do material durante o transporte. Assim, foram
selecionados aleatoriamente os frascos 57, 83, 149, 255, 321 e 359, colocados em condicdes de
armazenamento extremas (T= 40 °C e 100 % de umidade). A Figura 19 apresenta os frascos e

0 sistema utilizado para a simulacdo das condig¢des extremas.

[ -

Figura 19. Estabilidade a curto prazo do material de referéncia de folhas de cana-de-agUcar

Os periodos de amostragem dos seis frascos avaliados foram realizados em 7, 30 e 60

dias.
3.2.7.2. Estabilidade a longo prazo

Neste estudo, foram consideradas duas condi¢des de armazenamento (-20 °C, +20 °C)
e selecionados aleatoriamente 6 frascos para cada temperatura. Os frascos colocados em
dessecador com temperatura de +20 °C foram 29, 101, 200, 246, 311 e 394, enquanto os frascos
1, 95, 188, 280, 343 e 410 foram armazenados em freezer com temperatura de -20 °C. Os
periodos de amostragem foram realizados em 0, 1, 3, 6 € 9 meses.

Por INAA, as amostras de estabilidade a curto e longo prazo foram distribuidas em onze
séries analiticas (TK, TL, TM, TS, TT, TX, TY, UC, UD, UG e UH) para irradiacdo no reator
nuclear de pesquisa IEA-R1 do IPEN/CNEN, S&o Paulo. Os procedimentos para a determinagéao
dos elementos quimicos por INAA e N (total) foram os mesmos utilizados nas se¢fes 3.1.4.1 e
3.1.4.3. Os materiais de referéncia certificados utilizados para o controle da qualidade analitica
foram SRM 1515, SRM 1570a, SRM1573a e INCT-OBTL-5.
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3.2.8. Umidade residual

Dentre os varios procedimentos para a determinacdo da umidade residual, a secagem

em estufa e dessecador sdo os mais utilizados no NIST.

a. Dessecador

O agente dessecante empregado foi perclorato de magnésio (Mg(ClOa)2), reagente
anidro recomendado para determinar o teor de umidade em material de referéncia. Porgbes
analiticas de aproximadamente 1,0 g foram pesadas e colocadas em frascos de vidro com
tampas, previamente identificados e pesados, usando balanca semi-microanalitica XP205
(Mettler Toledo). As amostras foram colocadas dentro de dessecador removendo a tampa e cada
amostra foi pesada periodicamente até massa constante.

b. Estufa

Amostras de 1,0 g foram pesadas e colocadas em frascos com tampa. Foi utilizada uma
estufa, modelo 630 G (Fischer Scientific, USA) a 80 + 2 °C, evitando perda e degradacédo de
material. As amostras foram colocadas em dessecador por 1 h e pesadas. Foram avaliadas
secagens por 2 h, 5h, 20 h, 26 h, 42 h e 67 h. Para o controle da qualidade analitica, foram
utilizados SRM 1570 (folhas de espinafre), SRM 1571 (folhas de pomar), SRM 1572 (folhas
de laranjeira) e SRM 1573 (folhas de tomate). A determinacdo da umidade residual foi

realizada de acordo com a Equacéo 11

massa inicial — massa seca)

Umidade residual = ( (11D

massa inicial

e a incerteza combinada (uc) foi calculada usando a Equagéo 12

s

Uc = Incerteza combinada
up = Incerteza padréo da balanca
X = Média

SD = Desvio padrao
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3.2.9. Determinacéo de cinzas

A avaliacdo do teor de cinzas no material de referéncia candidato foi realizada
empregando os frascos 74, 111, 159, 164, 202, 210, 259, 298, 327 e 398. Porcbes analiticas de
500 mg foram pesadas em triplicata e colocadas em cadinhos de porcelana previamente tarados.
O material foi colocado em mufla e queimado previamente a 105 °C durante 30 min para evitar
perda e contaminacdo do material, e calcinado a 550 °C por 4 h para obtencéo de cinzas. O teor

de cinzas foi calculado usando a Equacéao 13

Teor de cinzas (%) = (—e o) 4 100 (13)

massa amostra

e a incerteza combinada (uc) associada calculada em funcéo da incerteza da balanca usando a

Equacéo 14
5 [(up\? . [SD\?
=)+ (@ 1)

Uc = Incerteza combinada
ub = Incerteza padrdo da balanca
X = Média

SD = Desvio padréo

3.2.10. Caracterizagdo quimica final do material

A caracterizacdo quimica final do material de referéncia candidato foi realizada no
NIST, Gaithersburg, USA, usando INAA para avaliar a homogeneidade, sendo uma etapa
relevante para o processo de certificacdo e uso do material.

Porc¢des analiticas de 180 a 200 mg foram pesadas em duplicata a partir de 12 frascos
(14, 45, 89, 120, 161, 212, 217, 264, 316, 346, 373 e 402). As amostras foram prensadas dentro
de suporte de aco inox obtendo-se pastilhas de 13 mm de diametro e 1,5 mm de espessura. As
pastilnas foram pesadas em balanca analitica (Mettler Toledo AE163, SN E55351, com
calibracdo verificada usando massas de 200 mg, Troemner SN 4000014082). Para o controle
da qualidade analitica, foram utilizados SRM 1515 (folhas de macd), SRM 1570
(folhas de espinafre) e SRM 1572 (folhas de laranjeira), preparados nas mesmas condic¢Ges que
as amostras. As massas foram corrigidas pelo teor de umidade residual, ou seja, 2,6 %, 3,9 %,
4,8 % e 3,8 % para SRM 1515, SRM 1570, SRM 1572 e material de referéncia candidato.
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As solugdes padroes multielementares foram preparadas a partir de metais e sais de alta
pureza com dissolucdo em reagentes ultrapuros (Tabela 13). Por¢des analiticas de 25 mg e
100 mg de solugdes padrdes foram transferidas com uma pipeta calibrada (Eppendorf
multipipettor) para papel filtro Whatman 542 com 55 mm de didmetro. Os papéis filtro foram
secos em capela de fluxo laminar por 24 h e prensados para a obtencgéo das pastilhas.

As pastilhas de amostras e padrdes foram individualmente seladas para irradiacdo em
plasticos de polietileno de alta densidade de 0,12 mm de espessura. As irradiacbes foram
realizadas na posi¢cdo RT-2 do reator de pesquisa do NIST (20 MW) com fluxo de néutrons de
3,4 x 108cm2sL,

Para nuclideos de meias-vidas curtas, um arranjo composto de uma amostra ou material
de referéncia certificado, padrdo e monitor de titanio (0,8 mg) foi colocado na posi¢édo central
da capsula de irradiacdo (coelho) em forma perpendicular ao eixo. Cada coelho foi irradiado
por 2 min e, apods irradiacdo, amostra, padrdo e monitor foram transferidos para outro plastico
de polietileno para deteccdo da atividade induzida. Todas as amostras, padroes, CRMs e
monitores de fluxo foram distribuidos em 30 irradiacdes.

Para nuclideos de meias-vidas longas, amostras e CRMs foram selados em pacotes
individuais de polietileno de alta densidade (material livre de Sb, mas contém tragos de Cr e
V). Cada conjunto para irradiagdo de amostra foi composto de 10 a 12 pastilhas de amostras e
CRMs. O tempo de irradiacdo foi de 12 h com rotacdo de 180° a cada 6 h. Os detectores
utilizados para nuclideos de meia-vida curta foram Carolin, modelo Ortec GEM30P4-PLUS-S,
SIN 47-TP12366A, e Isabel modelo Ortec GEM-20180-P, S/N 37-TP11323A. Para nuclideos
de meias-vidas longas foi utilizado um detector convencional Kelly, modelo Ortec GEM-
25185-PLUS, S/N 34-P30938A.

Elementos, energias gama e interferéncias espectrais séo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 13. Padrbes preparados a partir de sais, laminas e solucdes-padrdo empregados em
INAA

Fracéo de massa

J *
Padréo, elemento Preparado por Fonte do elemento (ma/kg)
S1410 MM/RZ
Al Al foil 0,1mm, Alfa Aesar 333,7
Cu Cu foil 0,038 mm, Alfa Aesar 6714
Mn Mn powder, Alfa Aesar 81,66
\V V foil, Alfa Aesar 15,18
10698 RZ
As As203 SRM 83d 105,1
Au Au foil, 6N, Johnson Matthey 2,048
Cd Cd shot, 6N Alfa Products 88,84
La La foil, 99,9% Alfa Aesar 3,632
Mo Mo foil, Alfa Aesar 133,9
Sm Sm foil, 99,9% Alfa Aesar 0,5206
W W foil, Alfa Aesar 77,16
Zn Zn shot, Puratronic 99,99% Alfa Aesar 1083
10612 VCIRZ
As As203, SRM 83d 108,7
Au Au foil, 6N Johnson Matthey 1,019
Cd Cd shot, 6N Alfa Products 96,42
Mo Mo powder, Puratronic 99,999%, Alfa Aesar 97,29
W W foil, Alfa Aesar 75,15
Zn Zn shot, Puratronic 99,99% Alfa Aesar 1868
L0305 ROS/RZ
Ag Ag wire, Alfa Aesar 29,43
Co Co foil, Alfa Aesar, 18,48
Hg Triple distilled, Eastern Smelting & Refining 1024
Corp,
Sc Sc203, Ventron 0,4496
Th Th(NO3)4(H20)x, converted to ThO2, Johnson 18,77
Matthey
L0504 RZ
Ce CeOgz, JM Specpure 87,69
Cr Cr flakes, Alfa Aesar 101,8
Cs CsCl, Alfa Aesar 37,97
Fe Fe foil, Alfa Aesar 11050
Rb RbCI, Spex Industries 624,1
Sb Sb shot, Cominco 35,17
Se Se shot, Alfa Aesar 102,8
Sn Sn shot, Spex Industries 4233
Zn Zn shot, Alfa Aesar 1801
L0509 BET/ROS
Cr Zn shot, Alfa Aesar 134,0
Cs CsCl, Alfa Aesar 44,10
Fe Fe foil, Puratronic, Alfa Aesar 11490
Rb RbCI, Spex Industries 633,3
Sh Sb shot, Comicon 64,82
Se Se piece, Alfa Aesar 1024
Zn Zn shot, Alfa Aesar 2021
NaClo6 VvC
Na SRM 919b 5024
CaCOg;
Ca MM SRM915a 40,01 %
Mg MM SRM3131a 9998
MM Mg foil 0,1 mm, Alfa Aesar, ~10 mg 99,98 %

MM — Maria Martinez  RZ - Rolf Zeisler VC — Vivian Carioni ROS — Rabia Oflaz  BET — Bryan Tomlin
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Tabela 14. Nuclideos medidos, energia dos raios gama e modo de ensaio. Energias marcadas
em negrito foram usadas para a determinacdo dos elementos quimicos

Nuclideos | Vida media Energia Gama (keV) Modo ensaio, tempo, decaimento
BA| 2,2406 min | 1778,99 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
SAs 26,32 h 559,10 Contagem intermediaria
82Br 35,30 h 554,35, 619,11, 776,52 | Contagem intermediaria, 2 h, 2 d
Ca 8,27 min 3084,40 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
141Ce 32,50 d 145,44 Contagem longa, 8 h, >10d
3BC| 37,24 min 1642,59, 2168,40 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
®Co 1925,20d 1173,23, 1332,50 Contagem longa, 8 h, >10d
*1Cr 27,69d 320,10 Contagem longa, 8 h, >10 d
134Cs 754,50 d 604,71, 795,87 Contagem longa, 8 h, >10d
% Cu 5,120 min 1039,35 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
Fe 44,50d 1099,30, 1291,60 Contagem longa, 8 h, >10d
K 1236h | 152458 Contagem emmediria 3. 2.
140 40,27 h 1596,17 Contagem intermediéria, 2 h, 2 d
Mg 9,46 min 843,76, 1014,42 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
. 25785 h 846,81, 1810.77 Contagem curta 1, 600 s, 200 s

Contagem curta 2, 30 min, >2 h
Mo-**"T¢ 65,94 h 140,51 Contagem intermedidria, 2h, 2d
%RDb 18,66 d 1076,63 Contagem longa, 8 h, >10 d
124Gh 60,20 d 602,73, 1690,9 Contagem longa, 8 h, >10d
43¢ 83,82d 889,3,1120,3 Contagem longa, 8 h, >10d
153Sm 46,80 h 103,18 Contagem intermediéaria, 2 h, 2d
Th-?*pa 26,97 d 312,17 Contagem longa, 8 h, >10 d
2y 3,743 min 1434,07 Contagem curta 1, 600 s, 200 s
8Zn 244,10d 1115,52 Contagem longa, 8 h, >10 d
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo de variedades de cana-de-agucar

Foram selecionadas doze variedades de cana-de-agucar, ou seja, CTC2, CTC4, CTCl11,
CTCl14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e
SP832847, em fungdo dos destaques agrondmicos, resisténcia, area plantada e produtividade.
As variedades CTC11 e CTC15 foram também coletadas para avaliar a disponibilidade dos
nutrientes em trés diferentes condi¢des de cultivo.

A umidade de folhas de cana-de-agucar sem nervura foi estabelecida entre
60 % - 70 %. Apds a secagem, foram selecionados 2 moinhos (facas e rotor) e peneira de
80 um para obter maior uniformidade do tamanho de particula das amostras. Este material
apresentou resisténcia de moagem devido aos altos teores de lignina e Si na estrutura da folha,
sendo observadas propriedades eletrostaticas no material final obtido. Foram realizados testes
para a determina¢ao do tamanho de particulas por difragdo laser para uma amostra da variedade
SP 832847. A Figura 20 mostra a distribui¢dao de tamanho de particula para cinco medi¢des por
dispersdo umida (dgua).

100
a0

= &0
3\2
_g 70 I
o 60 8
3 (]
E % - E
3 S
g 40 3
2 5 ‘ >
€ A i
3 il L -1
=)
> 10 ! HT ’l 1—
JJ,'
il k.
30 T T P T I e | basd da | L3 § e i g x g b g o g R
0,01 0,1 1 10 100 1000

Tamanho de particula (um)

Figura 20. Distribuicdo do tamanho de particula no material de folha de cana-de-agUcar,
determinada por difracdo laser, dispersdo Umida, no equipamento Analysette 22 MicroTec plus,
da Fritsch, Alemanha
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O tamanho de particula para esta amostra apresentou 80 % do volume distribuido
entre 4 um e 450 um e o coeficiente de variacao foi 2,5 %. Esta determinagdo também foi
realizada para as outras amostras de folhas de cana-de-aglicar coletadas, obtendo
comportamentos similares. A dispersao das particulas obtida ndo ¢ adequada para a preparagao
de material de referéncia candidato. Porém, foram estudados outros procedimentos de moagem
para reduzir mais ainda o tamanho de particula das folhas de cana-de-agucar.

A umidade residual foi um dos parametros avaliados para expressar o0s resultados em
massa seca. Para determinacdo da umidade residual, foram analisadas 120 amostras em
triplicata. A Figura 21 apresenta os resultados de umidade residual obtidos para as doze
variedades de cana-de-acucar selecionadas (CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC17,
CTC20, IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e SP832847). Cabe ressaltar que
dez destas variedades foram cultivadas em Latossolo Vermelho, enquanto as variedades
RB965902 e SP832847 foram cultivadas em solo Podzélico Vermelho e Neossolo
Quartzarénico, respectivamente. Por outro lado, a Figura 22 mostra os resultados para duas
variedades, CTC11 e CTC15, cultivadas em diferentes tipos de solos, ou seja, Latossolo
Vermelho, Cambissolo Haplico e Podzolico Vermelho. Na Figura 21, observa-se que todas as
variedades apresentaram umidade residual entre 4,5% e 7,0%, sendo os maiores valores
encontrados para CTC2 e CTC11, e os menores para RB966928 e CTC17.

A umidade residual das amostras é fortemente influenciada pelo procedimento de
secagem e pelas condicBes de armazenamento, sendo esperada pouca influéncia da variedade
ou do solo onde foi cultivada a cana-de-agUcar. Entretanto, na Figura 21 sdo observadas nitidas
diferencas entre os valores de umidade residual das variedades. Além disso, os resultados
exibidos na Figura 22 mostram que as variedades CTC11 e CTC15 cultivadas em Latossolo
Vermelho apresentaram maior umidade residual ao serem comparadas com as mesmas
variedades cultivadas em Cambissolo Haplico e Podzélico Vermelho. Assim, pequenas
diferencas na umidade residual talvez sejam causadas pela diferenca na composicéo das folhas

das diversas variedades e procedéncias.
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Figura 21. Umidade residual obtida para dez variedades de cana-de-agUcar cultivadas em Latossolo
Vermelho, variedade RB965902 em Podz6lico e SP832847 em Quartzarénico
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Figura 22. Umidade residual obtida para variedades de cana-de-agicar CTC11 e CTC15 cultivadas
em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)
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4.1.1. Determinagdo de macronutrientes e micronutrientes

Os macronutrientes e micronutrientes foram determinados utilizando duas técnicas
analiticas, INAA e ICP OES. Os resultados apresentados séo para seis variedades por INAA e
doze variedades por ICP OES, como tambeém aqueles obtidos por ICP OES para duas
variedades (CTC11 e CTC15) coletadas em diferentes tipos de solo (Cambissolo e Podzdlico).
As andlises por INAA para as outras 6 variedades e estudo de solo ndo foram realizadas devido
aos problemas de paralisacdo do reator nuclear de pesquisa do IPEN.

Por INAA, foram analisados os 10 pontos amostrais das variedades CTC4, CTC15,
CTC17, CTC20, IACSP955000 e RB966928, juntamente com trés CRMs utilizados para o
controle da qualidade do procedimento realizado. Procurou-se utilizar estes CRMs devido as
faixas de fracdo de massa dos elementos certificados e composi¢cdo matricial de folhas. Os
elementos determinados por INAA foram Br, Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na, P, Rb, Sc e Zn.

Por ICP OES, foram analisadas as 10 amostras digeridas, em triplicata, das variedades
CTC2. CTC4, CTC11, CTC14, CTC15, CTC1l7, CTC20, IACSP955000, RB855156,
RB966928, SP832847 e RB965902, assim como as 10 amostras das variedades CTC11 e
CTC15 em mais dois tipos de solo diferentes. Os reagentes utilizados foram uma mistura
oxidante de HNO3z e H202, uma vez que normalmente permite a dissolucdo total de materiais
vegetais disponibilizando os elementos em solucdo e apresentando menor interferéncia na
determinacéo dos elementos de interesse (KRUG et al., 2010). No entanto, a digestdo de folhas
de cana-de-agucar com essa mistura oxidante foi parcial, devido a elevada concentracdo de
silicio presente na amostra. Diferentemente das folhas de cana-de-acUcar, a digestdo dos trés
materiais de referéncia foi total.

As Figuras 23 a 30 mostram os resultados obtidos por INAA e ICP OES para
macronutrientes (P, Ca, K e Mg) e micronutrientes (Fe, Mn, Zn e Cu) encontrados nas
variedades de cana-de-acUcar, incluindo a faixa de fracdo de massa para cada nutriente

considerada adequada para a alta produtividade de cana-de-actcar (RAIJ et al., 1996).
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Figura 23. Fracdo de massa de Ca em dez variedades de cana-de-acUcar cultivadas em Latossolo
Vermelho, variedade SP832847 em Quartzarénico e RB965902 em Podzdlico Vermelho
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Figura 25. Fracdo de massa de P em dez variedades de cana-de-agucar cultivadas em Latossolo
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Figura 26. Fracdo de massa de Mg em dez variedades de cana-de-agucar cultivadas em Latossolo
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Os resultados de fragdes de massas obtidos por INAA e ICP OES foram comparados
aqueles estabelecidos por Raij et al (1996) na Tabela 2. Observou-se que as 12 variedades
estudadas tém fragcdes de massa adequadas de macronutrientes (P, Ca, Mg, K), ndo obstante as
fracbes de massa encontradas de P para variedades IACSP955000 e RB966928 foram
ligeiramente baixas ao serem comparadas aquelas obtidas para as outras dez variedades.

No caso de micronutrientes, observaram-se fragdes de massa de Cu no limite minimo
da faixa de suficiéncia em todas as variedades estudadas, aproximadamente 6 mg/kg. Os
resultados de Zn encontrados foram adequados para onze variedades, a variedade RB966928
que apresentou valores no nivel critico estabelecido por Raij (10 mg/kg). Em geral, os valores
de Cu e Zn encontram-se no limite minimo devido a baixa disponibilidade dos solos para a
planta (RALJ et al., 1996). A variedade RB 965902 apresentou fracdes de massa de Mg, Mn e
Fe no limite maximo de suficiéncia, sendo gque elevados teores de Mg afetam a disponibilidade
de K (MOORE; BOTHA, 2014). Ja elevados teores de Mn aumentam a acidez do solo, que
interfere na disponibilidade de Cu, Fe e Zn, e afeta o desenvolvimento da cana (LEITE et al.,
2003; MOORE; BOTHA, 2014).

Por outro lado, os valores médios de fracdo de massa encontrados para Mn e Fe em doze
variedades de cana-de-acUcar foram adequados ao serem comparados com aqueles
estabelecidos por Raij et al (1996). No entanto, houve alta variagdo nos valores encontrados
para Mn em cada ponto amostrado, observando-se coeficientes de variacdo de 30% até 115%,
sendo considerados estatisticamente aceitaveis valores menores de 30% para amostragem de
campo. No caso do Fe, observou-se coeficiente de variacdo de 58% para a variedade CTCA4.

Micronutrientes como Mo e B em folhas de cana-de-aglicar também foram
determinados, encontrando-se que as doze variedades estudadas apresentaram valores menores
que os limites de deteccdo da técnica de ICP OES, respectivamente, 4,3 mg/kg
e 2,0 mg/kg. Dada a importancia destes micronutrientes para o desenvolvimento da planta de
cana-de-agUcar, torna-se necessario procurar técnicas analiticas mais sensiveis para sua
determinacdo no material de referéncia candidato.

Outro estudo realizado foi a avaliacdo de fragdo em massa dos macronutrientes e
micronutrientes em plantas cultivadas em diferentes tipos de solo. Foram escolhidas as
variedades CTC11 e CTC15 e os solos Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD)
e Podzolico Vermelho (PV). Os resultados de fracdo de massa obtidos sdo apresentados nas
Figuras 31 a 38.
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Figura 31. Fracdo de massa de Ca em variedades de cana-de-aglcar (CTC11, CTC15) cultivadas em
Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzolico Vermelho (PV)
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Figura 32. Fracdo de massa de K em variedades de cana-de-actcar (CTC11, CTC15) cultivadas em
Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)



94

3500
= Limite minimo e Limite maximo
3000 -
» 2500 -
~
[-T+]
E
© 2000 - I
"
w
]
€
o 1500 -
©
(=]
o]
(83
£ 1000 |
w
500 -
0 T T T T T !
CTCiiLv CTC11 CXD CTC11 PV CTC15Lv CTC15 CXD CTC15 PV
Variedades
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Figura 34. Fracdo de massa de Mg em variedades de cana-de-agtcar (CTC11, CTC15) cultivadas
em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)
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Comparando os resultados obtidos dos macronutrientes e micronutrientes nas
variedades CTC11 e CTC15 com os valores recomendados na Tabela 2, foram observados
niveis de fracdo de massa adequados para Ca, P, Mg, K, Fe e Mn. Ja, fracGes de massa de Zn e
Cu foram encontradas no limite inferior dos valores recomendados na literatura para quase
todos os tipos de solo.

As fragOes de massa de K obtidas, considerando o desvio padréo das medigdes para as
variedades CTC11 e CTC15, nos trés tipos de solo, foram prdximas. Ja para o Ca, a variedade
CTC11 cultivada em solo Cambissolo apresentou valores de fracdo de massa menores. As
fracOes de massa de P para as variedades CTC11 e CTC15 foram préximas em solos Latossolo
Vermelho e Cambissolo Haplico, maiores em solo Podzélico. Para Mg, foram encontradas
fracdes de massa proximas para a variedade CTC11, entretanto a variedade CTC15 apresentou
maiores valores de Mg em solo Podzolico.

As fracbes de massa de Fe obtidas foram variaveis em fungdo do tipo de solo,
observando valor maior na variedade CTC11 cultivada em solo Cambissolo. Para Mn, a
variedade CTC15 apresentou fracdes de massas proximas nos trés tipos de solos avaliados,
enguanto a variedade CTC11 mostrou valor maior em solo Podzolico.

As fracBes de massa de Zn foram muito proximas nas variedades CTC11 e CTC15,
encontrando-se no limite minimo necessario para a producao de cana-de-agUcar. As fracdes de
massa de Cu foram muito baixas na variedade CTC15, sendo um elemento dificil de determinar
usando a técnica de ICP OES devido a diluicdo da amostra. Coeficientes de variacdo de
amostragem em campo maiores que 20% foram observados para Fe na variedade CTC11
cultivada em solo Cambissolo e para Mn nas variedades CTC11 e CTC15 nos trés tipos de solos
estudados.

Outros elementos tragos encontrados em seis variedades de cana-de-acucar foram Br,
Co, Cr, Cs, La, Na, Rb e Sc. Apesar de ndo haver estudos relacionados com a funcdo destes
elementos no crescimento e incremento da produtividade da cana-de-agucar, estes elementos
permitem caracterizar e diferenciar uma variedade de cana-de-agucar de outra. A maioria das
variedades de cana-de-agucar apresenta fragdes de massa de macronutrientes e micronutrientes
muito proximas, o que ndo acontece com estes elementos tragcos. A Tabela 15 apresenta o0s

resultados obtidos destes elementos em folhas de cana-de-agucar.
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Tabela 15. Fragdes de massa de elementos tracos determinados em seis variedades de cana-de-
acucar por INAA. Resultados médios e desvios padrfes (n=10) expressos em mg/kg de massa
seca

CTC4 CTC15 CTC17 CTC20 IACSP955000 RB966928
Br 16 +£19 20+ 4 15+5 49+15 24+8 205
Cr 11+5 7,1+27 36+19 57+24 6,2+24 13,0+ 3,7
Co 020+0,10 0,14+0,06 0,07+0,03 0,16+0,04 0,13+0,04 0,21 +0,06
Cs 012+0,04 025+0,10 0,32+0,09 0,08+0,04 0,27+0,14 0,71+0,26
La 1,00+0,32 1,70+0,70 1,40+x1,00 1,60+0,63 0,61 +0,48 64+19
Na 19+10 12+2 6,3+0,8 8,2+0,7 76+22 58+11
Rb 13+3 93+x14 96+13 24 +5 28 + 15 27 +3
Sc 015+0,09 0,03+0,01 0,03£0,01 0,04+0,01 0,05 + 0,02 0,04 + 0,01

4.1.2. Determinacao de nitrogénio por método de Kjeldahl

Foram digeridas, em triplicata, as 10 amostras das variedades CTC2, CTC4, CTC11,
CTC14, CTC15, CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156, RB966928, RB965902 e
SP832847, assim como as 10 amostras das variedades CTC11 e CTC15 em duas condicdes de
cultivo diferentes (Cambissolo e Podzolico). A Figura 39 mostra as fracbes de massa de N
encontradas em 12 variedades de cana-de-agUcar.

Observa-se que variedades CTC2, CTC4, CTC1l, IACSP955000 e RB855156
apresentaram valores ligeiramente menores daqueles estabelecidos segundo Raij et al. (1996),
mostrados na Tabela 2. As fragdes de massa baixas podem ser devidas a perda de nitrogénio
por lixiviagdo, desnitrificacdo e volatilizagdo ocasionadas pelas chuvas e altas temperaturas
durante a producédo da cana-de-acucar. Por outro lado, a variedade CTC14 mostrou fracéo de
massa maior de N ao ser comparada com as outras variedades estudadas. Ressalta-se que esta
variedade coletada foi cana-soca de primeiro corte, enquanto as outras 11 variedades foram

cana-planta, e o acimulo de N é mais observado em cana-soca do que em cana-planta.
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Outro fator importante para a biodisponibilidade de N € o tipo de solo e as respostas de
produtividade para cana-planta podem ser altas ou baixas dependendo da textura do solo
(DINARDO-MIRANDA et al., 2010). Existe grande variabilidade na resposta das variedades
aos diferentes ambientes de producéo, sendo que cada variedade pode exigir um solo menos ou
mais fértil para ser produzida. Por exemplo, a variedade SP832847 cultivada em Neossolo
Quartzarénico, solo de menor potencial produtivo, apresentou valores adequados de N, assim
como dos outros nutrientes estudados, comparativamente a aqueles estabelecidos por Raij et
al (1996).

A Figura 40 apresenta os valores de N encontrados em variedades CTC11 e CTC15
cultivadas em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzdlico
Vermelho (PV). Nesta Figura, a variedade CTC11 cultivada em Latossolo Vermelho, solo de
maior potencial de produtividade, apresentou fracfes de massa de N menores do que aquelas
obtidas em solos Cambissolo e Podzélico Vermelho, solos considerados de menor potencial de
produtividade. Para a variedade CTC15, as fracfes de massa de N em Latossolo e Podzolico
Vermelho tiveram valores médios muito préximos. Observou-se que 0 comportamento destas
duas variedades ndo foi semelhante para os trés tipos de solo estudados, devendo ser

considerada também a adaptacdo da variedade ao meio de producéo.
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Figura 39. Fracdo de massa de N em dez variedades de cana-de-agucar cultivadas em Latossolo
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Figura 40. Fracdo de massa de N em duas variedades de cana-de-aglcar (CTC11 e CTCL15)
cultivadas em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)

4.1.3. Determinacdo de enxofre e silicio por ED-XRF

ED-XRF foi utilizada para determinar S e Si em doze variedades de cana-de-agucar.
Estes elementos também foram determinados nas variedades CTC11 e CTC15 cultivadas em
Latossolo Vermelho, Cambissolo Haplico e Podzélico Vermelho. A curva de calibracdo foi
preparada em funcdo de 23 variedades de cana-de-aglcar com concentraces conhecidas de S
e Si. As intensidades de fluorescéncia de raios X de cada elemento e as concentracGes
estabelecidas por ICP OES foram consideradas para minimizar os erros de medicdo produzidos
pelo efeito da matriz incrementando, assim, a precisdo da técnica analitica. As amostras de
folhas de cana-de-agucar, materiais de referéncia e curva de calibracdo foram analisadas
utilizando uma atmosfera de vacuo para melhorar a sensibilidade de deteccdo de elementos
leves (Si e S).

A Tabela 16 apresenta os valores obtidos para a Equacéo linear da curva de calibragéo
e coeficiente de correlagéo. O eixo X representa a fragdo de massa (mg/kg) obtida por ICP OES
para cada uma das 23 variedades, enquanto 0 eixo Y representa as intensidades (cps/HA) obtidas
por ED-XRF.
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Tabela 16. Equacdo linear da curva de calibracdo de S e Si em folhas de cana-de-acicar em
funcéo da fracdo de massa (mg/kg) e intensidade (cps/pA)

Elemento K. (keV) Equacéo R?
Si 1,74 y =0,0018x + 0,0518 0,9614
S 2,306 y =0,0069x — 0,0529 0,9861

Os teores de S e Si variam em funcdo da variedade, folha amostrada, idade da planta,
corte e local de coleta (DINARDO-MIRANDA et al., 2010). No caso de enxofre, deficiéncias
em cana-de-agUcar sao pouco observadas, uma vez que o elemento esta presente no fosfogesso,
vinhaca e fertilizantes, encontrando-se sempre em niveis adequados. A Figura 41 mostra as

fracdes de massa de S encontradas em doze variedades de cana-de-agucar.
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Figura 41. Fracdo de massa de S em dez variedades de cana-de-agUcar cultivadas em Latossolo
Vermelho, variedade RB965902 em Podz6lico Vermelho e SP832847 em Quartzarénico

Os valores obtidos foram comparados com a fracdo de massa adequada de S para cana-
de-agUcar (1500 mg/kg - 3000 mg/kg) estabelecida por Raij et al (1996). Observou-se que onze
variedades de cana-de-acucar apresentam fragdes de massa adequadas de S, encontrando-se

valores maiores nas variedades CTC14 (cana-soca, Latossolo Vermelho) e RB965902 (cana-
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planta, Podzoélico Vermelho). A variedade CTC11 cultivada em Latossolo Vermelho
apresentou valores de S proximos ao limite inferior (1500 mg/kg).

Diferentemente da cana-planta, a cana-soca apresenta melhores respostas para 0s
nutrientes aplicados, mas dependendo do nimero de corte pode ser observada queda de
produtividade de cana-de-acUcar. No entanto, o solo Podzdlico, considerado de menor potencial
produtivo, pode fornecer nutrientes de forma adequada tal como foi observado parao N e S na
variedade RB965902. A producédo de cana-de-actcar em solo Podzdlico depende diretamente
da variedade, exigéncia de nutrientes, déficit hidrico e declividade do terreno (DINARDO-
MIRANDA et al., 2010).

A Figura 42 apresenta as fragdes de massa obtidas para duas variedades em diferentes
condicdes de cultivo. Os valores de S obtidos representam a média de 10 amostras coletadas

para cada variedade de cana-de-agucar.
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Figura 42. Fragdo de massa de S em duas variedades de cana-de-agucar (CTC11 e CTC15) cultivadas
em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)

Na Figura 42, observa-se que as fracOes de massa de S encontradas para a variedade
CTC11 cultivada em Cambissolo e Podzdlico Vermelho foram muito proximas,
comportamento semelhante a variedade CTC15 cultivada em Cambissolo Haplico e Podzdlico
Vermelho. As variedades CTC11 e CTC15 cultivadas em Latossolo Vermelho apresentaram
fracGes de massa menores de enxofre. Por outro lado, o silicio é um elemento que cumpre um

papel importante na producdo de cana-de-acgUcar. Este elemento fornece maior resisténcia as
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pragas, doengas e tombamento, facilitando, desta maneira, a colheita mecanizada e o
incremento na produtividade. No Brasil, faixas adequadas de Si em tecido foliar ainda néo
foram estabelecidas, mas uma pesquisa realizada na Africa do Sul mostrou niveis de Si em
tecido foliar de cana-de-acucar que devem ser considerados antes de sua aplicacdo, conforme
Tabela 17 (DINARDO-MIRANDA et al., 2010).

Tabela 17. Fracdes de massa de Si (mg/kg) em folhas de cana-de-aclcar na Africa do Sul
(DINARDO-MIRANDA et al., 2010)

Si (mg/kg)

Muito deficiente Deficiente Marginal Satisfatorio

< 3500 3600 — 5000 5100 — 7500 >7500

Os resultados obtidos para Si em tecido foliar das doze variedades de cana-de-agUcar
estudadas sdo apresentados na Figura 43. Considerando as fracGes de massa de Si estabelecidas
na Africa do Sul, observaram-se quatro grupos: 1) variedades muito deficientes de Si,
SP832847 e CTCL17; 2) variedades deficientes de Si, CTC15 e RB855156; 3) variedades em
nivel aceitavel de Si, RB965902, CTC2, IACSP955000, CTC4 e RB966928 e 4) variedades
com niveis satisfatorios de Si, CTC14, CTC20 e CTC11.
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Figura 43, Fracdo de massa de Si em dez variedades de cana-de-agucar cultivadas em Latossolo
Vermelho, variedades RB965902 em Podzdlico Vermelho e SP832847 em Quartzarénico
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No entanto, as variedades CTC11, CTC14, CTC17 e IACSP955000 tiveram 0s maiores
coeficientes de variacdo entre as 10 amostras coletadas por cada variedade, variando de 33% a
53%. Por outro lado, os resultados obtidos no estudo das variedades CTC11 e CTC15 cultivadas
em trés condicOes diferentes sdo apresentados na Figura 44.

A variedade CTC15 cultivada em Latossolo e Podzélico Vermelho apresentou valores
deficientes de Si, tendo sido observado também um coeficiente de variacdo de 73% para
amostras coletadas em solo Podzélico Vermelho. Aquela cultivada em solo do tipo Cambissolo
teve valores de Si aceitaveis. A variedade CTC11 cultivada em solo do tipo Cambissolo e
Podzdlico Vermelho teve niveis aceitaveis de Si. No entanto, a variedade cultivada em
Latossolo Vermelho apresentou niveis satisfatorios de Si, assim como um coeficiente de

variacdo de 47% entre as amostras analisadas.
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Figura 44. Fracdo de massa de Si em duas variedades de cana-de-agucar (CTC11 e CTC15) cultivadas
em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo Haplico (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)

4.1.4. Determinacao de cinzas

A determinacdo de cinzas € um parametro importante no processamento da cana-de-
acucar, ja que um teor alto de cinzas pode prejudicar a pureza do caldo e a qualidade do agucar.
As cinzas de folhas de cana-de-acucar sdo consideradas uma fonte de nutrientes, principalmente

Si, Ca e K, apresentando grande aplicacdo na adubacgéo de solo e uso de fertilizantes. Neste
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estudo, foram calcinadas doze variedades de folhas de cana-de-agucar, em triplicata, totalizando
120 amostras. A Figura 45 mostra os resultados obtidos de cinzas em folhas de cana.

As variedades CTC11, CTC14, CTC20 e RB965902 apresentaram teores de cinza
maiores, enquanto a SP832847 teve o menor teor. Os resultados obtidos estdo relacionados com
as fragOes de massa de macronutrientes, micronutrientes e Si encontradas nestas variedades de

cana-de-acucar.
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Figura 45. Teor de cinzas em dez variedades de cana-de-agUcar cultivadas em Latossolo Vermelho,
variedades RB965902 em Podzolico Vermelho e SP832847 em Quartzarénico

Na Figura 46, sdo apresentados os resultados obtidos de cinzas (%) das variedades
CTC11 e CTC15 cultivadas em trés condicOes diferentes.

Este estudo mostrou que a variedades CTC11 e CTC15 tiveram teores similares de
cinzas nos trés tipos de solos estudados. A variedade CTC11 cultivada em Latossolo Vermelho
teve maiores teores de cinzas do que as cultivadas em Cambissolo e Podzolico Vermelho, assim
como tambem o coeficiente de varia¢do foi maior ao observado nas outras condi¢des de cultivo.
Cabe ressaltar que, a contribuicdo de cada nutriente pode variar em funcdo da variedade e tipo
do solo, tal como foi apresentado para Fe, Mg, N, S e Si (Secdo 4.1.1 a 4.1.3).
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Figura 46. Teor de cinzas em duas variedades de cana-de-agicar (CTC11 e CTC15) cultivadas em
Latossolo Vermelho, Cambissolo (CXD) e Podzélico Vermelho (PV)

4.2. Selecdo da variedade de cana-de-agucar

A selecdo da variedade de folhas de cana-de-agUcar para o preparo do material de
referéncia candidato é uma das etapas mais importantes deste estudo, uma vez que a variedade
selecionada deve ser representativa das demais variedades cultivadas e encontrar-se em
condi¢Oes nutricionais adequadas para alta produtividade da cana-de-acucar.

A escolha da variedade foi realizada em funcao dos resultados de fracdo de massa de
macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S), micronutrientes (Fe, Mn, Cu e Zn) e Si, obtidos para
doze das variedades de cana-de-agUcar analisadas (CTC2, CTC4, CTC11, CTC14, CTC15,
CTC17, CTC20, IACSP955000, RB855156, RB965902, RB966928 e SP832847). Foram
considerados também os valores de umidade residual e coeficientes de variagcdo da amostragem
em campo (RSD), assim como as caracteristicas e destaques agronémicos proprios de cada
variedade, i.e., teor de sacarose, resisténcia a doencas e produtividade.

Os resultados de macronutrientes e micronutrientes mostraram-se fragdes de massa
adequados para quase todas as variedades de cana-de-agucar. No entanto, algumas variedades

apresentaram Fe, Mg, Mn, N e S em niveis criticos, acima da faixa adequada necessaria para a
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producdo da cana. Assim, estes elementos podem ser considerados toxicos ja que afetam a
disponibilidade de outros elementos essenciais como Cu, K e Zn, e o desenvolvimento da cana.

As variedades que apresentaram elementos essenciais em niveis criticos acima da faixa
adequada de suficiéncia para a producdo de cana-de-acucar foram CTC4 (Fe > 250 mg/kg),
RB965902 (Fe > 250 mg/kg, Mg > 3000 mg/kg; Mn>250 mg/kg; e S>2000 mg/kg) e
CTC14 (N >S >2000 mg/kg). FracOes de massa elevadas de S incrementam a acumulagéo de
Mn e Al, afetando o pH do solo (acido) e disponibilidade de outros nutrientes (RAIJ et al., 1996;
MOORE; BOTHA, 2014). Por outro lado, foram observadas deficiéncias de N para as
variedades CTC4 (14783 mg/kg) e IACSP955000 (15148 mg/kg), segundo o valor estabelecido
(<16000 mg/kg) por Raij et al. (1996) e Malavolta (2006).

No caso do Zn, a maioria das variedades apresentou fracdes de massa no limite minimo
da faixa de suficiéncia adequada, com excecdo da variedade RB966928 (<10 mg/kg). J& para o
Cu, as fracGes de massa foram consideradas no limite inferior critico para quase todas as
variedades (< 6 mg/kg), enquanto a variedade RB965902 apresentou deficiéncia de Cu
(5 mg/kg). A limitacao destes micronutrientes € devida a sua forma disponivel no solo a planta.

Por outro lado, os resultados obtidos para Si mostraram deficiéncia (< 5000 mg/kg)
deste elemento nas variedades CTC15 (4785 mg/kg), CTC17 (2298 mg/kg), RB855156
(4147 mg/kg) e SP832847(1699 mg/kg), e um nivel aceitavel (5100 mg/kg — 7500 mg/kg) nas
variedades CTC2 (5831 mg/kg), CTC4 (6577 mg/kg), IACSP955000 (5968 mg/kg),
RB965902 (5315 mg/kg) e RB966928 (7000 mg/kg) ao serem comparados com os dados
obtidos para cana-de-acUcar na Africa do Sul apresentados na Tabela 18 (DINARDO-
MIRANDA et al., 2010).

Os valores de umidade residual encontrados nas oito variedades de cana-de-agUcar
ficaram entre 4,5 % a 7,0 %. Observou-se que as variedades RB966968 e CTC17 apresentaram
teores mais baixos do que as outras variedades.

As Tabelas 18 e 19 apresentam os valores de desvio padrdo relativo (RSD) para a
amostragem em campo de macronutrientes, micronutrientes e Si estabelecidos em dez pontos
amostrais das doze variedades de cana-de-agUcar.

As variedades selecionadas apresentaram baixos coeficientes de variagdo de
macronutrientes (< 30%) entre as amostras coletadas. Para Ca, a faixa de coeficientes de
variacdo foi 5,12 % (CTC11) a 21,8% (RB965902). A variacdo de Mg entre 0s pontos
amostrados de uma variedade foi 7,61% (CTC4) a 21,1% (CTC14). O P apresentou variagdo
de 4,20 % (CTC2) a 18,7% (CTC17). Ja a variagdo de K nos pontos amostradas da mesma
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variedade foi 3,47% (RB966928) a 15,1% (RB965902). O N variou de 3,15 % (RB966928) a

10,6 % (CTC11), enquanto o S foi 3,59 (RB966928) a 14,6 % (IACSP955000).

Tabela 18. Valores de coeficientes de variacdo relativos (RSD) dos macronutrientes em doze
variedades de cana-de-acUcar

RSD (%)

Variedade Ca P K Mg N S

CTC2 7,53 4,20 4,58 6,50 3,26 8,99
CTC4 131 15,2 8,87 7,61 6,71 8,40
CTC11 512 5,94 7,23 16,4 10,6 6,69
CTC14 12,4 9,71 8,85 21,1 7,97 7,96
CTC15 12,8 15,7 7,62 13,6 7,04 5,37
CTC17 18,6 18,7 9,91 13,8 4,80 6,99
CTC20 15,6 14,6 124 19,9 6,86 3,63
IACSP955000 20,2 8,57 7,06 19,8 6,93 14,6
RB855156 21,8 10,8 9,45 11,5 9,57 5,80
RB965902 17,1 10,1 15,1 15,5 4,71 3,88
RB966928 15,5 15,2 3,47 131 3,15 3,59
SP832847 11,3 10,8 13,6 19,3 3,50 4,80

A Tabela 19 mostra os valores de RSD (amostragem em campo) para 0s micronutrientes
e Si estabelecidos em dez pontos amostrais das doze variedades de cana-de-acucar.

Os valores obtidos para Mn foram adequados para todas as variedades, no entanto foram
observados altos coeficientes de variacdo (31% - 115%) entre as amostras coletadas para as
variedades CTC4, CTC15, CTC17, IACSP955000, RB855156 e RB965902. Observaram-se
também altos coeficientes de variagdo para Fe nas variedades CTC4 (57,3 %),
RB855156 (33,9 %) e RB965902 (34,5 %). Para o Si, altos coeficientes de variagdo de
amostragem em campo (> 30 %) foram observados nas variedades CTC11 (46,5 %),
CTC14 (53,3 %), CTC17 (49,6 %) e IACSP955000 (33,4 %).
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Tabela 19. Valores de coeficientes de variacao relativos (RSD) de micronutrientes e Si em

doze variedades de cana-de-agucar

RSD (%)

Variedade Fe Mn Zn Cu Si

CTC2 7,73 31,7 39,3 20,6 16,1
CTC4 57,3 72,7 29,3 12,6 28,5
CTC11 6,18 23,1 18,3 21,8 46,5
CTC14 12,3 11,7 12,3 21,1 53,3
CTC15 22,8 82,0 15,9 19,3 27,1
CTC17 13,8 47,7 16,7 10,12 49,6
CTC20 29,6 29,7 13,3 154 5,75
IACSP955000 29,8 115 16,1 16,1 33,4
RB855156 33,9 41,1 16,3 16,8 254
RB965902 34,5 31,4 7,90 20,3 13,4
RB966928 16,9 29,8 11,4 14,9 16,1
SP832847 20,7 29,8 18,0 19,2 16,1

Nesse considerando-se os resultados obtidos de macronutrientes,

micronutrientes e coeficientes de variagdo de amostragem em campo, foram inicialmente
selecionadas trés variedades de cana-de-acucar (CTC20, RB966928 e SP832847) como

candidatas para a preparacdo do material de referéncia. Estas variedades apresentaram valores

nutricionais adequados de macronutrientes e micronutrientes, assim como baixos coeficientes

de variagdo relativos (<30%).

Destas trés variedades, RB966928 foi escolhida devido a seus destaques agrondmicos

como alta produtividade (ambiente de producdo do tipo A), tolerancia a pragas e doengas e alto

teor de sacarose. Além disso, a variedade RB966928 é a quarta mais plantada no Brasil e a

segunda mais plantada no estado de Sdo Paulo. Analise estatistica supervisionada de
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discriminante linear apresentada nas Figuras 48 e 49 corroboraram a escolha da variedade
RB966928.

4.2.1. Analise estatistica

A andlise estatistica multivariada supervisionada de analise de discriminante linear
(LDA) foi empregada para discriminar e classificar variedades de cana-de-agtcar em funcéo da
composicao nutricional e elementos tragos. Os testes avaliados para determinar as diferencas
dentro e entre variedades e escores de coeficientes foram Wilk’s lambda, Pillai’s trace,
Hotelling-Lawley e Roy’s Root.

A Figura 47 apresenta o resultado obtido de LDA para as variedades CTC4, CTC15,
CTC17, CTC20, IACSP955000 e RB966928, empregando Br, Ca, Co, Cr, Cs, Fe, K, La, Na,
P, Rb, Sc e Zn determinados por INAA.

Candnica 2 (28 %)

Canonica 1 (31 %)

Figura 47. LDA para seis variedades de cana-de-acucar em funcéo de Br, Ca, Co,
Cr, Cs, Fe, K, La, Na, P, Rb, Sce Zn

LDA permitiu a discriminacao das seis variedades usando 59 % da informacéo total. A
variedade CTC15 foi diferenciada em funcdo das fragOes de massa de Br, P e Sc, enquanto Rb,

Cr e Br permitiram a separacgéo da variedade CTC17. As variedades CTC20 e RB966928 foram
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agrupadas pelas fraces de massa de Ca, K, Co e Zn. A variedade CTC4 foi influenciada pelo
Fe, enquanto IACSP955000 por K, Cs e Na, sendo observados 6 grupos.

Outro estudo realizado foi utilizando LDA para avaliar o comportamento das doze
variedades em funcdo dos macronutrientes Ca, K, Mg e P determinados por ICP OES e N por

Kjeldahl. A Figura 48 apresenta o resultado obtido de LDA para as doze variedades de cana-

de-acucar.
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Figura 48. LDA para doze variedades de cana-de-actcar em funcdo de Ca, K, Mg, Ne P

A Figura 48 mostra trés grupos bem diferenciados: o primeiro grupo constituido por dez
variedades de cana-de-acUcar que apresentam composicao similar em Ca, K, Mg, N e P; o
segundo grupo pela CTC14, discriminada em funcdo de N e o terceiro grupo pela RB965902
em funcédo de Ca, K e Mg. A quantidade de informacdo total utilizada foi de 69 %.

Por outro lado, a contribuicdo dos macronutrientes (Ca, K, Mg, N e P) e micronutrientes
(Cu, Fe, Mn e Zn) na diferenciacédo de variedades foi também estudada. A Figura 49 apresenta
o grafico de LDA para as 12 variedades de cana-de-agucar avaliadas por ICP OES. A Figura 49
mostrou dois grupos bem diferenciados. Onze variedades de cana-de-agUcar foram agrupadas
no mesmo grupo, sendo observado que a variedade CTC14 é discriminada pelo N e a CTC4
pelo Fe. J4 a RB965902 foi discriminada das onze variedades principalmente pelo Mg. LDA
permitiu a diferenciacéo destas variedades usando 62 % da informacao total.
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Figura 49. LDA para macronutrientes (Ca, K, Mg, N e P) e micronutrientes (Cu, Fe, Mn e Zn)
estabelecidos em doze variedades de cana-de-agucar

As informagdes estatisticas de LDA mostram que a variedade RB966928 escolhida para
a preparacdo do material de referéncia é representativa das outras dez variedades, ja que possui
similar composicdo de macronutrientes e micronutrientes determinados por ICP OES, assim
como valores de RSD (< 30%) e umidade adequados.

Outro estudo relevante foi o efeito das condigdes de cultivo (tipo de solo) no crescimento
e desempenho das variedades. LDA mostrou que as duas variedades podem ser discriminadas
em funcéo do tipo de solo.

A Figura 50 apresenta os resultados para as duas variedades. A variedade CTC15
cultivada em solo podzélico é diferenciada pelo Mg, enquanto a variedade CTC11 cultivada no
mesmo tipo de solo é diferenciada pelo N. Em solo cambissolo, foi observado que a variedade
CTC15 é discriminada da variedade CTC11 em funcdo de Fe e K. J& em latossolo vermelho, a
composicao nutricional das variedades CTC11 e CTC15 foi similar para Ca, K, P e N, sendo
agrupadas a uma distancia mais proxima. A quantidade de informacéo utilizada por LDA foi
de 83 %.
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Figura 50. LDA em fung&o dos nutrientes Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, P e Zn estabelecido para as
variedades CTC11 e CTC15 cultivadas em Latossolo Vermelho (LV), Cambissolo (CXD) e
Podzolico Vermelho (PV)

4.3.  Producao de material de referéncia

No preparo do material candidato, as etapas de limpeza, secagem e moagem sdo de
grande relevancia. Os procedimentos devem ser adequados para ndo afetar a composi¢édo do
material por contaminagdo ou perda de elementos quimicos de interesse. Assim, o procedimento
de limpeza do material foi realizado a seco tirando-se a poeira superficial das folhas, enquanto
0 processo de secagem foi liofilizacdo ja que conserva melhor as caracteristicas fisicas do
material.

Anteriormente & moagem do material de referéncia, foram realizados testes para
otimizar o procedimento. Amostras de sacrificio de folhas de cana-de-agUcar secas em estufa,
assim como do material candidato seco por liofilizagdo, foram empregados para realizar testes
usando trés tipos de moinho, ou seja, moinho de facas, moinho de rotor e moinho de bolas.

Objetivando a escolha do tipo de moinho e otimizacdo do procedimento de moagem
para o preparo do material candidato, foram considerados trés fatores importantes: composi¢do

das pecas do moinho, para evitar a0 maximo contamina¢do com elementos de interesse,
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capacidade de moagem, devido ao grande volume de amostra, e tamanho de particula final
obtido, fundamental para a homogeneidade do material.

No moinho de facas, foram utilizadas laminas de titanio e recipientes coletores de
amostra de polipropileno. No moinho de rotor, foram utilizados rotor e peneira de 80 um, ambos
em ago inox, e um recipiente coletor de amostra revestido de teflon. J& 0 moinho de bolas foi
composto de frascos e bolas revestidas de corindon sintetizado. Os resultados da distribuicéo
de particulas obtidos para o material seco em estufa (amostras A, B, C, D) e liofilizado
(amostras E, F, G) sdo apresentados nas Figuras 51 a 57.

Na Figura 51, usando moinho de facas, foram observados tamanhos de particulas de
aproximadamente 2000 pum, enquanto na Figura 52, utilizando adicionalmente uma peneira de
250 um, foram encontrados tamanhos de particulas de 518 pum com 90 % de volume acumulado.
Apesar da reducdo do tamanho de particula, foi ainda necessario usar outro tipo de moinho para
se chegar a um tamanho de particula adequado para o material candidato. As Figuras 53 e 54
mostram os resultados obtidos usando moinhos de facas, rotor e peneiras granulométricas de
250 um e 100 pum, sendo observados melhores valores usando a peneira de 100 um. Apds esses
resultados para amostras secas em estufa, foi avaliado o uso de moinho de facas, rotor e peneira
de 100 um em amostras liofilizadas, observando-se particulas menores de 200 um com 90 %
de volume acumulado (Figura 55).

N&o obstante, algumas dificuldades foram encontradas no processamento do material
relacionadas com o tempo de moagem e a quantidade de material residual gerado que nao pode
ser novamente processado. Com isso, foi avaliado o uso de moinho de facas e bolas,
observando-se na Figura56 uma distribuicdo de particulas ndo uniforme e tamanho de
particulas de 204 pm. No entanto, melhores resultados foram obtidos usando as mesmas
condicdes de moagem e peneirando o material a 100 pm.

Na Figura 57, observa-se uma melhor distribuicdo das particulas e tamanhos de

particulas menores que 100 um com 90 % de volume acumulado.
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Figura 51. Amostra A, seca em estufa, processada em moinho de facas
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Figura 53. Amostra C, seca em estufa, processada em moinho de facas e moinho
de rotor, peneirada em nylon de 250 pum
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Figura 54. Amostra D, seca em estufa, processada em moinho de facas e moinho
de rotor, peneirada em nylon de 100 um
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Figura 55. Amostra E, liofilizada, processada em moinho de facas e moinho
de rotor, peneirada em nylon de 100 um
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Figura 56. Amostra F, liofilizada, processada em moinho de facas e moinho
de bolas
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Figura 57. Amostra G, liofilizada, processada em moinho de facas e moinho de
bolas, peneirada em nylon de 100 um

A Tabela 20 apresenta os valores de tamanho de particulas encontrados em folhas de cana-de-

acucar com 10 %, 50 % e 90 % de volume acumulado.

Tabela 20. Tamanho de particulas estabelecido em folhas de cana-de-agUcar usando varios
procedimentos de moagem

Tamanho de particula (um)
Volume acumulado

Amostra 10% 50 % 90 %

A 145 370 750

18 226 518
C 13 147 400
D 8 47 151
E 8 80 187
F 5 40 204
G 4 22 94

Nesse sentido, foi considerada a condicdo da amostra G para o preparo do material de

referéncia candidato, ou seja, moinho de facas, moinho de bolas e peneira de nylon de 100 pm.
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Apo6s a moagem, todo o material obtido foi misturado e homogeneizado e amostradas trés
porcdes para a caracterizacdo fisica do material final, cujos resultados de tamanho de particula

para 10 %, 50 % e 90 % do volume acumulado sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Tamanho de particula obtido para o material de referéncia candidato

Tamanho de particula (um)

Volume acumulado

Amostra
10 % 50 % 90 %
RM1 4 25 110
RM2 4 25 112
RM3 4 25 110

As Figuras 58 a 60 apresentam a distribuicdo do tamanho de particula do material
candidato.
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Figura 58. RML1 - Distribui¢do do tamanho de particula na amostra 1
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Figura 59. RM2 - Distribui¢do do tamanho de particula na amostra 2
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Figura 60. RM3 - Distribui¢do do tamanho de particula na amostra 3
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Apo6s a homogeneizagdo todo o material foi envasado em 410 frascos de pléstico &mbar,
contendo 20 g cada. O material de referéncia candidato foi irradiado com dose minima de
15 kGy e méxima de 25 kGy. O material inicial foi comparado com o material irradiado nao
sendo observada mudanca na composi¢do quimica. A Tabela 22 apresenta os valores obtidos

para elementos determinados por INAA, comparando os frascos com e sem irradiagéo.

Tabela 22. Composi¢do do material de referéncia antes e apés irradiagido com raios gama (°°Co)
em diferentes doses. Valores expressos em mg/kg de massa seca e respectivas incertezas
expandidas

Frasco Dose de irradiacéo (kGy)
Elemento

Inicial 10 15 20 25
Br 247+1.3 253+14 245+13 253+13 246+12
Ca 4375 + 332 4240 £ 416 4292 + 343 4319 £ 501 4481 + 547
Ce 1,60+ 0,10 1,64 +£0,19 158 +0,14 1,63+0,16 1,65+0,19
Co 0,037 +0,004 0,038+0,004 0,037x0,004 0,039+0,004 0,037 £ 0,004
Cs 0,214 +0,014 0,217+0,016 0,207 +0,015 0,218 +0,016 0,216 £ 0,017
Fe 229 £ 10 231 +£10 227 £10 235+ 11 232 £10
Hf 0,180+0,011 0,172+0,011 0,172%+0,010 0,189 +0,011 0,176 £ 0,011
K 16834 + 740 17043 £ 1192 16490 £ 1022 17154 + 686 16939 + 846
La 0,7831+£0,0313 0,786x0,035 0,764 +0,031 0,796 £ 0,035 0,799 £ 0,045
Na 8,97 £ 0,72 9,87 +£0,77 9,52+1,13 9,07 £ 0,80 8,93+0,73
Rb 173+£1,2 174+11 173+x1,1 174+13 173+x11
Sc 0,052+0,002 0,052+0,002 0,051+0,002 0,053=+0,002 0,052 + 0,002
Sm 0,057 +0,006 0,060+ 0,006 0,061+0,005 0,058=+0,007 0,061 + 0,006
Sr 245+ 32 27,2+238 26,9+ 3,3 249+29 27651
Th 0,028 £+ 0,005 0,027 +£0,004 0,032+0,005 0,032 0,005 0,032 + 0,007
Zn 13,3+£0,8 13,6 £0,8 12,7+£0,7 135+0,8 135+£0,8

4.3.1. Estudo de homogeneidade

4.3.1.1.

Estudo de massa minima

A INAA, empregada para avaliar a massa minima do material de referéncia de folhas
de cana-de-acucar, permitiu determinar dezessete elementos, ou seja, Br, Ca, Ce, Co, Cs, Fe,

Hf, K, La, Na, P, Rb, Sc, Sm, Sr, Th e Zn. Para complementar esse estudo, o método de Kjeldahl
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permitiu a medicdo de N. Os resultados para os dezoito elementos, correspondentes s massas
de amostra de 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg, sdo apresentados nas Figuras 61 a 78. Foram
avaliadas dez replicatas para cada massa de amostra, juntamente com trés CRMs (SRM 1515,
SRM 1570a e INCT-OBTL-5) utilizados para o controle da qualidade do procedimento
realizado. Esses CRMs foram estabelecidos devido as faixas de concentracdo dos elementos
certificados e composi¢ao matricial de folhas.

A homogeneidade dentro do frasco usando as quatro massas foi avaliada com gréaficos
de controle de Shewhart, considerando aceitavel como limite inferior e superior valores
de =5 % (Br, Ca, Ce, Cs, Fe, Hf, K, N, P, Rb, Sm e Zn) e £ 10 % (Co, La, Na, Sc, Sr e Th) do
valor da média geral. O fundo de escala utilizado nos graficos foi de + 60 % para possibilitar a
comparacdo das dispersdes obtidas para os diversos elementos. As barras de erro representam
a incerteza padrdo de cada resultado individual. Para a massa de 10 mg houve grande variacao
entre as dez repeti¢Oes para Na, Sr e Th, assim esses dados ndo foram considerados na média

para os trés elementos.
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Figura 61. Br - Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 62. Ca — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 63. Ce — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 64. Co — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 65. Cs — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 66. Fe — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 67. Hf — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 68. K — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 69. La - Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 70. Na — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 71. P — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 72. Rb — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 73. Sc — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 74. Sm — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 75. Sr — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 76. Th — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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Figura 77. Zn — Estudo de massa minima usando 10 mg, 50 mg, 100 mg e 200 mg
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