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RESUMO

BELTRAME, K. Karla. Avaliacdo dos métodos Walkley & Black e CHN como
métodos de referéncia para calibragdo multivariada na determinacédo de
carbono organico em solos brasileiros. 2015. 48f. Trabalho de concluséo de
curso — Licenciatura em Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR). Campo Mouréo, 2015.

Os meétodos Walkley & Black modificado (Método Embrapa) e CHN foram
avaliados como métodos de referéncia na determinagcédo do carbono organico
em solos brasileiros empregando a espectroscopia na regido do infravermelho
proximo (NIRS) como uma alternativa. O objetivo principal do trabalho foi
avaliar qual dos meétodos de referéncia poderia fornecer um modelo de
calibragdo multivariada com maior capacidade preditiva. Os modelos foram
centrados na média e construidos a partir do método de minimos quadrados
parciais (PLS) com dez varidveis latentes. A exatiddo do modelo cujo método
de referéncia foi o Walkley & Black modificado foi inferior a exatiddo do modelo
empregando como método de referéncia o CHN. As demais figuras de mérito,
como sensibilidade, sensibilidade analitica, limites de detec¢éo e quantificacao,
ajuste e linearidade foram bastante similares. Um teste t-pareado foi aplicado
aos resultados das figuras de mérito para ambos os modelos construidos e,
com 95% de confianca, ndo existem diferencas significativas entre os dois
métodos empregados como referéncia para o NIRS.

Palavras-chave:Carbono orgéanico, Walkley & Black, CHN, NIRS, calibracdo
multivariada.



ABSTRACT

Beltrame, K. Karla. Evaluation of Walkley & Black and CHN methods as
reference methods for multivariate calibration in the determination of
organic carbon in Brazilian soils. 2015. 48f. completion of course work -
Degree in Chemistry, Federal Technological University of Parand (UTFPR).
Campo Mourao, 2015.

The modified Walkley & Black method (Embrapa method) and CHN were
evaluated as reference methods to determine organic carbon in Brazilian soils
using near infrared spectroscopy (NIRS) as an alternative. The main objective
of this study was to evaluate which of the reference methods could provide a
calibration model with higher predictive ability. The models were mean centered
and built from partial least squares (PLS) with ten latent variables. The modified
Walkley & Black presented a lower accuracy when compared to CHN as
reference method for near infrared spectroscopy.Other figures of merit such as
sensitivity, analytical sensitivity, detection and quantification limits, adjust and
linearity presented results very similar. A paired t-test was applied to the results
of figures of merit obtained from both models and with 95% confidence did not
show significant differences between the two methods used as reference for
NIRS.

Keywords: organic carbon, Walkley & Black, CHN, NIRS, multivariate
calibration.
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1 INTRODUCAO

A agricultura é um dos principais setores que alavancam a economia do
Brasil, conferindo uma participagdo do agronegocio superior a 22% no Produto
Interno Bruto (PIB) do pais. O Brasil se apresenta como um dos principais
produtores de grdos do mundo, esperando uma producdo recorde para a
temporada 2013/14, com uma colheita de 186,86 milhGes de toneladas. Esse
resultado indica um incremento de 9,81 milhdes de toneladas em relagdo ao
periodo anterior com destaque para as culturas de soja, algodéo, trigo e feijdo
(CONAB, 2014). Com a nova demanda mundial por alimentos, ligado com o
crescimento populacional, atingindo 7,2 bilhdes de habitantes em 2014 e
previsao de 9,6 bilhdes para 2050 (ONU, 2013), a otimizacao dos sistemas de
producédo agricola deve ser tratado de forma imprescindivel e extraordinaria.

Nesse sentido, um dos componentes mais importantes do
desenvolvimento da agricultura, principalmente no que diz respeito ao aumento
da produtividade agricola, sem esquecer os outros fatores de producéo, foi a
pesquisa em fertilidade do solo e as inovacgfes cientificas e tecnolégicas que
permitiram o uso eficiente de corretivos e de fertilizantes na agricultura
brasileira (LOPES & GUILHERME 2007). A analise de solo adequada, por sua
vez, é de grande importancia para a determinagdo de suas caracteristicas, bem
como para a avaliacdo de componentes fisicos e quimicos através de inUmeros
processos responsaveis pela fertiidade e/ou se ha a necessidade de
corregdes, para que assim o objetivo de aumentar a capacidade produtiva do
solo seja alcangado.

Dentre as variadas caracteristicas de um solo, a matéria organica € um
dos principais constituintes responsaveis pelo potencial produtivo do solo, uma
vez que desempenha fungbes importantes como agregacédo do solo, geragéo
de cargas elétricas negativas e disponibilizacdo de nutrientes. Além disso, a
matéria organica torna-se um compartimento chave do ciclo global do carbono

do solo, pois € nela em que se encontra a principal reserva deste elemento.
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Na constituicdo da matéria organica, o carbono apresenta predominancia
(cerca de 58%)), e portanto, a determinagao do carbono organico total tem sido
utilizada para estimar quantitativamente a fracdo orgéanica do solo (NELSON &
SOMMERS, 1996). Para a quantificacdo do carbono sdo utilizados métodos
para a determinacdo do mesmo na forma total (CT) no solo ou na sua forma
organica (CO).

Para a determinacdo do carbono organico em solos podem ser utilizados
varios métodos. Porém, em nosso estudo daremos destaque a somente dois
deles, o método de andlise elementar (CHN) e o Walkley-Black modificado
(JACKSON, 1982), também conhecido como método Embrapa (EMBRAPA,
1997). O método CHN, classificado como oxidacdo por via seca, € utilizado
para quantificar ndo somente carbono, mas também nitrogénio, hidrogénio,
enxofre e oxigénio. Este método é baseado na oxidacdo das amostras em alta
temperatura (aproximadamente 1000°C). Por sua vez, o método de Walkley-
Black modificado, inserido no Manual de Meétodos de Analise de Solo
(EMBRAPA 1997), é o que vem sendo mais utilizado pela maioria dos
laboratorios do Brasil. E baseado na oxidag&o do carbono organico do solo, s6
que neste caso, pelo Cr®* na presenca de H,SO, concentrado, no qual o
excesso de Cr®" é titulado com Fe?*. Ambos os métodos de determinacéo de
Carbono Organico apresentam algumas limitacdes em suas execucoes.

O método de andlise elementar (CHN) possui problemas em relacdo a
verificacdo na determinacdo do carbono, pois 0 equipamento ndo consegue
fazer a distincdo do carbono organico e inorganico. Como esse tipo de analise
determina o carbono total do solo, pode ocorrer a superestimacdo do conteddo
de CO dos solos que receberam calcario recentemente ou daqueles solos mais
alcalinos (SCHUMACHER, 2002), além de que, o custo de cada analise e a
manutencdo dos equipamentos sdo elevados (SEGNINI et al., 2008). Por sua
vez, o0 maior obstaculo do método de Walkley & Black modificado € a utilizac&o
de reagentes téxicos, pois é baseado na reducéo do dicromato (Cr,O-%) por
compostos de CO e posterior determinacdo do cromo ndo reduzido por
titulacdo de oxirreducdo com Fe®". Nesse processo sdo gerados residuos
guimicos acarretando problemas sérios ao meio ambiente, além do tempo

elevado envolvido na determinagédo do CO por esse método.
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Devido as problematicas na analise de carbono ja citadas (custos,
demora na aquisicdo de dados, geracdo de residuos quimicos e uma
consequente preocupacdo com 0s descartes) torna-se pertinente o estudo e
desenvolvimento de novas tecnologias a fim de auxiliar ou até mesmo substituir
a analise convencional de laboratorio.

Nesse sentido, recentes técnicas como a espectroscopia por
infravermelho tém sido consideradas como alternativas para complementar ou
substituir os métodos analiticos convencionais (COHEN et al., 2005;
FERNANDES et al., 2010). Os métodos espectroscopicos tém sido utilizados
em diversos paises e apresentam vantagens como precisdo e rapidez na
geracdo dos dados e determinacdes analiticas (CHATTERJEE et al., 2009).
Estes métodos correspondem com a necessidade atual de desenvolvimento de
artificios que sejam de baixo custo, eficientes, rapidos e que néo prejudiquem o
meio ambiente, atendendo assim, aos principios da “quimica verde” (PRADO,
2003). Nesse sentido, prople-se através deste trabalho, aliar a técnica de
espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) com o método da calibracdo
multivariada para realizar determinacdes de CO em solos.

A espectroscopia no infravermelho préoximo garante qualidade e
especificidade necessaria para cada analise. Dentre suas vantagens,
comparando-a com as metodologias tradicionais, estd a analise multipla dos
constituintes, tempo rapido de andlise (cerca de um minuto por amostra),
menor necessidade de mao-de-obra, possuindo, desta forma, menor custo
variavel, além de néo utilizar reagentes ou produtos quimicos, e, portanto, ndo
sendo poluente ao meio ambiente. O NIRS atua na regido do infravermelho
proximo situada entre 700 e 2500 nm, onde a maioria dos materiais organicos
possuem propriedades de absorcdo da radiacdo (SANTOS, 2007). Porém,
como esta técnica oferece uma variedade imensa de dados, é necessario que
estes dados sejam tratados de forma que possam ser analisados corretamente
de modo a se extrair um maior numero de informacdes possiveis e, nesse
sentido, a quimiometria torna-se imprescindivel.

A quimiometria € uma area da pesquisa em quimica que utiliza métodos
estatisticos e matematicos, afim de que sejam extraidos o maior numero

informacgdes através dos resultados obtidos instrumentalmente (SENA et al.,
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1999). Até meados dos anos 60, as analises quimicas eram, na sua grande
maioria, de forma dispendiosa e lenta, e geravam pouca quantidade de dados.
A partir dos anos 60 e 70 houve um advento progressivo de variadas técnicas
instrumentais de analise quimica, bem como do desenvolvimento
computadorizado através da implantacdo de microcomputadores e
microprocessadores nos laboratorios. Com isso, se tornaram necessarias
metodologias de tratamento de dados que fossem do ponto de vista
matematico, mais complexas, e com designio de trazer uma elevada
compreensao e utilizagéo dos resultados obtidos.

Desde o surgimento da quimiometria até os dias de hoje, muitos métodos
foram desenvolvidos, com a finalidade de interpretar e processar dados que até
entdo eram impossiveis de serem analisados.

A determinacdo do Carbono Orgéanico foi realizada em cooperagdo com a
Embrapa Solos, localizada no Rio de Janeiro — RJ, que tem atuado a mais de
uma década em estudos da matéria organica em diferentes ecossistemas,
contando com uma infraestrutura laboratorial e equipamentos adequados para
a atuacao do tema.

Desta forma, avaliou-se os métodos Walkley& Black modificado (método
Embrapa) e CHN como métodos de referéncia para calibracdo multivariada na
determinacdo de carbono organico em solos, proporcionando, através deste
trabalho a implementacdo da espectroscopia, como o NIRS, objetivando a
obtencdo de resultados confiaveis de Carbono Organico em solos. Estes
estudos poderdo contribuir também para a reducdo do consumo de reagentes,

bem como uma diminui¢cdo no tempo de analise.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o método Walkley & Black
modificado (método Embrapa) e CHN como método de referéncia para
calibragdo multivariada na determinacdo de carbono organico em solos

brasileiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar carbono organico em solos brasileiros pelo método de
Walkley & Black modificado. (REGIOES ESPECIFICAS??)

¢ Determinar carbono organico em solos brasileiros pelo método CHN.

e Construir modelos de calibragcdo multivariada utilizando como referéncia
o método de Walkley & Black modificado e a espectroscopia NIR.

e Construir modelos de calibragcdo multivariada utilizando como referéncia
o método de CHN e a espectroscopia NIR.

e Avaliar qual método de referéncia promove melhores resultados de
predicdo em modelo de calibracdo multivariada a partir de espectros NIR.
e Validar o modelo de calibragcdo multivariada que fornecer melhores

resultados de predicao através do célculo de figuras de mérito.

3 REVISAO DE LITERATURA

Existe uma busca constantepara se encontrar a melhor metodologia a ser

empregada na determinacdo de carbono organico. Esta deve ser simples,
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rapida além de utilizar uma quantidade reduzida ou abolir o uso de reagentes,

diminuindo assim os danos ambientais causados por estes.

2.1 METODOLOGIAS PARA A DETERMINACAO DE CARBONO ORGANICO
EM SOLOS

Atualmente existem muitos métodos para a determinacdo de carbono
organico em solos, como por exemplo Método Walkley & Black, Método
Mebius, Método colorimétrico, Método gravimétrico ou perda de massa por
ignicdo e Analise elementar (CHN) ou método Dumas. Estes métodos estéo

brevemente descritos a seguir.

2.1.1 Método de Walkley & Black

Este método para determinacdo de carbono organico apresenta boa
exatiddo, simples execucdo e ndo necessita da utilizacdo de equipamentos
sofisticados. Baseia-se na oxidacdo de carbono organico do solo através de
ions dicromato em meio fortemente &cido, e a determinacdo da quantidade de
fons Cr** reduzido é feita por titulacdo do dicromato em excesso com fons Fe?",

conforme as reacdes abaixo:

2 Cr2072'(aq) +3 CO(S) + 16 H+(aq) — 4 Cr3+(aq) +3 COz(g) + 8H20(|) (Reagéo 1)

Cr2072'(aq) + 6F€2+(aq) + 14 H+(aq) — 2 Cr3+(aq) +6 F63+(aq) + 7Hzo(|) (Reagéo 2)

Na primeira equacgédo, o dicromato reduzido equivale ao carbono organico
presente na amostra do solo. Na segunda equacao, o excesso de dicromato é

titulado com fons Fe®* (solucéo padronizada de sulfato ferroso amoniacal - Sal
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de Mohr). Desta forma, a determinacdo de carbono orgéanico total € feita pela
diferenca entre a quantidade de Fe?' gasta na titulacdo, quando o Cr®* foi
adicionado, e aquela gasta na titulacdo do dicromato que restou apds a
oxidacdo do carbono da amostra - assumindo que todo o carbono da matéria
organica esta no estado de oxidagéo zero.

Este método tem como um dos grandes problemas as analises feitas com
dicromato, devido as preocupacdes ambientais sobre a geracdo de residuos
toxicos. Além de que, mesmo sendo muito utilizado em laboratérios no Brasil,
esta metodologia apresenta muitas criticas (Rheinheimer et al.,, 2008,
Conceicéo et al., 1999, Silva et al., 1999), ndo promove a oxidagcdo completa
de carbono orgéanico, ndo alcancando as formas elementares de carbono, em
amostra de solo, acarretando passiveis erros ha determinacdo desta
particularidade. Estima-se que a recuperacdo de CO wusando esse
procedimento varia entre 60 e 86%, com média de 76% (SCHUMACHER,
2002).

2.1.2. Método Mebius

7 by

Esta metodologia € semelhante a metodologia de Walkley & Black.
Porém, nesta o carbono organico é oxidado de forma maximizada pela adicdo
de calor (reacdo ocorre sob refluxo), ou seja, através do aquecimento externo
durante todo o processo de oxidacdo, uma maior quantidade de material
organico € detectada. Desta forma, a eficiéncia da reacdo é aumentada, ndo
necessitando da utilizacdo de fatores de corre¢éo, freqientemente utilizados no

método citado anteriormente.
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2.1.3. Método colorimétrico

A determinacéo de carbono organico pode ser feita também através deste
método em que 0 processo acontece do mesmo modo que na oxidacao por
dicromato, s6 que aqui, a determinacéo final ndo € feita através de titulacao,
mas sim por espectrofotometria. Essa medig&o é feita por meio da intensidade
da cor verde, caracteristica quando ha producdo de fons Cr** em solucéo.
Neste caso, a quantificacdo do teor de carbono organico na amostra de solo
acontece através de curvas calibracdo univariadas, que podem ser construidas
com distintas concentracdes de sacarose ou baseadas em curvas feitas com
teores de carbono determinados pelo método Walkley & Black, ou também por
diferentes concentracdes de dicromato (ETCHEVERS & ETCHEVERS, 1981,
OLIVEIRA & PERMONIAN, 2002). Duda et al. (2005), comparando métodos
titulométricos (como o Walkley & Black e o Mebius) e colorimétricos na
determinacdo do carbono, concluiram que o colorimétrico apresenta maior
precisdo e confiabilidade dentre os métodos, além de que este método utiliza

menores quantidade de reagentes.

2.1.4. Método gravimétrico ou perda de massa por igni¢ao

Esta metodologia tem base no principio da perda de carbono por
aguecimento e incineragcdo. Foi muito empregada no passado, e foi
abandonada por apresentar maior tempo gasto nas analises e, também pela
dificuldade de automacdo nos laboratorios (MIYAZAWA et al., 2000). Este
método tem como principal aspecto positivo a ndo utilizacdo de reagentes e a
consequente ndo geracdo de residuos toxicos. Alguns estudos relatam a
tentativa de teste de variadas temperaturas para incineracdo da matéria
organica em solos, possuindo resultados distintos entre si, com temperatura de
250° a 600°C (SILVA et al, 1999; CONCEICAO et al., 1999; DIAS & LIMA,
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2004), explicando assim, a necessidade de novos estudos para adaptar essa
metodologia aos solos tropicais. A perda de massa da decomposicdo dos
grupos funcionais carboxilicos e fendis, hidrocarbonetos, &cidos humicos e
favicos esta em torno de 150° e 280° podendo influenciar em relacdo a

composigao caracteristica de alguns tipos de solos.

2.1.5. Anélise elementar (CHN) ou método de Dumas

Neste método geralmente s&do quantificados os elementos carbono,
hidrogénio, nitrogénio, enxofre e oxigénio. Ele é baseado na oxidagdo das
amostras em temperatura proximas de 1000° C. As amostras sdo moidas
finamente e depositadas em cépsulas de estanho, que ndo contém carbono.
Apéds ocorrer toda a combustdo através da emissao de uma mistura de gases
(N2, CO,, SO.e H,0) separados posteriormente por uma coluna cromatogréfica
serdo detectados por meio de um sensor de termocondutividade, que gerara
um sinal elétrico proporcional a quantidade de gas, que, por fim posteriormente
sao convertidos em teores percentuais dos elementos, ou seja, a concentracéo
de cada substéncia é medida. Estes equipamentos permitem a analise
simultanea de diferentes elementos presentes tanto em amostras organicas
quanto inorgéanicas, estando nas formas liquidas, gasosas ou sélidas.

Nelson & Sommers (1996) avaliam esse método como bom pela preciséo
e exatiddo dos resultados, além de ser o Unico que tem a competéncia de
quantificar outros elementos como nitrogénio, hidrogénio e enxofre de forma
simultanea com o carbono (CHATTERJEE et al., 2009). Mesmo apresentando
alto custo inicial na aquisicdo do equipamento, este método possibilita que um
maior nimero de amostra seja analisado em menor tempo, comparado a outros
métodos analiticos (GATTO et al., 2009).

Um problema encontrado nesta metodologia é o fato deste equipamento
nao fazer a distincdo do carbono organico do inorgéanico, pois como esse tipo

de analise determina o carbono total do solo, pode ocorrer a superestimacao



21

do conteuddo de CO dos solos que receberam calcario recentemente ou
daqueles solos mais alcalinos (SCHUMACHER, 2002). Outros fatores
limitantes, como a trituracdo das amostras, sdo encontradas neste método,
pois assim o torna além de mais vagaroso com um custo além, bem como a
utilizacao de pequena quantidade de amostra (em geral, de 10 a 1000 mg), que
podem levar a problemas de representatividade do solo (CHATTERJEE et al.,
2009).

Considerando todas as limitacfes de técnicas analiticas laboratoriais até
aqui analisadas, percebe-se a grande necessidade de obtencdo de uma
metodologia que seja de facil execucdo, rapida e cada vez mais precisa na
determinacdo de carbono orgéanico nas amostras de solo. Sendo assim,
métodos espectroscopicos se tornam cada vez mais objeto de estudo de
pesquisadores afim de que estes solucionem estas problematicas até aqui

encontradas.

2.1.6. Métodos espectroscépicos

Os métodos espectroscopicos tém sido ponderados como alternativas
para servir de complemento ou até substituicio de métodos laboratoriais
convencionais, com o intuito da obtencdo de forma rapida e econdémica de
dados para o monitoramento ambiental (COHEN et al., 2005; FERNANDES et
al., 2010).

Algumas metodologias foram testadas, tais como o Laser Induced
Breakdown Spectroscopy (LIBS) (CREMER et al.,, 2001; HAPKE, 2010); a
pirGlise acoplada a espectroscopia de massa (HOOVER et al.,, 2002); a
espectroscopia no visivel (VIS) (VISCARRA ROSSEL et al, 2006),
infravermelho préximo (NIRS), infravermelho médio (MIR) e espectroscopia
Raman; e ainda o Ground Penetration Radar (GPR). Dentre elas, o NIRS vem
encontrando aplicagcbes voltadas a agricultura desde a década de setenta nos
Estados Unidos, sendo atribuido ao professor Karl Norris, quando era

responsavel por um grupo de pesquisas do Departamento de Agricultura dos
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Estados Unidos, os primeiros trabalhos que proporcionaram interesse pelo
estudo da espectroscopia NIRS como ferramenta de andlise industrial
(VALDERRAMA, 2005).

2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIRS)

A espectroscopia de infravermelho préoximo (NIRS) possui vasta
aplicabilidade, quando se trata de analise de carbono organico em amostras de
solo. Isto se d&a ao fato da atuacao na regido do infravermelho préximo (entre
700 e 2500 nm), pois € nesta regido que a maior parte dos materiais organicos
possuem propriedades de absor¢cdo da respectiva radiacdo. Basicamente, o
gue acontece nesta técnica é a incidéncia de um feixe luminoso de radiacdo na
regido do infravermelho proximo sobre a amostra, e, com isto ligacdes
covalentes, sobretons e bandas de combinacdo das ligacbes entre o0s
componentes das substancias organicas absorvem essa energia. Desta forma,
calcula-se o quanto de luz foi emitida pelo infravermelho préximo e o quanto de
luz foi refletida pela amostra, afim de que sejam estimados 0os numeros e 0s
tipos de ligacbes moleculares presentes na mesma. (FERNANDES et al.,
2010).

Esta técnica possui amplas aplicacbes como ferramenta analitica em
determinacdes quantitativas e qualitativas de diversos materiais, sendo muito
utiizada em indastrias de petréleo, téxtil, carvdo, cosméticos, polimeros,
quimica, tintas e farmacéuticas. Deve-se salientar que a eficacia da
espectroscopia de infravermelho proximo é dependente de métodos analiticos
tradicionais, visto que é necessaria a sua calibracdo a partir dos resultados
desses.

O NIRS foi empregado desde o inicio da década de 1960, para determinar
umidade em sementes (HART et al, 1962). Para as avaliagbes de
propriedades de solo, alguns estudos foram realizados utilizando esta técnica,
como nos trabalhos de Bem-Dor e Banin (1995), onde foram analisadas 16

propriedades do solo, como ferro, fosforo, argila, matéria organica, entre
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outros, obtendo satisfatérias correlagdes entre os métodos tradicionais de
andlises e o método NIR. Stenberg et al.,1995 também avaliaram algumas
propriedades do solo como saturacao por base, matéria organica, capacidade
de troca cati6nica (CTC) e pH.

Devido ao numero e a complexidade de dados obtidos, para a extracédo

de informacdes relevantes através do NIRS é indispensavel o uso de

guimiometria, e para esta quantificacdo utiliza-se a calibracdo multivariada.

2.3. CALIBRACAO MULTIVARIADA

7

Em uma analise quimica o principal objetivo é a determinacdo da
concentragdo do analito de interesse na amostra analisada. Nesse sentido,
calibracdo é a relacdo entre medidas instrumentais e valores da propriedade de
interesse, feita através de uma série de operacbfes matematicas,
transformando-os em resultados passiveis de interpretacdo (VALDERRAMA et
al., 2009).

A calibracdo multivariada tem como principal objetivo utilizar muitas
variaveis, respostas instrumentais (um vetor de dados), para quantificar alguma
propriedade de interesse. O resultado da propriedade de interesse, utilizado na
etapa de calibracdo é obtido através de uma metodologia padréo.

Esse tipo de calibracdo permite que a analise possa ser efetuada mesmo
na presenca de interferentes, uma vez que estes estejam presentes na
construcdo do modelo de calibracdo (vantagem de primeira ordem)
(VALDERRAMA et al., 2009). Sendo assim, a calibracdo multivariada pode ser
usada quando os métodos univariados ndo sao aplicaveis para tal situacao.

Dentre os modelos de regressao mais empregados em quimica analitica
com o intuito de construir modelos de calibragdo multivariada o mais utilizado é
a regressao por minimos quadrados parciais (PLS) (VALDERRAMA, 2005),
descrito com maiores detalhes na sec¢éo 4 (MATERIAIS E METODOS).
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4 MATERIAIS E METODOS

As amostras de solos foram secas em estufa a 40° C durante 48 horas,
destorradas com um martelo de borracha e passadas em peneira de 2 mm de
diametro, obtendo-se a fragdo conhecida como terra fina seca ao ar (Santos et
al., 2013). Dessa forma ndo ha necessidade de determinar a umidade das
amostras. A etapa de secagem tem a funcéo de padronizar o teor de agua nas
amostras.

Foram selecionadas 161 amostras de solo obtidas de horizontes em perfis
completos,ou seja, todos os horizontes do solo foram utilizados, descritos e
amostrados para fins de estudos de mapeamento digital de solos no Parque
Estadual da Mata Seca (PEMS) no estado de Minas Gerais.A profundidade foi
variavel, podendo chegar a 1,5 metros. Os teores de carbono das amostras
variaram de 0,5 a 23,9 g kg™, com média de 4,9 g kg™ e mediana de 2,8 g kg™.

A amostragem do solo, a parte experimental para a determinacdo do
carbono organico pelos métodos Embrapa e CHN, bem como a aquisicdo dos
espectros NIRS foram realizadas por técnicos especializados da Embrapa na
unidade Embrapa Solos — Rio de Janeiro. A Embrapa Solos é uma instituicdo
de referéncia internacional em solos tropicais, sendo responsavel por
coordenar, em todo o territdrio nacional, medidas que prognosticam e
promovam a prevencdo do solo e das aguas contra riscos ambientais, tendo
como principio base a visdo de que o solo € um patrimdnio, priorizando assim,
seu uso sustentavel, afim de que, fornecendo subsidios para a tomada de
decisdes, contribua para o avanco técnico-cientifico na area de Ciéncia do
Solo.

Um total de 161 espectros foram adquiridos em um espectrofotdmetro NIR
PerkinElmer, equipado com acessorio de reflectancia difusa (NIRA). O
espectrofotdbmetro e a esfera de integracdo sdo equipados com detectores de
DTGS/AsInGa, respectivamente. Os espectros foram registrados na regido de
4000 a 10000 cm™, 64 varreduras, no modo de porcentagem de reflectancia. A

Figura 1 ilustra o equipamento de espectroscopia para regiao do infravermelho
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proximo e as principais etapas do processo de aquisicdo dos espectros das
Ve

|

{

!

amostras de solo.

)

Figura 1 - a) Equipamento NIRS (Spectrum 100N, PerkinElmer) empregado
na aquisicao dos espectros das amostras de solo; b) saida do feixe de radiacdo
infravermelha do acessério de reflectancia difusa (NIRA); c) placas de vidro de
90mm de diametro empregadas como amostradores; €) amostras no acessorio

de reflectancia difusa.Fonte: Souza, 2014.

A parte computacional envolvida no tratamento dos dados foi realizada
através do uso do softwareMatlab e das ferramentas do PLS-toolbox, doadas

pela Embrapa Solos, RJ.

4.1 DETERMINACAO DE CARBONO ORGANICO PELO METODO WALKLEY
& BLACK MODIFICADO

A metodologia modificada, também é conhecida como método Embrapa,
€ um método de via umida utilizado para quantificacdo de carbono organico no

solo.
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Nesse método foram coletadas cerca de 20g de solo, que em seguida foi
triturado e passado em uma peneira de 80 mesh. Deste preparado, 0,59 foi
transferido para um erlenmeyer de 250mL, no qual foram adicionados 10mL de
solucéo de dicromato de potéassio 0,4N. Para comparacao, coletou-se 10mL de
solucédo de dicromato de potassio 0,4N em outro erlenmeyer, que foi a “prova
branca”. Esta consiste em realizar a quantificagdo de uma solucdo que contém
tudo menos o analito de interesse, seguindo exatamente 0 mesmo
procedimento utilizado para analisar uma amostra, com o0 designio de
determinar o valor acrescido no resultado da analise. Apés esse procedimento
colocou-se um tubo de ensaio de 25mm de diametro e 250mm de altura cheio
de agua até a boca do erlenmeyer contendo o solo e a solucdo de K,Cr,0O5.
Esse conjunto formou um sistema semelhante a um condensador. Depois de
montado o sistema foiaquecido por uma placa elétrica até a ebulicdo branda do
contetdo do recipiente por cinco minutos. Apds o resfriamento da amostra
contida no erlenmeyeracrescentou-se 80mL de agua destilada, 2mL de &cido
ortofosférico e 3 gotas do indicador difenilamina.

A seguir foi realizada uma titulacdo com os erlenmeyers contendo a
“prova branca” e a amostra de solo, utilizando como titulanteuma solucdo de
sulfato ferroso amoniacal 0,1N até que a coloracdo mudasse de azul para
verde. Anotaram-se 0s volumes gastos na titulacdo.A Figura 2apresenta 0s
passos empregados na determinacdo do carbono organico a partir do método
Embrapa.
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Figura 2 - Etapas principais do método da oxidacdo com dicromato de
potassio empregado como referéncia nas analises de carbono organico no
solo: a) pesagem das amostras de solo; b) digestdo das amostras com solucéo
de dicromato de potassio; c) digestdo a quente; d) adicdo do indicador
difenilamina; e) titulacdo do excesso de dicromato com solucdo de sulfato

ferroso amoniacal.

Fonte: Souza, 2014.

Para o célculo da quantidade de carbono orgéanico usa-se a equacéo 1:

C(g/kg) = (40 — volume gasto na titulag&o do solo) x fx 0,6 (1)

Em que C representa a concentracdo de carbono orgéanico; 40 e 0,6 sédo

constantes e f é igual a 40 / volume sulfato ferroso gasto na prova em branco.

4.2 DETERMINACAO DO CARBONO ORGANICO PELO METODO CHN
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A determinacédo de Carbono Organico em solos foi realizada utilizando a
metodologia CHN, descrita por Nelson & Somers (1996).

Para as analises elementares de carbono organico foram pesadas
aproximadamente 25 mg de amostra de solo pulverizada, e analisadas em um
analisador elementar Perkin Elmer 2400, como ilustrado na figura 3, nas
seguintes condicdes: temperatura de combustdo: 925°C, temperatura de
reducdo: 640°C, pureza minima dos gases: He (99,995%), O, (99,995%) e N,
(99,0%) e pressdo dos mandmetros de aproximadamente 1,5 bar, 1bar, e 4

bar, respectivamente.

Figura 3 - Analisador elementar.

Fonte: Perkin EImer, 2015.

4.3 PLS

A regresséao por minimos quadrados parciais é considerada o método de
regressdo mais utilizado para calibracdo multivariada de primeira ordem. Isto
porque nesse tipo de regressao, os espectros (vetores de dados instrumentais
— dados de primeira ordem) séo organizados no formato de uma matriz que é

decomposta no produto de duas matrizes: uma matriz de scores (T) e uma
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matriz de loadings (P"). Este procedimento também é aplicado ao vetor y que
contém as informagBes dos valores de referéncia para o analito a ser
determinado. A Figura 4 ilustra o processo de decomposicdo em scores e
loadings obtidos a partir de X e y (GELADI; KOWALSKI, 1986).

pT

QT

Figura 4. Decomposicdo em scores e loadingspara matriz X e o vetor y (OTTO,
1999).

Apos a etapa de decomposicdo, uma relacao linear é estabelecida entre
0s scores da matriz X e os scores do vetor y. Desta forma, ndo ha necessidade
de conhecimento exato acerca de todos 0s componentes presentes nas
amostras, podendo-se fazer a previsdo de amostras mesmo se houver
interferentes, porém é imprescindivel que estes estejam presentes na etapa de
construgdo do modelo.O modelo PLS é obtido por meio de um processo
iterativo, onde otimiza-se ao mesmo tempo, a projecao das amostras sobre 0s
loadings, para a determinacdo dos scores da matriz X aos scores da matriz Y
de modo a minimizar os desvios (VALDERRAMA, 2009). Atraves desta
otimizacdo simultanea, ha ocorréncia de pequenas distor¢des nas direcbes dos
loadings, e estes apresentem pequenas redundancias de informacao, perdendo

assim, a ortogonalidade. Porém, a otimizacdo da relacao linear entre os scores
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e feita através destas pequenas redundancias, e estas distorcbes da
ortogonalidade entre os PCs no PLS fazem com que 0os mesmos ndo sejam
mais componentes principais (que sdo ortogonais) e sim variaveis latentes
(BRERETON, 2000).

Para o processo de previséo utilizam-se os scores da matriz X e um vetor
que contém os coeficientes de regressdo (b) para determinar o valor dos
scores de y, de acordo com a equacao (2).

Un= bnth(2)

O valor do score previsto, multiplicado pelos loadings de y fornecerd o

resultado para o analito em questédo, nesse caso, carbono organico.

4.4 TESTE T-PAREADO

O teste t-pareado € um teste de significancia utilizado para comparar dois
métodos de andlise diferentes e verificar se estes métodos sdo diferentes.
Neste teste sdo utilizados pares de medidas para minimizar fontes de
variabilidade que nao séo de interesse (MILLER; MILLER 1993).

O primeiro passo consiste em calcular a média dos pares de dados
obtidos por cada um dos métodos (dM), seguido pelo somatério da diferenca
ao quadrado conforme a equacéo (4), assim:

dy = M1—M_2 (3)

i df (4)

O proximo passo consiste no calculo do desvio padrédo das diferencas.
Primeiro calcula-se a variancia atraveés da equacéo (5) ou diretamente o desvio

padrao a partir da equacgéo (6)

Y df-ndy
n-—1

(5)

5% =
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Onde n é o nimero de amostras analisadas.

Y d?-nd}
Sq = [T —— (6)

n-1

Por fim, o valor de t é calculado através da equacdo:

__ +/ndy

Sd

t

(7)

Se o valor de tcacuiado fOr menor que o valor para tipelado, dentro da
percentagem de confianca desejada, entdo ndo € possivel detectar diferenca

entre os dois métodos no nivel de significancia considerado.

4.5 VALIDACAO

A exigéncia e o reconhecimento da qualidade nas andlises quimicas por
meio da confiabilidade, rastreabilidade e comparabilidade é cada vez maior,
pois resultados inconfidveis ou distorcidos podem levar a decisfes catastroficas
ou danos financeiros ponderaveis (RIBANI et al, 2004). Quando um novo
procedimento ou método analitico € desenvolvido ou proposto, ha a
necessidade de averiguacdo se este apresenta atuacdo satisfatdria ou nao
para as suas determinadas aplicacdes. Esse processo de averiguacdo €
conhecido como validacdo (EURACHEM/CITAC). Deste modo, a validacdo de
um novo procedimento ou método analitico acontece através de pesquisas de
cunho sistemético realizadas em laboratorio, com o intuito de analisar se estes
atendem aos propositos de oOrgdos de fiscalizacdo e agéncias reguladoras
nacionais como o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial) e a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), ou
internacionais como a USP (United States Pharmacopeia) e a 1SO

(International Standard Organization).
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A validacdo de um novo meétodo analitico ocorre através da
determinacdo de parametros conhecidos como figuras de mérito
(VALDERRAMA, 2009). Estes parametros podem variar dependendo do 6rgdo
de fiscalizacdo a que esta sujeito, bem como de onde o método sera aplicado
ou qual o seu propoésito. Porém, os principais sdo exatiddo, sensibilidade,
sensiblidade analitica, ajuste, linearidade, limites de deteccédo e quantificacéo.

O modo como as figuras de mérito devem ser determinadas geralmente &
estabelecido por érgdos de fiscalizacdo, e encontra-se descrita em trabalhos
cientificos, guias de validacdo e em normas especificas (VALDERRAMA,
2009). No Brasil, a ANVISA (RE n° 899, de 20/05/2003) e o INMETRO (DOQ-
CGCRE-008, de marco/2003) disponibilizam guias para o procedimento de
validacdo de métodos analiticos, e, juntamente com artigos cientificos (RIBANI

et al, 2004 e BARROS et al, 2002), pode-se definir algumas figuras de mérito.

4.4.1 Exatidao

E utilizada, comumente, em calibracdo multivariada, através do RMSEP
(do inglés, Root Mean Squares Error of Prediction) e RMSEC (do inglés, Root
Mean Squares Error of Calibration), que significa raiz do erro médio quadratico
de previsdo e calibracdo, respectivamente, e tem funcdo de expressar a
medida de concordancia entre o valor tido como referéncia e o estimado pelo

modelo multivariado, como mostram as equacgdes (8) e (9):

1 -
Y, vi—¥i)?

ly

RMSEP = (8)

1 -
i (i—yi)?
l.—A-1

RMSEC =

(9)
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em que, y; € o valor de referéncia, y, o previsto pelo modelo,l,0 nimero de
amostras do conjunto de validacdo, I 0 numero de amostras do conjunto de
calibracdo, A o numero de variaveis latentes utilizadas na constru¢cdo do

modelo.

4.3.2. Sensibilidade

Para modelos como o PLS de calibragdo multivariada, esta figura de
meérito pode ser determinada pela equacédo abaixo, sendo definida por ser a
fracdo do sinal responsavel pelo acréscimo de uma unidade de concentracdo a
propriedade de interesse (CURRIE, 1995; FERRE 2001), de acordo com a
equacao (10):

- 1
SEN = T (10)

onde by € o vetor coeficiente de regresséo, estimado pelo método PLS.

4.3.3. Sensibilidade Analitica

Esta figura de mérito é definida por ser a razdo entre a sensibilidade e o
desvio padrao do sinal de referéncia (6x) (RODRIGUEZ et al, 1993), e pode ser
obtida através da equacéo (11):

__SEN
l15x|

(11)

em que SEN pode ser obtido através da equacido de Sensibilidade e x é o

desvio padréo do sinal de referéncia.
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4.3.4. Ajuste

Esta figura de mérito é obtida determinando-se, por minimos quadrados a
reta que melhor se ajusta aos valores tidos como referéncia e os valores
estimados pelo modelo de calibracdo multivariada, ou seja, consegue-se
determinar o ajuste através da correlacdo entre os valores estimados pelo
modelo de calibragdo multivariada e os valores tidos como de referéncia para
as amostras de calibracdo (BRAGA & POPPI, 2004).

Este pardmetro ndo é utilizado com constancia em artigos cientificos ou
normas oficiais, devido a dificuldade em conseguir-se estimar a linearidade
porém, em trabalhos que envolvem modelos de calibracdo multivariada esta
figura de mérito € muito utilizada. (VALDERRAMA, 2005)

4.3.5. Linearidade

Uma medida de cunho quantitativo para esta figura de mérito néo
corresponde ser uma tarefa simples e até possivel. Isto se deve principalmente
ao uso de PLS, em calibragdo multivariada, pois as variaveis sdo decompostas
pelos componentes principais. Na forma qualitativa, tem-se que o grafico dos
residuos (se a distribuicdo destes for aleatéria) pode indicar se os dados
apresentam uma conduta de forma linear, para amostras de calibracdo e

validacao.

4.3.6. Limites de Deteccao e Quantificacao

Os parametros limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de
uma metodologia analitica consistem na minima quantidade da espécie de

interesse que pode ser detectada e determinada na forma quantitativa,
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respectivamente. Se o0 conjunto de dados apresenta comportamento
homoscedastico (erros com previsdo sem correlagdo, seguindo distribuicdo
normal e constante variancia ao longo da faixa de trabalho), em calibracdo
multivariada os LD e LQ podem ser determinados através das equacoes (12) e

(13), respectivamente:

LD = 38x ||by || = 35x (12)
LQ = 108x||by || = 106xsELN (13)

sendo que, SEN é o valor de sensibilidade, obtido através da equacao (9), &x é
o desvio padrédo do sinal de referéncia e by é o vetor para a espécie k, dos

coeficientes de regressao do modelo PLS.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A matriz X foi composta pelas absorbancias para cada amostra, onde
cada linha da matriz € representada por uma amostra diferente e as colunas

representam as respectivas absorbancias para a amostra em questao.

A separacdo das amostras entre os conjuntos de calibracéo e validacao
foi realizada pelo algoritmo Kennard-Stone (KENNARD e STONE, 1969). Este
algoritmo seleciona as amostras com base em suas distancias, ou seja, a
primeira amostra selecionada é a que apresenta maior distancia em relacdo a
amostra média enquanto a segunda amostra a ser selecionada sera a que
apresentar maior distdncia em relacdo a primeira amostra selecionada. A
proxima amostra a ser selecionada apresentara maior distancia em relacdo a
tltima amostra selecionada, e assim sucessivamente até atingir o numero de
amostras desejadas. Esse algoritmo € aplicado para realizar a selecdo das
amostras que irdo compor o conjunto de calibragdo, uma vez que procede a

selecdo das amostras de maior variabilidade, ou seja, as amostras mais
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‘externas” do conjunto total. Assim, cada conjunto de dados foi inicialmente
composto por 105 amostras para o conjunto de calibracdo e 56 amostras para
0 conjunto de validag&o, para ambos os métodos avaliados.

A figura 5A ilustra os espectros, na regidao do infravermelho proximo, de
solos brasileiros, enquanto que na figura 5B os referidos espectros séo
apresentados apos uma correcdo de linha de base. Esta correcdo se faz
necesséria para que haja uma correcdo de desvios lineares e pode ser obtida
através da primeira derivada. Neste caso, o algoritmo utilizado foi o de
Savitsky-Golay (SAVITSKY e GOLAY, 1964) com janela de 15 pontos e
polinbmio de segunda ordem (SOUZA, 2014). Apés a correcdo de linha de
base observou-se que na regido acima de 7500 cm™ ndo havia mais
informacdes relevantes sobre as amostras e apresentava somente ruido, logo

esta regido do espectro foi removida, ilustrado na Figura 5C.

0 1 1 1 1 1
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
[] .5 T T T T T
B
L X
-
= 0 r—
2
05 1 1 1 1 1
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
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Numero de onda {(cm-1)

Figura 5 — A) Espectros NIR para as amostras de solo. B) correcdo da linha de

base. C) Regido empregada no desenvolvimento do modelo de calibracéo.

Fonte: autoria prépria.
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Para a constru¢do dos modelos, os espectros foram centrados na média e
0 numero de variaveis latentes foi determinado através dos resultados da raiz
quadrada do erro quadratico meédio de validacdo cruzada (RMSECV) para as
amostras de calibragao, obtido por validagao cruzada do tipo “contiguous block”
(blocos continuos) de dez amostras. Neste tipo de validacdo dez amostras sdo
deixadas de fora no processo de construcdo do modelo e a seguir essas
amostras sdo previstas.Esse processo se repete até que todas as amostras
tenham sido deixadas de fora e previstas (VALDERRAMA et al, 2005). Afim de
que fosse construido o modelo de calibragcdo para Carbono Organico foram
necessarias um total de dez variaveis latentes para ambos os métodos

empregados como referéncia na correlagdo com os espectros NIR.

A otimizacao dos conjuntos de calibracao e validacdo pela eliminacdo das
amostras andmalas resultou em 93 amostras de calibracdo e 50 amostras de
validacdo para o método Walkley & Black modificado, e 93 amostras de
calibracdo e 44 amostras de validacdo para o método CHN. A qualidade dos
modelos desenvolvidos foi avaliada através do calculo das figuras de mérito
como exatiddo (representada pelos valores de RMSEC e RMSEP),
sensibilidade, sensibilidade analitica, limites de deteccdo e quantificacao,
apresentados na Tabela 1, além do ajuste e da linearidade apresentados nas

Figuras 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 1 - Parametros de qualidade dos modelos de calibracdo multivariada

FIGURAS DE MERITO Walkley& Black CHN
modificado

e ATIDAO? RMSEC! 1,9427 1,4901
RMSEP? 1,9795 1,0430
SENSIBILIDADE® 0,0106 0,0125
SENSIBILIDADE ANALITICA™? 0,1326 0,1124
LIMITE DE DETECCAO? 0,4377 0,3710
LIMITE DE QUANTIFICACAO? 1,3262 1,1244
R 0,8710 0,8829

a=(g/Kg) e b = (g/Kg)™

WRMSEC: raiz do erro médio quadratico de calibraco.

©)RMSEP: raiz do erro médio quadratico de previs&o.

Primeiramente observa-se que o0s valores de todos o0s parametros
analisados sdo muito parecidos comparando o0s modelos construidos
empregando os métodos Walkley & Black modificado e o CHN como métodos
de referéncias para quantificagdo de Carbono Organico em solo a partir da
espectroscopia NIR. Os valores de exatiddao sédo representados RMSEC e
RMSEP e revelam que os valores estimados pelos modelos multivariados
apresentaram concordancia com os resultados esperados. Os valores de
RMSEP e RMSEC sé&o parametros globais que incorporam tanto erros
sisteméticos quanto aleatorios. Sendo assim, um melhor indicador de exatidéo
€ a regressdo entre os valores de referéncia e os valores estimados pelo
modelo, e os valores da inclinacdo e do intercepto, apresentados na Figura
6.Além disso, o coeficiente de correlacdo para esses ajustes sdo apresentados
na Tabela 1.
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Figura 6 - Ajuste do modelo PLS para determinacao de Carbono Orgéanico. (A)
Método de referéncia Walkley & Black modificado. (B) Método de referéncia

CHN. Amostras de calibracao (¢) e validagao (x).

A sensibilidade e a sensibilidade analitica apresentaram resultados
coerentes para os dois métodos de referéncia considerando-se a faixa de
concentracfes utilizada no trabalho. Por ser mais simples e informativa para
comparacgdes, a sensibilidade analitica apresenta de forma direta a
sensibilidade do método em termos da unidade de concentracdo que €
utilizada, e o inverso deste parametro permite estabelecer a menor diferenca
de concentracdo entre amostras que pode ser distinguida pelo método. Desta
forma, percebe-se que o0s modelos construidos empregando ambos o0s

meétodos de referéncia possuem valores proximos, podendo fazer distingdo de
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amostras com diferenca de concentracdo da ordem de 0,1% de Carbono

Orgéanico em modelos construidos com espectros NIR.

Os limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) expressam as menores
guantidade da espécie de interesse que podem ser detectadas e determinadas
guantitativamente, de forma respectiva. Sendo assim, estes parametros dos
modelos construidos apresentaram resultados coerentes com as medidas dos
outros parametros. A faixa de aplicacdo para o Método Walkley Black é de 1,25
a 23,90 g/Kg de Carbono Organico e para o método CHN é de 0,80 a 19,6.

Desta maneira, os LD e LQ se adéquam a ambos os métodos.

Na avaliacdo da linearidade dos modelos construidos observa-se o
comportamento dos residuos, apresentados na Figura 7. Qualitativamente, 0s
residuos podem indicar se os dados seguem ou ndo um comportamento linear
se a distribuicdo dos erros for aleatéria. Desta forma, em ambos 0s casos,
observa-se que os modelos construidos podem ser considerados lineares, uma
vez que seus residuos apresentaram comportamento aleatério, e a magnitude
do erro absoluto foi da mesma ordem, independentemente do método

empregado como referéncia no desenvolvimento do modelo.

Um teste de significancia, teste t-pareado, foi aplicado aos resultados da
Tabela 1 com o intuito de avaliar diferencas significativas entre os métodos
utilizados como referéncia na calibracdo multivariada. Nesse teste, o valor para
teaculadofOl 1,801, enquanto o valor de tipelado € de 2,447, para 95% de
confianca. Como o valor de tcacuado € Menor que o valor de tipelado, 1SSO indica
que nao existem diferencas significativas entre os modelos PLS construidos
empregando o método Walkley & Black modificado e CHN como métodos de
referéncia na determinacdo de carbono organico, no nivel de significancia

considerado.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento deste trabalho mostrou a possibilidade da utilizacao
de métodos espectroscopicos associados a métodos quimiométricos para a
determinacao de carbono organico em solos.

Os modelos desenvolvidos se mostraram lineares, de acordo com a
distribuicdo aleatoria dos residuos, que apresentaram a mesma ordem de
magnitude.

Os modelos construidos por calibracdo de primeira ordem utilizando o
método PLS mostraram resultados satisfatérios para essa determinacdo. A
exatiddo do modelo para a determinacdo de carbono organico via método
Walkley & Black modificado foi inferior a exatiddo do modelo para a mesma
determinacdo via método CHN. Isso pode ser atribuido a um erro maior
associado na determinacdo do carbono organico, uma vez que no método de
referéncia CHN determina-se carbono total, ndo fazendo a distincdo do
carbono organico do inorganico. Apesar disso, um teste de significancia foi
aplicado aos resultados das figuras de mérito de ambos os modelos e o
resultado mostrouque, no nivel de confianca de 95%, os métodos nédo
apresentam diferenca significativa.
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