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RESUMO

Devido a complexidade da matriz do petroleo para determinacdo de elementos traco,
principalmente por técnicas multielementares, muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos para otimizar parametros instrumentais ou ainda novos métodos para
o preparo e introducédo de amostras. Para o desenvolvimento desses trabalhos, torna-
se necessaria a utilizacdo de materiais de referéncia (MRs) e/ou materiais de
referéncia certificados (MRCs) para verificar o desempenho do novo método proposto.
Contudo, a maioria dos materiais de referéncia na area de petréleo para elementos
traco se resume as matrizes de gasolina, 6leo diesel, 6leo combustivel e 6leo
lubrificante. Neste trabalho foram desenvolvidas todas as etapas necessarias para a
preparacao, caracterizacao e certificacdo de um material de referéncia nacional de
petréleo para elementos traco, seguindo 0s requisitos aceitos internacionalmente.
Para o preparo do material foram utilizados cerca de 3 kg de petrdleo bruto que, apds
homogeneizacdo em condicBes otimizadas, foi distribuido entre 115 unidades,
contendo cerca de 20 g cada. Foi estudada a homogeneidade do material ja envasado
nas diferentes unidades. Para o estudo de estabilidade a curto prazo realizou-se o
estudo em diferentes temperaturas, variando de +4 a +50°C e tempos de
armazenamento de 1, 2, 3 e 4 semanas. Ja o estudo em longo prazo durou 9 meses
e foi realizado na temperatura ambiente do laborat6rio (+20 a +26 °C). Os resultados
obtidos indicaram que o material se mostrou homogéneo e estavel nas condicdes
estudadas. A avaliacdo estatistica envolveu técnicas da estatistica classicas, como,
os testes de analise de variancia e de regresséo e técnicas de analise multivariada,
como a andlise de componentes principais (PCA). Para atribuicdo dos valores das
fracGes massicas (ug gt) dos elementos de interesse, foi utilizada uma abordagem in
house de multi métodos. A combinacdo dos resultados obtidos nas etapas de
caracterizacao e dos estudos de homogeneidade e estabilidade possibilitou atribuir
valores a 5 elementos com suas respectivas incertezas, sendo 2 valores certificados
(Ni, V), 3 valores de referéncia (Ba, Na e Sr) e 4 valores informativos (Ca, Mg, Co,
Fe).

Palavras-chave: MRC, Material de Referéncia Certificado, Petroleo, Elementos trago.



ABSTRACT

Due to the complexity determination of trace elements in crude oil, mainly by multi-
element techniques, many works have been developed to optimize instrumental
parameters and new techniques for preparation and introduction of samples, aiming
at improving the sensitivity, precision and accuracy in the measurement. In all cases,
it is necessary to use reference materials (RMs) and/or certified reference materials
(CRMs) to verify the performance of the new proposed method. However, most
reference materials for trace elements in the liquid fuels are matrices like gasoline,
diesel oil, fuel oil and lubricating oil. In this work it was developed all the necessary
steps for the preparation, characterization and certification of a national crude oil
reference material for trace elements following the internationally accepted
requirements. Three kilos of crude oil were homogenized under optimized conditions
and they were distributed among 115 units containing about 20 g each. The
homogeneity of the material was studied in the different units produced. For the short-
term stability study, a test was performed at different temperatures, ranging from + 4
to + 50 ° C, and storage times of 1, 2, 3 and 4. The long-term study was performed for
9 months at the laboratory room temperature (+20 to +26 °C). The obtained results
indicated that the material was homogeneous and stable under the studied conditions.
For the statistical evaluation, classical statistical techniques were performed, such as
analysis of variance and regression tests and multivariate techniques, as the principal
component Analysis (PCA). For the values attributed to the mass fractions (ug g?), a
multi-method in-house approach was used. The combination of the results obtained in
the characterization and in the studies of homogeneity and stability allowed to assign
values to 5 elements with their respective uncertainties: 2 certified values (Ni and V),

3 reference values (Ba, Na and Sr) and 4 values information (Ca, Mg, Co and Fe).

Keyword: Reference material, CRM, homogeneity, stability, crude oil, trace elements
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

Os elementos traco podem ser encontrados naturalmente no petréleo ou serem
adicionados durante o processo de extracdo, transporte ou estocagem do petréleo
(MATAR, 2000; SPEITH, 2001). A natureza e a abundancia de alguns desses
elementos no petréleo fornecem informacgdes importantes sobre a origem, a migracao
e até a maturacédo do petréleo, tendo suas concentracdes variaveis, de acordo com as
rochas de origem (GILES; MILLS, 2011). A presenca desses elementos no petréleo
vem sendo investigada desde a década de 50 do século XX (ALL; BUKHARI;
SALEEM, 1983; YURICK, 1952) até os dias de hoje (BRANDAO et al., 2006, 2007;
DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2015; GOTTIKH; PISOTSKY; ZHURAVLEV, 2008;
PESSOA, H. M. et al, 2012; QUADROS et al, 2010; VIEIRA et al.,
2016). A determinacdo desses elementos em refinarias de petroleo faz parte das
medicdes de rotina devido a sua importancia na qualidade e consequentemente no
valor de mercado do mesmo (PEREIRA et al., 2009).

Embora existam alguns métodos normalizados para a determinacdo de elementos
traco em petroleo usando técnicas de espectrometria atbmica, alguns deles usam
grandes quantidades de amostras e reagentes ou ainda envolvem varias etapas de
processamento, aumentando o tempo de preparacdo da amostra. Sendo assim, ha
muitas oportunidades de melhoria e desenvolvimento de novos métodos nessa area.
Estes desenvolvimentos tém sido impulsionados pelos principios da quimica analitica
moderna, mais especificamente no que se refere a quimica verde (BRANDAO et al.,
2006, 2007; HEILMANN; BOULYGA; HEUMANN, 2009; MELLO et al.,, 2012;
PEREIRA et al., 2010; PESSOA et al., 2012; SARACENO et al., 2006; TREVELIN et

al., 2016; VIEIRA et al., 2019). Em todos os estudos citados, foi necessaria a utilizacao
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de materiais de referéncia certificado (MRC) ou materiais de referéncia (MR) para

verificar a precisao e a tendéncia do novo método proposto.

Segundo a norma ISO/IEC 17034 (1SO, 2016), material de referéncia (MR) é definido
como “material suficientemente homogéneo e estavel com respeito a uma ou mais
propriedades especificadas, que foi estabelecido como adequado para o0 seu uso
pretendido em um processo de medigdo”. Porém, muitas vezes ndo é possivel
obter ou adquirir um MR ou um material de referéncia certificado (MRC) com a matriz
e 0s elementos requeridos e nesses casos materiais similares sao utilizados em uma
situacdo ndo ideal. A problematica de se utilizar materiais similares estd na
possibilidade de ocorrer diferencas no comportamento desse material frente ao
método avaliado. As diferencas podem acontecer devido ao método de preparacéo e
da técnica de quantificacao utilizada, afetando assim os resultados obtidos (MELLO
et al., 2012).

A maioria dos materiais de referéncia para elementos traco comercialmente
disponiveis para matrizes energéticas, estao relacionadas as matrizes de gasolina,
Oleo diesel, 6leo combustivel e dleo lubrificante. Para a matriz de petroleo, a maioria
dos materiais de referéncia é certificada para propriedades fisico-quimicas e para
elementos como o enxofre, que possui importancia econémica e tecnoldgica frente
aos outros elementos traco. Ainda é possivel encontrar alguns materiais de referéncia
para outros elementos como Ni, V, Hg, As, Co e Se (MELLO et al., 2012). Na literatura,
os materiais de referéncia utilizados para avaliacdo do desempenho de novos
métodos para elementos traco em petréleo, frequentemente encontrados, sdo 0s
materiais de referéncia provenientes do National Institute of Standards and
Technology (NIST), tais como, os SRM 1085b, 1084a e 1634c (DREYFUS et al., 2005;
DUYCK et al., 2007; MELLO et al., 2012; VIEIRA et al., 2019; YURICK, 1952). Esses
materiais correspondem as matrizes de 6leo lubrificante e 6leo combustivel residual,
demonstrando que mesmo existindo materiais de referéncia disponiveis
comercialmente para os elementos desejados no petréleo, 0 acesso a esses materiais

ainda é restrito por parte dos centros de pesquisa.
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Os trabalhos de desenvolvimento de materiais de referéncia para petroleo e
derivados encontrados na literatura relatam principalmente a producédo de materiais
de referéncia de elementos trago para matrizes como a gasolina e cinzas de carvao.
Como exemplo, tem-se os estudos de Linsinger e colaboradores (LINSINGER et al.,
2007), que certificou diversos teores de enxofre para a matriz de gasolina, e Tanaka e
colaboradores (TANAKA et al.,, 2010) que produziu e certificou elementos de
constituicdo principal (Si, Al, Ca, Mg, Fe, K, Na, P, Sr, Ti, C e S) e traco (As, B, Be,
Cd, Co, Cr, Cu, F, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, V e Zn) para a matriz cinzas de carvéo. Para
elementos traco em matriz petroleo, Shehata e colaboradores (SHEHATA,
MOHAMED; GAB-ALLAH, 2017) desenvolveram um material de referéncia de
petréleo para os elementos enxofre, ferro, niquel, vanadio e magnésio. Um fato
importante da producdo de materiais de referéncia por parte dos laboratérios de
pesquisa € o interesse ndo comercial no material produzido, sendo este geralmente

distribuido a outros laboratoérios.

A dificuldade de se obter materiais de referéncia nas mais diferentes matrizes, vem
do fato de que a produgéo de um MRC, em conformidade com norma ISO 17034 (ISO,
2016) é uma operacao longa e onerosa. A producdo de um material de referéncia
envolve diversas etapas e além de envolver experiéncia e recursos especiais, deve
levar em conta a demanda do mercado potencial para que os produtores de materiais
de referéncia possam investir seus recursos e tempo nesse tipo de desenvolvimento
(1SO, 2016).

1.2 JUSTIFICATIVA

O presente trabalho preencherd uma lacuna no desenvolvimento de materiais de
referéncia no cenario nacional e internacional, com a producdo de um material de
referéncia para elementos trago proveniente de petroleo do pré-sal. A principal

caracteristica desse material € uma quantidade significativa de contra ions cloreto,
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tais como calcio, magnésio, sddio e estroncio, em comparagdo com outros elementos

como o vanadio e niquel, sendo um material inédito para alguns desses elementos.

O material produzido podera ser utilizado como garantia da qualidade em futuros
trabalhos de pesquisa e rotina do Laboratorio de Espectrometria Atdmica (LEA) da
Universidade Federal do Espirito Santo, laboratorios de outras universidades e outros
laboratorios da area de Petréleo e Gas. O trabalho também ganha relevancia por
contribuir com o know-how do LEA/UFES na producdo de materiais de referéncia

seguindo referéncias internacionais.

1.3 OBJETIVO DO TRABALHO

1.3.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar um material de referéncia nacional contendo uma série de
elementos traco (V, Ni, Na, Ca, Mg, Mn, Sr, Ba, Co, Fe) em concentracdes
significativas e com incertezas associadas aos valores certificados bem definidos,
dentro dos conceitos e requisitos da norma ISO 17034 e guias ISO Guide 33 e 35
(1SO, 2015, 2016, 2017).

1.3.2 Objetivos especificos

e Estudar as condicbes mais adequadas para a producao de MR utilizando uma
matriz natural (preparo, tratamento, processamento) visando a preservacao
das suas propriedades e composicdo durante o tempo requerido de

estabilidade;
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Selecionar procedimentos de medicdo para os estudos de homogeneidade,
estabilidade e caracterizagcdo do material de referéncia;

Realizar estudos de homogeneidade e estabilidade de curta e longa duracéao
de acordo com o ISO Guia 35 (ISO, 2017);

Definir as condicbes para garantia da estabilidade de transporte e
armazenamento do material de referéncia,;

Caracterizar o material de referéncia produzido;

Atribuir os valores de propriedades e suas respectivas incertezas associadas
ao processo de preparacgao e caracterizacao do material de referéncia;
Elaborar um certificado com os valores de propriedades atribuidos com as

respectivas incertezas associadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A UTILIZACAO DOS MATERIAIS DE REFERENCIA

Atualmente, dentre as diferentes estratégias para controle da qualidade analitica, o
uso de materiais de referéncia certificados € destacado pela garantia da
rastreabilidade metroldgica, validacdo de novos métodos, ensaios de proficiéncia,
estimativa de incertezas, além da utilizacdo em testes de rotina e medi¢cdes em
laboratorios acreditados (OLIVARES et al., 2018). Porém, a producao de um material
de referéncia certificado constitui um processo lento, meticuloso e dispendioso, o que
dificulta o atendimento a demanda de todos os tipos e quantidades de MRC (ISO,
2015).

Embora os procedimentos para o desenvolvimento dos materiais de referéncia e
materiais de referéncia certificados estejam bem estabelecidos por normas e
guias internacionais, como a ISO 17034 e a ISO Guide 35, a producéo e o tratamento
estatistico dos dados estéo relacionados com o tipo de material, matriz e propriedades
especificas, tornando-se uma inesgotavel fonte de pesquisa tecnolégica e académica
(OLIVARES et al., 2018).

O termo Material de Referéncia Certificado (MRC) é utilizado quando o “material de
referéncia é caracterizado por um procedimento metrologicamente valido para uma
ou mais propriedades especificas, acompanhado por um certificado que fornece o
valor da propriedade especificada, sua incerteza associada e uma declaracéo de
rastreabilidade metroldgica” (1ISO, 2016).A principal diferenca entre um MR e um MRC
é a rastreabilidade metroldgica®. Ela se da quando o resultado de medigcéo pode ser

1 Rastreabilidade Metrolégica — Segundo o VIM (2012), é a propriedade dum resultado de medicao pela
qgual tal resultado pode ser relacionado a uma referéncia através duma cadeia ininterrupta e
documentada de calibracdes, cada uma contribuindo para a incerteza de medicéo.
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relacionado a uma referéncia. A rastreabilidade metrolégica é o principal parametro
que permite comparar medidas entre diferentes paises, através de uma cadeia
continua e documentada de comparacdes, todas tendo incertezas estabelecidas
(INMETRO, 2012). Desta forma, € possivel afirmar que 1 g aqui no Brasil é igual a 1
g em qualquer lugar do mundo, e isto se estende a diversas grandezas. A Figura 1

ilustra a relagao entre MR e MRC.

Figura 1 - Diferengas entre Materiais de Referéncia (MR) e Material de Referéncia
Certificado (MRC).

MATERIAL DE REFERENCIA

Q Valores de propriedades estabelecidos

MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO

Certificagdo . L.
[ Rastreabilidade Metroldgica

O Incerteza conhecida
[ Certificado

FONTE: Adaptado de Zunger e Colaboradores (ZUNGER et al., 2000).

Os materiais de referéncia podem ser de diferentes formas, sendo as mais
comuns (ISO, 2015):
a. Substancias puras: sdo substancias caracterizadas pela pureza quimica e
outras propriedades como ponto de fusdo, viscosidade e entalpia de
combustéo;
b. Solugcbes padrdo e misturas gasosas: frequentemente preparadas

gravimetricamente a partir das substancias puras;

c. Materiais de referéncia em matriz: sdo materiais caracterizados pela
composicao de propriedades selecionadas como, por exemplo, a quantidade
de um componente quimico especificado. Alguns materiais podem ser

preparados a partir de materiais naturais ou por sintese;
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d. Materiais de referéncia fisico-quimicos: sdo materiais caracterizados por
propriedades tais como, ponto de fuséo, viscosidade, indice de octano e

absorbancia;

e. Artefatos ou objetos de referéncia: sdo materiais caracterizados pelas
propriedades funcionais como, sabor, odor etc. Este tipo também inclui
espécies caracterizadas por uma faixa de propriedades desde tipo de fibra até
espécies microbiologicas.

As aplicacdes mais comuns para os materiais de referéncia incluem: a avaliacdo da
precisdo, avaliacdo da tendéncia de medicéo (bias)?, calibracéo, atribuicdo de valores
para escalas convencionais (ex. escala de pH, indice de octano) e atribuicdo de
valores a outros materiais (ISO, 2015). Dependendo da aplicacdo, alguma
caracteristica chave do material de referéncia podem ser dispensada, como por
exemplo, para avaliacdo da precisdo o material de referéncia ndo € necessaria a
declaracdo de rastreabilidade metrolégica e nem o prazo de validade. A Tabela 1
mostra a relagdo das caracteristicas chaves dos materiais de referéncia e as

diferentes aplicacdes deles dentro do laboratorio.

Tabela 1 - Caracteristicas chave dos materiais de referéncia

Atribuicao de

L N libraca
Caracteristicas Chave Avaliacdo da Avaliagdo da SaEsbc:E;;O valores a
precisao tendéncia : , outros
convencionais o
materiais
Especificacéo da propriedade
de interesse
Valor da propriedade -
Incerteza
Nivel de homogeneidade a a a
Nivel de estabilidade a a a

Declaracéo de
rastreabilidade metrolégica
Instrugdes para uso
Prazo de validade -
aContribuicdo da incerteza incluida na incerteza associada com o valor da propriedade

FONTE: Adaptado de (ISO, 2015).

2 Tendéncia de medi¢do (measurement bias) - Segundo o VIM (2012), é a estimativa do erro
sistemético.
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No caso de materiais de referéncia para a avaliacdo de composicdo quimica, o
estabelecimento da rastreabilidade metrolégica geralmente envolve muitas etapas. O
analito de interesse sO € medido apds a realizacdo de diversos processos analiticos,
como por exemplo: a amostragem, a dissolucao ou extragéo, separacao, dentre outros
processos de preparo da amostra. Alguns ou todos esses processos podem constituir
ligacdes na cadeia de rastreabilidade metrolégica do processo de medicdo, cada um

contribuindo para a incerteza do resultado final (ISO, 2016).

Para os materiais de referéncia utilizados na avaliacdo de precisédo, avaliacdo de
tendéncia e até mesmo calibracdo em analise direta (ONUK et al., 2017), o material
de referéncia deve ser suficientemente semelhante (em matriz) a amostra real a ser
analisada, a fim de incluir todos os problemas analiticos que poderiam causar erros
nas medi¢coes (VAN DER VEEN, 2015). Esses materiais s&o preparados a partir de
amostras naturais, que podem ser fortificadas com o analito de interesse ou até
mesmo misturadas com outras para conseguir chegar na concentracdo desejada
(ZUNGER et al., 2000). Para os MRCs produzidos a partir do material amostrado na
natureza, ndo € possivel obter a rastreabilidade metrolégica diretamente das etapas
de preparacédo, sendo necessario a utilizacdo de técnicas apropriadas para obter o

valor designado do analito de interesse no material preparado (STOEPPLER, 2000).

2.2 PRODUCAO DE MATERIAIS DE REFERENCIA

A 1SO (International Organization for Standardization) publicou um conjunto de normas
que traz como tema a preparacao e utilizacdo dos materiais de referéncia. A Tabela
2, mostra os temas abordados das versfes vigentes das normas, bem como as
respectivas versdes brasileiras, disponibilizadas pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT).
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Tabela 2 — Normas ISO e respectivas versdes brasileiras.

Normas/Guias ISO Normas/Guias ABNT ISO
ISO Guide 30:2015 - Reference materials - ABNT ISO GUIA 30:2016 - Materiais de
Selected terms and definitions referéncia - Termos e definicGes selecionados
ISO Guide 31:2015 - Reference materials - ABNT ISO GUIA 31:2017 - Materiais de
Contents of certificates, labels and referéncia - Conteldo de certificados, rétulos
accompanying documentation e documentacao associada
ISO Guide 33:2015 - Reference materials - ABNT ISO GUIA 33:2019 - Materiais de

Good practice in using reference materials referéncia - Boas praticas no uso de materiais
de referéncia
ISO 17034:2016 - General requirements for ABNT NBR ISO 17034:2017 - Requisitos

the competence of reference material gerais para a competéncia de produtores de
producers material de referéncia
ISO Guide 35:2017 - Reference materials - ABNT ISO GUIA 35:2012 - Materiais de
Guidance for characterization and referéncia — Principios gerais e estatisticos
assessment of homogeneity and stability para certificacdo (EM TRADUCAO)

A producdo de um MR ou MRC envolve diversas etapas que visam garantir a
gualidade do material de referéncia produzido. Em resumo, as etapas de preparacao e
certificacdo de um material de referéncia seguem os seguintes passos (ISO, 2017;
STOEPPLER, 2000):

a. Definicdo do material de referéncia, isto é, a matriz, as propriedades a
serem caracterizadas e seus niveis desejados, o uso pretendido do material,
e para MRCs, a incerteza alvo;

b. Concepcéo de procedimento para obtencdo do material;

c. Concepcédo de um processo de fabricacdo e/ou de preparacdo de material
de referéncia;

d. Selecdo de procedimento de medicdo apropriado para o0s estudos de
homogeneidade, estabilidade e de caracterizacdo do material de
referéncia;

e. ConsideracOes sobre a rastreabilidade metrologica de cada propriedade
medida, particularmente para MRCs, para qual uma declaracdo de
rastreabilidade metroldgica é requerida;

f. Avaliagdo de homogeneidade;

g. Avaliagéo de estabilidade;



30

Avaliacdo de comutabilidade? (se requerida);

Caracterizacado do material de referéncia;

Combinacdo dos resultados provenientes dos estudos de
homogeneidade, estabilidade e para MRCs, avaliagdo da incerteza de
medicao dos valores certificados;

Preparacdo de um certificado ou ficha de informacdo do produto e, se
apropriado, um relatorio de producéo e preparacdo e/ou certificacéo;
Especificacao das condi¢cdes de estocagem e transporte;

m. Monitoramento da estabilidade pds-producao.

As principais etapas estdo mostradas na Figura 2.

Figura 2 — Esquema das etapas da producdo de um material de referéncia
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FONTE: Adaptado (ISO, 2017)

3 Comutabilidade — Segundo o VIM (2012), € a propriedade dum material de referéncia expressa pelo
grau de concordancia entre, por um lado, a relacao entre os resultados de medi¢céo obtidos para uma
dada grandeza desse material a partir de dois dados procedimentos de medi¢&o e, por outro lado, a
relacdo entre os resultados de medicdo para outros materiais especificados.
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2.3  AQUISICAO DO MATERIAL DE PARTIDA

A primeira tarefa em um projeto de producédo de material de referéncia é a aquisicéo
de material de partida com as propriedades desejadas em quantidade suficiente para
a producéo de um lote (1ISO, 2017). Um lote de producéo é definido como a quantidade
finita de algum material produzido de uma vez pelo produtor, sob condicdes que séo

presumidamente uniformes (ISO, 2016).

Na auséncia de material suficiente para a producdo de um lote, a mistura de duas ou
mais amostragens pode ser considerada. Essa mistura também pode ser realizada
guando o valor do analito ou propriedade for julgado como muito alto ou muito baixo,
para ajuste dos valores na faixa desejada. Para estabelecer o tamanho do lote de
producédo deve-se levar em conta (ISO, 2017; STOEPPLER, 2000):

o NuUmero de unidades do material de referéncia necessarios para distribuicéo;

o NuUmero de unidades necessarias para o estudo de homogeneidade;

« NuUmero de unidades necessarias para o estudo de estabilidade;

« NUmero de unidades necesséarias para a caracterizacdo do material de
referéncia;

« Numero de unidades requeridas para o monitoramento da estabilidade acima
da validade esperada do material;

« O tamanho planejado para cada unidade, o qual tera de ser suficiente para pelo
menos uma medida;

e A necessidade de realizar um ou mais estudos de viabilidade;

e Opcionalmente, unidades adicionais para cobrir eventuais contingéncias,
como, por exemplo, estudos de acompanhamento para responder
guestionamentos de clientes, recertificagbes futuras requeridas por mudanca
significativa nas condicdes de estocagem ou extensdo do numero de

propriedades certificadas.

A quantidade do material € essencialmente critica no desenvolvimento de materiais

em matrizes naturais, visto que dependendo do tratamento a ser efetuado no material
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adquirido, o rendimento da producédo pode variar em torno de 12-15% da quantidade
do material amostrado. A Tabela 3, mostra a relacdo entre a quantidade amostrada,
tamanho do lote produzido e nimero de unidades utilizadas para o estudo de
homogeneidade de diferentes tipos de materiais de referéncia.

Tabela 3 — Quantidade de material amostrado x preparado

Material Quantidade Tamanho do N° de unidades Referéncia
amostrada lote (unidades) (Homogeneidade)

. (YARITA et al.,
Soja 10 kg 208 (10 9g) 10
2014)
: (WONG; WONG;
Ginseng 20 kg 300 (25 g) 16
KAM, 2008)
Cha (po) 100 kg 732 (20 g) 10 (ZHU et al., 2011)
i (MERRICK et al.,
Agua do mar 50 L 350 (120 mL) 24
2016)
Leite (liofilizado) 20 L 300 (59) 12 (HON et al., 2011)

2.4 PREPARACAO DO MATERIAL DE REFERENCIA

O material amostrado segue para a etapa de preparacdo ou processamento, onde
deve ser assegurado que o material sofreu um tratamento adequado para o seu uso
pretendido. Infelizmente, ndo existe uma regra ou orientagcdo Unica sobre o
assunto. As técnicas utilizadas nesse caso vao depender do componente principal de
interesse no material. Para materiais de referéncia sintéticos, por exemplo, materiais
produzidos a partir de substancias puras, podem ser utilizadas técnicas de purificagéo
tais como destilacdo e/ou recristalizacdo (1SO, 2017). Para materiais de
referéncia produzidos a partir de matrizes naturais, isso pode se tornar ainda mais

complexo.

Os procedimentos recomendados para o processamento e estabilizacdo do candidato

a material de referéncia devem, sempre que possivel, seguir as recomendacdes
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existentes em normas ou se basearem em dados de literatura existente. Caso nao
existam dados prévios de preservacao e preparo de amostra, estudos exploratérios
devem ser realizados para determinar as melhores condi¢cdes de preservagdo do
material e devem ser incluidas no planejamento de producdo do material de
referéncia (STOEPPLER, 2000).

Como recomendacdes gerais para o processamento do candidato a material de
referéncia, as normas relacionadas trazem algumas recomendacdes de abordagem,
como (IS0, 2017):

a. Analise qualitativa para a verificacdo do tipo de material e/ou identidade;

b. Sintese, producéo ou formulacdo de um material de referéncia sintético;

c. Tratamento adequado (por exemplo, protecdo contra contaminacdo e uso
de equipamentos inertes);

d. MedicGes para controle de processamento de materiais (por exemplo,
distribuicdo granulométrica, teor de umidade);

e. Pré-tratamento, de limpeza ou de esterilizacdo dos equipamentos e
recipientes de amostra,;

f. Secagem, liofilizacdo, moagem e/ou filtracAo para materiais
naturais; Adicdo de agentes estabilizantes;

g. Homogeneizacéo prévia para envase.

Os procedimentos de processamento dependem das particularidades do material e
geralmente requerem expertise relacionada ao material. Muitas vezes pode ser
necessario realizar estudos prévios com o objetivo de identificar pontos criticos no
estudo da viabilidade da producédo e caracterizacdo de um material de referéncia
suficientemente estavel e homogéneo. Os estudos de viabilidade sé&o estudos de curta
duracdo onde questdes como, qual o melhor procedimento de preparo ou como
garantir estabilidade, podem ser respondidas através de estudo de viabilidade em

pequena escala, antes de iniciar o projeto principal (1ISO, 2017).

Diversas operacdes sao descritas na literatura com o objetivo de homogeneizar e

estabilizar o analito na matriz desejada. A Tabela 4 mostra diferentes tipos de
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processamentos utilizados em alguns trabalhos de producdo de materiais de

referéncia para diferentes matrizes na area quimica.



Tabela 4 — Principais procedimentos utilizados no processamento de materiais de referéncia.
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Tipo de processamento

Matriz/analito

Referéncia

Cabelo humano (Ca, Fe, Mg, Zn, K, Na, Cu, Mn, Ni, Cr, Cd, Ag, Hg)
Algas Hizikia fusiforme (Na, K, Mg, Ca, Sr, P, Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,

(OKAMOTO, K. et al., 1985)
(NARUKAWA et al., 2012)

Lavagem
Mn, Ni, Pb, Zn, As) (YARITA et al., 2014)
Graos de soja (residuos de pesticidas)
Cabelo humano (Ca, Fe, Mg, Zn, K, Na, Cu, Mn, Ni, Cr, Cd, Ag, Hg) (OKAMOTO, K. et al., 1985)
Algas Sargaco (Ca, Mg, Al, Mn. Zn, Cu, Sr) (OKAMOTO, Kensaku; FUWA,
Poeira de Estrada (Pd, Pt, Rh) 1987)

Secagem
Arroz (Cd, Cu, Pb) (ZISCHKA et al., 2002)
Tecido de peixe Lutjanus campechanus (Ba, Li, Mg, Na, Sr, Ca) (VASSILEVA; QUETEL, 2004)

(STURGEON et al., 2005)

Algas Sargaco (Ca, Mg, Al, Mn. Zn, Cu, Sr) (OKAMOTO, Kensaku; FUWA,
Arroz (Cd, Cu, Pb) 1987)

Moagem Tecido de peixe Lutjanus campechanus (Ba, Li, Mg, Na, Sr, Ca) (VASSILEVA; QUETEL, 2004)

Esfarelita (ZnS) (V, Mo, Ni, Tl, As Cr, Co Ge, In, Ga, Mn Sn, Cu)

(STURGEON et al., 2005)
(ONUK et al., 2017)

Moagem Criogénica

Cabelo humano (Ca, Fe, Mg, Zn, K, Na, Cu, Mn, Ni, Cr, Cd, Ag, Hg)
Algas Hizikia fusiforme (Na, K, Mg, Ca, Sr, P, Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Zn, As)

Graos de soja (residuos de pesticidas)

(OKAMOTO, K. et al., 1985)
(NARUKAWA et al., 2012)

(YARITA et al., 2014)
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Tipo de processamento

Matriz/analito

Referéncia

Peneiramento

Algas Sargaco (Ca, Mg, Al, Mn. Zn, Cu, Sr)

Poeira de Estrada (Pd, Pt, Rh)

(OKAMOTO, Kensaku; FUWA,
1987)
(ZISCHKA et al., 2002)

Congelamento

Algas Hizikia fusiforme (Na, K, Mg, Ca, Sr, P, Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Zn, As)
Figado Bovino (Co, Cu, Fe, K, Mo, Mn, Na, Se, and Zn)

(NARUKAWA et al., 2012)

(BIANCHI et al., 2016)

Autoclavacéo

Puré de tomate (residuos de pesticidas)

(ARMISHAW; MILLAR, 2001)

Filtrac&o

Agua do mar (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, V)

(MERRICK et al., 2016)

Ajuste de pH

Puré de Tomate (residuos de pesticidas)

(ARMISHAW; MILLAR, 2001)

Adicao de estabilizantes

Mexilhdo Mytilus edulis (biotoxinas)

(MCCARRON et al., 2015)

Homogeneizagcdo mecanica

Poeira de Estrada (Pd, Pt, Rh)

Arroz (Cd, Cu, Pb)

Tecido de peixe Lutjanus campechanus (Ba, Li, Mg, Na, Sr, Ca)
Esfarelita (ZnS) (V, Mo, Ni, Tl, As Cr, Co Ge, In, Ga, Mn Sn, Cu)

(ZISCHKA et al., 2002)
(VASSILEVA; QUETEL, 2004)
(STURGEON et al., 2005)
(ONUK et al., 2017)

Radiacdo gama

Puré de Tomate (residuos de pesticidas)

Algas Hizikia fusiforme (Na, K, Mg, Ca, Sr, P, Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Zn, As)

Graos de Soja (residuos de pesticidas)

Mexilhdo Mytilus edulis (biotoxinas)

(ARMISHAW; MILLAR, 2001)
(NARUKAWA et al., 2012)
(YARITA et al., 2014)
(MCCARRON et al., 2015)

Liofilizacdo

Figado Bovino (Co, Cu, Fe, K, Mo, Mn, Na, Se, and Zn)

(BIANCHI et al., 2016)




37

2.5 ESTUDOS DE HOMOGENEIDADE

A homogeneidade € definida, segundo o ISO Guide 35 (ISO, 2017), como a “condigao
de uniformidade de estrutura ou composicdo com respeito a uma ou mais
propriedades especificas. Um material de referéncia é dito homogéneo com respeito
a uma propriedade, determinado por ensaios em amostras de tamanho
preestabelecido, se estiver dentro dos limites de incerteza especificados. As amostras
para esse tipo de estudo podem ser retiradas de embalagens diferentes (frascos,

pacotes) ou de uma unica embalagem”.

A homogeneidade é um requisito importante para todos os materiais de referéncia
e inclui ambas homogeneidades: dentro e entre unidades de MR produzido. A
homogeneidade entre unidades é importante para garantir que cada unidade do MR
carregue o mesmo valor de cada propriedade. Ja a homogeneidade dentro da unidade
€ importante quando subamostras sdo utilizadas para medicdes pelo usuario do
material (ISO, 2017).

Para a homogeneidade dentro da unidade, é possivel reduzir consideravelmente o
seu impacto por meio do fornecimento de instrucbes apropriadas de uso. Estas
instrucdes podem incluir remistura da amostra e/ou ainda a utilizacdo de uma
quantidade minima da amostra. A quantidade minima da amostra € a menor por¢ao
para teste que, quando retirada corretamente, pode ser considerada como
representante do MR, dentro de uma incerteza certificada. Uma certa nao-
homogeneidade é tolerada e deve ser incluida na incerteza total do material (ISO,
2017). Quando grandes problemas de nao-homogeneidade sdo encontrados, as
amostras ndo podem ser utilizadas como materiais de referéncia certificado e em

alguns casos é possivel fazer a certificagdo individual por frasco (IAEA, 2003).

Em estudos de homogeneidade é utilizada avaliacdo estatistica (geralmente a anélise
de variancia) para comparar a dispersao das observacdes em varias unidades do

material de referéncia com a precisédo do procedimento de medic&do. Nesse estudo, é
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possivel determinar o desvio-padrao entre as unidades produzidas, o qual podera ser
utilizado para determinar a incerteza associada a heterogeneidade. Geralmente esse
estudo é realizado analisando um numero igual de medidas replicatas de unidades do
MR, como ilustrado na Figura 3 (ISO, 2017).

Figura 3 — Esquema do estudo de homogeneidade entre unidades.
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FONTE: Adaptado de (ISO, 2017)

Os estudos de homogeneidade baseados na analise de variancia (ANOVA), provém
um componente essencial para determinacgéo de incerteza do valor da propriedade do
material de referéncia e é a abordagem mais utilizada para esse tipo de estudo.
Olivares e colaboradores, analisaram mais de 26 artigos de producao de material de
referéncia na area de alimentos, agua e solo e verificaram que a maioria dos trabalhos
utilizou a abordagem tradicional do ISO Guide 35 (OLIVARES et al., 2018).

Mesmo com a abordagem tradicional para avaliacdo dos estudos de homogeneidade,
€ possivel encontrar estudos onde outras ferramentas foram aplicadas em conjunto
com a andlise de variancia, como o estudo de Lima e colaboradores, que aplicaram a
analise de componentes principais (Principal Component Analysis — PCA) e analise

hierdrquica de clusters (Hierarchical Cluster Analysis — HCA) para avaliacdo da
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homogeneidade de um lote de farinha de trigo para analise inorganica (Lima et al.,
2010). Ja Vasconcelos e colaboradores (VASCONCELLOS et al., 2018) utilizaram a
PCA para avaliagdo da estabilidade em curto prazo para um lote de material de
referéncia de rim bovino, onde foram avaliadas as diferentes condi¢ées as quais o

material foi submetido.

Independente da abordagem escolhida, € necessario separar os efeitos da variancia
do procedimento de medi¢ao da variancia associada ao processamento do material.
A melhor maneira de fazer isso, é por meio de comparagao entre a dispersao das
observacbes em varias unidades do material de referéncia com a precisdo do
procedimento de medicdo, sempre que possivel, em condi¢des de repetibilidade. Isto
pode ser alcancado conduzindo todas as medicdes para avaliacdo da
homogeneidade, numa uUnica corrida de medicdo ou usando um planejamento
experimental que permita separar a estimativa da variancia dentro da corrida, entre
corridas e entre diferentes unidades do MR. A seguir estdo descritos alguns

planejamentos que podem ser utilizados (ISO, 2017).

2.5.1 Planejamentos experimentais para os estudos de homogeneidade

Para possibilitar a separacdo dos efeitos relacionados ao procedimento de medicéo
utilizado e o material preparado, trés planejamentos experimentais sdo propostos
seguir (ISO, 2017):

2.5.1.1 Planejamento basico — Medi¢c6es em uma Unica corrida

Esse planejamento é aplicavel, onde o sistema de medicéo € estavel pela duragédo
das medigbes requeridas e todas as medi¢bes podem ser adquiridas em uma Unica
corrida. Os desvios-padréo dentro e entre as unidades podem ser avaliados usando a
analise de variancia, ANOVA fator unico (one-way). As medicdes devem ser
realizadas de modo que as tendéncias no sistema de medicdo ndo sejam

interpretadas erroneamente como diferencas entre as unidades avaliadas. O
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planejamento deve permitir uma separacdo, se necessario, da tendéncia nas
medicdes, a partir da tendéncia total observada para a batelada de amostras. Isto é
possivel, realizando as medi¢cdes em uma ordem totalmente aleatdria. Por exemplo,
supondo um estudo com 10 unidades, realizado em triplicata. Um possivel esquema

para conduzir medi¢cdes pode ser:

Replicatan®1:1-3-5-7-9-2-4-6-8-10
Replicatan®2:10-9-8-7-6-5-4-3-2-1
Replicatan®3:2-4-6-8-10-1-3-5-7-9

Apoés a aleatorizacao das replicatas, no planejamento basico de uma corrida, a

sequéncia da corrida ficaria como a mostrado a seguir:

Corrida Gnica: 1-3-5-7-9-2-4-6-8-10-10-9-8-7-6-5-4-3
~2-2-4-6-8-10-1-3-5-7-9

Caso a ordenacdo aleatéria proposta possua correlacdo 6bvia com a sequéncia de
envase ou o grupo de replicatas ficar préximo para a maioria ou todas as unidades,

esse esquema deve ser rejeitado e uma nova ordem aleatdria deve ser selecionada.

2.5.1.2 Planejamento do bloco aleatério

Considerando o exemplo acima, onde seréo realizadas 3 replicatas de cada uma das
10 unidades do material de referéncia, o planejamento do bloco aleatério mais
simples, € realizado através de 3 corridas de medicéo e cada replicata da unidade do
material de referéncia € medida uma vez em cada corrida, em ordem aleatéria. Nesse
caso, cada corrida € aleatorizada individualmente. O esquema do bloco aleatério para

o exemplo anterior ficaria assim:

Corridan®1:1-3-5-7-9-2-4-6-8-10
Corridan®2: 10-9-8-7-6-5-4-3-2-1
Corridan®3:2-4-6-8-10-1-3-5-7-9
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O planejamento do bloco aleatdrio € indicado onde o nimero requerido de replicatas
de todas as unidades ndo pode ser incluido numa anica corrida devido as restricoes
do tempo ou da instrumentagdo. Também € aplicavel onde o processo de medicao é
afetado pela deriva®* em longas corridas. Nessas circunstancias, é obtida melhor
precisdo (medida como desvio-padréo dentro e entre as unidades) utilizando diversas
corridas curtas em um planejamento do bloco aleatdério do que quando se utiliza uma
Unica corrida.

A avaliacdo dos resultados é feita por meio da andlise de variancia ANOVA dois
fatores (two-way) sem repeticdo ou outros métodos onde é possivel estimar os

desvios-padréo dentro e entre unidades, independente do efeito da corrida.

2.5.1.3 Planejamento balanceado aninhado

Para entender o conceito desse planejamento, suponha um planejamento de 12
unidades, onde 3 corridas serdo conduzidas, cada uma incluindo o mesmo namero de
4 unidades, a qual sdo medidas 3 replicatas de cada unidade. Nesse caso todas as
replicatas s&o analisadas dentro da mesma corrida, sendo cada corrida aleatorizada

individualmente. O esquema é representado a seguir:

Corridan®1:1-3-5-7-7-5-3-1-1-3-5-7
Corridan®2:2-4-6-8-2-4-6-8-2-4-6-8
Corridan®3:12-11-10-9-9-10-11-12-12-11-10-9

Os planejamentos aninhados reduzem os graus de liberdade associados com o
desvio-padrao entre unidades. Para esses planejamentos, o numero de unidades
estudadas deve ser aumentado para garantir graus de liberdade suficiente. Isto
usualmente requer a inclusao de, no minimo, uma unidade adicional para cada corrida
de medic¢des adicional no desenho. Além disso, se 0 método estatistico a ser utilizado

depende no planejamento balanceado, devem ser incluidas unidades de MR

4 Deriva Instrumental — Segundo o VIM (2012), é a variacéo da indicacdo ao longo do tempo, continua
ou incremental, devida a variages nas propriedades metroldgicas dum instrumento de medicao.
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suficientes para garantir que cada corrida de medicdo possua 0 mesmo numero de
unidades de MR,

Na Figura 4 é mostrado a representacao dos planejamentos citados acima.

Figura 4 — Planejamentos para o estudo de homogeneidade
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FONTE: Adaptado (ELLISON, 2015)

2.5.1.4 Estratégias alternativas

Nem sempre é possivel realizar um dos planejamentos citados acima. As vezes as

unidades dos materiais de referéncia ndo permitem subdivisdo para realizacdo de

replicatas, seja porque a quantidade de material provida é suficiente apenas para uma

unica medicao ou porque as unidades possuem estabilidade insuficiente uma vez que
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foram abertas ou ainda porque as unidades sao indivisiveis (por exemplo, materiais
para teste individuais Charpy®). Onde néo é possivel fazer subdivisdo, a estratégia
mais utilizada comumente € medir cada unidade uma Unica vez e comparar com 0
desvio-padrao (ou mais comumente, a variancia) dessas medi¢cées contra uma
estimativa independente da repetibilidade (baseado em outro material ou em estudos
de validacdo do método). A diferenca na variancia € dada como a estimativa da

variancia entre unidades do material de referéncia.

Um outro aspecto importante nos estudos de homogeneidade esté relacionado ao
procedimento de medicdo utilizado. Num projeto de producdo de material de
referéncia, cada etapa pode requerer procedimentos de medicdes diferentes, pois a
caracterizacao geralmente requer um procedimento de medi¢cdo com baixa tendéncia

e incerteza de medicao (ISO, 2017).

Ja para os estudos de homogeneidade e estabilidade, os procedimentos de medicéo
precisam ter caracteristicas adequadas tais como uma boa repetibilidade, para estudo
da homogeneidade, enquanto para o estudo de estabilidade, a reprodutibilidade € um
fator de maior importancia. Esses métodos ndo precisam ser necessariamente 0S
mesmos, desde que se tenha uma referéncia em comum entre os dois métodos. Essa
referéncia em comum pode ser outro material de referéncia, por exemplo. E um
aspecto de suma importancia e deve ser levado em consideracado na etapa do projeto
(STOEPPLER, 2000).

2.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

A estabilidade em materiais de referéncia é definida como “a capacidade do material
de referéncia de manter o valor de uma propriedade dentro de limites especificados
por um periodo preestabelecido, quando estocado nas condi¢des especificadas”. Em

resumo, o material de referéncia deve ser suficientemente estavel para o seu uso

> O Péndulo Charpy, também conhecido como teste de impacto Charpy ou ensaio Charpy, € um
método padronizado para medida de resisténcia e impactos e deformagdo de um material medindo a
taxa de destruicdo e o quanto esse material foi resiliente (LARSON, 2015)
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pretendido, para que o usuario final possa confiar no valor atribuido em qualquer

periodo da validade do material de referéncia (1SO, 2017).

Para os estudos de estabilidade, € importante considerar as condi¢des de estocagem
em longo prazo no produtor, condicdes para transporte e onde aplicavel, as condi¢des
de estocagem nos laboratdrios usuarios dos MRs. Dependendo do tipo de material,
ainda pode incluir estudo sobre estabilidade ap6s abertura, se o reuso for permitido.
Basicamente, o material deve ser avaliado em condi¢cées que podem afetar os seus
valores de propriedade e/ou a propria composicdo da matriz do material, como por
exemplo: niveis diferentes de umidade, temperatura, luz e campo magnético. Um
aspecto importante com relacéo aos testes de estabilidade, é que estes s6 devem ser
realizados apos ter sido demonstrado que o grau de homogeneidade do material de
referéncia, em relacdo a(s) propriedade(s) de interesse, seja adequado ao proposito
(1SO, 2017).

As abordagens para o estudo de estabilidade podem variar significativamente
dependendo do tipo de material e uso pretendido. A abordagem mais simples é
realizar as medi¢Oes independentes, em diferentes pontos numa linha do tempo e
concluir sobre a estabilidade futura baseada na mudanca verificada ao longo do tempo
de estudo decorrido. Outros estudos podem incluir abordagens multipontos, na qual o
produtor do material de referéncia utiliza modelos mais complexos de comportamento
de estabilidade para concluir sobre a mudanca de estabilidade do material (ISO,
2017).

Os estudos de estabilidade podem ser classificados de diferentes formas,
dependendo do aspecto avaliado. As classificacdes mais comuns estdo descritas a
seguir (ISO, 2017):

2.6.1 Classificacdo de acordo com as condi¢cdes de medicao

2.6.1.1 Estudos classicos (condi¢gdes intermediarias de medi¢&o)

No estudo classico, as amostras sdo medidas em condi¢cfes idénticas ao longo do

tempo (por exemplo, uma medicao imediatamente ap0s o preparo/envase, uma apos
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trés meses, a proxima apdés 6 meses e assim por diante). Neste modelo, em que as
medicdes sdo realizadas sobre condi¢des intermediarias (muitas vezes chamada de
reprodutibilidade dentro do laboratorio), pode deixar a incerteza relativamente alta,
guando instabilidades no sistema de medi¢do contribui significativamente para a
disperséo dos resultados (ISO, 2017).

2.6.1.2 Estudos isocronos (condicdes de repetitividade de medicao)

O estudo is6crono usa de condi¢des de referéncia para a estocagem, de forma a
permitir que unidades do MR sejam expostas a diferentes condi¢bes de degradacao
num curto periodo, idealmente em condi¢des de repetitividade. A palavra isécrona

enfatiza que as medic¢des sdo feitas num mesmo momento (ISO, 2017).

2.6.2 Classificacdo de acordo com a duragéo e condi¢cdes

2.6.2.1 Estudos em tempo real

A estabilidade do material é estudada sob condi¢cbes de estocagem ou transporte que
sdo as pretendidas para o material de referéncia. Isso significa que uma
semana/més/ano do estudo de estabilidade d& informacdes reais sobre o
comportamento do material. Esse tipo de estudo tem a vantagem de ndo requerer
nenhuma consideracdo sobre os efeitos em diferentes condi¢cdes, porque as
condicBes utilizadas nos experimentos sdo as mesmas pretendidas para 0 uso no

transporte ou estocagem (ISO, 2017).
2.6.2.2 Estudo de estabilidade acelerada

Nos estudos de estabilidade acelerada, multiplos experimentos séo realizados nas
condi¢bes mais extremas de estocagem e transporte pretendidas, com o objetivo de
induzir mais rapidamente a degradacéo que o material experimentaria nas condi¢oes
de estocagem normais. A razdo da degradacdo nas condicdes normais é entéo
estimada, por exemplo, por meio da analise de regressdo de varias condi¢cdes
experimentais. O exemplo mais frequente sdo 0s experimentos em Vvarias

temperaturas e determinacdo da razado de degradacéo pela equacdo de Arrhenius.
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Esse tipo de estudo tem vantagens de poder reduzir o tempo total requerido de um
estudo de estabilidade e o aumento da confianca sobre o uso da informacao
proveniente de condicbes de exposicdo extrema. A maior desvantagem € que 0
mecanismo de degradacao ou razao de degradacéo determinado, pode mudar com
condicOes diferentes do estudo. Luz, umidade e temperatura sdo exemplos comuns

de fatores estudados que podem acelerar a degradacéo (ISO, 2017).

Ambos estudos, em tempo real e estudos de estabilidade acelerada, podem ser

organizados como classico ou isécrono.
2.6.3 Classificacdo de acordo com o objetivo do estudo

2.6.3.1 Estabilidade de curto prazo ou de transporte

E a propriedade do material referente a estabilidade sobre condigbes de transporte
esperada. Para isso, 0 comportamento do material e seus valores de propriedades
sdo estudados sob as condicbes pretendidas para empacotamento e transporte.
Quando nenhuma experiéncia anterior esta disponivel sobre um determinado tipo de
material, um estudo de estabilidade de transporte deve ser realizado para obter
informacgé&o sobre as condi¢cbes adequadas para o transporte. A duracéo e condicdes
utilizadas no estudo de estabilidade em curto prazo devem refletir a duracdo e
condicBes razoavelmente esperadas no transporte de uma unidade do MR até o
usuario. A menos que haja razdo para nao fazer, estas condi¢cdes devem incluir
temperaturas extremas que podem razoavelmente ocorrer durante o transporte
internacional para um periodo que seja pelo menos tdo longo quanto o permitido para
o transporte do MR. Por exemplo, se o tempo de transporte proposto € restrito a 3
semanas, um estudo de estabilidade de curto prazo para 3 a 4 semanas sera
suficiente (1ISO, 2017).

Se a experiéncia da estabilidade de materiais similares esta disponivel e indica que
sdo exigidas condicbes de transporte estritamente controladas (por exemplo,
transporte embalado com gelo seco ou gelo em gel), o estudo pode ser restrito as
condi¢cbes pretendidas de transporte. Outros estudos de curto prazo podem ser

necessarios, por exemplo, para estabelecer as condicbes de armazenamento
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esperadas nas premissas do usuario final. Estudos para estabelecer a adequacéo do
armazenamento alternativo por curtos periodos nas premissas do usuario final devem
refletir as condi¢des permitidas pelas instrugdes de uso. Nao é geralmente necessério
explorar condi¢cdes mais rigorosas para este fim (ISO, 2017)

2.6.3.2 Estabilidade de longo prazo

Estudos de estabilidade de longo prazo sdo conduzidos para avaliar a estabilidade em
condi¢cbes de armazenamento especificadas para a validade do produto. Quando sao
realizados em tempo real, tipicamente duram cerca de 12 meses ou mais. Ja 0S
estudos de estabilidade acelerada séo tipicamente mais curtos e incluem condicdes
mais extremas. O periodo de validade do certificado também é assegurado pelo
monitoramento de estabilidade apés a liberacdo. Em geral, quanto menos dados
estiverem disponiveis sobre a estabilidade do valor da propriedade em um material,
mais extenso sera o estudo de estabilidade em longo prazo e o monitoramento pos-
certificacdo. Quando o tempo de comercializacdo de novos materiais € crucial, é
possivel limitar o estudo de estabilidade a longo prazo em menos de 12 meses e
realizar a monitoramento frequente para complementacdo dos dados limitados

disponiveis antes da certificacédo (ISO, 2017).

Como visto acima, as condi¢des e duragéo dos estudos de estabilidade podem variar
dependendo do material e componentes de interesse. Olivares e colaboradores (2018)
compilaram em seu estudo as condi¢des e duragcédo dos estudos de estabilidade de
mais de 20 materiais de referéncia na area de alimentos, agua, solos e sedimentos.
Os estudos de estabilidade desses materiais de referéncia (incluindo curto e longo
prazo) variaram de 5 dias até 36 meses de duracdo. Dentre as condicdes testadas, a

temperatura foi o fator mais avaliado, variando entre -70 e 80°C.

Para o material de referéncia de elementos tragco em petroleo produzido por Shehata
e colaboradores (2017), o estudo de estabilidade envolveu duas condigdes, 4 e 20°C,

pelos periodos de 0, 2, 4 e 6 meses.
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2.7 CARACTERIZACAO DO MATERIAL DE REFERENCIA

A caracterizacdo do material de referéncia € uma das ultimas etapas da producao do
material de referéncia e é definida como “a determinacdo de um ou mais valores de
propriedades quimicas, fisicas, bioldgicas ou tecnoldgicas relevantes ao uso
pretendido”. A caracterizacdo pode ser realizada usando uma ou mais abordagens em
um ou mais laboratérios, conforme descrito a seguir(ISO, 2016):

a. O uso de um unico procedimento de medicdo de referéncia em um anico
laboratorio;

b. Caracterizacdo de um mensurando ndo-operacionalmente definido usando
dois ou mais métodos de acuracia demonstravel em um ou mais laboratorios
competentes;

c. Caracterizacdo de um mensurando definido operacionalmente usando uma
rede de laboratdrios competentes;

d. Transferéncia de valor de MR para um candidato de estreita correspondéncia,
realizando um Unico procedimento de medi¢ao por um Unico laboratério;

e. Caracterizacdo baseada na massa ou volume dos ingredientes utilizados na

preparacdo do MR.

O guia ISO Guide 35 (2017) traz um detalhamento de como aplicar algumas das
abordagens citadas acima. Para a caracterizacdo a partir de estudos
interlaboratoriais, pode ser realizado um estudo de viabilidade para identificar
possiveis fontes de erros e permitir que os participantes envolvidos na caracterizacéo

possam otimizar seus equipamentos e procedimentos (ISO, 2017).
2.8 ATRIBUIQAO DE VALORES DE PROPRIEDADES E SUAS INCERTEZAS

A atribuicdo de valores é o processo de combinar os resultados provenientes dos
estudos de homogeneidade e estabilidade com os resultados da caracterizacdo para
determinar o valor do mensurando e suas respectivas incertezas. Esses valores sao
subsequentemente colocados num certificado ou ficha de informagcdo de produto
(1SO, 2017). O certificado de material de referéncia é “o documento que acompanha

o material de referéncia certificado, declarando um ou mais valores de propriedades
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e suas incertezas e confirmando que os procedimentos necessarios foram realizados

para assegurar sua validade e rastreabilidade” (ISO, 2016).

O valor de propriedade em uma Unica unidade do material de referéncia quando
entregue ao usudrio pode ter seu resultado afetado pelo processo de caracterizagéo,
pela real variacdo entre das unidades individuais (heterogeneidade), mudancas ao
longo do tempo e mudancas durante o transporte e estocagem. Uma forma de
combinar toda essa variabilidade no valor da propriedade do material de referéncia é
através da incerteza associada ao processo de producgéo.

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (INMETRO, 2012), a
incerteza de medicao é definida como um “parametro associado ao resultado de uma
medicdo que caracteriza a dispersdo dos valores que podem se razoavelmente
atribuidos ao mensurando”. No caso do material de referéncia, o mensurando sé&o os

constituintes de interesse ou propriedade do material de referéncia.

O modelo usado para avaliar a incerteza associada com o valor atribuido ao material
de referéncia deve incluir todos esses efeitos onde eles forem significativos. O modelo
proposto pelo ISO Guide 35 inclui:

XcrRM = Ychar T 6‘hom + 5lts (1)

Onde,

Xcrm € 0 valor de propriedade;

YVchar € O valor de propriedade obtido da caracteriza¢do do lote ou no caso de uma
caracterizagao de um artefato simples, o valor de propriedade obtido deste artefato;
Onom € O termo do erro devido a heterogeneidade o qual inclui a variagdo entre

unidades junto com qualquer heterogeneidade dentro da unidade;

O;ts € 0 termo do erro que representa os efeitos da estabilidade nas condigdes de

estocagem.
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Usualmente, qualquer estudo de homogeneidade e estabilidade sédo desenhados para
esses erros possam ser assumidos como zero, mas suas incertezas ndo sao zero.
Assumindo independéncia das variaveis, a incerteza associada com o valor de

propriedade do material de referéncia pode ser expressa como (ISO, 2017):

— 2 2 2
UcrM = \/uchar + uhom + ults (2)

Onde:

UcrM € aincerteza-padréo combinada do valor de propriedade;

Uchar€ @ incerteza-padréo do valor de propriedade obtido da caracterizacdo do lote
ou no caso de uma caracterizacdo de um artefato simples, o valor de propriedade
obtido deste artefato;

Upom € & incerteza-padrdo devido a heterogeneidade o qual inclui a variacdo entre
unidades junto com qualquer heterogeneidade dentro da unidade;

U € aincerteza-padréo que representa os efeitos da estabilidade nas condigdes de

estocagem.
2.9 PRODUCAO DE MATERIAL DE REFERENCIA NO BRASIL

Alves e Moraes (2003) afirmaram que a defasagem tecnoldgica do Brasil, em termos
de metrologia aplicada as medi¢des quimicas e em relacdo aos Estados Unidos, era
de aproximadamente 100 anos. Isto era evidenciado pelo fato de que o principal 6rgao
metrologico do Estados Unidos, o National Institute of Standards and
Technology (NIST, antigo NBS), ter iniciado a producdo de materiais de referéncia

para atender o setor industrial desde o inicio do século XX.

Atualmente, no Brasil, os materiais de referéncia certificados sédo produzidos pelos
laboratdrios do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
e, desde 2011, também pelos Produtores de Material de Referéncia Certificado
acreditados através da  Coordenacdo Geral de  Acreditacdo do
INMETRO (Cgcre/INMETRO). A acreditacdo desses produtores possibilitou o
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aumento da producdo de MRCs brasileiros (INMETRO, 2017). Mesmo com o0
desenvolvimento desses produtores, o Brasil ainda esta longe de atender a atual e

crescente demanda de materiais de referéncia e materiais de referéncia certificados.

A base de dados do Code d'Indexation des Matériaux de Référence (COMAR) mantido
pelo Instituto Federal de Pesquisa de Materiais e Ensaios (Bundesanstalt fur
Materialforschung und prifung - BAM, Alemanha) é um dos principais bancos de
dados internacional de materiais de referéncia. Nesse banco de dados, o Brasil possui
apenas 141 dos mais de 8147 MRs e MRCs cadastrados em fevereiro de 2019, o que
corresponde a cerca de 1,7% do total de todos os materiais disponiveis no sistema
(BAM, 2019). Esses 141 MRCs cadastrados foram produzidos por apenas 4
produtores nacionais, destacando-se o Instituto de Pesquisas Tecnolégicas (IPT) com
83 MRCs, Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) com 17 MRCs, a Visomes
Comercial Metrologica com 19 MRCs e o Inmetro, com apenas 22 MRCs cadastrados.
No site do Inmetro é também possivel encontrar outros materiais produzidos por este
instituto e também pelos produtores acreditados pelo mesmo que nao estdo
cadastrados no COMAR. Apesar do COMAR ser um banco confiavel para busca de
materiais de referéncia certificados, existe a necessidade do produtor de material de
referéncia solicitar a inclusdo do MRC no sistema, 0 que as vezes acaba hao
acontecendo (BAM, 2019).

O IPT iniciou sua producdo de MRs para analise quimica a partir de 1980, com a
criacdo do Nucleo de Padrdes Analiticos, atualmente chamado de Agrupamento de
Materiais de Referéncia, localizado nas dependéncias da Universidade de Séo Paulo
(USP). Até hoje, ja foram desenvolvidos mais de 130 MRCs, entre eles estdo minerais,
metais, padrdes fisicos e de petrdleo, constituidos de padrées de aco, ligas metalicas
e minérios, entre outros (IPT, 2018).

Outro centro tecnoldgico também importante para o desenvolvimento de materiais de
referéncia para area industrial no Brasil foi o CETEM, que é a unidade de pesquisa do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacdes (MCTIC). Hoje o
CETEM conta com uma acreditacdo pela American Association for Laboratory

Accreditation (A2LA), como produtor de materiais de referéncia certificados de



52

minérios e minerais, em conformidade com a ISO 17034 (CETEM, 2018). Outro
destaque na producdo de materiais de referéncia é a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), mais especificamente a Embrapa Pecuaria Sudeste, que em
parceria com outras instituicbes vém desenvolvendo materiais de referéncia para
atendimento as demandas da area agropecuaria (EMBRAPA, 2018; NOGUEIRA et
al., 2016).

Ainda dentro desse contexto, temos os laboratérios de pesquisas das universidades
brasileiras como potencializadores do desenvolvimento de novos materiais de
referéncias brasileiros (BIANCHI et al., 2016; BOSSU, 2013; CARDOSO, 2008; DA
SILVA; DE SOUZA; NOGUEIRA, 2017; GANDRA, 2013; MOREIRA et al., 2015;
MOREIRA et al.,, 2010; OLIVEIRA JUNIOR, 2006; ULRICH, 2011; VERHALEN,
2014). Um dos motivos deve-se ao fato dessas instituicbes terem contato com

técnicas modernas de analises e terem expertise em diversas matrizes de interesse.

Dentre os materiais desenvolvidos pelas universidades brasileiras, destaca-
se Moreira (2010), que preparou e caracterizou um material de referéncia de
mexilhdo Perna perna para metais utilizando ensaios colaborativos com laboratérios
nacionais e internacionais para caracterizacdo. Da mesma forma, Ulrich (2011)
desenvolveu um material de referéncia de peixe para mercurio e metilmercurio na
area ambiental. Dentre as técnicas utilizadas para caracterizacao por esses autores
destaca-se a FIA-CV-AAS (Espectrometria de Absorcdo Atbmica com sistema de
injecdo em fluxo e geracao de vapor frio) e IDMS (Diluicdo Isotépica aplicada a

Espectrometria de Massas) como método primario.

Ainda podemos destacar os trabalhos desenvolvidos em parceria da Universidade
Federal de S&o Carlos e a Embrapa Pecuaria Sudeste. Bossu (2013) que produziu e
caracterizou o material de referéncia de forrageira para nutrientes e contaminantes
inorganicos. Verhalen (2014) também trabalhou na producéo e caracterizacdo de um
material de referéncia de solo para nutrientes e contaminantes inorganicos, enquanto
Silva (2016) produziu e caracterizou um material de referéncia de nutrientes e

contaminantes inorganicos em fosfato de rocha para futura distribuicdo aos
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laboratorios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e outros

laboratorios nacionais.

2.10 MATERIAL DE REFERENCIA DE ELEMENTOS TRACO EM PETROLEO

Segundo a base de dados do COMAR, uma pesquisa pelo termo “Petroleum” retornou
cerca de 94 MRCs cadastrados na base. Desses, apenas 2 MRCs séo referentes a
elementos traco no petréleo. Para o termo “Crude Oil” ndo foi retornado nenhum
material de referéncia. Na Tabela 5 estdo detalhadas as caracteristicas dos materiais

encontrados.

Tabela 5 — Materiais de referéncia certificado de petrdleo para elementos traco
cadastrados no COMAR.

Cdédigo do MRC Elementos certificados  Produtor  Ano Pais
GBW11201 Fe, Ni, Mn, Mg, Na, e As NRCCRM 1997 China
GBW11202 Fe, Ni, Co, Cae V NRCCRM 1997 China

Apesar desses MRCs produzidos em 1997 estarem disponiveis na base de dados da
COMAR, néo foi encontrado o produto disponivel para comercializacdo no site do
produtor (National Institute of Metrology, China), o que justifica a utilizacdo de

materiais de referéncia de matrizes correlatas na literatura pesquisada.

Passados 20 anos da producdo dos MRCs chinés, Shehata e colaboradores
(2017) desenvolveram um material de referéncia de petroleo para os elementos
enxofre, ferro, niquel, vanadio e magnésio. O material foi produzido a partir de uma
amostra de petrdleo de 26,05° API (American Petroleum Institute), flash point de 22°C
e viscosidade cinematica de 39,38 cSt a 40°C, provida por Gesium oil company (Golfo
de Suez).
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3 MATERIAIS E METODOS

Nessa etapa estdo descritos os materiais e reagentes utilizados, bem como a
instrumentacéo, softwares e as metodologias utilizadas durante todo o trabalho. O
procedimento experimental foi divido em trés etapas principais conforme esquema

mostrado na Figura 5:

Figura 5 — Esquema do procedimento experimental
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* Para 0 método 1 foi realizado um trabalho de otimizac@o experimental que se encontra no Apéndice
A. O detalhamento da execuc¢éo esta descrito junto com os demais métodos.

3.1 PREPARO E ENVASE DO CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA

3.1.1 Selecao das amostras

As amostras de petroleo foram obtidas a partir da Petroteca do Labpetro/UFES, as
quais foram cedidas pelo Nuacleo de Competéncias em Quimica do
Petréleo/Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de Metodologias para Analise
de Petréleo. Devido a dificuldade de encontrar amostras em quantidade suficiente

para o preparo do lote requerido (cerca de 3 kg) optou-se pelo preparo de uma mistura



55

(blend) de véarias amostras. Para a selecdo das amostras para o blend, além das
caracteristicas necesséarias de homogeneidade e estabilidade do petrdleo, foi
necessario realizar uma pesquisa bibliogréfica adicional, a fim de obter informacdes
sobre possiveis incompatibilidades entre as amostras de petroleo. Essa pesquisa foi
necessaria, visto que as amostras selecionadas seriam misturadas e homogeneizadas
de forma a compor um unico lote e ainda deveriam possuir as caracteristicas de
salinidade desejadas para o material. A Tabela 6 apresenta a relagdo entre as
principais caracteristicas das amostras selecionadas e as justificativas que motivaram

a sua escolha.

Tabela 6 — Caracteristicas das amostras selecionadas para preparacao do blend.

Caracteristicas Justificativa da Escolha

Amostras coletadas entre 2011 e 2012 Obter um material ja estabilizado
pré-tratadas (SAD et al., 2012) guimicamente e biologicamente

Obter um material de mais facil
homogeneizacéo pré-envase e
Grau API* entre 28,9 e 31 L o
diminuigc&o de possiveis

incompatibilidades

o . Obter um material com quantidade
Salinidade (variando entre 100 e 89260 o )
consideravel dos contra ions de cloreto
ppm IST NacCl)

(Ba, Ca, Mg, Na e Sr)

*O Grau API (em inglés, API Gravity) € uma escala arbitraria que mede a densidade dos liquidos
derivados do petréleo. Foi criada pelo American Petroleum Institute - API, juntamente com a National
Bureau of Standards e utilizada para medir a densidade relativa de liquidos (MATAR, 2000).

Ao final dessa busca foram selecionadas 5 (cinco) amostras com as caracteristicas
desejadas. Outro fator considerado durante a selecédo foi o teor de sedimento e agua
(BSW). Como as amostras haviam passado previamente por um processo de
desidratacdo, a maioria possuia o teor de BSW menor do que 1%, exceto uma das
amostras que apresentava o BSW de 68%. Esta ultima foi utilizada para o controle do

processo de homogeneizagéo, conforme detalhado em topico posterior.
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3.1.2 Homogeneizacdo das amostras

Para obtencao do blend, as amostras de petroleo foram pré-aquecidas em estufa a 50
°C por 30 min e misturadas em um béquer de vidro de 4 L utilizando um agitador de
alta velocidade (tipo “high speed mixer”) modelo T25 (IKA, Alemanha). (Figura 6a).
Para garantir a homogeneizacgao satisfatoria do blend, foi monitorado o teor de agua
emulsionada de subamostras retiradas da superficie, meio e fundo do béquer (Figura
6b).

Figura 6 - Processo de homogeneizagao do blend (a) agitador tipo “high speed
mixer” e (b) esquema de retirada das aliquotas para o teste de homogeneizagao.
a) b)

Altura | (I cm abaixo
da superficie)

8 cm
Altura 2

Altura 3 (2-3 cm acima
do fundo)

O monitoramento do teor de agua emulsionada ocorreu ao final de cada ciclo de
homogeneizacdo até que a diferenca entre as medidas fosse estatisticamente néo
significativa (95% de confianca). Para analise de agua emulsionada (Karl Fischer) foi
utilizado o titulador automéatico 809 Titrando (Metrohm, Suiga), Figura 7, Solucao Karl
Fischer Combititrant (5 mgH.O/mL) sem piridina (Merck, Alemanha) e uma mistura de
solventes sem piridina, preparados conforme a norma ASTM 4377-00 - Standard Test
Method for Water in Crude Oils by Potentiometric Karl Fischer Titration (2000).
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Figura 7 - Titulador Automatico 809 Titrando (Metrohm, Suica).

3.1.3 Testes Preliminares de Homogeneidade e Estabilidade

Ap6s a homogeneizacdo do blend, a mistura obtida foi submetida a
testes preliminares de homogeneidade e estabilidade, com o objetivo de avaliar antes
do envase o processo de homogeneizacédo realizado. Os testes estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas dos testes preliminares de homogeneidade e estabilidade

Teste Preliminar Procedimento/ Objetivo

Andlise visual, verificando possivel separacao

Avaliacdo Macroscoépica de fase, presenca de sedimentacéo,

coalescéncia e alteracdes de cor.

Centrifugacao de aproximadamente 5 g de
amostra nos ciclos de 1000, 2500 e 3500 rpm

) . por 15 min cada rotac&o, com o objetivo de
Teste de centrifugacdo

verificar separacéo de fases e/ou
sedimentacao. O teste foi realizado em

duplicata.
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Teste Preliminar Procedimento/ Objetivo

Verificar a distribuicdo das gotas e tamanho

Andlise microscépica de gota no blend preparado, auxiliando na

verificacdo da homogeneidade do material.

A analise microscépica foi realizada num microscépio 6tico polarizado da Nikon
(Japado) modelo LV100POL com objetivas Eclipse LV100. Para o teste de
centrifugacéo foi utilizado a centrifuga microprocessada para Tubos (Quimis, Brasil)
modelo Q222TM204.

3.2 ENVASE DO MATERIAL

3.2.1 Frasco para envase do candidato a material de referéncia

De acordo com a norma ASTM D5854 (1996) para estocagens acima de 6 meses e
com a finalidade de determinar elementos traco, o vidro € a op¢cédo mais adequada
para esse fim. Inicialmente, foi enviada uma amostra de petroleo para teste de envase
em ampolas de vidro ambar de 10 mL utilizando uma ampoladora modelo R915
(Adelphi, UK). As amostras foram ampoladas manualmente e o “espago vazio” (head

space) foi purgado com argdnio antes de selar a ampola.

O processo de envase do candidato a material de referéncia em ampolas ambar de
10 mL foi realizado conforme mostrado na Figura 8. Foram encontradas algumas
dificuldades operacionais nesse processo, como manter constante a quantidade
ampolada devido a viscosidade do material, além do risco de explosédo devido ao
fechamento da ampola ser realizado com uma chama. O ponto de fulgor do material
de referéncia produzido foi de -6,7°C, ou seja, acima dessa temperatura o material ja
libera vapor em quantidade suficiente para formar uma mistura inflamavel se existir

uma fonte externa de calor.
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Figura 8 - Envase em ampolas

Em face a essa dificuldade, foi estudada outra opcao de envase utilizando frasco
ambar de 20 mL, com tampa e batoque. Esse tipo de frasco também ja foi utilizado
em outros materiais de referéncia, inclusive do NIST para outros tipos de 6leo, como
0 Oleo combustivel mostrado na Figura 9. A troca do frasco também possibilitou o
envase de uma quantidade maior de material por unidade, cerca de 20 g. Com isso
foram adquiridos 120 unidade de frascos de vidro @ambar de 20 mL para o envase do

candidato a material de referéncia.

Figura 9 - Frasco utilizado para envase do SRM 1634c NIST
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3.2.2 Descontaminacao dos frascos

Todos os frascos e batoques passaram por processo de descontaminacao, utilizando
uma solugéo com extran 20% por 24 h e HNO; 15% (v/v) por mais 24 h, enxaguados

com agua tipo 1 e deixado secar (Figura 10).

Figura 10 - Processo de descontaminacéo dos frascos de vidro

Dos 120 frascos, 6 frascos (5% do lote) foram selecionados aleatoriamente para
verificar a eficacia do processo de descontaminac¢do. Os frascos selecionados para
esse estudo foram preenchidos com uma solugdo de HNO: 2% (v/v) por diferentes
periodos (1 e 15 dias). A solucao obtida foi analisada por ICP OES para identificacédo

de possivel lixiviacdo de contaminantes dos frascos.

3.2.3 Distribuicao do material

by

Para o envase do candidato a material de referéncia, o material sob agitacédo
magnética foi transferido manualmente para os frascos limpos e secos com o auxilio
de uma micropipeta de 10 mL. Cerca de (20 + 2) gramas foram transferidas para cada
frasco fechado com tampa e batoque, obtendo-se 115 unidades (Fig. 11). Foi

realizada uma amostragem para confirmacdo da quantidade transferida
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para os frascos. Os frascos foram numerados de acordo com a ordem de envase e
armazenados em local protegido de poeira. Nesse momento também ja foram
separados os frascos que seriam utilizados no estudo de homogeneidade e
estabilidade.

Figura 11 — Candidato a material de referéncia envasado

ApoOs o preparo do blend, foi realizada uma nova caracterizacao pelo Laboratorio de
Caracterizacdo do Labpetro do material obtido. As caracteristicas determinadas

foram: a densidade, gravidade °API e o ponto de fulgor.

3.3 ESTUDOS DE HOMOGENEIDADE E ESTABILIDADE

3.3.1 Selecdo das amostras para os estudos de homogeneidade e estabilidade

Para os estudos de homogeneidade e estabilidade (curta e longa) foi utilizada a
ferramenta de numeros aleatérios do programa da Microsoft Office Excel® para

selecao das unidades utilizadas nestes estudos conforme descrito a seguir.
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3.3.2 Estudo de homogeneidade

Para o estudo de homogeneidade foram selecionadas 8 unidades, correspondendo a
7% do lote produzido: 18, 38, 44, 71, 78, 87, 93 e 109. Para cada frasco, foram
retiradas trés subamostras e realizado o processo de determinacdo dos elementos

traco conforme Método 1 (detalhado em 3.4.1.2).

Para as determinacdes foi utilizado o planejamento basico, onde as medi¢fes séo
realizadas em apenas uma Unica corrida. A ordenacéo utilizada foi baseada no ISO
Guide 35 (ISO, 2017) conforme mostrado a seguir:

e Replicatal: 71 -87-93-109-18-38-44-78
e Replicata?2: 109-93-87-71-78—-44-38-18

e Replicata3:18-38-44-78-71-87-93-109

Corrida Gnica; 71 -87-93-109-18-38-44-78-109-93-87-71-78-44
—-38-18-18-38—-44-78-71-87-93-109

Para avaliacdo dos resultados da homogeneidade foram utilizados graficos de
tendéncias, analise de variancia (ANOVA) fator Unico, regressao linear e Analise do
Componentes Principais (PCA). Também foi estimada a incerteza relativa a

heterogeneidade do material.

3.3.3 Estimativa da massa minima da amostra

Para o estudo na massa minima, selecionou-se 1 frasco aleatoriamente, a partir do
lote preparado e foi efetuado a determinacdo dos elementos de interesse utilizando
as massas de 50, 100, 150 e 200 mg, em triplicata para cada massa, conforme Método
1. A precisdo do método de medicao foi avaliada através do desvio padréo relativa
(RSD) e analise de variancia (ANOVA).
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3.3.4 Estudo de estabilidade em curto prazo

Como desenho experimental para a estabilidade em curto prazo, foi utilizado o estudo
isécrono, isto é, as amostras sdo analisadas em condi¢cdes de repetibilidade. Para
ISS0, as amostras foram mantidas nas seguintes condi¢bes de temperatura e tempo:
em geladeira (+4 a +6 °C), em temperatura ambiente do laboratério (+20 a +26 °C) e
em estufa (+35 a +50 °C), durante tempo de estocagem de 1, 2, 3 e 4 semanas,

totalizando 9 ensaios para cada periodo de estocagem.

Todas as amostras foram ensaiadas ao final do periodo de 4 semanas utilizando o
Método 1. Para avaliacdo dos resultados da estabilidade em curto prazo, foram
utilizados graficos de tendéncias, analise de variancia (ANOVA) fator dnico e

regressao linear.

3.3.5 Estudo de estabilidade em longo prazo

Para o estudo de estabilidade em longo prazo, 4 frascos do material foram escolhidos
aleatoriamente e foram armazenados em temperatura ambiente do laborat6rio (+20 a
+26 °C). O material foi acompanhado nos tempos de 3, 6 e 9 meses. Para cada frasco
foram retiradas trés subamostras e foi utilizado o Método 1 para determinacdo dos
elementos traco. Para avaliacdo dos resultados da estabilidade em longo prazo foram
utilizados graficos de tendéncias, analise de variancia (ANOVA) fator anico
e regressdo linear. Também foi estimada a incerteza relativa a estabilidade do

material.

3.3.6 Softwares utilizados

Para as avaliacbes estatisticas, construcdo de gréficos foram utilizados Microsoft
Office 365 Excel®, Minitab 17, Action Stat versdo 3.5.152.34 e Statistica verséo 10.
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3.4 CARACTERIZACAO DO CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA

Para a caracterizacao do material de referéncia foram utilizadas as duas abordagens

descritas a seguir:

3.4.1 Abordagem multi métodos por um Uunico laboratério (Abordagem in

house)

Para abordagem multi métodos, foram utilizados 5 diferentes métodos (incluindo o

meétodo 1 utilizado nos estudos de homogeneidade e estabilidade), com conhecida

exatiddo na determinacdo dos analitos Ba, Ca, Mg, Na, Ni, Sr e V. O resumo dos

métodos utilizados estd esquematizado na Figura 12.

Figura 12 - Representacado esquematica dos métodos utilizados

Candidatoa
material de
referéncia
Método 1 Método 2 Método 3 Meétodo 4
MW EIQE NANO N-2440
+ A\
Decomposigdo Extracdo por I v
assistida por quebra de Emulsificagdo Queima em
radiagdo micro- emulsdo Mufla
ondas
v N .~
o | Nanoemulsdo com Decomposigdo da
Decomposicdo da Extrato aquoso o-xileno, HNO,, matriz orgénica

matriz organica por

Triton-X100 e agua

por ignigdo

v
Quantificagdo

O detalhamento da execucdo dos métodos esta descrito a seguir:

v

Meétodo 5
ASTM

A\
Diluigdo direta
com solvente

organico

v
Diluigdo direta
com o-xileno
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3.4.1.1 Homogeneizacdo da amostra (todos os métodos)

Para retirada das aliquotas, os frascos das unidades a serem testadas, foram
colocadas em estufa (50 — 60°C) por cerca de 15 minutos. Apds esse tempo, 0S
frascos foram retirados da estufa e agitados manualmente de forma vigorosa por cerca

de 5 minutos e retirados as aliguotas conforme especificado em cada método.
3.4.1.2 Método 1 — Decomposi¢cdo Assistida por micro-ondas

Esse método foi o utilizado nos estudos de homogeneidade e estabilidade do material
produzido. O preparo da amostra envolveu a retirada de uma aliquota de
aproximadamente 150 mg do material com o auxilio de uma pipeta tipo Pauster para
uma barquinha de pesagem. As barquinhas foram colocadas no interior do frasco
DAP-60 onde foram adicionados cerca de 5 mL de HNO:; sub-destilado, 2 mL de 4gua
tipo 1 e 2 mL de peréxido 30% v/v. Aguardou-se 5 min para o fechamento dos frascos,

antes de coloca-los no sistema de decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas.

Apods a decomposicao, o digerido foi filtrado em papel quantitativo faixa preta para
retirada de possiveis residuos, lavado com agua tipo 1 e recolhido em tubos de
polietileno de 50 mL (Sarstedt, Alemanha) previamente tarados. O volume foi ajustado
para cerca de 20 mL diretamente no tubo e foi realizada a pesagem final da solucao
obtida. O branco de preparo foi submetido ao mesmo procedimento que as amostras.
Para a curva analitica, foi utilizada uma curva aquosa com padrdes inorganicos em

meio de HNOs 8% (v/v) preparadas gravimetricamente.

3.4.1.3 Método 2 — Extracao induzida por quebra de emulsao (EIQE)

O método 2 seguiu a metodologia desenvolvida por Trevelin e colaboradores (2016).
Para esse método, foi pesado cerca de 200 mg de petrdleo em um tubo de
polipropileno, com capacidade de 15 mL e adicionou-se 1 mL de xileno. Agitou-se
durante 30 segundos em vortex. Em seguida, adicionou-se 2 mL de solucao acida de
Triton X-100 5% m/v (HNO3 10% v/v), agitou-se por 1 min e manteve-se em banho
ultrassénico por 25 min com agua gelada. Diluiu-se com agua tipo 1 para 10 mL e,

novamente mais 2 min de agitagdo em vortex. Assim, foi obtida uma emulséo 6leo em
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agua, que foi posteriormente quebrada com aquecimento em banho de agua a
temperatura 80 + 2°C por 10 min. Para melhor separacdo das fases, utilizou-se a
centrifugacéo durante 5 min a 4000 rpm. Apds a separacgdo das duas fases (organica,
contendo petréleo e solvente, e aquosa &cida, contendo os metais extraidos), um
volume de aproximadamente 7 mL da fase aquosa foi retirado com o auxilio de uma
micropipeta. Para a curva analitica, foi utilizada uma curva aquosa com padrbes

inorganicos em meio de HNO; 2% v/v.

3.4.1.4 Método 3 - Nanoemulsao

O método 3, seguiu a metodologia desenvolvida por Vieira e colaboradores (2019).
Nela, uma aliquota de petréleo, cerca de 200 mg, foi pesada em um tubo de
polipropileno, com capacidade de 50 mL, e adicionado 1,0 mL de HNOs concentrado.
Os frascos foram colocados no banho ultrassénico a temperatura ambiente, por 5
minutos. Logo apds, foi adicionado 0,6 mL de xileno e 0,80 + 0,01 g de Triton X-100.
Na sequéncia, foram submetidos ao vortex durante 5 min. Por fim, foi adicionado o
padrdo interno (Sc). A agua tipo 1 foi adicionada em cada aliquota de 5 mL, sendo
realizada a agitacao por vortex por 1 min até completar 20 mL, deixando em banho
ultrassénico por 10 minutos. Para a curva analitica, foi utilizado o mesmo
procedimento, utilizando o 6leo base com viscosidade de 20 cSt no lugar da amostra,

adicao de padrdes aquosos e do padrédo interno.

3.4.1.5 Método 4 — Norma técnica da Petrobras N-2440: Queima e mineralizacdo da
amostra (N2440)

O método 4 seguiu a norma da Petrobras N-2440 (PETROBRAS, 2011). Foi pesado
cerca de 10 g de petrdleo e adicionado 3 mL de HNOs concentrado. Para evitar
projecédo da amostra utilizou papel de filtro dobrado em formato de cone, com a ponta
recortada que foi colocado sobre a amostra. Colocou-se o béquer contendo a amostra
coberta com o papel de filtro na chapa em temperatura baixa. Realizou-se o
aquecimento de forma gradual e lenta (30 a 500 °C por cerca de 30 h). Retirou-se da
chapa e iniciou-se a queima em mufla a 550 °C até que toda a matéria organica fosse

eliminada (variando de 4 até 6h). Ao retirar a amostra da mufla, deixou-se resfriar em
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dessecador até a temperatura ambiente. Apos o resfriamento, adicionou-se 2,5 mL de
HNOs concentrado e agua ultrapura para rinsar as paredes do béquer (o volume final
do béquer foi menor que 20 mL). Levou-se para 0 aguecimento em chapa a 200 °C
até observar a decomposic¢ao total das cinzas (solucéo translicida), ndo permitindo a
secura da solucdo. Retirou-se do aquecimento aguardando o resfriamento a
temperatura ambiente. Apés o resfriamento, transferiu-se quantitativamente a solugcéo
para um tubo de polipropileno de 50 mL (previamente tarado) completando a solugao
para cerca de 20 mL e fez-se a pesagem final da solucéo.

Previamente a analise foi necessario realizar a diluicdo (1:2) das amostras visando
diminuir a acidez residual. O branco de preparo foi submetido ao mesmo procedimento
que as amostras. Para a curva analitica, foi utilizada uma curva aquosa com padrbes

inorganicos em meio de HNO3s 5% (v/v) preparadas gravimetricamente.

3.4.1.6 Método 5 — Norma ASTM

Seguindo o procedimento ASTM D 7691 (2011) pesou-se cerca de 1 g de petrodleo,
em tubos de polipropileno com capacidade de 15 mL, e adicionou-se o padréo interno
(Sc organico diluido em xileno). Apés isto, foi adicionado xileno para um volume final

de 10 mL. E entdo, os elementos foram determinados por ICP OES.

Para o preparo da curva analitica foram empregados padrées organicos. O branco e
as solucdes da curva analitica foram preparados mantendo sempre a quantidade de
Oleo igual ao das amostras (10% m/v), sendo empregado o 6leo base com viscosidade
de 20 cSt para ajuste da viscosidade. Foi adicionado também o padrao interno (Sc)

diluido em xileno.

A seguir tem-se o detalhamento da instrumentacgao, solucdes e reagentes utilizados

na execucao dos meétodos de 1 a 5.

3.4.1.7 Instrumentacao

As determinagdes elementares do candidato a material de referéncia foram realizadas

num espectrémetro de emissao 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
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modelo Optima 7000 DV e Optima 7300 DV (PerkinElmer, Alemanha), espectrébmetro
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) modelo NexION 300
(PerkinElmer, Alemanha) e espectrobmetro de absorcdo atbmica com chama (F AAS)
modelo ZEEnit 700 (Analytik Jena, Alemanha) conforme mostrado na Figura 13.
Foram utilizados os parametros operacionais mostrados nas Tabelas 8, 9 e 10 que

variaram de acordo com o método de preparo utilizado.

Figura 13 — Equipamentos utilizados para o processo de medicao

(c) F AAS ZEEnit 700

Tabela 8 - Condi¢des Operacionais do ICP-MS NexION 300.

Condicdes Operacionais Método 1 e 3
Céamara de nebulizacdo Ciclbnica
Nebulizador Meinhard Tipo C
Injetor (mm) Quartzo
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1500
Fluxo de gas de plasma (L mint) 16

Fluxo de gas de nebulizacéo (L min't) 1,16
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Fluxo de gas auxiliar (L min-t) 1,2

Taxa de aspiracdo da amostra (mL min-t) 0,5
Is6topos: V5l Bal®, Ni6°

Padréao Interno r192

Tabela 9 - Condi¢cGes Operacionais do F AAS ZEEnit 700

Condigdes Operacionais Método 1 e 3
Comprimento de onda (nm) Ca (422,7)
Fenda (nm) 1,2
Corrente da lampada (mA) 6,0
Chama C2H2/N20
Altura do queimador (mm) 8
Fluxo do combustivel (L h't) 180

Fluxo do nebulizador (mL min?) 5,0




Tabela 10 - Condi¢Bes Operacionais do ICP OES Optima 7000 DV e Optima 7300 DV.
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Condicdes Operacionais Método 1 Método 2 Método 3

Método 4

Método 5

Camara de nebulizacdo Ciclonica Ciclonica Twister Ciclonica

Nebulizador Meinhard Tipo C MiraMist Meinhard Tipo C
Injetor (mm) Alumina (2.0) Alumina (2.0) Alumina (2.0)
One Slot
Tocha de Quartzo One Slot One Slot
_ Axial (Ba, Mg) / Axial (Ba) /
. Axial (Ca, Mg) / _ .
Vista _ Radial (Ca, Sr, Radial (Ca, Mg,
Radial (Sr, Na)
Na) Na, Sr)
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1300* 1250 1100
Fluxo de gas de plasma (L min?) 15 15 15
Fluxo de gas de nebulizacédo (L min-t) 0,8* 0,5 0.8
Fluxo de gas auxiliar (L min-t) 0,2 1,0 0.2
Aspiracdo da amostra (mL min-1) 15 1,3 15

Linhas espectrais (nm):

Padrao Interno Y (371,029)

Cicldnica Twister

GenCone Low-
Flow
Quartzo (1.0)

One Slot

Radial (Ba, Ca,
Mg, Na, Sr)

1450
15
0,4
0,5
1,0

Cicldnica Twister

Seaspray
Quartzo (1.0)

One Slot

Radial (Ba, Ca,
Mg, Na, Sr)

1400
15
0,25
1,5
0,3

C** (193,030); Ca (317,933); Mg (285,213); Na (589,592); Sr (421,552)
Sc (361,383)

*Condi¢Bes otimizadas neste trabalho / **Utilizado para determinagéo do carbono residual do processo de decomposica
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Para o método 1, as amostras foram decompostas utilizando um forno de radiacéo
micro-ondas, modelo SpeedWave 4 (Berghof, Alemanha) com um rotor de capacidade
de 12 frascos do tipo DAP-60 conforme mostrado na Figura 14. Para esse sistema, a
temperatura maxima alcancada foi de 230°C e pressdo méaxima de 100 bar conforme
programacao mostrada na Tabela 11. A temperatura e presséo dos tubos, durante o
programa de digestédo, foram monitoradas individualmente por um sensor presente em

cada tampa do frasco digestor.

Figura 14 - Micro-ondas SpeedWave 4 (a) e frasco do tipo DAP-60 (b)

(a) (b)

Tabela 11 - Programa da decomposigéo assistida por radiacdo micro-ondas.

Presséo _ Permanéncia Poténcia
Etapa Temp.(°C) Rampa (min) _
Maxima (bar) (min) (%)
150 70 10 3 65
190 80 5 3 75
230 90 5 30 90

Para os métodos 2 e 3, foram usados para o preparo das amostras: agitador tipo
vortex (Phoenix, Sdo Paulo, Brasil), modelo AP-56 (130 W), e banho ultrassénico
(Unique, S&o Paulo, Brasil), modelo USC-1400A (40 KHz), com temporizador
programével e volume total de 2,0 L. Para o método 3 ainda foi utilizado um banho-
maria com controle de temperatura (Fisatom, S&o Paulo, Brasil), modelo 550 (60 Hz),
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para o aquecimento das emulsdes, a fim de induzir a sua quebra, uma centrifuga
microprocessadora (Quimis, Sao Paulo, Brasil), modelo Q222TM204, para separacao
das fases. Para o preparo da amostra pelo método 5 foi utilizada uma chapa
aguecedora (Jung, Brasil) modelo 180 (1,8 kW), uma mufla (Jung, Brasil) modelo
LF0612 (2,0kW), para a queima do petroleo e béquer de vidro termo resistente (Vycor).
As amostras foram pesadas numa balanca analitica ED224S (Sartorius, Alemanha)

com resolugéo de 0,0001g.

3.4.1.8 Reagente e Solugbes

Foi utilizado como gas de plasma, gas de nebulizacdo e gas auxiliar o argbnio
99,9992% (White Martins, Brasil). Para o gas de purga foi utilizado o nitrogénio 99,99%
(White Martins, Brasil). Todas as solugbes aquosas utilizadas no presente trabalho
foram preparadas com agua tipo 1 (com resistividade de 18,2 MQ cm) obtida em um
sistema de osmose reversa PURELAB Ultra Mk2 (ELGA, Reino Unido) e Milli-Q®
(Millipore, Brasil). Em todos os procedimentos, onde requerido acido nitrico, foi
utilizado acido nitrico 68% m/v (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) sub-destilado, preparado
num sistema destilador de &cido, modelo Distillacid TM BSB-939-IR (Berghof,

Alemanha).

Para os métodos de preparo da amostra foram utilizados: perdxido de hidrogénio 30%
v/v (Synth, Brasil), xileno (Impex, S&o Paulo, Brasil), Triton X-100 (Nuclear, S&o Paulo,

Brasil) e papel de filtro (Unifil, Alemanha).

Para a construcdo das curvas analiticas e fortificacdo em solu¢des aquosas, foi
utilizada uma solucdo padrdao aquosa multielementar de 1000 mg L* (Inorganic
Ventures, USA). J& os padrbes internos foram adicionados a partir de padrdes
monoelementares 1000 mg L* (SPC Science, Canada). Para a curva do carbono
residual foi preparada uma solucdo 5% m/v (C) a partir de ureia P.A. (Neon,
Brasil). Para o preparo da curva analitica organica foram utilizadas solugbes padréao
organometalico monoelementar (Conostan, Houston, USA) e para a adigdo de padrao
interno e fortificacho com padrdo organico, foram utilizadas solucdes
monoelementares dos padrfes organometalicos também da Conostan (Houston,
USA).
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3.5 SOFTWARE

Para o processamento dos resultados obtidos da determinacdo de elementos traco
foram utilizados softwares dos préprios equipamentos como Nexlon Software, verséo
1.5 (Perkinelmer, Alemanha), Software WinLab versao 4.0 (Perkinelmer, Alemanha) e
0 WInAAS versao 4.7.7.0 (Analytik Jena, Alemanha).

3.5.1 Abordagem por estudo colaborativo

Para a caracterizacdo do material candidato a material de referéncia por estudo
colaborativo foram convidados laboratérios localizados no Brasil e no exterior. Os
frascos contendo o candidato a material de referéncia, foram enviados a 11
laboratdrios via o servigo de encomendas da Empresa de Correios e Telégrafos (ECT,
Brasil). Juntamente com o material, os laboratorios receberam toda documentacao
pertinente, que continha informacdes a respeito do preparo e outras caracteristicas do
material, assim como fichas de cadastro do laboratério e envio dos resultados
(incluindo dados sobre o preparo, sobre as técnicas analiticas e os resultados
obtidos). Aos laboratérios foi sugerida a determinacdo dos analitos V, Ni, Fe, Co,
Mn, Mo, Na, Ca, Mg, Sr, Ba de acordo com os métodos utilizados na rotina de seus
proprios laboratérios. Também foi solicitado a realizacdo e envio do resultado
individual das trés replicatas independentes em condicfes de repetibilidade. Cada
laboratorio foi codificado de forma a manter a confidencialidade dos resultados. Dos
11 laboratdrios que receberam a amostra, apenas 5 retornaram com os resultados.
Os laboratérios que retornaram com os resultados do estudo estdo descritos na
Tabela 12.



74

Tabela 12 - InstituicGes e laboratorios participantes no estudo Colaborativo.

Instituicéo Laboratério

Universidade Federal de S&o Carlos Grupo de Analise Instrumental Aplicada (GAIA)

IFP Energie Nouvelles (Franca) Elemental Analysis Lab
PUC-RIO Labspectro

Laboratério de Analises Quimicas Industriais e

Ambientais (LAQIA)

Universidade Federal de Santa Maria

Instituto Nacional de Controle de

, i _ Setor de Elementos Inorganicos
Qualidade em Saude - INCQS/Fiocruz

Na Tabela 13, estdo relacionados os métodos de preparo e as técnicas
analiticas utilizadas pelos laboratorios. JA a massa de amostra utilizada, variou de
cerca de 100 até 1000 mg.

Tabela 13 - Resumo dos métodos de preparo e técnicas utilizadas pelos
laborat6rios do estudo colaborativo.

Analito Preparo de Amostra Técnica Analitica
Ba, Ca, Co, Fe, Mg,
. DDS, SFAP, SFA, MAWD-SRC| ICP OES, ICP-MS
Mn, Na,Ni e V
Sr SFAP, SFA, MAWD-SRC ICP OES, ICP-MS

LEGENDA: SFAP: Sistema fechado (HNO3/H2032); SFA: Sistema fechado (HNO3); DDS: Diluic&o direta
com solvente; MAWD-SRC - Sistema assistido por radiagdo micro-ondas em camara Unica de reacao.

Devido a grande variabilidade nos resultados dos elementos Ba, Ca, Mg, Na, Sr entre
0s participantes do estudo colaborativo, optou-se por adotar uma abordagem multi
métodos por um Unico laboratério para esses elementos. Essa abordagem foi
necessaria, visto que a analise desses elementos alcalinos em amostras de petroleo
geralmente requer otimizacbes nos parametros instrumentais e/ou preparo de
amostras, 0s quais possivelmente ndo fazem parte da rotina de alguns desses

laboratorios.
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3.6 ATRIBUICAO DE VALORES DE PROPRIEDADE E SUAS INCERTEZAS

Para atribuicdo de valores das propriedades e suas incertezas associadas foi utilizada
a abordagem descrita por Levenson e colaboradores (2000) para combinar resultados
proveniente de caracterizacdo por multiplos métodos, segundo a ISO GUM. Os
resultados obtidos pela abordagem multi métodos, foram avaliados pelo teste de
Tukey utilizado o software Action Stat. Posteriormente os valores atribuidos de cada
elemento foram classificados em trés categorias: valores certificados, valores de

referéncia e valores informativos.

3.7 ELABORACAO DO ROTULO E CERTIFICADO DO MATERIAL DE
REFERENCIA

Para elaboracéo do rétulo e certificado do material de referéncia foi utilizada a norma
ABNT ISO GUIA 31 — Materiais de Referéncia — Contetdo de certificados e rotulos
(2017). Além do certificado, as unidades do material de referéncia também foram
identificadas com etiqueta contendo informagBes como o nome do material, lote,

cbdigo e validade em gue os valores de propriedade possam ser garantidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO E ENVASE DO CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA

A preparacdo do material de referéncia deve ser feita de forma a minimizar a
heterogeneidade e conferir maior estabilidade ao material produzido. Essa preparacao
ainda pode corrigir ou melhorar as propriedades quimicas, fisicas ou mecéanicas do
material (LINSINGER et al., 2000). Especificamente, o petréleo é considerado um
material naturalmente heterogéneo, variando drasticamente a cor, odor, composi¢cao
e propriedades, dependendo da sua origem (SPEITH, 2001). Além disso, o petréleo
possui constituintes quimicos e biolégicos muito instaveis, que durante o seu
processamento e armazenamento pode passar por uma variedade de modificacdes
quimicas, bioldgicas e fisicas, as quais muitas vezes ndo sao facilmente previsiveis
(PEREIRA; MARQUES; IORIO, 2011).

Por conta das questbes acima e de forma a obter um material j& estabilizado
quimicamente e  biologicamente, foram  selecionadas amostras de
petrdleo envelhecidas. As amostras selecionadas haviam sido coletadas entre os
anos de 2011 e 2012 e ja tinham passado por um processo de desidratacdo (SAD et
al., 2012) e por isso apresentavam teor de agua e sedimentos (Basic Sediments and
Water — BSW) < 1% v/v.

As amostras com as caracteristicas desejadas ndo estavam disponiveis em
guantidade suficiente para a producéo do lote planejado, que era de aproximadamente
3 kg de material bruto. Sendo assim, optou-se pela preparagéo de uma mistura (blend)
0 que demandou um maior cuidado na selecdo dos materiais candidatos. Para o
preparo do blend foram selecionadas amostras de petroleo com o °API variando entre
28,9 e 31,0, com o objetivo de obter uma melhor homogeneizacdo pré-envase e
diminuir possiveis incompatibilidades entre as diferentes amostras de petréleo. Uma

Unica amostra com a salinidade substancialmente mais alta foi também utilizada na
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preparacao do blend e teve como objetivo contribuir com maiores teores de Ca, Mg,
Na e Sr. Como essa amostra apresentava um maior teor de BSW (68%), ela foi
utilizada também para acompanhar o processo de homogeneizacdo pré-envase

conforme discutido a seguir.

O processo de homogeneizacao foi monitorado por meio do teor de agua emulsionada
em diferentes posi¢cdes dentro do béquer, utilizando o método Karl Fischer que ¢ um
procedimento relativamente rapido e viavel de ser realizado. Esse teste da capacidade
de homogeneizacédo é utilizado pela norma ASTM D5854 em testes de qualificacdo
de agitadores (ASTM, 1996). Assim, foi avaliada a distribuicdo da agua em diferentes

partes dentro do frasco de homogeneizacao.

O procedimento de monitoramento do teor de agua emulsionada foi iniciado apos 10
min de homogeneizacdo a 5000 rpm. A determinacéo do teor de agua emulsionada
foi realizada em triplicata, visando obter dados para teste de comparacdo de médias
a cada tempo de homogeneizagcédo. Apds 20 min de homogeneizacao, a diferenca do
teor de dgua emulsionada entre as trés alturas medidas ja ndo era mais significativa
(ao nivel de confianca de 95%, determinado no teste t), indicando o término do

processo de homogeneizacao conforme mostrado na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados do teor de agua pelo método Karl Fischer

Teor de 4gua emulsionada % (m/m)

Altura Tempo de homogeneizacéao
10 min 15 min 20 min
1 2,36 0,11 2,49 £ 0,04 2,58 + 0,09
2 2,78+0,10 2,65+ 0,05 2,61 +0,07
3 2,80 + 0,09 2,68 £ 0,03 2,57 £ 0,03
Andlise Diferenca Diferenca Diferenca n&o
Estatistica significativa significativa significativa

Apés a aprovagdo no teste de homogeneizacdo pelo teor de agua emulsionada, o

candidato a material de referéncia foi submetido a alguns testes de homogeneidade e
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estabilidade fisica antes do envase. Na avaliacdo macroscopica, foi feita uma
inspecéo visual de alguma possivel separacao de fase, presenca de sedimentacao ou
qualquer outro aspecto visual que demonstrasse heterogeneidade. A avaliagao
macroscopica foi realizada antes e depois do teste de centrifugagcédo, onde o material
foi submetido aos ciclos de 1000, 2500 e 3500 rpm por 10 min em cada rotacao. Foi
verificado que a partir de 2500 rotacOes era possivel visualizar a presenca de
sedimento no tubo falcon de 15 mL na altura de 0,1 mL nas duplicatas (Tabela 15 e
Figura 15). A sedimentacdo observada € devida, provavelmente, a presenca de argila
ou ainda a precipitacdo de asfaltenos presentes no candidato a material de referéncia.
Essa sedimentacdo, a principio, poderia afetar a homogeneidade dos elementos
associados a esses sais, que deve ser minimizada com um bom procedimento de

homogeneizacéo do frasco antes da retirada da aliqguota da amostra para andlise.

Tabela 15 - Resultados do Teste de Centrifugagéao

. Presenca de
Rotacéo (rpm) ) .
sedimentacao

1000 <0,1 mL
2500 0,1 mL
5000 0,1 mL

Figura 15 - Amostra pés centrifugacao a 2500 rpm com presenca de sedimentacao.
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A avaliacdo microscopica foi utilizada para verificar a distribuicdo e o tamanho de gota
da 4gua emulsionada presente no blend recém preparado. Na amostra avaliada, as
gotas de agua presentes mostraram-se uniformemente distribuidas, com tamanho de
gota médio em torno de 2,56 + 0,81 um, mostrando-se uma microemulsao estavel,

conforme mostrado na Figura 16.

Figura 16 —Foto da Microscopia do blend preparado 50X (Microscépio otico
polarizado Nikon, modelo LV100POL com lentes objetivas eclipse LV100)

Com os resultados obtidos, chegou-se a conclusdo que o material poderia seguir o
processo de envase para as unidades individuais do material de referéncia para os
frascos previamente descontaminados e verificados. O processo de descontaminagao
foi considerado eficaz visto que todos os resultados ficaram abaixo dos brancos

utilizados no preparo da curva.

4.2 ESCOLHA DO PROCEDIMENTO DE MEDICAO

O procedimento utilizado nas medi¢cdes do estudo de homogeneidade deve possuir
uma boa precisdo em condicOes de repetibilidade, ou seja, sem variacbes das

condigbes utilizadas e em um curto espaco de tempo. O desvio-padrédo de
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repetibilidade (sr) deve ser pequeno quando comparado a incerteza alvo do valor de
cada propriedade medida. Idealmente, esse desvio-padrao para o procedimento de
medicao deve ser menor que 1/3 da incerteza-padréo alvo. Essa avaliagdo pode ser
realizada conforme relacao a seguir (ISO, 2017):

S u
L <0 @®)

JNgr ~ 3

Onde:

s, € 0 desvio-padrdo de repetibilidade;

ng, € numero de observacfes em cada n aliquotas tiradas de cada unidade para
medicao;

urg € aincerteza-alvo para o valor de propriedade (expressa como incerteza-padrao).

Para a escolha do procedimento de medicédo para os estudos de homogeneidade e
estabilidade foram avaliados os métodos de 1 a 3. Os métodos 4 (N-2440) e 5 (ASTM)
foram descartados para utilizacdo nos estudos de homogeneidade e estabilidade, por
limitacBes deles. O método 4 (N-2440) tinha limitacbes com relacdo quantidade de
replicatas por batelada, visto que o laboratério ndo possuia infraestrutura suficiente
para realizar mais do que 3 replicatas por batelada (ja incluido o branco) e o
procedimento ser muito longo (> 30 h). O método 5 (ASTM) foi descartado por ndo
apresentar bom desempenho para os elementos alcalinos e alcalinos terrosos, tais
como Na, Ca, Mg e Sr, observado em experimentos anteriores e proveniente de
conhecimento prévio do Laboratorio de Espectrometria Atdmica (LEA).

Para os métodos 1 a 3, foi testada a relacdo descrita na Equacdo 2, conforme
mostrado na Tabela 16. A incerteza expandida alvo deste material de referéncia era
de 5% e considerando uma distribuicdo retangular, obteve-se a uwg dividindo-se a
incerteza expandida pelo divisor raiz quadrada de 3 (divisor da distribuic&o retangular),
chegando-se ao valor de 1,7%. Os resultados mostraram que os métodos mais
adequados para os elementos Ba, Ca, Mg, Na e Sr foram os métodos 1 (MW) e 3
(NANO). Por questbes de ordem pratica, foi escolhido o método 1 (MW), visto que

num mesmo preparo é possivel determinar todos os elementos, incluindo Nie V. O
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meétodo escolhido também permite o armazenamento do extrato preparado por um

determinado periodo em comparacdo com 0s outros meétodos onde as amostras

devem ser preparadas no momento do ensaio.

Tabela 16 — Avaliagdo do método de medi¢éo (na=3)

S u
Método Elemento T— 1) —E2) (1)< (2
+/ Mal 3
Ca 0,5% 1,7% SIM
Mg 1,6% 1,7% SIM
) Sr 0,4% 1,7% SIM
Método 1
Na 0,6% 1,7% SIM
(MW)
Ba 1,0% 1,7% SIM
Ni 1,1% 1,7% SIM
\Y; 1,0% 1,7% SIM
Ca 0,9% 1,7% SIM
) Mg 3,5% 1,7% NAO
Método 2 -
Sr 2,6% 1,7% NAO
(EIQE) _
Na 2.6% 1,7% NAO
Ba 8,2% 1,7% NAO
Ca 0,5% 1,7% SIM
) Mg 0,8% 1,7% SIM
Método 3
Sr 0,3% 1,7% SIM
(NANO)
Na 0,2% 1,7% SIM
Ba 0,3% 1,7% SIM
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4.3 ESTUDO DE HOMOGENEIDADE

4.3.1 Estudo de Massa Minima

Na Tabela 17 sdo apresentados os resultados da média das fracdes méassicas obtidos
pelo Método 1(MW) a partir de diferentes massas de amostra (50 mg, 100 mg, 150
mg e 200 mg) e seus respectivos coeficientes de variacdo (%). Observou-se que para
a massa de amostra de 50 mg, houve uma perda na recuperacdo do analito para a
maioria dos elementos avaliados e aumento do coeficiente de variacdo para niveis
acima de 5%. Portanto, a massa minima recomendada para o material produzido € de
100 mg.

Tabela 17 — Fracdes massicas obtidas em diferentes massas de amostra.

Fracdo massica (ug g1)

Elementos 50 mg 100 mg 150 mg 200 mg

Média CV (%) Média CV (%) Média CV (%) Média CV (%)

Ba 2,3 5,5 2,4 3,4 2,37 2,6 2,35 2,9
Ca 172 8,9 207 1,9 231 2,9 233 1,0
Mg 15,6 6,9 21 19 26,5 0,9 24,8 1,8
Na 1061 5,9 1134 2,9 1367 3,2 1369 2,1
Ni 1,75 5,2 1,7 1,8 1,71 4,4 1,76 29
Sr 23,5 5,4 24 2,7 24,5 2,4 23,7 2,3
Vv 1,32 5,3 1,72 1,6 1,73 1,8 1,91 2,1

4.3.2 Inspecdo inicial para tendéncias de medicéo e valores discrepantes

Antes da avaliacdo da tendéncia, os dados obtidos do estudo de homogeneidade

passaram por uma avaliacdo de valores discrepantes, também chamados de outliers.
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Os outliers sdo os valores que apresentaram grande divergéncia entre resultados de
uma amostra (GRUBS, 1969). Esta diferenca pode resultar de problemas
instrumentais ou ainda fontes nao controladas de variacéo relativas ao procedimento

analitico.

Para confirmacéo dos valores discrepantes, foram avaliados a normalidade dos dados
pelo teste de Anderson Darling e realizado os testes de outliers de Grubs e em alguns
casos, Dixon. Os gréficos de normalidade e resultados dos testes de outliers
encontram-se no Apéndice B. Foram confirmados pelo menos um valor discrepante
para os elementos Ni, V, Ca e Mg. Para os elementos Ni e V, foi realizada a remocao
simples da observacdo discrepante conforme previsto no guia ISO Guide 35(ISO,
2017). Para o elemento Ca, além do outlier, foi observada grande variabilidade dos
dados, e foi repetida a corrida utilizando-se a técnica de Espectrometria de Absorcao
Atdbmica com chama (F AAS). Para o elemento Mg, foi feito recalculo dos valores
utilizando um padréo interno. Mesmo com as tentativas para o Ca e Mg, ainda foi
possivel observar a presenca de outliers para esses elementos, sendo também

removidos do conjunto de dados.

Apoés a avaliacdo de outliers, os dados foram inspecionados primeiramente para
avaliacdo de tendéncias no processo de medicdo. A forma mais efetiva de fazer isso
€ através da avaliacdo visual dos dados plotados pela ordem da corrida conforme
mostrado na Figura 17. Para testar a significancia estatistica da tendéncia foi utilizada
a andlise de regressédo, usando o modelo de regressao linear simples. As regressdes
mostraram-se nao significativas estatisticamente para um nivel de confianca de 95%

(p-valor >0,05), indicando auséncia tendéncias relacionada a ordem de medicéo.
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Figura 17 - Representacao do efeito da ordem de medicdo na corrida.
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INSPECAO PARA TENDENCIA NO PROCESSAMENTO

Para avaliacdo de tendéncia devido o processamento e envase do candidato a

material de referéncia, foram plotados os valores individuas e as médias das

unidades na ordem de processamento (Figura 18). Nesse caso, também foi utilizado

andlise de regressdo para confirmar a auséncia de tendéncias. Os resultados

mostram-se nao significativos estatisticamente para um nivel de confianca de 95% (p-

valor >0,05), indicando auséncia de tendéncias relacionadas ao processamento.

Figura 18 - Representacdo do efeito ordem de processamento por elemento
determinado (o valor médio e e valor individual)
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Apesar de nao terem sido observadas tendéncias na medi¢cdo e no processamento,
foi observado que alguns elementos apresentaram maior var2iabilidade do que outros.
Nesse sentido, foi investigado o efeito da distribuicdo da agua no processamento do
material, visto que esse foi um dos parametros utilizados para aprovacao do processo

de homogeneizacao do blend. O estudo realizado encontra-se no tépico a seguir.
4,5 EFEITO DA DISTRIBUICAO DA AGUA NA ORDEM DE PROCESSAMENTO

Para avaliar o efeito da distribuicio da &gua na ordem de processamento,
determinou-se o teor de agua emulsionada em todas as unidades utilizadas nos
estudos de homogeneidade e estabilidade. O objetivo foi verificar possiveis
tendéncias na distribuicdo do teor de dgua emulsionada causada pelo processo de
transferéncia do blend para as unidades individuais. Na avaliagdo de outlier, foi
encontrado um resultado anédmalo na unidade 18 (confirmado pelo teste de Dixon).
Esta unidade foi excluida do estudo, visto que néo foram encontradas evidéncias que
outras unidades préximas também tivessem sido afetadas.

Os resultados do teor de agua emulsionada apés a remocao do outlier foram plotados
em fungcéo da ordem de processamento como mostrado na Figura 19. Apesar da
analise de regressao ter confirmado auséncia de tendéncias (os resultados nao
mostraram significancia estatistica ao nivel de 95% de confianca - valor p > 0,05), foi
observado um aumento na variabilidade no teor de 4gua emulsionada a partir do
frasco 80. O coeficiente de variacdo até a unidade 80 foi de 12,8% enquanto para as
unidades acima de 80 foi de 16,8%, tendo a variancia estatisticamente significativa
comprovada atraveés do teste F (Fcac = 0,4738 > Fit.=0,3684 para um nivel de
confianca de 95%).
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Figura 19 — Teor de agua emulsionada % m/m em relacdo a ordem de envase.
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Com o objetivo de avaliar o impacto da variabilidade no teor de agua emulsionada nas

unidades produzidas no final do processamento, foi estimado o grau de correlagéao de

Spearman entre o teor de dgua emulsionada e os analitos avaliados (Tabela 18).

Somente o Na e Mg mostraram uma correlacao direta significativa a 95% de confianca.

Os elementos Sr e Ca apresentaram correlacdes entre eles e com os elementos Na e

Mg, indicando uma correlacdo indireta com teor de agua emulsionada. Essas

correlagcdes podem ser atribuidas a associacdo desses elementos como contra-ions

do cloreto presente em petréleos do pré-sal.

Tabela 18 - Correlacao Spearman agua emulsionada x elementos

Sr Na Mg Ca Ba Ni \% Agua

Agua 0,263 0,438* 0,582* 0,323 0,112 -0,184 -0,161 1

\ 0,304 0,334 -0,063 0,250 0,151 0,376 1

Ni -0,109 0,015 -0,012 0,200 0,535* 1

Ba 0,045 0,148 0,213 -0,469* 1

Ca 0,449* 0,416* 0,373 1

Mg 0,748* 0,758* 1

Na 0,923* 1

Sr 1

*Correlagédo significativa a um nivel 95% de confianca baseada no valor-p (<0,05)



88

Ainda dentro da investigacdo da variabilidade observada e na tentativa de identificar
problemas relacionados ao processamento, foi utilizada a Analise de Componentes
Principais (PCA) para analise de homogeneidade do lote do candidato a material de
referéncia produzido. Segundo Ferreira (2015), a utilizacdo dessa metodologia
permite descobrir, visualizar e interpretar as diferencas existentes entre as variaveis e
examinar as relagcdes que podem existir entre as amostras. Essa abordagem foi
utilizada por Lima e colaboradores (2010) e Vasconcellos e colaboradores (2018) para
avaliacdo em estudos de homogeneidade e estabilidade em materiais de referéncia

de farinha de trigo e rim bovino, respectivamente.

Para montar o grafico da PCA, foi construida uma matriz de dados com 8 colunas,
correspondentes as variaveis (unidade, Ba, Ca, Mg, Ni, Na, Sr e V) e 25 linhas,
correspondente as replicatas dos frascos selecionados para o estudo de
homogeneidade. Pelo grafico de score € possivel observar a auséncia de
agrupamento entre as replicatas de cada unidade (Figura 20), indicando uma boa
distribuicio do material entre as unidades. E possivel observar também, que replicatas
mais afastadas do eixo central da PCA (replicatas das unidades 87 e 109), tiveram a
sua separacao influenciadas pelos elementos Mg, Sr e Na. Estas unidades possuem

ordem de processamento superior a 80, conforme efeito constatado na Figura 19.

Figura 20 - Representacdo gréfica dos frascos no sistema de eixos de PC1 versus
PC2: homogeneidade entre unidades (a) Scores (b) Loading
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4.6  AVALIACAO ESTATISTICA NO ESTUDO DE HOMOGENEIDADE

A partir do estudo de homogeneidade foi confirmado que a variacdo dentro e entre
unidades era aceitavel para o uso pretendido do material. No caso deste trabalho,
essa confirmacdo foi realizada por meio da andlise varidancia ANOVA, com 0s
resultados do teste F estatisticamente ndo significativo para todos os elementos
avaliados, considerando 5% de nivel de significancia. Com esses resultados, todos os
elementos foram considerados suficientemente homogéneos. A Tabela 19, mostra os
resultados da ANOVA para cada elemento, com 0s respectivos valores de Fcalculado,
Feritico € p-valor.

Tabela 19 — Analise de variancia (ANOVA) fator unico para o estudo de
homogeneidade.

Elemento Fonte de variagéo MQ F calc. p-valor F crit.

Entre unidades 0,04095 2,52667 0,05911 2,6572
Dentro da unidade 0,01621

Entre unidades 940,2054 2,078757 0,106857 2,6572
Dentro da unidade 452,292

Ba

Ca
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Entre unidades 4,421102 0,749068 0,636614 2,7642

Mg Dentro da unidade 5,902138
Entre unidades 10361,29 0,617278 0,735498 2,5140

Na Dentro da unidade 16785,46
_ Entre unidades 0,00985 1,39662 0,26627 2,5767

NI Dentro da unidade 0,00705
Entre unidades 1,403452 0,507122 0,818329 2,5140

> Dentro da unidade 2,767484
v Entre unidades 0,00158 0,50632 0,81891 2,5140

Dentro da unidade 0,00312

4.7 AVALIACAO DA INCERTEZA PROVENIENTE DA HOMOGENEIDADE

Uma outra informagéo relevante obtida dos estudos de homogeneidade foi o desvio-
padrao entre as unidades (Sw), € que neste caso € idéntica a contribuicdo de incerteza
devido a ndo homogeneidade entre unidades (Sw» = Us).

Considerando o planejamento basicocom as medicdes em uma Unica
corrida utilizado na avaliacdo da homogeneidade neste trabalho, o sw pode ser
calculado a partir da média quadratica entre unidades (MQene), @ média quadratica
dentro da unidade (MQwno) € O numero de replicatas por unidade (n) utilizada,

conforme mostrado na Equacéo 4 a seguir (ISO, 2017):

— — MQentre—MQdentro
Upp = Spp = \/ - (4)

Os valores MQenre € MQuento para cada um dos elementos determinados foram
obtidos pela anélise de variancia (ANOVA) e foram mostrados na Tabela 20. Quanto
maior for a variabilidade entre as unidades (MQ.n.), mais forte é a evidéncia de que
as médias das unidades séo diferentes. E quanto maior for a variabilidade dentro da
unidade (MQweno), mMaior serd a dificuldade para concluir que as médias

das unidades sao diferentes.
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Esse efeito de maior variabilidade dentro da unidade (MQdentro) foi observado
para os elementos Mg, Na e Sr. Esse comportamento ja era esperado para esses
elementos visto que eles apresentaram variabilidade maior dentro das replicatas
guando comparados aos outros elementos. Apesar do V nao se encaixar no caso
anterior, pois a variabilidade das replicatas ficaram abaixo dos outros elementos, a
mesma nao € constante para todas as unidades testadas, apresentando assim
também MQentre < MQuentro. Quando isso acontece, ou seja, quando o termo da média
quadratica entre unidades (MQentre) Nd0 € significativo quando comparado & média
quadratica dentro da unidade (MQudentro), N80 & possivel estimar o desvio-padréo
utilizando-se a Equacéo 4. Nestes casos, uma abordagem alternativa € necessaria na
tentativa de estimar o maximo efeito. Neste caso, a abordagem aplicada por Ellison
(2015) foi utilizada, onde é considerada a contribuigdo da variancia dentro da unidade,

conforme Equacéo 5:

MQ 4 2
ubb — dentro (5)
\I n VMQdentro

Onde é v o nimero de grau de liberdade dentro do grupo.

Os valores de desvio-padrao devido a ndo homogeneidade calculados, de acordo com

as Equacoes 4 e 5, estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Valores de desvio-padrao referentes a ndo homogeneidade

Resultado Desvio-padréao

Elemento médio (Sbb = Ubb= Uhom)
(hg g™ (hg g™) (%)
Ba 2,23 0,0908 (4,1%)
Ca 228 12,8 (5,6%)
Mg 34,1 0,652 (1,9%)
Na 1403 31,6 (2,3%)
Ni 1,772 0,0305 (1,7%)
Sr 24,0 0,367 (1,53%)

Vv 1,525 0,0123 (0,8%)
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Para compor a incerteza total devidoa contribuicdo relacionada a qualquer
heterogeneidade identificada (u.n), esta deve considerar tantos aspectos
relacionados a incerteza-padréo entre unidades (Uw,) quanto dentro das unidades (Uuw)
conforme dado na Equacao 6 a seguir:

Upom = V ul%b + u\%vb (6)

Nesse trabalho, ndo foram considerados os efeitos da uw, separadamente, visto que
para os elementos onde esse efeito foi observado, o célculo de upy foi realizado
considerando a Equacdo 5. Além disso, a existéncia de instrugbes especificas
normatizadas sobre o procedimento de homogeneizagcédo para preparo de amostras

de petroleo também reforcam que este fator € conhecido e controlado.

4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE EM CURTO PRAZO

4.8.1 Avaliagdo de tendéncias

O primeiro passo na avaliacdo dos dados de um estudo de estabilidade consiste em
verificar a auséncia de tendéncia nos dados obtidos (ISSO, 2017). Isto pode ser feito
graficamente, conforme evidenciado na Figura 21 onde sdo mostradas as variagdes
nas concentracdes dos analitos nas diferentes condi¢cdes de estocagem pelo tempo.
A temperatura considerada como temperatura de referéncia para o estudo foi a
temperatura ambiente, visto que temperaturas negativas poderiam afetar a
homogeneidade do material através da separacdo da agua emulsionada conforme
reportado na literatura (CHEN; HE, 2003; LIN et al., 2007)

Os elementos Ba e Ca apresentaram maiores amplitudes ao longo das 4 semanas,
sendo que essas variacdes podem estar associadas as questdes de homogeneidade
entre os frascos, conforme ja relatado no estudo de homogeneidade, e néo

especificamente a estabilidade do material.

Figura 21 — Graficos de tendéncia para avaliacdo da estabilidade em curto prazo.
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4.8.2 Avaliacao estatistica

Também foi realizada a avaliacéo estatistica dos resultados do estudo de estabilidade
em curto prazo por meio da analise de variancia (ANOVA). Os resultados da ANOVA,
para todos os analitos, estdo na Tabela 21. O teste mostrou que, no nivel de confianga
de 95%, ndo houve diferencas estatisticamente significativa, podendo ser
considerados estaveis para o transporte de todos os analitos nas condi¢cdes avaliadas
(4 semanas e temperatura de transporte entre +4° e +50°C). Isso significa que o
material & estavel o suficiente para ser transportado sem alteracdes significativas em

sua composi¢ao quimica.

Tabela 21 — Andlise de variancia do estudo de estabilidade em curto prazo.

Elemento Fonte de variagédo MQ F calc. p-valor F crit.

Ba Entre grupos 0,004947 0,059671 0,942214 3,403
Dentro do grupo 0,082912

Ca Entre grupos 551,3628 0,926846 0,40803 3,354
Dentro do grupo 594,8809

Mg Entre grupos 5,738751 0,600953 0,555458 3,354
Dentro do grupo 9,549412

Na Entre grupos 13561,52 1,197662 0,317435 3,354
Dentro do grupo 11323,33

Ni Entre grupos 0,006425 0,718545 0,497652 3,403
Dentro do grupo 0,008941

Sy Entre grupos 4,580075 2,493152 0,101484 3,354
Dentro do grupo 1,837062

Vv Entre grupos 0,002181 1,205738 0,316973 3,403

Dentro do grupo 0,001809

4.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE EM LONGO PRAZO

A Figura 22 mostra os valores de concentracdo para cada elemento ao longo de 9
meses. A partir desses resultados, foi realizada uma analise de regressao linear com
0 objetivo de identificar qualquer instabilidade nos analitos analisados. De acordo com
0 guia ISSO Guide 35 (ISSO, 2017), quando ndo ha nenhum modelo fisico/quimico
que descreva realisticamente o mecanismo de degradacdo de um material de

referéncia, um modelo linear geralmente é usado como um modelo empirico. Nesse
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modelo, espera-se que o intercepto seja (dentro da incerteza) igual ao valor obtido na
caracterizacdo, enquanto a inclinacdo ndo deve ser significativamente diferente de
zero. Para que o analito seja considerado estavel, o intervalo de confianca (IC) para a
inclinacdo da curva deve conter O (zero) dentro de seu intervalo. Além disso, o valor-
p deve ser maior que 0,05 (nivel de confianca de 95%), indicando que a regressao
nao é significativa. O desvio-padréo da inclinacdo pode ser determinado a partir da
andlise de regressao, ele é calculado entre os pontos no grafico e a linha plotada e da
uma estimativa da incerteza associada a estabilidade do material produzido.

A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos na analise de regressdo. Outra
informacdo importante que pode ser retirada da andlise de regressdo é o desvio-
padrdo da inclinacdo da curva. Esse € o desvio-padréo calculado entre os pontos no
grafico e a linha da reta ajustada e traz uma estimativa da incerteza associada a
estabilidade do material produzido.

Figura 22 — Graficos de tendéncia para avaliacado da estabilidade em longo prazo na
temperatura de referéncia.
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Tabela 22 — Anadlise de regresséao da estabilidade em longo prazo

Elemento Inclinagéo Intercepgao Desvio-padrdo da  p-valor
(1C) *1C) inclinag&o s(b1) (95%)
5a (-0,03853?—706,((3)4612) 2, 131?; 57) 0,017272 0,6674
ca (0,12121f57,23701) (22§i253) 1,18402 0,0414*
N (-9,82;1(?—11062,3511) (134134—110477) 7,512081 0,5833
M (0,821:;’31—735344) (28,3(;(1’;2,2) 713423 0,00001*
NI (-0,02()6,38(4)5?),8:3812) (1,52’_717,95) 0,014603 0,7100
S (-0,01?7,?);88?575833) (22;4:215, 5) 0,162616 0,0631
v oo 1,49 0,010951 0,5895

(-0,0305-0,018230)  (1,32—-1,60)

*Significativa a um nivel 95% de confianca

Para os parametros que nao sao considerados estaveis, estes ndo poderao ter seus

valores certificados, a menos que a extensdo esperada da degradacdo além do
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periodo avaliado seja convertida em desvio-padrao e acrescida a incerteza do material
de referéncia (ISSO, 2017). No caso dos analitos reprovados neste trabalho (Ca e Mg)
em questdo, observou-se um efeito contrario, um aumento consideravel na

concentracdo, ndo sendo aplicavel entdo a compensacao na incerteza do material.

Na tentativa de explicar o efeito observado para os elementos que nédo apresentaram
estabilidade nas condi¢cdes estudadas, foi plotado um grafico da concentracdo do
elemento (Ca e Mg) em relacdo a adgua emulsionada (Figura 23) e nele foram
identificadas as respectivas unidades. Apesar de ter sido observada uma correlagéao
significativa entre os elementos Ca e Mg com agua emulsionada (Tabela 17), neste
grafico ndo foi possivel atribuir o aumento da concentracdo desses elementos a
problemas no processamento, porque foram encontradas unidades com numeracao

mais baixa que 80 (n° 3 e n° 65) e que apresentaram valores de concentracdo maiores.

Figura 23 — Correlacéo entre fragdo massica do analito e agua emulsionada (KF).
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Uma outra hipétese levantada € que a variabilidade observada pode ter ocorrido
durante o preparo da amostra. Essa hipétese ndo p6de ser confirmada, visto que nao
foi possivel refazer o preparo da amostra devido a mesma ja ter sido manipulada para
a analise de Karl Fischer. Como a manipulacdo da amostra para Karl Fischer foi
realizada em ambiente ndo controlado para a questdo de elementos traco, possiveis
contaminacgdes poderiam ter ocorrido durante essa manipulagéo, ndo sendo prudente

uma nova determinagcao apos a essa manipulacao.

Ainda dentro da avaliagdo da estabilidade do material, foi realizado o

acompanhamento da variacdo de massa ao longo do tempo das unidades utilizadas
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nos estudos de estabilidade (9 meses). Para isso, alguns frascos selecionados foram
expostos nas mesmas condi¢cdes de temperatura da estabilidade curto prazo: em
geladeira (+4 a +6 °C), em temperatura ambiente do laboratorio (+20 a +26 °C) e em
estufa (+35 a +50 °C).

Foi observado que quanto maior a temperatura em que a unidade ficou exposta, mais
pronunciada foi a perda de massa da mesma, conforme mostrado na Tabela 23. Por
ser tratar de um petréleo com grau API maior, essa perda de massa pode ser atribuida
a perda de componentes volateis. Para as unidades mantidas na geladeira, apesar da
variacdo de massa meédia ter dado negativo, algumas unidades tiveram variacao

positiva, ou seja, tiveram ganho de massa.

Tabela 23 — Variacdo de massa no frasco fechados

Perda de massa

Temperatura )
média (%)
Geladeira (+4 a +6 °C) -0,006%
Laboratério (+20 a +26 °C) -0,049%
Estufa (+35 a +50 °C) -0,308%

4.10 AVALIACAO DA INCERTEZA PROVENIENTE DA ESTABILIDADE

Para a estimativa da incerteza relativa a estabilidade, foi utilizada a Equacéo 7,
considerando-se o desvio-padrao da inclinagéo da reta s(bi) e o tempo do estudo
realizado (t):

Uirs = S(bl). t (7)

A Tabela 24 mostra os dados da incerteza-padréo referente a estabilidade em longo
prazo. Nao foi possivel estimar a incerteza-padrdao da estabilidade em curto prazo,
pois foi utilizado o estudo is6crono e para a temperatura de referéncia considerada
(+20 a +26°C) apenas duas amostras foram analisadas, ndo sendo possivel fazer a

analise de regresséao.
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Tabela 24 — Valores de incerteza-padrao referentes a estabilidade (t = 12 meses)

Incerteza-padréo

Elemento
(Uestan) / (Mg g7) (%)
Ba 0,21 (9,3%)
Na 85 (6,1%)
Ni 0,12 (6,5%)
Sr 1,9 (8,1%)
Y, 0,09 (5,6%)

4.11 CARACTERIZACAO DO MATERIAL DE REFERENCIA

Para o estudo colaborativo, o material enviado foi dividido em 2 blocos de amostras
para cada laboratério. O objetivo da divisdo das amostras em 2 blocos foi avaliar uma
possivel influéncia devido a ordem de processamento e obter um conjunto de dados
para avaliacdo de desempenho dos laboratérios participantes. A diferenca na posicao
de processamento entre as amostras do bloco 1 para o bloco 2 era de, no minimo, 50
frascos. Por exemplo, se um laboratério recebeu dois frascos do bloco 1, da ordem de
processamento numerados como 6 e 7, os dois frascos do bloco 2 foram com
numeracao de processamento de 85 e 86. Alguns laboratérios receberam apenas 1

bloco devido a quantidade de amostra solicitada por eles.

Figura 24 — Embalagem enviada com as amostras para o estudo colaborativo
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Os resultados enviados pelos laboratorios estdo disponiveis no Apéndice C, onde é
possivel verificar os valores das replicatas para cada laboratério, separados por bloco

(1 e 2), incluindo ainda a média e a amplitude.

Os resultados obtidos para os elementos Ba, Ca, Mg, Na, Ni, Sr e V foram plotados
em gréaficos na Figura 25, onde é possivel visualizar as médias dos resultados com
seus respectivos desvios-padrdo. Para os elementos Co, Fe, Mo e Mn ndo foram
plotados os gréficos, pois nem todos os laboratorios reportaram os seus resultados
desses elementos e outros reportaram como nao detectados. Para fins de
comparacao, os dados foram ordenados por técnicas analiticas e procedimentos de
preparo utilizados. Os laboratorios participantes foram identificados de acordo com a
numeracao recebida (1 a 5). No gréfico ainda foram representados os blocos de
amostras por laboratorio, representado pelo ndmero entre parénteses Bloco (1) e
Bloco (2).

Para os elementos Ba, Ca, Mg, Na e Sr foi observada grande variabilidade nos
resultados dos participantes do estudo colaborativo. Essa variabilidade foi atribuida a
falta de exatiddo nos métodos utilizados, visto que a determinacédo desses tipos de
elementos em amostras de petréleo geralmente requer otimizacées nos parametros
instrumentais e/ou preparo de amostras (TREVELIN et al., 2016; VIEIRA et al., 2019),
0s guais possivelmente ndo fazem parte da rotina de alguns desses laboratérios. Com
isso, os resultados dos elementos Ba, Ca, Mg, Na, Sr ndo foram considerados para a
caracterizacdo por estudo colaborativo. Sendo assim, apenas o Ni e V foram

considerados para fins de caracterizacao utilizando esta abordagem.
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Figura 25 — Resultados do estudo colaborativo (média + desvio-padrao)
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Para a abordagem multi métodos, foram utilizados os métodos 1, 2, 3, 4 e 5, descritos
no item 3.7.2. Os métodos 1, 2 e 3 foram desenvolvidos pelo Laboratério de
Espectrometria Atdmica (LEA) no Nucleo de Competéncias em Quimica do Petroleo
(NCQP), na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). O método 4 € método
desenvolvido pela Petrobras (N-2440), enquanto o método 5 é o método normalizado
da ASTM, porém devido a grande discrepancia observada nos resultados 0 mesmo
ndo foi considerado nessa abordagem. As caracteristicas de desempenho dos
métodos utilizados estdo apresentadas no Apéndice D. Os resultados obtidos séo
mostrados na Tabela 25.

Tabela 25 — Fragdo massica (ug g') dos analitos Ba, Ca, Mg, Na, Ni, Sr e Ve
respectivos desvios-padrdes (+ DP) obtidos por diferentes métodos (n=3 a 20).

Parametros Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
MW EIQE NANO N-2440
Ba 2,23+0,15 1,22+ 0,17 2,05+0,01 3,03+0,12
Ca 228 + 15 306 +5 261 +2 236 + 37
Mg 31,4+28 31,1+19 27,3+04 -
Na 1403 = 107 1715+ 78 1516 +6 -
Ni 1,77 £ 0,15 - - 1,75+0,21
Sr 240+1,6 28,8+1,3 25,2+0,2 -
Vv 1,56 = 0,06 - - 1,66 £ 0,20

Os valores obtidos pelo estudo colaborativo e pela abordagem multi métodos foram
combinados de acordo com o item 4.7 de forma a obter o valor atribuido e a respectiva

incerteza de medicéo para cada analito.

4.12 ATRIBUICAO DE VALOR DE PROPRIEDADE E INCERTEZA

A atribuicdo de valor de propriedade foi realizada somente pela abordagem in house
de multi métodos, visto que a quantidade de participantes do estudo colaborativo ndo

foi suficiente para obtencé&o do valor designado conforme a norma ISO 13528.
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Todos os elementos avaliados pelos métodos in house foram combinados utilizando
a abordagem descrita por Levenson e colaboradores (2000). Nesse trabalho, os
autores apresentam um passo a passo para combinar resultados provenientes da
caracterizagdo por mdaltiplos métodos segundo a ISO GUM. Essa abordagem é
indicada quando se tem poucos métodos e os efeitos ndo sdo completamente
conhecidos. Os autores chamaram essa abordagem de two-methods problem
(problema de dois métodos), embora a abordagem possa ser utilizada por trés ou
quatro métodos.

Antes da aplicacdo da abordagem de Levenson, foi avaliada a equivaléncia entre os
métodos através de testes estatisticos. Em estudos onde se busca comparar a
distribuicdo de trés ou mais grupos de amostras independentes, frequentemente se
utiliza a analise de variancia (ANOVA). Nesse caso, 0 resultado evidencia que a
distribuicdo de pelo menos um dos grupos se difere das demais, mas néo indica entre
quais grupos a diferenca é significativa. Assim, se faz necessario utilizar testes de
comparagdes multiplas, onde foi escolhido o teste de Tukey para essa comparacao.
O teste de Tukey consiste em comparar todos 0s possiveis pares de médias e se
baseia na diferenca minima significativa (D.M.S.), considerando os percentis do grupo.
No célculo da D.M.S. utiliza-se também a distribuicdo da amplitude total estudentizada
(studentized range), o quadrado médio dos residuos da ANOVA e o tamanho amostral

dos grupos.

Os resultados por elemento avaliado no teste de Tukey, encontra-se na Figura 26.
Para que os métodos possam ser considerados equivalentes, o valor O (zero) deve
estar contido nos intervalos de confianca e o valor-p, deve ser maior que o nivel de
significancia adotado (valor-p > 0,05). Dessa maneira, para o calculo do valor atribuido
foram considerados somente os métodos que mostraram equivaléncia entre si.
Quando mais de um par de métodos apresentou equivaléncia foi considerado o par

de menor intervalo de confianca.



Figura 26 — Representacao do intervalo de confianca no teste de Tukey
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Intervalos de Confianga (95%)

N-2240-MW -

valor-p = 0,20478

&
e

T
-0.05

0.00

T T T
0.05 0.10 0.15
Intervalos de Confianga

T
0.20

T
0.25

T
0.30

Intervalos de Confianga (95%)

Sr :

valor-p = 0,999 .

MANO-MW - | @

| valor-p =0,0028 | |

NANO-EIQE 5 | < | ;
| valor-p =0,0028 | \

MW-EIQE — | @ | E

T T T T T I

5 4 -3 2 1 0

Intervalos de Confianga

106



107

Intervalos de Confianga (95%)

valor-p = 0,0957

&

N-2240-MW = o

T i T T T T T T T T L
-0025 0000 0025 0050 0075 0.100 0125 0150 0175 0200 0.225
Intervalos de Confianga

Para os métodos aprovados nos testes estatisticos, foi calculada a incerteza
associada a cada processo de medicdo. Para fins dessa estimativa, basicamente, 0s
métodos utilizados foram separados nas seguintes etapas: preparacdo da amostra,
preparacao das solu¢cbes da curva analitica, construcéo da curva analitica e andlise

das amostras no equipamento. A Figura 27 ilustra a interacdo entre as etapas:
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Figura 27 — Fluxograma das etapas envolvidas no processo de medicéo

Preparagdo gravimétrica Preparagdo gravimétrica
das amostras (incluindo das solugdes da curva
diluicdes) analitica

Construgdo da Curva
Analitica
(

ICP OES; ICP-MS; F AAS)

Analise da amostra no
equipamento

Resultados

A relacao das variaveis de entrada no célculo do mensurando € demonstrada

através da Equacéo 8.

(8)

Onde,

C é a fracdo massica do analito na amostra (em ug g?),

L é a fracdo massica do analito encontrada na aliquota analisada (em pg g*),
Mgem € @ massa, em gramas, da solucdo da amostra digerida

mgy, € a massa, em gramas, da amostra digerida

FD é o fator de diluicdo gravimétrico, calculado pela razdo da massa, em gramas, da
solucédo da aliquota da amostra analisada (msa)) € massa, em gramas, da aliquota da

amostra digerida retirada para diluicdo (mar)

A representagdo das fontes e componentes de incerteza estdo apresentadas no
diagrama de espinha de peixe mostrado na Figura 28. A linha horizontal central é o

mensurando o qual se deseja obter a estimativa da incerteza, ou seja, € a fracao
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massica do mensurando em pg gl. As ramificacées da linha principal séo fontes e

componentes que afetam a incerteza do mensurando.

Figura 28 — Diagrama Espinha de peixe das fontes de incerteza associadas baseado
no modelo mateméatico do mensurando

Mgy My, Leitura

Calibragdo

Balanga \L
Resolugao

Calibracdo

Balanga ‘L
Resolucdo

-1
C(ng.g?)
Calibragdo Calibragao
J/ Balanga \L Balanga
Resolugado Resolugdo

Replicatas Mam Msam

A medicdo da amostra diluida também é afetada por fontes e componentes de
incerteza, associadas a replicatas das leituras, ajuste da regressdo linear e dos
padrdes utilizados na construcado da curva analitica (Figura 29). Os padrdes por sua
vez, também trazem incertezas herdadas do processo de preparo e da solu¢édo padréo
estoque (Figura 30). Muitas vezes ainda, dentro do processo de preparo dos padroes,

deve ser incluido solu¢des intermediarias utilizadas.

Figura 29 — Diagrama Espinha de peixe das fontes de incerteza associadas a medi¢éao
na curva analitica

Concentragdo Replicatas de
(Co) leitura

// // / e
P5 P4 P3 P2 P1
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Figura 30 — Diagrama Espinha de peixe das fontes de incerteza associadas ao

preparo dos padrdes da curva

Densidade

Certificado

Solucdo padrao para
Curva (pg.kg?)

Calibragdo Calibragao

l Balanga l Balanca
Resolugdo Resolugado
massa da solugao massa da aliquota

preparada do padrao

A seguir segue o detalhamento de cada fonte:

a) Incerteza associada a pesagem (valido para todas as pesagens)
Como todo o preparo das solucdes padrao e amostras (incluindo diluicdes para leitura)
foram realizadas, de forma gravimétrica, a estimativa da incerteza associada a
pesagem descrita a seguir se aplica a todos os preparos citados. Nesta operacao
contribuiram na avaliacdo das incertezas associadas a incerteza herdada da
calibracédo da balanca e a resolucéo dela.

Para incerteza proveniente de certificados de calibracdo dos instrumentos, a
incerteza expandida U informada no certificado deve ser transformada em incerteza-
padréo conforme a Equacao 9.

U

Ucert = 3, ©)

Onde U é a incerteza expandida apresentada no certificado e k € o fator de
abrangéncia utilizado pelo laboratério de calibracdo, também descrita no certificado
de calibragéo da balanca.

A resolucéo é definida como a menor variacdo da grandeza que causa uma variacao
perceptivel na indicacdo correspondente (VIM, 2012). Para instrumentos digitais, a
incerteza-padrédo pode ser estimada a partir do ultimo digito significante (uds), de
acordo com a Equacéao 10.
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__uds
Ures = 23 (10)

Aincerteza associada a pesagem combina as duas componentes acima, gerando uma

Unica incerteza associada a pesagem, representada pela Equagéo 11.

— 2 2
Un = \/ucert + Ures (11)

b) Incerteza associada a variabilidade / precisao /dispersdo do método de
ensaio (valido para replicatas de leitura e replicatas de preparo)
A incerteza-padrao associada a execucao de replicatas pode ser estimada a partir do
desvio padréo da média de um conjunto de N medi¢des repetidas conforme Equacéo

12.
S

urep = \/_N (12)

Onde s é o desvio-padrdo da média e N é o numero de medigdes repetidas.

c) Incerteza-padréo associada a fracdo massica de um mensurando em
uma amostra
Para o célculo da incerteza-padrao associada a fracdo massica do analito na amostra,
foram consideradas as seguintes fontes:
e Incerteza-padrao associada a interpolacdo da leitura da amostra na
curva de calibragéo;
e Incerteza-padrao associada a preparacédo dos padrbes de trabalho e/ou

incertezas associadas a padrdes comerciais com certificado:

Para a estimativa da incerteza associada a interpolacdo na curva analitica ajustada

pelo Método do Minimos Quadrados (MMQ) foi utilizada a Equacao 13.
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S 1 1 (c,—70)?
Uco ==X |—F+—+——F
B p n Syx
(13)
Onde B é ainclinagédo da curva analitica; p € o namero de replicatas para determinar
Co; n é o numero de medidas da curva; Co é a concentracdo da amostra; C € a média

das concentragbes dos padrbes e e S e Sxx séo definidos pelas Equacdes 14 e 15.

?:1(3’ _ ycalc)2

S =
n—2

(14)

n

Sex = ) (€ = C)?

j=i (15)
A incerteza-padrao associada aos padrdes de trabalho foi obtida a partir da Lei de
Propagacédo das incertezas baseadas nas diluicdes gravimétricas a partir de uma
solucdo padrao comercial. Para a solucdo comercial, foi considerada a incerteza

descrita no certificado, sendo calculada a incerteza-padrao conforme Equacgéao 9.

Para as solucdes preparadas para a construcao da curva, a incerteza de cada padréo
foi calculada baseada na incerteza-padrdo da solucdo estoque e da incerteza da
pesagem, visto que a diluicdo realizada foi gravimétrica. A incerteza total associada

as solucdes padréao foi obtida conforme Equacéo 16.

— 2 2 2
Upadroes = \/upl T Upy + o0t Upp (16)

Onde upz, Up2, ..., Upn SA0 as incertezas-padrao de cada padrao utilizado.

A Tabela 26 mostra o resumo da incerteza-padrdo combinada referente a cada

método de medicdo associada do elemento avaliado.
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Tabela 26 — Incerteza-padréao dos resultados por método

Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
Elemento Parametros

MW EIQE NANO N-2440

X, 2,23 - 2,05 -
Ba u(Xi) 0,49 - 0,36 -
n 24 - 3 -

X, 228 - - 236

Ca u(Xi) 72 - - 37

n 24 - - 6
X, - 31,1 27,2 -
Mg u(Xi) - 1,9 0,5 -
n - 3 3 -
X, 1403 - 1516 -
Na u(Xi) 67 - 16 -
n 24 - 3 -

X, 1,77 - - 1,75

Ni u(Xi) 0,04 - - 0,09
n 24 - - 6
X, 24,0 - 25,2 -
Sr u(Xxi) 2,9 - 2,1 -
n 24 - 3 -

X, 1,56 - - 1,66

Vv u(Xi) 0,03 - - 0,08
n 24 - - 6

Onde X, é a média dos resultados obtidos por analito, u(Xi) é a incerteza-padréo
combinada da média e n é o nimero de replicatas utilizadas na estimativa da média e
da incerteza.

A partir dos dados da Tabela 26, foi realizada a combinacéo dos resultados conforme
abordagem de Levenson. Nessa abordagem, a incerteza “dentro do método” (within-

method) é combinada com a incerteza “entre os métodos” (between-method). Para a
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incerteza “dentro do método”, foram consideradas as incertezas determinadas na
Tabela 25. Para a incerteza “entre os métodos”, a mesma foi calculada a partir da
tendéncia entre os métodos, bias, sendo modelado através de uma distribuicédo B
(LEVENSON et al., 2000). Essa incerteza também é chamada de BOB, ou seja, Type

B On Bias e foi estimada conforme Equacao 17.

| X1—-X>|
23

E a incerteza final da caracterizacdo € calculada pela Equacédo 18, onde u(X) € a

u(B) = (17)

incerteza-padrdo combinada dos dois métodos e u(B) € a incerteza entre os métodos:

u(y) = \/uz (X) + u?(B) (18)

Para o célculo da incerteza-padrao combinada dos dois métodos, foi utilizada a
Equacao 19, que leva em consideracao a contribuicdo de cada método no valor final

atribuido, que foi calculado a partir da média:

1

u(x) = J @) vz + () vrex) 19)

Os graus de liberdades efetivos para cada etapa foram calculados utilizando a formula
de Welch-Satterthwaite conforme descrito na Equacéo 20:

ut

> =
erf 21: (ui' C.‘i)4

791 (20)

Onde veff S0 o0s graus de liberdade efetivos, uc € a incerteza-padrao combinada, ui.Ci
€ a contribuicdo de incerteza de cada fonte e vi sdo os graus de liberdade de cada

fonte.
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A Tabela 27 mostra os valores atribuidos e as respectivas incertezas utilizando a

abordagem de Levenson.

Tabela 27 — Valores atribuidos e incerteza segundo Levenson

Incerteza-padréao

Pardmetro  Valor atribuido combinada
Uc (%)
Ba (ug g 2,14 0,31 (14,4%)
Ca (ug g?) 232 41 (17,5%)
Mg (ug g2) 29,2 1,5 (5,1%)
Na (ug gt) 1460 47 (3,3%)
Ni (g g}) 1,76 0,05 (2,8%)
Sr (ug g?) 24,6 1,8 (7,4%)
V (ug g?) 1,61 0,05 (3,2%)

Com os valores atribuidos e incertezas estimadas, foi calculada a incerteza-padréo

combinada do material de referéncia usando a Equacéo 21.:

Urm = \/ughar + uleom + ulzts (21)

A Tabela 28 mostra a contribuicdo de cada uma das fontes na incerteza final

do material de referéncia e a incerteza expandida calculada conforme Equagé&o 22:

URM = uRM.k (22)

Onde Urwm € aincerteza expandida, Uy € a incerteza-padrdo combinada e k € o fator

de abrangéncia, calculado a um nivel de significancia de 95,45%.
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Tabela 28 — Estimativa de todas as fontes de incertezas dos estudos de certificacéo

obtidas para cada elemento

Elemento Uchar Uhom Uits URM Urm (k=2)

(%) (%) (%) (Mg 9™ (%) (Mg g™) (%)

Ba 14,4% 8,2% 9,3% 0,40 (19,0) 0,81 (38%)

Ca 17,5% 11,2% n.c. n.c. n.c.

Mg 5,1% 3,8% n.c. n.c. n.c.

Na 3,3% 4,5% 6,1% 120 (8,3%) 240 (16,5%)

Ni 2,8% 3,5% 6,5% 0,14 (7,9%) 0,28 (16%)

Sr 7,4% 3,1% 8,1% 2,8 (11,4%) 5,6 (22,8%)

\Y 3,2% 1,6% 5,6% 0,11 (6,6%) 0,21 (13%)

n.c. — Nao calculado

Comparando os valores obtidos do MRC produzido com os materiais GBW11201 e

GBW11202 (China) e o material produzido por Shehata e colaboradores (2017), é

possivel verificar que trata-se de um material com caracteristicas diferentes e que vem

complementar os desenvolvimentos ja realizados até o momento, conforme mostrado

na Tabela 29. O material se difere tanto pela presenca dos elementos contra ions do

cloreto e Ni e V em niveis mais baixos, e vem representar a classe dos petréleos

brasileiros.
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Tabela 29 — Comparacéo dos valores certificados dos materiais de referéncia para

elementos tracos em petroleo

(SHEHATA;
Analito “MRC  GBW11201 GBW11201 MOHAMED; GAB-
ALLAH, 2017) (U%)
As (g g*) - 0,06 - -
Ba (ug g%) 2,14 15,4 ; ]
Ca (ug g?) 232 - 2,57 -
Co (ug g) - - 4,87 -
Fe (ug gb) - 7.7 19,5 9,21 (8,3%)
K(ug g7 - 0,72* - -
Mg (ug g) 29,2 - - 0,97 (20,6%)
Mn (g g*) - 2,69 - -
Na (ug g?) 1460 11,2 - -
Ni (ug g2 1,76 - 99 50,69 (5,8%)
S (%) - - - 2,30 (6,5%)
Sr (g g*) 24,6 - - -
V (ug gb) 1,61 - 2,28 61,26 (4,6%)

*Valor indicativo, **Presente estudo

Apesar de ndo ter sido alcancado a incerteza pretendida de 5%, ao comparar as
incertezas obtidas neste trabalho com as obtidas por Shehata e colaboradores (2017),
observa-se que as mesmas sdo compativeis, considerando o nivel de fracdo massica
em gue alguns elementos se encontravam, e que o material produzido foi proveniente
de uma Unica amostra de petréleo. Foi considerado que as incertezas obtidas para o
material de referéncia néo inviabilizam o seu uso, considerando a heterogeneidade
inerente da matriz e as caracteristicas de desempenho dos procedimentos de medi¢cao

existentes.

4.13 RASTREABILIDADE METROLOGICA

Com relagéo a rastreabilidade metrologica, o material de referéncia tem todos os

resultados expressos em g g, que é uma unidade derivada do sistema internacional
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de unidades (SI). A rastreabilidade metrologica dos valores atribuidos aos elementos
certificados depende diretamente da cadeia de rastreabilidade de cada um dos valores

utilizados no calculo da incerteza de medicao.

Como nem todos os laboratorios participantes do estudo colaborativo possuiam a
rastreabilidade metrologica declarada, os resultados validos obtidos deste estudo
foram utilizados apenas como confirmacéo dos resultados obtidos pelos métodos in
house. Para os métodos in house, apenas os métodos 1(MW) e 4 (N-2440)
apresentaram rastreabilidade metrolégica para todas as medi¢des, contando com
todas as preparacfes gravimétricas em balanca devidamente calibrada por laboratério
da Rede Brasileira de Calibracdo (RBC) e solucfes padréao de produtores de materiais
de referéncia acreditados na ISO/IEC 17034. Os certificados de calibragédo e dos

materiais de referéncia utilizados na calibragdo encontram-se em Anexo 1.

Com base na qualidade dos resultados obtidos, os valores de propriedade atribuidos

neste trabalho foram classificados como:

« Valores certificados — valores atribuidos com suas respectivas incertezas de
medicao e que apresentam rastreabilidade metroldgica para todas as medi¢cées
realizadas.

« Valores de referéncia — valores atribuidos com suas respectivas incertezas de
medicdo, porém ndo apresentam rastreabilidade metroldgica.

o Valores informativos — valores de propriedade que ndo puderam ser

atribuidos estatisticamente.

A Tabela 30 apresenta a avaliacao e classificagdo para os analitos avaliados.



Tabela 30 — Classificacdo dos valores de propriedades obtidos

Elemento p* Técnicas Classificagao
Ba 27 ICP OES; ICP MS  Valor de referéncia
Ca 30 F AAS; ICP OES Valor informativo

Co** 5 ICP OES; ICP MS Valor informativo
Fex** 7 ICP OES; ICP MS Valor informativo
Mg ICP OES Valor informativo
Na 27 ICP OES Valor de referéncia
Ni 30 ICP OES; ICP MS Valor Certificado
Sr 27 ICP OES Valor de referéncia
Vv 30 ICP OES; ICP MS Valor Certificado

*p é a quantidade de

dados utilizados para atribuicdo do valor

**Valores obtidos do estudo colaborativo
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4.14 ROTULO E CERTIFICADO DO MATERIAL DE REFERENCIA PRODUZIDO

Para a confeccao do rétulo e o do certificado, foi utilizada as orienta¢cdes do guia ABNT

ISO Guia 31 (ABNT, 2017) onde a mesma traz o contelddo minimo que deve ser

disponibilizado ao usuéario do material de referéncia. A Figura 31 mostra o rétulo do

material produzido. Ja o certificado, esta disponibilizado no Apéndice E.

Figura 31 — Rétulo do material de referéncia produzido.

MRC — MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO
CRM- CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

LEA PC-1: Elementos traco em Petréleo
(Metals in Crude Oil)

 FES

UHIVERS DADE FEDELA.
{§170 SANTD

Av. Fernando Ferrari, 514, Goiabeiras,
Vitéria, Espirito Santo, Brasil, CEP 29075-710
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4.15 DISTRIBUICAO E MONITORAMENTO DO MATERIAL DE REFERENCIA
PRODUZIDO

O material certificado produzido sera distribuido gratuitamente pelo Laboratério de
Espectrometria Atbmica (LEA) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
Para obter o material, o laboratério deve solicitar ao LEA a quantidade de material
desejado. O LEA também fara o monitoramento da estabilidade do material produzido
anualmente e qualquer alteragéo sera informada aos laboratérios que receberam o

material.
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5 CONCLUSAO

O material preparado se mostrou homogeneo para todos os elementos estudados e
os valores para compomente de incerteza devido a homogeneidade nao afetaram
significativamente a incerteza final do material. Neste estudo também foi possivel
aplicar além das técnicas estatisticas univariadas classicas como os testes de ANOVA
e regressdo, as técnicas de andlise multivariada como a andalise de componentes
principais (PCA). A utilizac@o destas técnicas para esse tipo de estudo ndo esta muito

difundida, mas ja é possivel encontrar trabalhos que se utilizaram das mesmas.

Um outro aspecto importante dos materiais de referéncia é a sua estabilidade. O
material produzido foi testado em diferentes temperaturas e tempos, simulando as
condi¢cdes as quais o material poderia estar normalmente exposto. O estudo de
estabilidade em curto prazo mostrou que o material de referéncia pode ser
transportado sob condi¢cdes usuais de transporte. Ja no estudo de estabilidade em
longo prazo, os resultados foram satisfatérios para todos os elementos estudados,
exceto para o Ca e Mg.

Os resultados satisfatorios nos estudos de homogeneidade e estabilidade,
demonstraram que o candidato a material de referéncia era apto a ser caracterizado
sendo enviado a diferentes laboratérios nacionais e internacionais para sua
caracterizacdo. Da avaliacdo conjunta dos resultados do estudo colaborativo,
caracterizacao in house e os estudos de homogeneidade e estabilidade realizados,
conseguiu-se atribuir valores a 5 elementos e com suas respectivas incertezas, (2

valores certificados e 3 valores de referéncia) e ainda 5 valores informativos.

Conclui-se, portanto, que a producdo do material atingiu o seu uso pretendido,
podendo ser distribuido aos principais laboratorios de analise do setor, para utilizacao,

na garantia de qualidade das medi¢@es feita em petréleos brasileiros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como considerac0es finais, ressalto que neste trabalho foram desenvolvidas todas as
etapas necessarias para a preparacao e caracterizacdo de um material de referéncia
segundo os requisitos das normas internacionais. Um dos grandes desafios deste
estudo foi a etapa de preparacdo, em que foi necessario obter amostras com as
caracteristicas e niveis desejados, além de propor um processo de homogeneizagao

gue pudesse ser monitorado antes do envase do mesmo.

Embora existam protocolos claros e descritos na literatura sobre as etapas da
producdo do material de referéncia, a execucdo dessas etapas ndo € uma tarefa trivial.
Cada material selecionado possui caracteristicas especificas, as quais exigem do
produtor conhecimentos e capacitacdo técnica, para corre¢cbes, adequacdes ou
mesmo desenvolvimento de novos protocolos. A capacitagdo e a experiéncia
adquirida no processo de preparo e caracterizacdo do material de referéncia em

petréleo foram um passo importante no desenvolvimento metrolégico nacional.

Futuros trabalhos em materiais de referéncia em petréleo com outras caracteristicas
poderdo atribuir valores certificado a estes e outros elementos devido sua grande

importancia.
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APENDICE A

Otimizacéao das condi¢cdes operacionais do ICP OES utilizado no Método 1

a) Eficiéncia da Decomposicao

A decomposicdo de uma amostra se da pela reacdo do &cido nitrico com a matéria
organica, formando como produtos o dioxido de carbono, o 6xido nitrico e a agua.
Durante esse processo, ha um consumo de acido e, portanto, a acidez residual nos
digeridos pode auxiliar no seu entendimento. Tal fato pode ser explicado pela
regeneracao do 4cido nitrico, que ocorre devido ao 6xido nitrico reagir com o oxigénio
presente na coluna de gases do frasco de digestdo, produzindo o dioxido de
nitrogénio. Em seguida, o diéxido de nitrogénio ao interagir com a 4gua regenera parte
do acido nitrico, garantindo a continuidade do processo. Para avaliacdo da eficiéncia
de decomposicdo foram utilizadas diferentes amostras de petréleo, sendo
determinado a acidez residual e a eficiéncia da decomposicdo da matéria organica
(EDMO). A acidez residual média dos digeridos ficou em torno de 94%, mostrando
que praticamente todo acido utilizado na decomposicéo foi regenerado.

EDMO = % x100 (23)
TCC

Onde TCC ¢é o teor de carbono total da amostra e RCC é o teor de carbono residual
calculado a partir do carbono orgéanico dissolvido (DOC).

A EDMO variou de aproximadamente 83% a 91%, de acordo com o tipo de amostra,
massa digerida e quantidade de &gua presente na mesma. Esses resultados
evidenciam uma decomposicao efetiva da matéria organica presente na amostra,

quando a digestao foi realizada com o acido nitrico (7 mol L1).

b) Otimizacdo dos parametros espectrais do ICP OES

Otimizar um experimento significa encontrar os valores das variaveis que irdo produzir

a melhor resposta desejada, ou seja, encontrar a regiao 6tima na superficie definida
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pelos fatores. O planejamento composto central (CCD) é a classe de planejamento

mais utilizada para ajustar modelos quadraticos, A matriz experimental juntamente

com as intensidades normalizadas esté apresentada na Tabela 31.

Tabela 31 — Matriz Experimental CCD.

Intensidade
Experimentos Pot TAsp GN Normalizada Pontos
1 -1 -1 -1 2,954717
2 -1 -1 +1 0,80929
3 -1 +1 -1 3,686856
4 -1 +1 +1 1,046305
5 +1 -1 -1 3,485137  Planejamento
6 +1 -1 +1 0,998698 Fatorial
7 +1 +1 -1 4,355415
8 +1 +1 +1 1,233734
9 -1,68 0 0 1,600373
10 +1,68 0 0 2,306586
11 0 -1,68 0 1,563975
12 0 +1,68 0 2,218902  Pontos Axiais
13 0 0 -1,68 4,571414
14 0 0 +1,68 0,932366
15 0 0 0 2,094024
16 0 0 0 2,040377  Ponto Central
17 0 0 0 2,10911  + Repeticdes

A intensidade normalizada foi a maneira encontrada de agrupar as diferentes

respostas de cada analito em uma resposta Unica que representasse cada

7z

experimento. A normalizagdo das intensidades avaliadas é feita dividindo-se o

valor de intensidade de cada elemento em determinado experimento pelo maior valor

obtido nas intensidades do mesmo elemento. O valor deve estar compreendido entre

0 e 1. Apoés realizar esse procedimento para todas os elementos avaliados, faz-se o

somatorio dos valores por experimento. A partir das intensidades normalizadas, foi
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calculado os coeficientes da equacédo para descrever o modelo. A Equacao 24 mostra

0 modelo ajustado para a otimizacdo ja com os termos significativos:

Int. Norm.= 3,446 + 0,552 x (Pot) + 0,690 x (TAsp) -2,620 x (GN) + 0,488 x (GN)? +

+0,025 +0,041 +0,041 +0,041 +0,042
-0,267 x (Pot) x (GN)  (24)
+0,054

Os parametros significativos do modelo estdo representados no diagrama de
Pareto (Figura 32) obtido pelo software Statistica. A linha tracejada, corresponde ao
efeito minimo que uma variavel, ou interacdo entre elas, deve produzir para causar
variacao significativa no sinal analitico com uma confianca de 95%. Para os termos
lineares todos os trés fatores estudados foram significativos e apenas ao fluxo do gas

de nebulizacao (GN) foi significativo no termo quadratico.

Figura 32 - Diagrama de Pareto dos termos da equacdo do modelo.
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Para a validacdo do ajuste do modelo foirealizada a analise de variancia
(ANOVA) conforme mostrado na Tabela 32.



Tabela 32 - Analise de Variancia (ANOVA) do modelo.
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Fonte de variacao SQ gl MQ F p-value
Pot (L) 1,042 1 1,042 178,431 0,005588*
TAsp (L) 1,628 1 1,628 278,720 0,003569*
GN (L) 23,451 1 23,451 4016,054  0,000249*
GN (Q) 0,77643 1 0,77643 132,968 0,007437*
Pot x GN 0,14229 1 0,14229 24,368 0,038673*
Falta de Ajuste 0,5691 9 0,06232 10,673 0,088561
Erro Puro 0,01168 2 0,00584
Total 27,61150 16

R? = 0,9726 / R? ajustado = 0,9698

* Significativo para p < 0,05

Para a falta de ajuste o p-value foi ndo significativo (> 0,05) aceitando-se a hip6tese

de que a equacdo do modelo é adequada para descrever os dados, permitindo gerar

as superficies de resposta (Figura 33, 34 e 35):

Figura 33 - Superficie de resposta Pot, X TAsp.
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Figura 34 - Superficie de resposta GN x Pot.

Fitted Surface; Variable: Int. Morm
3factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=, 0058393
OV: Int. Morm.
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Figura 35 - Superficie de resposta GN x TAsp.

Fitted Surface; Variable: Int. Morm.
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; M3 Pure Error=,0053393
OV: Int. Morm
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Analisando as superficies de respostas foi possivel perceber que o acréscimo do sinal
analitico (intensidade normalizada) € representado pela regido de cor vermelha
intensa. Isto ocorre em baixos fluxos do gas de nebulizacéo, alta poténcia de RF e alta

taxa de aspiracao.

O efeito do GN pode ser explicado pelo fato do fluxo de gas mais alto diminuir o tempo
de residéncia dos analitos no plasma, ocasionando o esfriamento do plasma, e
reduzindo assim, a quantidade de &tomos e espécies ionizadas e por consequéncia o
sinal analitico. Em relacdo a poténcia, o seu aumento ocasiona um acréscimo do
sinal analitico, visto que o plasma se torna mais energético e quente, resultando em
maiores quantidades de atomos ou ions ionizados, provocando o0 aumento da
emissao de radiacdo e da intensidade do sinal. Ja a TAsp controla a quantidade de
massa do analito que entra na camara de nebulizacdo, entdo, quanto mais amostra
por unidade de tempo chega a camara, maior € a quantidade de atomos que chegara
ao plasma, resultando em maiores quantidades de 4tomos e ions ionizados e com

isso aumentando a emisséo de radiacao.

Com o intuito de obter os valores para os pontos 6timos de cada parametro, foi
realizada a derivada parcial do modelo em relacdo aos fatores avaliados obtendo as
melhores condicdes de 1300 W para a poténcia de RF, 0,8 L min! para o fluxo de gas
de nebulizacédo e 1,5 mL min' para a taxa de aspiragéo.
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Testes de Normalidade e Outliers das replicatas do estudo de homogeneidade

Bario

Percentual

Grafico de Probabilidade de Ba (ug/g)

Normal
Média 2,252
DesvPad 0,1552
N 28
AD 0,199
Valor-P 0,874
18 1,9 2,0 2,1 2,2 23 2,4 2,5 2,6 27
Ba (ug/g)
Grafico Outlier de Ba (ug/g)
Teste de Razao r11 de Dixon
Min  Max m P
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Ba (ug/g)



Teste de Outlier: Ba (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populago normal
Hipotese alternativa O menor ou o maior valor dos dados € um outlier
Nivel de significdncia o = 0,05

Teste de Razdo r11 de Dixon
Variavel N Min x[2] x[N-1] Max i1 P
Ba(ug/g) 28 18925 20352 25481 256098 022 0279

x[i] denota a i-ésima menor observagdo.
* NOTA * Nenhum outlier no nivel de significincia 5%

Grafico Qutlier de Ba (ug/g)
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Grafico de Probabilidade de Ca (AAS)
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Teste de Outlier: Ca (AAS)

Método

Hipdtese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populagio normal
Hipotese alternativa O maior valor dos dados & um outlier
Nivel de significdncia o = 0,05

Teste Q de Dixon
Variavel N Min x[2]  x[N-1] Max  r10 P
Ca (AAS) 24 23476 25214 32906 33940 010 0457

x[i] denota g i-ésima menor observagio.
* NOTA * Nenhum outlier no nivel de significancia 5%

Grafico Outlier de Ca (AAS)
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Teste de Outlier: Mg (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populago normal
Hipotese alternativa O maior valor dos dados & um outlier
Nivel de significdncia o = 0,05

Teste de Razdo r20 de Dixon

Variavel N Min %[2] x[3] x[N-21 x[N-11  Max 20 P
Mg lugfg) 29 21,07 2472 2498 4218 5364 5850 044 0,005

x[i] denota g [-€sima menor observagdo.

Outlier
Varidvel Linha  Outlier
Mg (ug/g) 5 584976

Grafico Outlier de Mg (ug/g)
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Teste de Outlier: Na (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populag3o normal
Hipotese alternativa  © maior valor dos dados € um outlier
Nivel de significancia o = 0,05

Teste de Grubbs

Wariavel N Média DesvPad Min Max G P
MNa (ug/g) 28 14102 1230 11955 17150 248 0,123

* NOTA * Nenhum outlier no nivel de significincia 5%

Grafico Outlier de Na (ug/qg)
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Teste de Outlier: Ni (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populagdo normal
Hipotese alternativa O maior valor dos dados & um outlier
Nivel de significancia o = 0,05

Teste de Razdo r21 de Dixon

Variavel N Min %[2] ¥[3] x[N-2] x[N-1] Max r21 P
Ni(ug/g) 29 12260 15814 15908 18819 21922 21922 051 0,001

x[i] denota a i-ésima menor observagdo.

Qutlier

Variavel Linha  OQutlier
Ni (ug/g) 15 219223

Grafico Outlier de Ni (ug/g)

Estroncio
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Grafico Outlier de Sr (ug/g)

Teste de Grubbs
Min  Max G P
20,37 27,28 2,26 0515
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Sr (ug/9)

Teste de Outlier: Sr (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sdo provenientes da mesma populagdo normal
Hipotese alternativa O menor ou o maior valor dos dados é um outlier
Mivel de significdncia o =0,05

Teste de Grubbs

Varidvel N Média  DesvPad Min Max G P
Sr{ugfg) 28 23874 1,554 20366 27276 226 0515

* NOTA * Nenhum outlier no nivel de significancia 5%

Grafico Outlier de Sr (ug/g)
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Grafico Outlier de V (ug/g)

Teste Q de Dixon
Min  Max rl0
143 172 031 0,020

<o -@e omn 00 . o e LN ) u
1,40 145 1,50 155 1,60 165 170 175
V (ug/9)

Teste de Outlier: V (ug/g)

Método

Hipotese nula Todos os valores de dados sido provenientes da mesma populagio normal
Hipotese alternativa O maior valor dos dados & um outlier
Nivel de significdncia o = 0,05

Teste Q de Dixon

Variavel N Min ¥[2]  x[N-1] Max  ri0o p
V{ug/g) 29 14268 14321 16282 17202 031 0020

x[i] denota a i-ésima menor observagdo.

Outlier

Variavel Linha _ Quther
V (ug/g) 14 1,72023

Grafico Qutlier de V (ug/q)
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Tabela 33 — Fracdo Massica (ug g?) dos resultados obtidos no estudo colaborativo.

Parametro | Laboratério Bloco Resultados Média | Amplitude
Amostra (Mg g™ (Mgg™h) | (ngg?)
Ba 2 1 2,35 2,08 2,24 2,22 0,16
Ba 3 1 0,71 0,68 0,66 0,68 0,02
Ba 3 2 0,82 0,9 0,88 0,87 0,03
Ba 4 1 2,68 1,72 1,83 2,08 0,36
Ba 4 2 2,41 1,84 2,02 2,09 0,25
Ba 5 1 0,876 0,88 0,837 0,86 0,04
Ca 2 1 254 260 281 265 21
Ca 3 1 91,2 73,4 83,7 82,8 10,3
Ca 3 2 132 146 135 138 11
Ca 4 1 139 109 38,1 95, 70,5
Ca 4 2 430 745 452 542 293
Ca 5 1 90,6 91,8 87,2 89,9 4,6
Ca 5 2 87,2 85,7 85,6 86,1 0,74
Co 2 1 0,129 0,115 0,119 0,121 0,14
Co 3 1 0,99 0,96 0,96 0,97 0,03
Co 3 2 0,99 0,97 0,97 0,97 0,02
Co 4 1 0,9 0,6 0,8 0,7 0,03
Co 4 2 0,7 0,5 0,7 0,6 0,03
Co 5 1 n.d. n.d. n.d. - -
Co 5 2 n.d. n.d. n.d. - -
Fe 2 1 2,05 1,95 1,87 1,95 0,18
Fe 3 1 5,23 4,17 3,72 4,37 1,51
Fe 3 2 6,62 8,19 5,91 6,90 2,28
Fe 4 1 10,13 6,87 6,79 7,9 3,33
Fe 4 2 8,86 8,95 7,38 8,39 1,57
Fe 5 1 1,206 1,172 1,164 1,18 0,042
Fe 5 2 1,163 1,216 1,176 1,18 0,053
Mg 1 1 36,63 34,22 32,58 34,5 19
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Parametro | Laboratério Bloco Resultados Média | Amplitude
Amostra (Mg g™) (Mg g™) | (hg g™

Mg 1 2 34,6 28,16 | 29,68 30,8 2,7
Mg 2 1 27,8 26,6 27,4 27,3 0,8
Mg 3 1 10,4 10,4 1,08 1,05 0,04
Mg 3 2 12,6 16,5 1,41 1,44 0,24
Mg 4 1 15,3 14,0 13,0 14,1 1,16
Mg 4 2 21,2 36,0 21,7 26,3 14,3
Mg 5 1 9,26 9,13 8,67 9,02 0,45
Mg 5 2 8,67 8,50 8,58 8,58 0,08
Mo 3 1 n.d. n.d. n.d. - -
Mo 3 2 n.d. n.d. n.d. - -
Mo 4 1 n.d. n.d. n.d. - -
Mo 4 2 n.d. n.d. n.d. - -
Mo 5 1 n.d. n.d. n.d. - -
Mo 5 2 n.d. n.d. n.d. - -
Mn 2 1 0,103 0,100 0,092 0,098 0,011
Mn 3 1 n.d. n.d. n.d. - -
Mn 3 2 n.d. n.d. n.d. - -
Mn 4 1 0,67 0,11 0,11 0,30 0,56
Mn 4 2 0,67 0,12 0,12 0,30 0,55
Mn 5 1 n.d. n.d. n.d. - -
Mn 5 2 n.d. n.d. n.d. - -
Na 1 1 1020 1216 1270 1169 101
Na 1 2 1153 1131 1274 1186 142
Na 2 1 1576 1390 1435 1467 77
Na 3 1 438 487 423 449 64
Na 3 2 516 574 581 557 24
Na 4 1 977 994 1024 999 30
Na 4 2 832 1180 834 949 346
Na 5 1 484 490 460 478 30
Na 5 2 464 454 454 457 3
Ni 2 1 1,75 1,80 1,96 1,84 0,16
Ni 3 1 1,62 1,54 1,56 1,57 0,03
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Parametro | Laboratério Bloco Resultados Média | Amplitude
Amostra (Mg g™) (Mg g™) | (hg g™
Ni 3 2 1,5 1,6 1,51 1,54 0,09
Ni 4 1 1,86 1,54 1,58 1,66 0,12
Ni 4 2 1,66 1,59 1,93 1,73 0,34
Ni 5 1 1,884 | 1,871 | 1,865 1,870 0,008
Ni 5 2 1,835 | 1,917 | 1,893 1,882 0,035
Sr 1 1 20,4 19,0 21,4 20,3 2,4
Sr 1 2 19,0 19,6 21,3 20,0 1,77
Sr 2 1 25 23,8 24,8 25 1
Sr 3 1 11,3 11,2 10,0 10,8 0,12
Sr 3 2 12,6 13,7 13,3 13,2 0,05
Sr 4 1 11,48 11,53 11,74 11,58 0,21
Sr 4 2 10,29 14,61 10,51 11,80 4,1
\% 2 1 1,71 1,63 1,75 1,70 0,06
\% 3 1 1,81 1,76 1,8 1,79 0,03
\% 3 2 1,85 1,85 1,81 1,84 0,02
\% 4 1 1,78 1,85 1,7 1,78 0,07
\% 4 2 2,13 1,59 2,08 1,93 0,30
\% 5 1 1,983 | 1,964 | 1,951 1,97 0,02
\% 5 2 1,97 1,991 2,011 1,99 0,02

n.d. — ndo detectado



Desempenho dos métodos in house

3.1) Limites de deteccéo e Quantificacao

Tabela 3.1 - LD do método e LQ na amostra

APENDICE D

Procedimentos Parametros Ba Ca Mg Na Ni Sr Vv
Método 1 LD (ug L) 1,81 1,13 0,641 2,16 0,705 0,004 0,753
MW? LQ (ug gb) 1,21 2,75 2,57 2.89 0,470 0,97 0,500
Método 2 LD (ug L) 0,12 1,2 0,14 58 - - -
EIQE? LQ (ug gb) 0,019 0,21 0,023 0,97 - - -
Método 3 LD (ug L) - 5.6 3,9 9,8 - 0,12 -
NANO? LO (ug g?) ; 1,9 1,3 33 . 0,039 -
LD (ug L) 1,0 1,0 1,2 1,1 - 2.0 -
Método 4 1 i i
N2440HL LQ (ug gb) 0,014 0,014 0,016 0,14 0,027
LO (ug g 0,28 0,49 0,15 15 - 0,020 -

1Deste estudo; 2Trevelin e colaboradores; 3Vieira e colaboradores; 4Vieira

3.2) Tendéncia/Recuperacao
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Tabela 3.2.1 — Andlise de Material de referéncia

Matg:ms Analitos r\e/faelroérn?:iea Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
- MW EIQE NANO N2440
Referéncia
NIST 10855 Ca 2982 - - 2450+ 11,8 -
Mg 297,3+4,1 - - 2944 +52 -
Ni 17,54 + 0,21 15,01 + 0,63 - - -
V 28,19 +£ 0,40 31,4+13 - - -
NIST 1634c
Ba 1,82 1,69 + 0,07 1,8+0,18 - -
Na 372 33+5 36,7+2,2 38,6 +0,6 -
a\/alor informativo
Tabela 3.2.2 — Fortificacdo e recuperacdo analitical (%)
Analitos Método 1l Método2 Método3 Método 4
MW EIQE NANO N2440
Ba 97 96 90 76
Ca 96 102 90 74
Mg 95 104 90 68
Na 93 102 98 76
Sr 96 107 91 76

Wieira (2017)
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APENDICE E - Certificado do Material de Referéncia

' FES
7 .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA ATOMICA (LEA)
CERTIFICADO DE MATERIAL DE REFERENCIA N°: PC-1

Elementos trago em Petréleo

Dados do produtor

Laboratdrio de Espectrometria Atdmica (LEA)/ LABPETRO/ UFES

Av. Fernando Ferrari, 514, Goiabeiras, Vitoria, Espirito Santo, Brasil, CEP 29075-710
Tel: (27) 3145-4517 [ e-mail: |lea.labpetro@gmail.com

Uso pretendido

Este material de referéncia destina-se ao uso em controle de qualidade analitica ou
verificagdo de desempenho de métodos de ensaios de elementos trago para amostras de
petroleo.

Valores atribuidos

- Valores certificados - valores atribuidos com suas respectivas incertezas de
medicdo e que apresentam rastreabilidade metrologica adequada para todas as
medicoes realizadas. Os valores certificados reportados em fragdo massica e suas
respectivas incertezas estdo listados na Tabela 1.

« Valores de referéncia - valores atribuidos com suas respectivas incertezas de
medicdo, porém nao apresentam rastreabilidade metroldgica adequada. Os valores
de referéncia reportados em fragdo massica e suas respectivas incertezas estao
listados na Tabela 2.

« Valores informativos - valores de propriedade que nao puderam ser atribuidos
estatisticamente. Sao fornecidos para auxiliar os usuarios nas analises de elementos
de interesse em desenvolvimento de métodos e outras aplicagbes. Os valores
informativos em fragdo massica estao listados na Tabela 3.

As técnicas de medicao utilizadas estdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 1- Valores certificados em fragao massica (ug g")

Elemento  Valor atribuido + Urm (k=2%)
Urm (k=2") (ng g") (%)
Ni 1,76 + 0,28 16%
v 1,61+0,21 13%

*Intervalo a 95% de confianga.

Data de emissdo: 01/03/2019_rev. 0 Pagina 1 de 3
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Tabela 2 - Valores de referéncia em fragao massica (g g)

Elemento

Ba
Na
Sr

" Valor atribuido * Uru (k=2%)
Urm (k=2") (Hg g") (%)
2,14 +0,81 38%
1460 + 240 16,5%
246+56 22,8%

‘Intervalo a 95% de confianga.

Tabela 3 - Valores informativos em fragdo massica (ug g')

Elemento Valor atribuido
(hg g7)
Ca 232
Co 0,8
Fe 4,2
Mg 29,2

Tabela 3 - Valores informativos em fragdo massica (ug g")

Elemento Técnicas Classificagao
Ba ICP OES; ICP MS  Valor de referéncia
Ca F AAS: ICP OES Valor informativo
Co ICP OES: ICP MS Valor informativo
Fe ICP OES; ICP MS Valor informativo
Mg ICP OES WValor informativo
Na ICP OES Valor de referéncia
Ni ICP OES; ICP MS Valor Certificado
Sr ICP OES Valor de referéncia
' ICP OES; ICP MS Valor Certificado

Técnicas:

F AAS - Espectrometria de Absorgao Atdmica por chama
ICP OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
ICP-MS Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente

Data de emiss3o: 01/03/2019_rev. 0

Pagina 2 de 3
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Obtengao do material

Para o preparo do material de referéncia de petrdleo, foi utilizado cerca de 3 kg de petrdleo
provenientes da Petroteca do Labpetro da Universidade Federal do Espirito Santo, as quais
foram cedidas pelo Nucleo de Competéncias em Quimica do Petrdleo/Laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento de Metodologias para Analise de Petroleo (Vitaria/ES).

Preparagdo do material de referéncia

Para o preparo do material de referéncia, as amostras de petrdleo selecionadas foram pré-
aquecidas em estufa a 50°C por 30 minutos e misturadas em um béguer de vidro de 4 L
utilizando um homogeneizador tipo “high speed mixer' Para garantir a homogeneizacao
satisfatoria do blend, foi monitorado o teor de agua emulsionada de subamostras retiradas
da superficie, meio e fundo do béquer. Esse monitoramento ocorreu ao final de cada ciclo
de homogeneizacio até que a diferenca entre as medidas fosse estatisticamente nio
significativa (95% de confianga). O teor de agua emulsionada foi determinado conforme a
norma ASTM 4377-00 - Standard Test Method for Water in Crude Qils by Potentiometric Karl
Fischer Titration. Apos a homogeneizagao, a amostra foi envasada em frascos de vidro
ambar de 20 mL previamente descontaminados. Foram produzidas 115 unidades. Todas as
etapas de preparo seguiram as normas I1ISO GUIA 30, 31, 33, 34 e 35.

Instrugbes para uso

A massa minima recomendada para a analise € de 100 mg. Para retirada das aliquotas,
colocar o frasco fechado em estufa (50 — 60°C) por cerca de 15 minutos. Apds esse tempo,
retirar da estufa e agitar manualmente de forma vigorosa por cerca de 5 minutos. Deve-se
ainda tomar as devidas precaugbes para evitar a contaminagao do material restante no
frasco.

Transporte e Armazenamento

O material pode ser transportado até a temperatura de +50 °C sem danos na qualidade do
material. Para armazenamento dentro do laboratdrio, o material deve ser mantido fechado
no frasco original e armazenado no escuro em temperatura ambiente do laboratdrio (20 a
26°C). Nao & necessario refrigerar. E assegurada a integridade deste material até a abertura
de sua embalagem.

Prazo de validade

O prazo de validade do material & de 2 anos a partir da data de certificagdo (ago/18). E
possivel que o material seja estavel por tempo maior que o definido e serd monitorado
anualmente. Qualquer alteracdo sera informada. O certificado néo tera validade caso o MRC
seja danificado, contaminado, alterado ou ainda armazenado inadequadamente.

Comutatividade
N&o foi avaliada a comutatividade do presente material.

Data de emiss3o: 01/03/2019_rev. 0 Pagina 3 de 3
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ANEXO 1 - Rastreabilidade Metroldgica

w

R

metrology Certificado de Calibragao

salugho em medigdes 004727116
Data da Calibragao: 28/07/2016 I

Labaratario de Calibragao Acraditado pela CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISQVIEC 17025:2005, sob n® CAL 0462,

1. Dados do Solicitante

Cliente: FUMDACAD DE AMPARD A PESOUISA E | DO ESPIRITO SANTO - FAPES
Enderego: Al FERMANDO FERRARI - Mata da Praia - Vitdria-ES
Solicitante: FUMDACAD DE AMPARO A PESQUISA E | DO ESPIRITO SANTO - FAPES
Enderego: AV FERNANDO FERRARI - Mata da Praia - Vitoria-ES

2. Dados do Instrumento Calibrado

Instrumento: Balanga

Identificagao: 27408704 Localizagao:

MNiamero de Série: 27406704 Faixa de Indicagdo: 0,0000 a 220,0000 g

Modelo: ED2248 Resclugao: 0,0001 g f0,0001 g

Fabricante: Sartorius Faixa de Calibragdo: 01000 a 210,0000 g/ 0,1000 a 220,0000 g
Classe: 1 Ordem de Servigo: 300116

[-H 0,001 Data da Calibragao: 28/07/2016

3. Dados do Ambiente

Temperatura: 23°C £2°C Pressao Barométrica: 1.019,35 hPa = 200 hPa Umidade Rel.: 6B.5% + 15 0%

4. Padrbes Utilizados

Codigo Descrigao Certificado Rastreabilidade Validade

MO11 Peso Padrdo (13 Pacas) MA 016_04_18 Padrao Tecnalogia am 07/04/2018
Balangas & Comearcio Ltda
ME

nOos Pesa Padrao (9 pegas) MA 311_DBE_15 Padrdo Tecnalogia em 14/08/2017
Balangas @ Comercio Lida
ME

5. Procedimento

A calibragao foi realizada conforma procadimanto PTM-025 - onde a balanga foi submetida a medigdes sendo ulilizados pesos padrio. Foram
realizadas 5 series da medigdes.

6. Resultados da Calibragao

Antes do Ajuste (g
Valor Media
Nominal Leituras Erro Incerteza k Veff
0,1000 0,009 -0,0001 0,0003 2,00 =
50,0000 50,0400 0.0400 00,0004 2,01 =
100,0000 100,0792 0,0792 0,0004 2,00 =
1600000 160,1273 01273 0,0005 2,00 =
210.0000 210,16886 01686 0,0006 2,00 =
Apos o Ajuste (g
Valor Media
Nominal Leituras Erro Incerteza k Veff
0,1000 0. 1000 0.0000 0,0003 2,00 =

Filipe Aderne Maia
“Signatario Autorizado”

Este certificado & valido exclusivamente para o objeto calibrado descrito nas condighes especificas, néo sendo extensivo a quaisquer lotes,
mesmo que similares. NBo @ permitida & reprodugéo deste certificado. semente original. Certificado conferido e assinado eletronicamente. Este
certificado atende mos requisitos de ecreditagéo pela CGCRE gque avaliou & competéncia do laboratorie & comprovou sua rastreabllidade &
padries nacionals de medidasiou &0 Sistema Internacional de Unidades - 51).

METROLOGY MEDIGOES & TECNOLOGIA Eirell EPP
Ay Paulino Muller, 161 - liha de Santa marla - CEP: 28.051-030 - Vitdria - ES - Tel ! Fax.: (2F) 3222-4820 / 3026-4823
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Laboratario de Calibrage Acreditado pela CGCRE de acordo com a ABMT MBR ISOVIEC 17025:2005, sob n® CAL 0462,

50,0000 50,0003 0,0003 0,0003 2,00
100, 0000 99,9938 -0,0001 0,0004 2,00
1600000 60,0004 0,0004 0,0005 2,00
220,0000 220,0017 0,0017 0,0006 2,00

6.1 Excentricidade e Repetigao

Teste de Excentricidade
@ @ Posigio 1 F] 3 4
Valores (g) 60,0002 60,0003 60,0002 60,0008 60,0007
@ Teste de Repetigio
@ @ Repetigoes | 1 [ 2 [ 3 [ 4 | 5
Valores (g) | 60,0004 | 60,0003 | 60,0004 | 60,0002 | &0,0002

T. Observagbes

A Incertaza expandida de meadigao relatada & declarada como a ncerteza padrao da medicdo multipiicada pelo fator de abrangéncia k, gua para
uma distribuigao normal corresponde a uma probabilidade de abrangéncia de aproximadamente 93,45%.0 fator (K} @ um multiplicativo tabelado. A
incerteza de medigdo foi determinada de acordo com a publicagao EA-4/02.

O servigo de ajuste ndo faz parte do escopo de acreditagSa.

Filipe Aderne Maia
“Signatario Autorizade”

Este certificado & véldo exclusivaments para o objeto calibrado descrito nas condigbes especificas, néo sendo extensivo a qualsquer lotes,
mesmo que similares. Néo & permitida & reprodugio deste certificade. somente original. Gertificado conferido e assinado eletronicamente. Este
certificado atende &os requisitos de acreditagho pela CGCRE que avallou a competéncla do laboratorio & comprovou sua rastreabllidade &
padries nacionais de medidas({ou ao Sistema Internacional de Unidades - S1).

METROLOGY MEDIGOES & TECNOLOGIA Eirel EPP

Av. Paubkno Muller, 181 - llhe de Santa maria - CEP: 29.051-030 - Vitoria - ES - Tel ! Faw.: {27) 32224820/ 3026-4823
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3.0

ACCREDITATION / REGISTRATION

INORGANIC VENTURES is accredited to ISO Guide 34, "General Requirements for
the Competence of Reference Material Producers” and ISO/IEC 17025, "General
Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories”.
Inorganic Ventures is also an ISO 9001 registered manufacturer (QSR Certificate

Number QSR-1034).

PRODUCT DESCRIPTION

Product Code: Multi Analyte Custom Grade Solution

Catalog Number: IV-STOCK-4

Lot Number: K2-MEB650328

Matrix: 5% (viv) HNO3

Value ! Analyte(s): 1000 pg/mL ea:
Silver, Aluminum,
Barium, Bismuth,
Cadmium, Cobalt,
Copper, Iron,
Indium, Potassium,
Magnesium, Manganese,
Nickel, Lead,
Thallium, Zinc

CERTIFIED VALUES AND UNCERTAINTIES

ANALYTE CERTIFIED VALUE ANALYTE
Aluminum, Al 998 + 5 pg/mL Barium, Ba
Bismuth, Bi 998 + 6 pg/mL Boron, B
Cadmium, Cd 998 £ 4 pgimL Calcium, Ca
Chromium+3, Cr3 998 £ 5 pgimlL Cobalt, Co
Copper, Cu 998 £ 4 pgimL Gallium, Ga
Indium, In 998 £ 4 pgimlL iron, Fe

Lead, Pb 998 + 4 pgimL Lithium, Li
Magnesium, Mg 998 £ 4 pgimL Manganese, Mn
Nickel, Ni 998 + 4 pgimL Potassium, K
Silver, Ag 998 £ 5 pg/imL Sodium, Na
Strontium, Sr 998 £4 pgimL Thallium, TI
Zinc, Zn 998 + 4 pgimL

Certified Density: 1.094 g/mL (measured at 20 + 1 °C)

Assay Information:

Page 1o0f5

iNORGANIC
VENTURES CERTIFICATE oF ANALYSIS

Boron,
Calcium,
Chromium+3,
Gallium,
Lithium,
Sodium,
Strontium,

CERTIFIED VALUE
998 £ 4 pgimL.

998 6 pgimL
998 + 4 pgimL
998 + 4 pgimL
998 £ 4 pgimL.
998 + 4 pgimL
998 6 pgimL
998 + 4 pgimL
998 + 4 pgimL
998 £ 4 pgimL.

998 £ 6 pgimL.
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ANALYTE
Ag
Ag
Al
Al
B
Ba
Ba
Bi
Bi
Ca
Ca
cd
Cd

Zn

METHOD
ICP Assay

Wolhard
ICP Assay
EDTA
ICP Assay
ICP Assay
Gravimetric
ICF Assay
Calculated
ICF Assay
EDOTA
ICP Assay
EDTA
ICF Assay
EDTA
ICF Assay
Calculated
ICP Assay
EDTA
ICF Assay
EDTA
ICF Assay
EDOTA
ICP Assay
EOTA
ICF Assay
Gravimetric
ICP Assay
Gravimetric
ICP Assay
EOTA

ICP Assay
EDTA
ICF Assay
Gravimetric
ICF Assay
EDOTA

ICP Assay
EDTA
EDOTA

ICP Assay
ICF Assay
ICF Assay
EDTA

HIST SRM#
3151

3106

0%a

3108

928

3113

12a

3129a

336

3128
28

3153a
3158
3168a
Q28

110830
oFn2zz

See Sec. 4.2
1212

See Sec. 4.2
050825

28

0E0531

928

000630 Co
928

030730

See Sec. 4.2
121207

928

140812

928

140124

k]

110516

k]

051220

See Sec. 4.2
100714

See Sec. 4.2
050302

L]

050428

928

120715

See Sec. 4.2
120619

28

101026

928

28

9O0906
903012
120629

928

The following equations are used in the calculation of the certified value and the uncertainty. Reporied uncertainties represent

expanded uncertainties expressed at approximately the 85% confidence level using a coverage factor of k= 2,

Fage 2 of &
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Characterization of CRM by twe independent methods Characterization of CRM by one method
Characterization of CRM/RM by Two Methods Characterization of CRM/RM by One Method
Certified Value, X gy qy where twe methods of eharacterization are used Certified Value, X4 qa, where one method of characterization

is the welghted mean of the two resulis: is used ie the mean of individual results:
Ao mapmm = [wgh (350 * iwgh (X1 Ko ppimem = mean of Assay Method A wilh standard uncetainty ugy, o

¥, = mean of Assay Method A with standard uncertainty u oo

¥y = Maan of Axkay Mamod B with Standard Uncatainty ey

Wy N iy = The weighting 1actors Tor aach malhod cakakaled using the inerse
sguarns of the vanancs:

g = (Mg 1% Vi g, 9'2 + gy Dl’l.\
W = (Wghay bt/ (Mgnar af” * 1Tgnay o1l
CRMIFM Expanded Uncertainty i£) = Usppupn = & 10 onar agb * Ve + 0¥ + g™ CRWRM Expanded Uncertainty (£) = Uspayrm ™ K0 char 2 * Wb * s * 00 1)
k = coverage factor = 2 in all cases at inarganic Yenhses Ik = cowerape factor = 2 in all cases at inanganic Ventures
Ushar sib = B Blgnar o + 9 Dignay 17 wheee g, o B0 oy o 1, 878 The BouaTe Uhgayag & = BONETE 001 0 e BUM of 1M BaUAES of the &ars Aom characlenzation
rat af the sum of the 2guarss of errans from charscserization which inchude instrumsnt which ingiude inslrumental messurement. density, NIST SRM uncertainty,
misasurement, densty, NIST SAM uncertainty, weighing, and voume waighing. and velume
Uy = bl 1o Bt homeganaity slandand uncedainty Uy = bO 10 Battla homeganaity standard uncantainty
Ujgg = lang berm stabifly slandard uncedsinty (slocage) gy = lang by stabifly slandard uncedainty (slocage)
gy = franspor stability standard uncertainty iy = ranspor stability standard uncertainty

4.0 TRACEABILITY TO NIST

- This product is fraceabla to NIST via an unbroken chain of comparisons. The uncertainties for each ceartified
value are raparted, taking into account the SRM/RM uncertainty error and the measurameant, weighing and
volume dilution arrors. In rare cases whera no NIST SEM/EM are available, the term ‘in-house std." is
specified.

4.1 Thermometer Calibration

- All thermometars are MIST traceable through thermometears that are calibrated by an accredited calibration
laboratory.

4.2 Balance Calibration

- All analytical balances are calibrated by an accredited calibration laboratory and procedure. The weights
used for testing are annually compared to mastar weights and are traceable to NIST.

4.3 Glassware Calibration

- An in-house procedure is used to calibrate all Class A glassware used in the manufaciuring and guality
control of CRM/RMs.
5.0 TRACE METALLIC IMPURITIES (TMI ) DETERMINED BY ICP-MS AND ICP-OES (paimL)
NIA
6.0 INTENDED USE

- Far the calibration of analytical instruments and validation of analytical methods as appropriate.
7.0 INSTRUCTIONS FOR THE CORRECT USE OF THIS REFERENCE MATERIAL

T.1 Storage and Handling Recommendations
- Store betwaen approximately 4” - 30" C whila in sealed TCT bag.

- While stored in the sealed TCT bag, franspiration of this CRM/RM is negligible. After opening the sealed TCT
bag transpiration of the CRM/RM will occur, resulting in a gradual increase in the analyte concentration(s). It is
the responsibility of the user to account for this effect. When the bottle is weighed both bafore and aftar baing
placed in storage, the mass difference observed will be a measure of transpiration mass loss.

- After opening the sealed TCT bag keep cap tightly sealed when not in use. Store and use at 20" + 4" C. Do
not pippette from tha container. Do not return ramoved aliquots to container.

Ml B

8.0 HAZARDOUS INFORMATION
- Plaase rafar to the Safety Data Sheet for information regarding this CRM/RM.

Fage 30f8
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1.0

HOMOGENEITY

- This solufion was mixed according to an in-house procedure and is guaranteed to be homogenesous.
Homogeneity data indicate that the end user should take a minimum sample size of 0.2 mL 1o assure
homaogansity.

QUALITY STANDARD DOCUMENTATION

10.1

10CFR50 Appendix B - Nuclear Regulatory Commission

- Domestic Licensing of Production and Utilization Facilities

10.2 10CFR21 - Nuclear Regulatory Commission

- Reporting defects and Man-Compliance

10.3 150 9001 Quality Management System Registration

- O5R Certificate Mumber QSR-1034

10.4 ISOMEC 17025 "General Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories™

- Chemical Tasting - Accradited / AZLA Cerlificate Number BE3.01

10.5 IS0 Guide 34 "General Requirements for the Competence of Reference Material Producers”™

- Reference Malerial Producer - Accredited / AZLA Certificate Number 883.02

Inarganic Varteres, 300 Tachrolagy Drive, Chriatisraburg i 2000, UK Tolphase: BEOAERARIY, S0 5850000 Fas: $40.505 013, inongaricvartua. o, infefmcrganisvnizi con

CERTIFICATION, LOT EXPIRATION AND PERIOD OF VALIDITY

1.1

11.2

1.3

Certification Issue Date

July 15, 2016

- The certification is valid within the measurement uncertainty specified provided the CRM/RM iz stored and
handled in accordance with instructions given in Sec 7.1. This cartification is nullified if instructions in Sec 7.1
are not followed or if the CRM/RM is damaged, contaminated, or otherwise madified.

Lot Expiration Date
< July 15, 2020
- The date after which this CRM/RM should not be used.

- The lot expiration date reflects the period of time that the stability of a CRM/RM can be supported by long term
stability studies conducted an properly stored and handled CRM/RMs. Lot expiration is limited primarily by
transpiration (loss of water from the solution) and infrequantly by chemical stability.

Period of Validity

- Sealed TCT Bag Open Date:

- This CRM/RM should not be used langer than one year from the date of removal from the aluminized bag or
aftar the date given in Sec. 11.2, whichaver comes first. This is confingent upon the CRM/RM being handled
and storad in accordance with the instructions given in Sec 7.1,

Fage 4 0f &
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12.0

NAMES AND SIGNATURES OF CERTIFYING OFFICERS

Certificate Prepared By:
Donna Sann
Product Documentation Technician J.W

Certificate Approved By:

Michael Boaoth m ! ﬁ :_f 2 M
Suparvisar. Quality Control

Certifying Officer:

Paul Gaines
CEOQ, Senior Tachnical Director C ! é =

Fage 5ofs
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‘V E NUT R B st CERTIFICATE oF ANALYSIS

ACCREDITATION / REGISTRATION

INORGANIC VENTURES is accredited to I1SO Guide 34, "General Requirements for
the Competence of Reference Material Producers” and ISO/IEC 17025, "General

Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories". n ACCRI
Inorganic Ventures is also an ISO 9001 registered manufacturer (QSR Certificate e M e L
Number QSR-1034).
PRODUCT DESCRIPTION
Product Code: Single Analyte Mass Spec Solution
Catalog Number: MSV-10PPM
Lot Number: N2-V666627
Matrix: 2% (viv) HNO3
Value / Analyte(s): 10 yg/mL ea:
Vanadium
Starting Material: V205

Starting Material Lot#: 1782

Starting Material Purity: 99.9947%
CERTIFIED VALUES AND UNCERTAINTIES

Certified Value: 9.997 + 0.062 pg/mL
Density: 1.009 g/mL (measured at 20 + 4 °C)
Assay Information:
ANALYTE METHOD NIST SRM# SRM LOT#
v EDTA 928 928
Vv ICP Assay 3165 992706
The following equations are used in the calculation of the certified value and the uncertainty. Reported uncertainties represent
expanded uncertainties exp at approxi ly the 95% confid level using a coverage factor of k = 2.

Page 10f4
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4.0

161

Characterization of CRM by two independent methods Characterization of CRM by one method

Characterization of CRM/RM by Two Methods

Certified Value, X.puy gy, where twe mathods of characterization are used
Is the weighted mean of the two resulis:

ormmm = [wgh {%g) = bwyl (Xpll
Xy = man of Aaary Method A with standard uncerainty uopg o
Xy, =mean of Assay Method B with standard uncestaingy gy o
w, and wy = the weighting factors for sach method caleulsied using the inverse
square of the varance:
iy = (g o050 g 1% 0 i %))
Wy = (i S ((1Rgnar aF” + 1y o)
CRMIRM Expanded Uncartalnty (21 = Uzppumm = & 0 opoe anp, + 075, +ufye + u'hpy’
K = coveraga Tactor = 2 in all CABaR Bl arganic Venlires
Uehar akb " B Mgy o * g g n}zll’r' WHETE o o 80 Upp o, @re the squars

Characterization of CRM/RM by One Method

Certified Value, Xy py, where one method of characterization
ig used is the mean of individual results:

Apmmimm = mean of Assay Medhod & with standard uncartainty gy .. o

CRMRM Expanded Uncertality (£) = Usppump = ki o ap 5 + 6Ty + uigg # 07 101"
& = e Tacior = 2 in all capas at Marganic Wanlures
Uppar g = 20uare ool of the sum of the squares of the emans from characlenzation

ract af the sum of the sguares af errars fram characterization which include instrument which iniude instrumental measurement. density, MIST SRM uncertainty,

measurement, densty, NIST SRM uncertainty, weighing. and voiume
U, = batike 1o bathe hamoganeity siandard uncedainty
g, = ko b stabibly standard uncstsinty (starage)
ugg = fransport stabiliy standard uncertainty

TRACEABILITY TO NIST

waighing. and voime
g, = botiks o batile homoganaity standard uncarainty
gy, = long e stabifly standard uncedainty (slorage)
uyg = tranzaart stabiliy standard ungeranty

- This product is traceable to NIST via an unbroken chain of comparisons. The uncertainties for each certified
value are reported, taking into account the SRM/RM uncertainty error and the measurement, weighing and
volume dilution errors. In rare cases where no NIST SRM/RM are available, the term ‘in-house std.' is

specified.

4.1 Thermometer Calibration

- All thermometers are NIST traceable through thermometers that are calibrated by an accredited calibration

laboratory.

4.2 Balance Calibration

- All analytical balances are calibrated by an accredited calibration laboratory and procedure. The weights
used for testing are annually compared to master weights and are traceable to NIST.

4.3 Glassware Calibration

- An in-house procedure is used to calibrate all Class A glassware used in the manufacturing and quality

control of CRM/RMs.

TRACE METALLIC IMPURITIES (TMI ) DETERMINED BY ICP-MS AND ICP-OES (ug/mL)

CRM/RMs are tested for trace metallic impurities by Axial ICP-OES and ICP-MS. The result from the most
sensitive method for each element, is reported below. Solutions tested by ICP-MS were analyzed in an
ULPA-Filtered Clean Room. An ULPA-Filter is 99.9985% efficient for the removal of particles down to

0.3 pm.

M Ag = 0.000198 M Eu <= 0.000088 © Na

M Al 0.000084 O Fe 0000338 M Nb

M As = 0.001598 M Ga 0.000004 M Nd =
M Au = 0000300 M Gd = 0000089 M NI =
M B = 0.016458 M Gae = 0000398 M Os =
M Ba 0.000001 M HFf = o.ooooes © P o=
M Ba < 0.000488 M Hg < 0.008001 M Fb

M Bi = 0.000398 M Ho = 0.000098 M Pd =
0 Ca 0000120 M In = 0000089 M Pr =
M Cd = o.o0o09s Mo Ir = 0000100 M Pt =
M Ce = 0000398 © K = 0110400 M Rb =
M Co < 0000088 M La < 0000188 M Re <
o Cr 0000164 ©  Lio= 0003312 M Rh <
M Cs = 0006184 M Lu = 0000089 M Ru <=
M Cu = 0002793 © Mg = 0033120 m & =
M Dy = 0.000098 M Mn 0.0000068 M Sb

M Er < 0.000088 M Mo 0000110 M Sc <
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0.000079 M Sa <= 0.006683 © Zn <= 0.006624
0000011 © S 00000268 M Zr < 0.0019a5
0.000399 M Sm < 0.000099
0006982 M Sn <= 0.001396
0.000100 ©  Sr 0.000001
0.055200 M Ta < 0.000099
0000002 M T < 0.0000a8
0.000098 M Te < o.oo11ar
0000088 M Th <= 0.000189
0.000198 M Ti 0.000014
0.000598 M TI = 0.001396
0000088 M Tm < 0.000098
o.o003gas MU < 0000198
0000100 s V=
MW 0.000003
0.000094 M Y <= 0.000099
0000488 M Yb < 0.000098
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M - Checked by ICP-MS 0 - Checkad by ICP-0ES i - Spectral Interferance
n - Mot Checked For 5 - Solution Standard Elemant

6.0 INTENDED USE
- For the calibration of analytical instruments and validation of analytical methods as appropriate.

7.0 INSTRUCTIONS FOR THE CORRECT USE OF THIS REFERENCE MATERIAL
7.1 Storage and Handling Recommendations

- Store between approximately 4% - 30° C while in sealed TCT bag.

- While stored in the sealed TCT bag, transpiration of this CRM/RM is negligible. After opening the sealed TCT
bag transpiration of the CRM/RM will occur, resulting in a gradual increase in the analyte concentration(s). Itis
the responsibility of the user to account for this effect. When the bottle is weighed both before and after being
placed in storage, the mass difference observed will be a measure of transpiration mass loss.

- After opening the sealed TCT bag, keep cap tightly sealed when not in use and store between 4° - 24" Cto
minimize the effects of transpiration. Use at 20° £ 4° C to minimize volumetric dilution error when using the
reported density. Do not pipette from the container. Do not return removed aliquots to container.

- For more information, visit m
Atomic Weight; Valence; Coordination Number; Chemical Form in Solution - 50.94 +5 6 H2V100284-

Chemical Compatibility -Soluble in HCI, HNO3, H2504, HF, H3P0O4 and strong basic media. Stable with
most metals and inorganic anions in acidic media.

Stability - 2-100 ppb levels stable for months in 1% HNO3 / LDPE container. 1-10,000 ppm solutions
chemically stable for years in 1-5% HNO3 / LDPE container.

V Containing Samples (Preparation and Solution) -Metal (Fusion with NaOH or KOH in Nid or Na2CO3 /
KMO3 ); Oxides (V203 - use HCI, V204 - use HCI or HNO3, V205 - use concentrated acids);, Ores (Na2CO3/
KMNO3 in PtO caution - nitrates attack Pto followed by water extraction of fuseate); Organic Matrices (Ash at 450
EC followed by dissolving according to V205 above) .

Atomic Spectroscopic Information (ICP-OES D.L.s are given as radialiaxial view):

Technigque/Line Estimated D.L. Order Interferences (underlined indicates severe)
ICP-MS 51 amu 4 ppt NiA 3451601H,

350160, 38Ar13C,

3BAr15M,

3BAr4NIH,

3TCI4M,36515N,
335180, 345170,
102Ru+2,02Pd+2

ICP-0ES 290.682 nm 0.008 / 0.0008 pgimL 1 Hf, Nb
ICP-0ES 292.402 nm 0.006 / 0.001 pg/mL 1 Th
ICP-0ES 308.311 nm 0.006 f 0.001 pg/mL 1 Mg, U, Th

B.0 HAZARDOUS INFORMATION

- Please refer to the Safety Data Sheet for information regarding this CRM/RM.
9.0 HOMOGENEITY

- This solution was mixed according to an in-house procedure and is guaranteed to be homogeneous.
Homogeneity data indicate that the end user should take a minimum sample size of 0.2 mL to assure
homogeneity.
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10.0

12.0

QUALITY STANDARD DOCUMENTATION
10.1 10CFR50 Appendix B - Nuclear Regulatory C ission

- Domestic Licensing of Production and Utilization Facilities

10.2 10CFR21 - Nuclear Regulatory Commission
- Reporting defects and Non-Compliance
10.3 1ISO 9001 Quality Management System Registration
- QSR Certificate Number QSR-1034
10.4 ISO/IEC 17025 "General Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories"
- Chemical Testing - Accredited / A2LA Certificate Number 883.01
10.5 1SO Guide 34 "General Requirements for the Competence of Reference Material Producers"
- Reference Material Producer - Accredited / A2LA Certificate Number 883.02

Incegaric Vemtures, 500 Technalogy Drive, Chrisfarsturg, Va. 24073, USA: Telephone: 500 69 6799; 540,585,000, Fax: 540.585.3012; incrganicventures com; isfoincrgarioventures. com
CERTIFICATION, LOT EXPIRATION AND PERIOD OF VALIDITY
11.1 Certification Issue Date

March 28, 2018

- The certification is valid within the measurement uncertainty specified provided the CRM/RM is stored and
handled in accordance with instructions given in Sec 7.1. This certification is nullified if instructions in Sec 7.1
are not followed or if the CRM/RM is damaged, contaminated, or otherwise modified.

11.2 Lot Expiration Date

- March 28, 2022
- The date after which this CRM/RM should not be used.

- The lot expiration date reflects the period of time that the stability of a CRM/RM can be supported by long term

stability studies conducted on properly stored and handled CRM/RMs. Lot expiration is limited primarily by
transpiration (loss of water from the solution) and infrequently by chemical stability.

11.3 Period of Validity
- Sealed TCT Bag Open Date:

- This CRM/RM should not be used longer than one year (or six months in the case of a 30 mL bottle) from the

date of opening the aluminized bag or after the date given in Sec. 11.2, whichever comes first. This is
contingent upon the CRM/RM being stored and handled in accordance with the instructions given in Sec. 7.1.

NAMES AND SIGNATURES OF CERTIFYING OFFICERS
Certificate Approved By:

Michael Booth n . : ( 2 M

Supervisor, Quality Control

Certifying Officer:

Paul Gaines
CEO, Senior Technical Director CMII k .
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