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Utilizagao do eletrodo composito a base de grafite-poliuretana para a
analise do fitormonio acido indolil-3 acético em amostras de solo tratadas
com adubo organico

Renata Alves de Toledo', Paulo Roberto Vieira da Silva Junior' e Carlos Manoel Pedro Vaz' .
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RESUMO: Este trabalho tem por objetivo avaliar a utilizagdo do eletrodo compasito a base de grafite-
poliuretana para a determinag¢do do hormonio vegetal AI4 em solos aplicando a técnica de voltametria de onda
quadrada. Apos a otimizagdo dos pardmetros experimentais (pH 1.6. { = 100 s'. a = 50 mV"' e AE, = 5 mV),
curvas analiticas foram construidas no intervalo de 1.3 x 10°%a 94,7 x 107 mol L. Os limites de deteccio e de
quantifica¢do foram iguais a 1.5 x 107 mol L (26 pe L7) e 1.3 x 107 mol £ o2 mg I precisao da
metodologia foi avaliada em um dia de experimento (repetibilidade. RSD=3.3%) e em dias diferentes (precisdo
intermediaria, RSD=3.5%). 4 exatiddo foi checada por meio <de experimentos de recuperagdo no proprio
eletrolito de trabalho e também em amosiras de solo fortificadas com o padrdo analitico.
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INTRODUCAO

Os fitormonios sdo substincias orginicas que desempenham uma importante func¢do na regulacio do
crescimento dos vegetais. Em geral, os fitormonios caracterizam-se por atuarem ou ndo dirctamente sobre os
tecidos ¢ os orgdos que os produzem, sdo ativos em quantidades muito pequenas ¢ produzem respostas
fisiologicas especificas (floragio, crescimento, amadurecimento de frutos, etc).

0O acido indolil-3 acético (AIA), cuja estrutura é mostrada na Figura 1. é um fitormdnio pertencente a classe
das auxinas e ¢ caracterizado por provocar o alongamento nas células dos brotos das plantas. O AIA ¢ produzido
no caule, nas folhas jovens ¢ nas sementes a partir do aminoacido triptofano por meio de reagdes de
transaminacgdo e de descarboxilagdo.

Alguns trabalhos na literatura abordam o desenvolvimento de novos sensores para a determinacdo do AIA
em tecidos vegetais, empregando cletrodos de pasta de carbono modificados com silicone OV-17 [1] ¢ também
eletrodos de carbono vitreo modificados com filmes de nanotubos de carbono [2]. No entanto, ¢ desconhecido o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos para a determinagdo do AIA
em amostras de solo, uma vez que 0S mICroorganismos presentes nesta
matriz também podem sintetizar este fitormonio a partir do catabolismo do
\ triptofano [3].

A utiliza¢do indiscriminada de fertilizantes e de pesticidas, com o
N objetivo de aumentar a produtividade agricola, produz, ao longo dos anos,
H efeitos deletérios no meio ambiente. Assim, as praticas naturais de se
cultivar o solo por meio de adubacdo orginica proveniente de estercos de
origem anmimal, de residuos vegetais, de lodo de esgoto ¢ de lixo
doméstico, ganham cada vez mais espago na agricultura. O adubo
organico. gerado a partir de fossas sépticas biodigestoras desenvolvidas
pela Embrapa Instrumentagdo Agropecudria, ¢ rico em nutrientes e isento de germes patogénicos. Este adubo
pode ser utilizado em substitui¢do a adubagdo mineral convencional, promovendo efeitos benéficos para o
desenvolvimento da planta, como a melhor estruturagido do solo, a maior capacidade de retencdo de agua e a
intensificagdo da atividade biologica do solo.

O objetivo deste trabalho ¢ o de se utilizar o eletrodo de grafite-poliuretana (GPU) ¢ a téemica de voltametria
de onda quadrada (SWV) para analisar o fitorménio AIA em amostras de solo tratadas com o adubo orgédnico
para posterior avalia¢do da atividade microbiana presente nesta matnz.
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Figura 1: Estrutura do AIA

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (Sigma) ¢ foram usados sem
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purificacdo prévia. As solucoes foram preparadas utilizando dgua purificada em sistema Milli-Q da Millipore .
A solugio tampdo fosfato 0,1 mol L' foi preparada a partir do dcido fosforico e do sal monohidrogeno fosfato



dissodico. A solugdo estoque de AIA (2.2 x 107 mol L) foi preparada em etanol ¢ conservada sob a protegio da
luz. As medidas voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTATY. em
uma celula convencional de vidro Pirex”, com tampa em Teflon® para o posicionamento dos detrodos de
trabalho (eletrodo compasito grafite(60%)/poliurctana © = 3,0 mm)), de referéncia (eletrodo de calomelano
saturado) ¢ auxiliar (fio de platina de 1,0 ent de drea). O eletrodo composito foi preparado de acordo com a
metodologia proposta por Mendes ¢ colaboradores [4].

As amostras de solo (Latossolo Vermelho Amarelo, contendo 83% de areia, 9,5% de argila e 7,5% de silte),
tratadas com adubo orginico proveniente de fossa séptica biodigestora, foram coletadas na Fazenda Santa
Candida, Sao Carlos, SP. a uma profundidade de 40 a 60 cm. Para a construgdo das curvas analiticas ¢ para a
realizacdo dos testes de recuperagdo do AIA, foram adicionados 20 mL de tampio fosfato 0,1 mol [ (pH 7,0)
em 3,0 gramas do solo seco ¢ peneirado. A mistura toi entdo brtificada com uma solugdo padrio de AIA
99 x 10° mol L', agitada por 30 minutos ¢ centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O pH do sobrenadante foi
ajustado para 1,6 com acido fosforico e analisado pela metodologia GPU/SWV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O AIA exibe um Gnico pico de oxidagao em 960 mV vs. Egop (pH 1.6) com caracteristicas de processo
irreversivel controlado pela adsorcio de produtos de reacdo na superficie do eletrodo, ocorrendo a perda de
2 elétrons e 1 proton por molécula de AIA oxidada. Segundo a literatura, apos a transferéneia eletrénica, hd a
perda do grupo carboxila ¢ o radical cation formado, em uma etapa quimica posterior, reage com outra molecula
de AIA em solugéo para formar um dimero por meio de um mecanismo do tipo EC [5]. O dime ro, por sua vez, ¢
reduzido em em aproximadamente 360 mV vs. Eqcg.

O desenvolvimento da metodologia analitica para a determinagdo do AIA consistiu em utilizar o eletrodo de
GPU e a téenica de voltametria de onda quadrada (SWV). A primeira etapa do estudo abordou a otimizagdo da
concentragdo hidrogeniénica do meio (pH 1,6) ¢ também dos parimetros da SWV (freqliéncia = 100 §',
amplitude = 50 mV ¢ incremento de varredura = 5 mV) que resultassem em maior sensibilidade analitica. Com
base na otimizagdo destas varidvels, alguns parametros que caracterizam a reacdo de oxidagio do AIA puderam
ser extraidos. A irreversibilidade da reagdo de oxidagdo foi confirmada pela linearidade da corrente de pico com
a raiz quadrada da frequéncia (R = 0,9953). O valor de nu (1,7) foi calculado por meio do coeficiente angular do
grafico I, vs. o log(f). Como a relagdo do nimero de elétrons e protons foi obtida pelo coeficiente angular do
grifico de E, vs. pH (21,8 mV/pH, o que equivale a perda de 2 elétrons e | préton), o valor de o (coeficiente de
transferéncia de carga) pode ser calculado como sendo igual a 0.9.

Com as condi¢des otimizadas, curvas analiticas foram construidas no intervalo de 1,3 x 10° a
94,7 x 10° mol L' pelo método da adigio de padrio. A equacio da reta para a curva analitica é dada por
Ip (MA) =76 x 107 + 03 x Cara, com o coeficiente de correlagdo igual a 0,9994. Para avaliar a sensibilidade da
metodologia analitica, o limite de detecgdo (LD) e o limite de quantifica¢do (LQ) foram calculados da seguinte
forma: o LD (1,5 x 107 mol L' ou 26 He L") foi calculado de acordo com a equagdo 30/6. onde o refere-se ao
desvio padrdo da média dos brancos (n = 10) ¢ 8 ao coeficiente angular da curva analitica: estabeleceu-se o LQ
como o primeiro ponto da curva analitica (1,3 x 10° mol L' ou 0.2 mg L'"). A precisio (repetibilidade e precisio
intermedidria) e a exatidio (testes de recuperagdo, bias%) da metodologia foram avaliadas em dois niveis de
concentragdo: 2,4 x 10° mol L' ¢ 65.8 x 10° mol L', Na Tabela 1, resumem-se os parimetros caracteristicos da
metodologia GPU/SWV para a analise de AIA.

Tabela 1: Parametros caracteristicos da metodologia GPU/SWV

Parametros 24 x 10" mol L 658 x 10° mol L
Repetibilidade 3.3% 2.6%
Precisdo intermediaria 3.5% 3.0%
Recuperagio 98.3% 2, 8% 101,7%%3,1%
Bias -1.6% 1.7%

Os resultados obtidos no eletrdlito de suporte foram bastante satisfatérios para a andlise de AIA, o que
justificou 0 emprego da metodologia para a analise do hormdnio em amostras de solo fortificadas com o padrio
analitico com o objetivo de se avaliar a sensibilidade ¢ a seletividade da metodologia nesta martriz. Na Figura 2
sdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada variando-se a concentragio de AIA em solugdo de solo no
inte rvalo de 5,5 x 10° a 85,1 x 10 mol L' ¢ a curva analitica inserida (R = 0.9964). Como pode ser observado,
houve um decréscimo da sensibilidade analitica da metodologia quando aplicada na amostra de solo
(0.2 Amol'L) em comparacio a desenvolvida no eletrdlito de suporte (0.3 Amol'L). Este decréscimo pode estar
relacionado com a adsor¢do de matéria orginica na superficie do cletrodo, uma vez que a adubagdo com o



cfluente da fossa biodigestora intensifica o teor de matéria organica no solo. Experimentos de recuperagio
também foram realizados (103.8z3.1%) ¢, com base nestes resultados, sugere-se que o AIA pode ser
determinado em amostras de solo pela emprego da metodologia desenvolvida.
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Figura 2: Voltamogramas de onda quadrada variando-se a concentragdo de AIA adicionada. Concentragdes: (a)
branco, (b) 5,5, (¢) 11,1, (d) 21,9, (e) 32,8, () 43.5, () 54,1, (h) 64,5 ¢ (i) 85,1 x 10 mol L. /= 100 5",
a=50mV e AE, = 5 mV. Inserido: curvas analiticas: (W) Eletrolito de suporte (R = 0,9994); (O) Solugdo de solo
R = (,9964).

CONCLUSOES
A metodologia desenvolvida ¢ rdpida, reprodutivel e exata para a andlise do hormonio vegetal AIA em
amostras de solo fortificadas com o padrdo analitico. Experimentos controlados estio em andamento para avaliar

a possbilidade de se gerar o horménio vegetal no solo por meio dos microrganismos, visto que a adigdo de
adubo orgdnico promove a intensificacdo da atividade biologica do solo.
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