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RESUMO

A quantificagdo de elementos como Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P e Zn, nutrientes essenciais para o
crescimento das plantas, é de grande relevancia para a avaliacdo da satde nutricional das plantas,
pois permite o diagnostico precoce de deficiéncias, a sua corre¢do e de outros problemas que
possam causar danos ambientais e agricolas. A preparagdo de amostras de tecido de plantas usada
tradicionalmente exige grandes volumes de acidos inorganicos concentrados, e altas temperaturas,
gerando vapores e residuos que apresentam riscos a saude e seguranca do analista, além de possiveis
problemas ambientais. Portanto, este estudo desenvolveu um método mais suave de preparacao de
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tecidos vegetais, conhecido como “verde” ou “limpo”, que utiliza apenas acido nitrico 5M,
peroxido de hidrogénio a 12% com aquecimento por microondas em um sistema fechado,
eliminando a geracéo de vapores acidos e 0 uso de acido perclérico. O método obteve reducédo do
tempo necessario para a dissolucdo de amostras de plantas dificeis de oxidar, como folhas de soja,
farinha de aveia e trigo, milho e feijao.

Palavras-Chave: Tecido de planta, FAAS, micro-ondas, nutrientes essenciais

ABSTRACT

The quantification of elements such as Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P and Zn, which are essential nutrients
for plant growth, is of great relevance for the evaluation of plant nutrition health since it enables a
nearly diagnosis of deficiencies, and the correction of this and other problems that could cause
environmental and agricultural problems. The used preparation of plant tissue samples traditionally
requires large volumes of concentrated inorganic acids such as nitric and perchloric acids, and high
temperatures, generating vapors and residues that pose risks to the health and safety of the analyst
as well as possible environmental problems. Therefore, this study developed a milder plant tissue
preparation method, known as “green” or “clean” that uses only 5M nitric acid, 12% hydrogen
peroxide with microwave heating in a closed system, eliminating the generation of acid fumes and
the use of perchloric acid. The method achieved reduction of the time necessary for the dissolution
of plant samples that are difficult to oxidize, such as soybean leaves, oat and wheat flour, maize
and beans.

keywords: plant tissue, FAAS, microwave, essential nutrients

1 INTRODUCAO

A quantificacdo de minerais (nutrientes) em tecidos vegetais, além de ser Gtil para o calculo
de adubacdo, também é muito importante no diagnostico precoce e na corre¢do de problemas
nutricionais que podem afetar toda producédo agricola com grandes perdas de produtividade e danos
a area de plantio (Merchant, 2010). Nas Gltimas décadas, o conhecimento dessas concentragdes
permitiu o dimensionamento e aplicacdo correta de fertilizantes contribuindo para um aumento na
produtividade (Soil and Plant Anaysis Council, INC., 1998). As determinacdes de elementos
quimicos nas plantas, considerados nutrientes ou ndo, também sd0 muito importantes na
quantificacdo das quantidades toxicas para vegetais e animais, incluindo o homem. Os sintomas
causados pelo excesso ou pela falta desses nurientes essenciais nas plantas sdo normalmente,
semelhantes, tais como, mudanca da cor e do formato das folhas, atraso ou adiantamento de ciclos,
aumento ou reducdo da producdo, entre outros (Kirkby & Romheld, 2007). Mas, podem ser
distinguidos pela quantificacdo desses elementos atraves da analise do tecido vegetal. A amostra
vegetal, sélida, precisa ser preparada por oxidacdo acida para a completa dissolugdo em uma
solucéo contendo os analitos, adequada para quantificagdo por FAAS (Espectrometria de Absor¢éo

Atémica por Chama) ou ICP OES (Espectrometria de Emissio Optica com Plasma Indutivamente
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Acoplado). O preparo tradicional usa grandes volumes de acidos concentrados como o nitrico e 0
percldrico, e altas temperaturas, com risco de explosdo, liberacdo de vapores e residuos toxicos e
insalubres para o analista e 0 meio ambiente. A substituicdo deste método por outros mais brandos,
conhecidos como “verdes™!, por eliminarem ou reduzirem residuos e reagentes toxicos e perigosos,
é uma tendéncia® e também uma exigéncia da legislacio brasileira e de normas internacionais
(Keith et al, 2007; Silva, et al, 2010; Souza, et al, 2006) Assim, este trabalho propde um método de
preparo de amostra mais brando, que utiliza apenas acido nitrico e peréxido de hidrogénio diluidos,
com aguecimento por micro-ondas em sistema fechado, eliminando a geragédo de vapores acidos e
0 uso de &cido perclérico, com reducdo do tempo necessario para a dissolucdo de amostras vegetais

de dificil oxidac&o.

2 MATERIAIS E METODOS:
2.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram: Acido Nitrico P.A 65%, Perdxido de Hidrogénio P.A. 30 %,
Acido Perclérico P.A 70%, Acido sulfdrico P.A 95-99%, Carbonato de Bismuto Bésico P.A, Oxido
de Lantanio I11 P.A, Acido Cloridrico P.A. 37% todos da marca Vetec; Solucdes-padrdo comerciais
para AA 1,000 mg mL* de magnésio, calcio, ferro, zinco, manganés e cobre, da marca Quemis
High Purity e agua ultrapura MIli-Q (MERCK MILIPORE).

2.2 AMOSTRAS

As amostras utilizadas foram: feijdo-preto marca Combrasil, farelo de aveia, farelo de trigo
e extrato de soja da marca Jasmine e Folha de Soja fornecida pelo Ensaio de Proficiéncia de Tecido
Vegetal desenvolvido pela Embrapa Pecuaria Sudeste (amostra de referéncia). Foram moidas em
moinho de facas do tipo Wiley e posteriormente em moinho de faca IKA, até a obtengdo de um p6
com granulometria fina como farinha de trigo exceto a amostra de fuba e folha de soja, cuja

granulometria foi considerada adequada.

2.3 EQUIPAMENTOS

Para o preparo de amostra pelo método de digestdo nitro-perclérica convencional
utilizaram-se blocos digestores modelo TE-40, da marca Tecnal com 40 posi¢des e tubos de vidro
borossilicato temperado.

Para as quantificagfes de Ca, Mg, Fe, Zn, Mn e Cu foi utilizado o Espectrometro de

Absor¢do Atdbmica da Marca Shimadzu, modelo AA3800 na modalidade de atomizacgdo por chama
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de composicdo Ar-Acetileno AA na proporc¢do 0,6-4,9, com a configuracdo descrita na Tabela 1

abaixo para os elementos citados.

Tabela 1 - Configurag8o do Espectrémetro de Absor¢do Atdmica

Elemento* Comprimento de Larguradafenda | Fluxo de gés (L min+)
onda (nm) (nm)
Ca 4227 0,5 2,0
Mg 285,2 0,5 18
Fe 248,2 0,2 2,2
Mn 279,5 0,2 2,0
Cu 324,8 0,5 18

*Configuracdo recomendada pelo fabricante

Para os experimentos de desenvolvimento de metodologia alternativa para preparo de
amostras de tecido vegetal foi utilizado o forno de micro-ondas da marca CEM modelo
MARSXpress com o rotor e tubos MARSXpressTM de teflon com jaquetas protetoras de Kevlar.

Em todas as etapas foram usadas pipetas automaticas da marca Gilson, de volume variavel
de 2 a 20uL, de 20 a 200 puL, de 200 a 1000 pL e de 1,0 a 10,0 mL.

Para a pesagem das amostras foi utilizada a balanca analitica da marca Shimadzu, modelo

AY220, da Figura 18, com precisao para 0,1 mg.

2.4 METODOS
Preparo das amostras
Método Tradicional:

Apb6s moagem, 0,3 g da amostra foram pesadas e adicionadas a 5,0 mL da mistura nitro-
perclérica (2:1) e aquecidas em bloco digestor a 150°C por 4 horas. Suas solucdes foram inseridas
no FAAS diretamente ap0s a digestdo sem nenhuma etapa de diluicéo.

Método desenvolvido:

Apds moagem, 0,3 g da amostra foram pesadas e diluidas com solucdes de 10,0 mL de &cido
nitrico 5 Mol L e perdxido de hidrogénio 12%, em seguida, levadas ao micro-ondas a 180°C por
50 minutos. Suas solucbes foram inseridas no FAAS diretamente apds a digestdo sem nenhuma

etapa de diluicdo. O procedimento foi realizado 8 vezes em triplicata em 3 dias diferentes.
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Preparo das curvas de calibracéo
Ca e Mg: Em bal6es volumétricos de 100,0mL foram adicionadas aliquotas da Solugédo
padrdo de magnésio ou de calcio 1,000mg/mL (padrdo comercial para AA), 1000uL da solucdo de

lantanio 10%, 5mL de solugéo nitro-perclorica diluida 10 vezes.

3 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram mais préximos do valor desejado com a adi¢do do peroxido de
hidrogénio, que proporcionou 0 aumento da concentracdo de muitos nutrientes. O peroxido de
hidrogénio fornece oxigénio que nas condi¢cdes de aquecimento e pressurizacao dos tubos sob
micro-ondas é capaz de regenerar o acido nitrico decomposto em 6xido nitroso (NO2) e 6xido
nitrico (NO) (Bizzi et al, 2010). Isso aumenta a eficiéncia da decomposi¢do, proporciona valores
de brancos mais baixos, solugdes menos agressivas aos instrumentos analiticos e ao analista e
possibilita a minimizacdo da quantidade de reagente utilizado e de residuos da quantidade de
reagente utilizado e de residuos gerados (Bizzi et al, 2011). As rea¢es da decomposicao da matéria
organica pelo &cido nitrico (Equacdo 1), com produgdo de NO, bem como a decomposicdo do
peroxido de hidrogénio (H202) (Equacéo 2) e a regeneragdo do HNO3, com NO indo a NO:
(Equacdo 3), na presenga de Oz e NO2 indo a HNOs e HNO2 (Equacdo 4), este ultimo se

decompondo em NO- e NO (Equacéo 5) realimentando a Equacéo 3 estdo representadas abaixo.

(CH2)n + HNOs(ag) — CO2(g) + NO(g) + H20(I) (Equagdo 1)
2H0, - 2H,0+ O,  (Equagéo 2)

2NO(g) + O2(g) — 2NO2(g) (Equacéo 3)

NO2(g) + H20() — HNOs(agq) + HNO2(aq) (Equacéo 4)

2 HNOz2(aq) — H20(aq) + NO2(g) + NO (Equacdo 5)

Os valores do método desenvolvido foram semelhantes aos obtidos pelo método tradicional
para as amostras testadas, considerando uma faixa de variagdo de 10% da média do método
tradicional (exceto amostra de referéncia que foi considerada uma faixa de 2 vezes o desvio-
padrdo). Nas Tabelas de 2 a 5 estdo os resultados médios, desvios-padrao e faixa de desvio da média

utilizada como critério para comparagdo do método tradicional com o método desenvolvido.
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Tabela 2 — Amostra de referéncia interlaboratorial

Tabela 2 — Amostra de referéncia interlaboratorial
. | Ca | Mg || Fe | Zn | Mn | Cu
Analito
(9/Kg) (mg/Kg
o Média 1481 | 3,23 || 376,80 | 42,58 |61,03| 9,00
(&)
[ n =
< Desvio-padréo 1,18 0,30 || 46,61 6,05 |10,39| 1,28
3 Meédia - 2 X desvio-
2 padrio 12,45 | 2,63 || 28358 | 30,48 |40,25| 6,44
& Média + 2 X desvio-
§ padréo 1717 | 383 || 470,02 | 54,68 |81,81]11,56
% CV 10,55 | 9,29 12,37 | 14,21 |17,02]14,22
TR IDESETE e 1265 | 334 || 3509 | 3434 | 5009|676

Tabela 3 — Amostra de feijdo-preto

Tabela 3 — Amostra de feijdo-preto
Ca|Mg|Fe|Zn|Mn| Cu

Analito
(9/Kg) (mg/Kg)
Média 1,31 | 1,69 || 1098 | 27,77 | 15,04 9,09
Desvio-padréo | 011 | 0,05 || 16,21 | 3,55 1,18 0,70

Média -10% 1,18 | 1,52 || 98,85 | 24,99 | 13,54 8,18

Método Tradicional

Meédia +10% 1,44 | 1,86 || 120,81 | 30,54 | 16,55 10,00

VD BeEE Iy 118 | 176 || 103 | 2507 | 1514 9,13

Tabela 4 — Amostra de farelo de aveia

Tabela 4 — Amostra de farelo de aveia
|Ca|Mg|| Fe |Zn|Mn|Cu

Analito |
(9/Kg) (mg/Kg)
Média 0,54 1,91 58,34 | 36,59 | 62,90 | 4,86

Desvio-padréo 0,05 0,08 10,98 | 4,17 | 3,83 [ 049

Meédia -10% 0,49 1,72 5251 | 3293 | 56,61 | 4,37

Método Tradicional

Média +10% 0,60 2,10 64,17 | 40,25 | 69,19 | 5,34

Método Desenvolvido

0,57 2,09 58,85 | 34,88 | 63,38 | 4,89
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Tabela 5 — Amostra de farelo de trigo

Tabela 5 — Amostra de farelo de trigo
. Ca | Mg | Fe | Zn | Mn | Cu
Analito
(9/Kg) (mg/Kg)
= Média 0495 | 3618 || 117,7 | 87,15 | 139,81 11,67
S
B Desvio-padrdo 0,047 | 04112 |[ 10,84 | 13,77 | 11,75 | 0,36
|_
3 Média -10% 045 | 326 || 105,93 | 78,44 |125,83| 10,50
> .
= Média +10% 0,54 3,98 || 129,47 | 95,87 [153,79| 12,84
D DEESE D 050 | 393 || 1222 | 79,93 | 1425 | 11,84

3.1 PARAMETROS TESTADOS PARA VALIDACAO DO METODO PROPOSTO

A validacdo em andlise quimica é uma etapa muito importante para a garantida da qualidade
e a confiabilidade dos resultados. Para a validacdo do método proposto, foram avaliados 0s
seguintes parametros: Exatiddo, Limite de Deteccdo do Equipamento (LDE), Limite de Detec¢éo
do Método (LDM), Limite de Quantificacdo (LQ), Limite de Linearidade (LL) e Seletividade,
medidos apds trés repeticdes e dez leituras do branco..

Para avaliacdo da exatiddo, utilizou-se uma amostra de referéncia para analise pelo método
tradicional e pelo método proposto. Os resultados obtidos apresentaram desvios padrdo mais baixos

do que aqueles obtidos com a mesma amostra de referéncia em ensaio interlaboratorial.

Tabela 6 — Resultados de validacéo para os analitos

PARAMETROS Ca Mg Fe Zn Mn Cu
Média (Abs.) 0,002 0,023 0,014 0,111 | 0,002 | 0,015
Desvio-Padréo (S) 0,001 0,001 0,005 0,002 | 0,002 | 0,001
Coeficiente de 44,20 2,85 33,75 1,37 924 | 3,75
Variacdo CV (%)

LDE (Abs) 0,004 0,025 0,029 0,115 | 0,009 | 0,017
LDE (g kgh 0,020 0,001 0,012 | 0,0092 | 0,019 | 0,010
LDM (Abs) 0,009 0,029 0,063 0,126 | 0,025 | 0,021
LQ (g KgY) 0,03 0,003 0,033 0,013 | 0,017 | 0,033
LL (mg L) 4,00 1,30 10,00 1,60 6,00 | 6,00
LL (g Kg?) 0,133 0,0433 | 0,333 0,053 | 0,200 | 0,200

Para avaliar a seletividade do método proposto, foram reproduzidas as curvas de calibracao

determinadas na etapa anterior, porém com adicdo de pequena quantidade de matriz de cada uma
das amostras deste estudo. Nos gréficos das Figuras 01 a 06, pode ser visualizada a semelhanca das

curvas através da observacdo do posicionamento paralelo dos pontos.
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Figura 1 — Teste de seletividade para Célcio

Teste de Seletividade para Ca
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Figura 2 — Teste de seletividade para Magnésio

Teste de Seletividade para Mg
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Figura 3 — Teste de seletividade para Ferro
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Figura 4 - Teste de seletividade para Zn
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Figura 5 — Teste de seletividade para Manganés
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Figura 6 — Teste de seletividade para Cobre
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4 CONCLUSOES

O método desenvolvido e proposto neste trabalho para a digestdo das amostras de tecido
vegetal apresentou vantagens frente ao meétodo tradicional, consumindo menor volume de
reagentes; além de oferecer melhores condicdes para digestdo de 300 mg de tecido vegetal em forno
de micro-ondas, sem geracdo de vapor para o ambiente e todo o risco e insalubridade inerentes ao
seu uso como queimaduras e explosdo. Além disso, o uso do é&cido nitrico diluido a 5 mol L
minimiza os riscos do trabalho com o acido na sua forma mais concentrada e poupa também a
instrumentac&o dos danos causados pelo uso de &cidos concentrados. E mais econdmico por ndo
exigir uso de sistema de exaustdo e tratamento de gases, além de gerar menos residuo. O método
foi validado com amostra de referéncia de ensaio de proficiéncia interlaboratorial, assegurando a
consisténcia do processo de validacdo. Foram obtidos resultados satisfatorios para todos os
principais parametros validados testados (Linearidade, LDE, LDM, LQ e LL e Seletividade) para
as amostras testadas, garantindo a sua aplicabilidade ao preparo de diversos tipos de amostras de
tecido vegetal e andlise dos macro e micronutrientes foi alcancado, de forma eficiente, com

economia, qualidade e praticidade, eliminacdo de riscos ambientais e de insalubridade.
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