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RESUMO: Este trabalho foi realizado com objetivo de conhecer a eficiéncia dos procedimentos de analise foliar e
de raiz, através da comparacdo de trés metodologias para a quantificacdo de potassio, sodio e fésforo. Os métodos
avaliados foram a digestdo via seca em cadinhos de porcelana, digestdo nitro-perclérica e extragdo via imida com
acido cloridrico. As amostras foram coletadas no setor de agronomia no Centro Universitario da Fundacédo
Educacional de Barretos, e analisadas no laboratério de solos da mesma entidade. Analisaram-se amostras da grama-
bermuda (Cynodon dactylon), enriquecida com lodo de esgoto. Na avaliagdo do método digestdo via seca em
cadinhos de porcelana obteve-se melhor sensibilidade para leitura do potassio na raiz da planta; na metodologia via
Umida nitro-perclérica obteve-se melhor resultado para fosforo tanto na parte aérea quanto na raiz, também para o
potéssio na parte aérea e para o s6dio na raiz; a extragdo via Umida em 4cido cloridrico obteve-se um bom resultado
do sddio na parte aérea.

Palavras-chave: Analise quimica. Modelo bioldgico. Metodologia

SUMMARY': This study was conducted to provide effective procedures for leaf and root analysis, the study
aimed to compare three methods for chemical analysis to quantify foliar potassium, sodium and phosphorus. The
methods tested were dry digestion in porcelain crucibles, nitro-perchloric digestion and extraction wet with
hydrochloric acid. The samples were collected in the field of agronomy at the University Center of the Educational
Foundation of Barretos, and analyzed in the soil laboratory of the same entity. We analyzed samples of Bermuda-
grass (Cynodon dactylon), enriched with sewage sludge. In the evaluation method for the digestion dry in porcelain
crucibles, it was possible to obtain better sensitivity for reading potassium in the plant root; methodology wet nitro-
perchloric a better result was obtained for phosphorus both in shoots and in roots, also for potassium in shoots and
sodium in the root; wet extraction in hydrochloric acid showed a good result of the sodium in the shoot.

Keywords: Chemical analysis. Biological model. Methodology.

INTRODUCAO

Um aspecto importante da caracterizacdo quimica das folhas esta relacionado com o uso dos teores
de nutrientes neste tecido vegetal para diagnosticar o estado nutricional das plantas. Entre os vérios fatores
que podem afetar estes teores, estdo os procedimentos metodoldgicos de analise quimica (BATAGLIA;
SANTOS, 2001).

O método empregado depende dos objetivos do estudo, dos elementos ou compostos a serem
analisados e, inclusive, das potencialidades do laboratério (JONES JUNIOR; CASE, 1990), da
simplicidade, do custo e da seguranga operacional (MIYASAWA et al., 1984).
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A avaliacdo do estado nutricional de plantas é uma importante ferramenta para a adequada
utilizagdo de fertilizantes e tem como principal objetivo identificar os nutrientes que limitam o
crescimento, desenvolvimento, producéo e qualidade do produto (NOBILE et al., 2013).

A diagnose de tecido vegetal, é vital para se obter éxito na agricultura moderna e competitiva, pois,
além de interferir no aspecto produtivo e qualitativo, a nutri¢cdo afeta o crescimento vegetal, a tolerancia a
pragas e doengas, dentre outros (NATALE, 2009).

Mesmo com as dificuldades que ainda existem na interpretacdo dos resultados, a diagnose foliar
vem se desenvolvendo, apresentando algumas aplicagdes definidas, e outras, que se delineiam como
promissoras, destacando-se o levantamento do estado nutricional de culturas e a confirmagédo de sintomas
visiveis de deficiéncia de nutrientes, determinando os niveis dos diferentes elementos minerais nas folhas,
obtendo, dessa forma orientacdo para a corre¢éo da fertilidade do solo e estudo do efeito das adubacdes de
solo e foliar (EMBRAPA, 2004).

A amostragem é a fase onde ocorrem os erros que mais dificultam a interpretagdo dos resultados da
andlise foliar. H& necessidade de padronizagdo para minimizar os efeitos dos diversos fatores que afetam a
composicao das folhas. A maior precisdo é obtida por meio de amostras compostas, onde plantas
distribuidas pela area sdo amostradas e as folhas sdo juntadas. Amostras seletivas de plantas individuais
sdo utilizadas para finalidades especificas (MALAVOLTA et al., 1997).

De acordo a metodologia de analise quimica de folhas, deve-se seguir corretamente o preparo da
amostra, como lavagem, secagem e armazenamento, para obter o material vegetal adequado que seréa
encaminhado para analise. Ap6s lavagem do material vegetal, € preciso realizar a sua secagem, para evitar
a degradacdo e alteracbes quimicas dos tecidos durante o armazenamento, e também para facilitar a
moagem das amostras além de ser necessario para a determinacdo da matéria seca (PRADO, 2008).

Um dos maiores entraves a maior utilizacdo da analise quimica de folhas € a falta de um método
capaz de proporcionar diagnosticos eficientes. O termo “diagnostico eficiente” diz respeito a forma pratica
de obterem conclusdes verdadeiras das condi¢Ges nutricionais e dos tratamentos a serem realizados nas
mesmas, prioritariamente, no mesmo ano agricola (CRESTE et al., 1999).

Diante do exposto, objetivou-se no presente trabalho comparar trés métodos de anélise de tecido
vegetal: digestdo via seca em cadinhos de porcelana, digestdo via Umida nitro-percldrica e extracdo via
Gmida com HCI 1 mol.L™. Na determinacdo dos teores de fosforo (P), potassio (K) e s6dio (Na) em
amostras de folha e raiz em grama-bermuda (Cynodon dactylon).

MATERIAL E METODOS

Utilizou um vaso de 8 L para a plantacdo da grama bernuda (Cynodon dactylon), durante o cultivo a
grama recebeu doses crescentes de lodo de esgoto como fonte de nutriente. Para a analise foi utilizado a
raiz e parte aérea, estas ficaram por trés dias na estufa a uma temperatura de 60 a 65 °C. Ap0s este periodo
as amostras foram retiradas da estufa e moidas ficando pronta para os procedimentos.

O lodo de esgoto foi utilizado como fonte de nutrientes para a grama bermuda (Cynodon dactylon).
Foi estudada a resposta da nossa amostra com diferentes doses de lodo de esgoto durante seu crescimento.
As amostras foram submetidas as seguintes metodologias analiticas: Digestdo via seca em cadinhos de
porcelana (PERKIN; ELMER, 1973); Digestdo nitro-perclérica (SANTOS, 2009) e Extracdo via Umida
com HCI 1 mol L™ (MIYASAWA; PAVAN; BLOCK, 1984).
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Digestao via seca em cadinhos de porcelana

Para 0 ensaio de digestdo via seca em cadinhos de porcelana (PERKIN; ELMER, 1973) pesou-se
1,000 g (+/- 0,0010) de material seco moido da amostra diretamente dentro de cadinhos de porcelana. Os
cadinhos foram levados ao forno-mufla ainda frio, sendo a temperatura gradativamente elevada a 600°C.
Apés alcancada a temperatura 0s cadinhos permaneceram por aproximadamente 3 horas. O esfriamento
ocorreu naturalmente.

Foram adicionadas 5 gotas de HCl 3 mol L™ a cada cadinho, para auxiliar na decomposic&o. Em
seguida, os cadinhos retornaram ao forno-mufla por mais 3 horas, para assegurar a completa
decomposicdo do material. A cor a ser alcangada no material é cinza-claro, como ainda foi observado a
presenca de material ndo completamente oxidado, foi necesséario a adi¢do de 0,5 mL de HCI concentrado,
e retornou-se ao forno-mufla por mais 3 horas. Apds o resfriamento, foram adicionados 10 mL de HCI 3
mol L™ e aquecimento em placa aquecedora & 80°C por 15 minutos, para a completa solubilizacdo das
cinzas. Cuidados foram tomados para evitar a fervura da solugdo. O proximo passo foi a filtragem da
solucdo com papel filtro (JP 42 Quanty 15 cm — Cinza 0,007) em bal6es volumétricos de 100 mL,
completando o volume com &gua deionizada. A solucdo foi transferida para frascos proprios de
acondicionamento, estando apta a leitura.

Digestao nitro-perclorica

Para a realizacdo do ensaio da digestdo nitro-percldrica (SANTOS, 2009), pesou-se 0,5000 g a
0,5050 g da amostra seca e moida. Transferiu-se para tubos de digestao de capacidade aferido para 50 mL,
adicionou-se 3 pérolas de vidro em cada tubo, e acrescentou 5 mL de HNO; 65% m/v. Deixando a
temperatura ambiente por uma noite. A seguir colocou-se os tubos em um bloco de digestor, aquecendo a
temperatura de 80 °C por 20 minutos, e depois aumentando para uma temperatura de 160°C, até a
evaporacgdo da solucdo. Observando cuidadosamente para o material ndo subir pelas paredes do tubo de
digestdo. Quando a maior parte do HNO3 evaporou e a solucdo tornou-se clara, ou seja, 0 gas castanho da
parede do tubo acabou, retirou-se os tubos do bloco e esperou resfriar, acrescentado 1,3 mL de HCIO,
concentrado. Os tubos foram colocados novamente no bloco digestor, aumentando a temperatura para
210°C. A digestdo foi completada quando obteve uma solucdo incolor e apareceu uma fumaca densa
branca de HCIO,.H,O acima do material dissolvido dentro do tubo. Apds a completa digestdo os tubos
foram resfriados naturalmente, e as amostras diluidas com H20 para 25 mL no vidro snap-cape.

Extrac&o via Gmida em HCI 1 mol L™

Para 0 ensaio de extracdo via umida em HCI 1 mol L'l(MIYASAWA; PAVAN; BLOCK, 1984),
pesou-se 0,5000 g (+/- 0,0010) de material de amostra previamente seco e moido diretamente em baldes
volumétricos de 50 mL. Em seguida, foram adicionados 25 mL de HCI 1 mol L™ a cada baldo volumétrico
e obtido 0 peso. Os baldes com as amostras foram aquecidos por 15 minutos em placa aquecedora a
temperatura de 80°C. Apods o resfriamento a temperatura ambiente, o peso foi reajustado ao peso inicial
com agua deionizada, devido a possiveis evaporacfes de HCI. A seguir, as amostras foram submetidas a
um agitador horizontal por 50 minutos. As amostras foram filtradas em papel filtro (Framex quantitativo
15 cm — 3892 - liberacdo lenta) e acondicionadas em frascos apropriados, estando em condi¢des de leitura.

Determinacao dos elementos na amostra diluida

Fésforo
Para fosforo, pipetou-se 1 mL da amostra, transferiu-se para um tubo de ensaio, adicionou-se 4 mL
de agua, 2 mL do reativo (mistura de partes iguais de molibdato de Aménio 5% e Vanadato 0,25%),
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agitou-se e esperou por 15 minutos e leu no Espectrofotdmetro UV-VIS (Analyser 910) a 420 nm. O
aparelho foi calibrado com 5 mL de H,SO, 5 mol L™ e 2 mL do reativo.

Solucgbes

H,SO, 5 mol L™: Diluiu-se 280 mL de &cido sulfurico para um baldo de 1 L, completou-se com
H,O até o menisco.

Molibdato de Amdnio 5%: Dissolveu-se 50 g de (NH;)Mo0O,, em 800 mL de agua quente, esfriou e
completou para 1 L com H,O até o menisco.

Vanadato 0,25%: Dissolveu-se 2,5 g de (NH,),.VO3; em 500 mL de agua quente e adicionou-se 350
mL de HNO; 65%, esfriou e completou para 1 L com H,O até o menisco.

Curva padréo parao P

A solucdo estoque de fosforo (80 mg L™ de P): em um baldo volumétrico de 1000 mL contendo
cerca de 300 mL de agua destilada e 10 L de H,SO,5 mol L™ adicionou-se 0,35 g de KH,PO, (fosfato
monobaésico ou bidcido de potassio) seco em estufa por 2 horas a 70/80°C e resfriado em dessecador.
Agitou-se e completou-se o volume com H,O destilada.

Solugdo Padréo de fésforo: em baldes volumétricos de 100 mL adicionou-se através de uma bureta:
0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 mL da solucéo estoque de P (80 mg L™), 4,0 mL de H,SO, 5 mol L™,
completou-se o volume com &gua destilada e homogeneizou-se. Essa solugdo continha 0,0; 4,0; 8,0; 12,0;
16,0; 20, mg L™ de P.

Para obtencdo da curva padréo, pipetou-se 5 mL dos padrfes para tubo de ensaio, adicionou-se 2
mL do reativo colorido e homogeneizou-se deixou em repouso por 5 minutos e leu em colorimetro
utilizando filtro azul, ou seja, absorbancia de 420 nm.

Potéssio

Para determinacdo do teor, pipetou-se 1 mL do extrato, transferiu-se para tubo de ensaio e
adicionou-se 9 mL de agua e agitou-se. Calibrou o fotdmetro de chama com a solugdo-padrdo com o zero
mg L™ e ajustou-se para 80 com soluc&o padrio com 40 mg L™ efetuou a leitura.

Solucgbes

Solugdo de K 100 mg L™: Pipetou-se 10 mL da solug&o de 1000 mg L'de K e transferiu-se para um
baldo de 100 mL e completou com &gua.

Solucdo de HNO; 0,1 mol L™: transferiu-se 3,49 mL para um baldo de 1 L contendo 500 mL de
agua e completou-se até o menisco.

Padr&o 80 mg L™*: 12 mL de HNO3 0,05 mol L™ e 8 mL de K 100 mg L™.

Padr&o 0 mg L™: HNO;0,05 mol L™

Sodio
Para determinacdo do teor, pipetou-se 1 mL do extrato para um tubo e adicionou-se 9 mL de agua e
agitou. Ajustou o fotdmetro de chama com a solucéo padrdo de Na 0 e 40 mg Na/L e efetuou-se a leitura.

Solugbes

Solug&o de Na 1000 mg L™: Dissolveu-se 2,52 g de NaCl (seco a 105°C por uma hora), em 500 mL
de 4gua e completou-se o volume até 1000 mL de H,O.

Solucdo de Na 100 mg L™: Pipetou-se 10 mL da solucéo de 1000 mg L™ de Na e transferiu-se para
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um baldo de 100 mL.

Solugdo de HNO; 0,05 mol L™: Transferiu-se 3,49 mL para um bal&o de 1 L contendo 500 mL de

agua e completou-se até o menisco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o nutriente fésforo, a metodologia digestdo nitro-perclorica detectou uma maior quantidade de
fosforo (R2 = 0,97), significando 97 % de variancia verificada na parte aérea da planta conforme a Figura
1 abaixo, tendo a digestao via seca em cadinhos de porcelana com uma menor detec¢édo de fosforo.

Figura 1. Doses de lodo de esgoto nos teores de fosforo na parte aérea, determinado em funcéo de
metodologias de extracdo. Barretos — SP, 2014
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Enquanto na raiz a digestdo nitro-perclérica se encontra com uma maior variancia (R2 = 0,99)
mostrando-se a digestdo via seca superior ao método digestdo via Umida (Figura 2) tanto na parte aérea

guanto na raiz da planta.

Figura 2. Doses de lodo de esgoto nos teores de fosforo na raiz, determinado em fungéo de metodologias

de extracdo. Barretos — SP, 2014
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Para o nutriente potassio, (Figura 3) a parte aérea obteve um maior coeficiente de determinacdo de
potéssio na metodolodia digestéo nitro-perclérica (R2 = 0,93), seguido da digestdo via seca em cadinhos de
porcelana (R2 = 0,88) e extracdo via imida em HCI 1 mol L™ (R2 = 0,74).

Figura 3. Doses de lodo de esgoto nos teores de potéssio na parte aérea, determinado em funcéo de
metodologias de extracdo. Barretos — SP, 2014
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Na raiz (Figura 4) a digestdo via seca em cadinhos de porcelana determinou melhor coeficiente de
potéssio (R? = 0,88). Tendo extragdo via tmida em HCI 1 mol L™*com um menor coeficiente, tendo uma
significativa diferenca.

Figura 4. Doses de lodo de esgoto nos teores de potéssio na raiz, determinado em funcao de metodologias
de extracdo. Barretos — SP, 2014
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Para determinar o coeficiente do sodio na parte aérea (Figura 5) se obteve um melhor coeficiente
para extracdo via mida HCI 1 mol L™ (R2 = 0,69).
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Figura 5. Doses de lodo de esgoto nos teores de sddio na parte aérea, determinado em funcdo de
metodologias de extracdo. Barretos — SP, 2014
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Na raiz (Figura 6) a digestdo nitro-perclérica (R? = 0,81) detectando uma maior quantidade de
sodio, mostrou uma diferenca significativa comparado a digestdo via seca em cadinhos de porcelana e
extracdo via umida em HCI 1 mol L™.

Figura 6. Doses de lodo de esgoto nos teores de sodio na raiz, determinado em funcéo de metodologias de
extracdo. Barretos — SP, 2014
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Cabe ao analista saber identifica-las e conhecé-las, para que a opg¢do por um determinado método
seja a mais coerente possivel, tendo todo e qualquer método para analise de tecidos suas limitacGes.
Bataglia e Santos (2001) referem-se as digestdes seca e iUmida como fontes de erro comum nos processos
de determinacéo, devido a liberacdo incompleta de elementos e/ou contaminagdo das amostras.

De acordo com Anderson e Henderson (1988), alguns métodos de digestdo sdo mais eficientes que
outros, mas a eficiéncia da digestdo em todos dependerd muito do tipo de tecido digerido. Segundo
Carneiro et al. (2006), a incineracdo seca pode resultar em perdas de elementos volateis, enquanto que a
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digestdo Umida pode produzir amostras em branco com valores altos de elementos, devido as impurezas de
acidos e catalisadores algumas vezes utilizados. Enquanto que as técnicas de extracdo podem nado extrair
de forma adequada os elementos desejados da porgéo organica.

As variaces dos elementos podem influenciar negativamente quanto positivamente no resultado.
Tanto que a maxima concentrag¢do de um elemento ndo quer dizer que o método € superior em relagdo aos
demais, nem que ele seja o mais indicado para obtencdo do elemento.

Os elementos analisados sofrem algum tipo de interferéncia, mesmo desprezivel, durante as
determinagdes. Afetando a formagéo de 4&tomos livres na chama e afetando também o grau de absorcéo e
emissdo espectral dos 4&tomos.

Dificilmente podem-se determinar as vantagens e desvantagens dos métodos caracterizando a
superioridade de um ou de outro sobre os demais. Deve-se entéo, utilizar sempre que possivel mais de um
método para determinacdo quimica e optar por aquele que mais se aproxima dos resultados adequados,
evitando tendéncia de resultados sem a devida exatiddo ou variacao.

Digestao nitro-perclorica

Para aumentar os limites de detecgdo e a precisdo analitica no emprego da digestdo com HNO; +
H,0,, Zasoski e Burau (1977) sugeriram a digestdo de 3 g de amostra. Tendo como inconveniente uma
maior demanda de acido por amostra. Wikoff e Moraghan (1986) comentam que a silica presente em
materiais organicos diminui a eficacia da digestdo Umida, sugerindo HF para completa digestao de silicio,
porém, com o uso de HF ndo é possivel a utilizacdo de vidro, sendo que a digestao nitro-perclérica é feita
em tubos digestores.

A maioria dos laboratdrios, utiliza a combinagdo de HNO3; e HCIO, segundo Boeger, Wisniewski e
Reissmann (2005) na digestdo via umida, assim como nesse trabalho. A efetividade da digestdo nitro-
perclorica em digestdes é amplamente comprovada (ZASOSKI; BURAU, 1977; SMITH, 1965), sua
utilizagdo s6 ndo € maior devido aos perigos no manuseio dos &cidos, principalmente do HCIO,.

Digestdo em cadinhos de porcelana

A temperatura utilizada no método (600°C) foi constante para todas as amostras mufladas. Testando
em diferentes temperaturas Isaac e Jones Jr (1972) concluiram que a temperatura de 400 ° C ndao promove
a completa decomposi¢do do material. Baetz e Kenner (1973) sugerem a inutilizacdo de amostras que ndo
foram completamente oxidadas, devido a presenca de possiveis complexos formados com alguns metais,
principalmente na presenca de cobalto. J& os procedimentos via seca (cadinho de porcelana) proposto
nesse trabalho utilizaram-se da requeima para assegurar a completa oxidagédo de alguns dos materiais junto
com a utilizag8o de mais HCI, verificada em todas as amostras conforme Perkin-Elmer (1973).

Extraco em HCI 1 mol L™

Além da concentragdo do &cido, as varidveis tempo e temperatura de extragdo, sdo responsaveis
diretas pelo sucesso da solubilizacdo. Neste trabalho o aquecimento das amostras foi realizado em
temperatura de 80°C por 15 minutos, também com reajustes de volume devido a vaporizac6es do acido.
Miyasawa, Pavan e Block (1984), realizaram extracbes de P, K com HCL, aquecendo & temperatura de
80°C por 15 minutos, também com reajustes de volume.

Outras temperaturas e tempos de aquecimento foram avaliados por Miyasawa, Pavan e Block

(1984), contudo, a temperatura de 80°C por 15 minutos foi considerada a mais efetiva; razo essa para que
fosse utilizada pelos métodos de extracdo estudados neste trabalho.
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Relages entre métodos

A variabilidade de determinado método em relacdo a outro, as distorcdes que caracterizam tal
relacdo, como também o grau de aplicabilidade dos processos envolvidos a partir da avaliagdo das relacdes
entre 0s métodos.

Através de uma equacdo (y = ax = b) a regressao possibilita a obtencdo de uma varidvel em funcéo
de outra (EZEKIEL; FOX, 1970), de acordo com o grau de confiabilidade da reta representado pelo
coeficiente de correlagdo. CorrelagBes e regressdes possuem identificagdo matematica, porém os aspectos
estaticos fornecidos sdo diferentes (BARBOSA, 1969). As equacles de regressdo tém sua precisdo e
confiabilidade aumentadas proporcionalmente ao aumento dos coeficientes de determinacéo e correlagdo.

As analises da grama bermuda para K, P e Na foram divididas em parte aérea da planta e raiz, para
uma melhor anlise.

O melhor coeficiente de determinacdo foi obtido por P (R? = 0,94) na raiz da grama bermuda,
conforme Ezekiel e Fox (1970) significa que 94% de correlacdo verificada na digestao nitro-perclorica.

CONCLUSOES

O método de digestdo via Umida nitro-perclérica € mais sensivel na deteccéo do fésforo na planta na
parte aérea e para 0 potassio na parte aérea da planta.

A digestdo via seca em cadinho de porcelana é eficiente na deteccdo do potassio na raiz.

A extracdo com é&cido cloridrico € mais sensivel para o sédio na parte aérea e a nitro- perclérica
para sédio naraiz.
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