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Determinacéao de silicio em tecido vegetal
com abertura das amostras em digestor
com aquecimento por micro-ondas

Este documento tem como objetivo apresentar metodologia de analise de
silicio em plantas, por meio de abertura das amostras em digestor com
aquecimento por micro-ondas (forno de micro-ondas) e determinagéo por
colorimetria, adaptando-se a metodologia a estrutura do Laboratorio de
Solos, Plantas e Corretivos (LASPC) da Embrapa Agropecuaria Oeste
(Dourados, MS).

O silicio (Si) é um elemento quimico onipresente na natureza,
representando 27% da massa da crosta terrestre, sendo superado em
quantidade apenas pelo oxigénio. Por causa de sua alta afinidade com o
oxigénio (O), é encontrado somente em formas combinadas, como a silica e
os minerais silicatados. Estes tém formula geral SiaOoXe, no qual X
representa um ou mais cations, tais como aluminio (aluminossilicatos),
magnésio (talco), calcio (wollastonita), magnésio e ferro (olivina) e muitos
outros, além da presenca quase constante do hidrogénio (H). As letras a, b
e c ditam a estequiometria e a estrutura do mineral. Silicatos que estao no
cotidiano das pessoas, como o vidro e a areia, contém somente hidrogénio
como cation acompanhante, com uma notagéo geral simplificada de SiO,
(Sripanyakorn et al., 2005).

Os silicatos sdo encontrados em todas as aguas, atmosfera (p6 silicoso),
vegetais e animais. O Si é essencial para os animais e considerado um
elemento benéfico para as plantas, apesar de sua essencialidade ser
comprovada apenas para membros da familia Equisetaceae (“cavalinha” ou
“rabo-de-cavalo”), bem como para diatomaceas e inUmeras espécies de
algas unicelulares.
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As plantas absorvem o Si como acido silicico (H4SiO4), forma presente na
solugéo do solo e que esta em uma faixa de concentragdo entre 0,1 mM a
0,6 mM, aproximadamente (Epstein, 1999; Epstein; Bloom, 2006). Ja os
valores de Si encontrados em plantas sdo bem mais elevados, pois variam
de 1 g kg' a 100 g kg”, ou seja, nos mesmos niveis dos macronutrientes.
Sete das dez culturas mais cultivadas no mundo sdo consideradas
acumuladoras de Si, ou seja, possuem teor de Si igual ou superior a
10 g kg da matéria seca (Hodson et al., 2005).

O Si tem um papel importante nas relagbes planta-ambiente, pois pode dar
as culturas condigbes para suportar adversidades climaticas, edaficas e
biologicas. Estudos cientificos tém demonstrado aumentos significativos na
taxa fotossintética, melhoria da arquitetura foliar e de outros processos no
metabolismo vegetal, principalmente em condicdes de estresses de
natureza bidtica ou abidtica, resultando em aumento no crescimento e na
produgcdo. Assim, o Si pode ser considerado como um antiestressante
natural para as plantas, o que o torna interessante quando utilizado na
agricultura.

As plantas submetidas a estresses de natureza abibtica, por exemplo,
podem ter seus efeitos reduzidos com o uso da fertilizagdo silicatada,
principalmente naquelas consideradas acumuladoras do elemento.
Exemplos de condigbes ambientais estressantes, ndo bioldgicas, incluem
deficiéncia hidrica, salinidade, toxidez por metais pesados, radiacdo
ultravioleta B (UV-B), ventos fortes e temperaturas extremas. Do mesmo
modo, o silicio pode aumentar a tolerancia contra diversos insetos-praga e
fungos patogénicos, agindo tanto como uma barreira fisica, quanto pela
mediagdo de defesas bioquimicas (Balakhnina, 2013; Bakhat et al., 2018).
Também sdo comprovadas interagdes nutricionais que podem ser benéficas
as plantas, como a maior absor¢do e acumulagédo de foésforo (Rothamsted
Research, 2012).

Devido aos beneficios que a fertilizacado silicatada pode trazer, como maior
tolerancia a estresses de natureza bio6tica e abiodtica, com maior crescimento
e produtividade da cultura, a analise de Si em tecidos vegetais torna-se
necessaria e importante, tanto para o diagnostico dos teores do elemento
em cultivos comerciais, como em ensaios de pesquisa.
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Vérios procedimentos para determinacdo de Si em plantas ja foram
desenvolvidos. Inicialmente, era utilizado o método gravimétrico, com a
remogdo da matéria organica por oxidagdo quimica ou térmica,
solubilizagcéo acida e pesagem do silicio residual. Ao longo do tempo, foram
utilizadas varias metodologias de abertura das amostras, como, por
exemplo, fusdo em alta temperatura e solubilizagdo do tecido vegetal com
acido hidrofluoridrico (Saihua et al.,, 2018). Entretanto, pela maior
sensibilidade, o método gravimétrico foi substituido pela anélise
espectrométrica (colorimétrica).

A digestao alcalina em autoclave e quantificagcdo por colorimetria é o
método mais utilizado no Brasil, pois apresenta baixo custo, é rapido e
utiliza reagentes menos perigosos. Ocorre a hidrélise e dissolu¢do da matriz
organica do tecido da planta pelo hidroxido de sodio (NaOH) e a oxidagéo
subsequente pelo H,0O, (solugdo de perdxido de hidrogénio). A presséo
exercida pela autoclave permite que o oxidante permaneca na matriz
digerida, o que aumenta a oxidagdo da matéria organica (Elliot; Snyder,
1991).

A extracdo de um analito, incluindo elementos minerais em plantas, pode
ser realizada por diversas técnicas modernas, cuja eficiéncia depende de
composicao e volume do solvente, temperatura e caracteristicas da
amostra. Dentre estas, o método de extragdo de componentes quimicos por
forno de micro-ondas ja & bastante utilizado em muitas areas. Apesar de
pesquisas indicarem vantagens na abertura de amostras com micro-ondas
para determinacdo de Si, na pratica ainda é pouco utilizada. Essa técnica
permite redugdo no tempo de extragdo e no consumo de solventes
organicos, baixa contaminagéo das amostras, além de n&o ocorrer liberagédo
de gases toéxicos (Boaventura; Ribeiro, 1996; Huie, 2002).

Para validar a metodologia de determinacao de silicio por meio da digestéo
assistida por energia micro-ondas (EM), foi feita a comparacdo com a
abertura de amostras vegetais por digestdo tradicional em autoclave e em
forno de micro-ondas, os quais aceleram a reacao dos reagentes. O método
descrito em Korndorfer et al. (2004), que utliza digestdo Umida em
autoclave, € uma modificagdo daquele proposto por Elliott e Snyder (1991),
sendo um dos mais utilizados para determinag¢éo de Si em plantas.
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Foram utilizadas amostras foliares das forrageiras capim-tobiatd (Panicum
maximum cv. Tobiatd) e capim-braquiaria (Brachiaria decumbens), além de
soja (Glycine max (L.) Merrill), todas coletadas no campo experimental da
Embrapa Agropecuaria Oeste. Também foi utilizada amostra padrdo de
arroz (Oryza sativa L.) (casca), cedida pela Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). A digestao umida alcalina em autoclave e em forno de
micro-ondas, bem como a quantificagdo colorimétrica, foi realizada em trés
ensaios distintos. Em cada teste foram utilizadas seis repetigdes, e as
médias dos tratamentos (digestdo por autoclave ou forno de micro-ondas
para cada espécie vegetal) foram submetidas a analise de variancia, e
comparadas pelo teste t a 5% de significAncia e também por regresséo
quando pertinente, pelo programa de analise estatistica Sisvar (Ferreira,
2014).

Utilizou-se o forno de micro-ondas, modelo MARS 6® (CEM Corp., EUA),
com tubos pressurizados do tipo MARSXpress, fabricados em
politetrafluoretileno (PTFE — teflon), volume maximo de 55 mL e bandeja
suporte para preparo de até 40 amostras simultaneamente. Durante a
extracdo, ha aumento de presséo no interior dos frascos, os quais ventilam
caso atinjam o limite de presséo (500 psi ou 34 atm) e temperatura maxima
de 260 °C.

Como citado anteriormente, a utilizacdo dos reagentes para a digestdo em
autoclave e em forno de micro-ondas, bem como a determinagdo em
espectrofotdmetro, foram baseadas em Kérndorfer et al. (2004), com
modificacdes em relagdo ao volume utilizado dos reagentes. O
procedimento para digestdo em forno de micro-ondas e a subsequente
determinacgéo colorimétrica esta descrito em detalhes no final desta Circular
Técnica. A metodologia no uso dos reagentes, para digestdo da amostra
vegetal e para a quantificagdo colorimétrica, foi igual tanto com o uso da
autoclave como para o forno de micro-ondas.

As quatro espécies avaliadas tinham teor foliar de Si variando entre
3 g kg' (soja) e 50 g kg" (arroz), em média. Em todas as amostras, a
abertura por EM extraiu quantidades menores do que a abertura por
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autoclave. Entretanto, essa diferenca foi muito pequena para as gramineas
com teores mais elevados de Si em suas folhas, como foi o caso do capim-
braquiaria e do arroz, com uma variagdo média negativa de 4,5% e 2,3%,
respectivamente. Em relagdo ao capim-tobiata, com teor de Si em torno de
10 g kg, os valores obtidos por meio de EM foi, em média, 9,3% menor.
Para a soja, com valores médios de Si baixos, a diminuicdo foi maior,
chegando a quase 19%, considerando-se os trés ensaios em conjunto.
Apesar de os teores serem bem proximos para as gramineas com teor
elevado de Si em seus tecidos, as médias foram estatisticamente distintas,
fruto de um baixo coeficiente de variacdo nos dois métodos de abertura
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Teor foliar de silicio (g kg') em quatro espécies vegetais, com a abertura
das amostras realizada em digestor com aquecimento por micro-ondas e em
autoclave e determinagéo por colorimetria.

Soja Capim-tobiata Capim- Arroz
braquiaria
Forno de micro-ondas 2,8 9,9* 14,1* 48,7
Autoclave 3,3 10,7 15,0 49,6
Soja Capim-tobiata Capim- Arroz
braquiaria
Forno de micro-ondas 2,6* 9,2" 14,0 48,6™
Autoclave 3,4 10,2 14,6 48,4
Soja Capim-tobiata Capim- Arroz
braquiaria
Forno de micro-ondas 2,8* 8,9* 13,5* 47 1*
Autoclave 3,4 10,0 14,1 49,5

* Diferenga significativa pelo teste t a 5% de probabilidade; ™ nao significativo pelo teste t a 5% de probabilidade,
dentro de cada ensaio e espécie.
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Tabela 2. Coeficientes de variagdo (CV%) das concentragbes de silicio obtidas por
abertura de amostras com digestor com aquecimento por micro-ondas e por
autoclave, em diferentes espécies vegetais (média de trés ensaios).

Espécie vegetal Microondas Autoclave
Soja 6,90 8,40
Capim-tobiata 2,70 4,10
Capim-braquiaria 2,00 1,90
Arroz 0,34 0,35

Nos testes realizados, observou-se que a abertura via EM é mais pratica e
rapida do que com o uso da autoclave, inclusive por ser possivel eliminar a
etapa do banho-maria. Na digestdo por autoclave, o uso do banho-maria,
proposto por Kérndorfer et al. (2004), permite a evolugéo total dos gases
formados, evitando vazamentos do extrato durante o aquecimento na
autoclave. Ao avaliar o efeito do banho-maria na extracdo por EM,
entretanto, ndo houve diferenga nos resultados obtidos (Tabela 3).

Tabela 3. Teor foliar de silicio (g kg") e coeficiente de variagdo (CV%) em soja e
braquiaria, com abertura das amostras em digestor com aquecimento por micro-
ondas, com ou sem a utilizagdo do aquecedor banho-maria (média de seis repeticdes
de cada espécie).

Com banho-maria Sem banho-maria
Si CV%
Capim-braquiaria 14,0™ 1,8 13,9™ 1,8
Soja 3,0 9,4 3,0 57

" Nao significativo pelo teste ta 5% de probabilidade, entre espécies com e sem banho-maria.

Além de impedir perda de gases volateis ao ambiente, os quais podem ser
téxicos, o uso do forno de micro-ondas permite a analise de numero maior
de amostras. Também verificou-se que os valores obtidos em forno de
micro-ondas, apesar de menores, estdo dentro da faixa fisiolégica das
plantas e que ha discriminagéo efetiva em uma ampla faixa de teor foliar do
elemento, sendo que a correlagédo linear foi altamente significativa
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(Figura 1). Os resultados neste trabalho indicam a viabilidade do uso de
digestor por aquecimento por micro-ondas na abertura de amostras
vegetais para analise de Si por colorimetria, dentro da faixa obtida de
concentragao foliar de Si e espécies avaliadas neste estudo, tendo como
principal vantagem a maior rapidez na analise.
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Figura 1. Correlagdo entre a determinagdo de silicio por abertura de amostras por
autoclave e por digestor com aquecimento por micro-ondas, em quatro espécies (soja,
capim-tobiata, capim-braquiaria e arroz) e em trés ensaios em conjunto, totalizando 72
amostras.
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Metodologia para analise de silicio por digestéao
alcalina em digestor com aquecimento por micro-
ondas e determinac&o colorimétrica

Principio

A silica do tecido vegetal é solubilizada pela hidrélise e dissolugéo da matriz
orgénica pelo hidroxido de sodio (NaOH) e pela oxidagdo subsequente,
ocasionada pela solu¢cdo de peroxido de hidrogénio (adgua oxigenada). A
dissolucdo e mineralizagdo da matéria orgénica € efetivada pelo
aquecimento dielétrico por ondas eletromagnéticas n&o ionizantes, na faixa
de frequéncia de 2.450 MHz pela energia micro-ondas (EM). As amostras
sdo colocadas em tubos de teflon pressurizados e fechados, que permitem
a absorgédo da EM e o aquecimento do material e do aumento da pressao
interna. O calor gerado se da por meio de dois mecanismos: a) rotacdo de
dipolos, onde a EM causa movimento das moléculas, as quais s&o
alinhadas de acordo com o campo eletromagnético e b) condugéo idnica,
quando ocorre a resisténcia ao deslocamento dos ions (causados pela EM)
no interior da amostra, os quais s&do orientados pelo campo
eletromagnético, gerando calor.

A determinacao colorimétrica do silicio envolve a reacao do acido molibdico
com o acido monossilicico, com a formagdo de um complexo silico-
molibdico de cor amarela. Essa complexagdo € maxima apos 5 minutos,
mantendo-se estavel em pH acido por mais dez minutos. O pH entre 1,4 e
2,0 é mantido por meio da inclusdo do acido cloridrico. A interferéncia do
ferro, que consome o redutor e do fésforo, que reage com o molibdato de
amonio, é eliminada com a adi¢ao de acido oxalico.

Todas as solugbes devem ser preparadas com reagentes de grau analitico e
os volumes finais ajustados com agua purificada (destilada ou deionizada).
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Reagentes e solugodes

Acido acético (C,H,0,) 200 g L (substituto do acido oxalico)
Acido cloridrico (HCI) 500 g L™

Acido oxalico [[COOH),. 2H,0

Hidréxido de sddio (NaOH) 300 g L™

Molibdato de aménio [(NH,),Mo,,0,,.4H,0]

Peroéxido de hidrogénio (H,0,) 300 g L

Solug&o padréo de Si Tritisol®, 1.000 mg L™ de Si

Material e equipamentos

Agitador tipo vortex

Balanca de preciséo

Baldes volumétricos de 25 mL, 50 mL, 500 mL e 1.000 mL
Capela de exaustado de gases

Copos plasticos de 50 mL

Destilador ou deionizador de agua ou aparelho de osmose reversa com
coluna desmineralizadora

Digestor com aquecimento por micro-ondas
Espectrofotdmetro UV-Visivel

Estufa com circulacao forgada de ar

Moinho de facas tipo Willey

Pipetas automaticas regulaveis: 0-5 mL, 0—10 mL e 0-20 mL
Pipetas volumétricas de 25 mL

EPIs (luvas, jaleco, mascara e 6culos)

Preparo das amostras

Apbs a coleta, lavar o material vegetal com agua corrente, em solugdo com
detergente neutro, fazer uma imerséo rapida (dez segundos) em HCI 0,1%,
novamente lavar em agua corrente e depois em agua destilada ou
deionizada (purificada). Caso o material ndo esteja muito sujo, ndo ha
necessidade da imersdo em HCI ou detergente neutro.
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Deixar sair o excesso de agua e secar o material em estufa de circulagao
forcada a 65 °C, até peso constante. E recomendavel que os sacos de papel
que acondicionardo o material sejam perfurados para garantir maior
arejamento e secagem mais uniforme e rapida.

Moer o material previamente aquecido a 65 °C por 30 minutos, em moinho
do tipo Willey, em peneira de 60 mesh. Acondicionar a amostra moida em
saco (plastico ou de papel) ou tubo plastico e identificar.

Preparo das solugoes

Solugio padrio de Si de 50 mg L" — Acrescentar 25 mL de solugéo padréo
1.000 ppm de Si em baldo volumétrico de 500 mL e completar com agua
destilada ou deionizada.

Solugao de Molibdato de Amonio tetrahidratado [(NH.):Mo-0..4H.0] —
Dissolver 100 g de molibdato de aménio em aproximadamente 500 mL de
agua destilada. Ajustar o pH entre 7,0 a 8,0 utilizando NaOH 40%. Transferir
para baldo volumétrico de 1 L e completar o volume com agua destilada ou
deionizada. Acondicionar a solugdo em frasco plastico (polietileno) e guardar
na geladeira.

Hidréoxido de Sédio (NaOH) 30% — Pesar 300 g de NaOH granulado,
completar com 1.000 mL de agua destilada ou deionizada em baléao
volumétrico. Dissolver e homogeneizar. Esfriar até temperatura ambiente e
acondicionar em frasco plastico.

Agua oxigenada (H202) 30% — Misturar 300 mL de peroxido de hidrogénio
com 700 mL de agua destilada ou deionizada e guardar em geladeira.

Acido Cloridrico (HCI) 50% — Misturar volumes iguais de acido cloridrico
12 N e agua destilada ou deionizada. Acondicionar a solugdo em frasco
plastico (polietileno) e guardar em geladeira.
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Acido Oxalico [(COOH),. 2H,0] 0,6 M — Dissolver 75 g de acido oxalico em
500 mL de agua destilada ou deionizada. Transferir a solu¢do para balédo
volumétrico de 1.000 mL e completar o volume com agua destilada ou
deionizada.

Acido Acético (C,H,0,) 20% - Dissolver 200 g de &cido acético em
1.000 mL de agua destilada ou deionizada. Caso n&o haja disponibilidade
do acido oxalico, preparar e utilizar a solugédo de acido acético (substituto).

Procedimento

1. Digestao

Pesar 50 mg de cada amostra vegetal, pré-aquecida por 1 hora a 65 °C e
transferir para os tubos de teflon do forno de micro-ondas. Incluir uma
amostra-padrédo (referéncia) e uma em branco (apenas com as solugbes
extratoras) para cada 20 amostras analisadas.

Na capela de exaustdo de gases, acrescentar ao tubo com a amostra 3 mL
de H,0, 30%, agitar por alguns segundos no agitador vortex. Em seguida,
adicionar 3 mL de NaOH 30%, agitando novamente. Deixar os tubos abertos
na capela por 30 minutos. Utilizar luvas, jaleco, mascara e 6culos (EPIs).

Tampar os tubos corretamente e coloca-los nas camisas de kevlar do forno
de micro-ondas. Transferir os tubos individualmente para o carrossel na
ordem correta, certificando-se da correta posicéo de encaixe.

Programa de aquecimento: rampa (tempo) de aquecimento até 120 °C
durante 20 minutos, apos atingir essa temperatura, a amostra € aquecida
por 30 minutos com uma poténcia maxima de 1.000 W e uma presséo limite
de 500 psi ou 34 atm.

2. Preparo dos padrdes para silicio

0 mg L" — Adicionar e completar agua destilada ou deionizada em bal&o
volumétrico de 50 mL.
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2 mg L' — Pipetar 2 mL da solugéo padrdo de 50 mg L' de Si em bal&o
volumétrico de 50 mL e completar com agua destilada ou deionizada.

4 mg L' — Pipetar 4 mL da solugéo padrdo de 50 mg L' de Si em baldo
volumétrico de 50 mL e completar com agua destilada ou deionizada.

6 mg L' — Pipetar 6 mL da solugéo padrdo de 50 mg L' de Si em bal&o
volumétrico de 50 mL e completar com agua destilada ou deionizada.

8 mg L — Pipetar 8 mL da solugéo padrdo de 50 mg L' de Si em bal&o
volumétrico de 50 mL e completar com agua destilada ou deionizada.

10 mg L" — Pipetar 10 mL da solugéo padrdo de 50 mg L" de Si em baldo
volumétrico de 50 mL e completar com agua destilada ou deionizada.

3. Preparo da amostra

Apos a finalizagdo do processo no micro-ondas, retirar as amostras do
forno, deixar esfriar e diluir o produto da digest&do em bal&o volumétrico para
25 mL. Transferir para um frasco plastico/acrilico identificado e deixar em
repouso para a deposicéo dos residuos.

4. Marcha analitica
4.1. Padrbées

Pipetar uma aliquota de 20 mL de cada padréo em copo plastico de 50 mL.
Adicionar 2 mL de HCI 50% + 3 mL de molibdato de amoénio. Agitar
levemente. Ap6s 5 a 10 minutos, adicionar 3 mL de acido oxalico e repetir a
agitacao. O desenvolvimento da cor amarela é diretamente proporcional ao
teor de Si na solugéo.

4.2. Amostras

Pipetar 2 mL do sobrenadante da amostra e colocar em copo plastico de
50 mL. Adicionar 18 mL de agua destilada ou deionizada. Adicionar
2 mL HCI 50% + 3 mL de molibdato de amoénio. Agitar levemente. Apos
5 a 10 minutos, adicionar 3 mL de &cido oxalico e repetir a agitagéo.
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Aguardar dois minutos apds a adigdo dos reagentes nas amostras e/ou
padrdes e fazer a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
410 nm.

5. Calculos
a. Coeficiente angular

Apbs a leitura dos padrdes no espectrofotbmetro, obtém-se a curva de
regressao, onde o eixo das abscissas (x) representa os teores de Si e 0 eixo
das ordenadas (y), a absorbancia lida no aparelho:

y =ax + b, onde

y = leitura da absorbancia

X = padrao de Si

a = coeficiente angular, ou seja, a inclinagdo da reta em relagdo ao eixo x
(abscissas);

b = coeficiente linear, valor onde a reta passa no eixo das ordenadas com x
= zero.

b. Fator de diluicdo

(1) 25 mL do extrato / 0,05 g de tecido vegetal = 500 vezes

(2) (2 mL do extrato + 18 mL de agua) / 2 mL extrato = dez vezes, néo se
considera no calculo a adicdo de 2 mL HCI 50%, 3 mL de molibdato de
amoénio e 3 mL de acido oxalico.

Total de dilui¢gdo: 500 x 10 = 5.000

c. Concentragao de silicio na amostra

Si (%) = [(absorbancia da amostra — absorbancia do branco) / coeficiente
angular] x 5.000

ou

Si (mg kg') = [(absorbancia da amostra — absorbancia do branco) /
coeficiente angular] x 50.000
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A Figura 2 resume o procedimento de andlise de Si em tecido vegetal com
abertura da amostra em micro-ondas e determinagéo por espectrometria.

50 mg 3 mL H,0,+ 3 mL NaOH
da planta (30%) (30%)
; Y 1
L -
s w ! i
e e i _
-
E— e —
Frasco plastico Agitador Vortex Micro-ondas Extrato digerido (2 mL) +

(20'+30', 120 °C) H,0 (18 mL) + reagentes

]
Leitura em Aliquota do extrato+ agua
espectrofotémetro + HCI + molibdato de
1=410nm aménio + &cido oxalico

Figura 2. Esquema simplificado da analise de Si em tecidos vegetais com digestédo
alcalina em digestor com aquecimento por forno de micro-ondas e quantificagdo por
espectrofotometria ou colorimetria.
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