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RESUMO

O crescente aumento da populacédo, e a conseqiiente expanséao
da demanda por alimentos, gera a necessidade de maior eficiéncia dos
agrossistemas e maior produtividade das areas cultivadas. Esta eficiéncia
serd sustentdvel, se houver uma otimizacdo de recursos e insumos,
buscando aumentos da producdao através do manejo racional da
fertilidade do solo e da nutricdo de plantas sem ocasionar danos ao meio
ambiente. Neste contexto, a diagnose foliar constitui-se em uma
ferramenta extremamente importante para a avaliacdgo e o
monitoramento do estado nutricional das plantas.

Assim sendo, a Embrapa Solos, consciente de suas atribuicdes
em envidar esforcos para a obtencao de maximas produtividades com o
minimo de danos ambientais decorrentes da aplicacao de fertilizantes e
corretivos no solo, instalou em 1996, o laboratério de tecidos vegetais,
que atende os projetos de pesquisa da unidade e das instituicbes que
fazem parte dos sistemas de pesquisas.

Este trabalho relata os procedimentos analiticos utilizados para
a determinacao dos principais nutrientes essenciais as plantas, realizados
no laboratério de andlise de tecidos vegetais da Embrapa Solos. Para
cada método serdo apresentados o0s principios, materiais e
equipamentos, reagentes e solucdes e procedimentos.

Termos para indexacdo: metodologias, diagnose foliar, nutricao
de plantas, estado nutricional.
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ABSTRACT

Analytical Methods of Plant Tissue Used in Embrapa Solos

The continuous growth of population, allied with foodstuff
requirement expansion, has begotten the need of a larger agrosystem
efficiency and a larger productivity on cultivated areas. This
effectiveness will be sustainable if resources as well as input
optimization befall, in order to increase production by wise usage of soil
fertility and plant nutrition, without damaging the environment. In this
context, leaf diagnosis is an extremely important tool on the evaluation

and monitoring plants nutritional status.

Considering this, Embrapa Soils, conscious of its responsibility
on making efforts so as to obtain maximum productivity with a minimum
environmental harm caused by soil fertilizers and correction products
application, created, on 1996, the plant tissue laboratory, which attends
its own research projects and the institutions belonging to the research

system as well.

This work shows the analytical procedures currently used on
the determination of the main essential nutrients to the plants,
performed at Embrapa Soils’ plant tissue laboratory. For each analysis
methodology, theoretical principles, equipment and materials used,
reagents and solutions will be shown.

Index terms: analytical methodology, foliar diagnosis, plant
nutrition, nutritional status.



1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo e a conseqiiente expanséao
da demanda por alimentos geram a necessidade de maior eficiéncia dos
agrossistemas e maior produtividade das areas cultivadas. Esta eficiéncia
serd sustentavel se houver uma otimizacao de recursos e insumos,
buscando aumentos da producdao através do manejo racional da
fertilidade do solo e da nutricdo de plantas. Neste contexto, a diagnose
foliar constitui-se em uma ferramenta extremamente importante para a

avaliacao e o monitoramento do estado nutricional das plantas.

A diagnose nutricional, através da analise de tecidos vegetais,
tem se mostrado um guia Util para o manejo dos nutrientes e é realizada

com os seguintes objetivos:
diagnosticar um problema nutricional nao identificado
visualmente;
identificar causa de sintomas visuais observados no campo;

mapear areas que apresentam suprimento nao adequado de

nutrientes;

avaliar se um determinado nutriente aplicado foi absorvido

pela planta;
identificar interacdes entre nutrientes;
caracterizar a causa especifica de um problema nutricional;

juntamente com a andlise de solo, orientar um programa

racional de adubacao e correcao do solo.
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Portanto, a utilizacdo da analise foliar na avaliacdo nutricional
das plantas pode revelar deficiéncias ou excessos de um ou mais
nutrientes, permitindo que sejam realizadas as corregcdes, evitando o
comprometimento da produtividade e da qualidade dos produtos

agricolas.

Assim sendo, a Embrapa Solos, consciente de suas atribuicdes
em envidar esforcos para a obtencdo de méxima produtividade com o
minimo de danos ambientais decorrentes da aplicacdo de fertilizantes e
corretivos no solo, instalou, em 1996, o laboratério de tecidos vegetais.
Até o momento tem realizado andlises atendendo a necessidade dos
projetos de pesquisa da unidade, como das instituicdes que fazem parte
do sistema de pesquisa, como as universidades, principalmente no que

se refere a execucdo de teses de mestrado e doutorado.

Equipado com instrumental analitico atualizado, como
espectrometro de emissdo por plasma e analisador elementar para
determinacado simultadnea de carbono e nitrogénio totais por via seca, o
laboratério conta ainda com diferentes sistemas de purificacdo de agua
(destilada, bi-destilada em quartzo e ultra pura). Paralelamente, vem
calibrando, adequando e testando novos procedimentos analiticos para

utilizd-los na rotina, uma vez que os processos sao dindmicos.

Neste trabalho serao descritos os procedimentos analiticos
utilizados para a determinacdo dos principais nutrientes essenciais as
plantas (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Mo e Zn), realizados no
laboratério de andlise de tecidos vegetais da Embrapa Solos. Para cada
método serdo apresentados os principios, materiais e equipamentos,
reagentes e solucdes, e procedimentos. As vidrarias nao serao listadas,

uma vez que sao as comumente utilizadas em todos os laboratérios.
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2 FLUXOGRAMA DO LABORATORIO

Na Figura 1, encontra-se esquematizado o fluxograma das
atividades do laboratério de tecido vegetal, desde o preparo da amostra
até os procedimentos analiticos propriamente ditos.

Amostra

A 4

Preparo da amostra
(lavagem, secagem e moagem)

\ 4

y

\ 4

Solubilizacao

Solubilizacdo

Soll._lbilizagéo

Nitrico-perclérica sulfarica via seca
A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4 A 4
P . K, Na Ca, Mg Cu, Fe, B Colonmetna
Colorimetria . = S . (Azometina-H)
Fotometria] |Absorcéo T . Mn, Zn N Kjeldahl " X
(Amarelo PO Turbidimetria Mo Colorimetria
de chama atdmica ICP o,
vanadato) (Ditiol)

Figura 1. Fluxograma das analises foliares na Embrapa Solos.

Conscientes de que o valor da andlise de plantas para a
diagnose e monitoramento do estado nutricional depende nado sé da
determinacao analitica mais também da adocdo de metodologias
sistematizadas de amostragem e preparo da amostra, estes topicos sdo
brevemente enfocados neste trabalho, apesar de nao fazerem parte da

rotina do laboratério.
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3 AMOSTRAGEM

A amostragem constitui-se em uma etapa importante na anélise
de plantas, podendo acarretar erros na interpretacdo dos resultados
analiticos e na identificacao das limitacdes nutricionais. Em geral, é a
fase onde ocorrem falhas com maior freqtiéncia. Para garantir resultados
que reflitam o estado nutricional da cultura, a amostra coletada deve ser
representativa da populacédo, possibilitando assim, melhor interpretacao.
Nesta fase, devem ser observadas as instrucdes especificas da parte da
planta a ser coletada, o estadio de desenvolvimento e a quantidade de
material a ser coletado, uma vez que os resultados obtidos pela anélise
quimica serdo comparados com valores padroes estabelecidos (valores
criticos ou faixas de suficiéncia), para entdo serem interpretados. As
recomendacoOes técnicas para amostragem de plantas encontram-se na

literatura (Osaki, 1991, Malavolta et al. 1997 e Carmo et al. 1998).
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4 RECEBIMENTO DA AMOSTRA

As amostras recebidas pelo correio ou entregues diretamente
pelos interessados sado rigorosamente identificadas através de protocolo

e etiguetadas com o numero do laboratério.

Por ocasidao do recebimento da amostra é preenchido um
formulario, que tem como objetivo subsidiar a interpretacdao dos

resultados analiticos (Figura 2).
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LASP
Salos Laboratorio de analise de agua, solos e plantas
1. ldentificagao
Data: N°. laboratério:
Nome do proprietario
Nome da propriedade
Endereco
Telefone: Fax: e-mail:
Endereco para remessa dos resultados:
Responséavel pela remessa
2. Descrigao da amostra
Cultura: Variedade: Idade: N°. de amostras:
Produtividade: [JAlta []Média []Baixa
Data da amostragem:
Estadio de crescimento: [] Perfilhamento [] Florescimento
[] Frutificacéo [] Maturagéo
[]Inicio [] Outros

Material enviado: [] Folha inteira (com pecfolo) [] Limbo

[] Planta inteira [] Outros
Descrigao de sintomas:
Sintomas em folhas: []novas []velhas
Avaliacao do estado da cultura: O bom H médio O ruim
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3. Caracteristicas do plantio:

Cultivo: [] Comercial

Praticas:

[]rrigagéo 0 Analise solo

Ocorréncias:

| Encharcamento []Seca

Pulverizagoes: []Adubo
foliar

4. Descrigao do local:

Solo: [] Arenoso

Relevo: []Plano

Cobertura vegetal predominante:

5. Nutrientes a serem analisados:

6. Observagobes:

] Suave

i Doméstico i Outros
[]Adubagao
| Pragas | Doengas
OJ
Defensivos
[]Argiloso Cor
I Acidentado i Baixada
Ca Mg S
Mn n

Assinatura responsavel:

Figura 2. Formulario de recebimento das amostras na Embrapa Solos.
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5 PREPARO DAS AMOSTRAS

5.1 Lavagem

O ideal é que as folhas sejam entregues ainda verdes ao
laboratério, no maximo 2 dias apds a coleta. Quando ndo houver essa
possibilidade, realiza-se a lavagem, somente para folhas verdes e

vigorosas.

As amostras inicialmente sao lavadas com agua de torneira e
agua ultra pura, posteriormente com detergente neutro, na concentracao
de 1TmLL", e novamente com agua ultra pura.

No caso de amostras que receberam aplicacdo de defensivos
agricolas ou adubacao foliar ou estiverem contaminadas com terra, além
do procedimento anterior, acrescenta-se a lavagem com uma solucédo de
HCI 30mLL", seguida de lavagem com &gua desmineralizada. O tempo
de contato das folhas com a 4gua ou com as solugcdes descontaminantes
deve ser sempre menor que 2 minutos, para se evitar as perdas dos

nutrientes, principalmente o potassio.

5.2 Secagem

O material é posto para secar primeiramente ao ar, sobre
superficie plastica limpa e a sombra. Posteriormente, é embalado em
sacos de papel etiquetados e colocado para secar em estufa com
circulacdo forcada de ar em temperaturas variando de 65 a 70°C até
atingir peso constante. A temperatura ndo ultrapassa 70°C, para se

evitar a perda de nutrientes.
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5.3 Moagem

A moagem ¢é realizada em moinhos tipo Willey, com facas e
camara de aco inoxidavel e com peneiras de 0,5 ou 1Tmm de didmetro

(20-40mesh), visando assegurar a homogeneizacao da amostra.

No caso de materiais ricos em o6leos e resinas, faz-se a
maceracao em gral. As amostras com grande volume sdo trituradas

previamente com picadeira ou moinho de martelo.

5.4 Armazenagem

O armazenamento das amostras é realizado em sacos ou

frascos pléasticos, identificados com o nimero do laboratério.
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6 LAVAGEM DA VIDRARIA

Considerando que as determinacgdes realizadas no laboratério de
tecidos vegetais sdao de alta sensibilidade e que os trabalhos sao de
baixas concentracdes de nutrientes, procedimentos devem ser adotados
a fim de se evitar possiveis contaminacdes, que podem invalidar a
anédlise do material. Entdo, cuidados especias sdo tomados, como o de
separar a vidraria utilizada para determinadas rotinas especiais, com, por
exemplo, lodo de esgoto, e na fase de exagliamento dos tubos.

Os seguintes procedimentos sao utilizados na lavagem:
lavar a vidraria em agua corrente por duas vezes;
imergi-la em solucdo de acido nitrico 5 a 10% (v/v);
enxaguar  abundantemente em agua ultra pura

(18,3MWcm").

Quando os tubos de digestdao apresentam residuos ou crostas,
sao inicialmente lavados em &gua corrente e imersos em solucdo de
detergente neutro a 5%, escovados até a completa eliminacdo dos
residuos e lavados com agua corrente. Em seguida, sdo imersos em uma
cuba plastica, com solucdo de 4&cido nitrico a 5% (v/v) por
aproximadamente 48 horas, seguido de enxaglie por varias vezes, com
agua ultra pura.

As vidrarias nao aferidas sdo colocadas para secar em estufa a
temperatura entre 50 e 60°C e as aferidos sao secas ao ar, em local
protegido da poeira.

6.1 Materiais e equipamentos

cubas plasticas e escovas de diversos tamanhos;

estufa com controle de temperatura.

6.2 Reagentes e solucdes

detergente neutro;

acido nitrico.
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7 SOLUBILIZACAO (DIGESTAO)

A decomposicao do tecido vegetal, visando a determinacao dos

nutrientes essenciais as plantas, é realizada por via seca ou através da
solubilizacdao com &cidos nitrico e perclérico.

7.1 Via seca
7.1.1 Principio

A amostra de tecido vegetal é incinerada em mufla elétrica a
uma temperatura entre 500 e 550°C. A cinza resultante é dissolvida em

solucdo diluida acida de &acido nitrico. O extrato resultante é utilizado
para determinacao de B e Mo.

7.1.2 Materiais e equipamentos

mufla elétrica com controle de temperatura;
balanca analitica;

cadinho de porcelana.
7.1.3 Reagentes e solucdes
HNOs.
7.1.4 Procedimentos

transferir 500mg de amostra para cadinho de porcelana;
levar a mufla elétrica com temperatura controlada;

aumentar gradativamente a temperatura para 500 a 550°C,
por 2 a 4 horas, até a obtencdo de cinza branca. A cinza
resultante deste processo é dissolvida em 25mL de HNOs
0,1mol L.
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7.2 Via tmida

7.2.1 Solubilizacédo nitrico perclérica

7.2.1.1 Principio

As amostras sao solubilizadas com &cidos nitrico (65%) e
perclérico (70%). Este método é realizado para determinacdo dos
elementos P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn.

7.2.1.2 Materiais e equipamentos

capela de exaustao;
balanca analitica;

bloco digestor para 40 tubos de digestao.

7.2.1.3 Reagentes e solucées

acido nitrico 65%;

acido perclérico 70%.

7.2.1.4 Procedimentos

transferir 500mg de material vegetal seco e moido para
tubo digestor;

adicionar 4,0mL de acido nitrico;

deixar em repouso por aproximadamente 12 horas (digestao
prévia);

aquecer gradativamente até 120°C;

permanecer nesta temperatura até cessar totalmente o
desprendimento de NO2 (vapor castanho). Nesta etapa, a
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matéria organica encontra-se parcialmente digerida e o
volume do acido nitrico reduzido a metade do volume
inicial;

adicionar 2,0mL de acido perclérico;

aumentar a temperatura gradativamente para 180°C;

evitar neste processo o aquecimento elevado para nao
haver perdas, principalmente, de fésforo e enxofre;

colocar pequenos funis, tampando o tubo digestor, a fim de
nao s6 evitar possiveis perdas de HCIO4, como também a
secagem do extrato;

manter a temperatura até se obter fumos brancos de HCIO4
e o extrato se apresentar incolor;

esfriar;

completar o volume para 25mL com &gua ultra pura.

7.2.2 Solubilizacdo sulfarica

7.2.2.1 Principio

Esta técnica baseia-se na oxidacdao da matéria orgénica,
transformando o nitrogénio organico em mineral (sulfato de amonio),
através da acdo do H2SO4 e catalisadores a quente.

7.2.2.2 Materiais e equipamentos

capela de exaustao;
balanca analitica;

bloco digestor.
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7.2.2.3 Reagentes e solucées

H2S04 concentrado;
Na2S0s4;

CuS04.5H20;

mistura catalitica:

- pesar 180g de Na2S0s4;

- dissolver em aproximadamente 1L de agua ultra pura em
baldo aferido de 2L;

- adicionar 18g de CuS04.5H20;
- adicionar 600mL de H2SO4 concentrado;
- deixar esfriar;

- completar o volume;

7.2.2.4 Procedimentos

pesar 0,2g da amostra moida e seca em tubos para
digestdo de 50mL;

adicionar 15mL de mistura acida de sulfatos;

proceder a digestao, por 1 hora ou mais em bloco digestor,
aumentando a temperatura gradativamente até cerca de
335°C;

deixar esfriar, apés a completa digestdo da matéria

organica, caracterizada por um liquido incolor ou levemente
esverdeado;

determinar o teor de nitrogénio.
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8 DETERMINACOES ANALITICAS
8.1 Nitrogénio

A determinacdo do nitrogénio pode ser realizada através da
solubilizacao sulfarica seguida do método semi-micro Kjeldahl ou com a
amostra sélida, no analisador elementar. Neste caso, é determinado o N
total.

8.1.1 Semi-micro Kjeldahl
8.1.1.1 Principio

Técnica de solubilizacdo Gmida, seguida por destilacdo a vapor
e titulacdo para a quantificacdo do NH4. A solubilizacao sulfurica (H2S04
+ catalisadores) transforma proteina e aminoacidos do tecido vegetal
em N-NHz* que é destilado e complexado em &acido bérico com indicador
misto, e titulado com solugdo padronizada de H2SO4 diluido.

8.1.1.2 Materiais e equipamentos

destilador semi-micro Kjeldahl;

balanca analitica.

8.1.1.3 Reagentes e solucbes

4cido bérico a 20g L™:
- pesar 20g de H3BOs;

- adicionar 800mL de 4&gua destilada, agitando até
dissolver o sal;
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- adicionar 15mL de verde de bromocresol a 0,1gL™", 6mL
de vermelho de metila a 0,1g L' e 2mL de hidréxido de
s6dio a 0,1mol L', apés dissolucdo;

- completar para 1L com agua destilada;

verde de bromocresol 1gL™":
- pesar0,1g;

- dissolver em &lcool etilico, completando o volume para
100mL;

vermelho de metila 1gL™":
- pesar0,1g;

- dissolver em alcool etilico, completando o volume para
100mL;

solucdo estoque de H2S04:

- transferir 28mL de HSOs concentrado p.?, para baldo
volumétrico de 1L;

- completar com agua ultra pura;

solucdo estoque de H2S04 0,014molL™":

- adicionar 100mL da solucdo estoque em baldo
volumétrico de 1L, completando o volume. Esta solucao
deve ser padronizada com solucdo de NaOH 0,01molL™,
preparada a partir de ampolas de TITRISOL;

NaOH 13 molL":
- pesar 520g de NaOH;

- dissolver em 1.000mL de dgua ultra pura;

alcool etilico 99°.
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8.1.1.4 Procedimentos

destilacao e titulacéo:

- transferir todo o extrato digerido para o destilador semi-
micro Kjeldahl;

- conectar um erlernmeyer de 50mL, contendo 10mL da
solucdo de H3BOs 20gL™" com a mistura de indicadores,
na extremidade de refrigeracdo do destilador;

- adicionar gradativamente 10mL de NaOH 13molL" ao
digerido;

- proceder a destilacao até atingir um volume de 30mL;

- retirar o frasco e titular com solucdao de H2S04
0,014molL’?, até a mudanca da cor para rosa. Uma prova

em branco deve ser levada conjuntamente com as
amostras.

8.1.1.5 Célculo

8.1.2

8.1.2.1

N-NHag kg™' = (Vola - Vole) x 1,4

Onde:

Vola = volume de H2S504 gasto na amostra (ml);

Vols = volume de H2504 gasto na prova em branco (ml).

Analisador elementar

Principio

A técnica baseia-se no método de Pregal e Dumas, onde as

amostras sdao queimadas em um ambiente de oxigénio puro, e os gases
resultantes desta combustdo sdo carreados por hélio de alta pureza (um
gas inerte) até a zona de deteccao.
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8.1.2.2 Materiais e equipamentos

analisador elementar Perkin-ElImer CHNS/OPEZ 400 Series.

8.1.2.3 Reagentes e solucées

oxigénio de alta pureza;

hélio de alta pureza.

8.1.2.4 Procedimentos

As amostras, encapsuladas em cadinhos de estanho, sao
inseridas na zona de combustdo do equipamento, e, na presenca de
excesso de oxigénio e dos reagentes de combustao, sao totalmente
queimadas, formando os gases CO2, H20 e N2. Em seguida, séo
carreadas pelo gas inerte (He) até a zona de controle gasoso. Nesta area,
os gases formados sdo encerrados em uma camara fechada, onde sao
rapidamente misturados e mantidos em condicoes controladas de
pressao, temperatura e volume. Apés a homogeneizacdo, a cadmara de
mistura é despressurizada e os gases vao para uma coluna na zona de
separacdo do instrumento. Nesta etapa, utiliza-se a técnica de
cromatografia frontal, onde ha a retencao seletiva dos gases, de maneira
a produzir um cromatograma de sinal estavel, por etapas, como se
fossem degraus, em lugar dos picos. Os gases, ao sairem da coluna
cromatografica, passam por um detetor de condutividade térmica na
zona de deteccao do aparelho, onde se mede, uma a uma, as mudancas
da linha de base do gés carreador.
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8.2 Fosforo

8.2.1 Espectrometria com amarelo de vanadato

8.2.1.1 Principio

O anion H2PO4 reage com molibdato (MoO4?) e vanadato (VO3?),
em meio &cido, formando um complexo de coloracdo amarela que
absorve a luz na regidao de 420nm.

8.2.1.2 Materiais e equipamentos

Espectrometro UV-VIS.

8.2.1.3 Reagentes e solucédes

H2S04;

(NH4)6 .M0O24;
(NH4)2VOs;

curva analitica de P:

- preparar solucdo de P, contendo 0,0; 5,0; 10,0; 15,0 e
20,0mgL" em H2S04 0,2molL";

solucdo de molibdato 50gL™:

- dissolver 50g de (NHa)6.M0O24 p.a. em 800mL de agua
quente;

- esfriar;

- completar o volume para 1.000mL com H20;
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solucdo de vanadato 2,5gL":

dissolver 2,5g de (NH4)2VOs p.a. em 500mL de &gua
quente;

adicionar 350mL de HNO3 65%;
esfriar;
completar o volume para 1.000mL com &agua ultra pura;

misturar em partes iguais as solucdes de molibdato e
vanadato.

Observacao: as duas solucdes sdao misturadas apenas na hora

do uso.

8.2.1.4 Procedimentos

pipetar 5,0mL do extrato da solubilizacao nitrico-perclérica;

completar o volume para 20mL com &gua;

adicionar 4mL da mistura dos reagentes;

efetuar, apés 5 minutos, a leitura no espectrometro

420nm, construindo a curva analitica e estimando
concentracao de P no extrato solubilizado.

8.2.1.5 Célculo

-1

Pgkg ' = leituraem mg L' X 0,2
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8.3 Potassio e Sddio

8.3.1 Espectrometria de chama de emisséo

8.3.1.1 Principio

O método é baseado na atomizacao das particulas da solucao
através da projecado da solucao sobre uma chama. H4 uma excitacao dos
atomos, isto é, o deslocamento dos elétrons para niveis energéticos mais
elevados; quando os &tomos voltam ao nivel energético normal, hé
emissdo da energia absorvida na forma de radiacées. Os &tomos
excitados dos nutrientes potadssio e sédio, emitem Iluz a certos
comprimentos de onda que sao caracteristicos para aquele elemento
(entre 766 e 767nm para o K e 589 e 589,6nm para o Na). Como a
intensidade da luz emitida por cada nutriente depende da concentracao
de seus dtomos, a medida possibilita sua determinacao quantitativa.

8.3.1.2 Materiais e equipamentos

fotdmetro de chama;
estufa com temperatura controlada;

balanca analitica.

8.3.1.3 Reagentes e solucées

KCl p.a;

HCIOa4;

NaCl;

solucdo estoque de K (1.000mg L' de K):

- dissolver 1,9067g de KCI p.a., seco em estufa a 100°C
por 2 horas, em agua ultra pura, completando o volume
a 1.000mL;
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- armazenar em frasco de polietieno sob refrigeracao;

curva analitica de K:

- pipetar 0,8mL de HCIO4, 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0mL da
solucdo estoque (1.000mg L' de K), em baldes
volumétricos de 100mL, completando o volume com
agua deionizada. Estas solugdes contém,
respectivamente, 0,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 50,0mgL™" de
K;

solucdo estoque de sédio (1.000mgL" de Na):

- dissolver 2,5421g de NaCl p.a., seco em estufa a
200°C por 24 horas, em agua ultra pura, completando o
volume a 1.000mL;

- armazenar em frasco de polietieno sob refrigeracao;

solucdo padrdo de sédio (100mgL™" de Na):

- transferir 100mL da solucdo estoque 1.000mgL™"' de Na
para baldo de 1.000mL; completando o volume com
agua ultra pura;

- armazenar em frasco de polietieno sob refrigeracao;

curva analitica Na:

- pipetar, em baldes volumétricos de 100mL, 0,8mL de
HCIO4, 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10,0mL da
solucdo estoque (100mgL’' de Na), completando o
volume com &gua ultra pura. Estas solugdes contém,
respectivamente, 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0, 7,0 e
10,0mgL™" de Na.
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8.3.1.4 Procedimentos para determinacdo de K

diluir o extrato obtido na solubilizacdo nitrico-perclérica,
para que a concentracdao de K da solucdo fique dentro da
curva padrao preparada. Geralmente, este extrato é diluido
10 vezes, na proporcao 1:9, usando uma parte de extrato
para nove partes de agua ultra pura;

calibrar o fotémetro com os padrées O e 50mgL’ K,
respectivamente, para as leituras O e 100;

proceder as leituras dos demais padrdoes, quando aparelho
estabilizar;

proceder a leitura da curva analitica obtendo a respectiva
equacao e a leitura das amostras.

8.3.1.5 Procedimentos para determinacdo de Na

a determinacdo de Na deverd ser realizada diretamente no
extrato obtido por solubilizacao nitrico-perclérica;

calibrar o fotémetro com os padrdes O e 10mgL’' Na,
respectivamente, para as leituras O e 100;

realizar as leituras dos demais padroes, quando da
estabilizacao do aparelho;

proceder a leitura da curva padrdao obtendo a respectiva
equacao e as leitura das amostras.

Observacdo: mesmo na chama de propano, pode haver
ionizacdo do potdssio. Para suprimir esse efeito,
adiciona-se sédio nos padrdes e nas amostras, na
concentracdo de 0,1g L™

8.3.1.6 Caélculo para determinacédo de potassio

K g kg’ = leitura em mgL" x 0,5
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8.3.1.7 Calculo para determinacdo de sédio

Na g kg ' = leitura em mgL' x 50

8.4 Calcio e Magnésio

Os nutrientes sdo determinados por espectrometria de absorcao
atbmica e, mais recentemente, por espectrometria de emissao atdmica
com inducao de plasma (ICP), com bons resultados.

8.4.1 Espectrometria de absorcdo atémica

8.4.1.1 Principio

Na técnica de espectrometria de absorcao atomica (EAA), a
solucdo amostra é aspirada e nebulizada em uma chama ar-acetileno ou
6xido nitroso-acetileno e convertida em vapor atdomico. Alguns destes
atomos serdao termicamente excitados pela chama, mas a maioria deles
permanecerd em seu estado fundamental. Para serem excitados, estes
atomos precisam absorver radiacao especifica proveniente de uma
lampada de catodo oco, que emite radiagcdo no mesmo comprimento de
onda que serd absorvido por eles, na chama. Os metais das solucdes
aspiradas na chama a 2.000-2.500°C transformam-se em seu estado
fundamental. O 4tomo de cada elemento quimico absorve a energia em
um comprimento de onda definida. A quantidade de energia absorvida é
proporcional a concentracdao da solucdo. No extrato resultante da
oxidacao do material vegetal pela digestao nitrico-perclérica, o Ca e o
Mg sao determinados por este método, utilizando-se lampada de catodo
oco. Para determinacao destes elementos, é necessdaria a adicao de
lantanio e estréncio para controlar a interferéncia de ions como fosfato,

sulfato e aluminio.
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8.4.1.2 Materiais e equipamentos

espectrodmetro de absorcdo atémica;

lampada de catodo oco de Ca e Mg.
8.4.1.3 Reagentes e solucbes

La203;

HNOs;

TITRISOL;

solucdo de lantanio 1,14gL™":

- transferir 1,149 de La20s para frasco de 1.000mL;

- adicionar solucdo de HNO3 100mLL" até total dissolucédo
do 6xido;

- completar o volume com &gua ultra pura;

curva analitica de Ca e Mg:

- preparar, a partir da solucdo TITRISOL® de Ca e Mg
1.000mg L', solucdes com misturas de Ca e Mg: 0,0 e
0,0; 1,0 e 0,2; 2,0 e 0,4 e 40 e 0,8mgL",
respectivamente, em solucdes &cidas.

8.4.1.4 Procedimentos

pipetar 1,0mL da solucdo do extrato obtido através da
digestao nitrico-percldérica, para copo de polipropileno;

completar o volume para 20mL com 4&gua ultra pura
(aliquota A);

retirar 1,0mL da aliquota A para tubo de ensaio;
adicionar 4,0mL da solucdo de lantanio a 1,14gL";

determinar Ca e Mg no espectrometro de absorcao atéomica.
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8.4.1.5 Calculos para determinacdo de Ca

Ca g kg' = leituramgL? x5

8.4.1.6 Caélculos para determinacdo de Mg

Mg g kg' = leituramgL" x5

8.6 Enxofre

8.5.1 Turbidimetria

8.5.1.1 Principio

Este método tem como base a turbidez provocada pela
precipitacdo do ion sulfato pelo cloreto de béario, na forma de sulfato de
bario (BaSO4). Essa turbidez é quantificada espectrometricamente.

Observacao: a adicdo de gelatina ao cloreto de bario permite que o
precipitado mantenha-se em suspensao.

8.5.1.2 Materiais e equipamentos

espectrometro UV-VIS.

8.5.1.3 Reagentes e solucbes

BaClz2 p.a.;
K2S04 p.a.;
HCl p.a.;
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solucdo estoque de S (contendo 1.000mgL™" de S):
- pesar 5,434g de K2S04 p.a., seco em estufa,
- dissolver em agua ultra pura;

- completar o volume para 1.000mL;

curva analitica de sulfato:

- adicionar, em baldes volumétricos de 100mL,
respectivamente, 0,0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e
5,0mL da solucéo estoque de S;

- completar o volume com &gua ultra pura;

solucédo de HCI 6molL" (contendo 20mgL™" de S):

- dissolver 0,1087gde K2S04, seco previamente em
estufa, em 200mL de agua ultra pura;

- adicionar 500mL de HCl p.a.;
- agitar até completa dissolucao do sal;

- completar o volume para 1.000mL com &agua ultra pura.

8.5.1.4 Procedimentos

pipetar 2,0mL do extrato obtido na digestao;
completar o volume para 20mL com &agua deionizada;

pipetar aliquota de 10mL para tubo de 30mL, adicionando
1,0mL de HCI 6molL" e 0,5g de BaClz;

agitar vigorosamente por 30 segundos;

efetuar leitura, apdés exatos 5 minutos cronometrados, no
espectrometro, em comprimento de onda de 420nm ou no
turbidimetro;

construir a curva analitica e estimar a concentracao de S.

Observacao: a leitura deve ser realizada impreterivelmente apdés
5 minutos, uma vez que o precipitado de BaSOa4
decanta-se rapidamente.
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8.5.1.5 Célculo

S (mgL™') = leituramgL" x 0,5

8.6 Cobre, Ferro, Manganés e Zinco

Os nutrientes cobre, ferro, manganés e zinco sao determinados
por espectrometria de absorcdo atOmica e, mais recentemente, por
Espectrometria de Emissao Atémica com Inducao de Plasma (EEA-ICP).

8.6.1 Espectrometria de absorcdo atémica
8.6.1.1 Principio

O tecido vegetal é solubilizado pela via Umida (nitrico-

perclérica) e a determinacdao dos elementos € realizada diretamente no
extrato por espectrometria de absorgcdo atdémica. As interferéncias
quimicas ou de ionizacao sao despreziveis neste método.

8.6.1.2 Materiais e equipamentos

espectrometro de absorcao atdomica;
ldAmpada de catodo oco de Cu, Fe, Mn E Zn;

balanca analitica.
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8.6.1.3 Reagentes e solucbes

HCI;
H2S04 p.a.;
CuS04.5 H20;

Fe(NH4)2(S0O)4 (sulfato ferroso amoniacal);

ZnS0a4.7H:20;

MnSQO4.H20;

HNOs;
HCIO4;
padrdo TITRISOL®;

solucéo padrdo de cobre (contendo 100mg L' de Cu):

dissolver 0,393g de CuS0O4.5 H20 em solucdo de HNOs
0,2M (9mL de HNOs concentrado por L de agua);

curva analitica de cobre:

transferir aliquotas de 0,0; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 e
2,0mL para baldes volumétricos de 100mL, a partir da
solucdo de 100mg L' de Cu;

adicionar 10,0mL de HCIO4 2,5molL" (149,5mL de
HCIO4 concentrado por L de H20 ultra pura);

completar o volume com HO ultra pura. Estas solucdes
contém de 0,0 a 2,0mgL" de cobre;

solucdo estoque de ferro (contendo 100mgL™" de Fe):

pesar 0,702g de sulfato ferroso amoniacal
Fe(NH4)2(S0O)4.6H20;

dissolver em 50mL de HO ultra pura que contenha
10,0mL de H2S04 concentrado;

completar o volume para 1.000mL com H20 ultra pura;
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solucdo estoque diluida de ferro (contendo 10mgL"' de
ferro):

dissolver 10,0mL da solugdo estoque;

completar o volume para 100mL com H20 ultra pura;

solucdo estoque de zinco (contendo 100mgL™" de zinco):

pesar 0,440g de ZnS04.7H20;

dissolver em solucdo de HNOs 0,2molL", completando o
volume para 1.000mL, com esta solucdo. Pode-se
também usar o Zn metalico (10mgL") ou padrdo
TITRISOL;

curva analitica de zinco:

transferir, a partir da solucdo estoque de 100mgL" de
zinco, aliquotas de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0mL
para baldes volumétricos de 100mL;

adicionar 10,0mL de HCIO4 2,5molL";

completar o volume com H:20 ultra pura;

solucdo estoque de manganés (contendo 100mgL" de Mn):

pesar 0,308g de MnS0O4.Hz20;

dissolver em solucdo de HNOs 0,2molL™", completando o
volume para 1.000mL. Pode-se usar Mn metélico ou
padrao TITRISOL®;

curva analitica de manganés:

transferir, a partir da solucdo padrdao estoque de 100mg
L' de manganés, aliquotas de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0;
10,0 e 15,0mL para os mesmos baldes volumétricos de
100mL em que se colocou as solucdes padrdao de uso de
Cu, Fe e Zn;

adicionar 10,0mL de HCIO4 2,5molL";

completar o volume com H20 deionizada. Estas solucdes
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contém, respectivamente, de 0,0 a 15,0mgL’ de
manganés.

8.6.1.4 Procedimentos

proceder as leituras no extrato nitrico-perclérico no
espectrometro de absorcdao atdomica;

construir as curvas analiticas e estimar as concentracoes de
cobre, ferro, manganés e zinco.

8.6.1.5 Cadlculo

Leitura mgL" x 60 (diluicdo) = Resultado mgL"

8.6.2 Espectrometria de Emissdo Atémica com Inducdo de Plasma
(EEA-ICP)

O uso do plasma como fonte de excitacdao para a emissao
atdmica tornou-se muito importante em anos recentes. A técnica de
Plasma Acoplado Indutivamente com deteccdo por emissdao atdémica
passou a ser comercialmente disponivel em 1974.

8.6.2.1 Principio

O acoplamento induzido no ICP é causado pelo efeito de um
campo eletromagnético que atua sobre um fluxo de argénio com
trajetdria, em geral, espiral ascendente, radial ao campo eletromagnético.
O argonio flui através de um tubo de quartzo, ao redor do qual hd uma
espiral de radio-freqliéncia, tipo um solendide, feita normalmente de
cobre. A espiral é energizada por um gerador de radio-freqiiéncia que
opera na faixa entre 5 a 75MHz, com poténcia entre 1 e 2kW, criando
um campo eletromagnético alternado. O arg6nio que passa pelo tubo de
quartzo é submetido a este campo magnético fortissimo, de tal maneira
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que seus atomos entram em choque, produzindo ions de argbnio,
elétrons livres e calor. Neste ponto, o argbnio passa a ser um gas
condutor de energia, caracteristica que ele ndo possui a temperatura
ambiente. O acoplamento propriamente dito ocorre quando se energiza o
fluxo de argdnio a ponto de ser possivel a visualizacdao da tocha de
argbnio incandescente e azulada. Este acoplamento se da pela aplicacao
de uma centelha de Tesla ou centelha piloto (uma faisca como a de um
aparelho Magiclick) ao fluxo de argénio energizado. O argbnio é
rapidamente energizado, uma vez que a centelha aplicada perturba mais
ainda o sistema, fazendo com que os choques interparticulas tornem-se
mais intensos, e maior quantidade de energia seja liberada. Neste ponto,
tem-se uma tocha de argdnio estavel, com temperaturas entre 9.000 e

10.000K em seu centro.

Esta fonte de excitacao apresenta grandes vantagens sobre as
outras técnicas espectrométricas, uma vez que as temperaturas
alcancadas propiciam maior nimero de transicOes eletrOnicas que as
outras técnicas de mesmo tipo. Os instrumentos atuais, providos de
dectetores no estado sélido (CCD), sdo capazes de detectar e quantificar
simultaneamente até 60 elementos, com concentracdes tipicas entre 1 e
100ny L' com muita precisdo. A alta temperatura do plasma elimina
muitas das interferéncias quimicas presentes na técnica de chama e a
maioria dos elementos sdao prontamente excitados. A técnica é adequada
para determinacdao de todos os elementos essenciais as plantas, mesmo
os que formam O6xidos (elementos refratarios), como boro e fésforo, e
também para elementos dificeis de serem excitados, como zinco e
cadmio.

8.6.2.2 Reagentes e solucées

solucoes padrdao de Fe, Cu, Mn e Zn: concentracdes de
1.000mgL™".

8.6.2.3 Procedimentos

A calibracdao do equipamento é feita a partir de padrdes mistos
contendo concentracdes crescentes dos elementos a serem analisados.
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Tais concentragcdes sao estipuladas levando-se em consideracdao a
concentracao dos elementos na solucao analitica (o extrato das amostras
solubilizadas), de maneira que a curva analitica abranja a faixa de
concentracdao dos elementos nas amostras. Na Tabela 1, estao as
concentracoes dos elementos utilizadas na curva analitica.

Tabela1l. Concentracdes dos elementos utilizadas na curva analitica do

EEA-ICP.
Curva analitica
Elemento I (nm)**
Padrao #1 Padrao #2 Padréao #3
Fe 1,0 (20)* 5,0 (100) 10 (200) 238,204
Cu 0,1 (2,0) 0,2 (4,0) 0,4 (8,0) 324,754
Mn 1,0 (20) 2,0 (40,0) 4,0 (80) 257,610
Zn 0,1 (2,0) 0,2 (4,0) 0,4 (8,0) 213,856

* Qs valores entre parénteses referem-se ao volume, em niL, de solugdo 1.000mg L'
necessarios o preparo de 20,00mL de padrdo misto.

** | (nm): comprimento de onda da linha principal do elemento.

Apoés feita a calibracdo e todos os ajustes necessarios, pode-se
proceder a leitura das amostras.

8.7 Boro

8.7.1 Azometina-H

8.7.1.1 Principio

Neste método, a solubilizacdo é realizada por via seca e a
determinacdo é baseada na formacdao de um complexo de coloracao
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amarelo resultante da reacao do acido bérico com o reagente azometina-
H e determinado espectrometricamente.

8.7.1.2 Materiais e equipamentos

cadinho de porcelana;
mufla;

espectrometro UV-VIS.

8.7.1.3 Reagentes e solucées

acido ascorbico-L;

acetato de aménio;

EDTA (sal sddico);

acido acético glacial;

azometina H;

acido bérico;

HCI;

solucdo de acido ascérbico-L 10g L™
- pesar 1g de acido ascoérbico-L;

- dissolver em 100mL de agua ultra pura (Solucédo A);

solucao tampao:

- pesar 500g de acetato de amoénio e 30g de EDTA (sal
bissédico);

- dissolver em 800mL de &gua ultra pura;
- adicionar lentamente 250mL de acido acético glacial;

- homogeneizar;
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solucao de azometina H:
- dissolver 0,45g de azometina-H em 100mL da Solucéao
A.

Observacao: esta solucdo deve ser preparada semanalmente,

armazenada em frasco escuro e conservada no
refrigerador;

solucdo estoque de boro (50mgL™" de B):
- dissolver 0,286g de &cido bérico em HCI O, 1molL";

- completar o volume com 1.000mL do mesmo;

- guardar em frasco plastico;

curva analitica:

- pipetar para baldes volumétricos de 100mL 0,0; 0,5;
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0ml da solucao estoque;

- completar o volume com HCI O,1molL", guardando em
frascos plasticos. Essas solucdes contém,
respectivamente, 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, e
2,5mgL" de B;

acido cloridrico O, TmolL™":

- dissolver 8,3mL de HCI concentrado em 1.000mL &gua
ultra pura;

- guardar em frasco plastico.
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8.7.1.4 Procedimentos

8.7.1.5

8.8

8.8.1

8.8.1.1

transferir para tubos de ensaio de polipropileno, uma
aliquota de 2,0mL do extrato proveniente da amostra;

adicionar 2,0mL da solucao tampao;

homogeneizar;

adicionar 2,0mL da solucdo de azometina H 4,5gL™";
agitar;

transferir, apés 30 minutos, as solucdes amarelo-
avermelhadas para cubetas do espectrémetro;

proceder as leituras em filtro azul, em 420nm, acertando o
zero do aparelho com HCI O,1TmolL";

construir curva analitica;

estimar a concentracao de B.

Céalculo

B mg kg' = Leitura mg L' x 25

Molibdénio

Espectrometria de absorcado atomica

Principio

A solubilizacdo processa-se por via seca. O molibdénio é

complexado com o tiocianato de amoOnio em meio acido. O complexo é

soltvel

em metil iso-butil cetona. A determinacdo € realizada por

espectrometria de absorcdo atdbmica em chama de N20-acetileno.
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8.8.1.2 Materiais e equipamentos

espectrodmetro de absorcdo atémica;
ldAmpada de catodo oco de Mo;
queimador de 6xido nitroso-acetileno;
mufla;

banho-maria.

8.8.1.3 Reagentes e solucébes

HCI;

Tiocianato de aménio;

Cloreto estanhoso;

metil-iso butil cetona p.a;

molibdato de sédio (NazMoOa4 2H20 p.a.);
NaOH;

solugdo de HCI 6molL™";

- pesar 560mL de HCI concentrado;

- dissolver em 1.000mL de dgua ultra pura;

solucdo de HCI 1,0molL™":

- dissolver 86mL de HCI concentrado em 1.000mL de
agua ultra pura;

solucdo aquosa de tiocianato de aménio a 50gL™":

- dissolver 25,0g do sal em 500mL de agua ultra pura;

solucdo de cloreto estanhoso a 100mgL™":

- dissolver 10g de SnCl2 2H20 com 20mL de solucao de
HCI 6molL" por aquecimento;
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- adicionar, apés esfriamento, 100mL de &gua ultra pura;
- filtrar, se ficar turvo;

- preparar diariamente;

solugdo estoque de molibdénio (contendo 100mgL™" de Mo):

- dissolver 242mg de molibdato de sédio (Naz2MoO4 2H20
p.a.) em um pequeno excesso de NaOH 1molL";

- diluir a cerca de 450mL com &agua ultra pura;

- acidular ligeiramente com HCI 1,0molL";

- diluir a 500mL;

solucdo estoque diluida de molibdénio (contendo 0,5mgL"’

de Mo):

- diluir 5,0mL da solucdo estoque (100mgL' de Mo) a
1.000mL com &gua ultra pura;

curva analitica:

- transferir para funis de separacao de 125mL, 1, 3, e
5mL da solucdo contendo 0,5mgL"' de Mo (0,5; 1,56 e
2,5my de Mo);

- adicionar 10mL da solucdo de HCI 6molL" e &gua ultra
pura até aproximadamente 45mL;

- adicionar 3mL de solucdo de tiocionato de amoénio a
50mgL";

- realizar a leitura, em filtro verde, em comprimento de
onda de 470nm, acertando o zero com &agua deionizada.

8.8.1.4 Procedimentos

adicionar 3mL de solucdo de tiocianato de aménio a 50gL"’
e 1mL de solucdo de cloreto estanoso a 100gL’,
homogeneizando apés a adicdo de cada reagente;
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extrair o complexo por agitacdo durante 1 minuto, com
5mL de metil iso-butil cetona;

separar a fase organica;

proceder a leitura no espectroOmetro em escala expandida
dez vezes, usando o solvente para acertar a leitura zero;

usar chama de 6xido nitroso-acetileno.

8.8.1.5 Cadlculo

Mo mg kg = Leitura ny L '%x0,20
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9 UNIDADES E EXPRESSAO DOS RESULTADOS

As unidades utilizadas nesta publicacdo seguem as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo para a adogéao
do Sistema Internacional e tém o objetivo de uniformizacdo das mesmas

(Cantarella & Andrade, 1992).
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