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RESUMO

ADAME, A. Anélise direta de folhas de soja por espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por laser (LIBS) e por fluorescéncia de raios X dispersiva em energia
(EDXRF). 2018. 143 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2018.

A determinacdo de macro- (N, P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn, B, Mo,
Cl e Ni) em folhas de plantas € recomendada para avaliar o estado nutricional das culturas de
interesse econdémico. A andlise convencional envolve a decomposicdo acida do material
vegetal, geralmente assistida por radiacdo micro-ondas, seguida da determinacdo dos
elementos por ICP OES. Nesta tese, duas técnicas multielementares foram avaliadas para
acessar o status nutricional da cultura da soja rapidamente: a espectrometria de emissao déptica
com plasma induzido por laser (LIBS) e a espectrometria de fluorescéncia de raios X
dispersiva em energia (EXDRF). Mapas microquimicos foram construidos empregando-se um
sistema LIBS constituido por um laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 360 mJ, 10 Hz) e um
espectrometro com Optica Echelle e detector ICCD, e um equipamento de bancada de micro-
fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (UI-EDXRF Orbis PC, EDAX) com tubo de Rh
(50 kV, 50 W) e SDD. As distribui¢des elementares de Mg, Ca, P, S e K foram avaliadas, a
fim de orientar e definir uma estratégia de amostragem para andlise foliar direta da soja. Os
mapas indicaram que a micro-heterogeneidade intrinseca dos elementos avaliados na amostra
é significativa e ha variacbes da composicdo foliar, tanto entre plantas de um mesmo
tratamento, quanto entre foliolos de uma mesma planta. Esses fatores foram considerados
criticos na definicdo de uma estratégia de amostragem unica que pudesse abarcar e contornar
0s possiveis efeitos causados por esses fatores. Assim, definiu-se amostrar a maior area
possivel, sem privilegiar qualquer regido especifica da folha. Uma prova de conceito foi
realizada, empregando-se LIBS para diagnose foliar de soja. Como as folhas secas de soja
apresentaram baixa resisténcia mecénica, 30 folhas frescas de soja foram analisadas por LIBS,
sendo acumulados 25 pulsos de laser por linha no modo de varredura, 12 linhas por foliolo e 3
foliolos por planta. Os resultados obtidos foram promissores em termos de comprovar a
viabilidade técnica e pratica do emprego de LIBS para analise direta de folhas frescas de soja.
Anadlises de folhas frescas de soja também foram realizadas empregando-se um espectrémetro
portéatil de fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (Tracer I11-SD, Bruker) equipado
com tubo de Rh (4W, 50 kV, 4,5 mm de diametro de feixe de raios X) e SDD. O status
nutricional de plantas cultivadas sob condig¢des controladas, com fornecimento adequado de
nutrientes (tratamento controle) e com deficiéncia induzida de fosforo foi avaliado. Boas
correlagdes foram obtidas para P (r = 0,838) e Zn (r = 0,888), que permitem inferir que a
EDXRF pode ser recomendada para a quantificacdo desses nutrientes no campo. Os sinais
detectados de Ca, Cu, Fe, K, Mn, P, S, Si, Zn e Rh (espalhamento Compton) permitiram a
classificacdo das amostras em grupos utilizando analise de componentes principais (PCA). Os
graficos de scores e loadings da PCA mostraram: i) a separacdo entre os dois grupos de
amostras (controle e deficientes em P), e ii) quais elementos foram responsaveis por esta
separagdo. Dessa forma, a PCA constitui uma alternativa a analise quantitativa e pode ser
utilizada em conjunto com EDXRF para identificar e classificar as amostras de soja como



saudaveis ou deficientes em P. Assim, a partir dos resultados obtidos nesta tese, pode-se
concluir que ambas as técnicas, LIBS e EDXRF, tém potencial para avaliar o estado
nutricional da soja em tempo real, in situ e com minimo tratamento de amostras. No entanto,
para alcancar resultados quantitativos, diferentes estratégias de amostragem e calibracdo
devem ser avaliadas criteriosamente a fim de superar os desafios aqui apresentados e criar
condi¢des de contorno para os inconvenientes que as folhas de soja apresentam como, por
exemplo, a distribui¢cdo ndo-homogénea dos elementos e a baixa resisténcia mecanica quando
secas.

Palavras-chave: LIBS. EDXRF. Diagnose foliar. Mapeamento microguimico.
Macronutrientes. Micronutrientes.



ABSTRACT

ADAME, A. Direct analysis of soybean leaves by laser-induced breakdown spectroscopy
and energy dispersive X-ray fluorescence. 2018. 143 p. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2018.

The determination of macro- (N, P, K, Ca, Mg and S) and micronutrients (Fe, Cu, Mn, Zn, B,
Mo, Cl and Ni) in plant leaves is recommended to evaluate the nutritional status of crops of
economic interest. Traditional analysis involves microwave-assisted acidic digestion the plant
material, followed by determination of the elements by ICP OES. In this thesis, two
multielemental techniques were evaluated to access the nutritional status of the soybean crop
quickly: laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) and energy dispersive X-ray
fluorescence spectrometry (EXDRF). Microchemical maps were built using a LIBS system
constituted by a Q-switched Nd:YAG laser (1064 nm, 5 ns, 360 mJ, 10 Hz) and a
spectrometer with Echelle optics and ICCD detector, and a benchtop micro-energy dispersive
X-ray fluorescence spectrometer (ui-EDXRF Orbis PC, EDAX) with Rh X-ray tube (50 kV,
50 W) and SDD. The elemental distributions of Mg, Ca, P, S and K were evaluated in order to
guide and define a sampling strategy for direct analysis of soybean leaves. Maps indicated
that intrinsic micro-heterogeneity of the elements evaluated in the sample is significant and
there are variations in the leaf composition, between plants of the same treatment and between
leaflets of the same plant. These factors were considered critical in defining a single sampling
strategy that could encompass and circumvent the possible effects caused by them. Thus, it
was decided to sample the largest possible area, without privileging any specific region of the
leaf. A proof of concept was carried out using LIBS for foliar diagnosis of soybean. As the
dry leaves of soybean presented low mechanical resistance, 30 fresh leaves of soybean were
analyzed by LIBS, employing 25 laser pulses per line in the rastering mode, 12 lines per
leaflet and 3 leaflets per plant. The obtained results were promising in order to prove technical
and practical feasibility in using LIBS for direct analysis of fresh leaves of soybean. Analyzes
of fresh leaves were also performed using a portable energy dispersive X-ray fluorescence
spectrometer (Tracer I11-SD, Bruker) equipped with Rh X-ray tube (4W, 50 kV, 4.5 mm
diameter of X-ray beam) and SDD. The nutritional status of plants grown under controlled
conditions, with good supply of nutrients (control treatment) and with phosphorus-induced
deficiency were evaluated. Good correlations were obtained for P (r = 0.838) and Zn
(r = 0.888), which allow to infer that EDXRF can be recommended for the quantification of
these nutrients in the field. The detected signals of Ca, Cu, Fe, K, Mn, P, S, Si, Zn and Rh
(Compton scattering) allowed the classification of samples into groups using Principal
Component Analysis (PCA). The PCA scores and loadings graphs showed: i) the separation
into two sample groups (control and P deficient), and ii) which elements were responsible for
this separation. So, PCA constitutes an alternative method to quantitative analysis and it can
be used with EDXRF in order to identify and classify soybean samples as healthy or P
deficient. Thus, from the results obtained in this thesis, it can be concluded that both
techniques, LIBS and EDXRF, have the potential to evaluate the nutritional status of soybean
in real time, in situ and with minimal sample treatment. However, in order to achieve
quantitative results, different sampling and calibration strategies should be carefully evaluated



aiming to overcome the challenges presented here and circumvent the drawbacks of soybean
leaves, such as the nonhomogeneous distribution of the elements and the low mechanical
resistance when leaves are dried.

Keywords: LIBS. EDXRF. Foliar diagnosis. Microchemical mapping. Macronutrients.
Micronutrients.
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1. INTRODUCAO

A determinacdo de macro- (N, P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn,
B, Mo, CI e Ni) em folhas de plantas é recomendada para avaliar o estado nutricional das
culturas de interesse econdmicol. Nesse tipo de avaliagdo, as folhas diagndstico s&o
submetidas as etapas de lavagem, secagem e moagem. O procedimento para analise,
normalmente, envolve a digestdo das amostras por via Umida seguida da determinacéo
quantitativa dos elementos por espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES)?3,

A andlise direta de sélidos tem despertado grande interesse da comunidade cientifica e
tem sido considerada uma alternativa atraente frente aos procedimentos convencionais. Entre
as vantagens podem-se destacar a maior frequéncia analitica, devido a reducdo no tempo das
etapas de pré-tratamento da amostra; minimizacao do risco de contaminacao, devido ao uso
de menores quantidades de reagentes, menor manipulagdo e exposicdo da amostra;
minimizacdo das perdas do analito por volatilizacdo; menor exposicdo do analista aos
reagentes toXicos ou corrosivos e a menor geracéo de residuos e efluentes*®,

Neste sentido, o uso de técnicas que empregam a ablacdo com laser, como a
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente empregando ablacdo a laser
(LA-ICP-MS), a espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente
empregando ablacdo a laser (LA-ICP OES) e a espectrometria de emissdo dptica com plasma
induzido por laser (LIBS), tém sido foco de estudos a nivel mundial para a analise direta de
sdlidos em diferentes grupos de pesquisa®’#10,

Outra técnica que permite a analise direta de materiais solidos é a espectrometria de
fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF), que apresenta como caracteristicas
a capacidade de analise multielementar e simultanea, ampla faixa linear de calibracdo e baixo
custo por determinacio, além de ser uma técnica ndo-destrutivall. O fato de a amostra poder
ser analisada sem ou com minimo pré-tratamento faz com que essas técnicas sejam atraentes
principalmente para amostras solidas.

Dentre as culturas de interesse econbmico no mercado mundial, destaca-se a soja
(Glycine max L.) que é a principal oleaginosa cultivada no mundo. Atualmente, a soja
corresponde a 57 % da area plantada para a producdo de grdos do pais, sendo a cultura que

mais cresceu no Brasil nos Gltimos 30 anos'? 13,
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Na safra 2017/2018, foram exportados 80 milhGes de toneladas, sendo 68,1 milhdes de
toneladas de soja em gréos, 14,2 milhdes de toneladas de farelo proteico e 1,3 milhdes de
toneladas de 6leo comestivel. O total arrecadado com as exportacdes atingiu US$ 31,7
bilhdes. O processamento da soja para a fabricacdo de biodiesel também vem aumentando,
sendo uma forma de agregar ainda mais valor ao complexo sojicola®*.

Uma vez que a producdo de soja estd entre as atividades econémicas de grande
importancia no cenario do agronegocio, a analise direta das folhas visando a determinacéo de
macro- e micronutrientes para a avaliacdo do estado nutricional, tem importancia analitica,

econOmica e ambiental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. LIBS - Fundamentos e aplicacGes

A espectrometria de emissdo dptica com plasma induzido por laser, conhecida pelo
acronimo LIBS (termo do inglés, “Laser Induced Breakdown Spectroscopy”), também
chamada de laser-induced plasma spectroscopy (LIPS), é um método da espectroscopia de
emissdo atémica/dptica (AES/OES) que emprega um laser pulsado de baixa energia, de
dezenas a centenas de milijoules por pulso, e lentes para focalizar e gerar um plasma, que
vaporiza uma pequena quantidade de amostra'®. Na representacdo mostrada na Figura 1, uma
porcdo da luz emitida pelo plasma € coletada por um cabo de fibras dpticas (CFO) que
transporta a radiacdo para um espectrometro que dispersa a luz emitida por atomos e espécies
ibnicas excitadas no plasma. Um detector recebe os sinais de emissdo e dispositivos
eletronicos digitalizam e mostram os resultados. O laser pulsado quando focalizado na
amostra, que pode ser solida, liquida, gasosa ou um aerossol, gera um microplasma no
processo de microamostragem. No microplasma gerado, atomos, ions e fragmentos
moleculares vaporizados da amostra sdo excitados e coexistem com f6tons e elétrons®® 16,
O espectro de emissdo do plasma é obtido e as analises quali- e quantitativas sao realizadas
pelo monitoramento do comprimento de onda e da intensidade das linhas de emisséo dos
elementos presentes na amostra. O comprimento de onda identifica o elemento e, quando ha

uma calibracio apropriada, a intensidade da linha permite a quantificagdo®4,
Figura 1 — Representacdo esquemdtica de um sistema LIBS simples, adaptada de Cremers e
Radziemski'®
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Normalmente, um sistema LIBS é constituido por um laser pulsado em regime de
nanossegundos, com taxa de repeti¢éo entre 1 e 20 Hz e energia entre 10 e 350 mJ por pulso
para criar 0 microplasma na superficie. Lasers pulsados que operam em regime de
femtosegundos e picossegundos também podem ser empregados. O sistema Optico €
composto de lentes para focalizar o laser na superficie da amostra e, geralmente, um
telescopio é empregado para coletar a radiacdo emitida pelo plasma. A coleta e o transporte
até o espectrometro de parte da radiacdo emitida pelo plasma séo realizados através de fibras
Opticas. O espectrometro pode ser equipado com detector CCD ou ICCD, cujo papel €
dispersar a luz emitida pelos 4&tomos e espécies idnicas excitadas provenientes da amostra. O
registro do sinal é realizado por uma unidade de deteccdo e um computador € utilizado para o
controle do laser e o processamento dos dados.

Peng et al.l” apresentaram uma lista de sistemas LIBS de bancada comerciais e
sistemas modulares (self-assembled), portateis e para analise remota (stand-off), com as
caracteristicas do laser, do espectrdbmetro e do detector empregados, além das amostras
avaliadas em trabalhos publicados recentemente aplicados & agricultura. E possivel observar a
predominancia de lasers de Nd:YAG @1064 nm e espectrdmetros com montagem éptica do
tipo Czerny-Turner, ou com Optica Echelle, equipados com detector ICCD.

Embora o aparato instrumental seja bastante simples, os processos fisicos e quimicos
basicos envolvidos na iniciacdo, formagdo e decaimento do plasma sdo complexos. As
caracteristicas do plasma sdo dependentes da composicdo da amostra, das condicdes da sua
superficie, de suas propriedades térmicas e Opticas, além dos parametros do laser. Um plasma
é composto por atomos, ions e elétrons livres e se apresenta, de forma global, eletricamente
neutro pois as espécies carregadas agem coletivamente. Plasmas sdo caracterizados por uma
variedade de parametros, sendo que o mais basico € o grau de ionizacdo. Os plasmas gerados
por LIBS sdo tipicamente, fracamente ionizados, o que significa que a razdo de elétrons para
outras espécies € menor que 10 %. A evolucgdo temporal de plasma gerado por LIBS iniciado
por um anico pulso é apresentado na Figura 2. Logo ap6s a incidéncia do pulso do laser, a
ionizacdo é alta, h4 recombinagdes elétron-ion e sdo formados 4tomos neutros e moléculas.
Durante esse processo ha valores elevados do background continuum (radiacdo de fundo), que
decai com o tempo mais rapidamente que as linhas espectrais. O continuum € a luz branca do
plasma que contém pouca informacdo espectroscopica, pois ha pequenas variacGes de
intensidade em funcdo do comprimento de onda, e ions resultantes do processo de eje¢do dos
elétrons de atomos neutros. Quando o plasma decai, um espectro de atomos neutros e,

eventualmente, moléculas simples formadas pela recombinacdo de &atomos, é obtido.
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Durante o decaimento, observa-se a diminui¢do da intensidade de emisséo da radiacdo de
fundo. Essa evolugdo temporal do plasma permite que a regido onde o sinal de interesse
predomina seja selecionada. O simbolo tg (tempo de atraso) representa o0 tempo que deve ser
esperado, a partir da incidéncia do laser, para que a janela do detector seja aberta e o sinal seja

coletado; tp (tempo de integragio) representa o tamanho da janela®® 1% 18,

Figura 2 — Representagdo da evolucgdo temporal de um plasma gerado por um laser pulsado em regime
de nanossegundos; tq: tempo de atraso e ty: tempo de integracdo. (Figura adaptada de Cremers e
Radziemski'® e Miziolek'®)
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Além das caracteristicas complexas intrinsecas do plasma gerado por LIBS, as
configuracbes do laser (e.g. comprimento de onda, duracdo do pulso, taxa de repetigéo,
arranjo éptico), assim como as propriedades da amostra (e.g. resisténcia mecanica, densidade,
porosidade e distribuicdo de tamanho de particulas, no caso de analise de pastilhas de material
cominuido) e as condi¢des de medicdo Optica (e.g. selecdo das linhas atdmicas ou ibnicas,
tempo de atraso e tempo de integracdo das medidas) podem afetar as determinagdes por
LIBS™ 20, Desse modo, para cada aplicagdo, as condicBes experimentais devem ser
cuidadosamente avaliadas e selecionadas de forma a alcancar sensibilidade, limites de

deteccdo e precisdo adequados.
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Mesmo com essa alta complexidade e com os diversos pardmetros a serem ajustados a
fim de melhorar os resultados analiticos obtidos, LIBS tem vérias caracteristicas atraentes
para a resolucdo de problemas analiticos complexos: i) permite a analise direta de solidos,
liquidos e gases sem ou com 0 minimo pré-tratamento da amostra; ii) € uma técnica versatil,
rapida e capaz de fornecer informac@es analiticas qualitativas e quantitativas; iii) possibilita
andlises in situ e em tempo real, com tempo de aquisi¢cdo do espectro em poucos segundos;
iv) apresenta uma instrumentacdo relativamente simples, robusta e compacta; v) permite
analise remota.

Por esse motivo, nos Ultimos anos, LIBS vem se destacando como técnica analitica e
alternativa viavel aos métodos classicos de espectrometria atbmica. O numero de publicacGes
tem aumentado ano apds ano e a técnica vem ocupando lugar de destaque nos periddicos
especializados. ~Em  consulta realizada no banco de dados SCOPUS
(https://www.scopus.com/), buscando o termo "laser-induced breakdown spectroscopy”,
foram encontrados 3700 artigos publicados entre 1972 e agosto de 2018. A Figura 3 mostra o
nimero de publicagdes sobre LIBS por ano e, a partir dela, é possivel observar um

crescimento significativo no nimero de publicacdes nas ultimas duas décadas.

Figura 3 — NUumero de publicacdes sobre espectrometria de emissdo éptica com plasma induzido por
laser entre 1972 e 2018
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Dessas publicacdes, 141 sdo artigos de revisdo dos mais diferentes campos de
aplicacdo: fundamentos de LIBS?: 22 analise de alimentos® 2% uso de ferramentas
quimiométricas com LIBS?; agricultural’: 2% 2': carvio mineral?®; analise de dispositivos de
fusdo nuclear®®; entre outros.

Recentemente, Bauer e Buckley®® fizeram uma revisdo sobre novas aplicagdes de
LIBS e listaram 14 artigos de revisdo publicados entre 2010 e 2015, sobre diferentes topicos:
fundamentos de LIBS?!; métodos de analise para solo e andlises ecoldgicas®; analises
ambientais, geoquimicas, de patriménio cultural e aplicacdes espaciais®® %; LIBS pulso
tnico®* e calibration free®; aplicacBes biologicas?®, biomédicas® e arqueométricas®’
abordagens instrumentais e metodoldgicas®; analise de material vegetal®’; boas préticas em
LIBS®®; desenvolvimento de equipamentos portateis®® e uma revisdo critica dos recentes
progressos em LIBS*. Isso mostra como o campo de aplicagOes é bastante amplo e como

LIBS vem avancando em diversas areas, até entdo pouco exploradas por esta técnica.

2.2. EDXRF — Fundamentos e aplicagdes

A espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF) é uma técnica analitica bem
consolidada, que permite andlises multielementares quantitativamente (especialmente para
determinacéo de elementos com Z > 13), de forma simultanea e ndo-destrutiva®?.

Em XRF, a amostra € irradiada com um feixe de raios X (primarios), que apresentam
energia suficiente para promover a ejecdo de um elétron de uma camada interna do atomo,
criando uma vacéancia. Este vazio é preenchido por um elétron de maior energia e, no
processo, ha liberacdo de energia, ou geracdo de radiacdo secundaria (fluorescéncia),
desprendida na forma de um f6ton de raios X.

A producdo de raios X caracteristicos envolve transi¢cfes de elétrons entre orbitais
atdbmicos, ou estados de energia, associadas a ionizacdo da camada mais interna. Quando um
elétron é ejetado da camada K pelo bombardeio de elétrons ou pela absorcdo de um féton, o
atomo fica ionizado e o ion gerado fica em um estado de alta energia. O excesso de energia
que o ion tem em relagdo ao estado fundamental é igual a energia (energia de ligagéo)
necessaria para remover o elétron da camada K para um estado de repouso fora do atomo. Se
esta vacancia eletronica for preenchida por um elétron vindo de um nivel L, a transicdo é
acompanhada pela emisséo de uma linha de raios X, conhecida como K. Por outro lado, se o
atomo contém elétrons suficientes, a vacancia da camada K pode ser preenchida por um

elétron proveniente de um nivel M que é acompanhado pela emissio da linha Kg*.
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A espectrometria de fluorescéncia de raios X permite analises qualitativas, através das
medidas do comprimento de onda ou da energia de emisséo dos raios X caracteristicos. Neste
caso, como as transicdes eletronicas surgem dos orbitais mais internos, o efeito de ligacdes
quimicas ou estado de oxidacdo sdo quase insignificantes. Além disso, esta técnica permite
analises quantitativas, medindo-se primeiro a intensidade de emissdo da linha caracteristica do
elemento e, em seguida, relaciona-se essa intensidade com a concentragdo®?.

Um espectrémetro de fluorescéncia de raios X é constituido basicamente de trés partes
principais: a fonte de excitagcdo, elementos oOpticos para focalizar o feixe e um sistema de
deteccdo®*. Dependendo do tipo de detector, da fonte de excitacdo, dos elementos dpticos
empregados e do angulo entre eles, surgem diferentes variantes da técnica. A Figura 4 mostra
0 arranjo experimental de um espectrdmetro de fluorescéncia de raios X simples e as
transicdes eletrdnicas em que ha emissao de fotons de raios X.

Em geral, a instrumentacdo da XRF pode ser dividida em dois grupos em relacéo ao
sistema de detecgdo: modo dispersivo em comprimento de onda (WDXRF, do inglés
Wavelength Dispersive X ray Fluorescence) e modo dispersivo em energia (EDXRF, do
inglés Energy Dispersive X ray Fluorescence). WDXRF emprega um cristal analisador, que
seleciona os comprimentos de onda dos fotons de raios X. Isto faz com que WDXRF
apresente alta resolucdo, em termos de diferenciar a forma e a posicao dos picos de transicao,
maior sensibilidade, preciséo e exatiddo. Por outro lado, EDXRF emprega detectores capazes
de discriminar a energia dos raios X que atingem o detector. Neste modo, o espectro todo
pode ser adquirido de uma s6 vez, o que torna EDXRF ideal para analises exploratorias

(screening) e para analise de amostras que sofrem danos pela incidéncia de radiagdo®.
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Figura 4 — Representacdo de um espectrometro de fluorescéncia de raios X: em (A) as partes que
compdem o espectrdmetro, e em (B) as transicBes eletrdnicas em que ha emissao de fétons de raios X
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A espectrometria de fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF)
apresenta um espectrémetro com fungdes semelhantes a um sistema de contador proporcional,
exceto por apresentar melhor resolucdo de energia. Os espectrémetros por energia dispersiva
se tornaram disponiveis no inicio da década de 1970, nos quais um detector semicondutor de
Si(Li) é usado para permitir a distribuicdo das amplitudes dos pulsos de tenséo proporcionais
a distribuicdo de energia dos fotons*?. Essa técnica vem sendo utilizada para a determinagéo

elementar em diversas matrizes, incluindo materiais vegetais!!, tais como café*,
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cana de aguicart”: 4849 arroz®, plantas medicinais®!, além de frutas®?, alimentos®® *3, artefatos
ceramicos® e culturais®, reliquias culturais e achados arqueoldgicos®, pigmentos

histéricos®’, entre outros.

2.3. Soja — Importancia da cultura

A produgdo mundial de soja atingiu 336,70 milhGes de toneladas na safra de
2017/2018. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja com uma producdo de
119,50 milhdes de toneladas na safra 2017/2018, com uma area plantada de 33,90 milhdes de
hectares, atingiu uma produtividade de 3,40 ton ha™. Atras apenas dos Estados Unidos, maior
produtor mundial do grdo, cuja producédo atingiu 119,52 milhdes de toneladas do gréo nessa
mesma safra, o Brasil tem papel de destaque por atingir a maior produtividade®®. Logo atras
do Brasil e dos Estados Unidos, que produziram cerca de 35% cada da safra 2017/2018, estdo
Argentina, China, Paraguai e India, com producdes equivalentes a 11%, 4%, 2,9% e 2,4% da
producdo mundial, respectivamente.

Nas Ultimas 12 safras, o Brasil teve um incremento de 14,5 milhdes de hectares novos
de soja, tornando a cultura a protagonista no aumento da area de cultivo no pais. Atualmente,
corresponde a cerca de 57 % da area total semeada com grdos no pais. Esse incremento
refletiu diretamente no aumento da producdo brasileira. A Figura 5 mostra a série historica
(1961 a 2018) de produgdo em milhGes de toneladas dos maiores paises produtores. Nesta
figura é possivel visualizar o incremento da producéo brasileira nos ultimos 12 anos.

Grande parte da soja destina-se a producao de 6leo comestivel e farelo proteico, o que
contribui para a competitividade nacional com respeito a producdo de carnes, ovos e leite.
Dos 93,7 milhdes de toneladas produzidas em 2015, 39,1 milhdes foram destinadas a
producéo de 6leo comestivel e farelo proteico (ca. 7,55 e 29,8 milhdes de toneladas)**. Além
disso, o alto teor de proteina e o elevado padrdo de qualidade da soja e do farelo brasileiro
permitem sua entrada em mercados exigentes como 0s da Unido Europeia e do Japdo. Na
safra 2017/2018, foram exportadas 80 milhdes de toneladas, sendo 68,1 milhdes de toneladas
de soja em grdos, 14,2 milhdes de toneladas de farelo e 1,3 milhdes toneladas de 6leo. O total
arrecadado com as exportagdes chegaram a US$ 31,7 bilhdes®. O consumo interno de soja

em gréos atingiu os 59 milhdes de toneladas®®.
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Figura 5 — Série historica (1961 -2018) da producdo de soja pelos maiores paises produtores: Estados
Unidos, Brasil, Argentina, China, Paraguai e India. (Fonte: Food Security Portal e USDA — Ago/2018)

125

—@— Estados Unidos °
—@— Brasil ”
1—®@- Argentina /
—@— China 0
— - P i
RS e o
g o 0
o Ml
= 75 ,° © / ¢
k=) e / \ o)\
2 . \» * /e
=) [ ] o/0 ()
= [\ Moo 0u8' oot e S0
= 50 - KR BV Aabadl/ 0% [0 ®
- oo / o J o J \/
Q ; ( ] [ ]
g N Sl .
3 o0e® L d ~. e® [}
o 25 4 o® ™ C
O oot
- e it
00094000000 ° (e b
O —~
T T T T T T T T T T T
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Ano

As projecdes indicam um aumento de 29,7% em relacdo a producdo de soja em grédo
de 2016/17 podendo alcancar 146,5 milhdes de toneladas em 2026/2027. A area plantada de
soja deve aumentar 9,3 milhdes de hectares nos proximos 10 anos, chegando a 43,2 milhGes
de hectares em 2027. As exportacdes de soja em grédo projetadas para 2026/27 sdo de
84,0 milhdes de toneladas, representando um aumento de 21,0 milhdes de toneladas em
relacdo a quantidade exportada pelo Brasil em 2016/17%°. A producio de grdos devera passar
de 232,0 milhGes de toneladas em 2016/2017 para 288,2 milhdes de toneladas em 2026/27.
Isso indica um acréscimo de 56,0 milhdes de toneladas a producdo atual do Brasil, ou 24,2%.
A soja, junto com o trigo e 0 milho sdo os grdos que devem continuar impulsionando esse
crescimento®,

O processamento da soja para a fabricacdo de biodiesel também vem aumentando,
sendo uma forma de agregar ainda mais valor ao complexo sojicola. A producéo do biodiesel
utilizando oleo de soja como matéria-prima corresponde a mais de 70% da producéo nacional,
em média. O biodiesel é um combustivel capaz de reduzir em até 78% a emissdo dos gases
causadores do efeito estufa na atmosfera, o qual constitui uma alternativa interessante aos

combustiveis fosseis!* 61,
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2.4. Avaliagdo do estado nutricional das plantas

As plantas sdo organismos fotoautotroficos capazes de completar todo o ciclo de vida
utilizando energia fotoquimica do sol para sintetizar todos 0s componentes quimicos
necessarios, baseados em CO., H20 e 14 minerais, sendo estes classificados como nutrientes
essenciais. As plantas sdo compostas basicamente de hidrogénio (H), carbono (C) e oxigénio
(0), ca. 95% da matéria seca, e 0s outros 5% consistem de 6 macronutrientes (N, Mg, P, S, K,
Ca) e 8 micronutrientes (B, CI, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Mo), que sdo absorvidos da solucdo do
solo®2,

Os nutrientes essenciais tém uma ou mais fungdes ndo redundantes no metabolismo
primario das plantas e, como consequéncia, as plantas sdo incapazes de completar todo o ciclo
de vida, da germinacdo a maturidade, se apenas um dos nutrientes essenciais estiver
indisponivel. Para ser classificado como nutriente essencial, o elemento precisa ser requerido
por todas as plantas superiores, sem exceco®?.

Os nutrientes essenciais tém uma infinidade de funcbes em plantas como, por
exemplo, sdo componentes estruturais, ativadores enzimaticos (cofatores) e reguladores de
potenciais eletroquimicos e osmaticos. Alguns desses nutrientes, por exemplo, Zn e Fe, tém
muitas funcdes enquanto outros como Cl, Ni e Mo estdo envolvidos em apenas alguns
processos. Os macronutrientes, geralmente, constituem 0,1 a 5,5% da matéria seca da planta
(MS), ou seja, 1 a 55 mg g MS, e participam da sintese de proteinas, da parede celular, do
transporte de energia, entre outras funcdes. Ja a faixa correspondente para 0s micronutrientes,
varia de, aproximadamente, 0,1 a 100 mg g* MS. Eles, geralmente, estdo envolvidos em
processos de ativacdo enzimatica e de protecdo contra o estresse oxidativo. Para cada cultura
ha recomendacdes de teores adequados para cada um dos elementos essenciais. A Tabela 1
mostra as faixas de concentracdo de macro- e micronutrientes em tecidos foliares de soja em
bom estado nutricional e em niveis considerados deficientes®%, além das principais funcdes
que cada nutriente essencial desempenha no metabolismo das plantas®.

A determinacdo de elementos essenciais em tecidos vegetais € importante para
identificar quais estdo presentes em quantidades subo6timas e, assim, corrigir as deficiéncias

no solo através do uso de fertilizantes e, eventualmente, de outros insumos.
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Tabela 1 — Teores de macro- e micronutrientes essenciais em tecidos foliares de soja em bom estado nutricional (suficientes) e em niveis considerados
deficientes, e principais fun¢bes bioquimicas de cada nutriente

Suficientes?

Deficientes®

Funcdo bioquimica

Nutriente Faixa de concentracdo
Macronutrientes (g kg?)

N 55 - 58 <325 Sintese proteica, acidos nucleicos, equilibrio hormonal

P 4-5 <16 Transporte de energia, biomembranas

K 22 - 25 <125 Translocacdo, osmorregulacdo, homeostase do pH, ativacao enzimatica

Ca 9-10 <20 Sintese e estabilizacdo da parede celular, transducéo de sinal
Mg 35-4,0 <10 Fotossintese (atomo central da clorofila), ativacdo enzimatica

S 25-3,0 <15 Sintese e funcionalidade de proteinas

Micronutrientes (mg kg™)
Fe 125 -150 < 30,0 Ativacdo enzimatica, transporte de elétrons, biossintese de clorofila, protecdo contra o estresse oxidativo
Mn 3550 <15.0 Ativacdo enzimatica, fotossintese, transporte de elétrons, sintese de componentes da parede celular, protecédo
' contra o estresse oxidativo
7 5070 <110 Ex_pres_sao génica, ativacao enzimatica, sintese de hormdnios e acidos nucléicos, protecdo contra o estresse
oxidativo
cu 1215 <50 Ativacédo er_lzinjética, sintese de componentes da parede celular, transporte de elétrons, protecdo contra o
’ estresse oxidativo

B 40 — 45 <10,0 Estabilizacdo da parede celular, biossintese de nucleotideos, translocagdo, germinacéo de pdlen
Mo 1-4 <05 Ativacdo enzimatica, fixacao de nitrogénio, reducédo de nitrato

Cl -* -* Eletroneutralidade, osmorregulacao, fotossintese

Ni -* -* Ativacdo enzimatica, metabolismo da uréia

Fonte: Adaptado de Husted et al.®* *N&o ha dados disponiveis para Cl e Ni.
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Em um sistema de producdo agricola, o suprimento balanceado de nutrientes
essenciais é pré-requisito para se obter o 6timo crescimento das plantas, alto rendimento e
produtividade e garantir a qualidade dos produtos. Assim, a analise de tecido vegetal é uma
ferramenta valiosa para avaliar o estado nutricional e a qualidade das culturas, sendo
amplamente utilizada para fins comerciais e cientificos®.

A avaliacdo do estado nutricional de plantas é comumente realizada por meio da
diagnose foliar, pois a folha é o érgdo que melhor reflete o estado nutricional da cultura, ou
seja, que responde mais as variagcbes nos suprimentos de nutrientes, seja pelo solo ou por
fertilizantes?. A diagnose foliar também é especialmente importante na identificacio de
deficiéncias que provocam sintomas semelhantes, o que pode dificultar a diagnose visual, e na
determinacdo de doses de fertilizante(s) que devem ser implementadas ou ajustadas para se
alcancar uma boa produtividade. Esse tipo de andlise deve ser empregada, sempre que
possivel, em conjunto com outros métodos como, por exemplo, a anélise de fertilidade do
solo?.

A composicdo elementar das plantas € relevante ndo apenas para quem produz, mas
também para 0s consumidores, uma vez que 0S Vegetais sdo a maior fonte de minerais
inorgénicos essenciais ou benéficos para a nutricdo e salde humana. Qualquer elemento que
esteja presente no solo, em menor ou maior quantidade, pode ser absorvido pelas plantas. 1sso
inclui ndo s6 elementos benéficos, como também elementos potencialmente téxicos como Cd,
As e Hg. Desse modo, técnicas analiticas que permitem analises multielementares tém se
apresentado como ferramentas importantes na avaliacdo do estado nutricional das plantas e da
qualidade dos produtos vegetais®®.

As técnicas baseadas em plasmas acoplados indutivamente (ICP), como as
espectrometrias de emissdo oOptica (ICP OES) e de massas (ICP MS), tém sido amplamente
empregadas e vém substituindo gradualmente a maioria dos métodos tradicionais baseados na
espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS), que permite a determinacdo de um Unico
elemento por vez. Essas técnicas permitem analises rapidas e multielementares, quando
combinadas com métodos apropriados de preparo de amostras e decomposi¢do, e 0s baixos
limites de detecgdo associados a alta precisdo e exatiddo, tém permitido uma alta frequéncia
analitica da maior parte dos elementos da tabela periodica, em praticamente qualquer amostra
de planta. Este desenvolvimento tem aumentado significativamente a compreensdo da
biologia vegetal fundamental e nutricdo vegetal®.

A vantagem analitica das técnicas baseadas em ICP consiste na capacidade de

determinar todos os elementos que estdo presentes nas amostras (fingerprint) em uma ampla
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faixa de concentracdo, abrangendo valores abaixo de 0,10 até valores maiores que
50000 mg kg?, ou seja, de 0,00001 a 5% da matéria seca. Entretanto, o desempenho
analitico dessas técnicas e altamente dependente das rotinas laboratoriais de preparo de
amostras, digestdo e analise. Além disso, deve ser realizada a validagdo dos métodos
analiticos®®.

Cabe aqui mencionar que, nesta tese, o nutriente P foi escolhido para fins de avaliacdo
dos métodos propostos devido a sua importancia econdémica e social. Como ja foi mencionado
anteriormente, o P € um elemento essencial para as plantas e, por isso, elas necessitam de uma
quantidade adequada para completar o ciclo de vida. Estima-se que 30 % dos solos
agricultaveis do mundo sejam deficientes em P e precisam da adi¢cdo de fertilizantes para
garantir o rendimento e a qualidade®’. No entanto, a principal fonte de fertilizantes fosfatados
é a rocha fosfatica, um recurso natural finito. As previsdes mais pessimistas estimam que as
reservas naturais ndo vao durar mais 50 anos. Isso faz do P um recurso natural estratégico, da
mesma forma que o petréleo, com pouquissimos paises controlando a grande maioria das
reservas conhecidas®® ©°,

Atualmente, o uso excessivo de P na agricultura esta causando a eutrofizacao de lagos
e mares, em algumas partes do mundo, enquanto a deplecdo de P resulta em limitacOes de
rendimento em outros lugares®’. Uma forma de resolver ou minimizar os dois problemas, o
excesso ou a falta de P, é aumentar a eficiéncia do uso de P na agricultura, reduzindo assim o
impacto ambiental negativo, garantindo a producdo de alimentos e fazendo um uso mais

sustentavel desse recurso natural’® ™%,

2.5. Andlise direta de plantas por LIBS e EDXRF

LIBS e EDXRF tém sido amplamente empregadas para analise direta de plantas.
Na literatura podem ser encontrados varios trabalhos com métodos propostos para a
determinacédo direta e simultanea de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn, B e Si em materiais
vegetais na forma de pastilhas. A apresentacdo da amostra em forma de pastilha promove uma
diminuicdo nas etapas da sequéncia analitica, simplificando o processo de anélise quando
comparado aos métodos convencionais que requerem a decomposicdo prévia da amostra® 4,

Embora simplifique a sequéncia analitica, essa forma de apresentacdo ainda requer
etapas de secagem, cominui¢cdo, homogeneizacdo e pastilhamento do material vegetal
previamente as analises. Assim, uma forma de diminuir ainda mais as etapas da sequéncia

analitica é a analise direta. Nesse contexto, a maior parte dos trabalhos encontrados na
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literatura sobre métodos de analise direta de plantas sdo determinac@es de carater qualitativo
ou semi-quantitativo de nutrientes e/ou elementos potencialmente tdéxicos. Ha& poucos
trabalhos que apresentam métodos quantitativos, principalmente para quantificacdo de macro-
e micronutrientes em folhas de culturas de interesse econémico.

Ma et al.”> empregaram um sistema fs-LIBS e o método calibration free para a
determinacdo quantitativa de N, P, Ca e Fe em folhas secas de alamo. Neste trabalho, as
folhas foram analisadas diretamente, mas ndo ha quaisquer informac6es sobre a validacdo do
método proposto ou avaliacdo da estratégia de amostragem.

Em 2012, Santos et al.?’ fizeram uma revisdo sobre aplicacdes de LIBS para a
determinacdo de elementos em material vegetal. Para anélise de folhas foram encontrados e
apresentados 14 trabalhos empregando LIBS para investigar a composicdo (analise
qualitativa) e distribuicdo espacial de elementos (macro- e micronutrientes, alem de Ag, Al,
Cd, ClI, Li, Mo, Na, Pb, Sr, Ti, V) em folhas frescas e 8 trabalhos em folhas secas. Apenas 2
trabalhos entre os mencionados acima fizeram uma analise semi-quantitativa’: 4,

Em 2014, Yao et al.” empregaram um sistema LIBS, composto por um laser de
Nd:YAG (1064 nm, 10 ns, 200 mJ por pulso, 5 Hz) e um espectrdmetro Avantes
(200 — 1100 nm) com detector ICCD, para a identificacdo de nutrientes em folhas de laranja.
As espécies de interesse foram identificadas e a concentracdo relativa foi possivel de ser
determinada através da analise dos espectros obtidos. Para isso, 20 espectros foram coletados
para cada amostra e cada espectro era composto por 100 pulsos de laser acumulados. A média
das intensidades das linhas de emissdo dos elementos dos 20 espectros foram considerados
como sendo proporcional a concentracdo do elemento na amostra.

Em 2015, Guerra et al.*® propuseram um novo protocolo analitico para a determinagio
direta de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn, B e Si em folhas de cana-de-actcar. O procedimento
consiste em analisar 15 fragmentos (9 mm x 9 mm) por terco médio foliar, amostrando
3 linhas igualmente espacadas com 48 pulsos acumulados do laser (Nd:YAG 1064 nm, 5 ns,
10 Hz, 50 J cm) perpendiculares a nervura central. A validagdo cruzada foi realizada com
EDXREF e as fragOes de massa previstas para P, K, Ca, Fe, Mn e Si apresentaram coeficientes
de correlagdo linear de até 0,9778.

Em 2017, Ranulfi et al.”® utilizaram LIBS para identificar as mudangas nutricionais
provocadas pela doenca Huanglongbing (HLB) em folhas de citrus e associar o perfil de
composi¢cdo mineral com o status nutricional. Foram avaliadas folhas de arvores de citrus
saudaveis, com HLB sintomatica e com HLB assintomatica, identificadas por inspecéo visual.

Para isso, foi empregado um sistema LIBS comercial, o LIBS2500, equipado com um laser de
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Nd:YAG (1064 nm, 8 ns, 75 mJ por pulso, 10 Hz) e sete espectrometros de alta resolugéo
(189 — 966 nm) com detector CCD. Ca, Mg e K foram os nutrientes que apresentaram maiores
variacdes e, por isso, foram escolhidos. Considerando-se as mudangas no perfil nutricional, a
classificacdo foi realizada via regressdo combinada com PLSR, resultando em 73 % de
exatiddo para distinguir as trés categorias de folhas.

Mais recentemente, em 2018, Jull et al.”” avaliaram a viabilidade de LIBS ser usado na
analise de folhas frescas de pastagem e na forma de pastilhas. Para isso, foi empregado um
sistema LIBS constituido por laser de Nd:YAG (1064 nm, 7 ns, 100 mJ por pulso, 450 pm,
127 s de atraso e 1 ms de integracdo) e um arranjo de seis espectrometros
(182,26 — 908,07 nm). O método de regressdo parcial dos minimos quadrados (PLS, do
inglés Partial Least Squares) foi usado para construir modelos para macro- (N, P, K, S, Ca e
Mg), micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu e B) e Na. Os melhores resultados foram obtidos para
K, Na e Mn que apresentaram coeficientes de correlacdo linear de 0,92, 0,93 e 0,90,
respectivamente.

Por outro lado, um dos primeiros trabalhos sobre andlise direta de folhas por EDXRF
foi publicado em 1992: Frank et al.”® propuseram um método de anélise direta e simultaneo
para determinacGes quantitativas de macro- (P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes ((Fe, Cu, Mn
e Zn) em folhas secas de milho por EDXRF. O objetivo do estudo foi comparar os resultados
obtidos a partir da analise de discos de folhas ndo-moidas, discos de folhas moidas e amostras
de folhas inteiras. Os resultados obtidos para os discos de folhas ndo moidas foram
concordantes com os discos de folhas moidas. Os autores também destacam a influéncia da
nervura central, que deve ser levada em consideracdo quando as fracGes de massa estdo
préximas aos niveis criticos.

Em 2007, Blonski et al.”® avaliaram os efeitos da fumagina, doenca causada pelo
fungo Capnodium citri, na composicdo elementar de folhas de citrus. Amostras in natura e
pastilhas do material cominuido, com e sem acido borico, foram analisadas por um
equipamento de bancada. Informaces qualitativas de K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn foram obtidas
nas analises de amostras in natura. Mn, Fe, Cu e Zn foram quantificados e as concentragdes
obtidas para Fe variaram de 44 a 192 pg g* em folhas saudaveis e de 363 a 704 pg g em
folhas de citrus infectadas por fumagina.

Em 2012, McLaren et al.2% avaliaram a aplicabilidade do equipamento portatil de
EDXRF (PXRF, do inglés Portable X-Ray Fluorescence) para determinagdo dos teores totais

de elementos em quatro espécies de plantas de interesse econdmico: milho, algoddo, soja e
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trigo. O efeito do tempo de varredura e do tamanho de particula na qualidade dos dados
obtidos também foram avaliados. Para isso, as amostras foram secas, moidas e as anélises
foram realizadas empregando o método do po solto. O tempo de varredura foi avaliado entre
120 e 420 s. Para milho, algoddo e soja foram observadas correlagdes lineares entre os
resultados obtidos por PXRF e aqueles obtidos apds digestdo acida e determinacdo por
ICP OES para Si, P, S, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Ni e Zn.

Em 2014, Reidinger et al.8 avaliaram um sistema PXRF para a determinac&o de Si e P
em pastilhas preparadas a partir de folhas moidas de plantas da familia das Poaceas
(D caespitosa, Lolium perene e Triticum aestivum). A calibracdo foi baseada no preparo de
padrdes com metilcelulose sintética a fim de simular a matriz vegetal e materiais de referéncia
certificados (CRMs) foram utilizados para avaliar a performance do equipamento. Foram
obtidas curvas de calibracio de 2,5 a 20 g kg™ para 0o P e de 5 a 1000 g kg* para o Si,
empregando atmosfera de He a fim de minimizar a atenuacéo dos fotons de raios X de baixa
energia do Si e do P pelo ar. Os limites de deteccdo foram estimados em 0,13 g kg™ parao P e
0,14 g kg* para o Si. Os autores destacaram como vantagens a exatiddo, a precisdo e a alta
frequéncia analitica do método proposto, sendo possivel analisar 200 amostras por dia, além
de requerer uma pequena massa de amostra e ser um método ndo-destrutivo.

Guerra et al.®2 compararam a performance analitica de um espectrémetro de bancada e
um sistema portétil de EDXRF para a determinacdo direta de Si, P, S, K, Ca, Mn e Fe em
pastilhas de folhas de cana-de-acicar moidas criogenicamente. Foram analisadas 23
variedades de cana-de-aclcar. Ambos 0s equipamentos apresentaram limites de deteccdo
apropriados para todos os analitos de interesse, sendo adequado para a avaliagdo do status
nutricional da cultura da cana-de-actcar. Os autores ainda destacam que o sistema portatil é
uma alternativa atraente para andlises in situ, com performance equivalente ao equipamento
de bancada.

Tighe e Forster®® empregaram um sistema PXRF para determinar a composicdo
elementar de amostras de residuo vegetal coletado debaixo de vegetacdo lenhosa perene. As
amostras foram lavadas, secas e moidas previamente as analises. Ca e K foram determinados
com precisdo devido as altas fragdes de massa e ao alto nimero atdbmico, quando comparados
aos outros elementos de interesse como Na, Mg, Al, P, S, Mn e Fe.

Em 2015, Guerra et al.*® empregaram um EDXRF de bancada para a validagdo
cruzada de um novo protocolo analitico para determinacdo de macro-, micronutrientes e Si,

em folhas de cana-de-agucar empregando LIBS. Como descrito anteriormente, as fracdes de
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massa previstas para P, K, Ca, Fe, Mn e Si apresentaram coeficientes de correlacdo linear de
até 0,9778.

Em 2016, Towett et al.® investigaram trés formas diferentes de apresentacio de
amostra para analise de material vegetal por PXRF: i) a analise direta da superficie da amostra
sob vacuo; ii) 0 uso de um copo de amostra selado por uma janela de filme fino com Prolene®
e iii) analise sob pressdo atmosférica. Os resultados obtidos mostram que a analise direta da
superficie da amostra sob vacuo apresenta maior sensibilidade e precisdo, principalmente para
0s elementos de baixo numero atébmico. S, K e Ca podem ser determinados sem 0 uso de
vacuo, entretanto os limites de deteccdo podem ser comprometidos. Para finalizar, os autores
afirmam que a precisdo e a sensibilidade sdo dependentes ndo so das condi¢bes de operagdo e
formas de apresentacdo da amostra, mas também das configuracGes, marca e modelo do
equipamento.

Dao et al.% avaliaram o uso de um sistema PXRF para analisar diretamente folhas
frescas de milho, cultivadas em solos adubados com P de origem mineral e P de origem
animal. Nesse estudo, as folhas superiores das plantas foram analisadas em atmosfera de
hélio. Boas correlagdes (r> > 0,918) foram observadas entre as intensidades de emissdo da
linha de P Ka (normalizadas pela linha de espalhamento Ag La) e as fragdes de massa
correspondentes.

Guerra et al.*® empregaram um sistema PXRF para determinac&o in situ de K, Ca, S e
Si em folhas de cana-de-agucar. Foram analisados 20 fragmentos de folhas frescas de 10
variedades de cana-de-acgucar, sendo 2 medidas por fragmento. Os resultados obtidos foram
concordantes com aqueles obtidos por um método validado. Os coeficientes de correlagédo
linear variaram de 0,9575 para Ca a 0,9851 para Si. Os limites de deteccdo estimados foram
pelo menos 2 vezes menores que 0s niveis criticos desses nutrientes para a cana-de-agucar.

Carvalho et al.*® fizeram uma reviséo sobre aplicagdes recentes de LIBS e EDXRF em
andlises de plantas. Nesta revisdo sdo apresentados 18 trabalhos que utilizaram LIBS para
determinar guantitativamente macro- (Ca, Mg, K, P, S, N) e micronutrientes (Fe, Mn, B, Cu,
Zn), além de elementos benéficos (Si), potencialmente toxicos (Cr, Pb, Ba) e outros
(Na, Br, ClI, Rb, Sr), em tecidos foliares. Por outro lado, sdo apresentados 21 trabalhos que
utilizaram XRF (EDXRF, WDXRF, PXRF, SRXRF e p-EDXRF) para determinar
guantitativamente Al, As, Cd, Ce, Co, La, Mo, Ni, Hg, Ti e Zr, além dos elementos

mencionados anteriormente. O método de preparo das amostras, assim como a
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instrumentacdo, as estratégias de calibracdo e os limites de deteccdo também sdo
apresentados.

Cabe aqui mencionar que, o Grupo de Espectrometria Atdmica do CENA (GEA-
CENA) vem trabalhando com LIBS desde 2007. Uma das principais linhas de pesquisa do
grupo tem sido a analise de tecidos vegetais*’ 4% 86:87:88:89 a1ém de estratégias de calibragéo,
otimizagéo e validagio® 9% 92:93:94:95:96:97. & gutras aplicacfes®? % 99 100: 101: 102,103 'Em 2013,
0 grupo iniciou os trabalhos com EDXRF como técnica alternativa e complementar ao LIBS
na analise de material vegetal®® 4% 82 104,

Fazendo uma breve retrospectiva dos trabalhos do grupo com tecidos vegetais: em
2008, Trevizan et al. avaliaram um sistema LIBS, equipado com laser de Nd:YAG (1064 nm,
5 ns, 200 mJ, 10 Hz) e um espectrébmetro com Optica Echelle e detector ICCD, para a
determinacéo de macronutrientes (P, K, Ca e Mg)®® e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn)®
em material vegetal. As amostras de folhas de diferentes espécies (e.g. café, milho, soja) e
CRMs foram moidas criogenicamente e prensadas, sendo analisadas em forma de pastilhas.
Os CRMs foram utilizados para a construcdo das curvas de calibracdo e os resultados obtidos
por LIBS foram comparados aos valores obtidos por ICP OES ap6s decomposicdo acida
assistida por radiagdo micro-ondas. Os resultados obtidos por LIBS foram parcialmente
concordantes com os resultados obtidos por ICP OES e isso foi atribuido a pequena massa
amostrada, ao fato de os elementos de interesse ndo estarem homogeneamente distribuidos
nas pastilhas e aos efeitos de matriz, i.e., a ocorréncia de varios fenbmenos relacionados a
forte influéncia da composicdo do material no processo de vaporizacdo induzida pelo laser e
na subsequente emissdo do plasma. Os limites de deteccdo estimados foram considerados
apropriados para analise de rotina de material vegetal.

A partir desses dois trabalhos, o grupo iniciou estudos mais aprofundados sobre
estratégias de amostragem e calibracdo a fim de se obter melhores resultados e que estes
fossem comparaveis aqueles obtidos pelo método de referéncia. Assim, Nunes et al.% % e
Braga et al.®! avaliaram métodos de otimizacdo, calibragdo e validacio uni- e multivariada
para a determinacdo de macro- e micronutrientes em material vegetal empregando LIBS. Em
seguida, foram realizados os seguintes estudos: i) avaliagdo dos métodos de moagem para o
preparo de pastilhas para analise®; ii) avaliacio do didmetro de focalizacdo e da fluéncia®;
iii) avaliacdo da taxa de repeticio e do nimero de pulsos®; iv) avaliagdo de uma nova
estratégia de calibracio®; v) determinacdo de Si em material vegetal*’; vi) aplicagdo do p-
EDXRF na anélise de plantas'®; vii) comparagdo do desempenho analitico dos equipamentos

de EDXRF de bancada e portatil (PXRF)® e viii) avaliagdo da distribuicio do tamanho de
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particula para anélise de pastilhas por LIBS®’, até chegar nas analises diretas: i) de material
vegetal cominuido por fs-LIBS e ns-LIBS®; ii) de folhas de cana-de-aglcar por LIBS com
validac&o cruzada por EDXRF*; iii) de folhas de cana-de-agucar in situ, empregando PXRF*°
e iv) de folhas de soja por LIBS, u-EDXRF e PXRF, que é o trabalho descrito nesta tese. E
importante ressaltar que a instrumentacdo empregada em todos os trabalhos do grupo foi a
mesma, exceto para a analise direta de material vegetal por fs-LIBS.

2.6. Mapeamento microquimico empregando LIBS e EDXRF

Além de possibilitarem a anélise direta dos materiais vegetais, LIBS e EDXRF ainda
permitem a avaliacdo da distribuicdo espacial elementar das amostras, ou seja, a construcao de
mapas microquimicos. A fim de ilustrar o fluxo de medicGes para a construcdo de mapas
microquimicos multielementares de tecidos vegetais comparativamente as analises
dependentes de digestdo, a Figura 6 mostra um fluxograma para os dois tipos de anéalises:
a esquerda do diagrama, o fluxo de medices que requerem a digestdo prévia da amostra
e a direita, o fluxo de medi¢bes para a constru¢do dos mapas microquimicos de uma amostra
in situ.

Para as andlises dependentes de digestdo, a amostra € inicialmente seca e
homogeneizada, seguida pela digestdo completa usando um agente fortemente oxidante e
temperaturas elevadas, que podem ser alcancadas por uma variedade de fontes de energia
(sistemas abertos em blocos digestores, fechados e ou pressurizados, assistidos por radiacao
micro-ondas). Em geral, uma amostra de material vegetal representativa consiste em 150 -
250 mg de material homogeneizado. Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos, devem
ser incluidos materiais de referéncia certificados, junto com um nimero adequado de brancos
analiticos. Apos a digestao e diluicdo, amostras, brancos e CRMs sdo tipicamente analisados
empregando um conjunto de padrdes de calibracdo externa, que permite a analise quantitativa
dos elementos. A etapa final consiste na andlise e interpretacdo dos resultados, que podem ser
processados utilizando-se métodos estatisticos uni- e multivariados (quimiométricos)® .

A primeira etapa para uma analise direta tipica de mapeamento (LA-ICP-MS, LA-
ICP OES, LIBS, EDXRF) envolve a amostragem e a descontaminacéo superficial do material.
Em seguida, as amostras podem ser fixadas em uma lamina de vidro para microscopio e
liofilizadas ou apenas fixadas em um suporte apropriado. As amostras devem apresentar
superficie plana, assim, grdos, raizes e caules, por exemplo, devem ser fatiados previamente

as andlises a fim de se obter uma superficie sem irregularidades. No caso das folhas, ndo ha
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necessidade de nenhum tipo de preparo, ela precisa apenas estar plana e ser fixada para ndo se
mover durante a analise. As amostras sdo posicionadas na camara de ablacdo (LA-ICP-MS,
LA- ICP OES) ou no porta-amostras (LIBS, EDXRF), onde a microamostragem ocorre. Um
grande volume de dados é gerado nesse tipo de andalise, uma vez que para cada ponto de
amostragem um espectro completo é coletado. Esses dados séo tipicamente organizados em
planilhas e podem ser classificados ou visualizados usando macros especializadas ou pacotes

de software dedicados®.

Figura 6 — Diagrama de fluxo esquematico ilustrando o passo-a-passo das analises multielementares
de tecido vegetal por ICP-MS/OES. Parte direita inferior: distribuicdo elementar relativa de fosforo em
um gréo de arroz analisado por LA-ICP-MS. (Figura adaptada de Hansen et al.®)

Amostra vegetal
I
Analise dependente de digestao Mapeamento microquimico
ICP-MS/OES Ablagdo a laser

l

Preparo de amostra
Descontaminagao
Secagem
Homogeneizacio
Pesagem

|

Digestio

— T

Sistema Sistema Sistema

aberto fechado pressurizado
| | |

Analise
Quantitativa
Semi-quantitativa

Interpretacao dos dados

Univariada
Multivariada/Quimiometria

LIBS tem sido uma alternativa interessante na constru¢do de mapas micro-quimicos

l

Preparo de amostra

Descontaminagio
Secagem
Fixagdo do tecido

l

Analise
Escaneamento em linha
Ablagdo por ponto

Interpretacao dos dados

Visualizagdo
Quantificagdo
P it o, .
/
y \
Yvs )
" =

para avaliar a distribuicdo elementar em amostras de tecidos vegetais por permitir analises em



47

profundidade e apresentar alta resolucdo espacial, ou resolucdo lateral, que € influenciada:
1) pelo diametro de focalizacdo do laser sobre as amostras; ii) pela energia do pulso do laser;
iii) pela duracéo do pulso do laser; iv) pelas propriedades do material amostrado e v) pelo tipo
e pressao parcial do gas da atmosfera circundante. Se for empregada baixa energia, pulso de
curta duracdo (ps, fs) ou curto comprimento de onda, crateras de ablagdo com micrometros de
resolucéo lateral e nandmetros de profundidade podem ser produzidas?.

O primeiro trabalho empregando LIBS para a constru¢do de um mapa microquimico
foi realizado por Samek et al.1%. Neste trabalho, um sistema LIBS constituido por um laser de
Ti:sapphire (795 nm, 10 Hz, 160 fs, 0,1 mJ por pulso) foi empregado. Os autores avaliaram a
distribuicdo de Fe em folhas frescas de vime vermelho (Cornus Stolonifera) e folhas secas de
milho. A nervura central também foi monitorada.

De forma semelhante, o grupo de pesquisa liderado pelo Professor Josef Kaiser, da
Universidade de Brno na Republica Tcheca, vem trabalhando desde 2007 com mapeamento
microquimico de tecidos vegetais empregando LIBS, LA-ICP-MS e XRF: i) Kaiser et al.1%
avaliaram a bioacumulacdo de metais potencialmente tdxicos, como Cd e Pb, em tecido
vegetais; ii) Galiova et al. 19" avaliaram a influéncia do acimulo de Pb na distribuicio espacial
do Mg em folhas de girassol (Helianthus annuus); iii) Kaiser et al.1%® monitoraram o acimulo
de Pb em folhas de alface; iv) Galiova et al.1% avaliaram a distribuicio espacial de Ag e Cu
em folhas de girassol cultivadas em meio contendo contaminantes; v) Krizkova et al.!®
investigaram a acumulacdo de Ag nas folhas, caule e raiz de girassol; vi) Kaiser et al.'°
avaliaram a distribuicdo de Pb, Mg e Cu em folhas de girassol; vii) Kristofova et al.}!!
monitoraram P em folhas de girassol e alface e viii) Galiova et al. 2 avaliaram a distribuicdo
espacial de Pb, Mn e K em folhas de piment&o (Capsicum annuum L.).

Além desses, Ohta et al.® monitoraram os teores de macro- e micronutrientes em
folhas de tangerina e azaleia. No artigo de revisdo de Santos et al.?” estdo listados trabalhos
que empregam LIBS para mapeamento de raizes, caules e outros materiais vegetais, além da
instrumentacao e condi¢cdes experimentais empregadas nos trabalhos citados acima.

Na literatura, ha varios trabalhos empregando a micro-fluorescéncia de raios X
(L-EDXRF) como ferramenta para a constru¢cdo de mapas de distribuicdo elementar de
diferentes matrizes vegetais. A Tabela 2 apresenta algumas aplicacbes mais recentes de
mapeamento microquimico de amostras foliares empregando a p-EDXRF com fonte de

radiacao sincrotron.
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Tabela 2 — Mapeamento microquimico de amostras foliares empregando a espectrometria de u1-EDXRF com fonte de radiac¢do sincrotron

Matrix Analitos Diémetro do Preparo de amostra Objetivo Mapeamento Referéncias
feixe (Um)
Folhas de plantas Ca, Mn, 38x13 Cortar, achatar e cobrir com Investigagdo do mecanismo de  Qualitativo 114
hiperacumuladoras de Cd  Zn, Cd filme Mylar® acumulo de Cd
Folhas de plantas hibridas Ca, K, CI, 100 Lavar, secar com  papel Investigar os efeitos do  Qualitativo 115
‘peach-almond’ S, Fe, absorvente e analisar fragmentos suprimento de Fe nas
Mn, Zn, das folhas (3 x 3 mm) mudancas do Fe e da clorofila
Cu
Folhas de tomateiro Fe, K, Ca, 20 Lavar e congelar em N liquido; Investigar a contribuicdo de  Qualitativo 116
Cu, Ni, liofilizar sob véacuo e selecionar diferentes quelatos naturais
Zn, Br, uma area de 2 mm? para analisar ~ para aquisicdo de Fe, avaliar a
Mn fracio de  micronutrientes
alocados a nivel foliar
Folhas e caules de plantas P, K, Ca, 3,5x55 Cortar e preparar um corte fino Investigar a  distribuicdo  Qualitativo 1
co-hipercumuladoras de S, Zn, Pb com criomicrétomo. espacial e especiacdo de Pb em
Zn/Pb e hipercumuladoras uma planta hiperacumuladora
de Pb de Pb
Peciolos foliares de Ca, K, Zn 2 Fazer cortes transversais de Avaliar a distribuicdo  Qualitativo 118
girassol 100 um de espessura com um elementar e o transporte apos a
criomicrétomo e liofilizar aplicacdo de diferentes
formulagbes de Zn
Folhas de plantas de Fe 20 Lavar, secar com papel de filtro Investigar a dindmica de Quantitativo 119
pepino e achatar entre dois discos de acumulo e distribuicdo do Fe
plastico. Imersdo em nitrogénio dentro dos tecidos foliares de
liquido e liofilizagdo sob vicuo.  plantas de pepino deficientes
As folhas foram colocadas em em Fe
um porta amostras oco de
aluminio.
Folhas de tomateiro K, Ca, Fe, 250 ume Lavar com agua, achatar e secar.  Investigar a distribuicdo  Qualitativo 120
S, Sr, Br, 650 pum espacial de diversos elementos
Cl, Zn, em raizes, caules, folhas e
Mn, Cu* frutos da planta de Solanum

lycopersicum

*Foi utilizado um equipamento de bancada.



49

2.7. Outros métodos de anélise direta in situ e in vivo

Além de LIBS e EDXRF, a espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente empregando ablacdo a laser (LA-ICP-MS) apresenta caracteristicas muito
interessantes do ponto de vista analitico tanto para a determinacdo direta de nutrientes em
tecido vegetal quanto para 0 mapeamento microquimico. Além de ser uma técnica que
permite anélises multielementares e isotdpicas, apresenta excelentes limites de detec¢édo e boa
resolugdo espacial 1% 122

Procedimentos analiticos que empregam o método da fluorescéncia da clorofila a foram
desenvolvidos recentemente visando diagnosticar deficiéncias de manganés!? e fosforo'?* em
cevada (Hordeum vulgare L.). Este método € baseado nas medidas de sinais transientes de
fluorescéncia da clorofila a e permite a analise direta, ndo-destrutiva, em tempo real e in situ do
estado nutricional de plantas. Os resultados obtidos mostram que 0 método foi apropriado para a
determinacdo desses nutrientes em poucos minutos, sendo suficientemente sensivel e especifico
para cada nutriente.

Recentemente, Marie van Maarschalkerweerd e Sgren Husted'?® fizeram um artigo de
revisao em que sao apresentadas as técnicas espectroscopicas mais utilizadas para analises de

material vegetal, o preparo de amostras e o estado da arte de cada uma delas.
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3. OBJETIVOS

Esta tese de doutorado teve como objetivo geral a analise direta de folhas de soja por
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser (LIBS) e por espectrometria
de fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF), visando a determinacdo de
macro- (P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn e B) para diagnose foliar.

Em uma primeira etapa, mapas de distribuicdo elementar foram construidos
empregando-se L-EDXRF e LIBS a fim de avaliar a distribui¢do espacial dos nutrientes nas
folhas de soja para definir estratégias de amostragem mais apropriadas para diagnose.

Em uma segunda etapa, folhas de soja frescas foram analisadas por EDXRF,
empregando-se um equipamento portatil, a fim de avaliar o estado nutricional das plantas.
Nesta etapa, ferramentas quimiométricas de classificacdo, tais como PCA e SIMCA foram
empregadas com o objetivo de separar as amostras analisadas em dois grupos: i) tratamento
controle e ii) com deficiéncia induzida de P.

Posteriormente, foram realizados experimentos de prova de conceito com o objetivo
de se comprovar a viabilidade préatica das analises de folhas frescas de soja por LIBS visando

a diagnose foliar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Descricdo das amostras
4.1.1. Coleta de amostras de experimentos em casa de vegetacao

Inicialmente, amostras de folhas de soja foram gentilmente cedidas por alunos do
Laboratorio de Nutricdo Mineral de Plantas do CENA. As plantas foram cultivadas em
condigdes experimentais de casa de vegetagdo, em vasos de polipropileno revestidos com
sacos pléasticos e preenchidos com 3 kg de solo. A caracterizacao fisica e quimica do solo e as
correcdes necessarias foram realizadas previamente ao plantio. As cultivares semeadas foram
a BRS 183 e BRS Tiana e os tratamentos divididos em 2 niveis de fosforo, alto e baixo. As
plantas foram irrigadas diariamente com &gua deionizada, mantendo a umidade do solo em
aproximadamente 70 % da capacidade maxima de retencdo de agua durante todo o
desenvolvimento do experimento. A temperatura e a umidade relativa do ar média durante o

periodo experimental foram de 32 °C e 75 %, respectivamente.

4.1.2. Cultivo de soja em casa de vegetacao
4.1.2.1. Hidroponia

O cultivo de soja em sistema hidrop6nico foi realizado em condi¢Ges de casa de
vegetacdo no periodo de novembro de 2016 a fevereiro de 2017. A temperatura e a umidade
relativa do ar médias durante o periodo experimental na cidade de Piracicaba foram de 25 °C
e 76 % (Apéndice A), respectivamente. Foram utilizadas sementes de soja das cultivares
RK7214 IPRO e M6210 IPRO.

As sementes foram dispostas em bandejas contendo vermiculita, umedecidas com
solugdo de 1,0 x 10 mol L CaSQy, transferindo-se as plantas emergidas com cerca de 5 cm
de altura para bandeja de 40 L contendo solucio nutritival?® completa e diluida 1 + 4 com
agua (também denominada “solucdo de adaptacdo™), de modo a agravar as caréncias
nutricionais, considerando a contribuigdo das reservas da semente (dados ndo apresentados).
Apds uma semana, as plantas foram transferidas para vasos plasticos (capacidade para 2,5 L)
contendo solugdes nutritivas (2,0 L — 100% da forga idnica) adequadas para cada tratamento:
controle (solucéo nutritiva completa) e com deficiéncia induzida de P (solu¢do nutritiva sem
P). As plantas foram fixadas na regido do colo com espuma de plastico e mantidas sob
aeracdo constante. O pH da solucdo nutritiva foi ajustado para 6,0 £ 0,5, quando necessario,
empregando-se para este fim solugdes de 1,0 mol L NaOH e 1,0 mol L HCI. A solugéo

nutritiva foi preparada a partir da solugdo completa de Hoagland e Arnon (1950)!% e
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modificada para atender ao tratamento com deficiéncia induzida de P. A Tabela 3 apresenta o
volume utilizado para o preparo da solugdo nutritiva para os tratamentos: controle e

deficiéncia induzida de P.

Tabela 3 — Volumes das solugfes-estoque de macro- e micronutrientes empregados para o preparo das
solugdes nutritivas completa e com auséncia de P

Composicéo da solugéo nutritiva (mL L)

Tratamentos
Solucéo estoque Com deficiéncia
Controle
induzida de P

KNOs (1 mol L?) 6,0 6,0
Ca(NOs)2.4H,0 (1 mol LY) 4,0 4,0
NH4H:PO,4 (1 mol L?) 2,0 -

NH4NOs (1 mol L%) - 1,0
MgS0..7H20 (1 mol L) 2,0 2,0
Micronutrientes” 1,0 1,0
Fe-EDTA" 1,0 1,0

Fonte: Johnson et al. (1957) adaptado. *Preparados segundo protocolos proprios do Laboratério de Nutricdo
Mineral de Plantas do CENA/USP (vide APENDICE A).

Para esse cultivo foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
sendo que as plantas das duas cultivares foram submetidas aos 2 tratamentos - controle e com
deficiéncia induzida de fésforo - com 9 replicatas cada. Apds 15 dias da primeira semeadura,
foi realizada uma segunda semeadura, repetindo todo o procedimento descrito acima, e
seguiu-se com o cultivo de ambas. Esse cuidado foi necessario para que houvesse plantas
suficientes no estadio fenolégico adequado para a diagnose (R1), quando as analises fossem
realizadas. A Figura 7 mostra as etapas de cultivo da soja que foi realizado em sistema

hidropénico, em condigdes de casa de vegetacao.
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Figura 7 — Fotos ilustrativas do cultivo da soja em sistema hidropénico, RK7214 IPRO e M6210
IPRO: em (A) a semeadura em vermiculita; em (B) a transferéncia para a solugdo de adaptacdo; em
(C) a transferéncia para os vasos plasticos de 2,5 L, contendo as solu¢des nutritivas adequadas para
cada tratamento; e em (D), as plantas ja desenvolvidas, antes da coleta das folhas-diagndstico para
andlise

4.1.2.2. Solo

O cultivo da soja em solo foi realizado em condicGes de casa de vegetacdo no periodo
de dezembro de 2017 a janeiro de 2018. A temperatura e a umidade relativa do ar média
durante o periodo experimental na cidade de Piracicaba foram de 25 °C e 77 %,
respectivamente (Apéndice A). As plantas foram cultivadas em vasos de polipropileno
revestidos com sacos pléasticos e preenchidos com 3 kg de solo. As caracterizacdes fisicas e
quimicas do solo, e as corre¢fes necessarias, foram realizadas previamente ao plantio. A
cultivar semeada foi a RK7214 IPRO. As plantas foram irrigadas diariamente com &agua
deionizada, mantendo a umidade do solo em aproximadamente 70 % da capacidade maxima
de retencdo de agua durante todo o desenvolvimento do experimento. Para esse cultivo foram
dispostos 20 vasos sobre as bancadas com 2 plantas cada. A Figura 8 mostra uma foto
ilustrativa do cultivo da soja em solo em casa de vegetacao.
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Figura 8 — Foto ilustrativa do cultivo da soja RK7214 IPRO em solo, em condigcdes de casa de
vegetacao, no periodo de dezembro de 2017 a fevereiro de 2018

4.1.3.Coleta de amostras em campos experimentais da ESALQ

Amostras de folhas de soja frescas foram coletadas no campo experimental do Grupo
de Extensdo Pré-Hort do Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ. As plantas foram
cultivadas no periodo de novembro 2017 a janeiro de 2018. A temperatura e a umidade
relativa do ar media durante o periodo experimental na cidade de Piracicaba foram de 25 °C e
77 %, respectivamente. A semeadura das cultivares BMX GARRA RR 2/STS e BMX
POTENCIA RR foi realizada no més de novembro de 2017, apds o tratamento das sementes e
adubac&o do solo (Apéndice A). A Figura 9 mostra a foto das cultivares plantadas no campo

experimental.
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Figura 9 — Fotos das cultivares de soja BMX GARRA RR 2/STS e BMX POTENCIA RR cultivadas
no campo experimental do Grupo de Extensdo Pré-Hort do Departamento de Producdo Vegetal da
ESALQ, no periodo de novembro de 2017 a janeiro de 2018

4.2. Instrumentacao
4.2.1.LIBS

O sistema LIBS utilizado é constituido por um laser pulsado de Nd:YAG (Brilliant,

Quantel, Franca) com taxa de repeticdo de até 10 Hz. Os pulsos de laser no comprimento de
onda fundamental (1064 nm) apresentam 6 mm de didmetro (fator de qualidade M? < 2),
energia maxima de 360 + 3 mJ e 5 ns de duracdo (full width at half maximum — FWHM).
Para a focalizacdo dos pulsos de laser na superficie das folhas, utilizou-se uma lente
convergente plano-convexa de silica fundida com diametro de 2,54 cm e distancia focal de
200 mm (Newport, EUA), colocada a 50 cm de distancia da abertura do laser. Para a coleta da
radiacdo emitida pelo plasma, utilizou-se um telescopio composto de lentes de silica fundida
de 50 mm e 80 mm (LLA Instruments GmbH, Alemanha) acoplado a fenda de entrada de um
espectrometro com fibra dptica (1,5 m e 600 um de ndcleo). O angulo de coleta foi de 25°
em relacdo ao eixo oOptico do laser. O espectrometro utilizado foi o ESA 3000
(LLA Instruments GmbH, Alemanha) equipado com O&ptica Echelle e detector ICCD
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Kodak KAF 1001 de 1024 x 1024 pixels, com resolucdo de 5 pm em 200 nm a 19 pm em
780 nm. A Figura 10 mostra o arranjo experimental do sistema LIBS empregado nas andlises.

Figura 10 — Representacdo esquematica do arranjo experimental do sistema LIBS empregado nas
analises

‘ porta-amostra

m
3 : el =200 mm
I S ’ | 4
— | Nd:YAG@1064nm —
» - — 360 mJ, 5 ns, 10 Hz
amostra
—~ - ¢
% - fibra optica

ESA 3000 espectrometro
(200-780 nm, LLA Berlin)

As amostras foram fixadas em um porta amostras automatico (Figura 11), construido
em laboratério, com estagios translacionais x-y que permite movimentos micrométricos
precisos nos dois eixos do plano ortogonal ao pulso do laser incidente. O ar atmosférico na
superficie da amostra foi deslocado por um fluxo de argénio de 5,0 L min™ diretamente no
ponto incidente do feixe.

O tratamento preliminar dos dados obtidos foi realizado pelo software ESAWIN 3.22
do mesmo fabricante (LLA Instruments GmbH, Alemanha), ativando a ferramenta de altura
da fenda. A base de dados de linhas atdmicas do National Institute of Standards and
Technology (NIST)'?8 e o Software MATLAB® (MathWorks, Inc., USA) foram empregados

para analise dos dados obtidos.
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Figura 11 — Detalhe da amostra fixada no porta-amostras automatico com estagios translacionais x-y

4.2.2.u1-EDXRF

Para a construcdo dos mapas de distribuicdo elementar (mapas microquimicos)
utilizou-se um espectrometro de bancada (u-EDXRF Orbis PC, EDAX, EUA) equipado com
tubo de raios X com alvo de Rh (50 kV, 50 W), colimador de feixe de raios X de 2 mm e
detector por deriva de silicio (Silicon Drift Detector - SDD) de 30 mm?, cuja resolucio tipica
é de 140 eV FWHM na linha Ko do Mn 5,9 keV. As amostras foram suspensas em filme
Kapton® fixado em um porta-amostras de acrilico de dimensdes 145 x 100 x 23 mm,
construido no laboratério para este fim. A Figura 12 mostra o espectrdbmetro de micro-

fluorescéncia de raios X e o arranjo experimental empregado nas analises.
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Figura 12 — Espectrometro de micro-fluorescéncia de raios X (Orbis PC, EDAX) e, no detalhe, a
amostra suspensa em filme Kapton® fixado ao porta-amostras

Porta amostras

!

{
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Os parametros instrumentais utilizados no equipamento, tais como: a diferenca de
potencial e a corrente aplicadas ao tubo foram 40 kV e 300 YA, respectivamente; o tempo de
irradiacdo por ponto foi avaliado entre 1 — 20 s.

O software ORBIS Vision (EDAX Inc.), versdo 2.1, foi empregado para obtencdo dos
dados gerados. Para a construgcdo dos mapas, empregou-se o software ORIGIN (OriginLab
Corporation), versao 2016.

4.2.3. EDXRF portatil

Para as medidas realizadas diretamente nas folhas frescas de soja, utilizou-se um
equipamento portatil de EDXRF, modelo Tracer 111-SD (Bruker, Alemanha) equipado com
tubo de raios X com alvo de Rh, colimador de feixe eliptico de 4,5 mm de diametro e detector
de 10 mm? XFlash® SDD, resfriado por um sistema Peltier e com resolucéo tipica de 145 eV a
100.000 cps. O equipamento apresenta também um conjunto de 4 filtros: azul (1 mil® Ti),
amarelo (12 mil Al + 1 mil Ti), vermelho (12 mil Al + 1 mil Ti + 1 mil Cu) e verde (12 mil Al
+ 1 mil Ti + 6 mil Cu), que podem ser empregados para melhorar a sensibilidade. Para as
medidas feitas sob vacuo, foi necessario o acoplamento de uma bomba de vacuo (Marconi,

Piracicaba) ao equipamento.

L mil = milésimo de polegada
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4.2.4.1CP OES

Para a andlise das folhas pelo método de referéncia, empregou-se um espectrémetro de
emissao Optica com plasma acoplado indutivamente iCAP 7400 Duo (Thermo Scientific ™
Qtegra™) equipado com um Kit de introducdo de amostras aquosas: nebulizador de vidro
concéntrico e uma camara de nebulizagéo de vidro ciclonica, tubo injetor de 2 mm, tubulacdo
de bomba aquosa e mini-bomba peristéltica de 4 canais. O espectrémetro é equipado também
com optica Echelle simultanea, apresentando 52,91 ranhuras mm, distancia focal efetiva de
383 mm, resolucdo de 7 pm a 200 nm, faixa de comprimento de onda de 166 - 847 nm e
detector Chip CID86 de estado solido de alto desempenho.

O software Intelligent Scientific Data Solution ™ (ISDS) da Thermo Scientific ™
Qtegra ™ foi empregado para a obtengdo dos dados gerados e para a manipulagdo dos dados

pos-analise.

4.2.5.Moagem criogénica

As amostras de folhas de soja foram submetidas a cominuicao previamente as analises
pelo método de referéncia, quando necessario. Para isso, empregou-se moinho criogénico
(SPEX Sample Prep., Freezer Mill 6870, USA), nitrogénio liquido (-196 °C) e um conjunto de
moagem constituido por tubos de policarbonato, barra magnética e tampas de ago inoxidavel.
A Figura 13 mostra o equipamento utilizado para a moagem criogénica das amostras. Nesse
equipamento € possivel fazer a moagem de até quatro amostras, simultaneamente, em frascos
com capacidade de até 2 g ou a moagem de apenas uma amostra em frasco com capacidade

para até 100 g.
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Figura 13 — Moinho criogénico e conjuntos de moagem utilizados na cominui¢do das amostras de
folhas de soja

4.3. Reagentes e solucdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico, &gua deionizada
ultrapura (18,2MQ cm de resistividade) produzida em um sistema Milli-Q® (Merck Millipore,
Alemanha) e o acido nitrico foi purificado em sistema sub-boiling (Marconi, Piracicaba,
Brasil). Os frascos e vidrarias utilizados foram lavados com detergente, enxaguados com agua
deionizada, descontaminados pela imersdo em banho de HNOs; (10 % v v1) por 12 h e
novamente enxaguados com agua deionizada ultrapura. Solugdes estoque 1000 mg L dos
elementos analisados no ambito desta tese foram utilizadas para o preparo de todas as
solucBes-padréo para obtencdo das curvas de calibracdo para as determinacgdes de Ca, Mg, K,
P, S, Fe, Mn, Cu, Zn e B por ICP OES. Apbs a lavagem, os materiais foram secos a

temperatura ambiente em capela de fluxo laminar horizontal (Pachane, Piracicaba, Brasil).

4.4. Métodos
4.4.1.Coleta e preparo das amostras

A amostragem das folhas de soja, independentemente da forma de cultivo, foi
realizada no inicio do florescimento — estadio fenoldgico R1 (45 a 60 dias apds a semeadura),
segundo escala fenoldgica da soja'?®. Seguindo a recomendagdo para a diagnose foliar, as
folhas (os trés foliolos, sem o peciolo) recém-maduras, correspondentes as terceiras ou
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quartas folhas a partir do &pice da haste principal, foram coletadas. Apds a coleta, as folhas
foram lavadas superficialmente com &gua deionizada e cuidadosamente secas com a ajuda de
um papel absorvente macio, separadas, identificadas por foliolos (direito, esquerdo e do meio)

e submetidas a analise no laboratério.

Figura 14 — Representacdo do ciclo vegetativo contendo fases mais importantes das plantas de soja e,
no detalhe, as folhas-diagnostico. (Figuras adaptadas de Embrapa Soja. Documentos 305,
http://www.agrolink.com.br/culturas/soja/caracteristicas)
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4.4.2.L1BS
4.4.2.1. Estudos iniciais — andlise de folhas frescas

Os estudos iniciais com LIBS foram feitos com as amostras coletadas nos
experimentos de casa de vegetacdo, conforme descrito em 4.1.1. Para essas analises,
empregaram-se 25 pulsos acumulados do laser (Nd:YAG a 1064 nm, 5 ns, 5 Hz) no modo de
varredura, em 4 linhas paralelas a nervura central, totalizando 100 pulsos do laser por foliolo e
300 pulsos por folha. O diametro de focaliza¢ao foi fixado em 750 um e a fluéncia de
50 J cm foi empregada. Os tempos de integragdo e de atraso foram fixados em 2 e 5 ps,
respectivamente. As linhas de emissdao monitoradas foram: Ca Il 442,544 nm, Mg | 277,983
nm, P 1213,618 nm, Zn | 213,856 nm, B 1 249,773 nm e Cu | 324,754 nm.

4.4.2.2. Mapeamento de folhas de soja

Para o mapeamento de folhas de soja empregando LIBS, utilizou-se amostras
provenientes do cultivo em sistema hidropénico em casa de vegetacdo, conforme descrito em
4.1.2.1. Para esse tipo de analise, empregou-se 1 pulso do laser de Nd:YAG (1064 nm,
5 ns, 10 Hz) por ponto, em uma matriz de mapeamento de 27 x 10 pontos. O
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diametro de focalizacdo foi fixado em 750 um e a fluéncia de 50 J cm™ foi empregada.
Os tempos de integracdo e de atraso foram fixados em 2 e 5 ps, respectivamente. As linhas de
emissdao monitoradas foram: Ca Il 393,366 nm, Mg Il 279,553 nm e Al | 394,401 nm. A

Figura 15 apresenta a construcdao do mapa microquimico de Ca para um foliolo de soja.

4.4.2.3. Andlise direta de folhas frescas de soja

Para analise direta das folhas frescas por LIBS, utilizou-se amostras cultivadas em
solo, em condigdes de casa de vegetacdo, e amostras coletadas no campo experimental da
ESALQ, conforme descrito nos itens 4.1.2.2 e 4.1.3. Previamente as analises, foram
realizados estudos variando-se alguns parametros instrumentais, tais como a energia por pulso
do laser, o nimero de pulsos acumulados por linha € 0 nimero de linhas. A partir desses
estudos, definiu-se as seguintes condigdes: 25 pulsos acumulados por linha, a uma frequéncia
de 5 Hz no modo de varredura, com velocidade de 10 mm s™. Foram amostradas 12 linhas
paralelas na parte central do foliolo (5 cm x 4 cm), totalizando 300 pontos de amostragem por
foliolo. O diametro de focalizacdo foi fixado em 750 um em todos os estudos. Os tempos de
atraso e de integracdo foram fixados em 2 e 5 pus, respectivamente. As linhas de emissao
monitoradas foram: C | 247,856 nm, Ca Il 315,887 nm, Mg | 285,213 nm, P | 213,618 nm,
Fe 11 261,187 nm, Fe Il 259,940 nm, Mn 11 257,610 nm, Cu | 327,396 nm, Si | 212,412, Zn |l
206,200 nm e Al 1 309,271 nm.
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Figura 15 — Representacdo da construcdo de um mapa microquimico de calcio para um foliolo de soja. Condi¢Ges experimentais: 1 pulso,

50 J cm?, 750 um de didmetro, 2,0 ps de atraso e 5,0 s de integracdo

" ESA 3000 @

i
1 Nd:YAG@1064nm

— - -

.
P
((f:\i‘f'Qoﬁm = —

Espectrometro ESA 3000
(200 — 780 nm, LLa Berlin)

360 mJ, 5 ns, 10 Hz

Fibra optica

Espectro de emisséo de 1 pulso de laser

(1 ponto de amostragem)
10000

8000

6000

4000

Intensidade de emisséo (u.a.)

Distancia (mm)

2000

T
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Porta-amostras

RK7214 foliolo direito

este fixada no porta-amostra x-y

Amostra apds andlise por LIBS

(1 pulso do laser por ponto de amostragem)

o L]
(=25 S
ST < .

Mapa microquimico de Ca
Ca 11 393,366 nm

I 5,000E+04

4,000E+04

3,000E+04

v

v1° ("

2,000E+04

I 10000
0,000

EENEECEE

-

40 60 80
Distancia (mm)



64

4.4.2.4. Tratamento dos dados obtidos

Para todos os experimentos realizados com LIBS, os dados foram tratados da mesma
forma: realizou-se a correcdo dos sinais de emissdo de fundo (background) e a area integrada
dos picos foi utilizada como sinal analitico. Para isso, 0s sinais medios de emissao obtidos em
regides espectrais independentes localizados nas vizinhangas das linhas de emissdo dos
analitos (BG1 e BG2) foram subtraidos da intensidade maxima de cada linha de emisséo (IE),

conforme recomendado® e ilustrado para a linha de Mg 11 279,553 nm.

Figura 16 — Fragmento do espectro de emissdo mostrando a linha ionica do Mg Il 279,553 nm. As
linhas vermelhas ilustram a intensidade maxima de emissdo e as regides adjacentes do pico, BG; e
BG., que foram subtraidas. Condicdes experimentais: 1 pulso, 50 J cm?, 2,0 us de atraso e 5,0 ps de
integracéo
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4.4.3. Micro-EDXRF
4.4.3.1. Mapeamento de folhas secas de soja

Para 0 mapeamento de folhas secas de soja empregando PU-EDXRF, coletaram-se
amostras de experimentos que estavam em andamento em casa de vegetacdo, conforme

descrito no item 4.1.1. As amostras foram suspensas em filme Kapton®, fixado ao porta
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amostras de acrilico, a fim de minimizar o ruido proveniente do espalhamento dos raios X, e
submetidas a analise no equipamento descrito no item 4.2.2. As andlises foram feitas
empregando-se o colimador de feixe de raios X de 2 mm e a area mapeada foi definida de
forma a mapear toda a superficie da amostra. A matriz de mapeamento e o tempo de
irradiagdo por ponto foram avaliados a fim de se obter uma condigdo de compromisso entre
resolucéo e tempo total de andlise. Assim, definiu-se uma matriz de mapeamento de 32 x 25
pontos e fixaram-se 5 s de irradiacdo por ponto. A Figura 17 mostra um exemplo da area a ser
mapeada e a determinacdo da matriz de mapeamento. As linhas de emissdo de raios X
monitoradas foram: Ca Ka 3,69 keV, S Ka 2,31 keV, P Ka 2,01 keV e K Ka 3,31 keV.

Figura 17 — Exemplo de determinacgdo da area mapeada e da matriz de mapeamento para uma amostra
de folha seca de soja. Em (A) imagem capturada pela camera CCD do equipamento e em (B)
representacdo da matriz de mapeamento 32 x 25 pontos, empregada nos experimentos

8 cm
(25 pontos)

e

[
13 cm (32 pontos)
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4.4.3.2. Tratamento dos dados

Nos mapeamentos feitos por p-EDXRF, foram obtidas matrizes de dados com
resultados em contagens por segundo. Para a obtencdo desses, o software do equipamento
emprega 0 método de deconvolugédo dos picos (sinais de emissao) e faz a correcdo dos dados
pelo tempo de irradiagéo e corrente aplicada ao tubo. Esses dados foram entdo normalizados,
ou seja, para cada um dos elementos de interesse os dados em contagem liquida foram
divididos pelos dados obtidos para o Rh, correspondente ao espalhamento Compton. Apos a
normalizacgdo, construiu-se os mapas de cada um dos elementos de interesse. Um exemplo da

construgdo dos mapas € apresentado na Figura 18.

Figura 18 — Representacdo da construgdo do mapa microquimico de K, a partir dos espectros obtidos
em cada ponto da matriz de mapeamento 32 x 25 pontos de um foliolo de soja submetido a analise por
H-EDXRF
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4.4.4. EDXRF - sistema portatil
4.4.4.1. Andlise direta de folhas frescas de soja

Para andlise direta de folhas frescas de soja empregando-se o0 equipamento portatil de
EDXRF, utilizaram-se as amostras cultivadas em sistema hidropdnico em condicOes de casa
de vegetagdo, conforme descrito em 4.1.2.1. Apds a coleta e preparo minimo, manteve-se
cada uma das amostras em um frasco com agua, de forma que o peciolo ficasse submerso,
evitando-se assim a desidratacdo antes da analise. No momento da andlise, cada foliolo foi
destacado do trifolio, pesado e devidamente posicionado sobre a abertura do equipamento. A
Figura 19 mostra as etapas e 0 posicionamento da amostra no equipamento portatil de
EDXRF para andlise. A fim de determinar as melhores condi¢Bes experimentais, foram

realizados estudos variando-se 0s seguintes parametros instrumentais: tempo de irradiagéo,
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diferenca de potencial e corrente aplicadas ao tubo de raios X. Foram avaliados também o uso
de filtros, a atmosfera de andlise e a face da folha que seria investigada, adaxial (parte
superior) ou abaxial (parte inferior).

Assim, as condicbes experimentais definidas nesses estudos foram: 45 kV e 30 YA de
tensdo e corrente, respectivamente; 40 s de irradiacdo por ponto; analises realizadas sem
filtros e sob vacuo, sendo a superficie adaxial escolhida para anélise.

Figura 19 — Representacdo das analises realizadas empregando o equipamento de EDXRF portétil: em
(A) o equipamento posicionado no suporte sobre a bancada; em (B) o foliolo a ser analisado é
destacado do trifélio e posicionado sobre a abertura em que o0s raios X serdo incididos; em (C) € feito
o fechamento da tampa de prote¢do e, em (D) a andlise € iniciada

Fechamento da tampa

Equipamento PXRF

4.4.4.2. Tratamento dos dados obtidos

Os dados obtidos nas analises empregando o equipamento portétil de EDXRF foram
tratados pelo método de deconvolugdo Bayesiana dos picos!®l. Para isso, utilizaram-se os
softwares SIPXRF e ARTAX da BRUKER. As linhas de emissdo de raios X monitoradas
foram Si Ka 1,74 keV, P Ka 2,01 keV, S Ka 2,31 keV, K Ka 3,31 keV, Ca Ka 3,69 keV, Mn
Ka 5,9 keV, Fe Ka 6,4 keV, Cu Ka 8,04 keV, Zn Ka 8,64 keV. Apds a deconvolugdo, os
dados obtidos em contagens liquidas foram corrigidos pelo tempo real de analise (real time) e
pela corrente aplicada ao tubo de raios X (30 pA). Os dados corrigidos (cps pA™) foram

utilizados nas analises quimiométricas.
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Os métodos quimiométricos, aplicados aos resultados obtidos com equipamento
portatil de EDXRF, foram a analise de componentes principais (PCA, do inglés, Principal
Component Analysis) e a modelagem independente por analogia de classes (SIMCA, do
inglés Soft Independent Modeling by Class Analogy).

PCA tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta Util e versatil na analise dos
dados obtidos por LIBS e EDXRF. Essa ferramenta tem sido empregada para visualizacao,
classificacdo, regressdo (PCR), selecdo de varidveis, reducdo de dimensionalidade,
identificacdo de outliers e mapeamento multivariado. As aplicacfes sdo realizadas nas mais
diversas areas, tais como: arqueologia, forense, biologia, geologia, farmacéutica, polimeros,
metais e materiais explosivos, quimicos e nucleares.®

A ideia central da andlise de componentes principais é reduzir a dimensdo de um
conjunto de dados que consiste em um grande numero de variaveis, mantendo 0 maximo
possivel da variacdo presente neste conjunto. Isto é conseguido através da transformacdo para
um novo conjunto de variaveis, as componentes principais (PCs), que ndo séo correlacionadas
entre si, e que sdo ordenadas de forma a reter nas primeiras componentes a maior parte da
variagio presente em todas as varidveis originais.’*> A primeira componente principal é
aquela situada na direcdo de maior variacdo dos dados; a segunda € ortogonal a primeira e em
uma direcdo que também abrange a maior variagdo nos dados, e assim sucessivamente. Cada
amostra € representada por um ponto no espaco multidimensional em que € possivel se extrair
informacdes sobre agrupamentos ou classes de amostras que apresentem caracteristicas
semelhantes.

SIMCA é um método de reconhecimento de padrdes baseado na PCA. Inicialmente, a
PCA ¢é empregada para se obter uma impressao basica da classificacdo da amostra. O modelo
de classe apropriado estabelecido para todos os tipos de amostra é entdo empregado para
predizer a classe da amostra de classificacdo desconhecida. Esse método desconsidera outras
classes quando o modelo esta sendo construido, assim, pode-se obter um bom resultado de
classificacdo quando a diferenca entre classes € muito maior do que as diferencas dentro da
propria classe. A limitagdo desse método é que um modelo diferencial ndo otimizado sera
gerado quando as diferengas entre classes forem similares as diferencas dentro da propria

classe.
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4.4.5. Método de referéncia

O método de referéncia empregado para a determinacgdo dos elementos de interesse foi
a espectrometria de emissdo oOptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) apds a
decomposicdo acida das amostras assistida por radiacdo micro-ondas. Esse método é
consolidado e amplamente utilizado para a determinagdo de macro- e micronutrientes em

plantas 27,66,133

4.4.5.1. Preparo das amostras - cominuigao

Previamente a determinacdo dos elementos de interesse pelo método de referéncia, as
amostras dos itens 4.4.4.1 e 4.4.3.1 foram submetidas a cominui¢cdo em moinho criogénico,
com uma etapa de pré-congelamento de 5 minutos e intervalos de recongelamento

de 1 minuto. Empregou-se 5 ciclos de 2 minutos, totalizando 10 min de moagem®.

4.4.5.2. Decomposi¢do 4cida assistida por radiacdo micro-ondas

As decomposi¢cbes das amostras dos itens 4.4.2.3, 4.4.3.1 e 4.4.4.1 (m > 0,250 @)
foram realizadas transferindo-se 0,250 g do material seco e moido para os frascos de digestéo.
Para as amostras dos itens 4.4.2.1 e 4.4.4.1 (m < 0,250 g) as decomposi¢des foram feitas
transferindo-se cada foliolo e/ou cada trifélio, previamente secos e pesados, para os frascos de
digestdo de PTFE (TFM®). Em seguida, foram adicionados 6 mL de 2,8 mol L HNO;3
e 2 mL de 30 % m m? H,0..1*® Os frascos foram fechados, acondicionados no suporte
apropriado para 15 amostras e colocados na cdmara uUnica de reacdo com aquecimento
assistido por radiacdo micro-ondas (Ultrawave, Milestone). O sistema foi fechado,
pressurizado com Ar (40 bar) e iniciado o programa de aquecimento (Tabela 4). Ao término
da digestdo, o sistema foi resfriado com com uma taxa de despressurizacdo de 6 bar min™.
Apds essa etapa, o sistema foi aberto e as solugdes das amostras digeridas foram transferidas
para tubos tipo Falcon de polietileno de 50,0 mL e os volumes completados para 15 mL com

agua deionizada ultrapura.

Tabela 4 — Programa de aquecimento para decomposicdo de amostras de tecido vegetal assistida por
radiagdo micro-ondas
Etapa t (min) E (W) T1(°C) T2 (°C) P (bar)

1 20 1500 240 60 150
2 20 1500 240 60 150
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4.4.5.3. Determinacao dos elementos por ICP OES

As determinagOes de macro- e micronutrientes nas amostras digeridas foram realizadas
por ICP OES (iCAP 7400 Duo, Thermo) com vista radial (Ca, Mg, K, P, S) e axial (Fe, Mn,
B, Cu, Zn), e nebulizador concéntrico em cadmara ciclénica, em condicdes robustas de anélise.
A Tabela 5 mostra os pardmetros operacionais utilizados neste equipamento. Para a
construgdo das curvas analiticas, foram preparados padrfes multielementares a partir de
solugdes estoque (1000 mg L1). Para o controle de qualidade das analises dos digeridos foram
utilizados os seguintes CRMs:

- NIST 1515 Apple leaves;

- NIST 1547 Peach leaves;

- NIST 1570a Spinach leaves;

- NIST 1573a Tomato leaves.

Tabela 5 — Pardmetros operacionais utilizados no espectrdmetro de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente Thermo iCAP 7400 Duo

Parametros operacionais Valores
Poténcia da radiofrequéncia (kW) 1,2
Vazéo do gas do plasma (L min™?) 12
Vazéo do gas auxiliar (L min'?) 0,5
Vazdo do gas de nebulizacéo (L min) 0,6
Vazéo da amostra (mL min™) 15
Altura de observacéo (mm) 8
Tempo de exposicao () uv-10
Vis-5
Numero de replicatas 1-3
Linhas de emissédo (nm) K'1766,490
Cal422,673
Mg 11 285,213
P1185,891
S1180,731
Fe 11 259,940
Mn 11 257,260
B 1208,957
Cu 1324,754

Zn | 213,856
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos iniciais — analise de folhas de soja por LIBS

Estudos preliminares por LIBS foram realizados com folhas frescas de soja, conforme
procedimento descrito em 4.4.2.1. As amostras empregadas nesses estudos foram coletadas de
plantas cultivadas em condicdes de casa de vegetacdo, conforme descrito em 4.1.1. Apds as
analises por LIBS, as amostras foram submetidas a analise pelo método de referéncia, descrito
no item 4.4.5. O objetivo desses estudos foi verificar a viabilidade técnica da analise direta de
folhas frescas de soja por LIBS e a correlacdo com o método de referéncia. Para isso, foram
empregadas as condi¢Ges experimentais previamente utilizadas nas andlises diretas de folhas
de cana-de-aclcar e de material vegetal analisado na forma de pastilhas®® %, A viabilidade foi
confirmada, mas o sinal analitico e as fraces de massa obtidos nesses experimentos nédo
apresentaram coeficientes de correlacdo satisfatorios (r < 0,530) para os elementos de
interesse. Os resultados obtidos nesses estudos indicaram a necessidade de se definir uma
estratégia de amostragem mais apropriada, pois a baixa correlacdo pode ser atribuida a
heterogeneidade na distribuicdo dos analitos nas folhas, que é inerente a microamostragem.
A Figura 20 mostra os resultados obtidos para o calcio, que apresentaram a melhor correlagédo
(r = 0,530) dentre os elementos avaliados. Os graficos dos demais elementos avaliados
(Mg, P, B, Zn e Cu) encontram-se no Apéndice B.
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Figura 20 — Andlise de folhas frescas de soja por LIBS: (A) amostragem no modo varredura com
25 pulsos de laser em 4 linhas paralelas a nervura central e (B) representacdo grafica do sinal analitico
versus a fracdo de massa obtida para o calcio. Condig¢6es experimentais: laser de Nd:YAG @1064 nm,
5ns, 5 Hz, 50 J cm, 750 um de didmetro, 2 ps de atraso e 5 ps de integragéo
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5.2. Mapeamento de folhas de soja por LIBS

Os estudos iniciais para a construcdo de mapas de distribuicdo elementar com LIBS
foram realizados com folhas secas de soja. No entanto, houve grande dificuldade em
selecionar uma condicdo experimental de fluéncia (energia do pulso do laser por unidade de
area, expressa em J cm) que fosse apropriada para analise das mesmas, sendo que apenas
1 pulso do laser com 20 J cm™ ja provocava fragmentagdo no local amostrado. A Figura 21
mostra a baixa resisténcia mecanica desse tipo de amostra. Por esse motivo, decidiu-se fazer o

mapeamento nas folhas secas de soja apenas por n-EDXRF.

Figura 21 — Foto ilustrativa da baixa resisténcia mecéanica da folha seca de soja. Nesta imagem €
possivel visualizar a folha seca fixada em folha de aluminio coberta com filme Kapton®. O detalhe
mostra a fragmentacdo da amostra com 20 J cm? Condicdes experimentais: laser de Nd:YAG

(1064 nm, 5 ns, 10 Hz), 15 a 50 J cm, 750 um de diametro, 2 ps de atraso e 5 ps de integracdo

Os estudos de mapeamento com LIBS foram retomados quando as amostras de folhas
de soja provenientes do cultivo hidropénico ficaram disponiveis. Assim, para a construcdo de
mapas microquimicos por LIBS foram empregadas as amostras obtidas conforme descrito em
4.1.2.1. Como as amostras frescas também apresentaram baixa resisténcia mecanica a onda de
choque dos pulsos do laser nos estudos preliminares, além de empregar apenas um pulso do
laser por ponto (5 ns, 50 J cm?, 10 Hz), tomou-se o cuidado de fixa-las numa folha de
aluminio antes de prendé-las ao porta amostras x-y, para que houvesse um controle do que
estava sendo amostrado. Desse modo, a linha Al 1 394,401 nm foi monitorada e utilizada
como indicador de que somente a folha estava sendo amostrada. A Figura 22 mostra um
foliolo de soja apds ser submetido as analises por LIBS e um mapa de distribuicdo elementar

de Mg construido a partir dos espectros obtidos.
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Figura 22 — Representagdo do mapeamento de folhas de soja empregando LIBS. Em (A) séo
mostradas as crateras geradas pela incidéncia dos pulsos de laser sobre a amostra e em (B) um mapa
microguimico de magnésio de um foliolo de soja. Condi¢BGes experimentais: laser de Nd:YAG
(1064 nm, 5 ns, 10 Hz), 1 pulso de 50 J cm por ponto, 750 um de didmetro, 2 ps de atraso e 5 s de
integracéo
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Nas condicOes experimentais utilizadas, foi possivel detectar e construir os mapas
microquimicos apenas de Ca e Mg. A partir desses mapas, ndo foi possivel observar
diferencas na distribuicdo dos elementos de interesse e, dessa forma, nao foi possivel definir
quaisquer estratégias de amostragem.

Embora os resultados ndo tenham correspondido as expectativas, uma vez que 0s
mapas ndo mostraram diferencas ou semelhancas na distribuicdo dos nutrientes nas folhas de
soja, optou-se por apresenta-los nesta tese para que fique registrada a potencialidade da
técnica e o tipo de informag&o obtida com apenas um pulso do laser por ponto para esse tipo
de amostra. Os demais mapas de distribuicdo elementar de Ca e Mg estdo apresentados no
Apéndice C.
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Além dos mapas mencionados acima, foram construidos mapas de Al para comprovar
que ndo houve remocéo do material, embora as folhas de soja fossem perfuradas pelo pulso
do laser. A Figura 23 mostra a comparagdo dos espectros da folha de soja e da folha de
aluminio, amostrados por LIBS, observando-se a grande diferenca que ha entre eles.

Em alguns trabalhos de mapeamento microquimico de folhas empregando LIBS
descritos na literatura, as amostras apresentam-se visivelmente danificadas (perfuradas), mas
ndo ha quaisquer informacdes sobre cuidados na amostragem. Como exemplo, pode-se citar o
trabalho de Galiova et al.!% no qual folhas de girassol (Helianthus annuus) foram mapeadas a
fim de se avaliar o acimulo de Pb no tecido foliar. Para isso, empregou-se um sistema LIBS
constituido por laser de Nd:YAG @ 532 nm (5 ns, 10 mJ por pulso, 1us de atraso e 10 us de
integracdo) e, embora a energia por pulso seja de apenas 10 mJ por pulso, em comparacao
com 230 mJ por pulso utilizada nesta tese, é possivel visualizar nas figuras apresentadas que

houve dano significativo nas folhas.

Figura 23 — Fragmentos dos espectros obtidos no modo mapeamento incidindo-se um pulso de laser
sobre a amostra e sobre a folha de aluminio. CondicGes experimentais: laser de Nd:YAG (1064 nm,
5ns, 10 Hz), 1 pulso de 50 J cm, 750 um de diametro, 2 ps de atraso e 5 ps de integracéo
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Os mapas microquimicos obtidos por LIBS sdo apresentados apenas em termos de
intensidade da linha espectral, que pode ser proporcional a concentracdo local, mas ndo ha
uma forma de calibracdo ou de demonstrar uma linearidade das respostas. Isto porque, como
mencionado em outros trabalhos sobre mapeamento, ndo ha padrdes ou materiais de
referéncia que possam ser utilizados para este fim ainda. O que h& para plantas sdo materiais
de referéncia certificados em pd, que ndao fornecem nenhum tipo de informacdo sobre a
distribuicdo espacial dos nutrientes?®.

No entanto, na literatura ha& trabalhos que apresentam mapas microquimicos
quantitativos empregando-se LA-ICP-MS. Wu et al.’** mapearam macro- (Mg, K, P, S) e
micronutrientes (Mn, Cu, B) em folhas de Elsholtzia splendens e o método de adigdo de
analito para calibracdo. Para isso, empregaram um material de referéncia certificado, NIST
1515 Apple Leaves, dopado com solucbes de referéncia dos analitos de interesse com
concentragdes conhecidas. Para validar o procedimento desenvolvido, foi empregado outro
CRM, o NIST 1547 Peach Leaves. A intensidade do fon *C* foi utilizada para corrigir as
medidas, a fim de compensar i) a possivel heterogeneidade do material devido aos
procedimentos de preparo, e ii) o efeito da umidade no processo de ablacéo e na intensidade.

Mais recentemente, Ko et al.'*® mapearam Cs em folhas de manjericdo empregando
LA-ICP-MS. Como nédo havia material de referéncia com composicdo idéntica a amostra,
concentragdes conhecidas de Cs e K foram adicionadas ao CRM NIST 1573a Tomato Leaves.
Para o teste de homogeneidade, In foi adicionado aos padrdes e a proporcdo °In/*C foi
avaliada a fim de garantir a homogeneidade dos padrdes.

Outro ponto que deve ser discutido é a influéncia da umidade no processo de ablagéo.
Segundo Wisbrun et al.*®, a umidade da amostra pode reduzir a intensidade de emissdo do
plasma. Ha varias razdes que contribuem para este efeito, mas a principal delas é que parte da
energia do laser é consumida para o aquecimento da agua, em vez de ser usada para a
formacdo do plasma. O mecanismo de producdo de aerosséis também é suprimido pela
umidade, reduzindo os sinais de intensidade em altas frequéncias. Ao nivel microscopico, a
agua aumenta a energia requerida para a ablacdo do substrato da amostra. No entanto, estes
efeitos agem de formas diferentes para varias matrizes. Amostras de areia e solo foram
analisadas - para as amostras de areia, a intensidade era reduzida pela metade com 0,8 % de
umidade, enquanto que para as amostras de solo, 5 % de umidade era necessaria para a
mesma reducdo. A razdo, segundo os autores, é que o solo absorve a &gua muito melhor que a
areia. A agua ndo penetra nos graos de areia e, assim, para 0 mesmo teor de umidade, muito

mais agua estava presente na superficie dos gréos de areia em comparacgdo com o solo.
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Por este motivo, para a construgdo de mapas microquimicos quantitativos por LIBS,
deve-se avaliar todos os parametros mencionados acima, como a influéncia do teor de
umidade, o uso de padrdes para a calibracdo e, se os padrdes forem preparados em base seca,
a correcdo da umidade é outro parametro que deve ser pensado.

Além disso, quando comparados o0s espectros de 1 pulso do laser com os espectros
acumulados (25 pulsos, por exemplo) é possivel observar uma grande diferenca na
sensibilidade. A Figura 24 mostra os espectros obtidos por LIBS com 1 pulso do laser por
ponto, no modo mapeamento, e 25 pulsos acumulados no modo varredura. No exemplo
apresentado ha um aumento significativo nas intensidades das linhas de emissdo mais
sensiveis de Ca e Mg selecionadas para a construcdo dos mapas e aquelas empregadas no
modo varredura. Com os 25 pulsos acumulados, as intensidades das linhas de emissdo dos
dois elementos atingiram o nimero maximo de contagens do detector (62000) e saturaram o

sinal das linhas de emissdo mais sensiveis.

Figura 24 — Fragmentos de espectros de emissdo de folha de soja obtidos por LIBS: com 1 pulso de
laser por ponto, no modo mapeamento, e 25 pulsos acumulados por linha no modo varredura. Linhas
de emissdo selecionadas: Ca Il 393,366 nm, Ca Il 315,887 nm, Mg 1l 279,553 nm e Mg | 285,213 nm.
Condicdes experimentais: laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns), 50 J cm, 750 um de didametro, 2 us de
atraso, 5 ps de integracdo, taxas de repeticdo de 10 Hz no modo mapeamento e 5 Hz no modo
varredura

40000
60000 - Ca 11 393,366 nm —— 1 pulso Ca ll 315,887 nm —— 1 pulso

—— 25 pulsos —— 25 pulsos

50000 4 30000 -

40000

20000
30000 4

20000 4
10000

10000 4

Intensidade de emissao (u.a.)
Intensidade de emiss&o (u.a.)

0 0
T T T T T T T T T
392,75 393,00 393,25 393,50 393,75 394,00 3154 3156 315,8 316,0 316,2 316,4 316,6
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
50000
60000 - Mg 11279,553 nm — 1 pulso Mg | 285,213 nm —— 1 pulso
—— 25 pulsos —— 25 pulsos

— 40000 1

w

S

S

S

=)
1

20000 -

10000 4
10000 -

0 A 0

T T T T
2790 2792 2794 2796 2798 280,0 2848 285,0 285.2 285,4 2856 285,8
Comprimento de onda (hm) Comprimento de onda (nm)

Intensidade de emissdo (u.a.)
Intensidade de emissédo (u.a




78

Assim, pode-se afirmar que LIBS é uma técnica capaz de produzir mapas
microquimicos de folhas frescas de soja com boa resolugdo, rapidez e com relativa facilidade
para cobrir areas grandes (cm x cm). Mapas microquimicos de Ca e Mg foram construidos
com sucesso, com resolucdo apropriada. No entanto, esse mapeamento elementar nao
forneceu as informacg0Oes esperadas sobre a distribuicdo elementar desses nutrientes, uma vez
que, a partir deles, ndo foi possivel definir uma estratégia de amostragem para estudos
posteriores. Nenhuma abordagem quantitativa foi feita, pois ha varios fatores que devem ser
levados em consideracdo antes de qualquer tentativa de quantificacdo, tais como a influéncia
da umidade no processo de ablacdo e na formagdo do plasma, a representatividade da
amostragem e a estratégia de calibragdo mais apropriada.

5.3. Andlise direta de folhas frescas de soja por LIBS

Ap0s a construcdo dos mapas microquimicos por LIBS e verificada a dificuldade em
se trabalhar com as folhas de soja, tanto secas como frescas, optou-se por fazer uma prova de
conceito: as folhas de soja frescas seriam analisadas por LIBS, conforme método descrito no
item 4.4.2.3 e o espectro médio obtido das 30 folhas seria considerado comparavel ao
resultado que € obtido na andlise convencional.

Primeiramente, foram realizados experimentos a fim de se estabelecer as melhores
condicBes de analise. Os parametros avaliados foram a fluéncia (25, 30, 40 e 50 J cm™), o
nimero de pulsos acumulados por linha e o ndmero de linhas. Os demais parametros
instrumentais foram fixados: taxa de repeticdo em 5 Hz, tempo de atraso em 2 ps, tempo de
integracdo em 5 ps e distancia lente-amostra (LTSD) de 17,5 cm para 750 pum de didmetro de
focalizacéo.

A area 6tima para analise das folhas foi definida pela area foliar das amostras e pelos
limites de movimentacdo do porta amostra x-y. Como esta area é de aproximadamente
3cmx 5cm e o didmetro de focalizagdo 750 pum, buscou-se amostrar a maior area possivel
dentro desses limites, evitando-se a sobreposicdo dos pontos amostrados. Desse modo,
definiu-se 12 linhas de 25 pulsos de laser acumulados, totalizando 300 pulsos de laser por
foliolo.

Em seguida, a fluéncia foi avaliada. A fluéncia é definida como energia por unidade de
area e medida em J cm™. Para um laser com determinado comprimento de onda e duragdo de
pulso, tanto a energia por pulso quanto a distancia lente-amostra podem afetar a fluéncia e a
irradiancia. A distancia lente-amostra determina a éarea irradiada (i.e. o didmetro de

focalizacdo) da superficie da amostra e deve ser menor que a distancia focal da lente para que
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o diametro de focalizacdo seja maior®. Nesse estudo, o diametro de focalizagéo foi fixado em
750 pm e variou-se a energia por pulso do laser (110 — 230 mJ). Trés amostras de folhas de
soja foram submetidas as analises por LIBS para cada uma das fluéncias avaliadas. Os
resultados obtidos para Ca, Mg, P, Fe, Mn, Cu, Si e C sdo apresentados na Figura 25. Pode-se
observar que para todos os elementos de interesse, a intensidade de emisséo foi maior quando
se empregou 50 J cm™ de fluéncia.
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Figura 25 — Efeito da fluéncia na intensidade das linhas de emissdo de Ca Il 315,887 nm,
Mg 1285,213 nm, P1213,618 nm, Fe Il 261,187 nm, Mn 1l 257,610 nm, Cu | 327,396 nm,
Si1212,412 nm e C | 247,856 nm. Espectros médios (n = 3) obtidos de folhas de soja coletadas em
campo experimental da ESALQ. CondicBes experimentais: laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 5 Hz),

750 um de diametro, 2 s de atraso e 5 s de integracao
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Com as melhores condigdes de anélise definidas, realizou-se a prova de conceito para
comprovar a viabilidade técnica e pratica de se fazer a diagnose foliar por LIBS. Para isso,
30 folhas foram coletadas em campo experimental da ESALQ (item 4.1.3) e 30 folhas
coletadas de plantas cultivadas em solo em condi¢des de casa de vegetacao (item 4.1.2.2), e
analisadas por LIBS. As analises foram realizadas segundo as condi¢fes otimizadas e 0s
espectros medios foram tratados, primeiramente, por foliolo, em seguida, foi obtido um
espectro medio por folha.

Ap0s as analises por LIBS, as 30 folhas de cada cultivo foram misturadas, formando
uma amostra composta, e analisadas pelo método de referéncia (item 0.). Para garantir a
qualidade dos resultados obtidos, foi utilizado o CRM NIST 1570a Spinach Leaves. Os
resultados obtidos pelo método de referéncia estdo dispostos na Tabela 6. O espectro médio
das 30 folhas analisadas, assim como a fracdo de massa para cada um dos elementos

determinados por ICP OES estdo apresentados na Figura 26.

Tabela 6 — FragOes de massa dos macro- e micronutrientes determinados pelo método de referéncia em
amostras do campo experimental, da casa de vegetacdo e do CRM NIST 1570a

ICP OES
Linha de Campo Casa de NIST 1570a NIST 1570a
emissao (nm) experimental vegetacao certificada determinada*!
Fracdo de massa (g kg?)
Cal 422,673 9,51+0,17 12,96 £ 0,16 15,26 + 0,66 15,03 + 0,09
Mg 11 279,079 4,29 £ 0,05 4,66 £ 0,05 9,0 8,54 £ 0,07
K 1766,490 18,14 £ 0,22 17,03+ 0,26 29,00 + 0,26 28,46 + 0,43
P 1185,891 3,52 +0,02 2,06 £ 0,04 5,187 +0,067 5,237 £+ 0,002
S1180,731 3,03+£0,04 3,41+0,10 5,0 5,02+ 0,08
Fracédo de massa (mg kg™)
B 1 208,957 52,16 + 0,51 43,49+ 0,41 37,7+12 37,57 £ 0,21
Cul 324,754 6,90+0,11 6,50 + 0,09 12,22 + 0,86 10,88 + 0,05
Zn 1 213,856 41,58 + 0,77 67,00 + 0,97 82,3+3,9 79,16 + 1,09
Fe 11 259,940 82,68 £ 0,95 91,79+ 0,71 - 232,13+ 2,62
Mn 11 257,610 96,26 + 0,83 101,12+ 1,28 76,0+ 1,2 69,75+ 0,81

*medidas em triplicata; *! medidas em duplicata.
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Figura 26 — Fragmentos dos espectros médios das 30 folhas de soja amostradas em campo
experimental e em casa de vegetacdo. Linhas de emissdo: Ca Il 315,887 nm, Mg | 285,213 nm,
P1213,618 nm, Mn Il 257, 610 nm, Fe Il 259,940 nm, Zn 11 206,200 nm, Sil 212,412 nm e
C 1 247,856 nm. Condicdes experimentais: laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 5 Hz), 50 J cm™, 750 um
de diametro, 2 ps de atraso, 5 us de integracdo, 25 pulsos acumulados por linha, 36 linhas por folha
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Os resultados obtidos mostram que a prova de conceito foi realizada com sucesso,
sendo possivel utilizar LIBS para determinar macro- e micronutrientes em folhas frescas de
soja. Nas condicOes de analise empregadas, foi possivel identificar e medir sinais de Ca, Mg,
P, Mn, Fe, Zn, Si e C. Os nutrientes Cu e B foram identificados, mas os sinais de intensidade
de emissdo foram muito baixos (ndo apresentados). A linha de emissdo do Al foi monitorada a
fim de avaliar se a folha de aluminio, colocada atras das amostras, estava sendo amostrada. Os
dados obtidos mostram que ndo houve remocdo de material além da amostra (dados nao
apresentados).

As anélises das amostras pelo método de referéncia apontam uma divergéncia entre as
intensidades de emissdo dos espectros obtidos e as fragdes de massa determinadas por ICP
OES. O espectro médio das amostras do campo experimental apresenta maior intensidade
para todos os elementos identificados por LIBS, enquanto as fracdes de massa
correspondentes sdo maiores em relagdo as amostras da casa de vegetacdo, apenas para K e P.
Isto pode ser devido: i) & micro-heterogeneidade intrinseca dos analitos na amostra; ii) a
influéncia da umidade nas medidas por LIBS; iii) a baixa representatividade da amostragem e
iv) a auséncia de estratégias de amostragem e calibracdo apropriadas.

De forma semelhante, Jull et al.”” avaliaram a viabilidade de LIBS ser usado na analise
de folhas frescas de pastagem e na forma de pastilhas. Nesse trabalho, os autores destacaram
alguns fatores que limitaram a obtencdo de bons resultados nas analises de folhas frescas in
situ, quando comparados as andlises de amostras secas: a atmosfera de ablacdo e o teor de
umidade. A umidade variou significativamente entre as amostras frescas e as intensidades das
linhas de emisséo foram afetadas, uma vez que quanto maior a umidade menor a intensidade
do espectro de emissdo. Além disso, modelos de calibragdo para macro- (N, P, K, S, Ca e
Mg), micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu e B) e Na foram construidos utilizando o método de
regressdo PLS. Os melhores resultados foram obtidos para K, Na e Mn, que apresentaram
coeficientes de correlagdo linear entre 0,90 e 0,92. Embora as capacidades preditivas dos
modelos de calibracdo construidos para folhas frescas tenham sido inferiores aos das
pastilhas, analises semi-quantitativas (i.e., estimativa dos niveis de nutrientes) foram
possiveis, permitindo identificar se nutrientes estavam dentro de uma determinada faixa de
concentracéo.

Em resumo, os experimentos da prova de conceito apresentaram resultados muito
promissores para a diagnose foliar da soja, indicando que LIBS pode ser uma ferramenta

muito util para a determinag@o de macro- e micronutrientes em folhas frescas, por sua rapidez
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e versatilidade. Ainda que resultados quantitativos ndo tenham sido obtidos nas condicdes
experimentais empregadas, estas podem ser um ponto de partida para estudos mais
aprofundados de amostragem e calibragdo, a fim de se alcancar resultados que orientem o uso

de fertilizantes de forma mais eficiente e que permitam tomar decisdes em tempo real.

5.4. Mapeamento de folhas de soja por p-EDXRF

Os resultados apresentados (mapas microquimicos) foram obtidos empregando-se o
procedimento descrito no item 4.4.3.1. As amostras analisadas foram coletadas de plantas
cultivadas em condicfes de casa de vegetacdo, conforme descrito no item 4.1.1. A fim de se
estabelecer a melhor condicdo experimental, que satisfizesse uma condi¢do de compromisso
entre sinal analitico, resolucdo espacial e tempo de analise, foram estudados os efeitos do
tempo de irradiacdo sobre o sinal analitico, o diametro do feixe de raios X e a matriz de
mapeamento. Avaliaram-se os tempos de irradiacdo de 1, 5, 10 e 15 s por ponto. Para 1 s de
irradiacdo por ponto, a analise foi rapida, mas ndo houve sinal suficiente de fosforo; para 5 s
de irradiacdo, o sinal de fdsforo foi satisfatorio e a analise demorou, aproximadamente, 1 h
por foliolo. Com 10 e 15 s por ponto, o sinal de P aumentou significativamente, mas o tempo
de analise duplicou e triplicou, respectivamente, diminuindo muito a frequéncia analitica.
Assim, 5 s foi escolhido por atender a condi¢do de compromisso entre 0 aumento de sinal de
P e a frequéncia analitica.

A matriz de mapeamento assim como o diametro do feixe sdo pardmetros criticos, pois
influenciam diretamente a resolucdo espacial e a area total amostrada. O colimador de feixe
de 2 mm foi escolhido por ser o maior dentre as opcOes disponiveis e a matriz de mapeamento
32 x 25 pontos foi definida por apresentar melhor relagdo entre area efetivamente amostrada e
tempo total de analise.

Assim, as condicdes experimentais foram definidas, visando atender a condicdo de
compromisso entre sinal analitico e frequéncia analitica: feixe de raios X de 2 mm, 5 s de
irradiagdo por ponto em uma matriz de mapeamento de 32 x 25 pontos. As analises foram
feitas sob vacuo, visando, principalmente, aumentar a intensidade do sinal dos elementos de
baixo numero atdbmico, como o P e 0 S. A Figura 27 mostra uma comparac¢ao dos espectros

obtidos sob pressao atmosférica e com a aplicacdo de vacuo na camara de amostragem.



85

Figura 27 — Espectros obtidos por p-EDXRF sob pressdo atmosférica e com vécuo (< 0,55 Torr)
aplicado na cdmara de amostragem do equipamento. CondicBes experimentais: feixe de raios X de
2 mm, 5 s de irradiacdo por ponto, 40 kV e 300 pA de tensédo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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Em seguida, estudos foram realizados amostrando-se cinco pontos aleatérios de um
foliolo de soja e cinco pontos aleatdrios do filme Kapton®, a fim de se avaliar a presenca de
possiveis contaminantes no filme. Também foram irradiados dez pontos aleatérios de cada
foliolo de uma amostra de uma planta do tratamento controle e de uma com deficiéncia
induzida de P. A Figura 28 mostra a comparacdo dos espectros médios obtidos nestes
experimentos.

Foi possivel observar que as intensidades obtidas para os elementos de interesse foram
muito baixas para o filme Kapton® e, portanto, ndo iriam interferir nas analises das folhas de
soja. Observou-se, também, que houve diferencas nas intensidades dos sinais obtidos para P,
S, K e Ca, quando se irradiou uma amostra de planta do tratamento controle e de uma planta
com deficiéncia induzida de P. Como esses resultados foram promissores, fez-se o

mapeamento microgquimico das folhas de soja com teor adequado de P e com baixo teor de P.
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Figura 28 — Comparacédo de fragmentos dos (A) espectros médios (n = 5) do filme Kapton® e da
amostra, e (B) espectros médios (n = 15) de uma amostra controle e de uma amostra com deficiéncia
induzida de P. CondicGes experimentais: feixe de raios X de 2 mm, 5 s de irradiacdo por ponto, 40 kV

e 300 pA de tensdo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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Para a construcdo dos mapas microquimicos apresentados, os dados obtidos foram
normalizados pelo sinal do Rh (espalhamento Compton). Para isso, dividiu-se a taxa de

contagens liquidas de cada elemento pela taxa de contagens liquidas do espalhamento

Compton em cada ponto amostrado. Isso foi feito para corrigir as diferencas de espessura que

as folhas apresentam ao longo da superficie amostrada. A Figura 29 mostra 0 mapa

microquimico de K construido pelo equipamento, o0 mapa do espalhamento Compton, e o

mesmo mapa de K ap6s a normalizacéo (K/Rh).

Figure 29 — Mapas microquimicos de um foliolo de soja obtidos por U-EDXRF: (A) mapa de K
construido pelo equipamento; (B) mapa do espalhamento Compton e (C) mapa de K construido apés a
normalizacdo (K/Rh). CondicOes experimentais: feixe de raios X de 2 mm; 5 s de irradiacéo por ponto,
em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e 30 YA de tensdo e corrente aplicados ao tubo
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Como pode ser observado, a ndo correcdo da espessura pode levar a interpretacdo

errdnea dos resultados obtidos. A partir do mapa construido pelo equipamento, pode-se

verificar um acumulo de K na regido da nervura central do foliolo analisado. Entretanto, o

mapa do espalhamento Compton revela que ha um maior espalhamento nessa regido e, apos a



88

normalizacdo, a distribuicdo do K nessa amostra apresenta-se mais homogénea sem acimulos
significativos na nervura central.

Esse tipo de normalizacdo é comumente realizado nos trabalhos que empregam p-
EDXRF para a constru¢do de mapas microquimicos de amostras que apresentam diferencas
intrinsecas de espessura’®’. As Figuras 30 — 39 mostram as fotos das amostras analisadas e os
mapas microquimicos de P, S, K e Ca obtidos por u-EDXRF para as cultivares BRS 183 e

BRS Tiana, respectivamente.

Figura 30 — Folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes em fosforo (direita) da cultivar BRS 183
analisadas por H-EDXRF.
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Figura 31 — Mapas de distribuicdo espacial d e P em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS 183, obtidos por u-EDXRF. Condic¢des experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 PA de tensdo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 32 — Mapas de distribuicao espacial de S em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS 183, obtidos por u-EDXRF. Condigdes experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e

30 pA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 33 — Mapas de distribuigdo espacial de K em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS 183, obtidos por p-EDXRF. Condic¢des experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 pA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 34 — Mapas de distribuigdo espacial de Ca em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS 183, obtidos por p-EDXRF. Condigdes experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 pA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 35 — Folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes em fdésforo (direita) da cultivar BRS
Tiana analisadas por u-EDXRF
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Figura 36 — Mapas de distribuicao espacial de P em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS Tiand, obtidos por p-EDXRF. CondicBes experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 HA de tensdo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 37 — Mapas de distribuicdo espacial de S em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS Tiand, obtidos por u-EDXRF. CondicGes experimentais: feixe de

raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 PA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 38 — Mapas de distribuicdo espacial de K e m folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS Tian4, obtidos por u-EDXRF. Condig¢Ges experimentais: feixe de
raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 pA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Figura 39 — Mapas de distribuicdo espacial de Ca em folhas de soja saudaveis (esquerda) e deficientes
em fosforo (direita) da cultivar BRS Tiand, obtidos por u-EDX RF. CondicOes experimentais: feixe de

raios X de 2 mm; 5 s de irradiagdo por ponto, em uma matriz de mapeamento 32 x 25 pontos; 45 kV e
30 pA de tenséo e corrente aplicados ao tubo com alvo de Rh
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Outro ponto que deve ser destacado aqui € que as amostras, que foram submetidas ao
mapeamento por u-EDXRF, foram secas previamente as analises para que as medidas fossem
realizadas sob vacuo. Essa secagem pode ter alterado a distribuicdo elementar original,
ocorrendo a migracdo dos ions num processo de redistribuicdo. No artigo de revisdo sobre
técnicas baseadas em raios X utilizadas para mapeamento elementar, visando a elucidagdo da
ecofisiologia de plantas hiperacumuladoras, van der Ent et al.'®® afirmaram que os Gnicos
métodos de preparo de amostras apropriados para microanalises elementares sdo aqueles
baseados em criotécnicas. Estas sdo definidas como varias formas de criofixacdo, cujo
objetivo é resfriar a amostra a uma temperatura baixa (< 150 ° C) o mais rapido possivel.
Apos a criofixacdo, as amostras sdo analisadas congeladas na forma hidratada ou liofilizadas.
Esses métodos preservam a distribuicdo, a forma quimica e a concentracdo de todos 0s
elementos in situ. Todos os outros métodos de preparo de amostras, incluindo a secagem, a
fixacdo quimica e a incorporagdo em resina, podem afetar de maneira significativa a
distribuicdo e a forma quimica das espécies presentes na amostra.

Assim, embora as amostras tenham sido secas antes das analises e a distribuicdo dos
elementos nas folhas possam ter sido alteradas, os mapas obtidos nessas condi¢Ges de anélise
indicam que a distribuicdo dos elementos investigados ndo € homogénea e que ha variagdes
na composicao, tanto entre foliolos de uma mesma planta, quanto entre plantas de um mesmo
tratamento. Por esse motivo, definiu-se que a amostragem deveria ser realizada em todos os
foliolos e de forma a cobrir toda a area dos mesmos, sem privilegiar uma determinada regido
da folha.

5.5. Anélise direta de folhas frescas de soja por EDXRF portétil

Folhas frescas de soja foram analisadas diretamente, empregando-se o equipamento
portatil de EDXRF, conforme procedimento descrito em 4.4.4.1. As amostras empregadas
nesses estudos foram coletadas de plantas cultivadas em sistema hidroponico em condic6es de
casa de vegetacdo, conforme descrito em 4.1.2.1. Foram selecionadas amostras de plantas do
tratamento controle e com deficiéncia induzida de P. As amostras foram retiradas da planta
imediatamente antes das analises.

Para definir as melhores condi¢cdes experimentais, foram realizados estudos
preliminares a fim de melhorar a sensibilidade e satisfazer a condi¢cdo de compromisso entre
sensibilidade e frequéncia analitica. Assim, foram avaliados 0s seguintes parametros
instrumentais: emprego de filtros, atmosfera de anélise, tempo de irradiacdo por ponto, e

também a face da folha a ser analisada (adaxial e abaxial).
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Nos primeiros estudos, folhas de soja foram analisadas irradiando-se um ponto
aleatorio da face adaxial (superior) e 0 mesmo ponto na face abaxial por 60 s. As medidas
foram feitas em triplicata (n = 3). Observou-se um aumento na intensidade dos sinais
analiticos de S, K e Ca quando a face adaxial da folha foi irradiada, como mostra a Figura 40.
Esse aumento de sinal foi estimado em 15,85 % para 0 S Ka 2,30 keV, 23,41 % para 0
K Ka 3,31 keV, 32,09 % para o Ca Ka 3,69 keV e 12,87 % para o Ca Kp 4,01 keV, quando
comparados aos sinais da face abaxial. Para os demais elementos ndo houve diferencas
significativas na intensidade do sinal analitico. Assim, foi escolhida a face adaxial para ser

irradiada nas andlises posteriores.

Figura 40 — Espectros médios (n = 3) de emissdo de raios X de um ponto aleatdrio da face adaxial da
amostra e do mesmo ponto na face abaxial. CondicGes experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de
didmetro, 60 s de irradiacdo, 45 kV e 30 pA de tensdo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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O uso de filtros (azul, amarelo, vermelho e verde) foi avaliado a fim de se verificar
uma possivel melhora na sensibilidade analitica. Para isso, selecionou-se um ponto aleatdrio
de um foliolo de uma planta de soja do tratamento controle e este foi irradiado por 60 s,
fazendo-se as medidas em triplicata (n = 3). Os resultados mostram que o sinal liquido,
representado pela intensidade de fluorescéncia em contagens por segundo, foi maior para a
condicdo sem filtro do que se empregando os filtros (Figura 41).

A atmosfera das analises foi avaliada com o objetivo de se verificar a influéncia do
vacuo sobre as medidas. Para isso, selecionou-se um ponto aleatério de um foliolo de uma
planta de soja do tratamento controle e irradiou-se 0 mesmo por 60 s em ambas as condigdes,
sob vacuo e pressdo atmosférica. As medidas foram feitas em triplicata (n = 3) e os resultados
obtidos (Figura 42) mostram que, para as medidas realizadas sob vacuo, ha um ganho de sinal
expressivo (> 100 %), principalmente para os elementos de menor nimero atdbmico (Z) como
P,SeSi.
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Figura 41 — Efeito do uso de filtros nas analises por EDXRF: (A) espectros médios (n = 3) irradiando-
se um ponto aleat6rio da amostra na auséncia e na presenca dos filtros; (B) intensidade dos sinais dos
elementos de interesse. CondicBes experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didametro, 60 s de
irradiacdo, 45 kV e 30 pA de tensdo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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Figura 42 — Efeito da atmosfera de andlise sobre o sinal analitico: (A) espectros médios (n = 3)
irradiando-se um ponto aleat6rio da amostra sob vacuo e pressdo atmosférica; (B) ganho de sinal para
os elementos de interesse. Condicdes experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didmetro, 60 s de
irradiacdo, 45 kV e 30 pA de tensédo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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O tempo de irradiagdo por ponto também foi avaliado. Para isso, um ponto aleat6rio
de um foliolo de uma planta de soja do tratamento controle foi selecionado e irradiado,
variando-se os tempos de irradiacdo entre 30 e 180 s. As medidas foram feitas em
quintuplicata (n = 5). A partir dos resultados obtidos (Figura 43A) foi possivel verificar os
sinais de emissdo aumentaram 30 %, em média, quando se variou o tempo de irradiacdo de
30 para 40 s, por exemplo, chegando até a 500 % de ganho de sinal com 180 s de irradiag&o.
Em seguida, os coeficientes de variacdo foram estimados e os resultados (Figura 43B)
mostraram que ndo houve uma correlacdo direta entre os tempos de irradiacdo e 0sS
coeficientes de variagdo estimados. Assim, a fim de satisfazer uma condi¢do de compromisso
entre 0 maximo sinal analitico e a frequéncia analitica, em condi¢Bes experimentais com
coeficientes de variacdo menores que 10 % para os elementos de interesse, selecionou-se o
tempo de irradiacdo de 40 s. Esse tempo satisfaz a condicao inicial entre sinal, frequéncia
analitica e precisdo. Os coeficientes de variacdo das medidas de intensidade de emissdo de K,
Ca, Si e P, foram menores que 6 %; para o S foi menor que 8%. Os dados para Zn néo estdo
representados no grafico, mas com 40 s de irradiacdo o coeficiente de variacao foi estimado
em 35 %.

Assim, definiram-se as condi¢cBes experimentais mais adequadas para as analises
posteriores: amostragem na face adaxial dos foliolos, irradiando-se cada ponto por 40 s, sem
filtros e sob vacuo.
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Figura 43 — Avaliacdo do tempo de irradiacdo por ponto analisado: (A) espectros medios (n =5)
irradiando-se um ponto aleatério da amostra por 30, 40, 50, 60, 90, 120 e 180 s, respectivamente e (B)
coeficientes de variacdo das medidas de intensidade de emissdo dos elementos de interesse, exceto
para 0 Zn. CondicOes experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didmetro, 45 kV e 30 pA de
tensdo e corrente aplicadas ao tubo de Rh
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O numero de pontos de amostragem foi avaliado a fim de se obter o nimero minimo

de pontos cujo coeficiente de variacdo (CV) das medidas de intensidade fosse inferior a 20 %
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para a maioria dos elementos de interesse. Para isso, foram avaliados 6, 8, 10, 12 e 16 pontos
aleatorios de trés amostras de plantas do tratamento controle e trés amostras de plantas do
tratamento com deficiéncia induzida de fosforo. A partir dos resultados desse estudo, definiu-
se que 12 pontos de amostragem eram suficientes para alcancar um CV menor que 20 % entre
pontos de um mesmo foliolo para a maioria dos elementos. Embora tenham sido obtidos
36 espectros por folha, o processamento dos dados foi feito de forma a se obter um espectro
médio por foliolo (n =12) e, em seguida, obteve-se um espectro médio por folha (espectro
médio dos trés foliolos). Esta estratégia de combinar os espectros individuais tem por objetivo
minimizar os efeitos da falta de homogeneidade da distribuicdo espacial dos analitos de
interesse nas folhas de soja, permitindo contornar os efeitos indesejados e obter um espectro
mais representativo da amostra.

Com a estratégia de amostragem e as melhores condi¢cdes experimentais definidas,
74 amostras de folhas de soja das duas cultivares, submetidas aos dois tratamentos, foram
analisadas conforme o procedimento em 4.4.4.1. Os sinais de Ca, Cu, Fe, K, Mn, P, S, Si, Zn
e espalhamento Compton foram detectados e a deconvolucdo dos picos foi feita e os dados
obtidos foram corrigidos pelo tempo de analise (40 s) e pela corrente aplicada ao tubo de raios
X (30 pA). Apos as analises por PXRF, as amostras foram secas e analisadas pelo método de
referéncia, conforme 0. Para garantir a qualidade dos resultados, utilizou-se o
CRM NIST 1570a Spinach Leaves, cujas fracGes de massa estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 — FragBes de massa dos macro- e micronutrientes certificadas e determinadas pelo método de
referéncia para 0 CRM NIST 1570a

ICP OES
Linhas de emisséo NIST _1570a NIST _1570a
certificada determinada*!
(nm) Fracdo de massa (g kg?)
Cal422,673 15,26 + 0,66 15,00 £ 0,22
Mg 11 279,079 9,0 8,69+0,10
K 1766,490 29,00 £ 0,26 29,29+ 0,33
P1185,891 5,187 +0,067 5,381 + 0,262
S1180,731 5,0 5,43+0,23
Fracédo de massa (mg kg?)
B 1208,957 37,7+12 40,61 + 0,73
Cu 1324,754 12,22 + 0,86 10,13+ 0,49
Zn 1 213,856 82,3+3,9 84,31+0,80
Fe 11 259,940 - 237,53 £ 5,82
Mn 11 257,610 76,0+ 1,2 68,80 + 1,79

*(n=9)
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Os gréficos de regressdo com as correlacfes obtidas para Ca, K, P e Zn estdo
apresentadas na Figura 44. Os valores do coeficiente de correlagéo linear (r) variaram de
0,569 para o Ca até 0,888 para 0 Zn. No Apéndice D desta tese estdo disponiveis 0s demais

gréaficos de regressdo com as correlagdes parao S, Fe, Mn e Cu.

Figura 44 — Graéficos de regressdo entre as fragdes de massa obtidas pelo método de referéncia e as
previstas por PXRF, para Ca, K, P e Zn nas amostras de folhas frescas de soja. Condicdes
experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didmetro, 40 s de irradiacdo, 45 kV e 30 PA de tensdo e
corrente aplicadas ao tubo de Rh.
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E possivel observar que boas correlagdes foram obtidas apenas para P (r = 0,838) e
Zn (r = 0,888). Para avaliar as incertezas nas previsOes das fracOes de massa, foi estimada a
raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP). Os valores de RMSEP foram

calculados pela equago®:

Z?ﬂ()’i - i)
n

RMSEP =

onde: y; é a fracdo de massa de referéncia determinada para a enésima amostra pelo método

de referéncia, y; é o valor associado previsto pelo modelo e n € 0 numero de amostras.
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Os valores de RMSEP foram calculados para os elementos com maiores coeficientes
de correlacéo linear, o P (r = 0,838) e 0 Zn (r = 0,888). Primeiramente, os valores de RMSEP
foram estimados com os dados obtidos com PXRF corrigidos apenas pelo tempo e pela
corrente aplicada ao tubo. Em seguida, fez-se a correcdo da espessura das amostras, i.e. 0s
dados foram normalizados pelo espalhamento Compton (P/Rh e Zn/Rh). As correlagdes foram
novamente estimadas e os valores de RMSEP para os valores corrigidos foram estimados. Os
valores calculados de RMSEP sdo apresentados na Tabela 8. A partir destes valores, pode-se
concluir que a correcdo de espessura diminui o erro de previsao do modelo para o0 Zn,
enquanto que para o P, o valor calculado de RMSEP foi maior, ou seja, o erro do modelo de
previsdo foi maior apos a corre¢do. O P é um elemento de baixo nimero atémico e a amostra
pode ser espessa o suficiente para que se atinja a condi¢ao de “espessura infinita”. No caso do
Zn, a espessura infinita ndo é atingida, por isso, hd melhora na correlagdo quando se faz a
correcdo. Dessa forma, esse aumento no erro de previsdo no caso do P pode ser devido a uma
correcao gque ndo era necessaria.

Cabe aqui lembrar que, nos graficos apresentados, ndo ha barras de erros verticais ou
horizontais, pois em ambos 0s métodos de analises, PXRF e ICP OES, as medidas ndo foram
realizadas com replicatas. No caso do PXRF, cada ponto de anélise e/ou foliolo analisado ndo
corresponde a uma réplica auténtica, assim como em Guerra et al*®. Desse modo, ndo ha
como estimar desvios-padrdo para as medidas. Por outro lado, no caso das analises pelo
método de referéncia, ndo havia massa suficiente de amostra por folha para que a analise

fosse feita com replicatas.

Tabela 8 — Coeficientes de correlacdo linear (r) e raiz quadrada do erro médio quadréatico de previsdo
(RMSEP) estimados para as regressées com e sem correcdo de espessura da amostra

Sem correcéo Espessura corrigida
Elemento Coeficiente de Coeficiente de
) RMSEP ) RMSEP
correlagéo linear (r) correlacéo linear (r)
P 0,838 1,38 0,771 1,78

Zn 0,888 13,80 0,906 12,41
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Com referéncia aos limites de deteccdo ndo foi possivel estima-los tomando por base
as recomendacdes da IUPAC!. Em contrapartida, a Figura 45 mostra os fragmentos dos
espectros obtidos por PXRF, que mostram duas amostras das cultivares RK7214 IPRO
e M6210 IPRO com fragdes de massa de P menores que o nivel critico para soja
(P < 1,6 g kgh), que é uma indicagdo da capacidade de deteccdo com sinais de intensidade
muito maiores que ruido. Na figura ainda é possivel observar as diferencas de intensidade

entre as amostras deficientes em P e com fornecimento adequado (tratamento controle).

Figura 45 — Fragmentos dos espectros médios (n = 36) de folhas frescas de soja obtidos por PXRF.
Sao apresentadas as intensidades dos sinais de P para as duas amostras com menores fragdes de massa
deste elemento e duas amostras do tratamento controle para fins de comparagdo. Condigdes
experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didmetro, 40 s de irradiacdo, 45 kV e 30 YA de tenséo e
corrente aplicadas ao tubo de Rh
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Cabe aqui destacar ainda que, nas analises por PXRF, os pontos de amostragem
compreendiam apenas o limbo dos foliolos de soja, enquanto que nas analises pelo método de

referéncia as amostras foram cominuidas e/ou digeridas completamente, incluindo a nervura
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central. Isto pode ser um dos principais fatores das baixas correlacdes obtidas, principalmente
para Ca e K. QOutros fatores podem ter contribuido para as baixas correlacdes dos outros
elementos, sdo eles: i) a distribuicdo espacial ndo-homogénea dos elementos na amostra,
que foi verificada nos mapas microquimicos construidos; ii) a baixa representatividade da
amostragem, em termos de area foliar amostrada (vide Tabela 9); iii) a auséncia de métodos
de amostragem e calibracdo apropriados, iv) a influéncia da umidade nas andlises

e v) os limites de deteccdo, eventualmente, néo apropriados.

Tabela 9 — Area foliar média das amostras analisadas por PXRF

_ Area foliar Area foliar
Cultivar Tratamento ) )
média (cm?) analisada (cm?)
RK7214 IPRO Controle 50 +7 0,54
Deficiéncia induzida de P 34+7 0,54
M6210 IPRO Controle 377 0,54
Deficiéncia induzida de P 16+4 0,54

Para analises quantitativas, métodos descritos na literatura utilizados com sucesso para
analises de materiais vegetais podem, eventualmente, ser avaliados para a diagnose
foliar da soja com PXRF, como: i) o método da curva de calibracio, ii) o método dos
parametros fundamentais (FP)!*, iii) o método de emissdo-transmissdo’” e iv) calibracdes
multivariadas*?. No entanto, tais métodos nio foram avaliados no d&mbito desta tese.

Métodos quimiométricos de classificacdo também tém sido empregados nas analises
de plantas a fim de utilizar as informagdes obtidas, sem a necessidade de se ter um resultado
guantitativo. Dois métodos quimiométricos foram utilizados apenas para mostrar a
possibilidade de classificar, ou separar, as amostras com base na composi¢do elementar,
foram eles: a andlise de componentes principais (PCA) e a modelagem independente por
analogia de classes (SIMCA). Esses métodos foram escolhidos porque estdo bem
estabelecidos, disponiveis comercialmente em softwares utilizados para analises estatisticas
(Pirouette®) e tém sido utilizados com sucesso em modelos de classificagio.

PCA é um método multivariado n&o-supervisionado que leva em consideracdo a
variacdo dos valores dos atributos (contagens liquidas). Isso permite verificar a existéncia de

padrdes e possibilita agrupa-los em diferentes clusters. Os sinais detectados de Ca, Cu, Fe, K,
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Mn, P, S, Si, Zn e Rh (espalhamento Compton) foram utilizados na anélise de componentes
principais e permitiram a classificacdo das amostras em grupos. A Figura 46 mostra 0s
gréaficos de scores e loadings da PCA realizada para as amostras analisadas por PXRF.

O grafico de scores da PCA mostra a separacdo entre os dois grupos de amostras: 0
grupo controle e as amostras obtidas a partir das plantas deficientes em P. O gréfico de
loadings explica quais foram os elementos responsaveis por esta separacdo € como esses
elementos interagem entre si. A primeira componente principal explica cerca de 29,7 % da
variancia total e, mais de 90 % da variancia é explicada pelas primeiras 5 componentes
principais. Dessa forma, pode-se concluir que a PCA pode ser utilizada em conjunto com
EDXRF para identificar e classificar as amostras de soja como saudaveis ou deficientes em P.
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Figura 46 — Gréficos de scores (A) e loadings (B) para a primeira e segunda componentes principais
da PCA
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SIMCA ¢ um algoritmo que permite construir modelos que classificam amostras em
grupos discretos. Este método se baseia no conceito de proximidade, a suposicdo de que, se

um conjunto de medic¢Ges para uma amostra desconhecida é muito semelhante a de um grupo
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especifico, entdo a amostra desconhecida provavelmente ser& um membro desse grupo. O
método SIMCA encontra eixos de componentes principais no espago de medi¢do multivariado
para cada categoria. Uma amostra desconhecida é classificada como pertencente a um grupo
especifico se estiver “mais proxima” do grupo e dentro do limite permitido. A Figura 47

mostra o grafico das analises de SIMCA.

Figura 47 — Gréfico de SIMCA para duas classes
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Os resultados obtidos permitem concluir que ferramentas quimiométricas de
classificagcdo multivariada, tanto a PCA como o SIMCA, podem ser utilizadas em conjunto
com os métodos de analise direta por PXRF e constituir alternativas as analises quantitativas,
a fim de avaliar o estado nutricional das culturas de interesse econdémico. Essas ferramentas
podem auxiliar nas tomadas de decisdo em relacdo a uma amostragem mais detalhada de uma
determinada area plantada ou até mesmo sobre a aplicacdo de fertilizantes, por apresentarem
confiabilidade e rapidez na obtencéo de resultados.

De forma geral, pode-se concluir que os resultados obtidos nas analises diretas de
folhas frescas de soja com PXRF, mostram que esta técnica tem potencial para avaliar o
estado nutricional da soja. Embora os resultados das analises quantitativas ndo tenham sido
satisfatorios, as correlacdes obtidas para P e Zn indicam que PXRF poderéa ser apropriada para
a determinacdo desses elementos em campo. Para isso, estratégias de amostragem e métodos
de calibragcdo devem ser avaliados para que os efeitos de matriz sejam contornados e as

diferencas de espessura e umidade das amostras néo interfiram nos resultados.
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6. CONCLUSOES

Tanto a espectrometria de emisséo éptica com plasma induzido por laser (LIBS) como
a espectrometria de fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF), apresentaram
resultados promissores que permitem inferir que, se forem definidas estratégias de
amostragem e métodos de calibracdo apropriados, as duas técnicas podem ser utilizadas para
acessar o status nutricional da soja em tempo real.

LIBS mostrou ser uma técnica capaz de produzir mapas microquimicos com boa
resolucdo espacial, rapidez e com relativa facilidade para cobrir areas grandes (cm x cm).
Mapas microquimicos de Ca e Mg em folhas frescas de soja foram construidos, mas nédo
forneceram as informacGes esperadas sobre a distribuicdo elementar dos nutrientes na
amostra, uma vez que, a partir deles, ndo foi possivel definir uma estratégia de amostragem
para estudos posteriores. Além disso, nenhuma abordagem quantitativa foi feita, pois ha
varios fatores que devem ser levados em consideracdo antes de qualquer tentativa de
quantificacdo, tais como a influéncia da umidade no processo de ablacdo e na formacdo do
plasma, as estratégias de amostragem e de calibracdo mais apropriadas.

A prova de conceito com LIBS para diagnose foliar da soja apresentou resultados
igualmente promissores. Os resultados obtidos indicam que LIBS pode ser uma ferramenta
muito Util na determinacdo de macro- (Ca, Mg, P) e micronutrientes (Fe, Mn) em folhas
frescas de soja, por sua rapidez e versatilidade. Ainda que resultados quantitativos ndo tenham
sido obtidos nas condi¢des experimentais empregadas, estas podem ser um ponto de partida
para estudos mais aprofundados de amostragem e de calibragdo buscando resultados que
orientem o uso de fertilizantes de maneira mais eficiente e que permitam tomar decisdes em
tempo real.

De um modo geral, os resultados obtidos com LIBS mostram avancos realizados tanto
na parte de construcdo de mapas microquimicos como na diagnose foliar em si.

Os mapas obtidos por p-EDXRF também forneceram informagdes muito valiosas e
que possibilitaram a definicdo de uma estratégia de amostragem para as andlises diretas por
PXRF. Os mapas construidos para Ca, K, P e S indicaram que a distribuicdo desses elementos
ndo é homogénea e, além disso, ha variagdes na composicdo tanto entre foliolos de uma
mesma planta quanto entre plantas de um mesmo tratamento. Assim, a estratégia de
amostragem definida foi amostrar todos os foliolos, de forma a cobrir toda a sua area, sem

privilegiar nenhuma regido especifica da folha.
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Com a estratégia definida, as analises diretas de folhas frescas de soja por PXRF
foram realizadas, e, a partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que esta técnica tem
potencial para avaliar o estado nutricional da soja em tempo real e in situ. Embora a anélise
quantitativa tenha boas correlacdes apenas para P e Zn, os resultados indicam que PXRF pode
ser apropriada para a determinacdo desses elementos em campo. Para isso, estratégias de
amostragem e métodos de calibracdo devem ser avaliados a fim de minimizar ou contornar 0s
efeitos de matriz assim como as diferencas de espessura e umidade das amostras.

Ferramentas quimiomeétricas de classificacdo multivariada, como PCA e SIMCA,
foram avaliadas e os resultados mostraram a possibilidade de utiliza-las em conjunto com 0s
métodos de andlise direta por PXRF. Esta associacdo é uma alternativa as analises
quantitativas, podendo auxiliar nas tomadas de decisdo em relacdo a uma amostragem mais
apropriada de uma determinada area plantada ou até mesmo sobre a aplicacdo ou ndo de

fertilizantes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Cabe aqui fazer algumas consideracdes sobre o trabalho desenvolvido no ambito do
projeto de tese de doutorado e também sobre algumas perspectivas futuras.

Comecando com LIBS, o primeiro grande desafio a ser superado neste trabalho foi a
baixa (ou nenhuma) resisténcia mecanica das folhas secas de soja aos pulsos do laser. Nos
primeiros estudos com LIBS, apenas 1 pulso de laser (Nd:YAG @1064 nm, 5 ns, 10 Hz) com
baixa fluéncia (15 J cm™) ja era suficiente para causar fragmentacdo da amostra e tornar a
tarefa de incidir o proximo pulso de laser sobre a mesma impossivel. A partir disso, decidiu-
se trabalhar com folhas frescas de soja, as quais apresentavam alguma resisténcia mecanica:
o0s pulsos de laser perfuravam-nas, mas ndo as fragmentavam mais, sendo possivel analisar
pontos subsequentes na mesma amostra.

Uma vez superado este desafio, as andlises de folhas frescas de soja empregando LIBS
mostraram o potencial e a versatilidade da técnica, que pode ser utilizada tanto para analises
exploratdrias (screening), quanto para mapeamento e analises quantitativas, desde que haja
métodos de calibracdo apropriados para quantificacdo dos elementos de interesse na amostra.
Os resultados obtidos no mapeamento das folhas frescas de soja mostram que LIBS é
apropriada para mapear areas grandes (cm x cm), de forma rapida e com boa resolucéo.
Entretanto, devido a baixa resisténcia da folha de soja, apenas Ca e K foram mapeados. Isto
porque, com um pulso de laser por ponto de amostragem, estes foram os Unicos elementos
que apresentaram intensidade de emissdo suficientes para determinacdo da area do pico.
Para fins de exemplo e comparacdo, cabe aqui mencionar que, em estudos prévios do
grupo, folhas secas de cana-acucar foram mapeadas incidindo-se 5 pulsos de laser
(Nd:YAG @1064 nm, 5 ns, 10 Hz, 50 J cm™) por ponto de amostragem, sem que a amostra
fosse perfurada. Nas condi¢cdes experimentais mencionadas, mapas microquimicos de P, Ca,
Mg, Fe, Mn, B e Si foram construidos. Assim, pode-se concluir que a resisténcia mecéanica da
amostra € um fator importante e que pode determinar o sucesso do emprego de LIBS para fins
de mapeamento.

Uma caracteristica interessante desta técnica, que ndo foi discutida nesta tese, é a
possibilidade de se fazer analises em profundidade, além das andlises superficiais. Assim,
LIBS pode ser usada na construgdo de mapas em trés dimensdes (x-y-z, 3D) aléem dos mapas

construidos em duas dimensdes (x-y, 2D).
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Na prova de conceito realizada com folhas frescas de soja e LIBS (laser de
Nd:YAG @1064 nm, 5 ns, 5 Hz, 50 J cm, 25 pulsos acumulados por linha, 12 linhas por
foliolo, 3 foliolos por planta, 30 plantas = 1 espectro médio), os resultados mostram que o
acumulo de pulsos é uma estratégia que pode contornar, de certa forma, os efeitos da
microheterogeneidade intrinseca dos elementos na amostra e aumentar a sensibilidade no que
diz respeito a deteccdo de mais elementos. Com essa estratégia, foi possivel detectar P, Fe,
Mn, Zn e Si, além do Ca e Mg. Além disso, 0s espectros obtidos mostram que ha uma
variabilidade muito grande na distribuicdo espacial dos elementos nas amostras. Ha grande
variagdo entre linhas amostradas de um mesmo foliolo, entre foliolos de uma mesma planta e
entre plantas. Espera-se que esses resultados possam, ndo apenas comprovar a variabilidade
entre plantas que ja era esperada, mas também fomentar a discussdo sobre a quebra de
paradigma da amostragem no campo. Os protocolos de amostragem das grandes culturas de
interesse econdmico brasileiras foram propostos ha muitos anos e precisam ser revistos. Os
resultados apresentados nesta tese, em conjunto com as informacfes que ainda podem ser
extraidas dos dados obtidos, podem contribuir de forma significativa, tanto para a discussdo
quanto para a mudanca efetiva desses protocolos. Neste momento, no entanto, pode-se afirmar
que a estratégia de se misturar as amostras é ainda a melhor opcdo para se obter um
diagnostico mais preciso e confiavel para a cultura da soja.

Outro ponto que deve ser mencionado é a baixa disponibilidade comercial de
equipamentos LIBS portateis visando as analises em campo. Os equipamentos disponiveis
hoje no mercado ndo atendem as necessidades e as demandas das analises diretas de plantas in
situ, seja pelas baixas energias dos lasers empregados (~50 mJ) ou pelos espectrometros, que
apresentam baixa resolucdo ou faixa espectral limitada. Desse modo, é necessario que esses
equipamentos sejam aprimorados a fim de atingir um desempenho analitico minimo para que
seja enfim levado a campo. Por outro lado, a espectrometria de fluorescéncia de raios X ja
esta mais avangada em termos de instrumentacdo portéatil. Nesta tese, um equipamento portétil
(Tracer 111-SD, alvo de Rh, 4 W, 45 kV, 30 pA, SDD) foi empregado para analise direta de
folhas frescas de soja). O desempenho analitico desse equipamento é comparavel aos
instrumentos de EDXRF de bancada.

Previamente as analises com o equipamento portatil, folhas secas de soja
foram mapeadas por p-EDXRF (Orbis PC, 50 W, 50 kV, SDD) e mapas microquimicos
de P, S, Ca e K foram construidos com sucesso. Como os elementos ndo sdo distribuidos

homogeneamente nos foliolos e a distribuicdo dos elementos varia entre foliolos
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de uma mesma planta, definiu-se amostrar os trés foliolos de forma a cobrir toda a area, sem
privilegiar uma determinada regido da folha. Aqui, cabe mencionar a facilidade e rapidez que
0S mapas sao obtidos. Além disso, o equipamento mostra a constru¢do dos mapas em tempo
real. As amostras foram analisadas sob vacuo, a fim de aumentar a sensibilidade para os
elementos de menor nimero atémico (P e S, por exemplo). Entretanto, no procedimento de
secagem, 0s elementos podem ter sofrido migracdo e/ou redistribuicdo, 0 que pode ter
alterado a distribuicdo original. Esse € um ponto que deve ser analisado e, seguindo-se as
recomendacdes, novos mapas devem ser construidos empregando-se outros métodos de
preparo de amostra que preservem a distribuicdo elementar espacial original. Ha
possibilidade, ainda, de se fazer o mapeamento de folhas frescas de soja, ou seja, um
mapeamento in vivo, empregando-se esse equipamento com atmosfera de He, a fim de
minimizar os efeitos dos gases atmosféricos sobre 0s sinais dos elementos mais leves.

As andlises diretas de folhas frescas de soja empregando PXRF (feixe de raios X
de 2 mm, 40 s de irradiagdo por ponto, 12 pontos por foliolo, 36 pontos de amostragem por
planta, 74 plantas) mostraram a relativa facilidade e rapidez em se obter informacéo analitica
de boa qualidade. As intensidades de fluorescéncia (cps) foram correlacionadas as fracdes de
massa obtidas pelo método de referéncia (decomposicdo &cida assistida por radiagdo micro-
ondas seguida da determinacgéo dos elementos por ICP OES) e boas correlagdes foram obtidas
para P (0,838) e Zn (0,888). Esses resultados permitem inferir que a XRF pode ser adequada
para a quantificacdo/determinacdo desses elementos no campo. Os sinais de S, Ca, K, Fe, Mn
e Cu foram identificados, entretanto ndo houve boa correlacdo com os valores determinados
pelo método de referéncia. Isso pode ser devido a diversos fatores, como i) baixa
representatividade da amostragem, ii) método de calibracdo ndo apropriado ou ausente; iii)
limites de deteccdo, eventualmente, ndo apropriados e iv) amostragem realizada por PXRF
somente no limbo dos foliolos (no método de referéncia foram analisadas folhas inteiras).

Embora as correlagbes tenham sido baixas do ponto de vista analitico, elas sdo
aceitaveis do ponto de vista agronébmico. Segundo especialistas em Agricultura de Preciséo,
correlagbes acima de 0,70 j& sdo suficientes para uma tomada de decisdo sobre uma
amostragem mais detalhada da area avaliada, ou até mesmo sobre a aplicagdo ou ndo de

fertilizantes na area em questao.
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Por fim, pode-se afirmar que os resultados obtidos nesta tese indicam a viabilidade
pratica e técnica do uso de ambas as técnicas, LIBS e EDXRF, para fins de diagnose da
cultura da soja. Pode-se afirmar também que os resultados apresentados sdo promissores, em
termos de analise qualitativa, e em termos de analise quantitativa, tanto a instrumentagéo
como 0s parametros experimentais aqui descritos, podem servir como ponto de partida para

estudos mais aprofundados de amostragem e também de calibracéo.
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APENDICE A

1. Protocolo de preparo das solugdes de micronutrientes e Fe-EDTA

1.1. Preparo da solucé@o de micronutrientes

= KCI (3,728 g L), equivalente a [50 pumol L™;

= H3BOs (1,546 g LY), equivalente a [25 pumol L;

=  MnS04.H;0 (0,338 g LY), equivalente a [2 pmol L;

=  ZnS04.7H,0 (0,575 g LY), equivalente a [2 pmol L™;

=  CuS04.5H,0 (0,125 g L1), equivalente a [0,5 pmol L];

=  H;Mo0;4 (85% Mo0s3), equivalente a (0,081) [0,05 umol L.

1.2. Preparo da solucédo de Fe-EDTA

Dissolveu-se 33,2 g de EDTA-Na em 200 mL de agua deionizada. Juntou-se, agitando,
89 mL de NaOH 1 mol L (40 g L}). Dissolveu-se separadamente 24,9 g de FeSO4.7H,0 em
200 mL de agua deionizada e juntou-se, agitando, a solugdo de EDTA [53,7 mol L1].
Completou-se o volume para 900 mL com H20O deionizada, colocou-se em frasco escuro e
manteve o sistema arejando durante uma noite. Em seguida, completou-se 0 volume a 1L com

agua deionizada e manteve-se o frasco escuro sob refrigeracéo.

2. Analise dos solos utilizados nos experimentos

Os solos utilizados nos experimentos em casa de vegetacdo e no campo experimental
do Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ foram analisados previamente a semeadura
da soja, a fim de verificar se 0s mesmos se encontravam adequados para o plantio. A tabela
abaixo apresenta as determinacGes realizadas e 0s seus respectivos valores: Solo 1, utilizado
nos experimentos realizados em casa de vegetacao, conforme descrito no item 4.1.2.2; Solo 2,
representa 0 solo do campo experimental, em que foram coletadas as amostras descritas no
item 4.1.3.
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Tabela 10 — Resultados das andlises dos solos utilizados nos experimentos em casa de vegetacéo e no
campo experimental

) Amostras
Determinacdes
Solo 1 Solo 2
pH 53 5
Matéria organica (g dm-) 24 14
P (mg dm) 18 20
S (mg dm'3) 14 <6
K (mmolc dm3) 1,9 1,4
Ca (mmolc dm3) 27 17
Mg (mmolc dm3) 8 6
Al (mmolc dm3) 0 <2
H + Al (mmolc dm-3) 28 15
SB (mmolc dm3) 37 24,4
CTC (mmolc dm) 65 39,4
V (%) 56 62
m (%) 0 4

Métodos: pH em CaClz 0,01 mol L; fosforo (P): método colorimétrico, extraido com resina
trocadora de ions; enxofre (S): determinacdo por turbidimetria e extracdo com fosfato de
calcio 0,01 mol L*; potassio (K): extragdo com resina trocadora de ions e determinagdo em
espectrofotdmetro de emissdo atdbmica; calcio (Ca) e magnésio (Mg): extracdo com resina
trocadora de ions e determinacdo em espectrémetro de absorcdo atémica; aluminio trocavel
(Al): método colorimétrico, extraido com cloreto de potassio 1 mol L*; acidez potencial
(H+AI): extraido com tampdo SMP (Manual de analise quimica para avaliacdo da fertilidade
de solos tropicais. IAC, 2001). SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de
cations; V: saturacdo da CTC por bases; m: saturagdo por aluminio. Observacao: (<) menor

do que o limite de quantificacao.
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3. Tratamento das sementes utilizadas nos experimentos em casa de vegetacdo e no

campo experimental

As sementes das cultivares de soja RK7214 IPRO e M6210 IPRO, utilizadas nos
experimentos em sistema hidroponico em casa de vegetacdo, ndo foram tratadas previamente
ao plantio com nenhum tipo de insumo comercial. J& para os experimentos em solo em casa
de vegetacdo, foi realizada a aplicagdo do inoculante comercial Masterfix L® (contendo as
bactérias Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii) nas sementes das cultivares
BRS Tian4, BRS 183 e RK7214IPRO, sendo a dose utilizada 2 pL de inoculante por semente,
aplicada no sulco.

No campo experimental do Departamento de Producdo Vegetal, as sementes de soja
da cultivar BMX GARRA RR 2/STS foram tratadas industrialmente com o fungicida e
inseticida Standak® TOP e as sementes da cultivar BMX POTENCIA RR foram tratadas no
proprio departamento com o fungicida Vitavax® e inseticida Cropstar®, com as respectivas
doses de bula, 0,252 0,30 Le 0,5a0,7 L p.c. para cada 100 kg de sementes. Uma vez tratadas
com fungicida e inseticida, as sementes das duas cultivares foram tratadas com inoculante
Masterfix L®, que foi aplicado em trés doses de 120 mL para cada 50 kg de sementes,
totalizando 360 mL para cada 50 kg de sementes. Além do inoculante, foi aplicada uma
formulagdo comercial de Co e Mo, o Co-Mo® Platinum, na dose 150 mL para cada 50 kg de
sementes. No plantio, realizou-se a adubagdo com o fertilizante formulado NPK granulado 4-
20-20 na dose 300 kg hal. A Tabela 11 mostra a composi¢do dos insumos comercias

aplicados as sementes utilizadas nos experimentos.
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Tabela 11 — Composicao dos insumos comerciais aplicados as sementes utilizadas nos experimentos

Prod c I Concentragéao
roduto omposicéo QLD )
Standak® Top Methyl N-2-[[1-(4-
chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-
yloxymethyl]phenyl](N- 25 2,5
methoxy)Carbamate
(PIRACLOSTROBINA)
Dimethyl 4,4'-(o-
phenylene)bis(3-
thioallophanate) (TIOFANATO 225 22,5
METILICO)
(RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-
a,o,a-trifluoro-p-tolyl)-4-
trifluoromethylsulfinylpyrazole- 250 250
3-carbonitrile (FIPRONIL)
E outros ingredientes 713 71,3
Vitavax® 5,6-dihydro-2-methyl-1,4-
Thiram 200 SC oxathi-ine-3-carboxanilide 200 20,0
(CARBOXINA)
Tetramethvlthiuram disulfide
(TIRAM) 200 20,0
Etileno Glicol 249 24,9
Outros ingredientes 507 50,7
Cropstar® 1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-
N-nItI'C?ImIdaZO-hdln-Z- 150 15.0
ylideneamine
(IMIDACLOPRIDO)
3,7,9,13-tetramethyl-5,11-
dioxa-2,8,14-trithia-4,7,9,12-
tetra-azapentadeca-3,12-diene- 450 45,0
6,10-dione
(TIODICARBE)
Outros ingredientes 610 61,0
Inoculante Cepas SEMIA 5079

Masterfix L®  (Bradyrhizobium japonicum) e
SEMIA 5019 (Bradyrhizobium
elkanii)

5,0 x 10° UFC mL1
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Dados meteoroldgicos dos periodos de cultivo e coleta das amostras
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Fonte: Série de Dados Climatoldgicos do Campus Luiz de Queiroz de Piracicaba, SP. Departamento de Engenharia de Biossistemas. Escola
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Figura 48 — Dados meteorolégicos do periodo de plantio e coleta das folhas de soja cultivadas em (A)
casa de vegetacdo em sistema de hidroponia, no periodo de novembro de 2016 a fevereiro de 2017, e
em (B) casa de vegetagdo com solo e no campo experimental do Grupo de Extensdo Prdé-Hort da

ESALQ, no periodo de novembro de 2017 a janeiro de 2018.




APENDICE B
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Figura 49 — Representacdo grafica dos sinais analiticos versus fragdes de massa obtidas por ICP OES,
para os elementos: Mg, P, Zn, B e Cu. Condigdes experimentais: laser de Nd:YAG @1064 nm, 5 ns,
10 Hz, 50 J cm™?, 750 um de diametro, 2 s de atraso e 5 s de integracéo.
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APENDICE C
Mapeamento de folhas frescas de soja por LIBS
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Figura 50 — Mapas de distribuicdo elementar de Ca e Mg dos foliolos direito, do meio e esquerdo do
tratamento controle (esquerda) e dos foliolos do tratamento com deficiéncia induzida de P (direita) de
folhas frescas de soja da cultivar RK7214 IPRO, construidos por LIBS. Condicbes experimentais:
laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 10 Hz), 1 pulso de 50 J cm™ por ponto, 750 um de diametro, 2 ps de
atraso e 5 ps de integracao.
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Tratamento controle Deficiéncia induzida de P
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Figura 51 — Mapas de distribuicdo elementar de Ca e Mg dos foliolos direito, do meio e esquerdo do
tratamento controle (esquerda) e dos foliolos do tratamento com deficiéncia induzida de P (direita) de
folhas frescas de soja da cultivar M6210 IPRO, construidos por LIBS. CondicGes experimentais: laser
de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 10 Hz), 1 pulso de 50 J cm por ponto, 750 pum de didmetro, 2 ps de
atraso e 5 ps de integragao.
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Tratamento controle Deficiéncia induzida de P
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Figura 52 — Mapas de distribuicdo elementar de Al dos foliolos direito, do meio e esquerdo do
tratamento controle (esquerda) e dos foliolos do tratamento com deficiéncia induzida de P (direita) de
folhas frescas de soja, das cultivares RK7214 IPRO e M6210 IPRO, construidos por LIBS. Condicdes
experimentais: laser de Nd:YAG (1064 nm, 5 ns, 10 Hz), 1 pulso de 50 J cm por ponto, 750 um de
didmetro, 2 s de atraso e 5 ps de integragéo.
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APENDICE D
Correlagdes obtidas por PXRF
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Figura 53 — Gréficos de regressdo entre as fragbes de massa obtidas pelo método de referéncia e as

previstas por PXRF, para S, Fe, Mn e Cu nas amostras de folhas frescas de soja. CondicGes

experimentais: feixe de raios X de 4,5 mm de didmetro, 40 s de irradiacdo, 45 kV e 30 PA de tensdo e
corrente aplicadas ao tubo de Rh.



