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RESUMO

A quantificacdo do teor foliar de nutrientes possibilita o diagndstico do estado nutricional das
plantas em termos de deficiéncias, suficiéncias, excessos e equilibrios de nutrientes, auxiliando
no manejo da adubacdo das culturas. Assim, é essencial a determinacédo, com elevada exatidao,
dos teores de nutrientes de folhas de referéncias das culturas para diagnosticos mais acurados.
Como hé grande diversidade de métodos analiticos para determinar teores totais de nutrientes
em tecidos vegetais e poucos trabalhos que contrastem suas eficiéncias propoe-se com este
resumo apresentar os principais métodos, apontando suas potencialidades e limitacdes e propor
um projeto de pesquisa cujo objetivo é avaliar a acuracia de diferentes métodos de
mineralizacdo de tecidos vegetais, que sdo amplamente utilizados na pesquisa e em rotinas de
laboratérios. Os métodos mais utilizados sdo digestdo nitro-percldrica, que é realizada em bloco
de digestor, que apresenta como vantagens a solubilizacdo quase que total da amostra, porém
possui algumas desvantagens como: emissao de vapores toxicos, tempo, ja que é um processo
demorado e alta probabilidade de contaminacdo. O outro método muito utilizado é a calcinacéo,
que é um método realizado em forno mufla, que é mais rapido que a digestdo Umida nitro-
perclérica, porém exige atencdo para que temperaturas muito elevadas ndo sejam atingidas,
nesse método também pode ocorrer contamingdo por particulas do revestimento interno do
forno. Folhas de milho e soja serdo utilizadas para quantificacdo dos teores de P, K, Ca, Mg, S,
B, Zn, Cu, Mn e Fe. Serdo utilizados métodos baseados em digestdo Umida em sistema aberto
(dgua régia_1 e nitrico-perclérica_4) ou calcinacdo (2). O delineamento experimental sera
considerado como DIC, com quatro repeticdes. Os resultados serdo submetidos a analise de
variancia, sendo os métodos avaliados quanto as seguintes variaveis: equivaléncias (teste Skott-
Knott) capacidade de extracdo, exatiddo (aproximacdo dos valores de referéncia) e precisdo
(CV, o, o/\n). Portanto, pretende-se eleger uma metodologia mais acurada (exatiddo*preciséo)
de extracdo de nutrientes minerais de tecidos vegetais.

Palavras-chave: anélise foliar, soja, milho, metodologias.
1. INTRODUCAO

A quantificacdo do teor foliar de nutrientes minerais em 6rgdos vegetais visa 0
diagndstico nutricional da cultura quanto a deficiéncia, suficiéncia ou excessos do nutriente e
equilibrios nutricionais, possibilitando auxiliar no manejo nutricional das culturas, juntamente
com a analise de solo (MALAVOLTA et al., 1997). De fato, ha estreita relacdo entre os teores
foliares de nutrientes com suas disponibilidades no solo, portanto busca-se métodos analiticos
capazes de determinar com elevada exatidao tais teores (MARTIN PREVEL et al., 1984).

Os métodos mais antigos de quantificacdo de teores de nutrientes em tecidos vegetais
sdo baseados em calcinacdo, os quais envolvem a completa carbonizacéo da matéria organica,
seguido da dissolucdo é&cida do material remanescente, as cinzas. Diante de algumas
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desvantagens dos métodos de carbonizacdo, metodos baseados em digestdo umida do material
vegetal s8o mais abundantes. Como principio geral, esses metodos apresentam como
componente central a presenca de um ou mais agentes oxidantes quimicos do material organico.
Entretanto, a eficiéncia desses métodos pode variar a depender do agente oxidante, de relacdes
volume/massa com a amostra e condicdes de digestdo, que em geral envolvem aquecimento
(BERNARDI; OKA; SOUZA, 2010).

O uso de variados métodos pode aumentar o erro analitico entre laboratorios afetando a
confiabilidade das analises, o que, em ultima instancia, pode refletir negativamente na exatidao
do diagnostico nutricional, implicando em equivocos no manejo nutricional das culturas.
Propde-se aqui apresentar os principios de extracdo de nutrientes minerais por diferentes
métodos, apresentando suas vantagens e desvantagens, visando auxiliar técnicos na escolha das
melhores opgdes. A escassez de trabalhos que apresentem os contrastes da eficiéncia dos
métodos de analise em tecidos vegetais, justificam a realizacdo desta pesquisa. Portanto, o
objetivo do trabalho é apresentar os principais métodos de extracdo de nutrientes de tecidos
vegetais, apontando suas potencialidades e limitacoes.

2. METODOLOGIA

O experimento sera realizado no Laborat6rio Micellium, em Barretos.

O ensaio seguira o esquema fatorial 2 x 8, sendo duas culturas (milho e soja) e oito
métodos de mineralizacdo de tecido vegetal. Para tanto, amostras de folhas de milho ou soja
serdo secadas em estufa com ventilagdo forcada de ar (65 °C) até estabilidade de massa, sendo
em seguida moidas em moinho tipo Wiley com peneira de malha 20 mesh.

Amostras do material vegetal de massa variavel serdo submetidas aos tratamentos de
mineralizacdo, conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Descri¢do das marchas analiticas dos métodos de mineralizacdo (tratamentos).

Método  Solugdo Marcha de extracgéo Referéncia
Extratora

Digestdo seca 25 mL HNO3 Pesagem de 0,5 g da amostra em cadinhos previamente tarados. Leva os ~ Carmo et al. (2000)

em cadinhos cadinhos a mufla em temperatura gradativamente elevada pelo préprio

de porcelana aparelho a 550°C de 2 a 4 h. Apds resfriamento da amostra em dessecador,

adiciona-se 25 mL de HNO30,1 mol L.

Digestdo seca 5 mL HNOs Pesagem de 0,2 g do material vegetal diretamente em cadinhos de ~ AOAC (1982)
em cadinhos porcelana. Em seguida, os cadinhos sdo levados a mufla ainda frios em
de porcelana temperatura elavada a 550° C, onde permanecem por 2 h. Ap6s esse tempo

adicionam-se 5 mL de HNO3s P.A. concentrado e o extrato obtido é diluido

em 20 mL com &gua bidestilada e filtrado com membrana celulésica.
Digestdo seca mL HNOs Pesagem de 0,5 g da amostra em cadinhos previamente tarados. Em  Silva (2009)
em cadinhos seguida, os cadinhos frios sdo levados a mufla, onde a temperatura é
de porcelana gradativa elevada a 550 °C, permanecendo por 3 h nesta temperatura.

Apos esse tempo, a cinza é dissolvida em 25 mL de HNOs 1 mol.L! e o
extrato obtido é filtrado com membrana celulésica.

Agua régia 3:1, viv, HCl:  Pesagen de 0,2 g de material vegetal em tubo de digestdo. Adigiona-se 6  McGrath e Cunliffe (1985)
31 HNOs mL de agua régia a frio, ficando em pré digestdo por 16 h. Em seguida,

inicis-se a digestéo em bloco com elevagéo gradual de temperatura até 180

°C e até restar cerca de 1 mL de acido. As amostras sdo resfriadas e
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adiciona-se ao extrato 10 mL de agua bidestilada e filtra-se com membrana
de filtragdo e transfere-se para tubo Falcon de 55 mL.

Nitrico- 2:1, viv, Pesagem de 0,5 g de material moido em tubo de digestdo. Adiciona-se 4  Embrapa (2000)
perclérico HNO3:HCIO4 mL de &cido nitrico, ficando em pepouso por 12 horas. Na sequencia, leva-

se ao aquecimento até 120 °C. Na sequéncia adiciona-se 2mL de acido

perclérico e eleva-se a temperatura até 180 °C. Deixa-se esfriar e adiciona-

se 25 mL agua ultra pura.

Nitrico- 3:1,v:v, HNO3z:  Pesagem de 0,2 g de material em tubo de digestdo. A diciona-se 6 mL de  Tedesco et al. (1995)
perclérico HCIO4 acido nitrico, ficando em repouso por 16h. Na sequencia, leva -se ao

aquecimento até 140°C em bloco digestor até restar 1 mL de 4cido. Retira-

se 0s tubos e deixa resfriar. Adiciona-se 2 mL de &cido perclérico e aquece

até 190°C por mais 2 horas. As amostras sdo retiradas com

aproximadamente 2mL e resfriadas, em seguida, adiciona-se agua

bidestilada e filtra-se com membrana de filtragéo.

Nitrico- 4:1, viv, HNO3:  Pesagem de 0,5 g de material. Adicdo de 6 mL da mistura &cido nitrico e ~ Sarruge e Haag (1974)
Perclérico HCIO4 perclérico na relagdo 4:1 v/v. Na sequencia, leva-se ao aguecimento em

chapa aquecedora de 80 °C até 200 °C. Por fim, completa-se o volume com

4gua deionizada. Agita-se e filtra em papel filtro quantitativo.

7:1, viv, HNOa:

Nitrico- HCIO4 Pesa- se 0,4 g de material. Adiciona-se 7 mL de acido nitrico P.A. a 25°,  Zasousk e Burau (1977)
perclérico ficando em repouso por 16 h. Na sequencia, leva-se ao aquecimento em

bloco digestor de 80° a 100 °C por 3h e 30min. Adiciona-se 1mL de 4cido

perclérico P.A. e aumenta-se a temperatura até 200 °C. Por (ltimo

adiciona-se 20mL de 4gue deionizada.

Os resultados dos teores de nutrientes serdo inicialmente submetidos a teste de
normalidade e de homogeneidade. Em seguida, atendendo a estas pressuposicdes, 0s dados
serdo submetidos a anélise de variancia, sendo as médias dos tratamentos comparadas entre si
pelo teste Skott-Knott (0,05). Medidas de dispersdo dos dados, como CV, desvio padrdo ou erro
padrdo serdo utilizadas para inferéncias sobre a precisdo dos métodos. Adicionalmente a
exatiddo dos métodos sera calculada pela diferenca entre teores de referéncia com aqueles
obtidos pelos diferentes métodos.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Principio- O conhecimento dos teores de nutrientes minerais em folhas de referéncia das
culturas possibilita a identificacdo de deficiéncias, excessos e desequilibrios nutricionais, ja que
a composicao quimica da planta reflete de forma integrada as condicbes edafoclimaticas as
quais interage, incluindo a disponibilidade de nutrientes no solo (MALAVOLTA et al., 1997).

A analise do tecido foliar é a pratica mais usual para a diagnose do estado nutricional das
plantas, ja que a folha é 6rgdo chave do metabolismo vegetal, sendo sensivel a disponibilidade
de nutrientes do solo, que afeta diretamente a produtividade vegetal (FERREIRA, 2014).
Portanto, a analise foliar trata-se de uma ferramenta importante para 0 manejo nutricional das
culturas, auxiliando no diagnostico da fertilidade do solo para a recomendacao racional de
fertilizantes (EMBRAPA SOLQOS, 2009).

Conhecer os teores de nutrientes minerais em tecidos vegetais é essencial para o diagnostico
do estado nutricional das plantas por diferentes metodologias, tais como: Nivel Critico e Faixa
de Suficiéncia (ULRICH e HILLS, 1967), , Indices Balanceados de Kenwortly
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(KENWORTHY, 1961), DRIS (BEAUFILS, 1973), e Chance Matemaética (WADT, 1996).
Entretanto, é necessario que o método utilizado apresente elevada exatiddo na determinacéo
dos teores, para que a ferramenta de diagnostico seja efetiva (TEDESCO et al., 1995).

Além da exatiddo inerente a um bom método analitico é altamente desejavel que 0 mesmo
produza pouco residuo, seja adequado para 0 maior numero possivel de elementos, apresente
baixo risco operacional, seja de simples execucdo e de baixo custo financeiro (SILVA, 2008;
FERREIRA, 2014).

Métodos de Mineralizacao- a mineralizacdo dos compostos organicos contidos nos tecidos
vegetais € a principal etapa dos métodos. Durante essa etapa, compostos organicos sao
mineralizados quimicamente (dissolugdo) ou fisicamente (carbonizacéo).

Métodos de carbonizacdo envolvem a completa combustdo do material organico, seguindo
pela dissolucéo &cida dos constituites minerais remanescentes. Esses metodos séo tidos como
vantajosos pela facilidade operacional e ao baixo background (matriz branco), no entanto
alguns trabalhos relatam baixas recuperacGes de alguns elementos por tais métodos (ALLEN,
1974). Os principais fatores relacionados a baixas recuperacdes de elementos pela
carbonizacéo, devido a volatilizagdo, séo associados a temperatura e tempo de aquecimento, a
composicao da amostras e a estrutura do cadinho (ALLEN, 1974).

Elementos ndo metais podem ser perdidos por volatilizacdo, a exemplo do enxofre e boro,
especialmente a partir de 550 °C. Assim, a temperatura de calcinacao deve ser minima, porém
suficiente para assegurar a mineralizagdo da matéria organica (FERREIRA, 2014).

Ja a digestdo acida de amostras vegetais tem como principio o uso de agentes quimicos
oxidantes da matéria organica, apresentando algumas vantagens em relacéo a combustdo, a citar
(EMBRAPA, 2009): auséncia de perdas de elementos por volatilizacdo e a determinacdo de
muitos elementos quimicos em apenas uma solucdo de digestdo. Entretanto, entre as principais
desvantagens desse métodos estad o risco de explosGes durante as digestdes, especialmente
quando se utiliza &cido nitrico, acido perclérico ou mistura de ambos (ALLEN, 1974). De fato,
Bernardi, Oka e Souza (2010) utilizando digestdo tmida nitroperclérica (4:1 v/v) avaliaram que
que apesar de solubilizar satisfatoriamante as amostras de capim-tanzania e alfafa, o método
apresenta inconvenientes, como: a producdo de muitos vapores toxicos, com risco de explosdes,
0 que exige equipamentos especiais (capela de gases e blocos digestores), além de 0s reagentes
serem de dificil aquisicdo, pois sdo controlados pelo Exército.

A comparacdo de métodos de mineralizacdo tem mostrado diferentes resultados, nao
sendo possivel ainda se eleger um melhor procedimento para variadas condicGes. Menezes et
al. (2017) fizeram uma comparacgdo entre digestdo seca em cadinho de porcelana de AOAC
(1982) e digestdo umida nitroperclérica de folhas de orégano, e concluiram que a digestdo
umida foi mais eficaz na quantificacdo de K, limitando os estudos somente a esse elemento.
Silva et al. (2017) contrastando a digestdo Umida nitroperclérica em plantas de trigo, girassol e
soja (3/1) (Tedesco, 1995) com a calcinacdo que chega a 190° C por 4 horas diagnosticaram
perdas expressivas de nutrientes por volatilizacao, especialmente P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn e Zn.
Por outro lado, apontaram que houve contaminacdo de B na digestdo Umida, muito
provavelmente devido ao tubo de digestéo constituir-se de borosilicato.

Ferreira (2014) comparou a eficacia da digestdo com &gua régia, na propor¢do 3:1
(McGrath e Cunliffe, 1985), com a digestdo seca em cadinho de porcelana (Silva, 2009) e
conclui que a digestdo umida foi vantajosa por possibilitar a obtencéo de extrato multinutriente
e facilidade de preparo de curvas analiticas, reduzindo problemas analiticos em etapas
subsequentes a digestdo, enquanto a digestdo seca apesar de pouco poluidora e de simples
execucdo, € mais lenta e pode promover perdas de alguns nutrientes por volatilizacéo e estdo
mais sujeitas a contaminagdo externa, ja a dgua régia apresenta menor risco operacional e
ambiental que as demais, é de simples execucéo rotineira, porém deixa residuos amarelados no
extrato obtido, devido a presenca de Oxido nitroso e é a que apresenta menor indice de
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recuperacdo de elementos quimicos. A digestdo por dgua régia também deixa um pouco de
residuos solidos no fundo, indicando que ndo houve digestdo completa do material.

Vila Nova (2012) avaliou as metodologias de digestdo Umida nitroperclorica na relacao
7:1 de Zasousk e Barau (1977) e digestédo seca em cadinho de porcelana, constatando que a
digestdo umida promoveu maior recuperacdo de Ca, Mg e Zn, no entanto o autores sinaliza que
é uma metodologia que apresenta riscos de explosbes devido ao acido perclérico e também
restricdes na manipulacéo, ja que se utilizada de &cidos fortes. Notou-se ainda que ha uma
elevada variancia entre os métodos de calcinacéo e nitroperclérico nos valores de Cu e Fe e que
a calcinacédo € mais eficiente para a determinacgéo de Cu.

A Embrapa (2000) testou a digestdo nitroperclorica na proporcao 2:1, na qual verificou-
se que essa metodologia alcancava maior precisdo na determinacdo de Fe e Zn quando
comparadas a padrdes de qualidade interlaboratoriais, além de minimizar os custos pelo menor
uso de reagentes e de ser menor geradora de residuos.

Enfim, a comparacéo entre os métodos de analise foliar carece de mais estudos, uma
vez que faz-se importante a descoberta de uma metodologia que alie a obtencdo de uma maior
quantidade de elementos com boas condutas ambientais, operacionais, temporais e até mesmo
do préprio material que se avalia.

4. CONCLUSOES

Métodos de mineralizacdo de material vegetal baseados em digestdo nitroperclorica
Umida sdo mais difundidos mundialmente, apresentam vantagens em relacdo a meétodos de
calcinagdo, destacando-se que ndo implicam em perdas de elementos quimicos durante a
marcha analitica, porém, sdo mais perigosos devido ao elevado risco de explosdes e acidentes
durante as etapas de mineralizacdo. Adicionalmente, possuem também como desvantagens a
dificuldade de aquisicéo e elevados custos com reagentes, e possibilidade de contaminacdo das
amostras com B.
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