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RESUMO. A bacia do Acre compreende um ambiente geoldgico distinto da maioria das condigdes encontradas no bioma amazdnico,
resultando em solos com caracteristicas mineralégicas e propriedades quimicas distintas dos demais solos deste bioma. Para estes solos ndo
existem avaliagdes quanto a exatiddo e precisdo dos métodos da andlise elementar, digestéo micro Kjeldahl e espectroscopia do
infravermelho préximo (NIR) na quantificagéio do nitrogénio nos solos. O objetivo da pesquisa foi testar e comparar dois métodos
convenciondis e a espectroscopia do infravermelho préximo na determinagdo do teor de nitrogénio nos solos da bacia do Acre. Foram
utilizadas 176 amostras de solos representativas da bacia do Acre das quais determinou-se os teores de N pelos métodos convencionais de
Kjeldahl e o método elementar. Para avaliagdo da aplicabilidade do NIR adotou-se como referéncia os teores determinados pelo método
elementar, sendo utilizados os espectros NIR da faixa de 1100 a 2500 nm e com resolugéio de 2,0 nm por refleténcia difusa. Quando
comparadas as médias de nitrogénio pelos métodos Kijehdahl e elementar ndo foram observadas diferengas entre os procedimentos e
ambos os métodos apresentaram coeficiente de variagéo inferior a 5%, indicando boa precisdo para ambos os métodos, com boa
exatidéo na determinagdo dos teores de nitrogénio em amostras de solos da bacia do Acre. Adotando-se os teores determinados pela
andlise elementar para calibrar e depois validar as estimativas do nitrogénio no solo pela espectroscopia do infravermelho préximo,
obteve-se o erro padréo de calibragéio de 0,28 g kg™ e coeficiente de determinagéio de 84%, enquanto que na validacéio do modelo o
erro padréo de validac&o foi de 0,35 g kg e o coeficiente de determinagéio de 77%, que foi interpretado como havendo potencial da
espectroscopia do infravermelho préximo para ser usado apenas na quantificagéio do teor de nitrogénio no solo em estudos expedidos que
demandam grande volume de processamento de dados.

Palavras-chave: andlise de solos, combustdo seca, Amazdnia, quimica verde.

Kjeldahl, dry combustion and near infrared spectroscopy methods for nitrogen analysis in Acre basin soils

ABSTRACT. The Acre basin comprises a distinct geological environment with different environments in relation to Amazon biome, which
results in soils with mineralogical and chemical properties different of other soils of this biome. For these environment there are no evaluations
regarding the accuracy and precision of analysis methods for nitrogen: Kjeldahl, dry combustion and NIR spectroscopy. The objective of the
research was to assess and compare two conventional methods and near infrared spectroscopy to determine the nitrogen content in the Acre
basin soil. To evaluate these three methods, were used 176 representative soil samples of Acre basin. To evaluate the applicability of NIR
was adopted as reference the levels determined by the elementary method, the NIR spectra are used in the range 1100-2500 nm and 2.0
nm resolution by diffuse reflectance. The Kjeldahl and dry combustion methods showed no differences in determining the nitrogen content in
the soil, and both methods showed coefficient of variation of less than 5%, indicating the same accuracy of the two methods for determining
the nitrogen contents in the Acre Basin soil. Adopting the elemental analysis to calibrate and validate the estimates of nitrogen in the soil by
near infrared spectroscopy, there was obtained the standard error of calibration 0.28 g kg and coefficient of determination of 84%; and
the standard validation error model was 0.35 g kg with the coefficient of determination of 77%. This has been interpreted as NIR
spectroscopy has potential to be used in the quantification of the nitrogen content in the soil in research that require high-volume data
processing.

Keywords: soil testing; elemental analysis; Amazon; green chemistry.

1. Introdugdio

Diversas técnicas de analise quimicas sdo utilizadas para
avaliar o teor de N presente no solo. Porém, no Brasil a
grande maioria dos laboratérios ainda utilizam métodos de
andlises baseados na digestdo via Umida, destilagdo da
matéria orgdnica e titulagdo na presenga de meio
intensamente dcido (SILVA et al, 2009). Entretanto, os
residuos deste tipo de andlise sGo téxicos e agressivos ao
meio ambiente e a sadde humana, demandando tratamento
adequado para o descarte incorporando, assim, um custo
adicional as andlises.

A determinagéio de nitrogénio no solo por digestdo via

Umida e titulagGo apds destilagdio pelo método Kjeldahl
(SILVA et al., 2009), embora demandando maior
quantidades de reagentes e de pessoal qualificado e
produzindo grandes quantidades de residuos no
procedimento analitico, normalmente é adotado em
laboratérios ndo equipados com analisador elementar
(DIECKOW et al., 2007).

A determinagdo do nitrogénio pode também ser feita
pelo método de andlise elementar (AE). Esse método
baseia-se na combustdo completa da amostra, por via
seca, & temperatura de 900 a 1200°C, na presenca em
excesso de oxigénio, produzindo os gases CO,, H,O, NO,
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e SO,, os quais sdo entdo homogeneizados e carreados
por um gds inerte (hélio ou argénio) por uma coluna de
separagdo, para finalmente serem analisados por um
detector de condutividade térmica (REZENDE, 2011) Esse
método também demanda reagentes e gera residuos,
embora em menor quantidade quando comparado o
método Kjeldahl, mas requer altos investimentos para a
aquisi¢cio de equipamentos e pessoal bem treinado para o
manuseio do mesmo

Em estudo para a determinagdo de nitrogénio em
amostras de um Argissolo sob plantio direto, o método da
AE apresentou alta correlag@o com o método de Kjeldahl
(GATTO et al., 2009).

Chatterjee et al. (2009) destacam, entretanto, que o
método da AE apresenta como desvantagens o tamanho
diminuto da amostra, dificultando tanto a homogeneizagdo
do material a ser andlisado, como também a sua
representatividade frente ao material a ser caracterizado.
Observam ainda que aumentar o tamanho da amostra
somente é possivel dentro de um limite, dado o risco de
ocorrer a combustdo incompleta com o aumento da massa
da amostra.

Entretanto, as duas técnicas convencionais descritas
acima, apesar de serem amplamente utilizadas, geram
residuos com potencial poluidor, motivo pela qual ndo
podem ser consideradas limpas, ndo atendendo, portanto,
aos principios da quimica verde (LENARDAO et al., 2003).

Uma alternativa consiste na andlise por meio da
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR - near
infrared  spectroscopy). A técnica NIR possibilita a
determinag¢do de diversos atributos quimicos, fisicos e
microbiolégicos simultaneamente, sem a geragdo de
residuos e com o tempo da andlise reduzido, além de ndo
destruir a amostra. Tem sido arguido ser essa técnica
rdpida, de boa precisdo nos resultados, de baixo custo
operacional, além de ser livre de residuos indesejdveis por
ndo usar reagentes quimicos (GONTIJO NETO et al.,
2012).

Para a andlise de carbono em solos, vdrios autores tém
apontado a adequabilidade do uso da espectroscopia
NIR como alternativa complementar ou substituta aos
métodos analiticos convencionais (FERNANDES et al., 2010;
GONTIJO NETO et al, 2012). Contudo, Fluentes et al.
(2012) chamaom a atengdo que a aplicagéo da
espectroscopia NIR, tanto para andlise de carbono total
como de nitrogénio total em solos, mesmo que resultando
em resultados analiticamente compardveis aqueles obtidos
com os métodos tradicionais, requer estudos
complementares para confirmar se os modelos de
calibragdo mantem-se independentes dos locais de estudo
e das especificagdes instrumentais.

A bacia do Acre compreende um ambiente geolégico
distinto da maioria das condigées encontradas no bioma
amazdnico. Nesta bacia, as ordens de solo com maior
abrangéncia territorial sdo Argissolos, Luvissolos e
Cambissolos, com diferencas na mineralogia quando
comparadas aos solos de mesma ordem de outras regides
tropicais ou mesmo da Amazdnia, devido a ocorréncia de

argilominerais do tipo 2:1 e 2:2 nestes solos. Entre essas
caracteristicas destacam-se elevados teores de Ca’ e
Mg, quase sempre em associacdio com altos teores de
Al”', bem como maior relacéio silte /argila (ANJOS et dl.,
2013).

Espera-se também que essas diferengas mineralégicas
possam afetar a dindmica do nitrogénio no solo,
especialmente quanto a presenca das formas amoniacais e
nitricas (ARAUJO et al.,, 2005). Contudo, para esses solos,
faltam estudos relacionados a acurdcia dos métodos
tradicionais para a determinagdo de nitrogénio nos solos,
bem como inexiste trabalho com o uso da espectroscopia
NIR para a determinagdo de nitrogénio nos solos desta
regido.

Neste sentido, o obijetivo deste trabalho foi avaliar
comparativamente o método da Andlises Elementar, o
método Kjeldahl e o método da espectroscopia NIR na
quantificagdo do teor de nitrogénio em solos da Bacia do
Acre.

2. Material e Métodos

Para obter amostras de solos representativas dos solos
da Bacia do Acre, foram utilizadas amostras do banco de
solos da Embrapa Acre. As amostras utilizadas foram todas
originarias de coletas realizadas em diferentes trabalhos
de pesquisa e armazenadas no banco de amostras de
solos. O clima da regi@o de coleta é, de acordo com a
Classificag@io de Képpen, do tipo equatorial, quente e
Umido, com temperaturas médias anuais de 24,5°C e com
médias mdximas de 32°C ao longo do ano. A precipitacdo
varia de 1600 mm e 2750 mm (ACRE, 2010).

O processo de selecdo amostral foi semi-aleatério:
inicialmente, agruparam-se as amostras em fungdo do local
de coleta e da ordem de solos e mineralogia (quando
disponiveis essas informagdes) e da textura expedida
classificada em textura arenosa, textura média e textura
argilosa. A seguir, foram amostradas ao acaso um conjunto
de 176 amostras.

Essas amostras, j&@ tomadas como terra fina seca ao ar,
foram depois submetidas a diferentes procedimentos
analiticos para a determinagéo do teor total de nitrogénio
no solo.

O teor de N pelo método de destilagdio micro Kjeldahl
(DK) foi determinado seguindo a metodologia descrita
Silva et al., (2009) sendo a andlise realizada em triplicata.

Apds resfriomento dos tubos, foram adicionados
aproximadamente 10 ml de dgua destilada com auxilio de
uma peseta, em seguida agitada levemente (reagdo
exotérmica). As amostras foram levadas para a
homogeneizagGio e dissolugiio dos precipitados. Em
seguida, adicionou-se 25 ml da solugdo de hidréxido de
sédio concentrado e procedeu-se a destilagdio, coletando-
se cerca de 40 ml do destilado em erlenmayer de 125 ml
contendo 10 ml da solugéio de écido bérico/indicador
misto. Em seguida, a amostra foi titulada com solucdio
padronizada de écido cloridrico a 0,01 mol L.

A andlise elementar foi realizada em analisador CHNS,
analisando-se de cada amostra uma subamostra de 25 mg,
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em duplicata. As amostras foram submetidas & combustdo
em uma atmosfera de oxigénio puro, e os gases resultantes
dessa combustdo foram quantificados em um detector de
condutividade térmica (REZENDE, 2011).

Para a determinagdio do nitrogénio por espectroscopia
NIR, os espectros foram obtidos em duplicatas com a média
de 64 varreduras para compor um espectro em um
equipamento da marca FOSS NIRS DS2500 (Hillerdd, DK,
Dinamarca), com refleténcia difusa. Os espectros foram
obtidos na faixa na faixa de 1100 a 2500 nm e com
resoluco espectral de 2 nm; os quais foram
posteriormente convertidos em absorbéncia (A) pela
expressdo A = log [1/R], onde R= ¢ a refleténcia em cada
comprimento de onda.

Na andlise dos dados obtidos, para comparagdo entre
os métodos convencionais usou-se a andlise de regressdo
linear, teste t de médias ao nivel de 5% de significéncia e
estatistica descritiva usando o software SAS versdo 9.2.

Para a construgdo do modelo de calibragéo e
validagdo para os dados de Espectroscopia NIR, os
espectrais foram armazenados no ISIsCan 4.5 e a seguir
exportados e analisados no software Unscrambler®
Versdo 10.2. Visando andalisar a homogeneidade dos
dados e detectar possiveis outliers, aplicou-se a andlise de
componentes principais (ACP) utilizando a elipse de
Hotelling e um intervalo de confianca de 95% para a
matriz de espectros das 176 amostras.

Para a construgéio do modelo de calibragdo utilizou-se
um subconjunto de amostras obtidas aleatoriamente, para
a obtengdo da regress@o por quadrados minimos parciais
(PLS) com pré-tratamento espectral usando a combinagdo
dos métodos SNV+detrend 1.

Finalmente, o procedimento de validagéo cruzada foi
utilizado para a predi¢géio dos teores de nitrogénio do
subconjunto de amostras ndo utilizadas na construcdo do
modelo.

O desempenho do modelo de calibragdo foi expresso
pelo erro padrdo da calibragGo (EPC), coeficiente de
calibragéio (R? cal), coeficiente de validagéo (R? Val) e erro
padrdo da validagdio cruzada (EPV).

3. Resultados e Discusséio

O teor de nitrogénio nas 176 amostras oriundas da
bacia do Acre, apresentaram, pelo método de digestdo
micro Kjeldahl variagdio de 0,16 a 3,69 g kg™, com média
de 0,93 g kg'. O coeficiente de variacdio (CV) médio foi
de 4,49%. Para as mesmas amostras, pelo método da
andlise elementar, o teor médio de nitrogénio foi de 0,94 g
kg”, variando de 0,15 a 4,15 g kg, com o CV médio de
4,08% (Tabela 1).

O coeficiente de variagéio abaixo de 5% indica boa
precisdo para os resultados analiticos obtidos pelos dois
métodos, por outro lado, uma vez considerado o método
da andlise elementar como aquele de referéncia para a
determinagdo do teor de N no solo, pode-se também
afirmar que o método de digestdo micro Kjeldahl também
apresentou boa exatiddo para os resultados analiticos,
tanto pela igualdade nos teores médios, mas também pela

boa correspondéncia entre os valores extremos,
principalmente, nas menores faixas de teores de N no solo
(Tabela 1).

Embora o método da andlise elementar identifique
formas de N ndo detectdveis pelo método de digestdo
micro Kjeldahl, como as formas de nitrato e nitrito presentes
em solos tropicais, por serem essas fragdes muito pequenas
e em infima proporgdo em relagdo as demais formas de N
presente no solo (N orgénico e N amoniacal) (SANTOS et
al., 2010), a igualdade entre os teores determinados é
razodvel e dentro das expectativas (BODDEY et al., 2010).

Essa concordéncia se corrobora pela alta
correspondéncia entre os teores de N detectados por cada
um dos métodos em todas as classes de teores de N no solo
(Figura 1), bem como uma correlagdo estreita entre os dois
métodos (Figura 2). Esse mesmo comportamento entre os
dois métodos foi observado por Dieckow et al. (2007), que
constaram correlagdo de 0,96 em estudos avaliando o teor
de nitrogénio em amostras de solos provenientes de m
Argissolo sob manejo de plantio direto com diferentes
coberturas vegetais.

Tabela 1. Valores médios, minimos, méximos, desvio padréo (DP) e coeficiente da
variagdio (CV) dos teores de nitrogénio avaliado pelos métodos Kjeldahl e elementar. /

Table 1. Mean values, minimum, maximum, standard deviation and variation coefficient of
nitrogen contents evaluated by the Kjeldahl and dry combustion methods.

Métodos  Média volor  Valor - pp cv
g kg g kg g kg'! %

Kjeldahl 0,93a 0,16 3,69 0,04 4,49

Elementar 0,94a 0,15 4,15 0,04 4,08

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferente entre si pelo teste de t ao nivel
de 5% de significancia.
90.00 -
80.00 -
70.00 4
60.00 -
50.00 ~
40.00 4
30.00 -
20.00 -
10.00 -
0.00 -

B Método Kjeldahl ® Método elementar

Frequéncia absoluta das amostras

0-0,5 0,5-1

1,0-1,5 1,5-20 2,0-2,5
Classes dos teores de N, em g kg’

2,5-3,0 >3

Figura 1. NUmero de amostras por classes de teores de nitrogénio quantificados em 176
amostras representativas da bacia do Acre pelos métodos elementar e Kjeldahl. /
Figure 1. Number of samples per nitrogen contents class quantified in 176
representative samples of Acre basin by dry combustion and Kjeldahl methods.
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0.00 +— : ‘ ‘ : ‘
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Teor de N no solo, em g kg” (método elementar)
Figura 1. Ndmero de amostras por classes de teores de nitrogénio quantificados em 176
amostras representativas da bacia do Acre pelos métodos elementar e Kjeldahl. /
Figure 1. Number of samples per nitrogen contents class quantified in 176
representative samples of Acre basin by dry combustion and Kjeldahl methods.
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Dada a alta correspondéncia entre os métodos
convencionais de determinagdo de N no solo, e
considerando que o método da andlise elementar tem sido
crescentemente indicado como método de referéncia para
a determinagdio do teor de N em solos (FERNANDES et al.,
2010; GONTIJO NETO et al., 2012), a calibracdio e a
validacdo do modelo para avaliagdo do potencial de
técnica espectroscopia NIR para a quantificagéo do teor
de N em solos foi feita apenas com os teores de nitrogénio
determinados pelo método da andlise elementar.

A andlise de componentes principais (ACP), aplicada
sobre os dados, permitiv identificar oito amostras tidas
como outliers (Figura 3) as quais foram descartadas do
processo de calibragdo. Em ambos os casos, ou seja, com ou
sem as amostras outliers, os dois primeiros componentes
candnicos explicaram 87% da variagdo dos espectros
(Figura 3 e 4).

CP 2 (20%)

AT T T 1 1 T T T T T T 1T T T T 1
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
CP 1 (67%)
Figura 3. Resultante da andlise de componentes principais (ACP) com as 176 amostras
indicando os outliers espectrais. / Figure 3. Resulting from the principal component
analysis (PCA) with 176 samples indicating the spectral outliers.

3
27 * L . .
- > . .
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. L . . s . ®
.. ~o. c.* L con ° . e . .
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Sio L] L . .. L ° e ° ] . e L]
e
N ° .
ej | ® oo . 0. -‘. LI 13.. R ‘.. .
° '... . ;. S .o
1 .o ..o ° ORI e
— L] toe ..: % : * *
. * ¢ .
-2 ) T |3 T |2 T T |. 0 T 'I| T |2 T :lg T ‘|1
CP 1 (63%)

Figura 4. Resultante da andlise de componentes principais (ACP) com as 168 amostras
(sem as amostras com os outliers espectrais). / Figure 4. Resulting from the principal
component analysis (PCA) with 168 samples (no samples with spectral outliers).

O pré-tratamento aplicado foi uma combinagdo de
SNV+detrend 1 visando diminuir ruidos e ndo linearidades
existentes nos espectros. Esse modelo tem sido amplamente
empregado no tratamento de dados espectrais, conforme
proposto por VISCARRA ROSSEL et al. (2009). Nas figuras
5 e 6 foram apresentados os espectros originais e os
espectros apods tratamentos.

0,94

0,8

0,7 1

0,2
110,5 1845,5 2394,5

Comprimento de ondas (nm)

Figura 5. Espectros originais das amostras sem tratamento prévio. / Figure 5. Original

spectra before sample treatments.

-2
110,5 1845,5
Comprimento de ondas (nm)
Figura 6. Espectros pré-tratados pelo método combinado de SNV+detrend-1. / Figure 6.

pretreated spectra by the combined method of SNV + detrend-1.

2394,5

Das 168 amostras remanescentes (apds retirar os 8
outliers), destas, 134 foram utilizadas na calibragéo do
modelo e 34 na validagdo. A selec@io das amostras para
calibragéio e validagdo foi realizada de forma aleatéria
pelo programa utilizado na calibragcdo e validagdo dos
modelos.

Na calibragéio, o erro padrdo de calibragdo (EPC) foi
de 0,28 g kg e o coeficiente de determinacéio foi de 0,84
(Figura 7).

Por sua vez, na etapa de validagdo do modelo, o erro
padréo de validagéio foi de 0,35 g kg™ e o coeficiente de
determinagéo foi de 0,77 (Figura 8).

Verifica-se que na validag¢éo o modelo apresentou um
erro maior e coeficiente de determinag@io menor quando
comparados com a etapa da calibracdo (Figuras 7 e 8).
Este resultado também foi observado por Marchéo et al.
(2011), em estudo com solos do cerrado para avaliar a
espectroscopia NIR para determinagdo de N, no qual
obteve um coeficiente de calibracdo de 0,94 e um
coeficiente de validagdo de 0,58. Comparativamente aos
resultados atuais, no trabalho de Marchéo et al. (2011),
mesmo o coeficiente de calibragcdo tendo sido maior, o
coeficiente de validagdo foi menor.

Segundo Fuentes et al. (2012), verifica-se que os
coeficientes de correlagcdo com os dados obtidos no presente
trabalho foram préximos, porém, os erros de calibragdo e
validagéio foram maiores no atual trabalho. Dado que no
trabalho de Fluentes et al. (2012) foram utilizadas 301
amostras, e no presente trabalho foram utilizadas somente
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176 amostras, a menor representatividade amostral,
associada as diferencas nas propriedades dos solos da
bacia do Acre, podem explicar as diferengas nos resultados
entre os dois trabalhos.

4
n=134

EPC = 0,28 g kg

w
1

R’Cal = 0,84

N
1

Teor de N predito por NIR (g kg™)

=1 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Teor de N pelo método elementar (g kg™)

Figura 7. Teores de Nitrogénio em amostras da bacia do Acre pelo método da andlise
elementar e os teores preditos gerados a partir da técnica NIR. Calibragéio do modelo. /
Figure 7. Nitrogen in soil samples of Acre basin by dry combustion method and the
predicted levels generated from the NIR spectrometry. Model calibration.
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Figura 8. Nitrogénio em amostras de solos da bacia do Acre pelo método da andlise

elementar e os teores preditos gerados a partir da espectroscopia NIR. Validagdo do

modelo. / Figure 8. Nitrogen in soil samples from the basin of Acre by dry combustion

method and the predicted levels generated from the NIR spectroscopy. Model Validation.

o

A espectroscopia NIR é uma das técnicas mais
promissoras no campo das andlises ndo destrutivas
(PASQUINI, 2003). Sua utilizagdio possibilita determinagdes
diretas (sem pré-tratamento) na amostra, obtendo-se
resultados rapidamente, em intervalos de tempo da ordem
de segundos (PANONTIN, 2007). Além de apresentar bons
resultados em andlise na quantificacdo de atributos
quimicos, fisicos e biolégicos (CEZAR et al., 2013) e poder
atender a grande demanda de dados de forma rdpida,
limpa, eficientes e de baixo custo operacional (SOUZA et
al, 2013).

Os resultados obtidos no presente trabalho comprovam
potencialidade para o uso da técnica de espectroscopia
NIR, no caso presente, para a determinagdo do teor de
nitrogénio em amostras de solos da bacia do Acre,
atendendo a crescente necessidade de se substituir
gradativamente os métodos analiticos convencionais por
processos mais rdpidos, de baixo custo e de boa precisdo
(GONTIJO NETO et al., 2012).

Deve-se atentar, entretanto, para a menor precisdo do

método de espectroscopia NIR. O erro padr&o encontrado
na validacdio, 0,35 g kg, pode dificultar o monitoramento
do N no solo em fungdo de processos ecolégicos ou
agrondmicos. Assim, para estudos que exigem maior
exatiddo dos resultados, o método da andlise elementar,
por apresentar maior exatiddo e boa precisdo, deve ser
preferencialmente recomendado (GATTO et al., 2009;
COSER et al., 2012).

4. Conclusdes

Os métodos de digestdo micro Kjeldahl e de andlise
elementar foram equivalentes na determinagdo dos teores
de nitrogénio em amostras de solos da bacia do Acre,
ambos com possibilidades de serem utilizados para os
mesmos propdsitos.

O método de espectroscopia NIR apresentou boa
precisdo e boa correlagdo com o método de andlise
elementar, porém, com baixa exatiddo, sendo recomendado
para estudos expedidos que demandam grande volume de
processamento de dados.
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