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Introducéao

O tecido vegetal é composto por elementos essenciais que sado avalia-
dos através da andlise quimica para determinar o estado nutricional das
plantas (SILVA, 2009). As plantas absorvem os elementos minerais
essenciais em quantidades especificas necessarias ao seu desenvol-
vimento, sendo a quantidade o critério que define os nutrientes em
macronutrientes e micronutrientes. Sao considerados macronutrientes
primérios os elementos nitrogénio (N), fésforo (P,0,) e potassio (K,0)
por serem requeridos em grandes quantidades, assim como o célcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S). Estes elementos fazem parte de
moléculas essenciais e possuem funcao estrutural nas plantas. Ja os
micronutrientes sdo aqueles elementos requeridos em peqguenas quan-
tidades, como o boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés
(Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn); estes constituem estruturas enzi-
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maticas e tém funcao reguladora. Malavolta (2006) ainda acrescenta
trés micronutrientes a lista dos essenciais: o cobalto (Co), o niquel (Ni)
e o selénio (Se).

O Mo é necessério para a sintese e ativagao (co-fator) da nitrato redu-
tase, enzima que reduz o nitrato nas plantas no processo de fixacao
biolégica do N (FBN) pelas bactérias simbidticas. A maior parte do Mo
presente no solo estd em formas oclusas, no interior de minerais prima-
rios e secundarios. O intemperismo desses minerais libera ions molibda-
to, cuja solubilidade aumenta em condicdes alcalinas. Os sintomas de
deficiéncia de Mo consistem geralmente no amarelecimento das folhas
e diminuicdo no crescimento vegetal. No caso das leguminosas como

a soja (Glycine max), a falta de Mo provoca sintomas de deficiéncia

de N em funcdo do decréscimo na fixacao de N pela planta. O Co é

um nutriente absorvido pelas raizes como Co?*, considerado moével no
floema, o que causa sua acumulacao nas margens e pontas das folhas.
E essencial para fixacdo do N, pois participa na sintese de cobamida

e da leghemoglobina nos nédulos. Sua deficiéncia causa clorose total,
seguida de necrose nas folhas mais velhas (MANEJO DO SOLO, 1993).

O método padrao para anélise de Mo e Co em tecido vegetal tem como
principio a andlise dos metais dissolvidos na solucao (extrato acido) (Gl-
NE-ROSIAS, 1998) por técnica de espectrometria de emissdo atémica
por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Durante a transicao dos
atomos do estado excitado para o estado fundamental, cada elemen-
to quimico emite um sinal de comprimento de onda definido. O sinal
obtido é captado por um detector, registrado e convertido em unidades
de concentracao. Porém, este método possui limitacées que envolvem
os Limites de Quantificacdo (LQ) e Deteccéao (LD), principalmente para
analitos encontrados em baixas concentracdes, como é o caso do Co e
Mo.

A adicao de padrao analitico é uma alternativa ao método convencional
muito empregada em anélises por espectrometria de absorcédo ou de
emissdo atémica. Consiste na adicdo de quantidades conhecidas do
padrao analitico (spiking) em diferentes concentracdes, seguida pela
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determinacao da concentracao do analito adicionado. Isso é possivel a
partir da equacao da reta, que tem seu eixo x com as concentracoes
das amostras e no eixo y tem-se a area quantificada dos espectros em
questdo. A adicao padrdo é especialmente apropriada quando a compo-
sicao da amostra é complexa e afeta o sinal analitico (HARRIS, 2005).

Este trabalho avaliou a eficiéncia analitica da técnica de adicado de
padrdo, quanto a capacidade de melhorar a deteccdo de Co e Mo via
ICP-OES em folhas de soja.

Material e Métodos

Selecdo das amostras

A variedade BRS 1010IPRO possui ciclo precoce, tipo de crescimen-

to indeterminado, excelente resisténcia ao acamamento e arquitetura
de planta favoravel ao manejo fitossanitario. Foram selecionadas 5
amostras com distintos tratamentos para folhas de soja coletadas nos
estadios V1 (unifoliolada) e R2 (3° trifélio, sem peciolo), de acordo com
a escala proposta por Fehr e Caviness (1977), com trés repeticoes a
campo cada (Tabela 1), num total de 15 amostras. Para fins estatisti-
cos, cada uma das amostras foi analisada em triplicata, totalizando 45
amostras de laboratério.

Digestao umida de tecido vegetal via micro-ondas

Foram utilizados 0,5 g de tecido vegetal, e o volume final foi aferido
para 15 mL (diluicdo de 30x). As amostras foram digeridas em For-

no de Micro-ondas Marca CEM, Modelo Mars Xpress, utilizando-se 6
mL de solugdo aquosa de acido nitrico (HNO,), e 2 mL de perdxido de
hidrogénio (H,0,) a 130 V. A partir de cada uma das 45 amostras ana-
lisadas, foram retiradas 4 aliquotas de extrato acido, que foram utiliza-
das para adicdao dos padroes de Co e Mo, nas concentracoes descritas
na Tabela 2, totalizando 180 leituras.
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Determinacdes analiticas

Como equipamento analitico foi utilizado o Espectrometro de emissao
atbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), marca Perki-
nElmer, modelo Optima 8300 (Dual View).

Tratamento estatistico

As intensidades de emissao atdémica obtidas a partir das leituras em
ICP-OES para as quatro concentracoes dos analitos (Tabela 2) foram
utilizadas para a determinacao do intercepto e da inclinacédo da reta,
para posterior célculo da concentracdo de Co e Mo. A determinacdo da
concentracao foi feita por extrapolacao (Figura 1). As médias de con-
centracdo foram dadas em mg/kg do elemento na amostra.

Outro teste estatistico utilizado foi proposto por Leite & Oliveira
(2002), para verificar se houve identidade entre os métodos. Este
procedimento é empregado para comparar duas varidveis dependentes
quantitativas, combinando trés testes: i) o teste F(H ) para verificar
simultaneamente se os estimadores do modelo de regresséo linear b, e
b1 sao iguais a O e 1, respectivamente; ii) o teste t para o erro médio

(terro médio

relacionado a acuracia e/ou precisao do método proposto em relacao ao

), que avalia se existe algum viés (bias) entre as variaveis e esta

método padrao; e iii) andlise do coeficiente de correlacao linear (ryiyj) em

comparacdo ao erro médio [(r, ) = |1-erro médio|]. Com base nessas

yivi
estatisticas, é proposta uma regra de decisao para o teste de hipdtese
de identidade entre dois grupos de dados quantitativos. Os métodos
sdo considerados idénticos quando os resultados para os trés testes
forem:

a) F(Ho) = ns; t =ns; [(r

erro médio

) = |1-erro médio|] = Sim
yiy)

b) F(Ho) = *; t

ns; [(r, ) = |1-erro médio|] = Sim

erro médio yiyj

Resultados e Discussao
As médias de concentracdo de Co e Mo para os métodos sem e com
adicdo de padrao estao sumarizadas na Tabela 3.
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No tratamento sem CoMo (controle, método padrdo) de amostras de
folhas unifolioladas, somente o Co foi detectado, e a sensibilidade da
técnica, tanto para método convencional quanto para adicao de padrao,
permaneceu praticamente inalterada, com aumento pouco pronunciado
no sinal analitico. A aplicacdo do CoMo no TS por si s6, ja possibilitou
a determinacao destes nutrientes nas amostras de folha unifoliolada,
sendo que, a técnica da adicao de padrdo nao trouxe ganhos neste
caso, pelo contrério, ja que os teores de Co e Mo foram inferiores aos
medidos de forma direta (padrao).

Para as amostras coletadas no estaddio R2, para o tratamento controle
(S/ CoMo) a adicdo de padrao ndo melhorou a sensibilidade e a conse-
quente deteccdo de sinal, visto que, somente na repeticdo 3 se obteve
concentracao de Co e Mo superiores ao Limite de Quantificacao do
equipamento. Nos tratamentos com aplicacdo de CoMo, seja no TS ou
via foliar, as médias de concentracao para Mo apresentaram discreto
aumento para o método de adicao de padrao, entretanto, o Co tam-
bém nao foi detectado com confiabilidade analitica, indicando que essa
técnica, melhoraria, parcialmente a determinacdao de CoMo, utilizando o
ICP-OES.

O método de adicdao de padrao é geralmente empregado em andlises
por espectrofotometria de absorcdo atémica ou de emissao, para va-
lidacdo de métodos ou para avaliar a especificidade e a sensibilidade.
Estes termos definem a capacidade do método de detectar o analito de
interesse em presenca de outros componentes (interferentes) na matriz
(BRITO et al., 2003). No presente trabalho este método foi utilizado
com o objetivo de aumentar a sensibilidade do sinal analitico, visando a
deteccdo de Co e Mo, cuja concentracdo pode ser calculada por extra-
polacéo (indireta).

O teste proposto por Leite & Oliveira (2002) (Figura 2) demonstrou
que houve identidade estatistica entre as concentracdes de Co e Mo
determinadas em ICP-OES pelo método convencional e com adicao de
padrao, indicando que esta técnica foi adequadamente aplicada. Em
ambos os casos, a identidade foi verificada pelo atendimento das pres-
suposicoes do teste t para o erro médio, que nao foi significativo.
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Conclusao

Houve identidade estatistica entre os métodos, portanto, a técnica foi
bem empregada. Entretanto, a adicdo de padrdao ndo permitiu detectar
Co e Mo em condi¢cbées que o método padrao ndo detectou, ou seja,
nao melhorou a capacidade de quantificacdo destes micronutrientes,
via ICP-OES.

Ainda assim, como se trata de um primeiro ajuste da técnica de adicao
de padrao, novos estudos deverao sem conduzidos procurando ajustar
os parametros do método, tais como, doses de Co e Mo adicionadas,
amplitude de curva de calibracao e diluicoes.
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Tabela 1. Descricdo das amostras

Amostra BR"s,;gm Tratamento R(iz::ff)o Repeticdo (Laboratoério)
R1 1,2,3
1 Controle’ R2 1,2,3
Folha R3 1,2,3
unifoliolada CoM R1 1,2,3
2 ke R2 1,2,3
R3 1,2,3
R1 1,2,3
3 Controle’ R2 1,2,3
R3 1,2,3
Coll R1 1,2,3
4 Trifolio (R2) 7% R2 1,2,3
R3 1,2,3
R1 1,2,3
5 CoMo TS? R2 1,2,3
R3 1,2,3

'sem CoMo; 2aplicacdo de CoMo no tratamento de semente; aplicacdo de CoMo foliar (estadio V3/
V4)

Tabela 2. Concentragdes utilizadas no método de adi¢éo de padréo para Co e Mo

Aliquotas Co (mg/L) Mo (mg/L)
1 0 (s/ adicao) O (s/ adicéo)
2 0,008 0,032
3 0,0125 0,05
4 0,025 0,1
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Tabela 3. Estatistica descritiva apresentando as concentracdes de Co e Mo nas

amostras analisadas

Co Mo
Amostra Repeticdo IE:::)CI':: Tratamento Média {mg/kg Média (mg/kg)
gico Sem Com Sem Com
Adicdo Adicao Adicdo Adicdo
R1 0,11 0,15 ND* ND
1 R2 V1 S/CoMo' 0,13 0,18 ND ND
R3 0,20 0,23 ND ND
R1 1,31 0,78 2451 7,20
2 R2 V1 CoMone 188 172 3749 21,06
R3 1,01 0,82 19,43 9,47
R1 ND ND ND ND
3 R2 R2 S/ CoMo ND ND ND ND
R3 ND 0,06 ND 1,66
R1 . ND 0,01 252 3,00
4 R2 R2 coMova 002 002 244 261
R3 ND ND 2,00 2,19
R1 ND ND 4,05 5,36
5 R2 R2 C°'¥'g ne ND 0,01 3,66 4,18
R3 ND ND 415 5,31

'Controle sem CoMo; 2CoMo no tratamento de semente (TS); 3tratamento CoMo via foliar; 4ND: ndo
detectado

Determinacdo por extrapolacdo

Concentragdo do analito na amostra

AN

Coneentragio do Analiio Adiclonado & Amosira

Figura 1: Gréfico do célculo da concentracédo do analito por extrapolacéo.
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Figura 2. Modelos de regressao linear ajustados para as concentracoes de Co e Mo testa-

dos no método convencional e as concentracdes na condicdo de adicao de padrao.
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