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Resumo: LIBS é uma técnica espectro analitica que permite identificar varios elementos em uma tinica medida. A
sua importancia para o agronegocio esta na possibilidade de efetuar analise elementar em qualquer parte da planta,
raiz, fruto, folha in natura ou em pastilhas, sem ou com pouco preparo de amostra, o que reduz custo e tempo de
analise. A técnica tem ainda um alto potencial de compactacdo, o que permite a aplicagao in situ. Nesse trabalho,
a técnica LIBS foi aplicada em pastilhas preparadas com folhas de soja saudaveis e com sintoma de Soja Louca
II (SL-II) para avaliar quais elementos variam em relacdo ao estado da planta, e aliada a métodos de estatistica
multivariada, foi possivel diferenciar o estado nutricional entre os dois tipos de folhas de soja além de ajudar
fitopatologistas a entender os mecanismos de atuagdo da anomalia.
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NUTRITIONAL DISTINCTION SOYBEAN LEAVES WITH AND WHITHOUT SYMPTOMS OF GREEN
STEM DESORDER USING LASER-INDUCED BREAKDOWN SPECTROSCOPY

Abstract: LIBS is an analytical spectroscopy technique that allows the identification of several elements in a single
measurement. Its importance for agribusiness is the possibility to perform the elemental analysis in any part of
the plant, root, fruit, fresh leaves or in pellets, without or with little sample preparation, minimizing cost and time
of analysis. Furthermore, the technique has a high potential to be portable, which enables the in situ application.
In this work, the LIBS technique was applied to pellets prepared with soybean leaves from symptomatic and
nonsymptomatic green stem disorder plants which element vary in relation to the plant state. In this work, the LIBS
technique, together with multivariate statistical methods enabled identifying the soybean leaf status beside it can
help plant pathologists to understand the mechanisms in which the disorder acts.
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1. Introducao

O agronegocio brasileiro é responsavel por 33% do Produto Interno Bruto (PIB). O pais ¢ um grande
produtor e exportador do complexo de soja (grao, farelo e 6leo) (MAPA, 2014). Para aumentar a produtividade e
reduzir desperdicios € necessario desenvolver equipamentos e sensores capazes de tornar o processo de producdo
no campo mais eficiente, sustentavel e que leve em conta a variabilidade espacial da propriedade agricola.

Nesse trabalho enfatizaremos a aplicagao da técnica LIBS para avaliar o seu potencial na diferenciag@o
entre amostras de folhas de soja com sintomas de Soja Louca II (SL-IT) e folhas de soja sadia por meio de sua
analise nutricional. A SL-II ¢ um problema de causa desconhecida e que pode levar a perdas de 40% na produgao.
Ela esta mais concentrada nas regides mais quentes do Brasil como Mato Grosso, Tocantins e Goids, mas ja esta
se espalhando para as regides mais temperadas no sul. O LIBS tem a vantagem de nio necessitar de preparo de
amostra, ou exige muito pouco preparo de amostra (RANULFI, 2014; SANTOS Jr., 2012), de modo que € possivel
obter analises em tempo real e sem ocorréncia de contaminagdes secundarias, diferente do que ocorre com outras
técnicas de referéncia comumente utilizadas para andlise elementar, como ICP-OES e ICP-MS, que exigem um
laborioso preparo de amostra na forma liquida por meio da digestao acida (YAO et a/, 2010). Além disso, o LIBS
permite a deteccdo de todos os elementos da tabela periddica com uma quantidade muito pequena de material, em
torno de 20 ug de material analisado.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Preparacdo das amostras

As amostras de folhas de soja sao provenientes da regido de Pedro Afonso no Tocantins. Dois conjuntos
de amostras foram avaliados: amostras sadias e amostras de folhas de soja com sintomas de SL-II. Todas as folhas
foram limpas com algodao umedecido em agua destilada e secas. Apos o processo de limpeza, as folhas foram
trituradas manualmente e colocadas em uma estufa a 60°C durante 36 horas. Uma vez seca, elas passaram por
um processo de moagem criogénica manual. Por fim, 3g de folhas moidas foram introduzidas em um pastilhador
e prensadas a alta pressdo. Foram confeccionadas 19 pastilhas com amostras de folhas sadias e 19 pastilhas de
amostras de folhas com sintoma de SL-II. Foram obtidos 20 espectros por pastilha, 10 tiros em cada face, de modo
a minimizar problemas com relagdo a heterogeneidade da amostra, ja que a quantidade de material analisado pela
técnica ¢ baixa e provém de uma regido muito pequena da mesma.

2.2. Instrumentagio LIBS

O modelo do equipamento utilizado foi um LIBS2500, da empresa Ocean Optics, composto por um
Q-switched laser de Nd:YAG com pulsos de 8 ns, com comprimento de onda de emissdo de 1064 nm e energia ma-
xima em torno de 50 mJ. O sistema de detecg¢do ¢ composto por um conjunto de sete mini-espectrometros de alta
resolucdo (0,1 nm), que abrange a faixa espectral que vai do ultra-violeta profundo, 189nm, até o infravermelho
médio, 966 nm. Por fim, um detector tipo CCD faz o registro de cada uma das linhas espectrais. Todas as medidas
efetuadas com o nosso sistema LIBS foram realizadas em atmosfera ambiente.

2.3. Tratamento dos dados: Identificacdo dos picos

Foi feita a identificag@o dos picos tipicos encontrados nas amostras de folhas de soja através da base de
dados do NIST. Devido ao grande niimero de possibilidades de classificacdo dos picos, a analise se concentrou nos
macronutrientes: N, P, K, Ca, Mg, e micronutrientes: Fe, Si, Mn e Zn. Para a identificagdo das linhas espectrais,
os espectros foram normalizados pela area de cada um dos sete espectrometros. Em seguida, a média por amostra
foi calculada, uma vez que para cada pastilha foram obtidos 20 espectros. Para comparar as amostras e verificar a
existéncia de diferengas estatisticas significativas entre as médias dos dois grupos de dados utilizou-se o teste de
hipétese bilateral, Teste-t, com nivel de significancia de 5%, ponto a ponto do espectro. Em seguida, calculou-se
a area embaixo de cada curva nas regides que apresentaram diferengas estatisticas significativas a partir de um
perfil Lorentziano. Os valores de areas foram avaliados através da analise de componentes principais (PCA) para
verificar se ¢ possivel separa-los por meio de suas similaridades e diferengas. Todos esses processamentos foram
realizados por meio de rotinas no software Matlab 2012.

3. Resultados e Discussdo
A Figura 1 exemplifica o espectro LIBS tipico da primeira regido espectral obtido a partir de pastilhas

preparadas com folhas de soja com SL-II e sadias. Para ambas as amostras de folhas, os elementos identificados
nessa regido foram C I, Mg II, Mg I, Fe [, ZnIe Sil.
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Figura 1. Espectro LIBS da primeira regido espectral e alguns dos nutrientes identificados dentro desse
intervalo. Em verde observa-se o resultado do p-valor < 0,05 obtido com o Teste-t.
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Similarmente aos resultados da Figura 1, também foram identificados os elementos Ca, N, H, O, Na, Ti,
K e Rb nas outras janelas espectrais. Uma vez que as intensidades das linhas registradas no espectro podem ser
associadas a concentragdo desses elementos na amostra, observaram-se diferentes concentragdes desses elementos
entre pastilhas de folhas de soja sadias ¢ as pastilhas de folhas com sintoma de SL-II. A Figura 2 ilustra as areas dos
picos de K I e Mg II. Observa-se que a concentragdo de K I ¢ maior nas amostras de folhas com SL-II do que nas
pastilhas preparadas com folhas Sadias de soja. No caso da analise das areas do elemento Mg II, ela é maior para
as amostras de folhas sadias do que para as pastilhas preparadas com amostras de folhas com SL-II.
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Figura 2. Area calculada através do perfil Lorentziano dos picos de K I ¢ Mg II identificados nos espectros
de folhas de soja sadia e com SL-II. Observa-se que a concentragdo de Mg II reduz-se na presenga dos sintomas
de SL-II e que a concentracdo de K I aumenta na folha com sintoma de SL-II.

Para o caso de elementos como Fe I, Ca I, Mg I e Si | também observou-se uma concentragdo maior nas
pastilhas preparadas com folhas Sadias. Outros elementos como Na [ e Zn I apresentaram concentragdo maior nas
pastilhas preparadas com amostras de folhas SL-II. Dessa forma, apos a aplicagdo do Teste-t e a determinagdo
dos intervalos espectrais cuja média apresentou maiores diferencas estatisticas aplicou-se a analise de PCA como
mostra a Figura 3, e foi possivel diferencid-las através do padrao espectral tipico.
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Figura 3. Analise dos componentes principais, PCA, dos dois tipos de amostras analisadas. E possivel
observar o reconhecimento de um padrao espectral especifico de cada uma delas.

Por fim, foi construido um classificador induzido via regressao por minimos quadrados parciais (PLSR)
e avaliado por validagdo cruzada. Os resultados da classificagdo estdo na matriz de confusdo da Tabela 1. Nessa
matriz, cada uma das linhas representa um tipo de amostra que esta sendo classificada e a coluna representa como
ela foi classificada. Através dos resultados da diagonal principal da matriz confusao, o acerto do classificador foi
de 85%, mostrando o grande potencial da técnica em diferenciar a sanidade das folhas através do padrdo espectral.

Tabela 1. Matriz de confusdo obtida com o classificador induzido via PLSR. O acerto do classificador foi

de 85%.
Sadia SL-II
85% 15% Sadia
15% 85% SL-1T
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4. Conclusoes

A utilizagdo da técnica espectroscopica LIBS mostrou grande potencial na investigacdo da composicao
elementar das folhas e sua associagdo com a sanidade da planta. Foi possivel encontrar um padrio tipico de varia-
¢do elementar caracteristico de cada um dos grupos de folhas de soja analisadas através da analise de componentes
principais. Com este estudo ¢ possivel inferir o grande potencial da técnica como uma forma alternativa de diag-
noéstico. Por ser uma técnica robusta e pouco complexa no que diz respeito a instrumentagio, € possivel o desenvol-
vimento de equipamentos portateis LIBS para analises em campo. Dessa forma ¢é possivel obter resultados rapidos
e em grande escala no campo, sem a necessidade de arduo e demorado preparo de amostras, e sem a produgdo de
residuos quimicos, contribuindo para praticas sustentaveis na agricultura e facilitando o produtor no manejo diario
e na tomada de decis@o mais rapida.
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