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RESUMO

A andlise foliar é uma ferramenta importante para o monitoramento de nutrientes na produgio de soja, pois
permite a detecgio de deficiéncias nutricionais, de contaminantes e de doencas. Devido ao alto custo das andlises,
ao longo tempo de processamento e a geracdo de residuos quimicos, técnicas quantitativas tradicionais, como
a espectrometria de absor¢io atémica (AAS), limitam monitoramentos em larga escala. Uma alternativa é a
espectroscopia de plasmainduzido por laser (LIBS), uma técnica espectroanalitica que oferece andlise multielementar
de maneira rdpida e com custo inferior & AAS, sem gerar residuos quimicos. O método € baseado no estudo da
emissdo 6ptica de plasmaresultante da interagdo de um pulso de laser de alta fluéncia com a amostra. Apesar das
vantagens, a técnica pode gerar resultados imprecisos devido aos efeitos de matriz. Neste trabalho, propomos o
uso do modelo calibration-free (CF-LIBS) corrigido pelo método one-point calibration (OPC) para quantificar
macro (Mg, Ca, K e P) e micronutrientes (Fe, Mn, B e Zn) em folhas de soja de vdrias cultivares e regides coletadas.
Embora os efeitos de matriz sejam evidentes na andlise dessas amostras, obtivemos uma acurdcia acima de 90%
e R* maior que 0,79 para os diferentes nutrientes em relagio a técnica AAS para 30 amostras de folhas de soja,
usando o procedimento proposto. Os resultados deste estudo indicam que a técnica LIBS e o método proposto
tem potencial para uso na agricultura de precisdo, por ser rdpida, de baixo custo e apresentar boa acurdcia. Com
poucas modificagdes nos modelos, os resultados deste trabalho podem ser expandidos para outras culturas e
outros elementos, permitindo assim uma andlise nutricional completa das folhas da cultura de interesse.
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ABSTRACT

Leaf analysisis a crucial tool for nutritional monitoring in soybean production due to its effectiveness in revealing
nutrient deficiencies, contaminants and diseases. Traditional quantitative techniques, such as atomic absorption
spectroscopy (AAS), are impractical for large-scale analysis due to their cost, lengthy processing time, and production
of chemical residues. An alternative to these techniques s laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS), a spectral
analytical technique that offers a fast, low-cost, multi-element analysis without generating chemical residues. The
technique is based on the study of the optical emission of plasma resulting from the interaction of a high fluence
laser pulse with the sample. Even with its advantages however, the technique can generate imprecise results due
to matrix effects. In this work, we propose the use of the calibration-free model (CF-LIBS) corrected with the one-
point calibration (OPC) method to quantify macro (Mg, Ca, K and P) and micronutrients (Fe, Mn, B and Zn) in
soybean leaves of various cultivars, collected from different regions. Although matrix effects were evident in the
analysis of these samples, we obtained an accuracy of over 90% and R* higher than 0.79 for the different nutrients
compared to the AAS technique for 30 soybean leaf samples using the proposed models. The findings of this study
indicate that the LIBS technique with the proposed models has potential for use in precision agriculture because
itis fast, low-cost, and accurate. With a few modifications, the models presented here can be expanded to other
crops and elements, thereby providing a complete leaf nutritional analysis for the crop of interest.
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1INTRODUCAO

Aavaliacdonutricional em folhas de soja é de grande
importincia para aidentificagio de deficiéncias nutri-
cionais, presenca de contaminantes e naidentificagio
de doencas em estagio assintomatico. Atualmente, as
técnicas utilizadas para realizar esta andlise sdo a es-
pectrometria de emissdo atdmica (AAS) e a espectro-
metria de emissdo dtica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES). Embora tenham boa acurécia e
precisio, estas técnicas demandam uma preparagio
de amostra que inclui digestdo dcida e homogenei-
zacdo por micro-ondas, além de possuirem um alto
custo de andlise.

Na agricultura de precisgo, é necessdria uma amos-
tragem em larga escala, para as quais as técnicas de
quantificacio atuais ndo sdo adequadas devido ao
alto custo de andlise, geracdo de residuos quimicos e
tempo de medida. Uma alternativa as técnicas tradi-
cionais de quantificaco é a técnica de espectroscopia
de emissio de plasma induzido por laser (do inglés
laser-induced breakdown spectroscopy — LIBS). A técnica
LIBS se baseia no estudo da emissdo gerada por um
plasma na superficie da amostra. Com esta técnica,
é possivel realizar andlises qualitativas e quantitati-
vas dos elementos da amostra, classificar doengas em
folhas de plantas e estimar paridmetros do solo, tais
como pH e textura (Villas-Boas et al., 2019). Os dife-
renciais da técnica sio: i) pouco preparo de amostra,
que permite realizar andlises diretamente na amos-
tra sem extragdes; ii) anélise rdpida e de baixo custo; e
iii) sem geracdo de residuos quimicos. Estas s3o van-
tagens que tornam a técnica promissora para andli-
ses em larga escala.

Apesar das vantagens, a técnica ainda nfo estd
bem estabelecida, principalmente para andlise de
folhas de plantas. Varia¢des nas propriedades qui-
micas e fisicas das amostras provocam flutuacdes
no sinal coletado, prejudicando os modelos analiti-
cos convencionais, como as curvas de calibra¢io, on-
de a concentracio do elemento € correlacionada com
o sinal coletado pela técnica LIBS. Assim, o objetivo
deste trabalho é desenvolver um protocolo de medi-
da com LIBS que possibilite quantificar, em folhas
de soja, macros e micronutrientes, incluindo: célcio
(Ca), magnésio (Mg), potdssio (K), fésforo (P), bo-
ro (B), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). Para
este estudo, utilizamos um sistema LIBS duplo pul-
so (DP-LIBS) e desenvolvemos modelos de quantifi-
cacdo livre de calibracdo (do inglés calibration-free —
CF-LIBS) (Ciucci et al., 1999), corrigido pelo método
de um ponto de calibracdo (do inglés one-point cali-
bration — OPC) (Borduchi et al., 2019).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelos quantitativos

Calibration-free (CF-LIBS) é um modelo quanti-
tativo que leva em consideragio os pardmetros fisi-
cos do plasma e das linhas de emiss3o. Ele se baseia
no equilibrio termodinimico local do plasma, assu-
mindo que espécies pesadas como elétrons, dtomos
eions podem ser descritos pela mesma temperatura.
Além disso, ele requer um nimero adequado de elé-
trons livres para permitir a troca de energia através
de colisbes de particulas e uma relagdo estequiomé-
trica entre a amostra e o plasma.

One-point calibration (OPC) é um modelo de corre-
¢do empirica aplicado ao CF-LIBS. Seu principal ob-
jetivo é calibrar as linhas de emiss3o, considerando
o equilibrio térmico, e corrigir problemas relaciona-
dos a alguns pardmetros daslinhas de emiss&o. Esses
problemas incluem o valor desconhecido da funcéo
do espectrdbmetro F(A) para converter valores de in-
tensidade arbitrdrios em W cm; aimprecisdo do co-
eficiente de emissdo espontinea de Einstein; autoa-
bsorg¢do e absor¢io de fétons por uma molécula no
caminho 6ptico até a fibra de coleta. Valores incorre-
tos desses pardmetros podem levar a cdlculos de tem-
peratura errdneos, afetando assim a quantificagio.
Diferentemente dos modelos tradicionais (Cremers;
Radziemski, 2013), em que é necessdrio um conjunto
de calibragio, o CF-LIBS com o método OPC requer
apenas uma amostra com concentrac¢io conhecida
dos elementos de interesse para calibrar os fatores
do OPC. A quantificacdo via CF-LIBS é realizada com
base na concentragio do padrio interno como refe-
réncia para as concentracdes dos outros elementos.
Mais detalhes podem ser encontrados no trabalho de
Borduchi et al. (2019).

3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos pelo modelo proposto fo-
ram avaliados através da acurécia, erro médio relati-
vo quadratico, RMSRE, e o coeficiente de determina-
¢do, R?, definido como:
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4 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS

Utilizamos 30 amostras de folhas de soja coletadas
em diferentes regides do Brasil e de diferentes cultiva-
res (Tabela 1). As amostras foram coletadas no campo
elevadas ao laboratdrio, onde foram limpas, secas em
estufa a 36 °C durante 72h, trituradas com auxilio de
nitrogénio liquido, almofariz e pistilo e peneiradas a
35 mesh (malha de 0,5 mm). Para facilitar os cédlculos
do OPC, foi adicionado 0,5wt% de didéxido de titanio.
A mistura foi homogeneizada e prensada, resultando
em uma pastilha de 300 mg e 12,5 mm de didmetro. O
processo de preparo da amostra éilustradona Figura 1.

5 PROCEDIMENTO DE ANALISE AAS

A espectrometria de absor¢io atdmica (AAS) foi
utilizada como técnica-padrio para quantificar os
niveis os nutrientes nas amostras. Para conduzir as
andlises de AAS, as amostras secas em estufa a 36 °C
durante 72h, trituradas com auxilio de nitrogénio li-
quido, almofariz e pistilo e peneiradas a 35 mesh (ma-
lha de 0,5 mm), posteriormente, foram submetidas &
digestdo com dcido nitrico (HNO,) por um periodo de
4 horas, usando um bloco digestor a 140 °C, seguido
de oxidagdo com perdxido de hidrogénio (H,0,) por
mais 4 horas a140 °C no mesmo bloco digestor. Apds

Tabela 1. Caracteristicas das amostras de cada conjunto.

oresfriamento, as solucGes digeridas foram filtradas,
diluidas com dgua Milli-Q e armazenadas em tubos
selados. Os teores nutricionais foram determinados
usando um AAS Perkin Elmer PinAAcle™ 900 T, que
operava no modo de absor¢do de chama. O softwa-
re do equipamento foi usado para realizar automa-
ticamente todos os tratamentos de dados necessé-
rios, como corre¢do de fundo e média de trés réplicas.

6 PROCEDIMENTO DE ANALISE LIBS

Para as medidas LIBS, foi utilizado o sistema DP-
LIBS, composto por um laser Q-switched de Nd:YAG
operando em 1064 nm (infravermelho), 50 m] de
energia de pulso, 8 ns de duracdo de pulso e fluéncia
de 510 ] cm™; e um laser Q-switched de Nd:YAG aco-
plado a um gerador de segundo harmoénico operan-
do em 532 nm (verde), 60 m] de energia de pulso, 4 ns
de duracdo de pulso e fluéncia de 950 J cm™. O siste-
ma DP-LIBS possui ainda um espectrémetro Aryelle
com faixa espectral de 175-760 nm com precisio de
13-24 pm, acoplado com uma cdmera iCCD com re-
solugdo de 1024 x 1024 pixels. Os espectros LIBS fo-
ram processados usando o software R para remocio
de outliers, corre¢do dalinha de base e cdlculo das dre-
asdaslinhas de emissdo. Os pardmetros daslinhas de
emissdo foram obtidos a partir da base de dados do
National Institute of Standards and Technology (NIST)
(Kramida et al., 2018). O processo completo de me-
dida LIBS e processamento de dados pode ser visua-
lizado na Figura 2.

Conjunto N° Amostras Cultivar Localizagéo (Brasil)
1 01-09 D7712244 Severinia - SP
2 10-18 TMG1182RR Balsas - MA
3 19 -20 PO8Y70 Mata Verde - MG
4 21-25 M9144RR Paragominas - PA
S 26 - 30 ST820RR Sao Carlos - SP

Figura 1. Processo de preparo da amostra para a técnica LIBS, desde a coleta das amostras no campo até o seu preparo no laboratério

com almofariz e pistilo, resultando em uma pastilha.
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Figura 2. Fluxograma mostrando: i) medida LIBS, ii) tratamento dos espectros, iii) corre¢do da linha de base e calculo das areas das
emissdes dos elementos, iv) calibragdo pelo OPC, v) célculo dos pardmetros do plasma, vi) quantificagdo dos elementos interesse.
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Figura 3. Comparagéo da concentragdo de nutrientes em folhas de soja predita pelo método CF-LIBS com a técnica de AAS, para os: a)

macros e b) micronutrientes.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, propomos o uso do sistema DP-
LIBS com o modelo CF-LIBS corrigido pelo método
OPC para quantificar macros (Mg, Ca, K e P) e micro-
nutrientes (Zn, B, Mn e Fe) em 30 amostras de folhas
de soja coletadas em diferentes regides do Brasil e de
diferentes cultivares. Através do procedimento pro-
posto, foi possivel quantificar todos os nutrientes uti-
lizando apenas uma amostra com concentragio co-
nhecida para calibrar o método OPC.

Utilizando o modelo CF-LIBS com o método de cor-
re¢do OPC, foirealizada a quantificagdo dos nutrien-
tes evalidados com os valores da técnica de referéncia
AAS (Figura 3). A acurdcia (equagio 1) do modelo pro-
posto foi acima de 90%, com R* maior que 0,79 para
a quantifica¢io de oito nutrientes importantes para

a cultura de soja (Tabela 2). O erro médio relativo ao
quadratico de predi¢io do modelo foi menor que 9,4%,
que é equivalente ao da técnica AAS. Estes resultados
indicam que LIBS apresenta precisio e acurdcia simi-
lar 4 da técnica de AAS, mas com custo de andlise in-
ferior e a vantagem de nio gerar residuos quimicos.
A comparagio do modelo CF-LIBS com o método de
correcdo OPC, em relacdo aos modelos de calibracio
convencionais utilizados em LIBS com curvas de cali-
bragéo, pode ser encontrada em Borduchi etal. (2022).

Apesar de a soja ser uma cultura anual, ao realizar
a quantificacdo foliar € possivel estabelecer o melhor
manejo para a proxima safra, corrigindo possiveis pro-
blemas de déficits nutricionais, infesta¢des e toxidade
do solo, que podem acarretar perdas na produtivida-
de. Além disso, com pequenas modificacdes, os resul-
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Tabela 2. Acurécia e coeficiente de determinagao (R?) para 0os macros e micronutrientes.

Macronutrientes

Micronutrientes

Elemento Acuréacia (%) RMSRE (%) R2 Elemento Acuréacia (%) RMSRE (%) R2
Ca 92 8,8 0,89 Fe 90 9,4 0,79
Mg 91 9,1 0,96 B 92 9,1 0,90

K 90 9,3 0,82 Mn 92 8,5 0,98
P 91 8,1 0,98 zn 93 9,4 0,89

tados deste trabalho podem ser estendidos para outros
elementos e para culturas perenes, em que € necessa-
ria uma avalia¢do nutricional frequente para garantir
uma boa colheita e qualidade do produto cultivado.
Considerando os pontos citados acima, a técnica LIBS
possui grande potencial pararealizar analises nutricio-
nais em larga escala de folhas de plantas e permitir as-
sim a adogdo de préticas da agricultura de precisdo. A
técnica possibilita ainda a andlise nutricional de gran-
des dreas e a construcdo de mapas de déficits nutricio-
nais, infesta¢io e toxidade, garantindo um manejo ade-
quado e individualizado para cada parte da lavoura.

8 CONCLUSOES

Este trabalho demonstra o potencial da técnica LIBS
pararealizar quantificacdo de nutrientes em folhas de
soja. Foram obtidos uma acurécia acima de 90%, RMSRE
maior que 9,4%, e R maior que 0,79 para os valores pre-
ditos de concentragio dos nutrientes em relagio a téc-
nica AAS. Com poucas modificag¢3es, os resultados des-
te trabalho podem ser expandidos para outras culturas
eoutros elementos, permitindo assim uma anélise nu-
tricional completa das folhas da cultura de interesse.
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