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RESUMO: A andlise foliar é essencial para detectar deficiéncia nutricional ou para
diagnosticar o ataque de pragas ou patdgenos, minimizando assim a perda de produtividade.
Entretanto, a analise em larga escala é inviavel devido ao custo elevado por anélise e a
geracdo de residuos quimicos, como ocorre com a espectroscopia de absorcdo atdbmica (AAS).
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da espectroscopia de emissdo de plasma
induzido por laser (LIBS) como uma alternativa rapida e sem gerar residuos para analise
elementar. Para minimizar os efeitos de matriz na analise com a LIBS, foi utilizado o modelo
calibration-free LIBS (CF-LIBS) com correcdes do método one-point calibration (OPC). O
primeiro se baseia na equacdo de Boltzmann para as emissdes e no equilibrio quimico das
espécies emissoras, atdmicas e da primeira ionizacdo, enquanto o segundo corrige as
intensidades das emissdes atomicas e ionicas. Neste trabalho, foram usadas 30 amostras de
folhas de sojas coletadas em campo e preparadas no laboratério. O modelo desenvolvido
permitiu a quantificacdo de macro (K, P, Ca, Mg) e micro (Zn e Mn) nutrientes com acurécia
superior a 90% e coeficiente de determinacdo maior do que 0.82 em relacdo a AAS. Os
resultados mostraram-se promissores, com analise rapida e menor custo quando comparadas
as técnicas tradicionais.
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USE OF CF-LIBS FOR THE QUANTIFICATION OF MACRO E
MICRONUTRIENTS IN SOYBEAN LEAVES

ABSTRACT: Foliar analysis is essential to detect nutrient deficiency or to diagnose pest or
pathogen attack, thus minimizing yield loss. However, large-scale analysis is unfeasible due
to the high cost per analysis and the generation of chemical residues, as it is the case of atomic
absorption spectroscopy (AAS). Thus, the objective of this work was to evaluate the use of
laser induced breakdown spectroscopy (LIBS) as a fast and waste-free alternative for
elemental analysis. To minimize matrix effects in LIBS analyses, the calibration-free LIBS
(CF-LIBS) model was used with corrections of the one-point calibration (OPC) method. The
former is based on the Boltzmann equation for emissions and the chemical equilibrium of the
emitting atomic and first ionization species, while the latter corrects for atomic and ionic
emission intensities. In this work, 30 soybean leaf samples collected in the field and prepared
in the laboratory were used. The model developed allowed the quantification of macro (K, P,
Ca, Mg) and micro (Zn and Mn) nutrients with accuracy higher than 90% and a determination



coefficient higher than 0.82 in relation to AAS. The results were promising, with fast analysis
and lower cost when compared to traditional techniques.
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INTRODUCAO: A anélise foliar é a técnica empregada para a avaliagdo nutricional das
culturas, sendo essencial para a identificacdo de caréncias nutricionais podendo promover
perdas significativas na produtividade da cultura. As técnicas mais usadas para anélise foliar
sdo: analisador elementar (CHN), espectroscopia de absor¢do atdbmica (AAS) e espectrometria
de emissdo Optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Apesar da sua importancia,
a analise foliar ainda € limitada pelo alto custo por analise e a geracdo de residuos quimicos.
A espectroscopia de emissdo de plasma induzido por laser (LIBS) (CREMERS;
RADZIEMSKI, 2013) é uma técnica com grande potencial para analise foliar, por ser rapida,
ndo gerar residuos e com pouco ou nenhum preparo da amostra. Esta possui um arranjo
experimental simples (Figura 1), composto por um ou dois lasers pulsados, espelhos, lentes,
gerador de atraso, fibras e espectrometro. Apds o disparo do laser, o pulso é focalizado na
superficie da amostra e gera um plasma (atomos, ions, elétrons e fotons em equilibrio térmico
com temperatura que pode passar de 50.000 K). Apo6s o disparo do laser (delay time), a
emissdo do fundo diminui, permitindo assim a deteccdo das emissdes atdbmicas e ibnicas
(ZOROQV et al, 2015) por meio de uma fibra acoplada a um espectrometro. O espectro LIBS
permite identificar e quantificar os elementos presentes na amostra. Com a intensidade das
emissdes sdo construidos modelos, desde curvas de calibracdo e modelos multivariados
(CREMERS; RADZIEMSKI, 2013) até calibration-free LIBS (CF-LIBS) (CIUCCI et al,
1999). Os primeiros assumem que a concentracdo dos elementos na amostra é proporcional a
intensidade das suas linhas de emissdo. CF-LIBS, por outro lado, se baseia na equacdo de
Boltzmann para as emissdes atdbmicas ou ibnicas, na temperatura e propor¢do de emissores no
plasma. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo para quantificacdo de macro (K,
P, Ca e Mg) e micronutrientes (Zn e Mn) em folhas de soja, usando CF-LIBS.

MATERIAL E METODOS: Trinta folhas de soja foram coletadas no campo e levadas para
o laboratério, onde foram limpas e secas em estufa com temperatura de 30°C durante 72
horas. Apds este processo, as amostras foram trituradas com o auxilio de nitrogénio liquido e
peneiradas a 32 mesh. Posteriormente foi adicionado 0,5% de diéxido de titanio (TiO2) como
padrdo interno nas amostras e para facilitar os calculos de temperatura e densidade de elétrons
do plasma. Para coleta dos espectros das amostras, foi utilizado o sistema DP-LIBS (Figura
1), composto por um Q-switched laser de Nd:YAG laser (Quantel, Ultra) operando em 1064
nm, 20 Hz de taxa de repeticdo, 50 mJ de energia de pulso, 8 ns de duracdo de pulso e
fluéncia de 510 Jem2; e um Q-switched laser de Nd:YAG laser (Quantel, Ultra) acoplado a
um gerador de segundo harmdnico operando em 532 nm, 180 mJ de energia de pulso maxima,
10 Hz de taxa de repeticdo, 4 ns de duragdo de pulso e fluéncia de 950 Jcm™2. O sistema DP-
LIBS possui ainda um espectrdmetro 400-Butterfly Aryelle com duas faixas espectrais de
175-330 e 280-760 nm com precisdo de 13-24 pm, acoplado com uma camera iCCD
(intensified charge-coupled device) com resolugdo de 1024 x 1024 pixels. Os espectros LIBS
foram processados usando o software R para remocéo de outliers, correcdo da linha de base e
calculo das areas das linhas de emissdo. Os parametros das linhas de emissdo foram obtidos a
partir da base de dados do NIST (KRAMIDA et al., 2018).
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Figura 1: Esquema do sistema DP-LIBS usado neste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO: Como o CF-LIBS é um modelo de quantificagdo baseado
nos parametros fisicos do plasma, como temperatura, densidade de elétrons e de emissores,
ndo foi necessario a construgdo de curvas de calibracdo. Para a correcdo do calculo de CF-
LIBS foi utilizado o OPC, que se baseia na calibracdo das intensidades das linhas de emissdo
dos elementos de interesse através de concentragdes obtidas por uma técnica de referéncia.
Assim, foi realizada a calibracao dos fatores de correcdo a partir de uma amostra de referéncia
do conjunto, para posterior aplicagdo nas demais amostras.
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Figura 2: Validac6es do CF-LIBS em relacdo a AAS para macro (a) e micro (b) nutrientes. As
barras de erro indicam a dispersao das predi¢es

A validacdo do CF-LIBS em relacdo a técnica AAS, é apresentada na Figura 2, para 0s macro
(@) e micro (b) nutrientes. Foi obtido uma acuracia > 90% e um coeficiente de determinacao >
0.82 para todos os elementos analisados, Tabela 1. A alta acurdcia na validacéo entre as duas
técnicas, demonstra a robustez do modelo proposto em quantificar diferentes nutrientes
pertinentes a cultura de soja. Os diferentes valores de r? e acuricia, sdo devidos a
sensibilidade de cada técnica e ao erro associado na medida, em especial ao AAS. Zinco, por
exemplo, esta na menor faixa de concentracdo, com isso, a sensibilidade da técnica provocara
uma variacdo na replicadas da medida, ocasionando um erro maior.



Tabela 1: Valores de acuracia e r? para os elementos analisados.

Elemento r Acurécia | Elemento r Acurécia
K 0.91 93 P 0.85 93
Mg 0.96 92 Zn 0.82 90
Ca 0.91 93 Mn 0.96 94

Apesar da técnica LIBS ser a anos estudado, poucos trabalhos foram realizados em folhas de
soja. O resultado deste trabalho, € um indicativo que a técnica LIBS possa ser uma alternativa
para analise foliar da soja, principalmente em larga escala, onde suas vantagens em relacdo as
técnicas tradicionais, se sobressaem. E com o uso do CF-LIBS, tem-se a vantagem de realizar
a quantificacdo de maneira independente, sem a necessidade de construcdo de curvas de
calibragdo. E a adi¢do de um padréo interno (TiO2), facilitou os célculos dos modelos e ndo
agrega no valor da medida, ja que é um reagente de baixo custo. Este resultado mostrou o
potencial da técnica LIBS em realizar a quantificagdo multi elementar em folhas de soja,
possibilitando uma analise foliar de baixo custo, rapida e sem gerar residuos quimicos como a
técnica AAS. Com poucas modificagdes, os resultados deste trabalho podem ser ampliados
para outros nutrientes e culturas.

CONCLUSOES:

A técnica CF-LIBS tem grande potencial para quantificacdo de macro e micronutrientes em
folhas de soja, pois apresentou uma acuracia superior a 90% e um coeficiente de determinacéo
maior do 0.82 em relacdo a técnica AAS. Assim, CF-LIBS tem potencial para aplicacdo em
larga escala e uso na agricultura de precisdo. Testes com outras culturas e outros elementos
sd0 necessarios para validar o modelo desenvolvido neste trabalho.
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