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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar método Kjehdahl e elementar e o
potencial no NIR (Espectroscopia no Infravermelho Préximo) na quantificacdo do
teor de nitrogénio total em solos do estado do Acre. Foram utilizadas 176 amostras
representativas de solos do Estado. Quando comparadas as médias de nitrogénio
pelos métodos Kjehdahl e elementar ndo houve diferenca estatisticas e ambos os
métodos apresentaram indice de reprodutividade abaixo de 5%. Aplicando o método
dos minimos quadrados parciais (PLS) na Calibracdo e validacdo do modelo para
avaliacdo do potencial da técnica NIR usando o método elementar como referéncia,
obteve-se o erro padrao de calibragdo de 0,28 g kg-1 e coeficiente de determinacdo
de 84,00% e na validacdo do modelo o erro padréo de validacéo foi de 0,35 0 g kg-1
e o coeficiente de determinagéo de 77,00%, o que significa que o NIR apresenta
potencial para ser usado na quantificacdo do teor de nitrogénio total em amostras de
solos do Estado do Acre em substituicdo a técnica de analise elementar.

Palavras-Chave: Nitrogénio total, Kjehdahl, CHN, Espectroscopia NIR,

calibragdo multivariada.



ABSTRACT

This study objective was to evaluate Kjehdahl method and elementary and
potential in the NIR (Near Infrared Spectroscopy) in the quantification of the total
nitrogen content in the state of Acre soils. Used were 176 representative samples of
state land. When comparing the mean of nitrogen by the Kjehdahl method and
elemental no difference stats and both methods submitted reproductive rates below
5%. Applying the method of partial least squares (PLS) calibration and validation of
the model for evaluation of potential NIR technique using the basic method as
reference, gave the standard error of calibration of 0.28 g kg-1 and coefficient of
determination of 84.00% and validation of the standard validation error model was
0.35 g kg-1 0 and the coefficient of determination of 77.00%, which means that the
RIN has potential to be used in the quantification of total nitrogen content in the State
of Acre soil samples in replacing the elementary analysis technique.

Key-words: Total Nitrogen, Kjehdahl, CNH, NIR spectroscopy, multivariate

calibration.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Numero de amostras por classes de teores de nitrogénio quantificados
em 176 amostras representativas do Estado do Acre pelos métodos elementar e
KIENAANI ... . 29
Figura 2. Correlacéo entre os métodos elementar e Kjehdahl na quantificacdo de
teor de nitrogénio do solo de 176 amostras representativas do Estado do Acre ..30
Figura 3A. Espectros das 176 amostras de diferentes perfis de solos coletados no
estado do Acre, sendo 0 A 0 espectro original das amostras .........cccccevveeveeeeeeennn. 31
Figura 3B. Espectros das 176 amostras de diferentes perfis de solos coletados no
estado do Acre, sendo o B referente aos eSPECHrOS .........coeevvvvvvviviiiiiiiieeieeeeeeeeenn, 32
Figura 4A: Espectros originais com as amostras outliers (4A), e 0s espectros
apos pré-tratados sem amostras outliers (AB).......ccvevvvieiiiiiiiiieeee e 33
Figura 4B Espectros originais com as amostras outliers (4A), e 0s espectros apds
pré-tratados sem amostras oUtliers (AB)..........cuuuueiiiiiiiiiiiee e 33
Figura 5: Teores de Nitrogénio em amostras do Estado do Acre pelo método
elementar e os teores preditos gerados a partir da técnica NIR. A: Calibracdo do

modelo, B: Validagao do MOdel0...........cccoiiiiiiiiiii e .35



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Valores médios, minimos, maximos, desvio padrdo e coeficiente da
variacdo dos teores de nitrogénio avaliado pelos métodos Kjehdahl e
(<11 a1 o] = T PR 28



Xii

SUMARIO

RESUMO VIII
ABSTRACT IX
LISTA DE FIGUR A S - m oo e e oo o e e e e e e X
LISTA DE TABELAS - e e e e e e Xl
INTRODUCAO 14
OBJETIVOS 17
Objetivo geral 17

Objetivos especificos 17
REVISAO DE LITERATURA somemmmm e oo i i i i i e 18
Nitrogénio no solo 18
Ciclo do nitrogénio 19
Importancia do Nitrogénio 20
Métodos empregados na determinacéo do Nitrogénio do Solo 21

Método Kjehdahl 21

Andlise Elementar (AE) ou método de Dumas 22

Espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIR) 23
MATERIAL E METODOS ----nnmmmmmmmmm e e 25
Amostras usadas no estudo 25
Analise do teor de N pelo método de Kjehdahl 25
Equipamentos e Reagentes 26

Preparo das solucfes 26
Obtencédo N por espectroscopia do infravermelho préoximo (NIR) 27

Analise dos dados 27

Construcéo do modelo de Calibragéo e validacéo 27
RESULTADOS E DISCUSSAO --29
Teores de nitrogénio pelos métodos convencionais 29
Calibracéo e validacdo do modelo para avaliacdo do potencial de técnica NIR ----------=--=---=-—- 32

CONCLUSOES




Xiii

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 39




14

INTRODUCAO

O nitrogénio (N) compde 75% da atmosfera, além de ser um dos elementos
mais abundantes na Terra. E um elemento importante em sistemas naturais, pois
regula a aquisicdo de carbono e a composicdo dos compostos organicos, como
aminoacidos, acidos nucléicos nas comunidades vegetais e animais e a clorofila nas
comunidades vegetais (AMTMANN e BLATT, 2008).

E um elemento movel na natureza, podendo ser encontrado em vérias formas
organicas e inorganicas, estando presente na maioria dos ambientes terrestres
(BISSANI et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a preocupacdo com a poluicdo do meio ambiente,
decorrente do uso excessivo de fertilizantes nitrogenados minerais, resultando em
impactos negativos nos corpos d’agua pelo nitrato e na atmosfera pelo 6xido nitroso,
aliando ao elevado custo do nitrogénio mineral, tem motivado pequenos e grandes
agricultores a busca de sistemas de manejo que aumentem a eficiéncia da
adubacdo com maior aproveitamento do nitrogénio em diferentes culturas (AMADO
et al., 2002).

A melhoria da capacidade do solo em estocar o nitrogénio em formas
organicas tem sido uma das alternativas para reducdo de sua poluicao
(MARTINELLI, 2007), demandando, entretanto, maior capacidade operacional dos
laboratorios de rotina para determinacao deste elemento no solo.

Diversas técnicas de analise quimicas sao utilizadas para avaliar o teor de N
presente no solo. O meétodo Kjehdahl é o mais utilizado em rotinas laboratoriais por
ser uma técnica relativamente simples, requerendo equipamentos de menor
investimento e baixo custo de manutencdo, além de proporcionar adequadas

precisdo, exatiddo e reprodutibilidade. Como desvantagem, produz grande
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guantidade de residuos quimicos no processo analitico, requerendo tratamento
adicionais para mitigar os impactos ambientais negativos (SCHUMACHER, 2002).

Outra alternativa para a determinacdo do nitrogénio consiste ho método de
analise elementar (AE). Esse baseia-se na combustdo completa da amostra, por via
seca, na presenca em excesso de oxigénio, produzindo os gases CO,, H,O, NOy e
SO, 0s quais sdo entdo quantificados para determinar as quantidades dos
elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre na amostra (C, H, N, S)
(REZENDE, 2011). Estudos comprovam que a AE quando comparado a outras
metodologias analiticas, apresenta maior exatiddo e repetitividade com baixos
valores de desvio padrao (GATTO et al., 2009).

Nelson & Sommers (1996) avaliam esse método como bom pela precisdo e
exatiddo dos resultados, além de ser o Unico que tem a competéncia de quantificar
outros elementos como nitrogénio, hidrogénio e enxofre de forma simultdnea com o
carbono (CHATTERJEE et al., 2009). Mesmo apresentando alto custo inicial na
aquisicdo do equipamento, este método possibilita que um maior nimero de amostra
seja analisado em menor tempo, comparado a métodos analiticos convencionais.

Embora seja mais rapida que o método de Kjehdahl, a anélise elementar
apresenta como desvantagem necessidade de moagem extremamente fina das
amostras, e a utilizacdo de pequenas quantidades do analito (em torno de um
décimo de grama), o que pode comprometer a representatividade da amostra
(CHATTERJEE et al., 2009).

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.
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Uma alternativa consiste na analise por espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR - Near infrared spectroscopy), com potencial para uso da determinagéo
de N em amostras de solos.

A técnica NIR possibilita a determinacdo de diversos compostos quimicos
simultaneamente, sem a geracdo de residuos e com o tempo da analise
relativamente reduzido, além de ndo destruir a amostra. Tornando-se uma técnica
rapida, de boa precisdo nos resultados, de baixo custo operacional, além de ser livre
de residuos indesejaveis por ndo usar reagentes quimicos (NETO, et al., 2012).

Nesse sentido, a espectroscopia por infravermelho préximo (NIR) tem sido
considerada como alternativa complementar ou substituta aos métodos analiticos
convencionais (FERNANDES et al., 2010). Fluentes et al. (2012) em estudos com
solos do México concluiram que as técnicas NIR podem ser usadas em substituicao
as técnicas convencionais com confiabilidade para determinar teores de carbono e
nitrogénio com R? de 0,98 e 0,85 respectivamente. Resultados semelhantes foram
obtidos para solos do cerrado brasileiro que obtiveram coeficiente de regressao de
0,87 para a determinacdo do carbono no solo (SATO, 2013).

Assim, o objetivo desse trabalho foi comparar dois métodos convencionais
com o método NIR na quantificacdo do teor de nitrogénio em solos do Estado do

Acre.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a viabilidade de diferentes métodos analiticos para a quantificacdo do

teor de nitrogénio em solos do Estado do Acre.

Objetivos especificos

Avaliar comparativamente o método da Analises Elementar o método
Kjehdahl na determinacédo do teor de nitrogénio nos Solos do Estado do Acre.

Avaliar a efetividade do método NIR (Espectroscopia no Infravermelho
Proximo) em relacdo ao método da Analise Elementar, para a quantificacdo do teor

de nitrogénio em solos do Estado do Acre.
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REVISAO DE LITERATURA

Nitrogénio no solo

O nitrogénio (N) encontra-se presente nas rochas, solos e sedimentos em
diferentes formas quimicas: NHs, NH;*, NO, ou N ligado quimicamente a moléculas
orgéanicas ou inorganicas.

Os ions NH4" nos solos e sedimentos podem estar fracamente concentrados
na superficie das argilas (NHs'wocave) OU fixos nos espagos interlamelares dos
minerais argilosos (NHatsixadoo). AS formas quimicas predominantes também
dependem da concentracdo do nitrogénio total (Nwta), da atividade bacteriana e das
condicbes redox e pH da fase aquosa associada. A quantidade de amoénio fixo
depende da disponibilidade do fon NH4" durante a formac&o dos minerais argilosos e
da capacidade de fixacdo desses minerais (CHAGAS, 2007; CORDEIRO, 2004,
SODEK, 2004; LEHNINGER et al., 2000).

Na agricultura o N é um dos nutrientes mais limitantes a producdo das
culturas, entretanto, devido as multiplas reacfes a que esta sujeito, mediadas por
diferentes microrganismos e afetadas por fatores climaticos de dificil mensuracao, a
quantificacdo da disponibilidade deste nutriente pelo solo tem sido pouco utilizada na
recomendacao de adubacao nitrogenada para as culturas.

No estado do Acre as ordens de solo com maior abrangéncia territorial séo
Argissolos, Luvissolos e Cambissolos, apresentando, entretanto, diferencas na
mineralogia quando comparadas aos solos de mesma ordem de outras regidoes

tropicais ou mesmo da Amazoénia, devido a ocorréncia de argilominerais do tipo 2:1 e

2:2 nestes solos. Entre essas caracteristicas destacam-se elevados teores de Ca®' e
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I**. bem como maior

Mg**, quase sempre em associacdo com altos teores de A
relacéo silte/argila (ANJOS et al., 2010).
Espera-se também que essas diferencas mineraldégicas possam afetar a

dindmica do nitrogénio no solo, especialmente quanto a presenca das formas

amoniacais e nitricas (ARAUJO et al. 2005).
Ciclo do nitrogénio

Assim como o oxigénio (O), agua (H,0), carbono (C) e fésforo (P), a dindmica
do nitrogénio na natureza pode ser compreendida através dos ciclos
biogeoquimicos, que sdo processos de reciclagem naturais de varios elementos em
diferentes formas quimicas do meio fisico para os organismos (RAVEN, 2001).

O ciclo do nitrogénio (N) € um dos mais importantes e complexos ciclos
biogeoquimicos. Este ciclo descreve um processo dinamico de intercambio entre
esse elemento e 0s muitos compartimentos dos ecossistemas naturais e
antropogénicos (CHAGAS, 2007; CORDEIRO, 2004; SODEK, 2004; LEHNINGER et
al., 2000).

Neste ciclo, as plantas, terminando seu ciclo de vida sdo decompostas por
organismos do solo, liberando o N organico presente nos seus tecidos vegetais,
transformando-o em forma inorganica (NH4), o qual pode ser transformado em
nitrato (NO3’), através do processo de nitrificacdo (MARTINELLI, 2007). O nitrato,
por ser soluvel no ambiente, pode ser lixiviado do solo, ou na auséncia de oxigénio
pode ser desnitrificado, voltando assim, para a atmosfera (WADT et al., 2005). Se
tornando um processo vital para a vida do planeta, pois o mesmo disponibiliza
anualmente uma quantidade apreciavel de N que antes se encontrava indisponivel
na atmosfera. Assim, o ciclo do N se rejuvenesce constantemente (MOREIRA,

SIQUEIRA, 2001).



20

Isto ocorre porque no ciclo biogeoquimico do N, predominam reacdes de
oxirreducdo, intermediada por microrganismos, para adquirirem energia advinda das
mudancas dos estados de oxirreducédo do N. (MARTINELLI, 2007). Neste processo,
0S materiais organicos ficam sujeitos a decomposicdo por microrganismos, que

liberam NH," e depois é oxidado a forma de NO3.

Importancia do Nitrogénio

O N é um dos nutrientes responsavel pelo crescimento das plantas,
promovendo a producéo de novas células e tecidos, a formacédo de clorofila, o que o
torna um dos elementos essencial para adubacao das plantas, influenciando néo sé
na sua produtividade, mais também na qualidade do seu produto (FERREIRA et al.,
2001).

Por isto, o N é considerado desde os primordios da agricultura moderna um
dos nutrientes mais limitantes a producéo das culturas. Por outro lado, em algumas
regides do planeta, seu uso excessivo também gera preocupacdo devido seu
potencial poluidor, resultante do manejo inadequado dos fertilizantes nitrogenados,
especialmente pela contaminacdo dos recursos hidricos por nitrato e da atmosfera
por 6xido nitroso. Isto tem motivado pequenos e grandes agricultores a busca de
sistemas de manejo que aumentem a eficiéncia da adubacdo com maior
aproveitamento do N em diferentes culturas (AMADO et al., 2002).

Além dos aspectos agrondémicos, também nos sistemas naturais sua
disponibilidade condiciona e regula a aquisicdo de carbono e a composi¢cao das

comunidades vegetais e animais (MARTINELLI, 2007).
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Métodos empregados na determinacao do nitrogénio do solo

Método Kjehdahl

E um método muito utilizado em rotinas laboratoriais. O principio da técnica é
a conversao de todo N orgénico em NH," realizada por digest&o sulfirica e seguida,
da destilagcdo em meio fortemente alcalino da NH4*. O NH,;" condensado é coletado
na solucdo de H3BO; e titulado com uma solucdo de acido forte (HCI ou H,SO,)
(SILVA, 2009). Esta técnica requer uma série de processos, sendo estes a moagem
(amostras de solo ou planta), pesagem, digestdo, seguido de aquecimento e
destilacao, e finalmente a titulacdo das amostras.

Por essa técnica é determinado o teor de N organico e amoniacal, sendo
adotado como o N total (SANTOS et al., 2010).

Este método é utilizado no Brasil como padréo na andlise de nitrogénio total,
por apresentar alta precisdo e reprodutibilidade. Porém, faz o uso de reagentes
perigosos a saude do técnico e ao meio ambiente (acido sulfarico concentrado e
catalisadores a quente) sendo ainda uma técnica demorada e laboriosa. Além disso,
gera altas quantidades de residuos que exigem tratamentos adequados
(SCHUMACHER, 2002) antes do descarte, agregando assim um custo adicional a
analise.

Embora haja trabalho mostrando a adequacdo da metodologia de Kjehdahl
visando reducéo na quantidade de reagentes (GALVANI; GAERTNER, 2006), esse
reajuste diminui, mais ndo elimina o uso de produtos quimicos, a grande demanda
de méo de obra e o tempo gasto da extracdo e determinacédo do elemento.

Como vantagem trata-se de uma técnica relativamente simples e o0s
equipamentos usados ndo exigem altos investimentos financeiros quando

comparados a outros equipamentos usados em outras técnicas.
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Anélise Elementar (AE) ou método de Dumas

O método Elementar € baseado na metodologia de Dumas proposta por
Keeney e Bremner (1967) onde ocorre a combustdo de uma amostra de massa
conhecida em uma camara de alta temperatura (aproximadamente 900 °C) na
presenca de oxigénio. Os gases resultantes desta combustdo sédo arrastados por
gas hélio de alta pureza (um gas inerte) até a zona de deteccéo.

Posteriormente, 0s gases sao separados e suas concentracdes medidas por
um detector de condutividade térmica, e posteriormente convertido em teores
percentuais de cada elemento (REZENDE, 2011). Existem diversos tipos de
equipamentos disponivel no mercado que permite analisar concomitantemente
carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N), enxofre (S) e oxigénio (O) em um grande
namero de amostras em pequenos intervalos de tempo, sejam elas organicas ou
inorganicas e em qualquer estado fisico (CHATTERJEE et al., 2009).

A técnica embora mais rapida que o método de Kjehdahl apresenta como
desvantagem o fato de utilizar uma quantidade de amostra muito pequena, o que
reduz a representatividade amostral. Outros fatores limitantes do método séo:
necessidade de moagem extremamente fina das amostras, e a utilizacéo
de pequenas quantidades do analito (em torno de um décimo de grama), o
gue pode comprometer a representatividade da amostra (CHATTERJEE et
al., 2009). Além disso, a técnica também gera residuos nocivos (em menor
guantidade que a técnica Kjehdahl) que ndo pode ser descartado no meio
ambiente.

Entretanto, estudos comprovam que este, quando comparado a outras

metodologias analiticas, 0 método de andlise elementar apresenta maior exatidao e
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repetitividade com baixos valores de desvio padrao (GATTO et al., 2009; COSER, et

al., 2012).

3.5.3 Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR)

A espectroscopia no infravermelho proximo € uma das técnicas mais
promissoras no campo das analises nao destrutivas (FOUNTAIN et al.,2003). Sua
utilizacdo possibilita determinacbes diretas (sem pré-tratamento) na amostra,
obtendo-se resultados rapidamente, em intervalos de tempo da ordem de segundos
(PANONTIN, 2007). Além de apresentar excelentes resultados em analise na
guantificacdo de atributos quimicos, fisicos e biologicos (CEZAR et al., 2013).

O setor agricola foi o principal responsavel pela ascenséo da tecnologia NIR
no meio cientifico e comercial, devido a necessidade de dados analiticos de modo
agil e precisos, na agricultura de precisdo (PASQUINI, 2003). Além da grande
demanda por dados e tecnologias mais rapidas, limpas, eficientes e de baixo custo,
a ser utilizada tanto para controle ambiental, quanto na predi¢éo de atributos fisicos
guimicos e bioldgicos do solo (SOUZA et al., 2013).

A regido do infravermelho esté localizada apds a regido do visivel, e inicia-se
em uma faixa conhecida mais precisamente como infravermelho proximo do inglés
Near-infrared spectroscopy- NIR no intervalo de 780 a 2500 nm (SOUZA et al.,
2012). Contudo, € comum encontrar na literatura divergéncias para esta faixa: 770 a
3000 nm (FIDENCIO, 2001); 750 a 2500 nm (PASQUINI, 2003); 700 a 2500 nm
(FERNADES, et al., 2010), entretanto a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), estabelece como sendo a regido NIR de 780 a 2500 nm (DAVIS,
1998).

A técnica consiste em incidir um feixe de luz, sobre o analito na regido do

NIR. A absorcéo da luz ocorre de acordo com a frequéncia vibracional intrinseca de
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cada molécula (ligacbes covalentes, combinacfes e regides de sobretom das
ligacdes) presente na amostra, e € quantificada pela diferenca entre a quantidade de
luz emitida pelo infravermelho e a quantidade de luz refletida pela mesma. Por essa
relacdo é possivel predizer a composi¢cdo quimica da amostra (FERNANDES et
al.,2010). Essa absorcdo ocorre especificamente por compostos que apresentam
ligacbes C-H, N-H e O-H (GERZABEK, 2006; ALBRECHT et al., 2007). Portanto,
nao ocorre nesta regido absorcao por vibracées de moléculas homonucleares como
Og, Ha, Cl; (SKOOG et al., 2002).

Indmeras vantagens obtidas com utilizacdo da técnica NIR, fazem com que
sua aplicacdo seja bastante explorada, sendo uma técnica rapida, de boa precisao
nos resultados, de baixo custo operacional, além de ser livre de residuos
indesejaveis por ndo usar reagentes quimicos (NETO, et al., 2012). Segundo
Pasquini (2003) é raro ver um método analitico baseado em NIR, exigindo mais do
que um pré-tratamento fisico da amostra antes da aquisicdo de dados espectrais,
pelo fato, de ndo ser necessario 0s processos de preparo, digestdo e leitura dos
extratos utilizados no método padrdo de determinagcdo de N e que, por
consequéncia, ndo gera residuos. Segundo Neto et al. (2012) a técnica vem
substituindo gradativamente os métodos analiticos por via Umidas, devido a diversos

aspectos: rapidez nas analises, precisdo nos resultados, baixos custos.
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MATERIAL E METODOS

Amostras usadas no estudo

Foram utilizadas 176 amostras de solos armazenadas na soloteca do
Laboratorio de Analises de Solos da Embrapa Acre. A sele¢cdo das amostras foi
realizada de forma semi-aleatéria, mas de modo a incluir as diferentes classes de

solos, uso, textura, mineralogia e caracteristicas fisicas e quimicas.

Analise do teor de N pelo método de Kjehdahl

Na etapa de digestdo das amostras para determinagéo de nitrogénio total, foi
usado 0,7 g da amostra, previamente moida em almofariz, apdés a pesagem a
amostra foi transferida para tubo de digestdo onde adicionou 1,5 g da mistura dos
catalisadores (Cu,SO4+NaSO,) e 5 ml de &cido sulfarico concentrado.

As amostras foram levadas ao bloco digestor onde foram submetidas a
temperaturas de 165; 225; 285 e 365 °C (para digerir a amostra) mantendo-se nessa
temperatura por 2,5 horas.

ApGs resfriamento dos tubos, foram adicionados aproximadamente 10 ml de
agua destilada com auxilio de uma peseta, em seguida agitada levemente (reacao
exotérmica). As amostras foram levadas para a homogeneizacao e dissolucdo dos
precipitados. Em seguida, adicionou-se 25 ml da solugdo de hidroxido de sodio
concentrado e procedeu-se a destilacdo, coletando-se cerca de 40 ml do destilado
em erlenmayer de 125 ml contendo 10 ml da solugdo de acido borico/indicador
misto. Em seguida, a amostra foi titulada com solucdo padronizada de &cido

cloridrico a 0,01 mol L™,
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Equipamentos e Reagentes

Para determinagéo de nitrogénio total, foi utilizado um bloco digestor com

capacidade para 40 amostras.

Os reagentes utilizados foram: hidroxido de sodio (NaOH), acido sulfarico

(Na,S0O,), alcool etilico (CH3CH,0H.), acido cloridrico (HCI), acido bérico (H3BO3),

sulfato de cobre (CuSQO,), sulfato de sodio (Na,SO,), verde de bromocresol

(C21H14Br,0sS), biftalato de potassio (CgHsKO,) e fenolftaleina (CxoH1404). Todas as

solucbes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico (P.A.) e agua

destilada deionizada purificada em um sistema Milli-Q.

Preparo das solucdes

Mistura de catalisadores (Sulfato de Cobre em Sulfato de So6dio). Foi
pesado 180 g de Na,SO, (Sulfato de Sodio) e 18 g de sulfato de cobre
(CuS0,.5H,0; seco em estufa a 80°C durante noite, em média por 14
horas) e triturado separadamente em almofariz, em seguida
misturados (Na;SO, + CuS04.5H,0) e triturados até obter uma
mistura homogénea.

Solucdo de Hidréxido de Sédio (NaOH) a 40%. Foi pesado 820 g de
NaOH em becker de plastico 2000 ml e dissolvido em
aproximadamente 1200 ml de H,O destilada com auxilio de um
bastdo de vidro em capela de exaustdo e imerso em recipiente
contendo agua. Apds o esfriamento parcial, foi transferido para um
baldo volumétrico aferindo o volume para 2000 ml. Essa solucéo foi
mantida em recipiente de plastico para evitar reacdo com o vidro.
Indicador misto. Foi pesado 0,33 g de verde de bromocresol, 0,165 g
de vermelho de metila e dissolvido em becker de 500 ml com alcool
etilico P.A. com auxilio de bastéo de vidro.

Solugéo de &cido bérico 20 g L™ e indicador misto. Foi dissolvido 80 g
de acido bdrico em aproximadamente 2 litros de agua e transferido

para baldo volumétrico de 4 litros e adicionado 80 ml de indicador
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misto e agua até aproximadamente 3800 ml. Em seguida foi
adicionado NaOH 0,025 M (~50 ml) até o pH ~5,0 em seguida aferido
o volume com agua destilada para o balédo de 4 litros.

e Biftalato de Potassio 0,025 M. Em agua destilada foram dissolvidos
2,5528 g biftalato de potassio e completado o volume para 500 ml
usando bal&do volumétrico.

e Hidréxido de Sdédio 0,025 M. Foi pesado 1 g de NaOH e dissolvido em
agua destilada em seguida completado o volume até 1000 ml em
baldo volumétrico.

e Fenolftaleina a 1%. Foi pesado 1 g do indicador fenolftaleina e
dissolvido em alcool etilico e completado o volume para 100 ml

usando baldo volumétrico.

Obtencao N por espectroscopia do infravermelho proximo (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 (Hiller@d,
DK, Dinamarca), com reflectancia difusa, utilizando célula small. Os espectros foram
obtidos na faixa de 400 a 2500 nm com resolucdo espectral de 0,5 nm.
Posteriormente convertidos em absorbancia (A), sendo A = log [1/R]. Em que R=¢é a

reflectancia em cada comprimento de onda.

Analise dos dados

Para comparagdo entre os métodos convencionais usou-se a andlise de

regressao linear e estatistica descritiva.

Construcdo do modelo de Calibracdo e validacdo

Os espectrais foram armazenados no ISIsCan 4.5 foram e exportados e
analisados no software Unscrambler® Versdao 10.2. Visando analisar a

homogeneidade dos dados e detectar possiveis outliers uma analise de
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componentes principais (ACP) utilizando a elipse de Hotelling e um intervalo de
confianca de 95% foi aplicada na matriz de espectros das 176 amostras.

Para a construcdo do modelo de calibracdo utilizou-se a regressao por
guadrados minimos parciais (PLS) com pré-tratamento espectral usando a
combinagcdo dos métodos SNV+detrend 1. Um procedimento de validacdo cruzada
foi utilizado para a predicédo dos teores de nitrogénio das mesmas amostras a partir
de seus proprios espectros.

O desempenho do modelo de calibracdo foi expresso pelo erro padrdo da
calibracao (standart error of calibration—SEC), pelo coeficiente de calibracdo (R2? cal)
e validacdo (R2? Val), pelo erro padrao da validacdo cruzada (standart error of cross

validation SEP).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de nitrogénio pelos métodos convencionais

Os teores de nitrogénio pelo método Kjehdahl variaram de 0,16 a 3,69 g kg™,
com média de 0,93 g kg™. O coeficiente de variacdo médio foi 4,49 %. No método de
anélise elementar (AE) o teor médio de nitrogénio foi de 0,94 g kg™, variando de 0,15
a 4,15 g kg™. Para esse método o coeficiente de variacdo (CV) médio foi 4,08 %
(Tabela 1). Em ambos os métodos o coeficiente de variacao (CV) foi abaixo de 5 %,
indicando que ambos os métodos apresentaram boa reprodutibilidade. Nao houve
diferenca estatistica entre as médias de nitrogénio quantificadas pelos dois métodos
(Tabela 1). Os resultados obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos
obtidos por Sander et al. (2004) que em seu trabalho de comparacéo de técnicas de
andlise de nitrogénio total nos solos, observaram que também nao haver diferenca
estatistica no teor de nitrogénio obtidos pelo método Kjehdahl e elementar.

Tabela 1- Valores médios, minimos, maximos, desvio padrdo e coeficiente da

variacao dos teores de nitrogénio avaliado pelos métodos Kjehdahl e elementar.

Métodos _ Valor Valor
Média _ _ DP CVv
Minimo Méximo
gkg” gkg”
Kjehdahl 0,93% 0,16 3,69 0,04 4,49
Elementar 0,944 0,15 415 0,04 4,08

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, nédo diferente entre si pelo teste de t a
5% de significancia.

Embora o método elementar determine o teor total de N e o Kjehdahl somente
o N organico e o N amoniacal, dado que uma vez os teores de nitrato e nitrito séo
baixissimo nos solos brasileiros, a igualdade entre os teores determinados é

razoavel e dentro das expectativas (BODDEY et al., 2010).
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Observa-se que 70 % das amostras usadas nesse trabalho apresenta teor de

N abaixo de 1 g kg™ (Figura 1).

90,00
80,00 , . .
m Método Kjeldahl m Meétodo elementar
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
il I _a ui
1,0-1,5 1,5-2,0 2,0-2,5 2,5-3,0

Classes dos teores de N (g kg™) quantificados pelos métodos elemetar e

Figura 1. Numero de amostras por classes de teores de nitrogénio quantificados
em 176 amostras representativas do Estado do Acre pelos métodos elementar e
Kjehdahl.

Também a analise de correlacdo indica que houve alta correlagédo entre
os métodos, apresentando R? de 0,94 (Figura 2), indicando que ambos os

métodos podem ser utilizados para determinar o teor de nitrogénio total no solo.
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Figura 2. Correlacdo entre os métodos elementar e Kjehdahl na quantificagéo de

teor de nitrogénio do solo de 176 amostras representativas do estado do Acre.
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Calibracéo e validacdo do modelo para avaliacdo do potencial de técnica
NIR

A avaliacdo do potencial da técnica NIR para quantificacdo do teor de
nitrogénio no solo do estado do Acre foi avaliada apenas com o0s teores de
nitrogénio determinados pelo método elementar.

Os espectros foram obtidos na faixa VIS/NIR, que corresponde a faixa de 400
a 2500 nm, com resolucéo espectral de 0,5 nm. Porém, no processo de calibracéo e
validacdo do modelo usou-se apenas os espectros obtidos na faixa NIR de 1100 a
2500 nm, com resolucéo espectral de 2 nm.

Pela ACP foi possivel identificar 8 amostras como outliers. Nas Figuras 3A e
3B estdo apresentados os dados da ACP com e sem as amostras outliers, os dois

primeiros componentes apresentaram 87% da variagdo dos espectros.

PC-2 {20%)

4 2 0 2 4 6 8 0 2 14
PC-1 (67%)

Figura 3(A). Resultante da analise de componentes principais (ACP) com as 176

amostras indicando os “outliers” espectrais.
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Figura 3(B). Resultante da analise de componentes principais (ACP) com as 176

amostras sem outliers espectrais.
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Nas Figuras 4A e 4B estdo apresentados 0s espectros originais (com as

amostras outliers) e os espectros apos pré-tratados (sem amostras outliers). O pré-

tratamento aplicado foi uma combinacdo de SNV+detrend 1 visando diminuir ruidos e

nao linearidades existentes nos espectros. Esse modelo tem sido amplamente

empregado no tratamento de dados espectrais, conforme proposto por Viscarra

Rossel et al. (2009).
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Figura 4(A). Espectros originais com as amostras outliers.
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Figura 4(A). Espectros pré-tratados sem amostras outliers.
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Das 168 amostras (apés retirar os 8 outliers) 134 foram utilizadas na
calibracdo do modelo e 34 na validacdo. A selecdo das amostras para calibracdo e
validacéo foi realizada de forma aleatoria pelo programa.

Na calibracdo o erro padrdo de calibracdo (SEC) foi de 0,28 g kg™ e
coefieciente de determinacdo de 84,00 % (Figura 5A). Na validacdo do modelo o
erro padrdo de validacao foi de 0,35 g kg™ e o coefiente de determinagéo de 77,00%.
Verifica que na validagdo o modelo apresentou um erro maior e coeficiente de
determinacdo menor quando comparados a calibragdo (Figura 5B). Marché&o et al.
(2011) em estudo com solos do cerrado para avaliar o potencial da técnica NIR para
determinacdo de N encontrou R?=0,94 na calibracdo do modelo e de R?=0,58 na
validacdo. Observa-se que no referido estudo o coeficiente de determinacdo foi
maior para calibracdo e menor na validacdo quando comparado aos resultados
encontrados no presente estudo.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo satisfatérios, podendo o teor
de nitrogénio em amostras de solos do Estado do Acre ser quantificado pela
Espectrofotometria do Infravermelho proximo aplicando o modelo de PLS com os

espectros pré-tratados pela combinacdo SNV+detrend 1.
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n=134

SEC=0,28gkg?

R?=0,84

Teores preditos de N (g kg ™)

0 i 2 3 4 5

Teor de N pelo método elementar (g kg™)

Figura 5(A): Teores de Nitrogénio em amostras do Estado do Acre pelo método
elementar e os teores preditos gerados a partir da técnica NIR. A: Calibracdo do

modelo.
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n=34
SEP =035gkg”
R*=077

Teores predtos de N (g kg™)

Teor de N pelo método elementar (g kg™")

Figura 5(B): Teores de Nitrogénio em amostras do Estado do Acre pelo método
elementar e os teores preditos gerados a partir da técnica NIR. B: Validacdo do

modelo.
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CONCLUSOES

N&o h& diferenca estatistica no teor de nitrogénio total determinado pelos
métodos de Kjehdahl e elementar para amostras de solos do Estado do Acre,
podendo ambos os métodos ser utilizados pelos laboratérios do Estado.

A Espectrofotometria do Infravermelho Proximo apresenta potencial para ser
usada na quantificacdo de nitrogénio total em amostras de solos do Estado do Acre
em substituicdo da técnica elementar. Entretanto, o autor sugere que seja avaliado o
potencial do NIR com o método Kjehdahl e que outros pré-tratamentos sejam

aplicados aos espectro



39

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ALBRECHT, R. A; JOFFRE, R.; GROS, R.; PETIT, J.L.; TERROM,G.; PERISOL, C.

Efficiency of near-infrered reflectance spectroscopy to assess and predict the
stage of tranformation of organic matter in the composting process.
Bioresource Technology. Essex. 99: 448-455.2007.

AMADO, T.J.C.; MIELNICZUK, J. & AITA, C. Recomendacdo de adubacéo
nitrogenada para o milho no RS e SC adaptada ao uso de culturas de
cobertura do solo, sob sistema plantio direto. R. Bras. Ci. Solo, 26:241-248,
2002.

AMTMANN, A; BLATT, MR (2008) Regulation of macronutrient transport. New
Phytologist 181:35-52.

ANJOS, L. H. C; SILVA, L. M.; WADT, P.G.S. Guia de Campo da IX Reuniao
Brasileira de Classificacao e Correlacdo de Solos. Rio Branco, AC: SBCS,
2010.

ARAUJO, E. A. de; AMARAL, E.F.; WADT, P. G. S; LANI, J.L. Aspectos gerais dos
solos do Acre com énfase no manejo sustentavel. In: Paulo Guilherme
Salvador Wadt. (Org.). Manejo do Solo e Recomendacao de Adubacao
para o Estado do Acre. Rio Branco: Embrapa Acre, 2005, v. 1, p. 27-62.

BISSANI, C.A.; SANTOS, C. H.; TIRITAN, C. S. Fertilidade dos solos e manejo
da adubacao de culturas. 2 Ed., 344p. Porto Alegre, 2008.

BODDEY, R. M.; FERNANDEZ-AHUMADA, E.; PALAGOS, B.; ROGER, J.M.
Carbon accumulation at depth in Ferralsols under zero-till subtropical
agriculture. Global Change Biology, 16:784-795, 2010.

CEZAR, E.; NANNI, M. R.; DEMATTE, J.A. M.; CHICAT, M. L.; OLIVEIRA, R. B.
Estimativa de atributos do solo por meio de espectrorradiometria difusa.
37:858-868, 2013.

CHAGAS, A. P. A sintese da aménia: alguns aspectos histéricos. Quimica nova. v.
30, n. 1, p. 240-247. 2007.

CHATTERJEE, A.; LAL R.; WIELOPOLSKI, L.; MARTIN, M.Z.; EBINGER, M.H.
Evaluation of different soil carbon determination methods. Critical Reviews in
Plant Science, 28 :164-178, 20009.

CORDEIRO, Fixacao biologica do nitrogénio. In: Gilberto Barbante Kerbauy. (Org.).

Fisiologia Vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004.



40

COSER, T. R.; FIGUEIREDO, C. C.; RAMOS, M. L. G.; JANNUZZI, H.; MARCHAO,
R. L. Carbon Recovery Obtained By Three Methods In Organic Matter
Fractions of Latosol Under Maize-Grass Intercropping In The Cerrado.
Bioscience Journal, 28:91-97 2012.

DAVIS, T The History of Near Infrared SpectroscopyAnalysis: Past, Present and
Future-from Sleeping Technique to the Morming Star of Spectroscopy.
Analusis Magazine, [S.1], 26:17-18,1998.

FERNANDES, F.A.; FERNANDES, A.H.B.M.; BUENO SOBRINHO, A.A,;
MONTEIRO, H. de C.; SILVA, A.C.G. Uso de espectrometria de
refletdncia no infravermelho préximo (NIRS) na analise de carbono
de Neossolos do Pantanal. Comunicado Técnico, ISSN 1981-7231,
dezembro 2010. Disponivel em:
<http://www.cpap.embrapa.br/publicacoes/online/COT86.pdf>
Acesso em: 17 fev. 2015.

FERREIRA, A. C. B.; ARAUJO, G. A. A;; PEREIRA, P. R. G. P.; CARDOSO, A. A.
Caracteristicas agronémicas e nutricionais do milho adubado com nitrogénio,
molibdénio e zinco. Scientia Agricola, Piracicaba, v. 58.1, p. 131-138, 2001.

FIDENCIO, P.H. Analise de Solos por Espectroscopia no Infravermelho
Proximo e Aplicacdo de Métodos Quimiométricos. 2001. 138f.
Tese (Doutorado em Quimica Analitica). UNICAMP -

FLUENTES, HIDALGO, C.; GONZALEZ-MARTIN, I.; HERNANDEZ-HIERRO, J. M.;
GOVAERTS, B.; SAYRE, K. D.; ETHEVERS, J. NIR espectroscopy: An
alternative for soil analysis. Communications in soil Science and plant
analysis, v. 43, p.346-356, 2012.

GALVANI, F.; GAERTNER, E. Adequacdo da metodologia de Kjehdahl para
determinacdo do nitrogénio total e proteina bruta. Corumba: Embrapa
Pantanal, 2006. 9p.

GATTO, A.; BARROS, N.F.; NOVAIS, R.F.; SILVA, I.LR.; SA MENDONCA, E.;
VILLANI, E.M.A. Comparacdo de métodos de determinagcdo do carbono
organico em solos cultivados com eucalipto. Revista Brasileira Ciéncias do
Solo, 33:735-740, 2009.

GERZABEK, M. H. ANTIL, R. S.; KOGEL-KNABNER, 1.; KNICKER,H.;
KIRCHMANN,H. HABERHAUER, G. How are soil use and management



41

reflectend by soil organic matter characteristics: a spectroscopic approach.
European Journal of Soil Science. 57:485-494, 2006.

KEENEY, D.R.; BREMNER, J.M. Use of the Coleman model 29A analyser for total
nitrogen analysis of soil. Soil Sciense, Baltimore, v. 104, p.358-365. 167.
LEHNINGER, A. L; NELSON, D. L; COX, M. M. Principios de Bioguimica, 2. ed. S&o

Paulo, Sarvier, 2000.

MARCHAO, R.L.; BECQUER, T.; BRUNET, D. Predicéo dos teores de carbono e
nitrogénio do solo utilizando espectroscopia de infravermelho préximo.
Planaltina, DF: Embrapa Cerrados, 2011, 21 p. — (Boletim de pesquisa e
desenvolvimento / Embrapa Cerrados. ISSN 1676-918X, ISSN online 2176-
509X; 304).

MARTINELLI L. A.,, Os caminhos do nitrogénio - do fertilizante ao poluente,
Informacoes agronomicas, numero 118 junho de 2007.

MOREIRA, F. M.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e bioquimica do Solo. Lavras:
UFLA, 2001. 625 p.

NELSON, D.W. & SOMMERS, L.E. Total carbon, organic carbon and organic matter.
In. SPARKS, D.L.; PAGA, A.L;, HELMKE, P.A.; LOEPPERT, R.H;
SOLTANPOUR, P.N.; TABATABAI, M.A.; JOHNSTON, C.T. & SUMMER,
M.E., eds. Methods of soil analysis: Chemical methods. Part 3. Madison, Soil
Science Society of America, 1996. p. 961-1010.

NETO, M. M. G.; SIMEONE, M. L. F.; GUIMARAES C. C.; ANDRADE, H. M.;
QUEIROZ, L. R. SIMAO, E. P. Predicéo do Teor de Carbono Total em Solos
de Areas Experimentais de integracdo de lavouras-Pecuéaria por Meio da
Espectroscopia NIR. Minas Gerais. Comunicado Técnico, Sete Lagoas:
Embrapa Milho e Sorgo, 2012.

PANONTIN, F. Determinacédo de volume de poro de silicas para clae utilizando
espectroscopia no Infravermelho proximo. 2007. 93f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica Analitica) — Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP, 2007.

PASQUINI, C. Near infrared spectroscopy: fundamentals, practical aspects and
analytical applications. Journal of the Brazilian Chemical Society 14:198—
219, 2003.

RAVEN, P. H. Biologia vegetal. 6a ed. Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 2001.



42

REZENDE, V. M. Certificacdo de Beta-N-Metil-amino-anina: um modelo
para producdo de materiais de referéncia de substancias
organicas obtidas in-house. 2011. 105f. Dissertacdo (Mestrado em
Toxicologia e Andlise Toxicoldgicas)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Séo Paulo, 2011.

SANDER, A. P. O.; OLIVEIRA, S. G.; BERCHIELLI, T. T. Application of Kjehdahl and
dumas combustion methods for nitrogen analysis. Archives of Veterinary
Science, Curitiba, v. 9, n. 2, p. 73-79, 2004.

SANTOS, G. A; PEREIRA, A. B; KORNDORFER, G. H. Uso do Sistema de Analises
por Infravermelho Proximo (NIR) para analises de matéria organica e fragédo
argila em solos e teores foliares de silicio e nitrogénio em cana-de-acucar.
Bioscience Journal, Uberlandia, v. 26, n. 1, p. 100-108, Jan./Fev. 2010.

SATO, M. V.; Franceschinit, M. H. D.; Dematté, J. A. M.; Vicente, L. E. Aplicacéo de
espectroscopia de reflectancia VNIR-SWIR na quantificagcdo de atributos do
solo através de estatistica multivariada. In: Embrapa Monitoramento por
Satélite-Artigo em anais de congresso (ALICE). In: SIMPOSIO
BRASILEIRO DE SENSORIAMENTO REMOTO, 16. 2013. Foz do Iguagu.
Anais... Sao José dos Campos: INPE, 2013.

SCHUMACHER, B.A. Methods for the determination of total organic carbon (TOC) in
soils and sediments. United States - Environmental Protection Agency, 2002.
Disponivel em: <http://www.epa.gov/esd/cmb/research/papers/bs116.pdf>
Acesso em: 02 jul. 2015.

SILVA, F. C. da. (Ed.). Manual de analises quimicas de solos, plantas e fertilizantes.
2. ed. Brasilia, DF: Embrapa Informacdo Tecnologica; Rio de Janeiro:
Embrapa Solos, 2009.

SKOOG, D.A; HOLLER, F.J.; NIEMAN, T. A. Principios de analise instrumental.
5. Ed. S&o Paulo: Bookman, 2002.

SODEK, L. Metabolismo do nitrogénio. In: KERBAUY, G. B (Ed.). Fisiologia
vegetal. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan, 2004. p. 94-113.

SOUZA, A M.; COELH, M. R.; FILGUEIRAS, P. R.; COSTA, L. A. A.;; NOVOTNY, E.
H.; POPPI, R. J. Determinacéo atributos fisicos do solo por espectroscopia no
infravermelho préximo e regressdo por quadrados minimos parciais. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA DO SOLO, 34. 2013, Florianépolis.

Anais... Floriandpolis, SC: Sociedade Brasileira do Solo, 2013.



43

SOUZA, A. M.; COELHO, M. R.; FIGUEIRAS, P.; AFFONSO, T.; CUNHA, F.; DART,
R.O. PARES, J. G.; SIMON, P.L.; Cruz, B.G. C.; Poppi, R. J.; SANTOS,
M.L.M.; BERBARA, R. L. L.. Proposta de tutorial de Quimiometria utilizando
técnicas modernas para a analise de solos. In: VI Simpdsio Brasileiro de
Educacao em Solos, 2012, Sobral-CE. Sociedade Brasileira de Ciéncia do
Solo, 2012.

VISCARRA, R.A.; CATTLE, S.R.; ORTEGA, A.; FOUAD, Y. In situ measurements of
soil colour, mineral composition and clay contente by Vis-NIR sprectroscopy.
Geoderma, v.150, p.253-266, 2009.

WADT, P. G. S.; SILVA, J.R.T.; FURTADO, S.C. Dindmica de nutrientes com énfase
para as condi¢cdes de solos do Estado do Acre. In: WADT, P. G. S. (Org.).
Manejo do Solo e Recomendacao de Adubacado para o Estado do Acre.
Rio Branco: Embrapa Acre, 2005, v. 1, p. 175-228.



