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RESUMO

FERRAZ NETO, J. Desenvolvimento de metodologia para
determinacdo de matéria organica do solo por andlise de imagens.
2015, 85p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia do Solo — Area
Ciéncias Agrarias) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia do Solo, Lages, 2015.

A matéria organica do solo (MQOS) é formada por um conjunto de
compostos quimicos que possuem diferentes taxas de decomposicéo, e
0s produtos desses processos resultam como fontes principais de
enxofre, fésforo e nitrogénio para o solo. Devido a sua grande
importancia para o solo, é de extrema importancia a quantificacdo do
teor da MOS. Como a sua composicdo consiste em carbono (C),
hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre (S),
dentre outros, torna-se dificil a determinacdo do seu teor. A maioria das
técnicas analiticas mensuram apenas carbono e estimam a MOS por um
fator de conversdo. A pesquisa teve por objetivo o desenvolvimento de
uma metodologia analitica para quantificacdo de matéria organica do
solo por meio de um método colorimétrico baseado em anélise de
imagens. O método proposto utilizou o processo de oxidacdo de carbono
da metodologia Walkley-Black e as solucdes resultantes foram inseridas
em celas espectrofotométricas para que um smartphone equipado com
uma camera digital, com um detector CCD (charge coupled device),
registre as imagens. Estas foram tratadas com o software ImageJ e na
imagem de cada solugdo foi selecionado uma &rea de 100x100p no qual
extrairam-se as intensidades RGB (Red, Green e Blue, modelos de
cores, especialmente para dados de 8 bits). Analisou-se os valores RGB
e suas relagdes com as concentragfes de MOS, resultando que o canal
RED apresentou a melhor relagdo com o teor de matéria orgénica. Os
dados foram modelados por meio de uma regressdo linear (Agep =
0,1222 MOS - 0,1621; R2 = 0,9934 e p < 0,05) e assim foi possivel a
construgcdo de um modelo que relaciona a intensidade de cor com a
concentragdo. O método prposto  apresentou  exatiddo de
aproximadamente 71% usando uma amostra de solo padronizada



(LUFA Speyer — tipo 2.2), similar ao resultado obtido com o método
usado atualmente (Walkley-Black) que foi de 74%.

Palavras-chaves: Carbono organico total. Método colorimétrico.
Intensidades RGB.



ABSTRACT

Ferraz Neto, J. Development of methodology for determination of
soil organic matter by image analysis. 2015, 85p. Thesis (MS in Soil
Science - Area: Agrarian Sciences) - University of the State of Santa
Catarina. Postgraduate program in Soil Science, Lages, 2015.

The soil organic matter (SOM) is formed by a set of chemical
compounds which have different decomposition rates and products of
these processes result as the main source of sulfur, phosphorus and
nitrogen into the soil. Because of its great importance to the ground, it is
of utmost importance to quantify MOS content. Its composition consists
of carbon (C), hydrogen (H), oxygen (O), nitrogen (N), phosphorus (P)
and sulfur (S), among others, it is difficult to determine its content. Most
analytical techniques measure only carbon and estimate the MOS by a
conversion factor. The study aimed to develop an analytical method for
guantification of soil organic matter by means of a colorimetric method
based on image analysis. The proposed method used the carbon
oxidation process of Walkley-Black methodology and the resulting
solutions were inserted into spectrophotometer cells for a smart phone
equipped with a digital camera with a CCD detector (charge coupled
device) register the images. These were treated with ImageJ software
and the image of each solution has been selected from an area in which
100x100p were extracted RGB intensities (Red, Green and Blue colors,
designs, especially for 8-bit data). We analyzed the RGB values and its
relations with the MOS concentrations, resulting that the RED channel
showed the best relationship with the organic matter content. The data
were modeled by a linear regression (ARED = 0.1222 MOS - 0.1621; R2
=0.9934 and p <0.05) and it was possible to build a model that relates
the color intensity with concentration. The proposed method showed
accuracy of approximately 71% using a standard soil sample (LUFA
Speyer - type 2.2), similar to the result obtained with the method
currently used (Walkley-Black) which was 74%.

Key-words: Total organic carbon. Colorimetric method. RGB
intensities
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1 INTRODUCAO

A matéria organica do solo (MOS) é formada por um
conjunto de compostos organicos que possuem caracteristicas
contrastantes. Esses compostos possuem uma ampla faixa de
peso molecular, variando desde pequenas a macromoléculas,
caracteristica essa que confere a MOS diferentes taxas de
biodegradacdo no meio ambiente. A heterogeneidade de sua
composi¢do também influéncia a solubilidade de seus
compostos e por consequéncia a sua biodisponibilidade. A
composicdo elementar da MOS é prioritariamente de carbono,
todavia, outros elementos também fazem parte da sua
composicdo, tais como hidrogénio, nitrogénio, oxigénio,
enxofre e fosforo.

A determinagdo analitica da matéria orgénica do solo
sempre se mostrou um grande desafio aos pesquisadores. O
grande entrave para a correta afericdo do teor de MOS se da
devido a sua heterogeneidade composicional. A maioria das
metodologias propostas baseiam-se em medicgdes indiretas do
seu teor, como é o caso do método Walkley-Black (1934) que
consiste em uma oxidagdo parcial do carbono da MOS por
meio de uma solucdo sulfocromica e a partir de fatores de
conversdo infere-se o teor de matéria organica. Muitas outras
abordagens foram propostas desde métodos gravimétricos, por
meio da queima em mufla, por exemplo, a métodos mais
sofisticados como os analisadores elementares.

O presente trabalho propde-se a contribuir com uma
nova abordagem metodoldgica para determinacdo da matéria
organica do solo. O estudo visa a utilizagdo de metodologias de
analises de imagens digitais para fins quantitativos. O método
proposto buscara estudar a correlacdo entre os canais RGB de
uma imagem digital e o teor de matéria organica do solo, para
construcdo de modelos matematicos para predicdo de suas
concentragoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIA ORGANICA

A matéria organica do solo (MOS) refere-se a todo o
material organico em solos, incluindo biomassa microbiana,
compostos organicos sollveis em agua, bem como matéria
organica estabilizada (himus) (STEVENSON, 1994). O solo
pode ser considerado como um ecossistema vivo e dindmico e
estd em constante interacdo com a biota animal e vegetal ao seu
redor. As plantas obtém nutrientes de duas fontes naturais
principais: matéria organica e minerais. Além disso, para
prover nutrientes e um habitat adequado aos organismos Vvivos
que vivem no solo, a MOS une particulas do solo formando
agregados e também melhora a capacidade de retencdo de dgua
do solo. A maioria dos solos contém entre 2-10% de matéria
organica (VAUGHAN, 1985). Entretanto, mesmo em pequenas
quantidades, a matéria organica é muito importante.

A MOS ¢é formada por um conjunto de compostos
quimicos que possuem diferentes taxas de decomposicdo, e 0s
produtos desses processos resultam como fontes principais de
enxofre, fosforo e nitrogénio para o solo. Alem disso, devido a
natureza transitoria da MOS ela deve ser continuamente
renovada através da adicdo de residuos vegetais e animais ao
solo (KUMADA, 1988). Pode-se ainda atribuir a MOS
melhorias nos atributos quimicos, fisicos e biologicos do solo.

Devido a sua grande importancia para o solo, € de
extrema importancia a quantificacdo do teor da MOS. Como a
sua composicdo consiste em carbono (C), hidrogénio (H),
oxigénio (O), nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre (S), torna-se
dificil a determinacdo do seu teor (BOHN, 2001). A maioria
das técnicas analiticas mensuram apenas carbono e estimam a
MOS por um fator de conversdo. Sabendo-se que a MOS é
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constituida entre 50 a 58% de carbono, para uma anélise em
que € determinado o carbono organico do solo (COS) utiliza-se
fatores de conversdo que variam desde 1,724 (fator de Van
Bemmlen) a 2,0 para obtencdo do teor de MOS (SLEUTEL et.
al., 2007). Todavia, devido heterogeneidade da composicdo do
solo e de sua matéria organica alguns trabalhos mostram que
ndo ha fator universal de conversdo. A pesquisa de Sleutel et
al.,, (2007) em que investigou a quantificacdo de matéria
organica em solos da Bélgica com diferentes metodologias
obteve um fator de conversao de 1,911. De forma similar Wang
et al., (2012) estudaram trés metodologias para determinacao
de carbono organico e inorganico em solos derivados de rocha
calcéria da China determinaram um fator de conversao de 2,71.
Esses fatores podem ser ainda muito maiores a depender da
metodologia utilizada na andlise, bem como das caracteristicas
intrinsecas a cada tipo de solo, como mostram os trabalhos de
Conceicdo et al., (1999) que obtiveram um valor de 3,18 para
solos do Rio de Janeiro, enquanto que Miyazawa et. al., (2000)
determinaram para alguns solos do estado do Parana o valor de
3,72.

Existem métodos analiticos destrutivos e ndo
destrutivos para determinacdo da MOS, de maneira que 0s
primeiros sdo de longe os mais utilizados. Dentre os métodos
destrutivos, existem metodologias que utilizam oxidacdo
Umida, enquanto outras se baseiam em oxidacGes secas.

2.2 ANALISE DE IMAGEM DIGITAL EM QUIMICA
ANALITICA E CIENCIAS AGRARIAS

O uso de imagens digitais em métodos analiticos € um
campo recente com menos de duas décadas de
desenvolvimento. Um dos trabalhos pioneiros atribui-se ao
estudo de Monemi et al. (1999) que ao utilizarem uma camera
com um dispositivo de carga acoplada (CCD - charge coupled
device) determinaram um tipo de proteina por meio de reacdes
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de quimiluminescéncia. A partir de entdo véarios foram os
trabalhos que se utilizaram de analise de imagens para fins
analiticos, podendo-se citar o monitoramento do escurecimento
de tecidos vegetais (LUPETTI et al., 2005), determinacédo de
fons amonio (STROMBERG e HULTH, 2005), classificagdo
de diferentes cervejas (ZHANG et al., 2006), determinacdo de
alcalinidade em &gua (GAIAO et al., 2006), determinagio
colorimétrica de pH (SAFAVI et al., 2007), quantificacdo
colorimétrica de permanganato, glicose e proteinas
(MINAMISAWA et al., 2008),

De forma pioneira o estudo de Lyra et al. (2009) propds
pela primeira vez 0 uso de um webcam para realizar uma
analise quantitativa baseada em espectroscopia de emissdo
atbmica. O trabalho demonstrou a possibilidade de
determinacdo de litio, sddio e calcio em amostras de
antidepressivos, soro fisioldgico e agua. A producéo cientifica
continuou consistente pelos proximos anos, destacando-se 0s
trabalhos de Soldat et al. (2009) que utilizaram um método de
analise de imagem digital por meio de um scanner para
demonstrar a determinacdo colorimétrica de ions amonio,
brometo, nitrato e fosfato em microplacas. Enquanto que o
trabalho de Lopez-Molinero et al. (2010) utilizaram uma
camera digital de 2.0 M pixels de resolucdo para determinagao
colorimétrica de titdnio em amostras plasticas,

Ainda merecem destaque os trabalhos de determinagéo
de acidez total em vinhos (TORRES et al., 2011), quantificacdo
de As(II1) na ordem de partes por bilhdo (IQBAL et al., 2011),
determinacdo de dureza de 4&gua por céalcio (LOPEZ-
MOLINERO et al., 2013), quantificacdo de Cr(VI) em
amostras de solos (OLIVEIRA et al., 2013). Neste ultimo,
Oliveira et al. (2013) propuseram um método baseado na
extracdo alcalina a quente de Cr (VI) de amostras de solo. Ao
extrato € adicionado um reagente colorimétrico 1,5-
difenilcarbazida que para entdo forma-se o um complexo
violeta com Cr (VI). Os autores utilizaram um scanner
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comercial para registrar imagens digitais do complexo de Cr
(VI). Os autores utilizaram modelos de minimos quadrados
parciais construidos com parametros obtidos das imagens
digitais. Os resultados da metodologia proposta foram
consistentes com aquelas obtidos pelo método oficial que se
utiliza de um espectrémetro a 540nm.

Entretanto, ndo foram encontrados relatos na literatura
sobre 0 uso de analise de imagem digital para quantificacdo de
MOS.

2.3 ANALISE DE IMAGENS DIGITAIS

2.3.1 Modelo de cores

A nocdo de cor é uma descricdo de uma percepcao
visual relativa a uma sensibilidade dos olhos a diferentes
componentes espectrais da luz (BRILL, 1980). A Figura 1
ilustra o espectro eletromagnético, no qual o olho humano é
capaz de detectar apenas uma fracdo que é conhecida como luz
visivel.



27

Figura 1 - Espectro eletromagnético destacando a fracdo que é
visivel ao olho humano.
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Fonte:<http://www.infoescola.com/fisica/espectro-eletromagnetico/>.
Acessado em 26/02/15.

O modelo RGB (RED-GREEN-BLUE) determina trés
cores dominantes ou ditas primarias aditivas: vermelho (RED),
verde (GREEN) e azul (BLUE) que ao se combinarem em
niveis variados de intensidade formam todas as cores possiveis
existentes no espectro visivel. O modelo RGB ¢ dito aditivo no
sentido que trés feixes de luz interagem aditivamente e o
espectro de luz final é uma resultante derivada desse processo
(ROCHA, 2010). Caso cada componente tenha uma
intensidade minima resultara em uma cor preta, enquanto uma
intensidade méaxima produzira a cor branca

Hé& também os modelos ditos subtrativos, por exemplo o
CMY (Cyan-Magenta-Yellow). As cores primarias subtrativas
deste modelo séo o ciano (cyan), magenta (magenta) e amarelo
(yellow). Nesse sistema as cores sao obtidas pela subtracdo do
comprimento de onda da luz branca, por isso a cor resultante
corresponde a luz que é refletida (ROCHA, 2010). Na Figura 2
pode ser visto o circulo cromético dos sistemas aditivos e
subtrativos.


http://www.infoescola.com/fisica/espectro-eletromagnetico/
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Figura 2 - Circulo croméatico RGB (a) e Circulo cromatico
CMY (b).

(a)
Fonte: FULLGRAF, 2012.

2.3.2 Medicao colorimétrica

Embora o olho humano seja sensivel a cor, fatores
subjetivos tornam a medida de cor contaminada por vicios.
Portanto, uma quantificacdo objetiva é alcancada pelo uso de
dispositivos eletronicos foto sensiveis, tais como fotodiodos,
fotoresistores e fotomultiplicadoras (BERNS, 2000). Esses
dispositivos podem ser divididos naqueles baseados em
espectroscopia e colorimetria. Os primeiros tém seu
funcionamento baseado na quantificacdo absoluta da
intensidade da cor como funcdo do comprimento de onda,
enquanto os ultimos descrevem a cor relativa em termos da
intensidade de subcomponentes da cor, frequentemente em
conexao com a resposta visual do olho humano.

A espectrofotometria descreve uma quantificacédo
absoluta da cor em termos da intensidade da luz ao longo do
espectro visivel. Medidas espectrais podem ser realizadas tanto
por um espectrofotdmetro ou um espectrémetro. O primeiro
funciona pela iluminagdo de uma amostra com uma fonte de
luz monocromatica variavel e medindo a intensidade de luz
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refletida ou transmitida como funcdo do comprimento de onda.
Um esquema de espectrofotbmetro esta representado na Figura
3.

Figura 3 - Esquema de funcionamento de um
espectrofotémetro.
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Fonte: Adaptado de Fundamentals of modern UV-visible spectroscopy —
Hewlett Packard.

amostra

Enquanto que o espectrometro consiste na iluminagao
de uma amostra por uma fonte de luz branca, dispersando 0s
componentes espectrais da luz refletida/transmitida utilizando
um prisma ou grade e medindo a intensidade como fungéo do
comprimento de onda utilizando um arranjo de diodos, como
mostra a ilustragdo da Figura 4.
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Figura 4 - Principio de operacao de um espectrometro.
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A colorimetria consiste em um processo de
quantificacdo relativa de cor em termos da intensidade de
porc¢des selecionadas do espectro visivel. Uma das tecnologias
colorimétricas mais difundidas sdo os sensores de imagem
RGB encontrados na maioria das cameras digitais. Esses
sensores consistem em dispositivos de carga acoplada (CCD —
charge coupled device) ou mesmo semicondutores metal-6xido
complementar (CMOS — complementary metal-oxide
semiconductor). Cada fotodiodo é coberto por filtros
vermelhos, verdes e azuis, 0s quais atuam similarmente a
resposta a iluminacdo dos trés tipos de células cones do olho
humano (UMBAUGH, 2005).

As cores e intensidades de uma imagem digital no
sistema RGB normalmente séo dados de 24 bit (8 bit para cada
canal) formando um espaco geométrico, em forma de cubo, nos
quais as luzes R, G, B sdo adicionadas conjuntamente para
reproduzir uma ampla variedade de cores (FIRDAUS, 2014),
que esta ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Espaco de cores do modelo RGB.

B
azuy J©.0.1)
|[MAGENTA :
; ~7BRANCD
PRETDMEE —em b as (0.1.0 45
, VERDE
(1,0,0)*”
-~ VYERMELHO
R

Fonte:<http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.html>. Acessado em
26/02/15.

As intensidades de cada cor possuem 256 niveis,
abrangendo de 0 a 255. Nesse sistema de cor, um total de
16.777.216 cores é possivel se obter. A combinacdo R =0, G =
0, B = 0 representara o preto puro, enquanto R = 255, G = 255,
B = 255 corresponde ao puro branco. Os valores RGB
dependem de muitos fatores, incluindo a luz da fonte de
iluminacdo, a reflectancia do objeto, efeitos de interpretacdo e
de correcdo da camera utilizada (FIRDAUS, 2014). Esses
fatores em conjunto introduzem certo grau de erro e diferengas
quando uma mesma cor € comparada em diferentes imagens.

2.4 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
MATERIA ORGANICA DO SOLO

2.4.1 Métodos de oxidagdo via imida


http://www.ufrgs.br/engcart/PDASR/formcor.html
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2.4.1.1 Walkley-Black (WB)

No Brasil, a metodologia mais utilizada na maioria dos
laboratdrios de analise de solos, consiste na determinacdo do
COS através de uma oxidacdo imida com um sal de dicromato
(potéssico ou sddico) com acido sulfurico concentrado, seguida
de uma titulacdo do excesso de cromo com uma solucdo de
sulfato ferroso amoniacal, metodologia essa conhecida por
Walkley-Black (WB) (ESCOSTEGUY et al., 2007)

O método WB foi adotado amplamente devido a sua
simplicidade, rapidez e pela necessidade minima de
equipamentos de laboratério, todavia, possui alguns
inconvenientes do ponto de vista analitico, bem como de
geracdo de residuos toxicos. Em relacdo ao primeiro ponto,
diversos estudos tém mostrado que o método fornece uma
oxidacdo incompleta do COS e principalmente de formas
elementares de carbono presentes na MOS. Uma temperatura
de 120°C ¢é obtida no processo de diluicdo do acido sulfdrico
concentrado, essa condicdo é suficiente para oxidar formas
organica de carbono ativas, mas ndo aquelas inertes e mais
recalcitrantes (ALISSON, 1965). O trabalho de Walkley e
Black (1934) resultou em uma recuperacdo entre 30 e 86% do
carbono organico presentes nos solos estudados. Em relagdo ao
segundo ponto, o método WB gera residuos que possuem
quantidades substanciais de Cromo (I11) e (VI), que séo toxicos
e tem regulamentada, a sua concentracdo maxima em efluentes
pela legislacdo brasileira, por meio do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) na resolucdo n® 430 de 13 de
maio de 2011 que estabelece em 1,0 e 0,10mg.L™,
respectivamente.

A determinacdo da MOS pelo método WB é uma
analise indireta. Inicialmente deve-se determinar a quantidade
de ions cromo que reagiu com o carbono presente no solo e em
sequéncia utilizar um fator de conversdo para transformar o
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carbono em matéria orgénica. As reacBes quimicas que
governam o método WB séo apresentadas abaixo:

I. Reacdo do ion dicromato com carbono
2Cr,07% +3C% + 16H" — 4Cr*" + 3CO, + 8H,0 (1)

No método original o excesso de dicromato € entdo
retrotitulado com uma solucdo padrdo de Fe** para entéo
determinar a quantidade que reagiu de acordo com a reacdo a
sequir:

ii. Reac#o do fon ferroso com Cr,07*
6Fe?" + Cr,0;7+ 14H"— 2Cr** + 6Fe** + 7H,0 (2)

Foram realizadas diversas modificacdes da metodologia
WB para superar as limita¢6es digestivas do carbono, uma das
quais foi proposta por Mebius (1960) que adicionou
aquecimento externo de 150 °C por 30 min ao longo do
periodo de digestdo. A temperatura deve ser estritamente
controlada, j& que ha decomposicdo da solucdo de dicromato
em temperaturas superiores (ISLAM e WEIL, 1998). Com
intuito de melhorar a eficiéncia do processo de aquecimento do
método WB diversos grupos de pesquisa tém proposto
diferentes configuracbes de aquecimento, tempo, reagentes,
etc. Azam e Sajjad (2005) usaram o método WB colorimétrico
juntamente com um forno de microondas como meio de
aquecimento em substituicio ao método original. A nova
proposta mostrou-se adequada e pode ser usada como
substituta ja que oferece claras vantagens como tempo reduzido
de aquecimento e de reagentes.

Outra variagdo do WB consiste no uso da técnica de
espectroscopia de absorcdo molecular no visivel (colorimetria).
Essa variante baseia-se na determinacdo da quantidade de ions
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dicromato utilizado na oxidacdo do COS por meio da sua
absorcdo molecular (NELSON e SOMMERS, 1996).

Como as espécies Cr®* a Cr** absorvem luz visivel, o
comprimento de onda utilizado é um parametro importante. O
cromo (I11) possui dois picos de absor¢do em 450 e 590 nm, e 0
cromo (V1) possui apenas em 450 nm (ISLAM e WEIL, 1998).
Entretanto, no méximo de absor¢do do pico de Cr(lll) em
590nm, ndo ha absorcao de luz interferente do ion Cr(VI). Uma
vantagem de mensurar o ion Cr(lll) é que existe um
aquocomplexo estavel [Cr(H.0)]** em meio 4cido. A Figura 6
apresenta 0 espectro de absorcdo molecular do Cr (I1I) em
diferentes valores de pH.

Figura 6 - Espectros de absorcdo UV-Vis para 3x10% M de Cr
().

0,94
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Absorbancia
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Legenda: (a) pH 2,0; (b) pH 3,0; (c) pH 4,0 e (d) pH 7,0.
Fonte: COSTA et. al., 2010.
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Medidas espectrofotométricas de Cr (llI) obtidas em
590nm em misturas de solo com solucdo acida de cromato sdo
diretamente proporcionais a quantidade de carbono organico
oxidado. Bowman (1998) concluiu que a exatiddo do método
colorimétrico quando comparado a um analisador CN foi
adequada para solos com menos de 1,3% de COT, enquanto
que para aquelas amostras com mais de 1,3% a exatiddo foi
melhorada pela reducdo do tamanho das amostras. O método
WB colorimétrico mostrou-se adequado para amostras até 3%
de MOS e que sejam livres de carbonatos. CHACON et al.,
(2002) estudaram a eficiéncia do método WB titulométrico e
uma de suas variagoes colorimétricas.

A metodologia WB é amplamente utilizada,
principalmente, em paises onde os laboratérios ndo possuem
muitos recursos disponiveis para aquisicdo de instrumentos
mais modernos, tais como analisadores elementares do tipo
CHN ou CHN/S ou mesmo analisadores de carbono orgénico
total. As variacfes da metodologia WB sdo consideradas como
quimica cléssica, tanto pelos aparatos laboratoriais serem
simples e acessiveis para qualquer laboratério, bem como pelo
uso de reagentes extremamente toxicos. Dessa maneira, outras
metodologias foram propostas visando contornar alguns desses
inconvenientes.

2.4.1.2 Perdxido de hidrogénio (OPH)

Dentro dos métodos de oxidacdo Umida, pode-se citar a
oxidacdo do COS com uma solucédo de peroxido de hidrogénio
(H20,) seguida de determinacdo gravimétrica (BORTOLIN e
CASSOL, 2010). Esse método tem sido amplamente utilizado
pela Rede de Laboratérios da Comissdo Estadual de
Laboratorios de Anélise de Solo — CELA/PR.

O método consiste na adicdo de peroxido de hidrogénio
concentrado (30 a 50%) a uma quantidade conhecida de solo.
O conjunto é deixado reagir por um determinado periodo,
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podendo ser aquecido ou ndo, e apds o processo de oxidacdo
ter-se completado, a amostra é levada a secagem a 105°C e
pesada. O teor de matéria organica, em percentagem, é obtido
de acordo com a seguinte equacao:

1\/IINICIAL - MHZOZ

MOSy202(%) =
Onde:

X100 3
MinicIAL ®)

MOSy,0.= Teor em percentagem de matéria organica.

MiniciaL = Massa do solo isento de umidade.

My202= Massa do solo ap6s a reagdo com H,O, e seco a
105°C.

O processo de oxidagdo da matéria organica por
peréxido de hidrogénio possui algumas limitac@es, dentre das
quais pode-se citar principalmente a sua capacidade oxidativa
reduzida.

Varios sdo os mecanismos de oxidacdo do perdxido de
hidrogénio em contato com o solo (PETIGARA et al., 2002).
Um desses mecanismos esta apresentado no conjunto de
equacdes a seguir:

—Fe** + Hy0, — —Fe?* O, + 2H" (4)
0, +—Fe** — —Fe*"+ 0, (5)
0, +—Fe®" + 2H* — —Fe*"+ H,0, (6)
—Fe?* + H,0, — —Fe* + OH + OH" (7)
Nas reacdes a espécie —Fe®" representa o ferro na forma
de um ligante ou ocupando um sitio na superficie de um éxido.

As equacbes acima formam uma reacdo Haber-Weiss
catalisada por Ferro.
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0, + H,0, — Oy + OH + OH" (8)

Se 0 OH gerado na reacao 7 reagir exclusivamente com
0 H20,, teremos:

OH + H,0, - H,0+ 0O, + O, + H* (9)
Entdo, a reacéo global torna-se:
2H,0, — O, + 2H,0 (10)

O radical hidroxila é um forte oxidante que reage com a
maioria das substancias organicas e inorganicas (PETIGARA
et al., 2002). Portanto, os compostos organicos constituintes da
matéria organica do solo também estdo presentes no ciclo de
oxirreducdo do peroxido de hidrogénio.

Farine et al., (2011) realizaram um estudo comparativo
de dois métodos para determinacdo do teor de carbono
organico do solo. A pesquisa avaliou a metodologia Walkley-
Black e a do perdxido de hidrogénio para um conjunto de 48
solos do estado do Parana. Concluiram que a determinacgéo por
peroxido possui viabilidade de uso, pois, 0s teores nao
diferiram consideravelmente se comparados ao método padrao
adotado.

Borges et al., (2013) avaliaram o uso do perédxido de
hidrogénio para determinagdo de COS como uma alternativa
mais simples e ecolégica. O trabalhou selecionou 18 amostras
de Latossolos oriundas do Cerrado. O método padréo para fins
de comparacéo foi o Walkley-Black. A pesquisa mostrou uma
correlagdo positiva e significativa (R?=0,82), demonstrando o
potencial de uso do peroxido de hidrogénio como agente
oxidante em substituicdo ao dicromato.
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2.4.2 Metodos de oxidacéo a seco

2.4.2.1 Perda por ignicéo (PPI)

O método de perda por ignigdo consiste na combustao
de uma amostra de solo em altas temperaturas e a determinacao
da massa perdida ap0s a queima. Considera-se que essa massa
corresponda a matéria organica do solo e o residuo da queima é
atribuida a parcela mineral do solo. A amostra de solo antes de
ser incinerada em forno, deve-se receber um tratamento prévio
de aquecimento a 105°C de maneira a eliminar toda a umidade
presente na amostra. O teor de matéria organica é calculado
pela formula a seguir:

M — PPlgg¢e
MOSppy (%) = INICIAL 600°C v 100 (11)

MinicIAL

Onde:

MOSpp;= Teor em percentagem de matéria organica
MiniciaL = Massa do solo isento de umidade.
PPIo0ec = Massa do solo ap6s a combustéo a 600°C.

Diversos sdo os trabalhos que mostram a viabilidade do
método na determinacdo da matéria organica do solo (SILVA
et al., 1999; MIYAZAWA et al., 2000; SLEUTEL et al., 2007;
ESCOSTEGUY et al., 2007; BIANCHI et al., 2008; KASOZI
et al., 2009; WANG et al., 2012; TUFFOUR et al., 2014;
HOOGSTEENet al., 2015). A técnica em questdo pode ser
considerada simples e mais barata quando comparada a
técnicas automatizadas, como o caso de analisadores
elementares e mesmo aos métodos quimicos tradicionais, como
o0 caso do Walkley-Black.

Silva et al., (1999) estudaram a eficiéncia de cinco
métodos de quantificacdo do teor de MOS das cinco principais
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classes de solos (trés Latossolos, um Argissolo e um
Organossolo) do Centro Sul de Minas Gerais. Testaram-se
comparativamente  cinco métodos: WB  modificado;
Pirofosfato; Analise Elementar; perda por ignicdo. O método
PPI superestimou os teores de MOS; o método WB subestimou
os teores de MOS; o método do pirofosfato se mostrou
adequado para amostras com teores de matéria organica acima
de 2,95 dag kg™

Bianchi el al., (2008) coletaram quarenta e cinco solos
do estado do Parana possuindo uma grande variacdo no
contetido de carbono organico (de 1,5 a 65 g kg™) e analisaram
0 conjunto de solos por meio da metodologia WB e por PPI. O
parametro estimado pelo WB foi carbono orgéanico do solo
(COS) e a perda de massa foi assumida como perda de matéria
organica do solo (MOS). O COS foi correlacionado
positivamente com a MOS (R? = 0,912).

Mccarty et al.,, (2010) estudaram a eficacia na
determinacdo do COS em amostras com baixo teor de carbono
(menos de 5 g kg™ solo) em varios solos do oeste africano. O
trabalho avaliou a determinacdo por andlise elementar, bem
como por metodologias indiretas, tais como: oxidagdo via
dicromato (WB), perda de massa por ignicdo (PPI) e por
espectroscopia de infravermelho por reflectancia difusa
(DRIFT). Os resultados demonstraram que tanto o método WB
como o PPI possuem limitagdes quando utilizados para analisar
solos com baixo teor de carbono. Porém, a técnica DRIFT
apresentou resultados melhores e considerados promissores,
por ser considerada uma técnica simples, barata, rapida e ndo
destrutiva.

Apesar da aparente simplicidade do método de perda
por ignicdo, a otimizacdo das temperaturas Otimas de
combustdo, bem como o tempo de duracdo do processo, ainda
ndo foram padronizados em literatura. Ao longo de diversos
trabalhos publicados o que se encontra sdo diversas
temperaturas sugeridas que variam desde 360°C por 2h
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(KONEN et al, 2002; BRUNETTO et al, 2006;
ESCOSTEGUY et al., 2007), bem como 300, 400 e 600°C por
2h (ABELLA E ZIMMER, 2006). A pesquisa de Hoogsteen et
al., (2015) avaliou temperaturas entre 350 e 600°C para solos
holandeses e foi constatado que ao menos uma temperatura de
550°C € necessaria para obter uma completa oxidacdo da
matéria organica. Nos diversos trabalhos encontrados em
literatura também se observa uma variedade de tempos de
combustdo como € o caso do trabalho de Wang et al., (2012) no
qual o solo foi incinerado a 375°C por 17 horas. Bem como no
estudo de Ghabbour et al., (2014) foi adotado temperaturas
entre 350-650°C por um periodo de 12 horas.

A correta determinacdo da temperatura de combustdo
aplicada ao método da perda de ignicdo tem sua importancia
ndo s6 pela combustdo completa da matéria organica, mas
também problemas de exatiddo podem surgir devido a
possiveis combustes derivadas de argilas e quando nenhum
fator de correcdo é aplicado, tém-se uma superestimacdo do
teor real de matéria organica do solo. Esse fendmeno pode ser
explicado pela remocdo de aguas ligadas a sesquioxidos e
outros elementos pertencentes a Oxidos de argila. Altas
temperaturas também podem colaborar pela liberacdo de agua
de carbonatos, bem como de sais hidratados. A desidratacéo de
minerais de argila esta relacionada a liberacdo de moléculas de
agua ndo ligadas, bem como aquelas entre camadas e em
ultimo caso haverd um processo de perda de hidroxila ligada
aos minerais de argila conhecido por dehidroxilacdo
(HOOGSTEEN et al., 2015)

2.4.2.2 Termogravimetria (TGA)

As metodologias gravimétricas também passaram por
um avanco tecnologico e uma dessas representantes € a analise
termogravimetrica (TGA). O seu principio de operagédo
consiste em registrar variag0es de massa, sejam perdas ou
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ganhos, em fungéo da temperatura ou tempo. A perda de massa
associada a uma reacdo termal é medida entre pontos de
inflexdo de uma curva termogravimétrica (TG). Todavia, é
mais simples de interpretar e resolver eventos termais pela
plotagem da derivada da curva TG, como ser visto na Figura 7.

Figura 7 - Diagrama termogravimétrico de um Latossolo
Vermelho com 1,98% de matéria organica, no
qual pode ser visualizado a progressiva perda de
massa ao longo de uma ampla faixa de

temperatura.
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Fonte: MIYAZAWA et al., 2000.

Plante et al., (2009) publicaram uma reviséo sobre o0 uso
das técnicas de andlises térmicas em ciéncias do solo. No qual
destacaram que o primeiro registro de uso em solos foi em
1935 no estudo de minerais de argila e que o estudo da parte
organica por muitos anos foi negligenciado. Somente na
década de 50 quando os primeiros equipamentos com
atmosfera controlada surgiram é que 0s primeiros estudos da
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parte organica do solo em andlises térmicas comegaram a ser
publicados.

A técnica quando aplicada a andlise de solos
originalmente foi utilizada para estudar a parte mineral dos
componentes do solo (argila e Oxidos), geralmente apds a
retirada da matéria organica. Embora uma variedade de formas
de carbono esteja presente nos solos, pode também variar em
seu comportamento cinético, permitindo suas distincdes e
quantificagbes utilizando taxas controladas de aquecimento
(PALASSER et al., 2013).

Miyazawa et al., (2000) avaliaram a viabilidade da
técnica de TGA para determinacdo de matéria organica em
uma variedade de solos brasileiros com diferentes
caracteristicas fisicas e quimicas. Em seu estudo foi escolhido
como método referencial o tradicional Walkley-Black. Os
dados obtidos mostraram uma correlacdo de 0,937 entre os
resultados obtidos pelo TGA com uma temperatura de
incineracdo de 300°C e o método referéncia adotado no estudo

2.4.2.3 Analisador de carbono organico total (COT)

As metodologias que utilizam combustdo a seco
automatizadas, consistem em queimar a amostra em um forno a
altas temperaturas (>750°C) e o produto resultante da
combustdo (CO) é quantificado por um detector. Existem dois
equipamentos possiveis de serem utilizados para essa
finalidade: Analisadores Elementares ou Analisadores de
Carbono Orgénico Total (COT — Carbono Organico Total).
Apesar de sua grande eficacia analitica, esses equipamentos
ainda ndo sdo amplamente adotados nos laboratorios brasileiros
devido ao alto custo para aquisi¢do dos instrumentos

Sleutel et. al., (2007) avaliaram cinco metodologias
para determinacdo da MOS em 57 solos distintos da Bélgica.
Foi adotado como método padrdo a combustdo seca por meio
do analisador elementar vario MAX CNS, os demais métodos
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estudados foram o Walkley-Black, Springer-Klee, perda de
massa por ignicdo (PPI) e analisador de carbono organico total
(COT). Foram encontradas 6timas correlacbes entre 0s
métodos WB e o Springer-Klee, enquanto os resultados obtidos
pelo COT subestimaram ligeiramente os valores de carbono
organico.

Segnini et al., (2008) realizaram um estudo comparativo
de métodos para determinacdo de carbono em solo com altos
teores de Fe. As técnicas estudadas foram a Walkley-Black,
analisadores COT e elementar. Os resultados mostraram que a
metodologia com maior precisdo foi a do analisador COT e 0s
autores do trabalho atribuem essa diferenca a maior massa de
solo utilizada para anélise quando comparada aquela realizada
pelo analisador elementar.

K, et al., (2009) estudaram uma forma de quantificar o
carbono do solo ndo detectado pelo método do Walkley-Black.
Os autores utilizaram como método referéncia um analisador
COT. Para os solos do Himalaia os dois métodos forneceram
uma excelente correlacédo linear (R? = 0,99), enquanto para 0s
solos da India houve uma menor correlacdo (R? = 0,78). Os
autores sugerem que a maior dispersdo apresentada para 0s
solos indianos pode ser explicada por estes apresentarem uma
maior fracdo de formas de carbono estaveis na fracdo mineral e
pela estabilizacdo da matéria organica devido a formacdo de
complexos estaveis humus-argila.
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3. HIPOTESES

- Os picos de absorgdo molecular do Cr (Ill) situam-se na
regido visivel do espectro eletromagnético, portanto, é possivel
usar imagens de RGB de uma solugdo com cromo para estimar
o0 teor de matéria organica do solo.

- Devido a existéncia de correlacdo entre 0 método Walkley-
Black e outras metodologias, tais como analisador COT, perda
por ignicdo, entre outros. Pode-se estabelecer modelos de
regressdo que correlacionem o método por analise de imagens
e outras metodologias consagradas em literatura.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Desenvolver metodologia para quantificacdo de matéria
organica do solo pela correlacdo entre a concentracdo de Cr
(111) e os canais RGB de uma imagem digital.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a precisdo de quantificacdo de MOS através da
correlacdo entre a concentracao de Cr (l11) e os canais RGB de
uma imagem digital.

- Propor modelos de correlagdo entre teor de MO obtido
através da analise de imagem digital com aqueles obtidos pelos
métodos Walkley-Black fotocolorimetrico, Analisador COT,
Perda por ignicdo, Termogravimetria e Oxidacdo por Peroxido
de Hidrogénio.
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5. MATERIAL E METODOS

As andlises foram conduzidas no laboratorio de
instrumentos do Departamento de Solos e Recursos Naturais
(DSRN) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV da
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC, com
excecdo da analise termogravimétrica que foi conduzida no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC.

Neste estudo foram utilizados seis meétodos de
determinacdo de MOS, sendo eles: Walkley-Black com
quantificacdo por analise de imagem digital (metodologia
proposta), Walkley-Black com quantificacdo fotocolorimetrica,
Analisador COT, Perda por igni¢do, Termogravimetria e
Oxidacdo por Peroxido de Hidrogénio.

Os solos utilizados neste estudo foram divididos em
dois grupos. O primeiro grupo foi composto por sete solos
pertencentes ao Programa de Controle de Qualidade da - Rede
Oficial de Laboratorios de Anélise de Solo e de Tecido Vegetal
dos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina —
ROLAS, que abrangem concentracfes de matéria organica
entre 1,4 a 7,0 % utilizados para o processo de calibracéo e
escolha dos canais RGB. O segundo grupo utilizado para
comparagao entre métodos avaliados foi composto pelos solos
LUFA (LF), Nitossolo Bruno Distréfico tipico, Cambissolo
Humico Aluminico, Neossolo Litolico Himico e Organossolo
Félico Saprico Tipico.

Neste estudo a conversdo de carbono orgénico para
matéria organica do solo (MOS) foi realizada através do uso do
fator de Bemmelen (1,724), assumindo que a matéria organica
possui 58% de carbono. A conversdo foi realizada pela formula
MOS (%) = COS (%) x 1,724 .
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5.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de solo foram retiradas do horizonte A (0-
10 cm) em perfis classificados por ALMEIDA (2013), sendo
que o Nitossolo Bruno Distrdfico tipico foi coletado no
municipio do Painel (PL), o Cambissolo Himico Aluminico no
municipio de Lages (LG), o Neossolo Litélico Humico
coletado em S&o Joaquim (SJ) e Organossolo Fdlico Saprico
Tipico em Bom Jardim da Serra (BJ). As caracteristicas
quimicas e fisicas dos solos estudados encontram-se na Tabela
1 e encontram-se publicados em ALMEIDA (2013) e
EMBRAPA (2004).

Tabela 1 - Caracterizacao quimica e fisica dos solos Nitossolo
Bruno Distréfico tipico (PL), Cambissolo Humico Aluminico
(LG), Neossolo Litolico Humico (SJ) e Organossolo Folico
Saprico tipico (BJ).

Solos Argila Silte Areia pH pH SB** AT T

H,O KCL
gkg?! cmol, kg!
PL 663 256 81 50 4,3 2,8 25 155
LG 410 240 350 45 - 0,4 45 125

SJ 450 210 340 42 40 0,5 7,7 24
BJ 250 468 282 43 35 2,4 14,7 117

** Soma de Bases (SB) SB= Ca”" + Mg”" + K™ + Na™ + NH,"; *** T ou
CTCpr7o=Ca’ + Mg™ + K" + (H" + AI*).
Fonte: Almeida (2013) e EMBRAPA (2004).

As amostras de solos foram secas a 60°C, moidas e
tamizadas em peneira de 2 mm. Antes de cada analise as
amostras foram condicionadas em dessecadores por um
periodo de 24h.
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A amostra de solo certificado utilizado foi o LUFA que
possui valor de COS de 1,77% e foi utilizado para avaliar a
exatidao das metodologias estudadas.

5.2 REAGENTES

Todas as solugdes foram preparadas em agua com
resistividade 18 MQ.cm obtidas no sistema Ultrapurificador de
agua Master System MS2000. O Dicromato de sédio P.A.
utilizado é da Dindmica Quimica Contemporanea. O 4&cido
sulfdrico P.A. é da Vetec Quimica Fina, a Sacarose P.A da
Fmaia. e o Peroxido de hidrogénio 30% v/v é da Biotec.

5.3 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados um aparelho celular, modelo Samsung
Galaxy S4, para obtencdo das imagens digitais, um
espectrofotometro UV-VIS modelo SPEKOL ® 1300 da
Analytik Jena AG, um analisador COT modelo multi/NC 2100,
equipado com mddulo para sélidos, fabricado pela Analytik
Jena AG, um Forno Mufla da Quimis, uma estufa FANEM
Modelo 315 SE e um TGA Shimadzu com modulo TGA-50,
esse Ultimo instrumento pertence ao laboratério de Sintese de
Cristais Liquidos e Materiais Moleculares do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina.

5.4 ESTATISTICAS

As determinacfes dos teores de MOS foram realizadas
em triplicata e as respectivas médias e intervalos de confianca
foram determinadas com um nivel de confianca de 95%. A
partir dos dados obtidos por diferentes metodologias, foram
construidos modelos de correlagcdo entre 0 método proposto
(anélise por imagem digital) e outros métodos ja consagrados
em literatura. As proposicoes dos modelos foram feitas pelo
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método dos minimos quadrados. De maneira genérica um
modelo de regressao linear pode ser representado pela equacéao
12:

Y= po+ [ X+e¢ (12)
Onde:
Y = variavel dependente
Bo = coeficiente linear
1 = coeficiente angular
X = variavel independente
€ = residuo ou erro

Dois métodos que se correlacionem de maneira perfeita
produzirdo um modelo no qual os coeficientes assumirdo 0s
seguintes valores: S, = 0 e ;= 1. Portanto, é possivel realizar
um teste de hipGtese com essas premissas de maneira a avaliar
a significancia estatisticas dos coeficientes do modelo. Um
parametro indicador da qualidade de ajuste do modelo é o
coeficiente determinacdo (R?) e o seu valor qudao mais préximo
da unidade, melhor seré o ajuste.

Uma segunda proposta para avaliar a qualidade dos
ajustes dos modelos de regressdo linear sera testada por meio
do teste de Willmott (1981) que prop6s um coeficiente de
concordancia (d) (Equacdo 13) que se refere a exatiddo dos
dados preditos pelo modelo.

d — 1 _ ?:1(Ye - YO)Z (13)
Y (IYe = Y|+ Yo —Y[)?

onde:

Y, = valores estimados pelo modelo
Yy = valores observados
Y = média dos valores observados.



53

Além disso, foi proposto um indice de confianca (c)
(Equacdo 14) que une os parametros do coeficiente de
concordancia (d) e de correlagdo (r). Os valores desse indice
variam de 0 para nenhuma confianca a 1 para um maximo de
confianca.

c=d.r (14)
De acordo com CAMARGO & SENTELHAS (1997) o

indice de confianca pode ser interpretado de acordo com 0s
seguintes critérios apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Qualidade do ajuste do modelo por meio do indice
de confianca.

Valores do indice de confianca Desempenho do modelo

> 0,85 Otimo
0,76 a 0,85 Muito Bom
0,66 20,75 Bom
0,61 a0,65 Mediano
0,51a0,60 Sofrivel
0,41 a0,50 Mau

<0,40 Péssimo

Fonte: Préprio autor.

5.5 ANALISE COLORIMETRICA POR IMAGEM DIGITAL
(CID)

O protocolo utilizado foi uma modificagdo do Walkley-
Black Dakota do Sul. Para tanto foi preparada uma solucdo de
dicromato de sodio Na,Cr,O7 = 2 H,O com concentracdo 0,5M
em meio de &cido sulfarico 10mol.L™. O procedimento
consiste em pesar 0,5 g de solo em um erlenmeyer e adicionar
10mL da solugéo sulfocrémica. O conjunto foi levado a um
banho-maria a uma temperatura de 80°C por 60 min. Apds o
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periodo de aquecimento foram adicionados mais 10mL de
solucdo sulfocromica e em seguida a solucdo foi deixada
decantando de um dia para o outro. As soluc6es foram diluidas
2,25 vezes. O extrato da solucdo sulfocrémica, ao invés de ser
analisado por um espectrometro de absor¢cdo molecular UV-
VIS, foi fotografado por uma camera digital.

Com intuito de padronizar as condi¢des fotograficas, as
amostras foram colocadas em um anteparo com fundo branco,
sob uma iluminacdo padrdo fornecida por uma lampada
fluorescente 20 watts. As fotografias foram captadas por um
aparelho celular, modelo Samsung Galaxy S4, equipado com
uma camera CCD com resolucdo de 13MP. As amostras e
padrdes de calibracdo foram posicionados a 15 cm da camera.

As imagens digitais obtidas foram analisadas por meio
do software ImageJ (v. 1.48) de cddigo aberto. Em cada
amostra foi selecionado uma area de dimensdo 100 x100 pixels
no qual foi extraido os valores médios dos canais RGB. Os
valores medios dos canais RGB podem ser convertidos em
absorbéancia, por meio da seguinte expresséo:

A=—log <’R'G'B/,b> (15)

No qual I ; p € 0 valor médio do canal R,GouBel, €
o valor de R,G ou B do branco, sendo estes valores obtidos da
mesma imagem.

A calibracdo da metodologia foi realizada por meio de
uma curva de calibracdo construida com solos pertencentes ao
Programa de Controle de Qualidade da ROLAS que abrangem
concentracdes de matéria organica entre 1,8 a 7,0 %.

5.6 WALKLEY-BLACK COLORIMETRICO (WB¢)

Todo procedimento realizado foi idéntico ao descrito
anteriormente para o método CID, com a excecdo que 0S
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extratos da digestdo sulfocrémica apos serem diluidos foram
levados a um espectrofotdmetro e a sua absorbancia registrada
em um comprimento de onda de 570 nm.

A calibracdo da metodologia foi realizada por meio de
uma curva de calibragdo construida com solos pertencentes ao
Programa de Controle de Qualidade da ROLAS que abrangem
concentragcOes de matéria organica entre 1,4 a 7,0 %.

5.7 ANALISADOR DE CARBONO ORGANICO TOTAL
(COoT)

A calibracdo do equipamento para determinacdo de
carbono organico foi realizada a partir de um padrdo de
sacarose. Para a determinacdo dos teores de COS, pesou-se
massas de solo variando desde 6 a 135 mg. As amostras foram
gueimadas em um forno a 850 °C e quantificadas por meio do
detector de infravermelho do Analisador COT que foi
devidamente calibrado com o padrao de sacarose.

5.8 PERDA POR IGNICAO (PPI)

Foram pesadas entre 0,15 e 0,75 g de amostras de solo
previamente secas a 105°C por 2h. O material foi levado a um
forno mufla a 600°C por um periodo de 24h. A massa perdida
na queima até 600°C foi considerada como matéria organica do
solo.

5.9 OXIDACAO POR PEROXIDO DE HIDROGENIO (OPH)

Foram pesadas em um béquer amostras de solo entre
0,25 e 1,0 g previamente secas a 105°C por 2h. Foram
adicionados 2mL de perdxido de hidrogénio 30% e o sistema
foi deixado reagir por 1h em condicdo ambiente. Apds o
periodo de reacdo, o sistema foi levado a estufa a 110°C por
1h. Apds o aquecimento, as amostras foram resfriadas em
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dessecador e posteriormente pesadas. A diferenca de massa
obtida pela oxidacdo pelo peroxido de hidrogénio é
considerada como matéria organica do solo.

5.10 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

As amostras de solo foram submetidas a um programa
de aquecimento até 900°C em uma taxa de 10°C.min™* sob um
fluxo de ar sintético de 20mL.min™. Para fins de comparacdes
metodoldgicas foi considerada a perda de massa registrada até
a temperatura de 600°C como matéria organica.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 COLORIMETRIA POR IMAGEM DIGITAL (CID)

A Tabela 3 apresenta as médias dos valores para as
cores R, G, B para os referidos solos e a Figura 8 a imagem das
solugdes obtidas para 0s mesmos.

A analise de correlacdo apontou uma relagdo
inversamente proporcional dos canais RED e GREEN com o
teor de matéria organica (Figura 8), isto €, quanto maior o teor
de matéria organica do solo menor a intensidade das cores RED
e GREEN. Enquanto o canal BLUE é praticamente invariavel
ao longo da faixa de concentragdo estudada. Portanto, os
unicos canais que apresentam informacdes analiticas sdo RED
e GREEN.

Tabela 3 - Valores médios de RGB para os solos do Programa
de Controle de Qualidade da ROLAS que abrangem
concentracfes de matéria organica entre 1,4 a 7,0 %.

M.O. (%) R G B

0 235,32 70,258 75371
14 196,42 60,351 8,5202
18 181,17 51,792 1,7514
2,5 158,36 39,615 2,1473
3,0 142,48 35,731 3,2752
35 125,02 33,873 4,7691
4,0 110,25 26,016 9,0173
7.0 62,065 18,154 14,521

Fonte: Préprio autor.
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Figura 8 - Imagem das solugGes com concentragdes crescentes
de MOS obtidas para os solos do Programa de
Controle de Qualidade da ROLAS que abrangem
concentracdes de matéria organica entre 1,4 a 7,0
% e o histograma RGB obtido pelo software
ImageJ.

Mo Mo
0% 14%

[FL

—— — — -

Fonte: Proprio autor.

A analise dos coeficientes angulares das equacGes de
regressao (Figura 9) revelou que a inclinacdo do canal RED é
maior que a do GREEN, fato esse que indica uma maior
sensibilidade do primeiro canal em relagdo a mudanca da
concentracdo de matéria organica.

Como é mais usual a adogdo de grandezas diretamente
proporcionais em calibragGes analiticas, as intensidades de cor
foram transformadas em absorbancia por meio da equacédo 1
apresentada no item material e métodos. Apos a transformagao
matematica dos dados obteve-se entdo relacdo diretamente
proporcional entre o sinal analitico (absorbancia) e a
concentragdo. Esse novo conjunto de dados foi submetido a
analise de regressdo linear que gerou os modelos Agrep
0,0859 MO — 0,0284 (R? =0,992) e Agreen = 0,0907 MO
0,0035 (R? =0,952).
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Figura 9 - Correlacgdo entre os canais RGB e a concentracgdo de
matéria organica para solos do programa ROLAS.

B RED (IR =234,38 - 27,53 M.O) R? = 0,986

2201 GREEN (I = 71,133 - 8,143 M.O) R = 0,773

200 - - ®  BLUE (I = - 2,253 + 2,269 M.0) R = 0,677

180 ~

160
140 ~
120 A
100 ~

80 4

Intensidade / Ul
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0

1 2 3 4 5 6 7
Matéria Organica / %

Fonte: Préprio autor.

Os coeficientes angulares e lineares das duas equacfes
foram submetidos a andlise de significancia. Para o canal RED
a hipotese nula foi rejeitada para ambos os coeficientes, isto €,
p-valor < a, By # 1 # pportanto, ha significancia estatistica
dos coeficientes para 0 modelo (Tabela 4). Dessa maneira opta-
se pela manutencdo de ambos os coeficientesf, e ;. Enquanto
para 0 canal GREEN, o teste para o coeficiente linear
apresentou p-valor > «a, portanto, ndo é possivel rejeitar H,,
tornando B, ndo significativo para o0 modelo. Dessa maneira, a
equacdo de regressdo linear resume-se a Acreen = 0,0907
MOS.
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Tabela 4 - Modelos de regressdo dos canais RED e GREEN e
0s respectivos testes de hipotese (Ho: Bo=0 / Hi: Bo # 0) e (Ho:
ﬁlzl / Hli ﬁ17ﬁ 1)

Coeficientes p-valor a
Agep = 0,0859 MO —0,0284
Linear —-0,0284 0,038 0,05
Angular 0,0859 0,000 0,05
Acreen = 0,0907 MO - 0,0035
Linear -0,0035 0,909 0,05
Angular 0,0907 0,000 0,05

Fonte: Préprio autor.

Como o modelo para o canal RED apresentou o melhor
coeficiente de determinacédo (R? = 0,992) este foi utilizado para
predicdo da concentragdo de MO nos solos LUFA, Nitossolo
Bruno Distréfico tipico (PL), Cambissolo Humico Aluminico
(LG), o Neossolo Litolico Humico (SJ) e Organossolo Folico
Séaprico Tipico (BJ) e para comparacgdes entre métodos.

A Tabela 5 apresenta o valor certificado de
concentracdo de COT do LUFA como 1,77 = 0,20%, enquanto
que o valor obtido pelo método CID foi de 1,25 + 0,43% que
corresponde a uma recuperacdo de 70,6%. O método proposto
possui as mesmas caracteristicas do método Walkley-Black,
sendo, uma de suas desvantagens a incompleta digestdo da
matéria organica do solo.
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Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo de carbono orgénico
para o solo referéncia (LUFA) determinado por Walkley-Black
com quantificagdo por analise de imagem digital (CID),
Walkley-Black com quantificacdo fotocolorimetrica (WBCc),
Analisador de carbono organico.

Método CO Exatidao
%
CID 1,25+ 0,43 70,6
WB, 1,30+ 0,35 73,8
COoT 1,65+0,12 93,2
PPlggo 2,35+0,27 132,7
TGAsw 2,04* 115,7
OPH 1,05+ 0,35 59,3
Valor referéncia — LUFA (%) 1,77+ 0,20

* Andlise realizada apenas com uma Unica replicada.
Fonte: Préprio autor.

O trabalho de Walkley e Black (1934) constatou que a
recuperacdo do carbono organico pelo seu método esta entre 60
a 86%, essa diferenca € atribuida a heterogeneidade
apresentada por diferentes solos. Como a recuperacdo de
70,6% esta de acordo com o intervalo de recuperacao esperado
por uma digestdo sulfocrbmica, a metodologia pode ser
considerada util, dentro das suas conhecidas limitagdes.

A recuperacdo de COT da amostra LUFA variou de
59,3 a 132,7%. Essa amplitude de valores esta relacionada com
as caracteristicas de cada metodologia. O método OPH
registrou a menor recuperacdo (59,3%) dentro dos métodos
avaliados, fato esse que pode ser atribuido ao menor poder
oxidante do peréxido de hidrogénio, que atua
predominantemente sobre as formas mais labeis de carbono
(BORTOLIN e CASSOL, 2010). Os métodos baseados na
digestdo sulfocromica (CID e WBc) registraram recuperac6es



62

dentro da faixa esperada para esse tipo de anélise (WALKLEY
& BLACK, 1934). Enquanto que os resultados obtidos para 0s
trés métodos de combustdo a seco apresentaram resultados
superiores aqueles apresentados para as oxidacdes umidas. O
analisador COT obteve, dentre todos os métodos, a melhor
recuperacdo (93,2%) devido a combinacdo de uma queima a
alturas temperaturas (>750°C), fator este determinante para
avaliacdo de formas mais recalcitrantes de carbono, e a
seletividade ao carbono do detector de infravermelho utilizado
no equipamento. Enquanto que as técnicas PPlgoo € TGAgw
registraram uma superestimacao dos teores de COT do LUFA.
Os altos teores de COT podem estar relacionados com a
volatilizacdo de substancias ndo organicas, quando a amostra €
aquecida a temperaturas superiores a 360°C. Além do COT,
agua de hidratacdo e certos compostos minerais também podem
volatilizar nessa faixa de temperatura (ESCOSTEGUY, 2007).
Diferentemente do Analisador COT que queima a amostra e
possui um detector seletivo a carbono, os métodos PPlgy €
TGAGs00 apenas registram uma perda de massa, sem distinguir a
natureza quimica do material, dessa forma é possivel inferir
gue em uma temperatura de 600°C a superestimacao dos teores
de COT se da pela ndo seletividade do método.

Os teores de MOS obtidos pelo método CID para os
solos coletados podem ser classificados como médio (2,6-
5,0%) a alto (>5,0%) seguindo critérios do Manual de
adubacdo e calagem (ROLAS, 2004). Dos quatro solos apenas
0 solo BJ excedeu a curva de calibragéo e precisou ser diluido.
O baixo coeficiente de variagdo (<5%) obtido indica que o
método proposto apresenta boa preciséo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios, desvio padrdo e coeficientes de
variacdo para concentrac6es de MOS obtidas pelo método CID
para os solos LUFA, Nitossolo Bruno (PL), Cambissolo
Humico (LG), Neossolo Litolico e Organossolo Félico (BJ).

AMOSTRA MO Desvio Padrao CVv
% %
LF 2,15 0,02 0,985
LG 3,44 0,13 3,78
PL 3,18 0,09 2,83
SJ 5,98 0,03 0,501
BJ 27,7 0,45 1,64

Fonte: Préprio autor.

6.2 CORRELACAO ENTRE CID E OUTROS METODOS

A Tabela 7 apresenta os valores médios de MOS
obtidos pelas seis metodologias estudadas para o0s solos
Nitossolo Bruno Distréfico tipico (PL), Cambissolo Humico
Aluminico (LG), o Neossolo Litélico Humico (SJ) e
Organossolo Félico Saprico Tipico (BJ).

A predominancia de altos teores de MOS chegando a
valores de 20% para BJ obtido por WBc e 55% por PPlggo
podem ser explicados pelo clima frio e a alta umidade relativa
que favorece o acumulo de MOS, no qual esses solos estdo
inseridos. Outra questdo para tal acumulo é a baixa taxa de
decomposi¢cdo da MOS atribuida principalmente ao reduzido
metabolismo microbiano (DIAS et al., 2003) e ao elevado teor
de acidez trocavel que possui efeito estabilizador com a
formacdo de complexos metalorganicos estaveis, resultando em
compostos organicos resistentes a oxidacdo (SCHWESIG et
al., 2003; SILVA et al., 2008, DICK et al., 2008).
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Tabela 7 - Concentragdes de MOS para as amostras de solo
com diferentes metodologias determinado pelos métodos CID,
WBc, COT, PPlgoo, TGAs00 € OPH.

METODO LG PL SJ BJ
MO %
CID 345+0,13 318+0,19 598+015 27,69+0,26
WB¢ 450+0,35 4,02+0,12 6,84+0,37 20,78+0,28
CcoT 531+£021 541+0,27 10,0+£0,23 44,0+291
PPlego 9,56+0,39 14,7+109 184+110 556267
TGAGsw0 9,8* 14,7* 16,3* 52,9*
OPH 502+041 423+12 880+192 16,2+8,03

* Andlises realizadas apenas com uma replicada.
Fonte: Préprio autor.

A Tabela 8 apresenta os testes de hipdtese para o0s
coeficientes obtidos na analise de correlacdo entre o método
CID e os demais métodos. Néo ha evidencias significativas que
apontem B, diferente de zero, portanto, o coeficiente linear ndo
possui significancia estatistica para os modelos WBc x CID,
COT x CID, PPlgg X CID e TGAgy x CID, com excecdo do
modelo OPH x CID. Para aqueles modelos que o coeficiente
linear ndo foi  significativo, a equacdo de regressao foi
recalculada para que a reta cruze o intercepto x e y (Figuras 10
e 11).
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Tabela 8 - Testes de hipdtese para os coeficientes obtidos na
analise de correlacdo entre as metodologias WBc, COT, PPlgo,
TGAg € OPH versus Walkley-Black com analise de imagem
(CID).

Coeficientes p-valor a

WB: =1,70 + 0,697 CID

Linear 1,70 0,057 0,05

Angular 0,697 0,001 0,05
COT =0,065 + 1,59 CID

Linear 0,065 0,801 0,05

Angular 1,59 0,000 0,05

PPI=519+ 1,85 CID

Linear 5,19 0,080 0,05

Angular 1,85 0,001 0,05
TGAg0 =1,74+ 1,86 CID

Linear 1,74 0,469 0,05

Angular 1,86 0,001 0,05
OPH = 3,42 + 0,475 CID*

Linear 3,42 0,043 0,05

Angular 0,475 0,009 0,05

Testes de Hipotese: (Ho: Bo= 0 /Hy: Bo #0) e (Ho: P1=1/Hy: 1 # 1).
Fonte: Préprio autor.
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Figura 10 - Gréficos de correlacdo entre as metodologias
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Walkley-Black com fotocolorimetria (WBc),
Analisador de carbono organico total (COT) e
Perda por ignicdo (PPlgy) versus Walkley-
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Figura 11 -
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Gréficos de correlagdo entre as metodologias
Termogravimetria (TGAgp) € Oxidagdo por
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60+
TGA,,, = 1,948 CID

600

50 R2?=0,985

BJ

0 T T

T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

CID (MO / %)



68

o
=]
J

OPH =3,42 + 0,475 CID
R2=0,923

I o
o =}
1 1

OPH (MO / %)
8
1

20 4 BJ

104

0 5 10 15 20 25 30
CID (MO / %)

Fonte: Préprio autor.

A Tabela 9 apresenta os parametros de Willmott para os
modelos obtidos entre a metodologia CID e o0s demais
métodos. O desempenho dos modelos foi considerado 6timo
pelos critérios de avalicdo de Willmott, ou seja, é possivel
predizer as concentracbes de MO que seriam obtidas pelos
métodos através do método CID.

Pela anélise da equacdo de regressao (Figura 11) pode-
se concluir que o método CID superestimou o0s teores
fornecidos pelo método WB, todavia, em nada afeta o seu
potencial como técnica analitica para determinacdo de matéria
organica em solo. De forma similar ao presente trabalho, o
estudo de CHACON et al., (2002) propds um modelo que
correlaciona os métodos Walkley-Black nas versoes
titulométrica e colorimétrica por espectrofotometria. Os autores
propuseram a equagdo OCc = 0,492 OCwg, no qual OCc se
refere a0 método colorimétrico e OCwg ao titulométrico. O
coeficiente linear também foi considerado sem significancia
estatistica, por isso foi retirado do modelo. Para os autores do
trabalho esse resultado estatistico sugere uma auséncia de
efeitos residuais inerente ao conjunto de solos estudados (ex.,
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contetdo de argila, complexos organo-minerais, conteudo de
carbono), que poderiam afetar a relacdo entre os métodos.

Tabela 9 - Parametros de Willmott para os modelos obtidos
entre  Walkley-Black com quantificacdo fotocolorimetrica
(WB¢:), Analisador de carbono organico total (COT), Perda por
ignicdo (PPlggo), Termogravimetria (TGAg0) € Oxidacdo por
Peroxido de Hidrogénio (OPH) versus Walkley-Black com
quantificacdo por analise de imagem digital (CID).

MODELO *r **d **xC Desempenho
WB-CID 0,988 0,989 0,978 Otimo
COT-CID 0,999 0,999 0,999 Otimo
PPlgoo-CID 0,984 0,985 0,969 Otimo
TGAs0-CID 0,992 0,981 0,974 Otimo
OPH-CID 0,961 0,980 0,942 Otimo

*r: coeficiente de correlagdo; **d: indice de concordancia; ***c: indice de
confianca.
Fonte: Préprio autor.

Para 0 método COT o coeficiente de concordancia (d) e
0 indice de confianca (c) encontram-se muito proxima a
unidade, confirmando assim o bom ajuste do modelo proposto
para as diferentes metodologias. O valor do coeficiente angular
de 1,59 (Figura 11) obtido por este modelo esta muito proximo
a outros modelos em literatura. O trabalho de ISLAM e WEIL
(1998) reportou equacdo baseada no metodo WB
espectrofotométrico juntamente com um analisador elementar
(combustéo a seco) e resultou na equacdo LECO C = 1,32 Cyg,
no qual LECO C refere-se ao método de combustdo a seco e
Corg a0 método espectrofotometrico. Enquanto que KRISHAN
et al., (2009) ao estudar solos indianos estabeleceu uma relagdo
entre os métodos WB e analisador COT descrita pela equagéo
COT = 1,95 WB e também foi proposto um modelo para solos
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do Himalaia: COT = 2,39 WB. De acordo com MIYAZAWA
et al., (2000) um aumento no coeficiente angular pode estar
relacionado com um maior grau de oxidacdo da matéria
organica dos solos.

Os métodos PPlgoo € TGA superestimaram 0s teores
obtidos em relacdo ao método CID. Esse comportamento €
justificavel j& que esses métodos ndo sdo seletivos a carbono,
todo o material queimado a 600°C é contabilizado como
matéria organica, independente da natureza quimica, enquanto
que a digestdo sulfocrdmica atua diretamente na oxidacdo do
carbono do solo e o teor de matéria organica é obtido por um
fator de conversdo. Observa-se a mesma tendéncia de
superestimacdo nos trabalhos de Bianchi et al. (2008) e Kasozi
(2009).

O trabalho de Bianchi et al., (2008) estudou uma ampla
variedade de solos do Parand e produziu um modelo que
correlacionou o método PPl com o método Walkley-Black, a
equacdo obtida foi PPl = 2,52 + 3,08 WB. Enguanto que o
trabalho de Kasozi et al., (2009) determinou para um conjunto
de Histosols uma relacdo entre os métodos WB e PPl a 550°C
que é expressa pela equagdo PPl = 1,75 WB. E interessante
notar que os coeficientes angulares dos modelos diferem entre
si, todavia, essa distincdo é atribuida aos diferentes solos
utilizados nos estudos, bem como as diferentes condi¢bes
metodoldgicas adotadas.

O método de oxidacdo por peréxido de hidrogénio
(OPH) subestima a MOS quando comparado ao CID. Isso se
deve ao menor poder oxidante do per6xido de hidrogénio
quando comparado ao da solugéo sulfocrémica.

Os modelos obtidos entre 0s métodos e o proposto e 0s
e seus desempenhos indicam que o modelo CID é promissor. O
método CID conserva as limitagcGes oxidativas da solucdo
sulfocromica, bem como a geracdo de residuos pesados
(Crdémio), todavia, dispensa o uso de um espectrofotbmetro que
é um equipamento de alto custo. Dessa maneira um laboratério
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que ainda ndo dispGe de recursos para aquisicdo de um
espectrofotdmetro, podera se beneficiar utilizando o método
por andlise de imagens.

Todavia, como maneira de aprimorar este estudo é
sugerido que em trabalhos futuros uma maior quantidade de
solos seja estudada para fornecer uma maior representatividade
amostral a modelagem.
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7. CONCLUSOES

Uma relacdo inversamente proporcional foi obtida entre os
canais RED e GREEN e a concentracdo de Cr (I11). Com isso
foi possivel propor uma nova metodologia de determinacéo de
matéria organica em solo com exatiddo e precisao aceitaveis e
comparaveis a outras metodologias ja consagradas em
literatura.

A metodologia proposta neste estudo foi capaz de recuperar
70,6% do carbono organico do solo certificado LUFA
SPEYER 2.2. O valor dentro do esperado para a recuperagao
de carbono obtida por uma digestao sulfocromica.

Os coeficientes de variacdo ficaram em um intervalo de 0,985 a
3,78%, valores esses que sdo aceitaveis para esse tipo de
andlise.

Cinco novos modelos correlacionando a metodologia proposta
com outros métodos em literatura foram desenvolvidos.

A metodologia CID pode ser considerada mais econdmica que
a Walkley-Black espectrofotométrica. Enquanto a ultima
necessita de um espectrofotdmetro, a primeira requer apenas o
uso de um dispositivo com detector CCD ou CMOS, podendo
ser uma webcam, camera digital ou mesmo um celular.
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