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ANALISE DE TECIDOS VEGETAIS POR MEIO DE “SPOT TESTS *

CLOVIS SILVA FERNANDES?

Sumdrio

No presente t:abalho 530 descntos [ d15cut1dos os métodos atuais de andlise de tecidos ou de

diagnose fohar pgr meio de “spot tests”,

Sensiveis apnmoramentos de téenicas de trabalho e dois

métodos originais “para determinagio de célcio e zinco sio sinda apresentados.

INTRODUCAO
]
Revisio dos trabalhos anteriores

Spot test” ou teste de‘manchﬁ se’ define como
um’ micrométodo da quzm:ca anahhca no qual ‘sdo
utilizadas quantidades minimas do material a anali-
sar e do ‘reagente.

No “teste *de” fmancha’™ conhecido também como
“andlise “de toque’”-as .rea¢fes sio conduzidas prefe-
rencialmente” em. placas de toque, microcadinhos,
fragmentos” de papel de filtro ou mesmo diretamente
séhre o material a analisar ou material problema.

A presenga dos elementos pesquisados (anion, ca-
tion; grupo funcional) pode ser caracterizada através
de reagbes coradas, descoramentos ou precipitados.

O ‘trabalhd pioneiro no campo dos “spot tests” é
segundo Feigl (1958) devido a F. Runge, o qual em
1834 utilizou ‘papel impregnado com iodeto de po-
tissio e amido, na detecgio do cloro,

Uma revisio bibliogrifica s6bre o limiar da técnica
do “spot test”-até+a* atualidade nos ¢é dada por
Feigl (1939, 1958) que através de um trabalho
solidamente bem' conduzido organizou a Escola de
Andlise de Toque cujos métodos mais gerais se
encontraram condensados em-“Spot Tests for Inorga-
nic Analysis” e “Spot Tests for Organic Analysis™.

O primeiro trabalho no qual foram utilizadas rea-
¢oes de toque ou de mancha no estudo da nutrigio
das plantas & devido_ a. Hoffer (1934) que aplicou a
difenilamina, €0 o dcido sulfiirico na caracterizagio de
nitraw, e 0 sulfocianets de potdssio na localizagio de
ferro diretamente_em colmo de milho.

1 Trabalho apresentado ao Simposium Latino-America-
no de Fisiologia Vegctal, XVI Congresso da Sociedade Bo-
tanica do Brasil, 1965, Foi recehido, para publicagio em 29
de agdsto de 1966 e constitui o Boletim Técnico n° 8 do
Institute  de I’esquxsas e’ Experlmentagao Agropecuarias do
Nordeste {IPEANE).

* Eng* Agrénomo, Secico de Botinica do IPEANE,
Caixa Pogtal 205, Recife, Pernambuco,
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A aplicaco da reagio do Griess (Bray 1943} para
nitrito foi introduzida por: Bray (1948) para detecgio
de nitrato, apds sensiveis modificagdes e aprimora-
mento de técnica.

O teste semiquantitativo para potissio baseado na
reacio de Polluektof (Silva et al. 1942) foi desen-
volvido por Melsted (1950).

Chong e Bray (1952) descreveram dois métodos
originais, semi-quantitativos de “spot tests” para a
caracterizagio dos niveis de magnésio e calcio em
plantas éultiyadas. '

Fernandes (1958) realizow um trabalho de apre-
ciagdo, geral sébre os trés mdétodes de “spot tests”
mais usualmente utilizados nos Estados Unidos e no
Japiio para diagnose ripida da.nutrigio das plantas.

Fernandes (1964) divulgou um ‘métedo capilari-
métrico de “spot test” para determinagio de magné-
si0 em vegetais.

Trabalhios stbre utilizagio de métodos rapidos de
diagnose foliar incluindo testes de mancha tém sido

-conduzides ny Franga e na Rissia por Lecomp

(1959) Delmas et el (1958) e Tserling (1956).

IndicagGes sobre a aplicagiio .de “spot tests” para
NFK na diagnose foliar do algodio foram divulgadas
recentemente por Hardy (1962).

Tackson (1958) Morgan e Wickstrom (1906) des-
crevem detclhadamente a preparagio e o “modo_de
utilizagio "das ‘trés reagdes de mancha mais usual-
mente utilizadas na andlise de tecidos vegetais para
diagndstico da nutrigfo.

Uma - expressiva cromo-visualizagio de:toster~de
Bray .em:colmo do milho nos & dada poriHoffer e
Krantz {1951).

Bases tedricas

Os elementos quimicos absorvides pelas plantas
podem ser encontrados nos tecidos celulares tanto
em formas soliveis quanto insoliveis. As formas inso-

FPesq. agroy ee. bras. 2_;2.\3'2.‘”2,,44, 1967
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liveis podem encontrarse como constituintes de
compostos simples ou complexos, chelados, em ligagdo
prostéticas ou adsorvidos nos coloides protopldsmicos.
Em tais condigdes, podem ou nio ser detectados
diretamente através de testes répidos de mancha.

As formas soliveis, labeis, fraca ou fortemente
ioniziveis podem ser, facilmente e isoladamente,
apreciadas por meio de “spot tests” desde que sefam
afastadas as interferéncias, principalmente idnicas.

Nas formas soliveis, transitérias ou ndo, o teor
atual tanto expressa em péso sdbre volume de suco
celular, em péso sébre péso de material verde ou
material séco, pode estar relacionado com o cresci-
mento e a produtividade.

A detecciio das formas soliveis pode ser conduzida
por métodos répidos turbidométricos ou colorimétri-
cos, nos quais estio incluidos os “spot tests’” semi-
-quantitativos.

Seis elementos podem ser ficilmente detectiveis
para fins de diagnose foliar répida através de testes de
mancha. Sdo éles: nitrogénio, fésforo, potissio, cdlcio,
magnésio e zinco.

Nitrogénio, O nitrogénio tomado pelas plantas co-
meo nitrato, pode permanecer neste estado em teores
aprecidveis antes de ser reduzido, teores éstes que
estando correlacionados com o crescimento, podem ser
determinados e utilizados como indicadores da nutri-
¢do azotada. Para determinados vegetais entretanto,
onde a reduciio se di nos Orgios subterrineos, ou
onde a redugio é ripida, a presenga de nitrato em
determinados érgios, ou de um modo sistémico, pode
estar correlacionada com deficiéncias de outros ele-
mentos como calcio, enxbfre, molibdénio. Em tais
casos a aplicagdo do teste de Bray é de suma valia.

Quanto ao teor de nitrogénio nitrico como indica-
dor de nutrigio normal, Emmert (1942) logrou es-
tabelecer estatisticamente estreita correlagio entre a
produgio do tomateiro e o nitrato foliar.

Krantz ef al. (1948) usando o método de difeni-
lamina-écida sulfirico nos dio indicacbes sdbre a
diagnose da deficiéncia de nitrogénio em milho e
algodido, em fungio do nitrato foliar.

Fernandes {1958, 1960) trabalhando em solucBes
nutritivas com tomateiro e milho, demonstrou que a
expansio foliar de ambas as plantas estd correlacio-
nada com ¢ teor de nitrato no peciolo e na base da
nervura central de folhas jovens, interdependéncia
que pode ser expressa respectivamente pelas seguin-
tes equagdes:

Tomateiro: y=379-0,24 x r=0,90
Milho: y =22,8— 0,026 x r=0,85

Pesq. agropec. bras. 2:237.244, 1987
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Fésforo. No caso do fésforo a acumulagio é regu-
lada pela atividade respiratéria e a fotossintese.

O fésforo mineral constitui, na planta normal,
uma apreciivel parte em relagiio ao fésforo orginico.
Para as félhas do milho, cérca de 35,9% estd em
forma inorginica, segundo Colin, citado por Demo-
lon (1946).

O teor do fésforo inorginico solivel, incluindo o
fésforo liberado de formas libeis ou hidroliziveis
durante o processo de determina¢io tem sido utili-
zado para a interpretagio da nutrigio fosférica
(Jackson 1958, Morgan & Wickstrom 1956, Hoffer
& Krantz 1951, Krantz et al. 1948).

A reagio de Osmond, conduzida segunde normas
especiais sobre pequenos retangulos de papel de fil-
tro impregnados de suco celular ou extrato 4dcido de
material séco, produz em fungdo do teor de fésforo
presente, uma gama de tonalidades de azul que per-
mite caracterizar concentragfes entre zero e 200 ppm,
com estagios de 15,40 e 100 ppm.

Potdssio. O potissio apesar de suas fungbes com-
plexas na fotossintese, na biossintese das bases do
dcido nucléico e na formagio de piruvato se encontra
em quase sua totalidade em solugio no suce celular.
Parte do potissio ndo detectivel em relagio ao teor
total se encontra adsorvido nos coldides protoplds-
micos.

O “spot test” usualmente empregado na determi-
nacio do potissio é baseado na reacio de Polluecktof
(Feigl 1839, 1858, Silva et al. 1942) adaptada a
uma variante semi-quantitativa por Melsted (1950).

O “spot test” de Melsted (1950) modificado por
Fernandes (1960} permite caracterizar concentragdes
de 1,00 — 0,50 — 0,20 — 0,10 — 0,04% de potissio
em suco celular, sendo a principal caracteristica da
modificacio introduzida o aumento da sensibilidade
pela adigio de tragos de hidréxido de calcio 4 solu-
¢do problema o que em parte blogueia a interferéncia
inibidora do sédio e dos coldides contidos na solugdo
do problema.

Magnésio. Com referéncia ao magnésio, sabe-se
que as folhas das plantas contém aproximadamente
0,67 a 1,27% de clorofila sdbre matéria séca. A clo-
rofila por sua vez contém 2,7% de magnésio. Muito
mais magnésio é necessirio estar presente para que
a fotossintese se processe normalmente, nio sdmente
magnésio idnico ativador de enzimas e coenzimas ou
magnésio constituinte de enzimas ou coenzimas, mas
magnésio em combinages inorgnicas.

Cherig e Bray {1952) nos apresentam a descrigio
de um método semiquantitativo para a determinagio
de magnésio solivel nas plantas e indicam normas
para a diagnose da nutrigio magnésica em milho,
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videira e amendoim. O “spot test” de Cheng e Bray
{1952) utiliza como reagente o Eriocromo T. (So-
dium ! — (1 — hydroxy 2 — naphthylazo — 6 —
nitro — 2 — naphtol - 4 — sulphonate).

Fernandes (1964) partindo das normas dadas por
Cheng e Bray (1952} desenvolveu um método cro-
mo-capilarimétrico para a determinagio do nivel de
magnésio nas plantas cultivadas.

Cdlcio. O chlcio por sua vez esti entre outras
fungdes, relacionado com a atividade de fosfatase,
formagio de amidas, ciclo de Krebs e permeabilidade
da membrana celular.

Como elemento plistico, se encontra no cimento
intercelular e como catabolito ou reserva célcica,
sob a forma de rafidios e cistdlitos.

O cilcio se extrai das plantas com 4gua, 4cido
acético, ou Acido cloridrico diluido. Isto prova que
o cilcio nfo estd em unifo profunda com substincias
orginicas complexas. Em sua maior parte estd com-
binade a 4cides orginicos. Iljin (1954)

Baseados em que o cilcio solivel esté relacionado
com a nutri¢io cdlcica, Cheng e Bray {1952) utili-
zando a murexida desenvolveram um “spot test” se-
miquantitativo para a diagnose da deficiéncia déste
elemento nas plantas. Nio indicam todavia normas
de interpretagfio.

Dada a gama restrita de tonalidades que a mure-
xida permite verificar entre um miximo e um minimo
de calcio, Fernandes (1958) partindo do método de
Coldenstein e Stark Meyer (Feigl 1958) logrou
adapti-lo 45 normas de um teste de mancha em
papel de filtro muite mais preciso que o da murexida
de Cheng e Bray (1952). O método de Goldenstein
e Stark Meyer é baseado na formacio de sais comple-
xos coloridos quando se fazem reagir bases de Schiff
com ions metélicos.

Partindo-se um reagente incolor com o glioxal-bis
(2-hidroxanil}, atinge-se entre zero e 100 ppm de
cileic uma gama de tonalidades de résec a vermelho
sanguineo que permite caracterizar concentragbes de
5,710, 15, 25, e 50 ppm.

Zinco. Apesar de integrado na categoria dos micro-
nuirientes que podem atuar em concentragbes bem
baixas da ordem 20 ppm sébre matéria séca, o zinco
em alguns casos pode atingir a teores bem elevados
como no tallaco, onde a acumulagio alcanca a
2000 ppm. .

No sentide de poder caracterizar estados de carén-
cia de zineo, em plantas que ainda nio tenhim apre-
sentado sintomas foliares tipicos de um mode répido
e relativamente preciso em condigbes de campo,
Fernandes (1958), logrou desenvolver um teste
semiquantitativo em papel de filtro & base de

ditizonato de sédic. Este “spot test” permite detectar
diretamente sébre os tecidos das plantas ou sébre suco
celular, teores de zinco entre 2 e 50 ppm com esti-
glos intermediirios de 5, 10 e 25 ppm através de
uma gama de tonalidades entre réseo e magenta ou

plrpura.

Qutros elementos. Em relagio 4s determinagdes de
manganés, cobre, ferro, boro e molibdénio, tem sido
possivel a aplicagic de “spot test” semiquantitatives
em cinzas, modalidades de determinagfes estas que
por se constituirem mais complexas fogem ao cardter
prético dos testes ripidos para fins agricolas.

Informacdes bibliograficas pouco precisas  tém
informado stbre o uso de testes-de campo 2 hase de
azul de metileno para a detecgio da caréncia de
enxdfre.

Possibilidades e limitacGes dos “spot test” na diagno-
se da nutricdo das plantas

As possibilidades de éxito na aplicagio de “spot
test” dependem da precisio dos métodos e do conhe-
cimento das normas de utilizagdo e interpretagio dos
resultados.

Quando se trabalha com uma vnica cultura como
o milho ou o tomateiro, adotando-se normas de diag-
néstico estabelecidas alhures, ou melhor ainda, local-
mente, o técnico em nutrigio ou mesmo o agricultor
pode atingir um alto grau de senso interpretativo,

A exata possibilidade de funcionamento de qual-
quer método de diagnose foliar depende tinicamente
de saber quais os elementos e em quais teores devem
éles estar presentes em determinados érgios de
determinada idade fisiolégica.

Desde que pequenas diferengas de concentragio de
um elemento podem corresponder a variagfes sensi-
veis no rendimento, o “spot test” semiquantitativo
de modo nenhum poderia equivaler-se a um método
analitico de laboratério, principalmente porque os
resultados obtidos pelos testes réipidos dependem
muito do operador, tanto quanto ao préprio modo de
operar, como em relagio 4 acuidade visual para o
discernimento de intensidade e tonalidade de céres.

O maior campo de aplicagdo dos “spot test” semi-
quantitativos esti na confirmacic de deficiéncias
diagnosticadas visualmente e na previsio de estados
carenciais graves ainda nio caracterizados através de
uma sintomatologia foliar tipica.

Como material diditico os métodos de “spot test”
semiquantitativos constituem excelentes meios de
demonstragio para os estudos de nutrigio das plantas
e das enfermidades fisiogénicas por deficiéncia ali-
mentar,

Pesq. agropec. bras, 2:237-244. 1967
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NORMAS DE ANALISE

Determinacio direta nos tecidos.

A determinagio direta nos. tecidos pode ser reali-
zada na propria planta ou em fragmentos dela retira-
dos. Na determinaciio direta o reativo é colocado
sébre um corte procedido no caule, como é o caso
da detecgio de nitrato em colmo de milho pelo rea-
tivo de Bray (Fernandes 1956).

Tratando-se de fragmentos de ‘érgaos foliares {pe-
ciolos, nervuras}, os mesmo sdo colocados ‘juntamen-
te com o reativo, ou o papel indicador no interior da
dobra de uma eSpqtuh de pohet1leno, sendo em
yqeﬂmda premados ccm wm pequeno alicate.

Determinagéio em suco celular

Para amostras maiores, colhidas apos andamento
casualizade no campo, o material & colocado’em uma
pequena cuba de polietileno—fe esmagado com um
pistilo de - material plistico - rigido. O suco, celular &
entio separado por meio de uma seringa, em cujo
extremo se encontra adaptado um tubo flexivel, de
material inerte contendo algodio hidréfilo. As de-
terminagGes amaliticas sio processadas sbbre gitas de
suco celular colocadas em capsulas de. plastico, placas
dé toque, ou sdbre vidro plano.

Determinacio eém materlal séco

A amostra ¢ séca a 70 °C, passada em almofanz
ou moinho e peneirada a 40 mesh. Apds’ uma pexma-
néncia de 24 horas em estufa a 70°C, o material séco
e dcsmteglado seri posto em ICI 0,025 N i razdo
de 100mg por 1ml Apés 24 horas o extrato é sepa-
rado da mesma maneira que na determmagao em
suco”celular. Em ambos os casos, tanto’ o suco celular
quando o extrato cloridrico. devem ser “colocados
em frascos de vidro neutro ¢ tampa plistica,

METODOS QUIMICOS
Nitrogénio

A prospeccio da nutricio nitrogenada nas’ plantas
tem sido conduzida atraves -do uwso de spol test
para nitrato e para “aminoacidos. Neste ultimo caso,
'se tem utilizado a mhlduna como tivemos a oportuni-
dade de constatar em estojos de procedéncia’ nipdnica
para diagrose foliar.

O reativo utilizado na determinagio de. nitrogénio
nitrico € baseado no teste de Griess para nitrito
(Feigl, 1958), através de uma modificagdc de Bray
(1943), na qual o veiculo aquoso do reagente.. é

Pesa. auropec: bras, 2:237-244. 1967

substituido, pelo sulfato de birio e o dcido acético
pelo 4cido citrico. A redugdo do nitrato para nitrito
é proporcionada pela presenga de zinco metilicp
finamente dividido. A Introdugdo do Manganés tem
por finalidade acelerar a redug¢io, Quando de prepa-
racia ‘redenta o reativo de Bray se apresenta como
um pbd . branco.

Composigio e preparagiio  do reativo de Bray

Composigio:
A) Sulfato de Bério — BaSOs ...............J 2,500¢g
B} Zinco em pé — 300 a 400 mesh ............ = 0,050 g
C) Sulfato de mangands — MnSOw4H=0 ..... . 0,250 g
D) Acido citrico ......... .. iiiiiiieiiiiaas 1,875 g
E) Acido sulfﬂnﬂlco ......................... 0,100 g
F) Alfapaftilamina .. .. ..ot innnerennn 0,050 g

Preparacio: -

Em um pequeno almofariz, utilizando um pistile
de porcelana ou_vidro e uma espitula de aco inoxi-
divel. misture separadamente cada uma das drogas
B, C, E.e F com 1/4 do péso do sulfato de bdrio.
Reuna tédas estas fragdes, homogenize a mistura ¢
junte o écido citrico séco e bem pulverizado, Torne
a homogeneizar. Ponha o reativo assim preparado em
um frasco de vidro neutro e tampa plistica com
cérca de 10ce de capacidade. Agite por 10 minutos
e conserve ao abrigo da luz e da umidade. Para uti-
lizagdo em condigdes de campo o reativo pode ser
transportado em um mlCrOl‘ﬂGdldOl’, conforme sugere
Fernandes (1956), ou em cargas de 3 miligramas
acondicionadas em tubos PldSthOS de 2,0 por 0,4cm,
modalidade esta introduzida recentemente pelo autor.

Determinagdo. No &ngulo interno de um fragmento
retangular de papel Munktell. OOR dobrado ac meio
e medindo 1,6 por 0,7cm, ponha cérca de 2 a 3 mili-
metros cubicos do reativo. Apos distribui-lo por igual
em uma das faces internas, comprima-a com a outra
face Tomande em seguida o papel dobrado contendo
o reativo, na ponta de uma pinga, embeba-o na solu-
¢do problema, Ver1f1que a tonalidade magenta desen-
volvida de acérdo com o Quadro L.

QUADRO 1, Tonalidade deservolvida em 30, 60 e 120 segundos
: rela solugio problema .

Tempo de leitura em segundo @

tonalidades desenvolvidaa s
N nitrieo em ppm,

30 60 120

1 1 1 1
1 1 2 3
1 2 3 20
2 3 3 50
2 3 4 100
3 4 4 250
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Tonalidades’ segundo Villalobos e Villalobos
(19473

—

MMV — 18 — 4.0
. MMV —~ 17 — 70

[&]

3. MMV — 15 -. 8o
4. M — 11 — 8
5 MR - 9 — 174

Na determinagdo de nitrato em peciclo de algodio
torna-se necessirio remover a epiderme afim de eli-
minar a interferéncia do pigmento réseo nela contido.

Fdsforo

A determinagiio do fésforo ¢ haseada na reagio de
Osmond (Allport 1945} e o reative utilizado tem sido
preparado segunde a formulagio de Krantz et al.
(1948).

Composigio

A) Molibdate de amdnio (NHi)a Mo; Ox.4H.0 200 mg
Agua destilada ... . e, 5 ml

B) HCl (d=119} ........cuiiiiirirnnnnas 3,15 ml
Agua destilada . ........0 .o e . 1,83ml

Preparacdo do reativo de Krantz. Verta vaparosa-
mente B em A agitando com um bastio de vidro.
Conserve o reativo em frasco plistico ao abrigo da
luz,

No momento de usar, dilua 1 parte do reative com
4 partes de Agua destilada,

Determinagdo de fdsforo. Embeba totalmente, mas
nio em excesso, um retingulo de papel Munktell OOR
medindo 1,6 por 0,7 cm na solugio problema e colo-
que-o sbre uma pequena folha de papel impermes-
vel medindo 2,3 por 3,0 cm. Ponha uma géta do
reativo sobre o papel de filtro e em seguida gire
sébre éste um pequeno bastio de estanho medindo
6,0 por 0,7 cm. Apbs um minuto compare a tonalida-
de azul desenvolvida com os padrées seguintes segun-
do Villalobos e Villalobos {1947).

Tonclidade para interpretacdo do teor

do fdsforo ppm P
CCU - 18 — 82 ... ..iiuiiiin..
CU - 17 — 8 .. e, 15
CU —- 14 = 7" ... 40
UUC — 11 — 80 ... . 100
UUC — 8 — 8 Liiiiiiiiiinnns. 200

Em qualquer circunstincia precede a diluigdes com
agua destilada, mesmo no caso do suco celular ou
da solugio problema acusar um teor correspondente
ao limite superior da escala de interpretagfio.

Na determinagio dos nutrientes em peciolos de
folha de tomateiro, remova a epiderme a fim de
afastar a interferéncia por vizes produzida pelo
excesso de clorofila,

Potdssio

O mecanismo quimice de processo de determinagio
do Potissio pela dipicrilamina se encontra bastante
estudado em um trabalho de Feigl e Dacorso (1942).
O mesmo assunto é ainda discutido em amplos de-
talhes por Feigl (1938).

A adaptacio do teste de potassio pela dipicrilamina
a normas semiquantitativas foi realizada por Melsted
(1950). Os métodos de preparaciio, uso e interpreta-
¢ilo se encontram com algumas variantes em Jackson
(1958) e em Morgan & Wickstron (1956),

As normas que seguem e que vém sencdo utilizadas
pele autor, oferecem bons resultados.
Composicdo do reativo

Solugdn A:

Dipicrilamina Merck ............. 100 mg
Solugiio de NasCOz a 10,6% ..... Iml
Agua destilada q.s.p. ........... 10 mi

Ponha a dipicrilamina em um tubo de ensaio
aferido a 10 ml. Junte 1 ml de solucio de carbo-
nato de sddio, agite com um bastdo de vidro e leve
& ebuli¢io, usande chama de alcool durante 1 mi-
nuto. Esfrie e complote o volume a 10 ml.

Solugdio B:

Solugio A ... i 3 mh

Agua destilada ....... ... .. ... 0., 2ml
Selugiv G:

Solugio A ... .. . i i 2 ml
Agua destilada ............... ... .. 3 ml

As solugbes A, B e C podem conservar-se sem
alteragiio por cérea de seis meses, quando acondicio-
nadas em frascos de vidro neutro e tampa plistica ao
abrigo da luz.

Preparagio de papel reativo. Em um retingulo de
papel Munktell OOR medindo 4,6 por 1,lem ponha
com um microcapilar 8 milimetros cibicos de capa-
cidade (16,6 x 0,5) dois “spots” da solugio A, um
da solugio B e um da solugdo C. Apds secagem a 60.°
por uns quatre minutos ponha mais um “spot” da
soluciio A sdbre o “spot” extremo de solugio A
(Fig. 1). Apds a secagem a 60.°C os papéis indica-
dores sio conservados ao abrigo da luz e da wnidade,
condices nas quais permaneccm praticamente inalte-

Pesq. agropec. Dras, 2:237-244. 1967
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riveis por cérca de dez dias, quando conservados
em um refrigerador. As solugdes A, B e C podem
ser conservadas por cérca de seis meses.

111 v v vl

FIG, 1. Instrumental e técnicas. I. preparagdo do “spot test”
para determinagiio de potdssio; 1I: fases de determinagio do
nitrogénio nitrico; I capilar para preparagido do teste de
potdssi; 1V: alga para a preparagio dos testes de cdlofo,
magnésic e zinco; V: alca paera e colocacdo da “solugdo
problema’” sdbre os “spots™ na determinaglo do
potdssio,

Determinagdo. O papel indicador é embebido com
a solugio problema, séco ao ar ou em estufa a 60.°C
e em seguida tratado com HC1 normal. Na auséneia
de Potdssio, todos os quatro “spots™ serio descorados.
De acdrdo com o teor de potissio presente, uma ou
mais de uma mancha permanecerio com a coloragio
primitiva alaranjada.

Os padrdes podem ser preparados utilizando-se
solugGes de cloreto de potéssio com 1,00, 0,50, 0,2,
0,10, 0,06 e 0,04 porcente de potassio.

Para a confecgfio de uma tabela de interpretagio
dos resultados obtidos sio imediatamente reproduzidos
a guache cu lapis colorido, tanto em relagio & colo-
ragio quanto a intensidade e didmetro das manchas.

A interferéncia de coloides protetores e do Sédio,
pode ser removida juntando-se hidroxido de cileio
a0 suco celular ou ac extrato cloridrico.

Resultados bem mais precisos sio obtidos quando
a solugio problema é posta sébre os “spots” por meio
de uma alga de nicrome tendo 2mm de diimetro
interno, confeccionada com fio de 0,8mm de expes-
sura (Fig. 1).

Para a obtengio do hidréxido de célcio, aquega
carbonato de célcio até 1000.°C e apos esfriar conser-
ve no interior de uma micro-cimara com cloreto de
cAlcio.
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Magnésio

A preparagio das solugdes para a determinagio de
Magnésio pode ser encontrada em Cheng e Bray
(1952). fistes autores trabalham com trés solugdes e
trés “spots”, sendo a concentragfio do magnésio
interpretada em funcio da viragem de azul para
vermelho em cada um dos “spots”,

Com um nnico “spot” stbre pequenos quadrados
de papel Munktell OOR medindo 0,7 por 0,7cm
pude-se conseguir indicagdes da ordem de 50, 25, 5 ¢
zero ppm de magnésio na solucio problema. O
reativo tem a seguinte composicio:

Composigdo.
Borax — Na: Ba O:7.10HO ....... 50 mg
Eriochreme T Merck ... ... ... ... 15 mg
Metanol P, civii e 2,5 ml
Sulfato de hidroxilamina .......... 5 mg

Preparacdo. Em um frasco de vidro neutro de
5ml de capacidade com tampa plistica de pressio,
ponha o borax, o eriochrome e 1,0ml de metanol.
Revolva bem com um bastdo, juntande o sulfato de
hidroxilamina e 1,5ml de metanol. A sclucdo se

conserva bem a zero grau centigrade por cérea de
60 dias. -

Os “spots™ sdp preparados por meic de uma alga
de nicrome com 1mm de didmetro interno, usando
fio de 0,8mm de expessura. Ao abrigo do ar e da
umidade o0s “spots” podem ser conservados por
alguns dias sob refrigeracdo.

Para determinagfes mais rigorosas a solugio acima
poderd ser utilizada no método de “spot test” capi-
larimétrico de Fernandes (1964),

Tratando-se de determinacfio com papel reativo de
um sé “spot”, embeba-o na solugho problema tratan-
do-o em seguida com solugio saturada de borax. As
céres desenvolvidas podem ser interpretadas segundo
as tonalidades de Villalobos e Villalobos (1947)
dadas a seguir:

Tonalidade Magnésio em ppm
VM — 7 — B2 50 ou mais
UV - 6 — 8o 25
uv — 7 — 9. 5
CU -~ 7 - 12
Cilcio

A determinagio de cdlcio pode ser realizada por
meio de um “spot test” em papel baseado no método
de Goldenstein ¢ Stark Meyer (Feigl 1958).

?

O reativo utilizado é o Glioxal-bis (2-hydroxanil)
o qual pode ser preparado como segue.
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Preparagio do reativo. Dissolva 4,4 g de o-amino-
phenol em 1 litro de 4gua a 80.°C e junte 3 ml de so-
Iucdo de aldeido acético a 40% em dgua. Conserve a
wistura a 80.°C por 30 minutos e apés isto ponha
por 12 horas em um refrigerador. O precipitado &
filtrado, Javado com 4gua e recristalizado de metanol.

Preparagio do “spot test”.

Solugdo A:
Glioxal-bis (2-hydroxanil} ,........ 10 mg
Alcool metilico ..... b eee e aenaans 2 ml
Solugiic B:
NaCOH ...... e Lee 240 mg
Alcool metilico ....... . o000l 3 ml

Com a al¢a utilizada em “Magnésio” ponha a solu-
cdo “A” sdhre quadrados de papel Munktell OCR de
0,7 por 0,7 cm. Seque ao ar e conserve ao abrigo do
ar e da luz em um refrigerador, condigdes nas quais
o reativo poderd ser comservado por cérca de 15
dias.

A solugio que deve ter sido preparada em frasco
de vidro neutro, bbca larga e tampa plistica serd
no momento de sua preparagio téda utilizada na
confecgio de papéis indicadores, pois se altera rapi-
damente

Determinagdo do cdlcio. Embeba o papel impregna-
do de Glioxal-hydroxanil com a solugio problema.
Ponha em uma cdpsula plastica e deposite stbre ela
2 gbtas da soclucdo B. Apés dois minutos retire o
papel com uma pinga e ponha em um recipiente com
dgua destilada. A permanéncia de uma tonalidade
entre rosec e vermelho sangiiineo indicard a presen-
¢a de Cilcio permitindo a caracterizagio de concen-
traghes da ordem de 10, 25, 50 e 100 ppm Ca. Os
padries poderio ser pintados a gouache imediatamen-
te apds a realizagio de testes com solugdes padroes
de cloreto de cilcio.

Zinco

Solugies reagentes e preparagio do “spot test'”.
Solugio A:
Ditizona Merck ... .00i.iiniaraees 5 mg
Tetracloreto de carbono Reagen .... 3 ml
Sulfato de hidrexilamina ......... . 10mg

Esta solugdo serd conservada em um refrigerador,
em frasco de vidro neutro com tampa de cortiga,
envolvida em limina de plistico flexivel, ou em
depésito de plistico especial para tetracloreto de
carbono. A cér normal da solugfio é verde 16do. Alte-
rando-se para verde amarelado ou amarelo deve ser
descartada,

Solugio B:
Tartarato de sédio e potissic ... ... 300 mg
Carbonato de sddio anidio ,.,..... 200 mg

Agua  destilada

Com a alga utilizada em “Magnésio ¢ “Caleio”, po-
nha a solugio A em quadrades de papel Munktell
OOR de 0,7 por 0,7 cn. Ap6s a secagem lave a algn
em dlcool etilico, Agua destilada e ponha a solugio B
s6bre o “spot” de ditizona. Ponha na estufa a 50.°C
por 3 minutos. Os “spots’ se apresentario com a cor
alaranjada e podem ser conservados sem alteragio
ao abrigo do ar da luz junto ao congelador de um
refrigerador,

Determinagio de zinco. Embeba o papel indicador
na solugiio problema e apds 2 minutos retire-os com
uma pinga plastica colocande-os em dgua destilada.

Removida a parte do reativo que nio tomou parte
na reaglio com o zinco porventura presente, o “spot”
tomard uma tonalidade entre réseo e vermelho
magenta.

Solugdes padrGes para confeccio de comparado-
res coloridos a gouache, deverio ser preparados com
cloreto ou sulfato de zinco nas concentracges de 2, 5,
10, 25 e 50 ppm Zn.

Na presenga de radicais dcidos o “spot” tomara a
coloragio azul difuzivel em dgua ou removivel por
uma solucdo levemente alcalina,

Interferéncias. Manganés e ferro em nenhuma
valéncia interferem. Cobalto e Cobre nas formas e
concentragdes que podem estar presentes ndo inter-
ferem.

A coloragio magenta produzida pelo zinco se
esvaece na presenca de vapéres de amdniaz voltande
a apresentar-Se com a evolucio do gis.

As coloragdes magenta e castanho produzidas pelo
Cobalto e pelo Cobre se presentes em concentragbes
altas sfio estaveis na presenga de vapdres de aménia.

NORMAS DE AMOSTRAGEM

As normas de amostragem para cada cultura de-
vem ser baseadas na experimentagio de campo e ma
andlise estatistica dos seus resultados,

Tratando-se de andlise ripida de campo, principal-
mente de testes de mancha, a amostragem ideal de-
ve corresponder ao 6rgio cuja mais ampla variagio
de composicio quimica em determinada idade
fisiolégica, se reflita sistematicamente em uma menor
amplitude de variagdo na produtividade.

Normas de amostragem para vérias culturas tanto
perenes como de ciclo curto sio encontrados em
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Krantz et al. (1948), Ioffer e Krantz (1951) Hoffer
(1944), Hester ¢ Shelton (1949), Hardy (1962),
Tyler ¢ Lorenz {1962}, McCollam (1952) e Hanway
[1962).

O ninnero de amostras representativas de um cam-
po de cultura, depende do porte da planta e sobre-
tudo de dados experimentais de variagfo.

RESULTADOS

Os resultados sio interpretados em fungio de dados
experimentais obtidos Iocalmente. Na rotina dos
trabalhos de interpretacio podem ser utilizadas
tabelas e graficos de vérios tipos, entre éles o diagra-
ma triangular de Roseboom e o poligono de
Nicholas.
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ANALYSIS OF VEGETABLE TISSUE THROUGH SPOT TESTS

Abstract

The current methods of tissue analysis or foliar diagnosis through spot tests are described and discussed in
the present work, Improved sensitivity in work techniques and two’ original methods for determination of

calcium and zinc are also presented.
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