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Sum4rio 

No presente trabalho são descritos e discutidos os métodos atuais de análise de tecidos ou de 
diagnose foliar 'pqr meio de "spot tests". Sensíveis aprimoramentos de técnicas de trabalho e dois 
métodos origitstis 'para determinação de cálcio e zinco são ttipda apresentados. 

INTRODÜtÃO 

Revisão dos trabalhos anteriores 

"Spot test" ou teste de mancha se define como 
um micrométodo da quhnica analítica no qual 'são 
utilizadas quantidades mínimas do material a anali-
sar e do reagente. 

No "teste d& ziancha". conheéido também como 
"análise •de toque" as reações são conduzidas prefe-
renclalrnente' em placas de toque, microcadinhos, 
fragmentos de papel de filtro ou mesmo diretamente 
sôhre o material a analisar ou material problema. 

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

O 'tr'abaffiô pioneiro no campo dos "spot tests" é 
segundo Feigi (1958) devido a F. Runge, o qual em 
1834 utilizou acl impregnado com iodeto de po-
tássio e amido, na detecção do cloro. 

Uma revisão bibliográfica sóbre o limiar da técnica 
do "spot test"» até a' atualidade nos é dada por 
Feigl (1939, 1958) que atraés de um trabalho 
sMidamente bem conduzido organizou a Escola de 
Análise de Toque cujos métodos mais gerais se 
encontraram condensados em '"Spot Tests for borga-
nic Analysis" e "Spot Tests for Organic Analysis". 

O primeiro trabalho no quI foram utilizadas rea- 
ções de toque., ou de mancha no estudo da nutrição 
das plantas Á..deyidQ..a. Jloffer (1934) que aplicou a 
difenilamina S. o ácido sulfúrico na caracterização de 
nitrato, e o sulfocianetã de potássio na localização de 
ferro diretamente em colmo de ihilho. 

1 Trabalho apresentado ao Sisopo,iuiu Latino-America-
no de Fisiologia Vegetal, XVI Congreaao da Sociedade Bo-
tânica do Brasil, 1965. Foi recebido, para publicação sus 29 
de agôato de 1966,  e constitui o Boletins Técnico a.° 8 do 
?natituto de Pesquisas 'e' Experimentação Agropecuáriaa do 
Nordeste (IPEANE). 

8 Eng.° Agrônomo, Seção,  de Botânica do IPEANE, 
Caixa Pana1 205, Recife, Pernambuco. 

A aplicação da reação de Griess (13ray 1945) para 
oitrito'foi introduzida por.Bray (1948) para detecção 
de nitrato, após sensíveis modificações e aprimora-
mento de técnica. 

O teste semiquantitativo para potássio baseado na 
reação de Polluektof (Silva et ai. 1942) foi desen-
volvido por Melsted (1950). 

Chong e Bray (1952) descreveram dois métodos 
originais, semi-quantitativos de "spot tests'' para a 
caracterização dos níveis de magnésio e cálcio em 
plantas, cultiyadas. 

Fernandes (1956) realizou um trabalho de apre-
ciação, geral sôbre os três métodos de "spot tests" 
mais usualmente utilizados nos Estados Unidos e no 
Japão para diagnose, rápida da nutrição das plantas. 

Fernandcs (1964). divulgou um nétodo capilari-
métrico de "spot test" para determinação de magné-
sio em vegetais. 

Trabalhos sôbre utilização de métodos rápidos de 
diagnose foliar incluindo testes de mancha têm sido 
conduzidos na França e na Rússia por Lecomp 
(1959) Delmas et ai. (1959) e Tserling (1956). 

Indicações sôbre a aplicação , de "spot tests" para 
NEK na diagnose foliar do algodão foram divulgadas 
recentemente por llardy (1962). 

Jackson (1958), Morgan ó Wickstronj (1956) des-
crevem detalbadamente , a preparação e o' modo, de 
utilização das três reações de mancha mais úsual-
mente utilizadas na análise de teidos vegetais para 
diagnóstico da nutrição. 

Uma expressiva cromo-visualização de. testede 
Brhy .... colmo do milho nos é 'dada porïlloffer e 
Krantz (1951). 

Rases teóricas 

Os elementos químicos absorvidos pelas plasas 
podem ser encontrados . nos tecidos celulares tanto 
em formas solúveis quanto insolúveis, As'formas inso- 
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lúveis podem encontrar-se como constituintes de 
compostos simples ou complexos, chelados, em ligação 
prostéticas ou adsorvidos nos coloides protoplásmicos. 
Em tais condições, podem ou não ser detectados 
diretamente através de testes rápidos de mancha. 

As formas solúveis, lábeis, fraca ou fortemente 
íonizáveis podem ser, fàcilmente e isoladamente, 
apreciadas por meio de "spot tests" desde que sejam 
afastadas as interferências, principalmente iônicas. 

Nas formas solúveis, transitórias ou não, o teor 
atual tanto expresso em pés0 sôbre volume de suco 
celular, em pêso sóbre pêso de material verde ou 
material sêco, pode estar relacionado com o cresci-
mento e a produtividade. 

A detecção das formas solúveis podo ser conduzida 
por métodos rápidos turbidométricos ou colorimétri-
cos, nos quais estão incluídos os "spot tests" semi-
-quantitativos. 

Seis elementos podem ser fàcilmente detectáveis 
para fins de diagnose foliar rápida através de testes de 
mancha. São êles: nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, 
magnésio e zinco. 

Nitrogênio. O nitrogênio tomado pelas plantas co-
mo nitrato, pode permanecer neste estado em teores 
apreciáveis antes de ser reduzido, teores êstes que 
estando correlacionados com o crescimento, podem ser 
determinados e utilizados como indicadores da nutri-
ção azotada. Para determinados vegetais entretanto, 
onde a redução se dá nos órgãos subterrâneos, ou 
onde a redução é rápida, a presença de nitrato em 
determinados órgãos, ou de um modo sistêmico, pode 
estar correlacionada com deficiências de outros ele' 
mentos como cálcio, enxôfre, molibdênio. Em tais 
casos a aplicação do teste de Bray é de suma valia. 

Quanto ao teor de nitrogênio nítrico como indica-
dor de nutrição normal, Emmert (1942) logrou es-
tabelecer estatisticamente estreita correlação entre a 
produção do tomateiro e o nitrato foliar. 

Krantz et ai. (1948) usando o método de difeni-
lamina-ácida sulfúrico nos dão indicações sôbre a 
diagnose da deficiência de nitrogênio em milho e 
algodão, em função do nitrato foliar. 

Fernandes (1958, 1960) trabalhando em soluções 
nutritivas com tomateiro e milho, demonstrou que a 
expansão foliar de nmbas as plantas está correlacio-
nada com o teor de nitrato no pecíolo e na base da 
nervura central de f8lhas jovens, interdependência 
que pode ser expressa respectivamente pelas seguin-
tes equações: 

Tomateiro: y = 37,9— 0,24 x r= 0,90 
Milho: y = 22,8 - 0,026 x r = 0,85 

Pes, ogropec. bra,. 2:237.244. 1967 

Fósforo. No caso do fósforo a acumulação é regu-
lada pela atividade respiratória e a fotossíntese. 

O fósforo mineral constitui, na planta normal, 
uma apreciável parte em relação ao fósforo orgânico. 
Para as fólhas do milho, cêrca de 35,9% está em 
forma inorgânica, segundo Colin, citado por Demo-
lon (1946). 

O teor do fósforo inorgânico solúvel, incluindo o 
fósforo liberado de formas lábeis ou hidrolizáveis 
durante o processo de determinação tem sido utili-
zado para a interpretação da nutrição fosfórica 
(Jackson 1958, Morgan & Wicicstrom 1956, Hoffer 
& Krantz 1951, JCrantz fl ai. 1948). 

A reação de Osmond, conduzida segundo normas 
especiais sôbre pequenos retângulos de papel de fil-
tro impregnados de suco celular ou extrato ácido de 
material sêco, produz em função do teor de fósforo 
presente, uma gama de tonalidades de azul que per-
mite caracterizar concentrações entre zero e 200 ppm, 
com estágios de 15,40 e 100 ppni. 

Potássio. O potássio apesar de suas funções com-
plexas na fotossintese, na biossíntese das bases do 
ácido nucléico e na formação de piruvato se encontra 
em quase sua totalidade em solução no suco celular. 
Parte do potássio não detectável em relação ao teor 
total se encontra adsorvido nos colóides protoplás-
micos. 

O "spot test" usualmente empregado na determi-
nação do potássio é baseado na reação de Polluecktof 
(Feigl 1939, 1958, Silva et ai. 1942) adaptada a 
uma variante semi-quantitativa por Melsted (1950). 

O "spot test" de Melsted (1950) modificado por 
Fernandes (1960) permite caracterizar concentrações 
de 1,00 - 0,50 - 0,20 - 0,10 - 0,04% de potássio 
em suco celular, sendo a principal característica da 
modificação introduzida o aumento da sensibilidade 
pela adição de traços de hidróxido de cákio à solu-
ção problema o que em parte bloqueia a interferência 
inibidora do sódio e dos colóides contidos na solução 
do problema. 

Magnésio. Com  referência ao magnésio, sabe-se 
que as fólhas das plantas contêm aproximadamente 
0,67 a 1,27% de clorofila sôbre matéria sêca. A clo-
rofila por sua vez contém 2,7% de magnésio. Muito 
mais magnésio é necessário estar presente para que 
a fotossintese se processe normalmente, não sàmente 
magnésio iónico ativador de enzimas e coenzimas ou 
magnésio constituinte de enzimas ou coenzimas, mas 
magnésio em combinações inorgânicas. 

Chetg e Bray (1952) nos apresentam a descrição 
de um método semiquantitativo para a determinação 
de magnésio solúvel nas plantas e indicam normas 
para a diagnose da nutrição 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 - (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-
ino-capilarimétrico para a determinação do nível de 
magnésio nas plantas cultivadas, 

Cálcio. O cálcio por sua vez está entre outras 
funções, relacionado com a atividade de fosfatase, 
formação de amidas, ciclo de ICrebs e permeabilidade 
da membrana celular. 

Como elemento plástico, se encontra no cimento 
intercelular e como catabolito ou reserva cálcica, 
sob a forma de rafidios e cistólitos. 

O cálcio se extrai das plantas com água, ácido 
acético, ou ácido clorídrico diluído. Isto prova que 
o cálcio não está em união profunda com substâncias 
orgânicas complexas. Em sua maior parte está com-
binado a ácidos orgânicos. Jljin (1954) 

Baseados em que o cálcio solúvel está relacionado 
com a nutrição cálcica, Cheng e Bray (1952) utili-
zando a murexida desenvolveram um "spot test" se-
miquantitativo para a diagnose da deficiência dêste 
elemento nas plantas. Não indicam todavia normas 
de interpretação. 

Dada a gama restrita de tonalidades que a mure-
xida permite verificar entre um máximo e um mínimo 
de cálcio, Fernandes (1959) partindo do método de 
Coldenstein e Stark Meyer (Feigl 1958) logrou 
adaptá-lo às normas de um teste de mancha em 
papel de filtro muito mais preciso que o da murexida 
de Cheng e Bray (1952). O método de Goldenstein 
e Stark Meyer é baseado na formação de sais comple-
xos coloridos quando se fazem reagir bases de Schiff 
com ions metálicos. 

Partindo-se um reagente incolor com o glioxal-bis 
(2-hidroxanil), atinge-se entre zero e 100 ppm de 
cálcio uma gama de tonalidades de róseo a vermelho 
sanguíneo que permite caracterizar concentrações de 
5,10, 15, 25, e 50 ppm. 

Zinco. Apesar de integrado na categoria dos micro-
nutrientes que podem atuar em concentrações bem 
baixas da ordem 20 ppm sôbre matéria sêca, o zinco 
em alguns casos pode atingir a teores bem elevados 
como no tabaco, onde a acumulação aloança a 
2000 ppm. 

No sentido de poder caracterizar estados de carên-
cia de zinco, em plantas que ainda não tenhàm apre-
sentado sintomas foliares típicos de um modo rápido 
e relativamente preciso em condições de campo, 
Fernandes (1958), logrou desenvolver um teste 
semiquantitativo em papel de filtro à base de  

ditizonato de sódio. Êste "spot test" permite detectar 
diretamente sóbre os tecidos das plantas ou sôbre suco 
celular, teores de zinco entre 2 e 50 ppm com está-
gios intermediários de 5, 10 e 25 ppm através de 
uma gama de tonalidades entre róseo e magenta ou 
púrpura. 

Outror elementos. Em relação às determinações de 
manganês, cobre, ferro, boro e molibdênio, tem sido 
possível a aplicação de "spot test" semiquantitativos 
em cinzas, modalidades de determinações estas que 
por se constituirein mais complêxas fogem ao caráter 
prático dos testes rápidos para fins agricolas. 

Informações bibliográficas pouco precisas têm 
informado sôbre o uso de testesde campo à base de 
azul de metileno para a detecção da carência de 
enxôfre. 

Possibilidades e limitações dos "spot tes-t" na diagno-
se da nutrição das plantas 

As possibilidades de êxito na aplicação de "spot 
test" dependem da precisão dos métodos e do conhe-
cimento das normas de utilização e interpretação dos 
resultados. 

Quando se traballn com uma única cultura como 
o milho ou o tomateiro, adotando-se normas de diag-
nóstico estabelecidas alhures, ou melhor ainda, local-
mente, o técnico em nutrição 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 ànicamente 
de saber quais os elementos e em quais teores devem 
êles estar pre5entes em determinados órgãos de 
determinada idade fisiológica. 

Desde que pequenas diferenças de concentração de 
um elemento podem corresponder a variações sensí-
veis no rendimento, o "spot test" semiquantitativo 
de modo nenhum poderia equivaler-se a um método 
analítico de laboratório, principalmente porque os 
resultados obtidos pelos testes rápidos dependem 
muito do operador, tanto quanto ao próprio modo de 
operar, como em relação à acuidade visual para o 
discernimento de intensidade e tonalidade de côres. 

O maior campo de aplicação dos "spot test" semi-
quantitativos está na confirmação de deficiências 
diagnosticadas visualmente e na previsão de estados 
carenciais graves ainda não caracterizados através de 
uma sintomatologia foliar típica. 

Como material didático os métodos de "spot test" 
semiquantitativos constituem excelentes meios de 
demonstração para os estudos de nutrição das plantas 
e das enfermidades fisiogênicas por deficiência ali-
mentar. 

Fesq. ogropec. bras, 2:237-244. 1967 



240 
	 CLÕVIS SILVA FERNANDES 

NORMAS DE ANÁLISE 

Determinação direta nos tecidos 

A determinação direa nós tecidos pode ser reali-
zada na própria planta ou em fragbentos dela retira-
dos. Na determinação direta o reativo é colocado 
sôbre um corte procedido no caule, como é o caso 
da detecção de nitrato em colmo de milho pelo rea-
tivo de Bray (Fernandes 1956) 

Tratando-se de fragmentos de órgãos foliares (pe-
ciolos, nervuras), os mesmo são colocados juntamen-
te com o reativo, ou o papel indicador no interior da 
dobra de urna espátula dç polietileno, sendo em 
seguida prensads cem um p&jueno alicate. 

Determinação em suco celular 

Para amostras maiores, colhidas após andamento 
casualizado no campo, o material é colocado'ém uma 
pcquena cuba de polietileno e esmagado com um 
pistilo de material plásticoS rígido. O sucq 1  celular é 
então separado por meio de uma seringa, em cujo 
extremo se encontra adaptado um tubo flexível, de 
material inerte contendo algodão hidrófilo. As de-
terminações analíticas são processadas sôbre gótas de 
suco celular colocadas em cápsulas de. plástico, placas 
dé toque ou ,sôbre vidro plano. 

Determinaão em" material sêco 

A amostra é sêca a 70 PC, passada em almofariz 
ou moinho e peneirada a 40 mesh. Após uma perma-
nência de 24 horas em estufa a 70°C, o material sêco 
e desintegrado sSá pôsto em JICI 0,025 N à razão 
de lOOmg por 1 ml. Após.24,horas o extrato é sepa-
rado da mesma maneira que na determinação em 
sueo''eelular. Em ambos os casos, tanto o suco celular 
quando o extrato clorídrico, devém ser 'colocados 
em frascos de vidro neutro e tampa plástica. 

MÉTODOS ,QIJIMICOS 

Nitrogênio 

A urosoeccão da nutrição nitrogenada nás' plantas 
tem sido condozida atraves - do uso de 5Ot test 
para nitrato e para 'aminoacidos. Neste ultimo caso, 
se tem utilizado a nihidriná, cobo tivémos a oporhlní-
dade de constatar em estojos de procedência nipônica 
para diagnose foliar. 

O reativo utilizado na determinação de nitrogênio 
nítrico é baseado no teste de Criess para nitrito 
(Feigl, 1958), através de uma modificação de Bray 
(1945), na qual o veículo aquoso do reagente é 

Peco. cnsroesec,- bras. 2:237,244. 1967  

substituído, pelo sulfato de bário e o ácido ncé;ico 
pelo ácido, cítrico. A redução do nitrato para nitrjto 
é proporcionada pela presença de zinco metálico 
finamente dividido. A introdução do Manganês tom 
por finalidade acelerar a redução. Quando de prepa-
ração 'rçYente o reativo de Bray se apresenta couro 
um pó ,branco. 

Composição e preparação do reativo de Dray 

Composição: 

A) Sulfato 	de 	Bário 	- 	BaSOe 	............... ....soo g 
B) Zinco oro pó - 300 a 400 oneslo 	............. 0,050 g 
C), Sulfato de manganês 	- 	MnSO4.411-0 	....... 0,250 g 
D) Ácido 	cítrico 	............................ L875 o 
E) Ácido 	sulfanílico 	......................... 0,100 g 
1') 	Alranaftilamüoa 	.......................... 0,050 g 

Preparação:' 

Em um pequeno almofariz, utilizando um pistilo 
de porcelana ox vidro e uma espátula de aço inoxi-
dável, misture separadamente cada uma das drogas 
B, C, E .,e F com 1/4 do pêso do sulfato de bário. 
Reuna tóds estas frações, homogenize a mistura e 
junte o ácido cítrico sêco e bem pulverizado. Tome 
a homogeneizar. Ponha o reativo assim preparado em 
um 'frasco de vidro neutro e tampa plástica com 
cêrca de lOcc de capacidade. Agite por 10 minutos 
e conserve ao abrigo da luz e da umidade. Para uti-
Iizaçáo em condições de campo o reativo pode ser 
transportado em um micromedidor, conforme sugere 
Fernandes (1956), ou em èargas de 3 miligramas 
acondicionadas em tubos plásticos de 2,0 por 0,4cm, 
modalidade esta introduzida recentemente pelo autor. 

Determinação. No ângulo interno de um fragmento 
retangular de papel Munktell. OOR dobrado ao meio 
e medindo 1,6 por 0,7cm, ponha cêrca de 2 a 3 milí-
metros cúbicos Ldo  reativo. Após distribui-lo por igual 
em uma das faces internas, comprima-a com a outra 
face. Tomando em seguida o papel dobrado contendo 
o reativo, na ponta de ,uma pinça, embeba-o na solu-
ção problema. Verifique a tonalidade magenta desen-
volvida de acôrdo com o Quadro 1. 

QuADno 1. Tonalidade desenvolvida en 10, 00 e 120 segundo, 
pela eoluçao problana 

Tempo de leitura em segundo e 
tonalidades desenvolvidas 	

N nitrico em' ppm. 

ao 	ao 	120 

1 1 5 1 
1 1 2 5 
1 2 a 10 
2 3 a 50 
2 3 4 . 	 100, 
1 4 4 250 
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Tonalidades segundo Vilialobos e Villalobos 
(1947): 

1. MMV - 18 - 4,' 
2. MMV - 17 - 7,' 
O. MMV - 15 	8.° 
4. M 	- 11 - 8,0 
5.MR - 9-7» 

Na determinação de nitrato em peciolo de algodão 
torna-se necessário remover a epiderme afim de eli-
minar a interferência do pigmento róseo nela contido. 

Fósforo 

A determinação do fósforo é baseada na reação de 
Osmond (Allport 1945) e o reativo utilizado tem sido 
preparado segundo a formulação de Krantz et ai. 
(1948). 

Composição 

A) Molibdato de amônio (NH4)o Mor Oa, . 41L0 200 mg 
Água destilada ........................... 5 ml 

n) IIC1 (d=1,19) 	......................... 3,l5 aul 
Água destilada ................... ..... . 1,85 ml 

Preparação do reativo de Krantz. Verta vagarosa-
mente B em A agitando com um bastão de vidro, 
Conserve o reativo em frasco plástico ao abrigo da 
luz. 

No momento de usar, dilua 1 parte do reativo com 
4 partes de água destilada. 

Determinação de fósforo. Embeba totalmente, mas 
não em excesso, um retângulo de papel Munktell 0011 
medindo 1,6 por 0,7 cm na solução problema e colo-
que-o sôbre uma pequena fôlha de papel impermeá-
vel medindo 2,3 por 3,0 cm. ronha uma gôta do 
reativo sôbre a papel de filtro e em seguida gire 
sare êste unI pequeno bastão de estanho medindo 
6,0 por 0,7 cm. Após um minuto compare a tonalida-
de azul desenvolvida com os padrões seguintes segun-
do Villalobos e Villalobos (1947) 

Tonalidade para interpretação do teor 
do f,54o,'0 flp,,l P 

CCU-18-6,a 	.................. 
CU-17-8,' 	.................. is 
CU'-14---7,' 	.................. 40 

UUC 	- 	 11 	- 	8.' 	.................. 100 

UUC 	- 	 8 	- 	8.' 	.................. 200 

Em qualquer circunstância preecde a diluições com 
água destilada, mesmo no caso do suco celular ou 
da solução problema acusar um teor correspondente 
ao limite superior da escala de interpretaçáo. 

Na determinação dos nutrientes em peciolos dc 
fólha de tomateiro, remova a epiderme a fim de 
afastar a interferência por võzes produzida pelo 
excesso de clorofila. 

Potássio 

o mecanismo químico de processo de determinação 
do Potássio pela dipicrilamina se encontra bastante 
estudado em um trabalho de Feigi e Dacorso (1942). 
O mesmo assunto é ainda discutido em amplos de-
talhes por Feigl (1938). 

A adaptação do teste de potássio pela dipierilamina 
a normas semiquantitativas foi realizarIa por Melsted 
(1950). Os métodos de preparação, uso e interpreta-
ção se encontram com algumas variantes em Jackson 
(1958) e em Morgan & Wickstron (1956). 

As norolas que seguem e que vêm sendo utilizadas 
pelo autor, oferecem bons resultados. 

Composição do reativo 

Soluça,, Á 

Dipicrilamina Merck ............. 100 mg 
Soluçao de Na:COa a 10,6% 	 1 ml 

Água destilada q. , . p ............ 10 ml 

Ponha a dipicrilamina cm um tubo de ensaio 
aferido a 10 ml. Junte 1 ml de solução de carbo-
nato de sádio, agite com um bastão de vidro e leve 
à ebulição, usando chama de alcool durante 1 mi-
nuto. Esfrie e complote o volume a 10 ml. 

Solução 8: 

Soluçln A 	........................o no 
Ágmia deat Lula ..................... 2 ml 

Solução C: 

Solução A 	........................ 2 ml 
Água destilada ..................... 3 ml 

As solsações A, B e C podem conservar-se sem 
alteração par cêrca de seis meses, quando neondicio-
nadas em frascos de vidro neutro e tampa plástica ao 
abrigo da luz. 

Preparação de papei reativo. Em um retângulo de 
papel Munktell 0011 medindo 4,6 por 1,1cm ponha 
com uni microcapilar 8 milímetros cúbicos de capa-
cidade (16,0 x 0,5) dois "spots'' da solilção A, uni 
da solução 13 e um da solução C. Após secagesu a 60.0 
por uns quatro minutos ponha mais um 'spot" da 
solução A sôbre o "spot" extremo de solução A 
(Fig. 1). Após a secagem a 60°C os papéis iodica-
dores são conservados ao abrigo da luz e da umidade, 
condições nas quais permaneecm pràtieamcnte malte- 

Pcsq. agmnpec. bras. 2:2.37-244, 1967 
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ráveis por cérca de dez dias, quando conservados 
em um refrigerador. As soluções A, B e C podem 
ser conservadas por cêrca de seis meses. 

A+A 

IH 

1 

XI 

III 	IV 	V 	 VI 

FIO, 1. Instrumental e técnicas. 1 preparação do "spot test" 
para dcter,ninação de potássio; II: fases de determinação do 
nitrogénio nítrico; 111: capilar para preparação do teste de 
potássio; IV: alça paro a preparação dos testes de cálcio, 
magnésio e zinco; V: alça para e colocação da "solução 

problema'' sóbre os 'spots" na determinação da 
potássio. 

Determinação. O papel indicador é embebido com 
a solução problema, sêco ao ar ou em estufa a 60°C 
e em seguida tratado com IIC1 normal. Na ausência 
de Potássio, todos os quatro "spots" serão descorados. 
De acôrdo com o teor de potássio presente, uma ou 
mais de urna mancha permanecerão com a coloração 
primitiva alaranjada. 

Os padrões podem ser preparados utilizando-se 
soluções de cloreto de potássio com 1,00, 0,50, 0,2, 
0,10, 0,06 e 0,04 porcento de potássio. 

Para a confecção de lima tabela de interpretação 
dos resultados obtidos são imediatamente reproduzidos 
a guache ou lápis colorido, tanto em relação à colo-
ração quanto à intensidade e diâmetro das manchas. 

A interferência de coloídes protetores e do Sódio, 
pode ser removida juntando-se hidróxido de cálcio 
ao suco celular ou ao extrato clorídrico. 

Resultados bens mais precisos são obtidos quando 
a solução problema é posta s8bre os "spots" por meio 
de uma alça de nicrome tendo 2nsm de diâmetro 
interno, confeccionada com fio de 0,8mm de expes-
sura (Fig. 1). 

Para a obtenção do hidróxido de cálcio, aqueça 
carbonato de cálcio até 1000°C e após esfriar conser-
ve no interior de uma micro-câmara com cloreto de 
cálcio. 

Pci0, agropec. bras. 2:237-244. 1967  

Magnésio 

A preparação das soluções para a determinação de 
Magnésio pode ser encontrada em Clieng e Eray 
(1952). Êstes autores trabalham com três soluções e 
três "spots", sendo a concentração do magnésio 
interpretada em função da viragens de azul para 
vermelho em cada um dos "spots". 

Com uns único "spot" sôbre pequenos quadrados 
de papel Munktell OOR medindo 0,7 por 0,7cm 
pode-se conseguir indicações da ordem de 50, 25, 5 e 
zero ppm de magnésio na solução problema. O 
reativo tem a seguinte composição: 

Composição 

Bnrax - Na; Ba Os. 1OH2O ....... 50 mg 
Eriochronse T Merck .............15 mg 
Metanol p.c ....................2,Srnl 
Sulfato de hidroxilamina .......... 5 mg 

Preparação. Ens uns frasco de vidro neutro de 
Sml de capacidade com tampa plástica de pressão, 
ponha o borax, o eriochrome e 1,0m1 de metanol. 
Revolva bem com uns bastão, juntando o sulfato de 
hidroxilamina e 1,5m1 de metanol. A solução se 
conserva bem a zero grau centígrado por cêrca de 
60 dias. 

Os "spots" são preparados por meio de uma alça 
de nicrome com 1 mm de diâmetro interno, usando 
fio de 0,8 mm de expessura. Ao abrigo do ar e da 
unsidade os "spots" podens ser conservados por 
alguns dias sob refrigeração. 

Para determinações mais rigorosas a solução acima 
poderá ser utilizada nu método de "spot test" capi-
larimétrico de Fernandes (1064). 

Tratando-se de determinação com papel reativo de 
tini só "spot", embeba-o na solução problema tratan-
do-o em seguida cons solução saturada de boraz. As 
côres desenvolvidas podem ser interpretadas segundo 
as tonalidades de Villalobos e Villalobos (1947) 
daclas a seguir: 

Tonalidade 	 Magnésio em ppsn 

VM - 7 - 6P 50 ou mais 
UV - 6 - S.° 25 
UV - 7 - 90 5 
CU - 7 - 12 0 

Cálcio 

A determinação de cálcio pode ser realizada por 
meio de um "spot test" em papel baseado no método 
de Coldenstein e Stark Meyer (Feigl 1958). 

O reativo utilizado é o Glioxal-bis (2-hydroxanil) 
o qual pode ser preparado como segue. 
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Preparação do reativo. Dissolva 4,4 g de o-amino-
phenol em 1 litro de água a 80°C e junte 3 ml de so-
lução de aldeído acético a 40% em água. Conserve a 
jiustura a 80. 0C por 30 minutos e após isto ponha 
por 12 'loras em um refrigerador. O precipitado á 
filtrado, lavado com água e recristalizado de metanol. 

Preparação do "spot test". 

Soh,ção A: 

Clioxal-bis (2-hydroxanil) ......... 10 mg 
Álcool metiico .................. 2 sul 

Solução B: 

NaOU 	......................... 240 Ing 
Álcool metílico .................. 3 sul 

Com a alça utilizada em "Magnésio" ponha a solu-
ção "A" sôbre quadrados de papel Munktell 0011 de 
0,7 por 0,7 em. Seque ao ar e conserve ao abrigo do 
ar e da luz em um refrigerador, condições nas quais 
o reativo poderá ser conservado por cêrca de 15 
dias. 

A soluçáo que deve ter sido preparada eul frasco 
de vidro neutro, bôca larga e tampa plástica será 
no momento de sua preparação tôda utilizada na 
confecção de papéis indicadores, pois se altera ràpi-
dam ente 

Determinação do cálcio. Embeba o papel impregna-
do de Glioxal-hydroxanil com a solução problema. 
Ponha em uma cápsula plástica e deposite sôbre ela 
2 gôtas da solução B. Após dois minutos retire o 
papel com uma pinça e ponha em um recipiente com 
água destilada. A permanência de uma tonalidade 
entre róseo e vermelho sangüineo indicará a presen-
ça de Cálcio permitindo a caracterização de concen-
trações da ordem de 10, 25, 50 e 100 ppm Ca. Os 
padrões poderão ser pintados a gouache imediatamen-
te após a realização de testes com soluções padrões 
de cloreto de cálcio. 

Zinco 

Soluções reagentes e preparação do "spot test". 

Solução A: 
Ditizona Merck .................. 5 mg 
Tetracloreto de carbono Reagen 	5.1 

Sulfato de hidroxilamius .......... 10 ,ng 

Esta solução será conservada em um refrigerador, 
em frasco de vidro neutro com tampa de cortiça, 
envolvida em lêmina de plástico flexível, ou em 
depósito de plástico especial para tetracloreto de 
carbono. A côr normal da solução é verde lôdo. Alte-
rando-se para verde amarelado ou amarelo deve ser 
descartada. 

Solt,ção B: 

Tartnrnto de sódio e potássio ....... 300 mg 
Carbonato dc sódio anidro ........ 200 mg 
Água destilada 	................. 10 ml 

Com a alça utilizada em "Magnésio e "Cálcio", po-
uM a solução A em quadrados de papel Munktell 
0011 de 0,7 por 0,7 cm. Após a secagem lave a alça 
em álcool etílico, água destilada e ponha a soltsção 13 
sôbre o "spot" de ditizona. Ponha na estufa a 50°C 
por 3 minutos. Os "spots" se apresentarão com a côr 
alaranjada e podem ser conservados sem alteração 
ao abrigo do ar da luz junto ao congelador de um 
refrigerador. 

Determinação de zinco. Embeba o papel indicador 
na solução problema e após 2 minutos retire-os conl 
uma pinça plástica colocando-os em água destilada. 

Removida a parte do reativo que não tomou parte 
na reação com o zinco porventura presente, o "spot" 
tomará uma tonalidade entre róseo e vermelho 
magenta. 

Soluções padrões para confecção de comparado-
res coloridos a gouache, deverão ser preparados com 
cloreto ou sulfato de zinco nas concentrações de 2, 5, 
10, 25 e Søppm Zn. 

Na presença de radicais ácidos o "spot" tornará a 
coloração azul difuzível em água 01' removível por 
urna solução levemente alcalina. 

Interferências. Manganês e ferro em nenhuma 
valência interferem. Cobalto e Cobre nas formas e 
concentrações que podem estar presentes não inter-
ferem. 

A coloração magenta produzida pelo zinco se 
esvaece na presença de vapôres de amônia voltando 
a apresentar-se com a evolução do gás. 

As colorações magenta e castanho produzidas pelo 
Cobalto e pelo Cobre se presentes em concentrações 
altas são estáveis na presença de vapôres de amônia. 

NORMAS DE AMOSTRAGEM 

As normas de amostragem para cada cultura de-
vem ser baseadas na experimentação de campo e na 
análise estatística dos seus resultados. 

Tratando-se de análise rápida de campo, principal-
mente de testes de mancha, a amostragem ideal de-
ve corresponder ao órgâo cuja mais ampla variaçâo 
de composição química em determinada idade 
fisiológica, se reflita sistenlàticamente em unia menor 
amplitude de variação na produtividade. 

Normas de amostragem para várias culturas tanto 
perenes como de ciclo curto são encontrados em 

Pcvq. agrojsec. hrns. 2:2.97-244. 1967 
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Krantz et ai. (1948), Iloffer e Krantz (1951) Jloffer 

(1944), }Iester e Shelton (1949), Hardy (1962), 

Tyler e Loreaz (1962), McCollam (1952) e I-Ianway 

1962). 
O número de amostras representativas de um cam- 

po de cultura, depende do porte da planta e sobre-

tudo de dados experimentais de variação. 

RESULTADOS 

Os resultados são interpretados em função de dados 

experimentais obtidos loealmente. Na rotina dos 

trabalhos de interpretação podem ser utilizadas 

tabelas e gráficos de vários tipos, entre êles o diagra-

ma triangular de Roseboom e o polígono de 

Nicholas. 
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ANALYSIS OF VECETAIILE TISSUE TIIROUCII SPOT TESTS 

Abstract 

The current naethods of tissue analysis nr foliar diagnosis tlarough spot tests are described and discussed iei 
the present work. Improved sensitivity ia work techai pies and two original methods for determination of 

calcium and zine are alio presented. 
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