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RESUMO

Um método rapide e sensivel espectrofotométrico de determinacdo do sistema
aluminio-hematoxilina pode ser usado para se comhecer 0 teor de aluminio em tecidos
de plantas. Este trabalhe descreve o método analitico com modificagbes introduzidas,
estuda as interferéncias e inclui sua adaptagao para plantas. Depois da incineragdo
do material orgdnico, o aluminio é dosado usualmente muma oliquota do extrato de
cinzas equivalente a 0,005 a 0,020 g de material séco. A cdr é obtida em condigdes
controladas de pH com solugdo buffer de acetato e alcalinizagfo com corbonato de
ambnio. No processo podem ser determinadas, rapidamente, pequenas guantidades de
aluminio, sem interferéncia de outros elementos, nas concentractes que usualmente
ocorrem nas plantas.

1 — INTRODUCAO

O aluminio ndo estd incluido no grupo de elementos essenciais das
plantas, ndo tendo sido relatados na literatura sintomas de deficiéncia
motivados pela falta do mesmo (2). Entretanto, sua importancia ad-
vém do efeito téxico que apresenta, quando ocorre em excesso na for-
ma sollvel, constituindo-se em wm fator limitante ao crescimento de
certas plantas. O estudo de método sensivel, preciso e rdpido para sua
determinagdo, representa interésse na investigagdo dos niveis de alumi-
nio nos tecidos vegetais.

A hematoxiling tem sido usada com sucesso na determinacdo colo-
rimétrica de pequenas guantidades de aluminio em dgua (3, 4). Mel-
lan {6), Sandell (7) e Snell e Snell (8) fazem referéncias pertinentes &
dosagem do aluminic pela hematoxilina.  Mais recentemente descri-
¢@o de método para a determinacdo do aluminio em compostos de uri-
nio & dada por Basset e Tomkins (1).

I Recebido para publicagio em 2 de margo de 1962,
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Em condigdes definidas, o corante orgdnico é adsorvido ao hidré-
xido de aluminio que se forma e dd uma laca de cér violeta-avermelha-
da. A absorvéncia do composto colorido fornece uma linha reta de con-
formidade com a lei de Beer. O ferro interfere aginda que em con-
centracdo de 0,01 ppm (4). Sua sensibilidade & hematoxiling é menor
do que @ do aluminio (1), Entretanto, como é comum e essencial o
ocorréncia de ferro nas plantas, ésse elemento representa séria obje-
¢@o ao método, se ndo for separado.

O presente trabalho estuda o método analitico com referéncia as
propriedades colorimétricas, efeitos de ions na absorvéncia do comple-
xo de aluminio e sua adaptacdo para plantas. O processo de separa-
¢ao com base nag diferenca de absorvéncia dos complexos aluminio e
ferro-hematoxilina, em dois comprimentos de onda diferentes, propos-

to por Knudson, Meloche e Juday (4) é aplicado ao método aqui des-
crite.

2 — METODO DE ANALISE

Reagentes — Agua destilada desmineralizada.

Acido cloridrico, aproximadamente 0,1 N.

Acido acético, 6 M. Diluem-se 35 ml de dcido acético glacial a
100 m! com agua.

Carbonato de aménio, solucdo a 20% p/v em dgua. Quando ndo
em uso, mantém-se em lugar fresco. Prepara-se cada 2 dias.

Hematoxiling, 0,05%. Dissolvem-se, em 80 ml de dgua a ebuli-
¢do 0,050 g de hematoxilina*. Deixa-se esfriar e dilui-se a 100 ml
em baldo aferido.  Conserva-se em condicdes de uso por alguns digs.

Solugdo de amido, 2%. Obtém-se ume pasta com 2 g de amido
solivel e dgua. Junta-se esta em dgua a ebulicéo, deixa-se ferver por
alguns minutos e dilui-se g 100 ml. Prepara-se no momento de usar.

Solugdo de acetato, buffer pH 6,0, Dissolvem-se 77,0 g de
CH:COONH, e 54,5 g de CH,COONa.3H.O em dgua. Juntam-se &
ml de dcido acético glacial e diluem-se a 500 ml em baldo volumétrico.
Determina-se o pH com o auxilio de potenciémetre, ajustando-c.

Solugdes-padrdo de aluminic.  Dissolvem-se em dgua morna
0,8401 g de cristais de alumen de aménio, Al. (50,}:.{NH,}.50,,24H.0,

2 Hartmon-Leddon Co. Philadelghia, Pa
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conservado alguns dias em dessecador. Deixa-se esfriar, adicionam-
se 2 ml de 4cido acético 6 M para prevenir hidrolise e diluem-se a 1
litro em baldo aferido. Cada mililitro desta solucdo encerra 50 mi-
crogramas de Al. Mediante diluigdes posteriores preparam-se, em ba-
I5es volumétricos de 100 ml, solugdes de trabalho com 1, 2, 3 e 5 mi-
crogramas de Al por mililitro, contendo 2 ml de dcido acético 6 M
por litro. '

Solucdes-padrdo de ferro. Dissolvem-se 0,3511 g de FeSO,.
ANH,).50,.6H.0 em cérca de 50 m! de dgua e 5 ml de H.50, concen-
trado. Adicionam-se 2 ml de HNO, para oxidar o sal ferroso a sulfato
férrico. Aquece-se brandamente para eliminar éxidos de nitrogénio,
deixa-se esfriar e completa-se o volume a 500 ml. Um mililitro des-
ta solugdo contém 100 microgramas de Fe. Preparam-se solugbes
contendo 1, 2, 3 e 5 microgramas de Fe por-mililitro, a partir de ali-
quotas da solugdo estoque, diluidas a 100 ml com solugdo de dcido sul-
furico 0,05N.

Aparelhamento — O preparo da amostra foi conduzido segunda
aparelhamento e processo j& relatados (5). Para obtencdo do extrato
de cinzas em plantas e no desenvolvimento do processo analitico foi
usado equipamento adicional conforme relagdc a seguir:

Mufla.
Cadinhos de porcelana, 30 ml.

Coluna de vidro pirex carregada com resinas de troca-idnica, para
purificagdo de dgua destilada.

Baldes volumétricos de 25 mi aferidos, dotades de rolhas esme-
rilhadas.

Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10 m! e graduada de 1 mil.
Espectrofotdmetro Beckman, modélo B.

Processo — Pesam-se 0,100 ou 0,200 g do tecido séco de plantas
moido em moinho Wiley, transferem-se para cadinho de porcelana e in-
cinera-se a amostra na mufla a 550"C, para cbtencdo de residue bran-
co ou quase isento de carvao. Dissolve-se a cinza juntando, por meio
de pipeta, 5 m! de HC1 0,1 N e diluem-se com dgua a um volume de-
finido, 10 a 20 ml usualmente, de modo que g solugdo ndo contenhg
mais que cérca de 5 microgramas de aluminio e ferro por mililitro.
Pipeta-se 1 mililitro da solucdo depois de homogenizada com a prépria
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pipeta, e transfere-se esta aliquota para baldo de 25 mil. Juntam-se,
na ordem, 5 ml da solugdo buffer de acetato, 1ml da solugdo de amido,
1 ml da solu¢do de hematoxilina e 5 ml da solugdo de carbonato de
aménio (1 g do sal), homogenizando o contetido do baldo apés adicdo
de cada reagente. Espera-se 15 minutos e acrescentam-se 2 ml de
acido acético 6 M, agitando lentamente, a fim de evitar efervescéncia
tumultuosa.  Continua-se agitando até eliminar o excesso de didxido
de carbono. Ajusta-se o volume a 25 ml com agua e homogeniza-se,
Conjuntamente, faz-se uma prova em branco contendo dgua desmine-
ralizada e os reativos, de acérdo com a marcha descrita.

Lé-se a absecrvéncia alternadamente a 610 e 690 milimicrons,
usando a prova em branco como referéncia.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAQ

Caracteristicas dos espectos de absorvéncio — As densidades éticas
das solugées contendo aluminio e ferro foram lidas em varios compri-
mentos de onda, entre 500 e 800 milimicrons. A absorvéncia maxima
para o complexo hematoxilina-aluminio isolado obteve-se g 610 milimi-
crons e para o complexo hematoxiling-ferro, entre 660 e 690 milimi-
crons. Os gréficos da figura 1 monstram as caracteristicas de abser-
véncia das duas céres obtidas com 5 microgramas de Al e 5 microgra-
mas de Fe em 25 ml de volume, com os reagentes e solugdo buffer de
acetato.  No processo aqui estudado foram escolhidos os comprimen-
tos de onda de 610 e 690 milimicrons, tendo como resultado a diferen-
¢a nos espectros de absorvéricia dos dois constituintes, e as regides em
que as leituras podem ser feitas com maior exatidéo. A 610 milimij-
crons uma solugdo de ferro é aproximadamente 2,5 vézes menos sen-
sivel do que uma solucdo de aluminio de igual concentragdo.

Curvas de calibracdo — As curvas de calibragdo foram preparadas
com solugdes contendo .11 e ¥¢ separadamente nas concentragdes de 0,
0,04, 0,08, 0,12 e 0,20 ppm, de acérdo com a marcho analitica
descrita.

Na figura 2 sdo apresentadas as relacdes entre a concentracdo
de cada componente e as densidades oticas, obtidas para cada compri-
mento de onda. As absorvéncias e concentragdes seguem a lei de Beer
nos casos considerados,
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FiGura 1. — Caracteristicas das curvas de absorvéncia para os complexos aluminio-
hematoxiflina {A4), e ferro-hematoxilina (B}, entre 500 e 800 milimicrons. Solugdes

contendo, respetivamente, 5 microgromas de Al e 5 microgramas de Fe em 25 mi
de volume e leituras efetuados com o espectrofotémetro Beckman, modélo B.
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FiGura 2. — Curvas-padrdo de concentracdc-absorvéncia. Obtidas com solu-

cbes de Al e de Fe, 5 ml de buffer, 1 ml de solugdo de amido a 2%, 1 ml
de solucdio de hematoxiling a 0,05%, 5 ml de carbonato de aménio o 20%,
2mf de 4cido acético 6 M, diluidos a 25 ml ¢ densidades bticas lidas no

espectrofotometro Beckman, modélo B, g 610 milimicrons (A) e 690 mili-
microns (B),

Em um sistema em que os dois componentes citados formam mis-

tura desconhecida, a concentracdo de um déles pode ser calculada me-
diante a equacdo (4):

kBDAﬁ I-:ADB
' C, = == 7 "

B A

kok, — kuk,

A B8 A B
onde C; ¢ a concentragdo do aluminio; k; e ki, ke e ks, as cons-
tantes para o aluminio e ferro, respetivamente, nos comprimentos de
onda A (610 my) e B (690 mu); DA e D" representam as densidades
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4ticas da amostra com concentragdes desconhecidas de 1! e Fe, nos
respectivos comprimentos de onda.

Na obtencdo dos dados foi usada a equacao
(2) ¢, = 0,597 D+ — 0,474 D

obtida substituindo os valores numéricos das constantes (figura 2) na
equagdo 1 e simplificando-a.

Efeitos do pH — A cbr produzida e a intensidade variam em fun.
cdo do pH. Para garantir resultados reprodutiveis as amostras devem
ser gjustadas a um pH constante. No presente caso de cinzas de plan-
tas o contrdle do pH da solucdo da amostra com uma solugdo buffer
de acetato mostrou-se adequado. Basset e Tomkins (1) recomendam
o ajuste inicial do pH da amostra com carbonato de amdnio até vira-
gem do vermelho de metilo, por titulacdo de aliguota a parte, e depois
a adicdo da solucdo buffer de acetato. A primeira medida mostrou-se
dispensavel nas condigdes estudadas. © uso de 5 ml de solugdo de car-
bonato de aménio a 20% (1 g do sal) permite formagdo rdpida e per-
feita da laca na faixa adequada de pH (pH 8,0 — 8§,5).

Concentracdo do coldide — Um coloide protetor é necessario para
estabilidade do complexo aluminio-hematoxilina. O amido apresenta
a vantagem de intensificar ligeiramente a c¢or desenvolvida (1}. Ten-
tativaes para uso de dlcool polivinilico ndo foram bem sucedidas no pre-
sente estudo. A guantidade de amido indicada no processo (0,02 g)
satisfaz, garantindo perfeita dispersdo da laca. Quantidades mais bai-
xas podem provocar redugdo aparente na concentracdo de aluminic.

Interferéncia de ions — Uma série de ions, que podem estar pre-
sentes no extrato de cinzas de plantas, foram testados quanto aos seus
efeitos na absorvéncio. Os resultados obtidos sdo apresentados no
quadro 1. Como se nota, ndo interferem na dosagem do aluminio
quantidades moderadamente elevadas dos ions cdlcio, magnésio, zinco,
fosfato, nique!l (I1), borato e cloreta.  Geralmente quantidades eleva-
das dos ions manganés (11), cabre (I1), vanadato, cobalto (11}, molibdato
e cromo {I1l e VI) interferem. Nas plantas, entretanto, sGo muito bai-
x05 05 hiveis dos elementos interferentes, de maneira a ndo constituir
obstdculo ao métado.  As quantidades que ndo interferem de Mn, Cu,
V, Co, Mo e Cr, conforme atestam os dados, s@o ainda varias vézes
mais elevadas em relagdo as que normalmente derivam das plantas.
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QuaDRO |. — Estudos sébre interferéncia de ions na determinacdo espectrofotomé-
trica do aluminio, pela hematoxiling

: Quantidade Al ]
fons odicionada Al presente encontrado Diferenca
ug U8 g e

Cot? 1 000 4 4,02 4+ 0,02
Mgtz 200 3 2,90 — 0,10
100 3 3,00 0,00

Mn+2 50 4 2,40 — 1,60
20 4 4,15 + 0,15

10 2 1,98 ~— 0,02

Int2 50 4 4,10 + 0,10
5 4 3,98 — 0,02

Cu+2 50 4 1,45 — 2,55
10 4 2,78 — 1,22

5 3 3,05 + 0,05

1 4 4,05 + 0,05

Ni+2 50 4 410 + 0,10
5 4 4,00 0,00

VO, — 50 3 4,55 + 1,55
5 4 4,10 -+ 0,10

1 4 4,03 + 0,03

Cot2 100 4 ‘ 2,55 — 1,45
50 3 3,18 + 6,18

5 4 4,03 + 0,03

MoQ,—2 50 3 ’ 3,40 + 0,40
5 3. 3,00 0,00

pO,—3 250 4 4,07 + 0,07
BO, 3 50 4 3.95 | — 0,05
Cr+3 50 3 7,25 + 4,25
10 3 4,15 + 1,15

2,5 4 4,28 ! + 0,28

1 3 3,02 + 0,02

CrQ, 2 50 3 5,65 + 2,65
1 3 3,07 + 0,07

Cl— 17751 4 4,02 + 0,02

1 Esta guontidede corresponde a 0,05 e. mg de HC!

na aliquota do extrato de cinzas {1 ml).
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QuaDrRo 4. — Resultados analiticos de algumaes amostras de plantas
Material Concentragfio dg Al
no material séco
ppin
Algoddo, lamina . .... .. ... ... 75
Algodédo, 1dmina ............... 60
Arroz, f8lha .. Lol 70
Café, folha .. ......... ... ... ... 85
Cofé, félha ........ ... ... ... 60
Café, semente ....... ... ......... 67
Café; patha . ................... 90
Café, patha .. ... ... .. oo 63351
Cana-de-agdcar,bainha ....... ... 270
Cana-de ogicar, ldmina . ......... 395
Copim colonido, parte aérea ....... 90
Crotoléria, raiz ................. 620
Crotolaria, vagem e semente? ... ... 635
Feijao, haste e félha ............ 435
Figo, ramo . ................... 35
Labe-labe, raiz ... ... ... .. .. ... 630
Labe-labe, haste ................ 105
Larenja, félha . ............. .. .. 88
Mamdo, fétha .................. 115
Mamdo, fruto . ................. 26
Milhe, félhe . ..... ... .. ... ... 349
Milho, f8tha ................... 310
Tomate, fruto . ................. 30
Trigo, fdlha ... ... ... ... ! 280
Uva, bacélo ... ..... ... ... ....... 96

1 Valor possivelmente afetado pela dificuidade em remover da amostra a. contaminagdo
com solo (terra-roxa)

2 Procedente de solo com acidez elevada.

Erros e precisd@o do métode — Us dados do quadro 2 exemplificam
o aplicagdo da equagdo 2 em oito misturas sintéticas de proporcdes
variaveis de aluminio e ferro, analisadas segundo o processo descrito.

Pelo exame do referido quadro hd evidéncia de que o érro é maior
nas amostras em gue a soma da concentragdo dos constituintes excede
0,2 ppm. Nas demais amostras, ¢ érro calculado pura uma determinag-
¢do foi de = 0,002 ppm. Materiais com teor relativamente elevado
de ferro e baixo de aluminio nGo podem ser dosados com a devida exa-
tiddo, uma vez gque & quantidade total de material da amostra na ali-
quota deve ser conservada pequena para que a soma Al 4+ ¥¢ ndo
exceda cérca de 5 microgramas.

No quadro 3 sdo dados os resultados de testes com tecidos de plan-
tas, variando entre 0,3 e 3,7 microgramas de Al na aliquota dosada.
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A precisdo do método, como mostram os limites de confianca, é com-
pardvel na andlise do material e nas determinagdes efetuadas nas mes-
mas amostras acrescidas de uma quantidade conhecida de Al A re-
cuperagdo do aluminio adicionado ao extrato de cinzas permite testar
a aplicagdo do método na andlise de plantas.

Diluigdes — A sele¢do da dilui¢do adequada para enquadramento
da aliguota da amostra nas condigbes previstas no métado pode cons-
tituir algum problema, considerando a concentracdo alta ou baixa do
aluminio nos tecidos de diferentes plantas. Dentro dos limites de di-
lui¢do apresentados no processo diversas amostras de tecidos de plan-
tas tém sido dosadas satisfatdriamente. No quadro 4 sdo citados al-
guns exemplos do material analisade para se ter idéia da variacao de
concentracdo de aluminio encontrada. E possivel conseguir uniformi-
zagdo da diluigdo necessdria quando se trabalha com material especi-
fico, como na andlise foliar de determinada cultura.

4 — CONCLUSOES

O método descrito permite dosar pequenas quantidades de alumi-
nio com @ rapidez e exatiddo exigidas nos laboratérios de andlises de
plantas e sua principal vantagem provavelmente reside em facilitar a
operacdo em série nos processos analiticos. Partindo do material séco
e moido podem ser analisadas de 30 a 40 amostras por dia.

A aplicacdo do método na andlise de tecidos de plantas foi com-
provada de modo eficiente através da precisdo e recuperacdo obtidas.
O aluminio adicionado ao extrato de cinzas foi recuperado com um érro
sempre inferior a = 5%.

A interferéncia do ferro pode ser contornada pelo sistema de se-
paracdo espectral em dois diferentes comprimentos de onda, calculan-
do-se a concentragdo do aluminio através da equagdo:

B A A B

A B A B
onde C, representa a concentracéo do aluminio; k, e ky, k. e k., as

constantes para o aluminio e ferro respectivamente nos coprimentos
de onda A (610 mp) e B (690 my); D2 e D, as densidades éticas da
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amostra contendo Al e Fe em concentracdes desconhecidas, nos com-
primentos de onda correspondentes.

Outros elementos como manganés, cobre, vanddio, cobalto, molib-
dénio, e cromo ndo constituem obstéculo ao método nas concentra-
¢Ses que ocorrem nas plantas. Ndo interferem os elementos calcio,
magnésio, fésforo, zinco, niquel, boro e cloro.

SUMMARY

A procedure is described for the spectrophotometric determination of aluminum
in ash extracts of plant tissue using the organic dye hematoxylin, without removagl of
iron. It has been devised by modifying and incorporating previously published proce-
dures for water and uranium materials,

The proposed method provides a rapid determination of small amounts of alu-
minum up to 5 micrograms, with a recovery error smaller than =5 per cent, as tes-
ted for several plant materials.

Manganese, copper, malybdenum, vanadium, cobalt, gnd chromium in quantities
usually encountered in plant tissue do not interfere with the method.

RAPID DETERMINATION OF ALUMINUM IN PLANT MATERIAL
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