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INTRODUGAO

A determinacfo de pequen:s quantidades de calcio, apre-
senta grande importancia em varios selores da nulrigdo e dJda
fisiclogia vegetal.

Os inetodos analiticos mais usados até a presente data pa-
ra a determinacdo do calcio, sio os baseados na permanganc -
metria e na quelatometria. O primeirc, além de moroso, nic
apresenta sensibilidade suficiente, quandc a quantidade de cai-
cio é muito pequena. O método quelatométrico, baseado no uso
do sal dissodico do EDTA ¢é mais rapido que o permsanganomé-
trico, mas também n#do se reveste da sensibilidsde necessalia
bara aplica-lo em outros materiais.

O niétodo colorimétrico de determinagdo do calcio basea-
do na reacdo com o glioxal bis (2-hidroxianil) tem sua origem
nos trabalhos de BAYER (1957). Este pesquisgdor preparou o
glioxal bis (2-hidroxianil), a partir da reagdo entre o o-ami
nofenol ¢ o glioxal e aplicou-o na investigac¢do de diversos ele-
mentus, sem ter incluido o ecalcio.

GOLDSTEIN & STARK-MAYER (1953), estabeleceram um
teste qualitativo a partir do glioxal bis (2-hidroxianil), que
permite & identificacdo de pequenas quantidades de calcio.

KERR (1960), parece ter sido o primeiro autor a usar
reacdo em questdo para fins quantitativos. Desenvolveu um
método espectrofotométrico, que seguiu a lei de Beer de 0 3 4
ppm de calcio.

WILLIAMS & WILSON (1961), descreveram um método
colorimetrico, que permitiu a determinacdo de 0,5 a 10 ppm de
caleio.
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Eniretanto, os mencionados autores, quando epresentaram
as respectivas técnicas, ndo apreciaram a influéncia do anion
fosfato na determinacio do calcio. Como certas partes vege-
tais de determinadas plentas cultivadas contém uma porcen-
tagem razoavel de fosforo, ésse elemento, na forma de fon or-
tofosfato exerce influéncia sobre a deteriminagdo do calcio pe-
1o método do glioxal.

O objetivo do presente trabalho foi o de estabelecer uma
técnica de determinacdo do caleio em piantes, através do mé-
todo do glicxal bis (2-hidroxianil), levando em conta a influ-
éncia do fon ortofosfato e a possibilidade de sua remocao.

MATERIAL E METODO

O material constituiu-se de seis amostras de diversas plan-
tes a fim de se obter teores variaveis de calcio e de foésforo- A
porcentagem de foésforo e magnésio nas amostras estudadas
s8o apresentadas no quadro I.

Quaaro I — Concentracdes de fosforo e magneésio nas
amostras de vegetais estudadas

Amostra % de P 9% de Mg
- Semente de milho 0,26 0.10
~ Semente de feijéo 0,50 0,15
3. Folhas de cana de agucar 0,12 0,10
4, Folhas de café 0,23 0,32
5. F6lhas de repdlho 0,42 0,54
f# Folhas de laranjeira 0,11 0,32
Reativos
Soluc¢ao estoque de calcio — Transferir 1,001 g de carbo-

nato de calecio séco para um copo de 250ml. Adicionar 15ml de
HCl 2N com cuidado e secar em banho de dgua quente. Quari-
do séco, retomar com agua destilada e transferir para balao
volumeéirico de 500 ml. Completar o volume e zgitar. Esta so-
lucdo contém 800 microgramas de calcio por mililitro.

_ Solucao padrio de calcio — Transferir 50ml da solucéo
estoque para baldo volumétrico de 500 ml e completar o volu-
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me com agua destilada. Esta solucdo contém 80 microgramas
de caltio por mililitro.

Soiucao de glioxal bis (2 hidroxianil) a 0,259, — Dissolver
9,126 g e glioxzl bis (2-hidroxianil) em 50ml de alcool mesi-
lico abcoluto.

Solucado tampao pH — 12,6 — Dissoiver 10g de hidréxido
de sodic e 10g de tetraborato de sodio em agua destilada e
completar o volume a 1 litro.

Misiura de solventes — Misturar volumes iguais de alcool
etilico absoluto e alcool n-butilico.

Coluna de resina itrecadora de anions — Transferir uma
suspensdo equosa da recina Dowex 1 X-8 de 20 a 50 mesh, pa-
ra uma coluna de 100mm de comprimento e 5 mm de didme-
lro. Lavar a coluna, sucessivamente, com 5 ml de HCI 12N, 5 ml
de HC. 6N, 5ml de HCIl 2N e com agua destilada até eliminar
0 excessu de HCIL Adicionar 20ml de solucdo de NaCl 1N.

Obtencao da curva padrio ou reiacio entre a concen-
tracao de cdlcio € as leituras no colorimeiro Kiett-
Summerson

Transferir para sete colunas de resinz, 0-1-2-4-6-8 e
10 ml, respectivamente, da solucido padrido de calcio contendo
80 micrcgramas do elemento por mililitro e receber em baldes
volumértricos de 100ml. Lavar as colunas com 3 porcdes de 25
ml de agua destilada e completar o volume dos baldes. Trans-
ferir ume aliquote de 5 ml de cada solucéc para baldes volumé
tricos de 25ml, juntar 1ml de solucio tampéo, 1 ml de solu-
¢do de glioxal a 0,259, e 10 ml da mistura de solventes. Com-
pletar ¢ volume com 4gua destilada, agitar e deixar em repou-
s por 20 minutos para o perfeito desenvolvimento da cor. Ob-
ter as leituras em colorimetro Klett-Summerson com filtro n.
50. Relscionar as leituras obtidas com as concentracdes de cil-
cio ror meio de um grafico ou uma equacio de regressio.

Influéncia do Anion fosfato

O cstudo da influéncia do anion fosfato, foi feito adicio-
nando se varios volumes de uma solucdo padrio de fésfora, ob-
tida a partir de KH2PO4, & solucdes padrdes contendo 0-20 e
30 microgramas de calcio em um volume final de 23ml. Em sa-
guida, determinou-se o cilcio na solucic diret2mente, isto &,
sem passar pela coluna de resina.
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Para a remocdo do anion fosfato, o procedimento usado
foi o ceguinte: solucdes contendo 200 microgramas de calcio
por mailitro e varias quantidades do anion fosfato, foram pes-
sadss airavés das colunas de resina e recebidas em baldes vo-
lumeétricos de 100 ml. As colunas foram entido lavadas com 3
vézes 25mi de agua destilada e os volumes dos baldes foram
completacos. Transferiuse uma aliquota de 5ml de cada solu-
cdo para bzldes volumétricos de 25 ml, juntaram-se os reativors
erapregados para a obten¢éo da curva padréo e determinou-se
o calcio. As colunas foram recuperadas eluindo-se o fosfato
com 2 poredes de 20ml de solucdo de cloreto de s6dio 1N e de-
pois 2 percoes de 25 ml de agua destilada. Os resultados obti-
dos sdo apresentados no quadro IIIL.

Frocedimento para determinacio do calcio em vege-
tais pelo método do glioxal bis (2-hidroxianil)

a) Transferir 0,5000g do material séco e moido, para cap-
sula de porcelana e incinerar em férno elétrico a 500-550°C
por 3 ¢ 4 horas.

b) Retirar do forno, juntar 2 ml de HC1 (1 + 1) e secar
em banho de agua quente. Quando séco, juntar iml dz HCI
concentrado e secar novamente.

¢) Adicionar 10ml de agua destilada. deixar aquecer leve-
mente e filtrar através de papel de filtro S & S 589 faixa azul,
para baldes volumétricos de 50 ml.

d) Lavar o papel e a capsula com 5 porcdes de 5ml de agua
destilada, deixar esfriar, completer o volume e agitar.

e) Transferir uma aliquota de 10ml para coluna contendo
a resina trocadora de anions, recebendo a solucdo em balédo
volumetrico de 100 ml

f) Lavar a coluna com 4 por¢des de 20ml de agua destila-
da e completar o volume do baldo.

g) Transferir uma zliquota de 10 ml para baldo volumétri-
co de 2oml, juntar 1ml de solugio tampdo pH —= 12,6, Iml de
solucédo Ge glioxal a 0,259%, 10 ml da mistura de solvernites, con:-
pletar o volume e agitar

h) Esperar 20 minttos e obter as leituras no colorimeirc
Klett-Summerson provido de filtro n©. 50.

i) Calcular a quantidade de cdlcio mediante a curva pu-
déo ou 2 equacdo de regressio.
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RESULTADOS OBTIDOS E DI3SCUSSAQO

No quadre II, sdo apresentados os resultados da determi-

nagdo direta do calcio quandec em prescaga de varias quanti-

dades de P na forma do anion H,POj.

Quedro II — Influéncia de varias quantidades de P, na forma
H,PO4,sbbre a determinacédo do calcio, pelo método do glioxal

Microgramas de Microgramas de P adicionados na forma de H2PO3
calcio colo- 0 10 20 50
N Ca det. (a det Ca det. Ca det.
microg. . microg. microg. microg.
9 0 G 0: 0
4 4 4 4 4
20 20 20 17 5 s
40 40 26 18 8

Obusetva-se pelos dadoes do quadro II, que o anion fosfalo
tem uma influéncia crescente sobre a determinacio do calcio
pelo método do glioxal. Para eliminar essa interferéncia, pas-
sou-se a solucdo contendo fosforo e calcio, atravez de resina
trocadora de &nions Dowex 1 X-§ preparada de acodrdo com a
técnica ja descrita. Os resultados obtidos sdo encontrados 110
quadro III. i

Os dados do quadro III, evidenciam a possibilidade de se-
parer o célcio do fésforo, através do uso da resina Dowex 1
X-8, viirninando assim a influéncia do anion fostato.

Uma véz estabelecida a técnica de separacido do fosfato,
procuroui-se determinar o c4lcio nas amostras de vegetais que
constituiam o material do presente trabalho e comparar os
dados obtidos, com agueles fornecidos pelo método permanga-
nométrico. :

Quadro IIT — Recuperacido do calcio em presenca de varias
quantidades do 4nion fosfato

. Microgramas de calcio
Microgramas de P

N il ] colocados determinados
50 20 20,8
40 20 19,8
30 20 20,0
20 20 19,7
10 20 20,0

0 20 20,0
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Quadio IV Determinacéao do célcio em plantas pelo meétodo
permanganométrico e pelo método do
glioxal-bis (2-hidroxianil)

e etal Pez:manganométrico ’C.olorimétrico
(média de 5 repet) (média de 5 repet)
% Ca % Ca,

1. Semente de milho 0,039 = 0,002 0,031 = 0,001
2. Semente de feijao 0,218 = 0,006 0,188 = 0,004
3. Folhas de cana de agucar 0,475 = 0,007 0,408 = 0,010
4, Folhas de café 1,342 = 0,009 1,306 = 0,013
5. Folhas de rep6lho 2,640 = 0,022 2,558 = 0,017
6. Folhas de laranja 3,002 + 0,014 2,954 = 0,011

Os czdos do quadro IV mostram que a precisio do método
colorimeétrico do glioxal & equivalente a do método permanga-
nomeétrico, apesar das médias spresentarem uma certa diferen-
ca. En.retanto, considerando-se que o método permanganomeé-
trico envolve precipitacdo, filtrecao, lavagem, dissolucdo do
precipitado, ete, julga-se que o método cclorimetrico do glio-
xal possa substitui-lo com vantagens, quanto & rapidez e mes-
mo & exatidao.

CONCLUSOES

a) O método colorimétrico do glioxal bis (2-hidroxianil) de
determinacio do calcio em plantas € muiio sensivel, simples,
rapido e apresenta boa precisao.

b) O anion fosfato interfere na determinacdo do calcio,
mes poele ser removido com facilidade através do uso de colu-
na de resina de troca anionica (a resina Dowex 1 X-8, foi em-
pregada no presente trabalho). ‘ ‘

¢) As caracteristicas do método colorimétrico do glioxal
bis (2-hidroxianil) permitem afirmar que o mesm:0 podera
substituir com vantagens os demais métcdos usados na deter-
minacao do cdlcio em vegetais.

RESUMO

O presente trabalho apresenta os dados obtidos sébre a
determinacdo do calcio em plantas pelos métodos colorimétri-
co do giioxal bis (2-hidroxianil) e permanganomeétrico.

O método colorimétrico do glioxal bis (2-hidroxianil) pela
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sus seunsibilidade, rapidez e simplicidade pudera substituir com
vaniagens ¢s demais métodos de deterniinac¢ido do cdlcio em
vegetais.

O icn fosfato interfere na determinagao do calcio, mas
pode srr removido pelo uso de resina tracadora de anions.

SUMMARY

This paper describes the determination of calcium in
plents by the colorimetric method using glioxal bis (2-hydro-
xyanil). Phosphate ions interferes but can be separated pzssing
the solution through a column of the Dowex 1 X-8 aniion ex-
change resin. :

The colorimetric method of glioxal bis (2-hydroxyanil) for
aetermining calcium in plants is very sensitive, rapid and af-
ford a good precision.
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