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METODO SIMPLIFICADO PARA DETERMINACAO DE NI-
TRATO, NAS FOLHAS, COM O ACIDO FENOLDISSULFONICO
("). J. Romano GaLrLo e W. L, LoTT. Nos trabalhos experimentais
com cate, milho (?), cana-de-agicar, algodio e batatinha, a andlise de
nitrato nas folhas vem sendo estudada como téenica para diagnose da
deficiéncia de nitrogénio nestas culturas. Seu interésse depende ainda
de investigacio local. lissa forma de combinacio, quanto aoc processo
quimico, é determinada pelo método do 4cido fenoldissulfonico, tendo
sido a maior parte da marcha analitica adaptada do trabalho de Johnson
e Ulrich (*). Tara obtengio de extratos claros de félhas de cafeeiro &
empregada a técnica para descoloracio de extratos de solos descrita
nos trabalhos de Chapman e Pratt (*) e Jackson (5). O objetivo desta
nota ¢ descrever o método de dosagem de nitrato nas folhas, com as
modificagdes introduzidas para tornar sua marcha analitica mais sim-
ples. A marcha, da maneira apresentada, é adequada para amostras de
folhas que ndo contenham excesso de cloro.

Aparelhamento — DPara facilidade de execugdo do processo de
analise € incluido o seguinte aparelhamento:

colorimetro fotoelétrico Klett-Summerson, com filtro de trans-
missio mixima a 420 milimicros:

tubos de absorgdo iguais, tipo tubo de ensaio:
balanga de pesagem de amostra (0,100 g);
aparclho de agitagio Wrist-Action Shaker;
banho-maria para acomodar 25 copos de 50 mi;

pipetas automidicas de 20 ml ¢ 25 ml.

Reagentes — Suspensdo de carbonato de caleio. Suspende-se 1 g
de CalO, em 200 ml de dgua destilada; hidroxido de cdlcio, Ca(OH),,
PO carbonato de magnésio, MgCQ,. p6: sulfato de cobre, CuSO,.5H,0,
cristais finos; perdxido de hidrogénio, H,0,, 30%; 4cido fenoldissulfo-
nico, GI,OH(HSO,):. Dissolvem-se 25 g de cristais de feno! em

(1} Trabalhe feito com ajuda da Fundagio Rockefeller, U.S,A., e do Instituto Brasileiro
do Café, através de seu Grupo Executivo de Racionalizacio da Cafeicultura (GERCA). Recebido
para publicagio em 21 de setembro de 1964,

%) GALLO, T. R. & COELHO, F. A. S. Diagnose da nutrigio nitrogenada de milho,
pela andlise quimica das félhas. Bragantia zz: 537-548. 1963,

(?) JOHNSON, C. M. & ULRICH, A. Analyucal metheds for use in plant analysis.
Calif. Agric. Exp. Sta,, 1es59. p.25-78 (Bull. 766)

(43 CHAPMAN, H. D. & PRATT, P. F. Methods of Analysis for Seils, Plants and
Waters. University of California, Division of Agricultural Sciences, 1961. 300p.

(® TJTACKSON, M. L. Soil Chemical Analysis. Englewood Cliffs, K.T., Prentice-Hall,
Tnc., 1958, 498p,
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225 mt de H,50), concentrado, em um frasco pirex quc se aguece em
anho-maria & temjperatura de 95-100°C durante 6 horas.  Conserva-se
a solugdo numa garrafa de reagente escura, bem arrolhada.  Para outro
método de preparo déste reagente. ver ALOL A C, (%) hidrdxido de
amonio (1+9). Dilui-se 1 litro de NH, OB concentrado com 9 litros
de dagua destilada. A solugdo ¢ dispensada com auxilio <de pipeta auto-
matica de 25 ml: solugio-padrdo de nitrato.  Dissolvem-se em agua
3ol g de KNGO, séco ¢ dilui-se exatamente a 500 ml. Pipeta-se
uma aliquota de 5 m! desta solugdo ¢ dilui-se a 1 litro. em baldo volu-
métrico. Cada mililitro desta altima solugdo contém! 5 microgramas de N.

Método — Desam-se 0.100 g de f0lha =éca ¢ moida com pencira de
malha 40 e transfere-se para baldes de Lrlenmeyer de 50 ml. Adicio-
natn-ge, com pipeta automatica, 20 ml de dgua destilada. Agita-se du-
rante. 13 ou 30 minutos (13 minutos para fothas finas, como as de
café, o 30 minutos para’ materiais mais grossos, geralmente peciolos e
nervuras) e filtra-se atraves de papel de iltro séco. Homogeniza-se e
pipeta-se 5 ml da solugdo para copos de 50 ml.  Juntam-se 1 ml da
suspensio de CaCO, e 1 ml de H.(), a 30%, cobrem-se o8 copos com
vidros de reldgio, colocandu-os em banho-maria com dgua & ebulicio,
para digestio durante duas horas. Decorrido ésse tempo, desco-
brem-se 0s copos, que permanecem por mais uma hora no banho, ou
até que o residuo nilo apresentc tragos de perdxido de hidrogénio.
Deixa-se esfriar, junta-se 1 ml do reagente fenoldissaliébnmeo com rota-
<o do copo, de maoda que todo residun de sais seja coberto pelo acido
ou entre em contacto com Gle. lsperase 10 minutos. Juntam-se,
depos, 25 ml de NHOH (1-+9) medidos com pipeta automatica,
agita-se a solucio com bastonete de vidro ¢ procede-se & leitura em
tubas colorimétrices, a 420 milimicros,

Prepara-se uma curva de calibragio com os padedes entre os limi-
tes de ¢ 40 microgramas de N, Os padrdes sfo tratados com carbo-
nato, sem o perdxido de hidrogénio, TUma prova em branco, em du-
plicata, acompanha as amostras, cujo resultado, geralmente 1 a 2 mi-
crogramas de N, é subtraido das amostras,

Discussio — l'odos os reagentes necessarios sio testados para com-
ter baixo teor de mitrato. No método do acide fenoldissulfonico, a
reagio ¢ desenvolvida na auséncia de agua. O produto formado ¢ in-
color em meto acido e amarelo apés a neutralizagio ou em melo alca-

(% A.0.A.C, In Methods of analysis. Washington 4, D.C., A0 N.C. 1935, p.5%4.
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fino, que ¢ obtido com um excesso de hidroxido de aménio na solugio.
A cor deve ser amarelo-puro; uwma tonalidade parda indica oxidagio
incompleta da matéria orginica.

Fxtratos muito coloridos, como os resultantes de folhas de cafeei-
ros, sao clarificados e descoloridos com suifato de cobre ¢ hidroxido.
O cobre ¢ precipitado como hidroxido de cobre com hidréxido de caleio,
a frio. O excesso de hidréxido de calcio é removido com carbonato de
magnésio. No caso, a seguinte modificagio ¢ feita na extragio de ni-
trato da amostra;

A 0,100 g de f6lha séca e moida adicionam-se 20 ml de dgua des-
tilada que contenha 0,5 ml de sulfato de cobre normal. Agita-se du-
rante 10 minutos. Entio, juntam-se 004 g de Ca(OH), e 01 g de
MgCO,, agita-se mais 5 minuatos e filtra-se. O tratamento produz tam-
bém um extrato alcalino, que evita perdas de nitrato durante a diges-
tan.  Efetua-se a andlise de acdrdo com a marcha analitica descrita,
omitindo-se a adigio de carhonato de calcio,

As quantidades de hidréxido de cilcio e carbonato de magnésio
podem ser transferidas com auxilio de pequenas medidas feitas para
conter, aproximadamente, os respectivos pesos. Também uma solu-
cdo de trabalho de sulfato de cobre, na concentragio conveniente (25 g
de Cu50,.5H.0 em 8 litros). pode ser preparada e dispensada com
pipeta automatica de 20 ml. A prova em hranco com sulfate de cobre
¢ tratada como as amostras.

A precisfo da andlise de amostra de [6lhas com diferentes niveis
de N-NO, ¢ em diferentes materiais ¢ indicada no quadro 1. Tara
cada amostra foram feitas nove extracdes individuais ¢ o nitrato foi
dosado a partir dos extratos obtidos, EABORATORIO DL ANATLISE
FOLTAR, INSTITUTO AGRONOMICO DO LESTADO DE SAO
PAULO, EINSTITUTO DE PESQUISA IRI, SAO PAULO.

SIMPLIFIED PROCEDURE FOR NITRATE DETERMINATION
IN LEAVES, WITH PHENOLDISULFONIC ACID

SUMMARY
Leai analyses for nitrate-nitrogen in petioles {cotton, potato) and midribs

(corn, sugar cane) and in the whole leaf (cofice) are being studied as a method
for evaluating the nitrogen status of these plants.
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Because of its sensitivity and accuracy the nitrophenol-disulfonic-yellow
color reaction was used to determine nitrales in plant material, the procedure
being largely adapted from the work of Johnsou and Ulrich (#). The procedure
as described here is suitable for leaf samples in the absence of excess chloride.

The present method differs from the previous work in the extraction of
nitrate for certain samples that give highly colored plant extracts, Clear extracts
from coffec leaves are obtained by use of copper sulfate, calcium hydroxide, and
magnesium carbonate, with details taken from the procedure for clarifying and
decolorizing soil extracts described by Chapman and Pratt (4) and Jackson (5).

Data of Table 1 show the precision obtained on leaf samples at different
levels of nitrate.
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