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1. INTRODUCAO

A necessidade de zinco como nutriente essencial para plantas superiores foi
demonstrada por Mazé (1914), citado por HEWITT e SMITH (6), enquanto o cobre
teve sua confirmacio como elemento essencial feita por SOMMER (19) e LIPMAN
e MACKINNEY (11).

Trabalhos com solugées nutritivas, envolvendo deficiéncias de cobre e zinco
em plantas, sdo dificultados pela facilidade de ocorréncia de contaminacio, que
pode originar-se do material utilizado (agua, areia, recipiente, sais minerais, se-
mentes etc....), bem como da atmosfera (poeira, substancias volateis, aeracao
ete....) (5, 6, 14, 21, 22).

A/ parte da tese apresentada 4 UFV, pelo primeiro autor, como um dos requisitos
para a obtencao do titulo de «Magister Scientiae» em Solos e Nutricdo de Plan-

tas.
Aceito para publicacdo em 11-05-1987.

2 Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa. 36570 Vigosa,
MG.

3 Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa. 36570 Vico-
sa, MG. Pesquisador do CNPq.

4/ Departamento de Solos da Universidade Federal de Vicosa. 36570 Vicosa, MG.



520 REVISTA CERES

O cobre e o zinco podem ser removidos das solugdes nutritivas, usando-se pa-
ra isso a mesma técnica de purificagdo, que pode ser a adsorcéo e precipitacao
com CaCOg (6, 13, 20, 22), a extragao com ditizona (difeniltiocarbazona) (5, 6, 15,
16, 21, 22) ou a extracdo com APDC (pirrolidina ditiocarbamato de amonio) 3; 12;
18, 23).

O objetivo deste trabalho foi testar trés métodos de purificacao de solucoes
nutritivas, visando induzir deficiéncias de cobre e zinco em plantas. Procurou-se
determinar o método de purificacdo mais eficiente e que possibilitasse melhores
condicdes de trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Nutricdo Mineral e em casa
de vegetacio do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa.

Utilizou-se dgua desionizada. A areia para a germinacao das sementes foi pre-
viamente tratada com HCl comercial 1:1, a qual continha 4cido oxalico a 1%,
quente (6).

Os utensilios e recipientes foram previamente lavados com HCI comercial 1:1
e enxaguados, quatro ou cinco vezes, com agua desionizada. Utilizaram-se reci-
pientes plasticos para o crescimento das plantas.

Foram utilizadas duas formulacdes de solugao nutritiva:

a) Solucao de Arnon (1938), citado por STOUT e ARNON (22), com KNOg 6
mM, Ca(NO3)9.4H20 4 mM, MgS04.TH0 2 mM e NH4HoPO4 1 mM, usando-se
precipitacdo e adsor¢ao com CaCOg3, seguida de extragao com ditizona, para puri-
ficar as solucoes (22).

b) Solucao de Hoagland e Snyder (1933), citados por WALLIHAN e BRAD-
FORD (23), com KNOg 5 mM, Ca(NO3)9.4H90, modificada para 4 mM, MgSO4.
TH20 2 mM e KHgPO4 1 mM, usando-se extracao com APDC para purificar as so-
lugoes, de acordo com WALLIHAN e BRADFORD (23).

Utilizou-se solucéo de micronutrientes de JOHNSON et alii (8), modificando-
se a formulacdo para B 25 mM, Mn 2 mM, Cl 1,7 mM, Cu 0,5 mM, Mo 0,5 mM, Zn 2
mM e Fe 40 mM. A solucdo de crescimento utilizada foi obtida apos a dilui¢ao da
solucdo-estoque de micronutrientes de 1:1000. A solucao de Fed3+ foi preparada
com FeCl3.6Hg0, sendo usado o NagEDTA como agente complexante.

A solucao de micronutrientes, exceto a de ions ferro, nao foi submetida a ne-
nhuma técnica de purificacdo. A solucao «a» foi purificada de acordo com 0S
meétodos I e II e a solucao «b» de acordo com o método III, descritos a seguir.

2.1. Purificagao das Solugées-Estoque
2.1.1. Método 1

As solucoes de KNOg 1M, Ca(NO3)y 1M, MgS0O4 1M e (NHg)g HPO4 1M foram
purificadas por meio de adsor¢éo com CaCOg3 (22), seguida de extracio com ditizo-
na (4, 5).

a. Adsorcéo e precipitacdo de Zn2+ e Cu2t com CaCO3, na presenca de ions
calcio e fosfato: em «erlenmeyer» de quatro litros, para cada solugéo-estoque, fo-
ram colocados 13g de CaCOg por litro de solugdo. Para MgSOy4, adicionaram-se 10
ml de KsHPO4 1M e 10 ml de Ca(NO3)g 1M, por litro de solucao-estoque. Para
KNOg, foram adicionados 10 ml de KgHPO4 1M e, para (NH4)2HPOy4, 10 ml de
Ca(NOg)g, por litro de solugac-estoque.
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Os frascos foram tampados com chumacos de algodio, agitados energicamen-
te e levados a autoclave, onde permaneceram durante 1 hora, & temperatura de
120°C e pressao de 1,4 atm. Apés resfriamento, os frascos ficaram em repouso por
12 horas. Fez-se a filtracdo a vacuo das misturas, sendo os filtrados armazenados
em «erlenmeyer» de pirex. A solucao de (NHg)9HPOq4 foi acidificada com HNOg
concentrado, ajustando-se o pH a 5,5, para que ions HPO7; passassem a fons
HPO ,, que € a forma idnica preferencialmente absorvida peias plantas. A solu-
céao de %NH4)2HP04 1M apresenta pH basico, 0 que garante maior eficiéncia na re-
mogao de eobre e zinco com CaCO3g (20, 22). N&o se utilizou solugao de NH4HoPO4
devido ao seu pH acido, uma vez que a co-precipitacao e adsorcao de cobre e zinco
com CaCOg séo dependentes da menor acidez do meio (20).

b. Extracao de cobre e zinco com ditizona

A solucéo de ditizona foi preparada de acordo com FRIES (4), dissolvendo-se
200 mg desse reagente em 100 ml de CHCl3 (cloroférmio), em «erlenmeyer» de 500
ml. Transferiu-se a solugdo para um funil de separacao, de 500 ml, adicionando-se
30 ml da solucéo de 0,02N de NH4OH. Agitou-se por dois minutos e recolheu-se a
fase agquosa em copo de Griffin. Repetiu-se a adicdo de NH4OH por mais trés ve-
zes, ajuntando-se os extratos aquosocs em um funil de separacao, de 500 ml. Adi-
cionaram-se 100 ml de CHCl3 e 5 ml de HCI 1IN, agitou-se por dois minutos e
descartou-se a fase aquosa. Adicionaram-se 50 ml de agua desionizada a fase orga-
nica e, apds agitagéo por dois minutos, descartou-se a fase aquosa, armazenando-
se a solucao extratora. As extragoes foram feitas mediante a dissolucdo da solu-
¢édo extratora, com CHCI3, na proporgao de 1 para 20 (4).

Fez-se a extracao simultanea de cobre e zinco em pH 5,0 (5), em funil de sepa-
racao, de dois litros. Para um litro de cada solucao-estoque, adicionaram-se 100 ml
da solugao extratora, agitando-se vigorosamente por quatro minutos. Para a solu-
¢80 de MgSOy, foram adicionados 10 ml de solucéo de citrato de aménio por litro,
para prevenir a precipitacao de fosfatos (22). Coloracao violeta ou vermelha, na fa-
se orgénica, indicava a presenca de cobre ou de zinco, devendo descartar-se a fase
organica e repetir a adicdo de 100 ml de solucéo de ditizona até que a coloracéo da
solucao extratora se apresentasse verde. A eficiéncia da extracio foi confirmada,
determinando-se, apds as purificagdes, as concentracoes de cobre e zinco nas solu-
¢coes-estoque, usando-se o método de HOLMES (7).

2.1.2. Método 11

Repetiu-se 0 método I, fazendo-se as extragoes de cobre e zinco, separada-
mente, com ditizona. Para a extracéo de cobre, ajustou-se o pH das solucoes a 2,5
(3, 15). A extracdo do zinco foi feita em pH 8,3, na presenca de 100 ml de solucéo-
tampao de citrato de amoénio por litro de solugdo-estoque (15). As solucoes-esto-
que foram iguais as purificadas por meio do método I

2.1.3. Método 111

A solucéo extratora foi preparada mediante a dissolucéo de 10 mg de pirrolidi-
na ditiocarbamato de aménio (APDC) em 100 ml de CHClg (12, 23).

Solucoes-estoque de KNO3 5M, Ca(NO3g)y 4M, MgS0, 2M e KHyPO4 1M fo-
ram purificadas, separadamente, por extracdo de cobre e zinco com APDC (pirroli-
dina ditiocarbamato de aménio), dissolvido em CHCIl3, em pH 4,5 (3, 12, 23).

A extracdo foi feita em funil de separacéo, de dois litros, misturando-se 100 ml
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de solugao extratora com um litro de solugaoc-estoque de sal. Ap6s a agitagio da
mistura durante cinco minutos, a fase organica foi descartada, retendo-se a solu-
cao aquosa. Adicionaram-se mais 100 ml de CHCI3, agitou-se por cinco minutos e,
apols a separacao das fases, descartou-se a solugao extratora, armazenando-se a
solucao-estoque do sal, ja purificada.

2.1.4. Purificacdo do cloreto férrico

Dissolveram-se 5,4 de FeClg-6Hp0 em 50 ml de HC1 0,5 N. Essa solucéo foi pas-
sada através de resina de troca aniénica marca DOWEZX 1 x-8 (50-100 mesh), que
tem a caracteristica de reter o zinco quando este estd presente em solugao de HC1
0,5 N (10, 17, 23). A resina foi preparada e ativada de acordo com o procedimento
descrito por COOPER (2), e 0 empacotamento da coluna seguiu o procedimento
descrito por KRAUS e MOORE (10).

A solucao do agente complexante foi preparada com 7,4 g de NagEDTA dis-
solvidos em 200 ml de 4gua desionizada. Adicionou-se a solugdo de FeCly purifi-
cada a de NagEDTA, em baldo volumétrico de 500 ml, e completou-se o volume
com agua desionizada. A solugao-estoque de Fe-EDTA foi armazenada em balédo
volumeétrico recoberto com papel-aluminio.

O cloreto férrico foi purificado, devido a contaminacao com zinco, freqliiente-
mente encontrada em sais ferrosos (23).

2.2. Delineamento, Instalagdo e Condug¢ao do Ensaio

Os tratamentos foram definidos de acordo com o seguinte fatorial: trés méto-
dos de purificacao x trés solucoes de micronutrientes (auséncia de cobre, auséncia
de zinco e solucao completa). Os tratamentos, com quatro repeticoes, foram distri-
buidos no delineamento inteiramente casualizado.

O ensaio com plantas foi instalado com a cultura do tomate (Lycopersicum
sculentum, Mill), cv. ‘Kada'. As sementes foram colocadas para germinar em ban-
dejas plasticas com areia tratada. Foram feitas irrigacoes, até o transplantio das
mudas, com soluc¢ao nutritiva sem cobre e sem zinco (solugéo «a» com um terco de
sua coneentracao original). As mudas foram transplantadas, com cerca de 5 cm de
altura, para recipientes plasticos de cinco litros, com solugées purificadas.

O pH das solugoes foi mantido em 6,0 e o arejamento foi constante. O volume
dos recipientes, sempre que necessario, era completado com agua desionizada.
As solugoes foram trocadas 15 dias apds o transplantio e, depois, de sete em sete
dias, até a colheita das plantas. Foram feitas pulverizacoes com o inseticida
AMBUSH 50 CE, de sete em sete dias, na dosagem de 0,2 ml por litro, para impe-
dir o aparecimento da broca Scrobipalpula absoluta.

2.3. Colheita do Material Vegetal

As plantas foram colhidas 50 dias apds o transplantio. Foram separados siste-
ma radicular, caule e folhas. As folhas foram separadas em inferiores e superiores,
tomando-se como limite o ponto médio da parte aérea, e em peciolos e limbos.

As amostras foram deixadas na estufa, a 72°C, sob ventilagao for¢ada, por
48 horas.

Determinou-se o peso do material seco, fez-se a digestdo nitroperclérica das
amostras e determinaram-se cobre e zinco por espectrofotometria de absorgao
atomica, segundo o método de ZAZOSKI e BURAU (24).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1. Matéria Seca das Plantas — Comparacoes entre os Métodos de Purificacdo
de Solugoes

As menores produgdes de matéria seca das plantas submetidas a deficiéncia
de cobre e zinco, em relagao aos tratamentos completos, indicam que os trés mé-
todos de purificacdo permitiram a inducao de deficiéncia desses micronutrientes
(Quadros 1 e 2).

A extragao de zinco com APDC correspondeu & producio de menores quanti-
dades de matéria seca (Quadro 1). A analise de varidancia mostrou que foi esse 0
método de purificacdo mais eficiente na inducéo de deficiéncia de zinco nas plan-
tas de tomate (Quadro 2).

Nao houve diferenca significativa entre os trés métodos de purificagao na in-
ducao de deficiéncia de cobre, exceto nas raizes, nas quais o método de extracao
com ditizona em pH 5,0 ocasionou a maior deficiéncia do micronutriente (Quadros
1le2)

De modo geral, os métodos I e II de purificacao nao diferiram significativa-
mente entre si, para cobre ou para zinco (Quadro 2), 0 que mostra que a extracao
de cobre em pH 2,5 e de zinco em pH 8,3, com ditizona, niao melhorou a eficiéncia
de extracao desses micronutrientes, em relacao a extraciao em pH 5,0.

As solugoes purificadas segundo o método III, extracdo com APDC, propor-
cionaram menores producoes de matéria seca do que as das solugoes purificadas
de acordo com os métodos I e II, adsorcao com CaCOg (Quadro 1). A andlise de
variancia, para matéria seca produzida nas folhas, raizes e planta inteira, mostrou
que houve diferenca significativa entre a extracao com APDC e a adsorcdo com
CaCOg nos tratamentcs com solucao completa (Quadro 2).

No metabolismo vegetal, o NHT; € incorporado diretamente aos esqueletos
carbonicos, ao passo que o NOj3 tem de ser reduzido a NH, para que possa ser uti-
lizado pela planta (I). As solugdes purificadas de acordo com os métodos I e II,
solucao «a», supriram as plantas com NH 'f} e Nog, enquanto as solucoes purifica-
das conforme o método III, solugao «b», forneceram todo o nitrogénio na forma de
NOg, causa possivel do menor crescimento vegetativo das plantas de tomate culti-
vadas em solucées completas purificadas por extracdo com APDC (Quadros 1 e 2).
Esse efeito foi observado, também, nas plantas deficientes em zinco, o que nao
aconteceu com as deficientes em cobre (Quadros 1 e 2).

A purificacao com CaCOg e ditizona, métodos I e II, consumiu um tempo de
trabalho cerca de seis vezes maior do que o da extragao com APDC, método III.
O método II foi mais trabalhoso, devido 4 extracdo com ditizona em pH diferen-
ciado. A extracdo com APDC possibilitou maior facilidade nos trabalhos de labo-

ratorio.
3.2. Teores de Cobre e Zinco na Matéria Seca

Os resultados da andlise de variancia, para teores de cobre (Quadro 3), nao
mostraram diferencas entre os métodos de purificacdo que justificassem o desta-
que de um deles como o melhor para induzir a deficiéncia desse micronutriente
(Quadro 4).

A deficiéncia de cobre originou, em todas as partes da planta, exceto nas fo-
lhas superiores, teores de cobre abaixo de 4,0 ppm (Quadro 3). Esses baixos valo-
res estao associados aos sintomas de deficiéncia observados e as pequenas produ-
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coes de matéria seca em plantas deficientes nesse elemento (Quadro 1). Essas
observacoes estdo em consonancia com as de JONES (9), que propoe o valor de
4,0 ppm na matéria seca como nivel critico de cobre em tecidos vegetais. Os teores
de cobre nas folhas superiores (Quadro 3) atingiram valores superiores ao nivel cri-
tico citado. Deve-se ressaltar, porém, que isso néo correspondeu a auséncia de sin-
tomas de deficiéncia nas referidas folhas.

As plantas deficientes em cobre apresentaram teores elevados de zinco, se
comparados com os resultados obtidos para as plantas nao deficientes (Quadro 5).
Esse efeito foi devido a uma maior concentracdo de zinco nos tecidos deficientes
em cobre, bem como a diluicdo do micronutriente nas plantas nao deficientes,
resultado das diferentes producoes de matéria seca nos referidos tratamentos
(Quadro 1). Assim, a analise de variancia dos teores de zinco ndo mostrou diferen-
cas, exceto para folhas superiores, quando se compararam as médias do tratamen-
to completo com as médias dos tratamentos deficientes em cobre e em zinco
(Quadro 6).

O nivel critico proposto por JONES (9) para o zinco é de 20 ppm na matéria
seca. Nas raizes de plantas deficientes em zinco foram encontrados teores acima
de 20 ppm, porém em todas as outras partes dessas plantas os teores ficaram abai-
x0 desse valor (Quadro 5). E importante ressaltar que foi observado um efeito
mais acentuado nas plantas deficientes devido 4 extracao com APDC, visto que
estas apresentaram teores de zinco sempre menores que seus correspondentes em
plantas com deficiéncia devida a purificacdo das solucdes com CaCOg e ditizona
(Quadro 5). Essa diferenca entre os métodos coincidiu com a obtida mediante a
analise de producao de matéria seca (Quadros 1 e 2).

A anilise de variancia dos teores de zinco nao revelou diferenca entre a extra-
cdo com APDC e os outros dois métodos de purificacao nos tratamentos deficien-
tes em zinco (Quadro 6). Entretanto, os resultados observados para produgéo de
matéria seca (Quadros 1 e 2) e para teores de zinco nos tecidos vegetais (Quadro 5),
aliados as observacoes dos sintomas de deficiéncia nas plantas, sugerem que a
extracdo com APDC permitiu a inducdo de sintomas mais severos de deficiéncia
de zinco.

A extracdo de cobre, com ditizona, em pH 2,5 ndo apresentou diferenca em re-
lacdo 2 extracdo em pH 5,0 (Quadro 4), ndo havendo também diferenga entre as
extracdes de zinco em pH 8,3 e pH 5,0, com ditizona (Quadro 6).

4. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo testar trés métodos de purificacao de solu-
¢Oes nutritivas para a inducgéo de deficiéncia de cobre e zinco em plantas. A efi-
ciéncia dos métodos foi testada em um ensaio com plantas de tomate.

Os trés métodos de purificagao: 1) adsorcéo de cobre e zinco com CaCOg,
seguida de extracdo com ditizona, em pH 5,0; 2) adsorcao com CaCOs,, seguida de
extracdo de cobre, em pH 2,5, e zinco, em pH 8,3, com ditizona; 3) a extragao de
cobre e zineo com APDC (pirrolidina ditiocarbamato de amonio), em pH 4,5, per-
mitiram a inducao de deficiéncia desses elementos em plantas de tomate.

A extracdo com APDC foi 0 método mais eficiente na inducao de deficiéncia
de zinco, com bons resultados de inducao de deficiéncia de cobre. A extracao de
cobre e zinco, com ditizona, em pH 2,5 e 8,3, respectivamente, nao melhorou os
resultados obtidos por meio da extracdo em pH 5,0.

O método de purificacdo por meio de extragao com APDC (método III) mos-
trou ser o mais indicado para a indugdo de deficiéncia de cobre e zinco em tra-
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balhos com solucao nutritiva, devido a facilidade dos trabalhos de laboratério, ao
menor tempo necessario para a sua aplicacéo e aos bons resultados obtidos no
ensaio com plantas.

5. SUMMARY

(COPPER AND ZINC DEFICIENCY IN TOMATO PLANTS CULTIVATED IN
NUTRITIVE SOLUTIONS SUBMITTED TO THREE DIFFERENT
METHODS OF PURIFICATION)

The main goal of this work was to test three methods of purification of nutritive
solutions to induce Cu and Zn deficiency in tomato plants.

The following three purification methods were tested: Method I: Adsorption of
Cu2+ and Zn2+ with CaCOg followed by extraction with diphenylthiocarbazone
(dithizone) at pH 5.0. Method II: Adsorption of Cu2+ and Zn2+ with CaCO3 fol-
lowed by extraction of Cu2+ with dithizone at pH 2.5. and Zn2+ at pH 8.3.
Method III: Extraction of Cu2+ and Zn2+ with APDC (ammonium pyrrolidindithio-
carbamate) at pH 4.5.

All three methods induced Cu and Zn deficiency, and there was no difference
in the results achieved with methods I and II. Method III was the most efficient
for inducing Zn deficiency. The method using APDC (method III) was judged best
for inducing Cu and Zn deficiency in experiments with nutritive solutions.
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