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A DETERMINACAO DO BORO EM PLANTAS PELO METODO
COLORIMETRICO DA CURCUMINA!

J.C. Alcarde?

RESUMO

O presente trabalho relata os estudos desenvolvidos
sobre a determinagao do boro em plantas atraves do metodo da
curcumina, que se fundamenta na formagao do complexo rosocia -
nina em meio acetico- sulfurico.

Nesse metodo a reagao de formagao da rosocianina e
desenvolvida em meio 1liquido e a temperatura ambiente, nao ne-
ce951tando, portanto, do controle da temperatura a 55£39C, con
forme e exigido pelo metodo comum, quo complexo formado e
pr1nc1palmente rubrocurcumina. Uma a11quota do extrato do vege
tal e tornada alcalina pela adl&ao de solugao de NaOH e seca
em_ banho-maria. Sobre o residuo obtido adicionam-se a solugao
acetica de curcumina a 0,1257 e_a solucao de acido sulfurico -
acido acetico (1 + 1 ). A reagao completa-se em 15 minutos.

No estudo da aplicagao do metodo em plantas, diver-
sos_aspectos foram abordados, como: interferentes e sua elimi-
nagao, a solubxllzagao do boro contido nas amostras incinera -
das, a contamlnagao do extrato de vegetal pelo papel de filtro,
como conseqﬂenc1a da flltragao a que deve ser submetido, e a
precisao e a exatidao do referido metodo.

Os resultados obtidos permitiram concluir que, den-
tre os elementos normalmente encontrados nas cinzas vegetals,
os que interferem no citado metodo sao o calcio (Ca2 ), o mag-
nesio (Mg?*), o ferro (Fe3*), o manganes (Mn?*) e o cobaltoc
(Co?t). gsses elementos foram eliminados do extrato de planta,
passando-o atraves de resina cationica.

0 metodo, conforme e preconizado, pode ser conside
rado eficiente na determinagao do boro em plantas,pois,mostrou
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possuir precisao e exatidao satisfatorios, aliadas a sua alta
sensibilidade, permitindo determinar desde 2 ppm de boro em
plantas, dentro do seu intervalo de menor erro.

INTRODUGAO

Os metodos colorimetricos de determinagao do boro
sao numerosos, De uma maneira geral, tem sido dado preferEncia
aos metodos da curcumina, da quinalizarina, do acido carmlnlco
e da 1,1-diantramida_ (PORTER & SHUBERT, 1958). Dentre esses rea
gentes, a curcumina e a mais sensivel (GOWARD & WIEDERKEHR,1963).

Os metodos que usam a curcumina podem ser divididos
em dois grupos, conforme o complexo formado seja rubrocurcumina
ou rosocianina (UPPSTROM,1968). O complexo rubrocurcumina & for
mado em presenga de acido oxallco, enquanto o complexo rosocia-
nina e formado em presenga de acido mineral (SPICER & STRICK-
LAND, 1952a e 1952b).

Os metodos baseados na formagao de rosocianina sao
mais sensiveis em virtude da relagao boro: curcumlna ser 1:2 nes
se complexo, enquanto na rubrocurcumina a relagao e 1l:1 (SPICER
& STRICKLAND, 1952a e 1952b; THIERIG & UMLAND, 1965; Roth &
Miller, 1964, citados por UPPSTROM, 1968).

0 metodo da curcumlna comumente usado na determina -
cao do boro em plantas e solos e o apresentado por DIBLE,TRUOG
& BERGER (1954), os quais simplificaram o metodo desenvolv1do
por NAFTEL (1939), eliminando diversas operagoes de filtragao
e evaporagao. Apesar disso, COGBILL & YOE (1955), LUKE (1955),
DUCRET & SEGUIN (1957), LUKE & FLASCHEN (1958), SPICER & STRICK
LAND (1958) e UPPSTROM (1968), apontam diversos fatores que de-
vem ser rlgorosamente controlados no referido método, a fim
de se conseguir boa precisao. Assim, a prec1p1tagao de sais du-
rante a evaporagao, a pureza da curcumina e todos os requisitos
que podem fazer var1ar a velocidade de evaporagao, como tempera
tura do banho de agua, conteudo de agua nos reagentes tamanho e
forma dos recipientes, etc, sao os fatores mais citados.Tal me-
todo baseia-se na produgao de rubrocurcumina.

HAYES & METCALFE (1962), com base nos trabalhos de
SPICER & STRICKLAND (1952a; 1952b e 1958), apresentaram um meto
do bastante sensivel onde se obtem,somente ‘rosoc1an1na, atraves
de uma tecnica 31mp1es e raplda. A reagao se processa a tempera
tura amblente, em meio liquido, mas nao aquoso, porem fortemen-
te acido, nao necessitando de evaporagao sob temperatura comn-
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trolada. Aplicaram—no em diversos materiais, inclusive organi-
cos.

Diversos aspectos desse metodo foram estudados por
ALCARDE (1969) tais como: a velocidade da reagao e os fatores
que nela influem, efeito da presenga de agua, influencia da
temperatura, solvente, estabilidade da solugao colorida, ampli
tude, precxsao, exatidao, etc.

O presente trabalho aborda alguns estudos desenvol-

vidos sobre a aplicagao do referido metodo na determinagao do
boro em vegetais.

MATERIAIS E METODOS

Os materiais usados constaram de amostras de diver-
sos vegetais, devidamente preparadas.

Os reativos utilizados foram os seguintes:
Solugao de NaOH a 57, em agua desmineralizada.
Solugao de HC1l 0,1 N.

Solugoes padroes de boro. Foram preparadas a par-
tir de acido ortoborico (H3BO3) p.a., grev1amente seco em estu-
fa a 50-609C, durante 4-5 horas. Solucao A, contendo 100 micro
gramas de boro por mililitro: dissolver O, 5720 g do H3BO3 em
agua desmineralizada e completar o volume a 1 litro. Solugao B
contendo 25 microgramas de boro por mililitro: transferir 25
ml da solugao A para balao volumetrico de 100 ml e completar o
volume com agua desmineralizada. SolugoesApadroes, contendo
0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 2,00 e 2,50 microgramas de bo
ro por mililitro: transferir, por meio de microbureta,~1,00,
2,00, 3,00, 4,00, 6,00, 8,00 e 10,00 ml da solugao B pa-
ra baloes volumetrlcos de 100 ml e completar os volumes com
agua desmineralizada.

Solugao de curcumina a 0,125%7 em acido acetico gla-
cial. Dissolver 0,125 g de curcumlna, em 100 ml de acido ace -
tico glacial p.a., em copo plastico e com agitagao.

Solu;ao de acido sulfurico-acido acetico (1+1).Adi-
cionar 50 ml de acido sulfurico p.a., d =1, 84 vagarosamente,
e sob agltagao constante, a 50 ml de acido acetico glaclalp a.,
contido num copo de plastico colocado numa cuba contendo agua
e gelo.
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Alcool etilico a _75%. Transferir 750 ml de ~ alcool
etilico 99,59 G.L. para balao volumetrico de 1 litro e comple-
tar o volume com agua desmineralizada.

Solucao 4 N de HCl destilado.

Resina de troca ionica DOWEX 50W-X8 (50-100 mesh),
na forma ionica H* , com capacidade total de troca de cations
de 5,4 e.mg por grama de resina seca.

Solugao de HCl (1+1).

Com excegao do alcool etilico,HCl 4N e HCl (l+1),
todas as demais solugoes foram armazenadas em frascos plasti-
cos.

Preparo das colunas de resina. As colunas foram
preparadas utilizando um sistema percolador de vidro const1tu1
do de um tubo de 135 mm de altura e 5 mm de diametro interno ,
possuindo na parte inferior uma torneira de rolha esmerilhada
(do tipo de bureta), para controle da vasao do liquido percola
do e na parte superior um dep051to de, aprox1madamente, 75 ml.
Para evitar a passagem de resina pela rolha esmerllhada, sobre
esta foi colocada uma pequena porgao de algodao, no fundo do
tubo.

Pesar 2,0 g de resina, colocar em suspensao em agua
desmineralizada e transferlr para o sistema percolador, apos
¢ que deve ser colocada outra porgao de algodao sobre a resina.
fsse sistema, assim preparado, da uma vasao de, aproxxmadamen
te, 2 ml por mlnuto. A regeneragao da resina (elulgao dos ca-
tions retidos) & feita lavando-a com 3 a 4 porgoes de 5 ml de
solugac 4 N de HCl destilado, seguida de 3 a 4 porgoes de agua
desmineralizada.

O método de determinagao do boro em plantas & o
seguinte (ALCARDE, 1969):

Preparo da curva padrao.

a) Transferir 1 ml das solugoes padroes de boro
contendo 0,25, 0,50, 1,00, 1,50, 2,00 e 2,50 mlcrogramas
por mllllltro, para copos de plastico de 100 ml, os quais ja de
vem conter 1 ml de solugao de NaOH a 5Z.

b) Homogeneizar e colocar os copos em banho— maria
ate secagem completa.
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_¢) Retirar do banho, esperar esfriar, adicionar 3ml
da solugao de curcumina a 0,1257 e voltar os copos ao banho pa-
ra dissolver os residuos por, no maimo, 3 minutos,sendo que a
temperatura do banho nao deve exceder a 909C.

d) Deixar esfrlar, adicionar 2 ml da solugao de ac1
do sulfurico-acido acetico (l+l), homogeneizar e deixar reagir
por 15 minutos.

e) Juntar, ao conteudo dos copos, alcool etilico a
75%, transferir para baloes volumetricos de 50 ml e, com o mes
mo alcool, completar o volume dos baloes, tomando o cuidado de
deixar esfriar, por alguns minutos, antes de se atingir o volu-
me final.

f) Filtrar, se necessario, e proceder a leitura das
o~ . » . . -~
solucoes a 540 milimicrons ou usando o filtro n? 55 do colorime
tro Klett~Summerson.

g) Desenvolver uma prova em branco usando 1 ml de
agua desmineralizada no lugar do padrao de boro. Recomenda- se
que todo o material de vidro ou de plastico utilizado seja pre-
viamente lavado com solugao de HC1 (1+1).

Procedimento

a) Pesar 0,2500 ou 00,5000 g da amostra seca e moida
transferir para uma capsula de porcelana e incinerar a 500-5509
¢, ate 3 obtengao de cinza clara.

b) Retirar do forno, deixar esfriar e adicionmar 10
ml de solugaec de HCl 0,1 N, agitando, em seguida, com um basta
provido de ponta de borracha.

¢) Filtrar por papel Whatman n?® 1, de 6 centimetros
de diametro.

d) Passar 5 ml do filtrado at*avééda coluna de resi
na cat10n1ca e lavar a coluna com, no minimo, duas porgoes deé
2 ml de aaua desmineralizada, recebendo os eluidos num balao
volumetrico de 10 ml ou de 25 ml.

e) Completar o volume e trdnsfer1r 5 ml dessa solu-
gao para copo de plastico de 100 ml, o qual ja deve conter 1
ml de solugao de NaOH a 5%7. Prosseguir conforme foi descrito pa
ra a curva padrao, a partir do item b.

f) Desenvolver uma prova em branco a partir do item
b deste procedimento.



36 Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz'"

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo dos interferentes

Em vista das referencias, ate certo ponto contradito
rias, a respeito dos interferentes no presente metodo da curcumz
na, emitida por numerosos autores (ALCARDE, 1969), nesse estudo
foram abordados, pritlcamente, todos os elementos encontrados
em SanaS vegetals,zou seja, fosforo (P), potassio (x*), calcio
(ca“ty, magnesio Mg“*), cobre (Cu?t), 21nco (Zn2%), ferro (Fed3h),
aluminio (A13+), cobalto (Co?%), manganes (Mn2%), molibdenio
MoO%™) e silicio (si0,).

Os resultados mostraram que fosforo (ate8 mg de P),
potassio (ate50 mg de K¥), cobre (ate 100 ug de Cuz*), zinco
(até 500 ug de Zn?*), aluminio (ate 500 ug de A13%) e molibde -
nio (ate 100 ug de Mo como M002+), nao interferiram. Por outro
lado, calcio (desde 1 m§ deCa2+ Y, mange51o (desde 1 mg de Mg?*%),
ferro (desde 1 ug de Fe +), manganes (desde 20 ug de Mn?%*), e
cobalto (desde 20 ug de Co?*) influiram (ALCARDE, 1969).

Em virtude de todos os interferentes serem cétlons,
o problema foi contornado e11m1nando—os da solugao atraves do
uso de re31na cationica. A tecnica do emprego de resina trocado
ra de cations, na separagao desses ilons contidos em extratos de
material vegetal, foi estudada por GLORIA & VITTI (1968).

A aplicagao e a eficiencia da referida tecnica foi
estudada utilizando solugoes padroes de boro contendo todos os
cations encontrados em cinzas vegetais e em conc~ntragoes equi-
valentes a um extrato de vegetal. Os resultados permltlram con
cluir que a agao da resina foi eficiente na separacao dos ca-
tions interferentes (ALCARDE, 1969).

A influencia da silica, conforme relata HAYES & MET-
CALFE (1962), tambem foi estudada usando materiais vegetais al-
tamente silicosos, como folhas de arroz (3,71% de SiO2) e fo-
lhas de milho (5,99% de SiO2). Os resultados nao acusaram ne-
nhuma influencia da s{lica no meétodo em aprego (ALCARDE,1969).

Estudo da precisao e exatidao do metodo

O estudo da precisao foi feito determinando-se o con
teudo de boro em diversos vegetais, com 5 repetigoes. Os resul-
tados acham—-se no Quadro 1.
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QUADRO 1 - Estudo da precisao do metodo atraves da variacao dos
resultados obtidos na determinacao do boro em plan-
tas (5 repeticoes)

Materiais ppm de boro C.V.(72)

Cafe (Folhas) 72,7 + 0,28 0,87

Cafe (Frqus) 32,2 + 0,24 1,68

Citrus (Eolhas) 22,4 + 0,00 0,00

Arroz (Folhas) 11,2 + 0,00 0,00

Cana (Folhas) 4,3 + 0,12 6,28
Pelo exame dos desvios padroes das medias e dos

coeficientes de varlagao, apresentados no Quadro 1 e cons1deran
do que o coeficiente de wariagao medio para os cinco vegetals e
de 1,777, pode-se concluir que o metodo tem satisfatoria preci-
sao, para a determlnagao do boro em vegetais.

A exatldao do metodo foi avaliada atraves de um
ensaio de recuperagao, trabalhando com as mesmas amostras usa -
das no estudo da prec1sao. Antes da 1n01neragao, foram adiciona
dos sobre as amostras ja pesadas, 1 ml de solucao padrao de bo-
ro contendo 4,88 ug/ml e 1 ml de solugao saturada de Ca(OH)3 (pa
ra prevenir perda de boro), sendo posterlormente secas em estufa
a 70-809C. Os dados obtldos com 5 repeticoes, assim como  0s
calculos relativos a quantidade de boro recuperada, estao no
Quadro 2.

Portanto, em vista dos dados apresentados, _pode-se
considerar que o metodo e dotado de apreciavel exatidao, quan
do aplicado na determinagao do boro em plantas.

Um fato de relativa 1mport5nc1a diz respeito ao pa -
pel de filtro usado na flltragao do extrato de vegetal Isto por
que os referidos papeis podem conter boro e contaminam o extra-
to, como foi constado com os papeis Whatman n? 1 e o S&S 589,
faixa branca, que apresentaram, respectivamente, 2,8 e 14,1 ppm
de boro. Contudo, usando o papel Whatman n? 1, o desenvolvimen~
to de uma prova em branco em condigoes 1dent1cas as determina -
coes deduziu satisfatoriamente a contaminagao (ALCARDE, 1969).

Finalmente, verificou-se que a retomada das cinzas
vegetais com 5 ml de HC1 0,1 N e mais 5 ml de agua desmlnerall—
zada, conforme recomendam DIBLE TRUOG & BERGER (1954), e insu
ficiente para solubilizar todo o boro para amostras de 0,5000 g.
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Para tal quantidade de amostra sao necessarios 10 ml de HCl1 0,1
M.

QUADRO 2 - Resultados do ensaio de recuperacao do boro em plan-
tas. Medias de 5 repeticoes.

L. ppm de boro %z de recu-
Materiais ~
adicionadd determinado |recuperado| Perag®
Cafe (folhas) 0,0 72,7 + 0,28
Cafe (folhas) 19,5 91,2 * 0,00 18,5 98,¢
Cafe (frutos) 0,0 32,2 £ 0,24
Cafe (frutos) 19,5 52,1 *+ 0,92 19,9 100,8
Citrus(folhas) 0,0 22,4 * 0,00
Citrus{folhas) 19,5 41,0 * 0,24 18,6 97,9
Arroz (folhas) 0,0 11,2 * 0,00
Arroz {folhas) 19,5 30,0 £ 0,38 18,8 97,7
Cana (folhas) 0,0 4,3 0,12
Cana (folhas) 19,5 23,3 * 0,21 19,0 97,9
CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos pode-se concluir que:

a) dentre os elementos normalmente encontrados em
cinzas de vegetals, os que influem no metodo em apregosao o cil
cio (Ca“t), o magne510 (Mg?*) e mais acentuadamente o ferro
(Fe3*), o manganas (Mn?%) e o cobalto (Co2*);

b) o problema dosinterferentes foi satisfatoriamente
resolvido ellmlnando -os da solugao atraves do uso de resina tro
cadora de cations;

c) a retomada das cinzas de vegetais, provenientes
de amostras de 0,2500 g ou 0,5000 g, deve ser feita com 10 ml
de HC1 0,1 N, visto que 5 ml de HCl1 0,1 N e mais 5 ml de agua
desmineralizada nao sao suficientes para solubilizar todo o bo
ro contido nas cinzas de uma amostra de 0,5000 g.

d) o metodo, conforme e preconizado, pode ser con -
siderado eficiente na determlnagao do boro em plantas. Mostrou
possuir precisao e exatidao satisfatorias, aliadas a sua alta
sensibilidade, permitindo determinar desde 2 ppm de boro em
plantas, dentro do seu intervalo de menor erro.
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SUMMARY

The determination of boron in vegetables by the cur-
cumin colorimetric method is based on the formation of the roso
cianin complex in acetic-sulphuric media.

In this procedure the reaction takes place in solu -
tion at room temperature, needing not to control the temperatu-
re at 55 39C, as with the common method in which the rubrocur -
cumin complex is formed. An aliquot of the vegetable extract is
rendered alkiline by adding a solution of NaOH and then  dried
over a vapor bath. To the residue is added a 0,1257 curcumin
acetic solution and a (1 + 1) acetic-sulphuric solution. The
reaction is completed in 15 minutes.

In the application of the method to plant materials
analysis, several aspects were studied: interferents and their
elimination, the recovery of boron from the ashed samples, the
contamination due to filtration through paper filter, and the
precision and accuracy of the method.

Among the normally found elements in vegetable aske,
the one interfering were: Ca’t, Mg2*, Fe3*, Mn?* and Co?*.They
were separated by passing the extract through cation exchange
resin,

The method, as described, may be considered efficient
for the boron determination in vegetables, since it showed good
precision and accuracy, coupled with high sensitivity, allowing
the determination of as low as 2 ppm of boron in vegetables,
within the limits of the least erros.
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