576.

CONCLUSIONS

The following observations and conclusions were.
drawn from the results of this study:

— Soil types affect plant growth, as expressed in
dry matter yield.

— Amounts of dry matter in t/ha, produced at
12 months of age are:

Soils
Parts of the
plant LR LE PVls
t/ha
Stalks 33.99 32.10 24.27
Leaves 11:79 10.15 11.94
“Stalks + leaves” 45.78 42.25 36.24

— Soil type affects nitrogen, phosphorus and
potassium extractions by ‘‘stalks + leaves’’.

— At 12 months of age, the ‘‘stalks + leaves”
extract the following amounts of nutrients, in kg/ha:

Soils
Nutrients
LR LE PVis
kg/ha .
N 164.79 137.93 . 135.66
P 25.88 15.52 25.99
K 223.59 161.74 189.41

— The following decreasing order is observed in,
the extraction (‘‘stalks + leaves’’): K> N> P.

— Soil type affects N, P and K removal by
stalks.

— The amounts of N, P and K removed by stalks
in kg/ha at 12 months of age are:
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Soils
Nutrients
LR LE kg/ha PVis
N 88.38 80.01 73.57
P 16.21 8.81 16.01
K 101.14 56.13 71.31
t stalks/ha 131 118 9%

(green weight)
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ABSTRACT. Phenolic compounds determination with the Folin-Denis reagent. In this note the authors describe
and discuss experiments carried out to verify the stability of the colour developed by using the Folin-Denis reagent in
phenolic substances determinations as to the influence of the elapsed time between the addition of the reagent and

the absorbance.

The wave length influence used to the absorbance lecture was also studied.
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RESUMO. Foi estudada a estabilidade da cor desenvolvida pelo reagente de Folin-Denis, para a determinagdo de
substédncias fenolicas, verificando-se a influéncia do tempo decorrido entre a introdugio do reagente ¢ a leitura da

absorbdncia.

INTRODUCAO

As substancias fenolicas estdo largamente distri-
buidas no reino vegetal, desempenhando muiltiplas
fungdes, algumas das quais ainda na3o convenien-
temente estudadas.

Por outro lado, essas substancias assumem gran-
de importancia ecologica quando liberadas para o
ambiente como produtos de excre¢do ou de decom-
posi¢do, quer pelos efeitos que exercem sobre outros
organismos, quer como matéria-prima nos processos
de humificagao.

Assim, o seu estudo, bem como dos seus efeitos,
tém merecido uma ateng@o cada vez maior por parte
de varios pesquisadores, mostrando a necessidade de
uma padronizacdo de metodologia para uma mais
eficiente comparagao de resultados.

O primeiro problema no estudo de compostos
fenolicos de plantas é a sua extragdo do tecido ve-
getal com um minimo de altera¢do na estrutura
quimica, e outro é¢ o apresentado pelos métodos de
dosagem e caracterizagdo de componentes indivi-
duais.

A esse respeito, os diversos componentes fe-
nolicos tém sido determinados por cromatografia e
espectroscopia, Ribereau-Gayon (2), White (5),
Roberts (3), Walker (4) e muitos outros. Para a
dosagem de fenois totais, tem sido usado o método
de Folin-Denis e o indice de permanganato, como
descritos por Ribereau-Gayon (2).

Este trabalho tem por objetivo comparar a in-
fluéncia de alguns parametros do método de Folin-
Denis, visando uma padroniza¢do de metodologia
para proporcionar resultados mais facilmente com-
paraveis.

Assim, foi estudada a influéncia do tempo de-
corrido, entre a reagao com o reagente de Folin-
Denis e a leitura da cor desenvolvida, bem como do
comprimento de onda utilizado para a leitura dos
resultados.

MATERIAIS E METODOS

Foi testado o reagente de Folin-Denis, preparado
de acordo com recomendag¢ao da Association of Of-
fic Agric Chemists, como descrito por Ribereau-
Gayon (2). Assim, 100g de tungstato de sddio
dihidratado, 20g de acido fosfomolibdico e 50 m/ de
acido fosforico sao dissolvidos em 750 m/ de agua
destilada. Essa solucdo é fervida a refluxo por 2
horas e completada a um litro apds esfriar.

Paralelamente, foi preparada uma solugdo de
carbonato de sédio, dissolvendo-se 35g do sal anidro
em 100 m/ de agua a 70-80°C. Essa solucdo foi
deixada em repouso por 12 horas e filtrada em 12 de
vidro.

Em baldes volumétricos de 50 m/, foram adi-
cionados 4,0 m/ da amostra, 33,0 m/ de agua, 2,5 m/
do reagente de Folin-Denis, 10,0 m/ da solug@o de
carbonato de sédio e completados com agua des-
tilada e, ap0s agitacao por 20 minutos, a absorbancia
era lida no comprimento de onda adequado, usando
como branco uma solug¢do preparada da mesma
maneira com 4,0 m/ de agua destilada como amostra.

Como amostra, foi usada solugao de fenol P. A.,
tendo sido ensaiados os comprimentos de onda de
660 nm (colorimetro Atago, filtro vermelho com
comprimento de onda nominal de 660 nm) e 760 nm
(espectrofotdmetro Beckman 25 K), pois Ribereau-
Gayon recomenda comprimento de onda na faixa de
730-760 nm e Allen et al. (1) recomendam 760 nm ou
filtro vermelho. Os resultados sdo apresentados na
Fig. 1. Foi também levantado o espectro de absor-
¢do, usando-se o espectrofotémetro Beckman 25 K
(Fig. 2).
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Figura 1. Curva de calibragdo para a determinagdo de fe-
ndis, onde a curva 1 refere-se a leituras efetuadas com es-
pectrofotébmetro Beckman 25 K, a 760 nm, e a curva 2
refere-se a leituras obtidas em colorimetro Atago, com fil-
tro vermelho (660 nm).

Finalmente, foi ensaiada a estabilidade de cor
desenvolvida pelo reagente de Folin-Denis, lendo-se a
absorbancia das amostras logo que preparadas e
apos alguns intervalos de tempo. Assim, efetuou-se

leituras a cada 30 minutos até o intervalo de 6 horas e
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Figura 2. Espectro de absor¢cdo para a rea¢do do reagenie

de Folin-Denis com fenol, obtida em espectrofotémetro
Beckman 25 K.

apos 15 e 40 horas. Neste ensaio, verificou-se tam-
bém a possibilidade de usar-se agua destilada como
branco como recomendado por Allen et al. (1).

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram claramente um
desvio de valores quando se usa agua destilada como
branco, como seria de se esperar, por nao haver a
compensagdo da colorag@o propria do reagente.

Quanto a estabilidade de cor, podemos concluir
que até 6 horas de tempo decorrido entre a intro-
ducao do reagente € a leitura da absorbancia néao ha
alteracdo alguma e que com 15 horas ja ha alteracao
bastante grande.

Finalmente, quanto ao comprimento de onda
utilizado para a leitura de absorbancia, a Fig. 2 mos-
tra claramente que pode ser utilizada a faixa de 550 a
800 nm, sendo 650 nm o comprimento de onda ideal,
ou entdo 350 nm, ja no ultravioleta.
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