DETERMINACAO DE NUTRIENTES INORGANICOS NAS FOLHAS E RAMOS )
DO Croton floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE), POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO
ATOMICA SEQUENCIAL ACOPLADA AO PLASMA DE ARGONIO INDUZIDO (ICP-AES)*

RESUMO

Quatorze elementos inorganicos foram
determinados nas folhas e¢ ramos do Croton
[floribundus Spreng, em diferentes épocas feno-
légicas da planta, visando avaliar o potencial das
folhas como fonte de minerais para a alimentagdo
do bugio (Alouatta fusca Geof). As amostras
foram coletadas na regido da Pedra Grande,
(Parque Estadual da Cantareira, SP) e submetidas a
solubiliza¢do acida (HNO; conc. ¢ H,0, a 30%
v/v), através de aquecimento por radiagdo de micro-
ondas. Utilizou-se como técnica analitica a Espectro-
metria de Emissdo Atomica utilizando o Plasma de
Argonio Induzido (ICP-AES). Dentre os macronu-
trientes, foram veri llcadas altas concentragdes ge Ca
§0,69 a 1,15g.100g7") e K (1,15 22,06 g.lOIOg' ) nas

olhas e, nos ramos (0,58 a 1,45 g.100g") e (0,99
a 1,65 g.100g"), respectivamente. Com relagio
aos micronutrientes, a espécie acumula altos teores
de Fe nas folhas e de Ba nos ramos € de Mn, nas
folhas e ramos, estando este na faixa de concen-
tracdo para os macronutrientes (0,01 a 0,21 g.lOOg").
Para os clementos Cd, Cr, Cu ¢ Ni, a t‘“alxa
de concentragido encontrada foi de 1 a 30 pg.g™ nas
folhas e ramos, independentemente da época de
coleta. Os resultados obtidos evidenciam que as
folhas constituem-se em fonte completa de minerais
para a dieta alimentar do bugio. ;
Palavras-chave: Croton floribundus  Spreng;
nutrientes; radiagdo de micro-
ondas; ICP-AES; Alouatta
Jfusca Geof.

1 INTRODUCAO

A espécime Croton floribundus Spreng
(capixingui) ¢ uma Euphorbiaceae representativa da
vegetagdo de transigdo entre Mata Atlantica ¢ de
Planalto, que cobre a Serra da Cantarcira, Sdo
Paulo (BAITELLO et al., 1993).

Maria Isabel VALLILO**

ABSTRACT

Fourteen inorganic elements present in
leaves and branches of Crofon f{Zoribun us Spreng.
were determined in the different phenological
seasons of the plants (4) to look at chemistry charac-
terization and to evaluate the potential as a source of
minerals for primate’s diet (Alouatta G/’usca Geof)).
The samples were collected in Pedra Grande site, in
Parque Estadual da Cantareira, Sdo Paulo city
and submitted to the acid wet digestion (HNO;
and H,0, at 30% v/v) conducted by microwave
radiation. The inorganic elements were determined
by Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission
Spectrometry (ICP-AES). Among the macro-
nutrients finding higher proportion of Ca (0.69 to
1.15 .100g™) and l% (1.15 to 2.06 g.lpOg") in
the leaves and Ca (0158 to 1.45g.100g”) and K
(0.99 to 1.65 g.100g™) in the branches, respec-
tively. For the micronutrients, the species studied
accumulated Fe in the leaves and the Ba in the
branches and the Mn in both samples were present
concentration range for the macronutrients (0.01
to 0.21 g.100g™). For the elements Cd, Cr, Cu,
and Ni, concentration range from 1 to 30 pg.g” in
the leaves and branches, independently of the
sampling period and of the tree studied. The results
showed that the leaves arc source of minerals for
the howler monkey’s dict.

Key words: Croton floribundus Spreng; nutrients;
microwave  radiation; ICP-AES;
Alouatta fusca Geof.

Esta espécic ¢ pouco conhecida quimi-
camente, mas tem um papel importante sob o ponto
de vista ecoldgico, visto que suas folhas fazem parte
do cardapio alimentar do bugio (Alouatta fusca
Geof.), primata em vias de extingdo ¢ que tem nessa
regido, o scu habitat natural, conforme as observagoes
feitas por VASCONCELLOS & AGUIAR (1982).

(*) Parte da Dissertagdo de Mestrado apresentada em 25/09/1995, ao Instituto de Quimica da USP e aceito para a publicagao em agosto de 1998.

(**) Instituto Florestal, Caixa Postal 1322, 01059-970, Sao Paulo, SP, Brasil.
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Até o momento, as investigagdes quimicas
sobre esséncias nativas florestais, direcionam os
estudos para a identificagdo ¢ caracterizagdo dos
metabdlitos secundarios, dando pouca énfase aos ele-
mentos inorginicos ou nutrientes essenciais presentes
nas plantas. No entanto, COLEY e al. (1985)
enfatizam a importincia desses metais na biossin-
tese de macro ¢ micromoléculas, interferindo na natu-
reza e na quantidade de compostos fenolicos. Segundo
esse autor, a caréncia de nutrientes inorganicos leva
a um maior conteiido de metabdlitos secundarios.

Dessa forma, a andlise quimica dos tecidos
vegetais, além de colaborar na caracterizagfio quimica
da espécic ¢ de clucidar problemas nutricionais ndo
detectados visualmente, pode identificar interagdes ¢
antagonismos entre os clementos. Além disso, avalia
a distribui¢do ¢ a mobilidade desses elementos nas
varias partes da planta, bem como, as variagdes
sazonais € 0 seu comportamento como tragadores ¢
poluentes quimicos nos ccossistemas florestais.

Um dos fatores que dificulta a deter-
minagdo precisa de alguns desses metais, ¢ a baixa
concentragdo em que s¢ cncontram numa amostra,
exigindo procedimentos analiticos que as solubi-
lizem completamente, propiciando resultados exatos
¢ reprodutiveis para um grande namero de
elementos. Nesse sentido, o uso da radiagio de
microondas para auxiliar a decomposi¢io de
materiais bioldgicos vem tendo um grande pro-
gresso ¢ uma larga aplicagio (BETTINELLI et al.,
1989; GILMAN & ENGELHART, 1989;
BEAUCHEMIN et al., 1994). Entretanto, este pro-
cedimento ¢ fortemente dependente das condigdes
experimentais ¢ ¢ influenciado, principalmente, pelo
tipo ¢ configura¢do dos equipamentos utilizados, da
natureza das amostras, das concentragbes ¢ do
volume das solugbes digestoras, conforme cstudos
realizados por KINGSTON & JASSIE (19838).

Para a determinagdo multiclementar dos
elementos numa amostra ¢ indicada a técnica da
Espectrometria de Emissdo Atdmica por Plasma de
Argonio Induzido (ICP-AES), bastante precisa ¢
sensivel, porém sujeita a algumas interferéncias de
matriz e espectrocopicas, exigindo um estudo prévio ¢
a otimizagdio de parimetros adequados para que
possam  ser minimizadas (MONTASER &
GOLIGHTLY, 1992; HOLCLAJTNER-ANTUNOVIC
& TRIPKOVIC, 1993; TRIPKOVIC &
HOLCLAJTNER-ANTUNOVIC, 1993).

Rev. Inst. Flor., Sdo Paulo, 10(2):127-135, 1998.

As poucas informagdes dos constituintes
inorgdnicos presentes em esséncias nativas flo-
restais ¢, a utilizagdo das folhas do C. floribundus
na alimentagio de primatas (bugios) de habitos
alimentares foliveros arboricolas, motivou a reali-
zagdo desse estudo visando fornecer subsidios para
a caracterizagdo quimica inorginica dessa espécie,
para a avaliagdo de seu potencial como fonte de
nutrientes minerais para a dieta de animais
silvestres em dreas florestais do Estado de Sao
Paulo e, verificar a eficicia das adaptagdes feitas
no método de solubilizagio.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de folhas e¢ ramos do Crofton
Sfloribundus Spreng foram coletadas no Parque
Estadual da Cantareira do Instituto Florestal de Sio
Paulo. A area esta localizada ao norte da regido
metropolitana da cidade de Sdo Paulo, nas coor-
denadas geograficas de 23°22° de latitude Sul (S) ¢
46°26’ de longitude Oeste (W), ocupando uma area
de 7900 ha, abrangendo trechos dos municipios de
Guarulhos, Caiciras ¢ Mairipora.

O clima dessa regido ¢ definido como meso-
térmico umido, com temperaturas médias e preci-
pitagdes pluviométricas anuais de 18°C ¢ 1570 mm
‘rcspectivamcntc, nio apresentando estagdes secas
definidas (BRASIL, Ministério das Minas ¢ Energia,
1983).

Dentre as arvores selecionadas, coletou-se
material de duas (02) arvores com didmetro a
altura do peito (DAP) de 40,10 ¢ 24,20 cm,
respectivamente.

Os ramos com as folhas foram retirados
da parte superior da copa das arvores, em diferentes
¢pocas do ciclo fenologico da planta: margo a
sctembro de 1992 (fase sem floragdo e frutificagdo);
dezembro de 1992 (fasc com inflorescéncia), e
fevereiro de 1993 (fase com frutificagdo). As folhas
que apresentaram pontos cloréticos, amarronzados
¢ aspectos disformes foram descartadas para evitar
o comprometimento do experimento.

As cxsicatas do material em estudo estiio
depositadas no Herbario D. Bento Pickel da Segio
de Madeiras ¢ Produtos Florestais do Instituto
Florestal de Sdo Paulo.
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O material, depois de seco em estufa a
40°C, foi triturado em moinho de faca tipo Willey,
com suporte de tela de 20 mesh, sendo que as
primeiras moagens foram descartadas para cada
amostra processada.

A digestdo acida das amostras foi realizada
em forno de microondas convencional, acoplado a
um microcomputador, através das adaptagdes
realizadas nos métodos propostos na literatura
(WHITE & DOUTHIT, 1985; MILESTONE
COOKBOOK OF MICROWAVE APPLICATION
NOTES, 1993). As condigdes de trabalho modi-
ficadas para a solubilizagio das amostras no forno
de microondas foram editadas no "software” do
computador, conforme descrita a seguir: 0,8 g de
amostra; 8,0 mL de HNOs; conc.- 65% (m/v) e
0,5 mL de H;0, 30% em volume. A poténcia
aplicada foi de 300W; tempo de digestido de 15
minutos € intervalos de temperatura e pressdo de:
127 a 132°C e 120 a 165 psi, respectivamente.

A energia aplicada no aparelho ¢ a
energia absorvida pela amostra foram calculadas
pelas equagdes da termodindmica (1) e (2),
descritas a seguir:

E=Pxt © ()

Paparente = Cp. K. AT.m/t @ (W) sendo:

K = fator de conversdo de calorias para
Watts  (1W = 14,33 cal.min™);

C, = capacidade calorifica do HNO; a 25°C
(cal.g (Ch;

AT = variagdo da temperatura (°C);
m = massa do 4cido (g), e

t = tempo (s).

~

Dados de temperaturas iniciais ¢ finais
foram obtidos da FIGURA 1.
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FIGURA 1 - Comportamento da pressdo ¢ da temperatura na solubilizagdo por forno de microondas, do

padrio Citrus leaves.
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Utilizou-se o material de referéncia certi-
ficado internacionalmente Citrus leaves n°® 1572,
para testar a exatidio das novas condigdes de trabalho.

A determinagdo quantitativa dos elementos
quimicos foi feita utilizando o Espectrometro de
Emissdo Atémica Seqiiencial Acoplado ao Plasma
de Argodnio Induzido (ICP-AES), Spectroflame da
Spectro (montagem Rowland), no Laboratério de
Espectrometria Atomica do Instituto de Quimica da
Universidade de S3o Paulo, equipado com corretor
de radiagdo de fundo automatico € gerador de
radio com freqii€ncia de 27,12 MHz. As condigdes
de operagdo do equipamento foram: poténcia do
plasma de 1,1 kW; fluxo do gas de argénio
refrigerante de 12 L.min"; pressio do gis de
argénio no nebulizador de 26 bars; fluxo do gas

“auxiliar de 1,0 L.min"; velocidade de introdugio
das amostras de 1,5 mL.min™"; altura de observagdo
de 14 mm acima da bobina de indugdo de cobre ¢
tempo de integragdo de 10 segundos.

Para os testes de otimizagdo do ICP-AES
e aplicagdes, utilizaram-se os seguintes reagentes:
solugdes estoques dos elementos Ba, Ca, Mg, K, P,
Ni, Cd, Fe, Mn, Al, Zn, Cu ¢ Al, na concentragdo
de 1000 pg.mL"', em meio nitrico a 10% (v/v), a
partir de metais, sais ou Oxidos suprapuros da
Spex; HNO; PA a 65% (m/v), Merck; H,0,a 30 %
em volume, Merck; solugdes de HNOs; a 1 ¢ 10 %
(v/v); e agua destilada e desionizada.

Foram determinados 14 elementos no solu-
bilizado, nos seguintes comprimentos de ondas (As),
expressos em nm: Ac, = 317,940; Ay, = 285,210;
Ax = 404,723; Ap=214,902; Ay, = 257,615;
Aca = 214,422; Ap, = 233,523; Ay = 232,002
Are = 239,562; Acr = 267,717, Aoy = 324,744,
Azn =334,503; s = 236,902, € Ao = 386,404,

As amostras foram analisadas em
triplicatas. ,

As curvas analiticas foram eclaboradas
através de solugGes multiclementares dos elementos
Ni, Cd, Cr, Cu, Mn ¢ Zn (na faixa de concentragdo
de 0-50 pg.mL™"); para os elementos Ba, Ca, Mg, Mo
e P (na faixa de concentragio de 0-100 pg.mL"); Fe
(na faixa de concentragdo de 0-250 ug.mL™), ¢ para
o Al e K (na faixa de concentragio de 0-500 pug.mL™),
através de diluicdes sucessivas partindo-se das
solugbes estoques. Os limites de detecgdo foram
obtidos a partir do "software” do equipamento
(ICP-AES), sendo calculados como trés vezes o
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desvio padrio do branco (HNO; a 10% v/v),
expresso em concentragio pg.mL’ e descritos para
os seguintes elementos como sendo: Ni (0,012); Cd
(0,018); Cr (0,005); Cu (0,004); Mn (0,004); Zn
(0,008); Ba (0,005); Ca (0,014); Mg (0,081); Mo
(0,006); V (0,022); P (0,087); Fe (0,019); Al
(0,043) e K (0,033).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método adaptado e proposto neste tra-
balho para a solubilizagdo das amostras, mostrou-se
eficiente para a maioria dos elementos pesquisados,
diferindo dos métodos originais sugeridos na lite-
ratura (WHITE & DOUTHIT, 1985; MILESTONE
COOKBOOK OF MICROWAVE APLICATION
NOTES, 1993), quanto a quantidade de amostra
tratada e reagentes utilizados, do tempo € no niimero
de etapas de digestdo. Observou-se no entanto, a
formagio de grumos brancos na solugdo final, eviden-
ciando uma incompleta solubilizagdo da amostra. A
explicagdo para esse fato, deve-se a provavel
presenga de Si na forma de silica (Si0,), ndo
solivel em HNO;. Esses 6xidos tém a propriedade
de adsorver metais em sua superficie, acarretando
alteragdes na sua concentragdo na solugdo final,
gerando resultados erraticos € ndo reprodutiveis.

As modificag¢bes feitas no método foram
validadas através da solubilizagdo do material de
referéncia padronizado (SRMs), Citrus leaves. O
processo de decomposigdo acida desse padrido, pode
ser acompanhado pela FIGURA 1, no qual se
observa um rapido aumento da temperatura e
pressdo de 93°C e 130 psi respectivamente, num
intervalo de tempo pequeno (7 minutos), corres-
pondendo a decomposigéo nitrica da matéria organica,
com a liberagdo de calor e gases (NO, NO,, CO,
CO,, Hy, O,, O € vapores de H,0).

A energia fornecida na cavidade do forno
de microondas foi de 270.000 joules. No entanto,
parte dessa energia, 85.480 joules, foi consumida
no processo de digestdo acida da amostra, sendo o
restante refletido internamente no aparelho, nio
entrando no processo em si. Esse fato sinaliza que
novos estudos deverdo ser conduzidos, onde os
parametros tempo ¢ poténcia deverdo ser melhor
equacionados em relagdo a quantidade, ao tipo de
amostra e, aos reagentes utilizados neste tipo de
solubilizagdo.
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internacionalmente, cvidenciando a validade das
adaptagdes feitas no método de solubilizagdo
utilizado para as amostras em questdo.

Os resultados obtidos para o material de
referéncia Citrus leaves (TABELA 1), estdo dentro
da faixa de concentragiio dos valores certificados

TABELA 1 - Teores de macro ¢ microclementos encontrados pelos métodos
adaptado ¢ certificado para o padrio Citrus leaves.*

Elementos Valores Valores Erro
Encontrados Certificados relativo

(g.100g™) (%)

Ca 3,14+ 0,06 3,15+ 0,10 -0,32
Mg 0,57+ 0,04 0,58+ 0,03 - 1,72
1,86+ 0,09 1,82+ 0,06 2,19
P 0,10+ 0,03 0,13+ 0,02 - 23,08

(neg")

Cd 0,02 0,01 0,03+ 0,01 - 33,33
Ba 24,00+ 2,00 21,00+ 3,00 14,28
Ni 0,70 0,20 0,60 + 0,30 16,67
Fc 92,00 £+ 15,00 91,00 £ 10,00 2,22
Mn 20,00+ 3,00 23,00+ 2,00 - 13,04
Cr 0,90+ 0,30 0,80+ 0,20 12,50
Cu 13,00 £ 3,00 16,50 £ 1,00 -21,21
Zn 31,00 £ 2,00 29,00+ 2,00 6,89
Al 108,00 + 10,00 92,00 + 15,00 17,39
Mo 0,20+ 0,10 0,17+ 0,09 17,65

(*) Média dc 4 valores ¢ respectivos desvios padrdes.

Os resultados obtidos na determinagio
dos clementos inorgdinicos nas folhas ¢ ramos do C.
foribundus constam na TABELA 2. Vecrificou-sc
quc os valorcs para os macronutricntcs cstavam
dentro da mesma faixa dc concentragiio para as
amostras de folhas ¢ ramos.

O clemento Mn, cncontrado em pequenas
quantidades (ug.g") nos tecidos vegetais apresentou
neste caso, tcorcs de macroconstituinte (g.100g™),
cstando num intcrvalo de concentragio maior para
as folhas do que para os ramos, independentemente
da ¢poca dc coleta. Este fato nio ¢ comum
cm espéeies vegetais, sendo relatado na literatura
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somente altos teores para nozes ¢ cereais (CODEX
ALIMENTARIUS COMMISSION, 1993). Os
valores mais clevados foram cncontrados nos meses
scm floragdo c¢ frutificagio da planta (fase de
scnescencia), como podem ser obscrvados na
TABELA 2 ¢ na FIGURA 2. Comportamento
idéntico foi mostrado para os elementos Mg ¢ P,
sendo que no caso do K, houve um aumento nos
teorcs nas fascs de inflorescéncia ¢ frutificagio da
planta (dezembro a feverciro) e, uma diminuigdo na
concentragdo de Ca nas amostras coletadas cm
setembro, fase sem floragio ¢ frutificagdo da planta
(TABELA 2).
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FIGURA 2 - Variagdo dos teores de Mn nas folhas ¢
amostragens.

Com relagdo aos microconstituintes, o
elemento Ba apresentou valores trés vezes mais
elevados nos ramos que nas folhas, exceto para o
més de setembro, periodo em que a planta esti na
fase vegetativa (sem floragdo e frutificagdo). Este
comportamento pode estar relacionado com as fases

ng/g

ramos do C. floribundus, nas diversas épocas de

fenologicas da planta e para tanto necessitando
estudos mais detalhados a respeito (FIGURA 3).
No tocante ao Fe, apresentou valores

. altos nas folhas em todo o ciclo fenoldgico da

planta, exceto para a fase de frutificagdo (fevereiro)
como mostrado na FIGURA 4.
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FIGURA 3 - Variagdo dos teores de bario nas folhas e ramos do C. floribundus nas diversas épocas de

amostragens.
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FIGURA 4 - Variagio dos teores de ferro nas folhas e ramos do C. floribundus nas diversas

¢pocas de amostragens.

Ainda na TABELA 2, pode-se verificar
que os elementos Cd, Cr, Cu ¢ Ni, estdo na faixa de
concentragdo entre 1 a 30 pg.g”"' nas folhas ¢ ramos,
independentemente da época de coleta, indicando
uma heterogeneidade de  distribuigdo  desses
elementos no material botinico. O mesmo ocorreu
com o Al, que apresentou-sc em uma faixa de
concentragio maior para as folhas (17-170 pg.g")
do que para os ramos (15-90 pg.g™).

Os resultados obtidos para o Mn ¢ o Mo
no tecido foliar estdo na faixa de concentra¢io con-
siderada toxica para a planta (Mn de 0,3 a 0,5 mg.g”"
e Mo de 0,01 a 0,05 mg.g™), conforme citagdes feitas
por KABATA-PENDIAS & PENDIAS (1984).

Os sintomas de toxicidade desses ecle-
mentos foram observados nas amostras estudadas
através de pontos cloréticos ¢ amarronzados nas
folhas e, atrofiamento de suas bordas, o que
concorda com a literatura acima citada.

Em relagiio a utilizagdo das folhas como
alimento para o bugio, o elevado teor de Mn
encontrado nas folhas parece ndo constituir riscos a
saude desse primata, visto que, além de ser con-
siderado elemento essencial ao metabolismo animal,
apresenta baixa toxicidade em organismos bioldgicos
(CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 1993).
Quanto ao Mo, pouco se sabe sobre seus efeitos em
animais silvestres.
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Conforme dados reunidos no COMMITTEE
ON THE HANDBOOK OF BIOLOGICAL DATA
(1954), pode-se inferir que as folhas da espécic
estudada, englobam os principais minerais exigidos
para as necessidades nutricionais do bugio (4.
fusca) quando comparados os seus valores, com as
quantidades diarias de nutrientes necessarias para a
dieta alimentar de macacos do género Rhesus.
Segundo essa referéncia, os teores foram expressos
em mg. Kg"' ou ug.Kg"' de peso corpéreo e tabelados
como sendo: Ca (155 mg); Fe (5 mg); Mg (10 mg);
Mn (1,6 mg); P (170 mg); K (135 mg); Na (130 mg);
S (14 mg); Zn (0,9 mg); Cu (430 pg), e Co (19 pg).

4 CONCLUSOES

Nas condigdes do presente experimento,
concluiu-se que:

a) as adaptagdes realizadas no método para a solu-
biliza¢do das amostras botinicas, mostraram-se
eficazes, sendo sua validade confirmada com
material de referéncia certificado;

b) a espécie C. floribundus acumula teores mais
clevados de Mn nas folhas que nos ramos,
independentemente da época de coleta;



135

VALLILO, M. I. Determinagio de nutrientes inorganicos nas folhas ¢ ramos do Croton floribundus Spreng (Euphorbiaceae), por espectrometria de

emissdo atdmica seqiiencial acoplada ao plasma de argdnio induzido (ICP-AES).

¢) o0:C. floribundus tem tendéncia a acumular Fe
nas folhas ¢ Ba nos ramos, independentemente
da época de coleta, evidenciando uma possivel
caracteristica da espécie, e

d) os macro e microconstituintes encontrados nas
folhas do C. floribundus, estio dentro dos
elementos necessarios para a dieta alimentar de
A. fusca.
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