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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Exatas e da Terra: Exploracdo e Qualificacdo de Diferentes
Tecnologias 3” é uma obra que objetiva uma profunda discussdo técnico-cientifica
fomentada por diversos trabalhos dispostos em meio aos seus 22 capitulos. Esse 3° volume
abordara de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/
ou revisdes que transitam nos varios caminhos das Ciéncias exatas e da Terra, bem como
suas reverberacdes e impactos econdmicos e sociais.

Tal obra objetiva publicizar de forma objetiva e categorizada estudos e pesquisas
realizadas em diversas instituicbes de ensino e pesquisa nacionais e internacionais. Em
todos os capitulos aqui expostos a linha condutora é o aspecto relacionado as Ciéncias
Naturais, tecnologia da informacgéo, ensino de ciéncias e areas afins.

Temas diversos e interessantes sé@o, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam por inovagéo, tecnologia, ensino de ciéncias e demais temas. Possuir
um material que demonstre evolugcdo de diferentes campos da engenharia, ciéncia e
ensino de forma temporal com dados geograficos, fisicos, econdmicos e sociais de regides
especificas do pais € de suma importancia, bem como abordar temas atuais e de interesse
direto da sociedade.

Deste modo a obra Ciéncias Exatas e da Terra: Exploracdo e Qualificacdo de
Diferentes Tecnologias 3 apresenta uma profunda e solida fundamentacéo teérica bem com
resultados praticos obtidos pelos diversos professores e académicos que desenvolvem seu
trabalho de forma séria e comprometida, apresentados aqui de maneira didatica e articulada
com as demandas atuais. Sabemos o0 quéo importante é a divulgacao cientifica, por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confidvel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Francisco Odécio Sales
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RESUMO: Fitdlitos sé@o particulas microscopicas
de opalabiogénica que se formam por precipitacéo
de silica amorfa entre e no interior de células
de diversas plantas vivas, como resultado da
absorcao de acido silicico da solugao do solo pelas
plantas. Possuem alto potencial de preservagéao
e, por isso, sdo Uteis em reconstituicdes
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paleobiogeogréaficas e paleoclimaticas. Podem
ser extraidos das plantas, para documentacao
da biodiversidade ou para estabelecimento
de colegcbes de referéncia para estudos
paleoambientais, ou de solos e sedimentos,
para reconstituicbes paleoambientais. Nesse
trabalho sdo apresentadas algumas técnicas de
extragdo em laboratorio de fitolitos de plantas
e sedimentos, bem como da microscopia do
material recuperado.

PALAVRAS-CHAVE: Fitolitos,
sedimentos, técnicas de extragéo.

plantas,

PHYTOLYTHS FROM SEDIMENTS AND
PLANTS - EXTRACTION METHODS AND
THEIR APPLICATIONS

ABSTRACT: Phytoliths are microscopic particles
of biogenic opal that are formed through the
precipitation of amorphous silica between and
within the cells of several living plants as a result of
the absorption of silicic acid from the soil solution
by plants. They have high preservation potential
and, therefore, are useful in paleobiogeographic
and paleoclimatic reconstructions. They can
be extracted from plants, for documentation
of biodiversity or for establishing reference
collections for paleoenvironmental studies; or
from soils and sediments, for paleoenvironmental
reconstructions. In this study, some laboratory
extraction techniques of phytoliths from plants
and sediments are presented, along with the
microscopy of the recovered material.

KEYWORDS: Phytoliths, plants, sediments,
extraction techniques.
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11 INTRODUGCAO

Fitélitos sdo particulas microscopicas (<60-100 um) de opala biogénica, geralmente
encontradas nas fragdes silte e areia muito fina, que se formam por precipitagéo de silica
amorfa no interior e entre células de diversas plantas vivas, formadas como resultado da
absorgéo de &cido silicico [Si(OH,)] da solug&o do solo pelas plantas (PIPERNO, 2006). As
plantas constroem uma estrutura ou molde onde séo introduzidos os ions, posteriormente
induzidos a precipitacao e cristalizacéo (EPSTEIN, 2001). A senescéncia e a decomposi¢ao
dos restos vegetais fazem com que os fit6litos sejam incorporados ao solo, sendo estes
bastante estaveis, gerando microfosseis e tornando-se importantes registros ambientais, ja
que apresentam configuracOes tipicas da vegetacdo de origem e se preservam bem sob
condig¢des oxidantes, como nos solos. A forma do fitolito reflete o “molde” da célula em que
foi formado (COE et al., 2014). Assim, os fit6litos preservam os vestigios da vegetacéo
natural, tornando possivel a compreenséo da evolugcdo de uma vegetagdo em relagéo as
condi¢bes biocliméticas.

Devido a estas caracteristicas, aliado ao fato de se preservarem bem em condi¢des
oxidantes, como nos solos (COE et al., 2014), os fit6litos s@o Uteis em reconstituicbes
paleoambientais da vegetacao, inferéncias climaticas e paleobiogeograficas. Varias séo
as aplicagdes das analises fitoliticas em estudos ambientais. No campo da Botanica,
da Paleontologia e da Paleoecologia servem para documentacdo e reconstrucdo da
biodiversidade, sua distribuicdo paleogeografica, bem como para a caracterizagdes
biotopicas. Também séo utilizados em estudos de Pedologia (por exemplo, na analise da
distribui¢é@o de fitdlitos em perfis de solo atuais e em horizontes enterrados, no uso da terra
e como biorremediagéo), em Geomorfologia para compreenséo da evolugdo dapaisagem,
em Geoquimica Ambiental no entendimento do sequestro de minerais pesados e na
Arqueologia para entender o repertorio cultural e padrées de ocupacdao humana (COE et
al., 2013, 2014, 2017; AUGUSTIN et al., 2014; SANTOS et al., 2015; CHUENG et al., 2018;
DIAS et al., 2019) .

Apbs a extragdo dos fitdlitos e a identificacdo ao microscédpio dos morfotipos, €
possivel calcular indices fitoliticos. Tais indices permitem inferir caracteristicas da
vegetacdo, como a densidade da cobertura arbérea (indice D/P), a densidade da cobertura
por palmeiras (indice Pa/P), o estresse hidrico (indice Bi), o grau de aridez (indice Iph) e a
adaptacédo a temperaturas mais baixas (indice Ic) (COE et al., 2014).

Os fitélitos podem ser extraidos de solos, sedimentos ou plantas. Nesse trabalho,
apresentamos os protocolos mais utilizados pelos autores, que fazem parte do grupo de
pesquisadores do NEPaleo (Nucleo de Estudos Paleobiogeoclimaticos) em estudos que
utilizam biomineralizagbes de silica como proxy.
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21 PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE FITOLITOS DE SOLOS E SEDIMENTOS

A finalidade do protocolo consiste em retirar 0 maior niumero possivel de particulas

organicas e inorganicas que possam dificultar/inviabilizar a identificacdo e quantificacéo

dos morfotipos de fitdlitos e outras biomineraliza¢des de silica (espiculas de esponjas e

frastulas de diatoméaceas) presentes nas amostras.

O protocolo contém 9 etapas (preparacgéo inicial, remogao dos carbonatos, oxidagao

da matéria organica, branqueamento, remocao da fracdo argila, solubilizagdo de ferro,

remocao da fracdo areia e armazenamento). Os processos estdo descritos em Machado

(2019), provenientes de adaptacdes dos protocolos utilizados em Kelly (1990) e Coe (2009).

Os equipamentos, insumos, reagentes e solugbes utilizadas no protocolo de

extracdo encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Vale ressaltar que o manejo dos itens utilizados

no protocolo deve estar de acordo com as regras de segurancga do laboratério e instrugdes

de uso dos respectivos fabricantes.

Equipamentos

Capela de exaustao
Agitador de tubos tipo vortex
Agitador mecénico orbital
Centrifuga

Ebulidor elétrico

Estufa ventilada

Banho ultrassénico
Banho-maria digital
Banho de areia

Balanca de precisédo
Placa aquecedora

Stirrer magnético

Mufla

Reagentes

Acido Cloridrico (HCI)

Acido Nitrico (HNO,)

Acido Sulfarico (H,S0O,)
Citrato de sodio (Na,C,;H,0.)
Cloreto de Célcio (CaCl,)
Ditionito de sédio (Na,S,0,)
EDTA (C,,H,;N,O,)
Hexametafosfato [(NaPO,)¢]
Hipoclorito de sédio (NaClO)
Perdxido de hidrogénio (H,0,)
SPT - Politungstato de sédio (2Na,WO,9WO,H,0)
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Agua destilada

EtOH - Alcool Etilico 75% e 100%
Beckers de 150ml e 500ml

Tubos erlenmeyer de 100ml e 200ml
Tubos falcon 50ml e suporte para tubos falcon
Vidros de relogio

Tubos de ensaio

Pin¢a de madeira para tubo de ensaio
Pinca para cadinhos

Colher de vidro

Bastao de vidro

Funil de vidro

Outros Insumos | Lamparina

Gral (almofariz) com pistilo
Cadinhos de porcelana com tampa
Micropipeta de volume fixo de 25 pl
Pipetas descartaveis 10ml

Pissetes 500ml

Peneiras de 2mm e de 250um
Recipientes de aluminio

Tubos Eppendorf 1,5ml

Laminas e laminulas

Entellan®

Glicerol

Oleo de cravo (Eugenol)

Tabela 1: Equipamentos e reagentes utilizados na extracao de fitélitos

Solucao

Preparo

Solugéo &cida 1:4

Solugéo de acido cloridrico
ai1N

Solugéo de Citrato de sédio
aiN

Solucéo de cloreto de célcio
aiN

SPT - Politungstato de sodio
densidade 2,31

25ml de acido sulfurico (HSO,) + 75ml de acido Nitrico (HNO,) (para
solos/sedimentos) e 25ml de acido Nitrico (HNO,) + 75ml de acido
sulfarico (HSO,) (para plantas) — misturado manualmente num becker
de 150ml utilizando um bastao de vidro até que a solucao esteja
homogénea.

11 de agua destilada + 98g de acido cloridrico (HCI) - misturado em
Stirrer magnético até que a solugéo fique homogénea.

1l de agua destilada + 88,49 de citrato de sodio (Na,C,H,0,) —
misturado em Stirrer magnético até que a solucao fique homogénea.

1l de agua destilada + 94g de cloreto de calcio (CaCl,) misturado em
Stirrer magnético até que a solucéo fique homogénea.

300ml de agua destilada + 680g de politungstato de sodio
(2Na,W0,9WO,H,0) — misturado em Stirrer magnético até que a
solugéo fique homogénea e apresente a densidade de 2,31g/ml,
comprovada por densimetro.

Tabela 2: Reagentes de preparagéo manual

- Etapa 1: Preparacao inicial

A etapa inicia-se com a selecdo do material a partir da descricdo das amostras

coletadas, conforme a ficha de descricdo morfologica de perfis/testemunhos de solos/

sedimentos (AMARAL et al., 1998), com o objetivo de facilitar a escolha da técnica

utilizada em algumas etapas que variam em fungcé@o de caracteristicas como: presenca
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de material organico a partir da coloragao; tipo de solo e/ou presenca de restos vegetais;
fracdo granulométrica predominantemente; presenca ou auséncia de carbonatos a partir
da litologia ou conchas; e presenca ou auséncia de ferro por meio da cor e/ou tipo de solo.

Apés identificadas as caracteristicas do material, esse deve ser selecionado e
transferido para recipientes de aluminio ou becker de vidro e seco na estufa a no maximo
100°C (Figura 1a). Com o material completamente seco, deve-se destorroar (Figura 1b) e
peneirar na malha de 2mm, a fim de selecionar as fracdes de areia, silte e argila (Figura 1c).

Concluida a selegcdo das fragdes granulométricas inferiores a 2mm, deve-se
selecionar a quantidade de material total a ser utilizada na extragcdo. As amostras sao
armazenadas em falcons de 50ml nomeados e identificados. Seleciona-se, em uma balanca
de preciséo, a quantidade a ser utilizada a partir das caracteristicas do material, sendo: 5g
para solos/sedimentos com muita matéria orgénica, organossolos ou turfeiras; ou 10g para
solos/sedimentos com fragGes granulométricas predominantemente arenosas ou material
proveniente de sitios arqueoldgicos.

+ Etapa 2: Remocao dos carbonatos

A remocao dos carbonatos se inicia com o acréscimo de 30ml da solu¢do de &cido
cloridrico a 1N (Tabela 2) nas amostras, seguindo-se pela mistura manual no falcon
(agitacdo). Ap6s misturado, veda-se completamente o falcon e o mesmo deve permanecer
no agitador mecanico orbital por 1h em velocidade média a alta (50% a 100%) (Figuras 1d
e le).

Concluido o tempo, € necessario verificar se ha volatizacdo (liberagdo de gases),
identificada pelo som e presenca de bolhas ao abrir o falcon. Caso haja volatizacado, deve-
se repetir o processo até que esta cesse completamente.

N&o ocorrendo volatizagdo, acrescenta-se 2ml da solucdo cloreto de calcio a
1N (Tabela 2) e completa-se o volume total do falcon com agua destilada. A etapa se
encerra com a rinsagem (lavagem da amostra com agua destilada, transvasando apenas
0 sobrenadante) na centrifuga, em pelo menos 3000rpm, até que o pH esteja entre 5 e 7
(Figura 1f). O material deve, entao, ser seco na estufa a no méaximo 80°C.

+ Etapa 3: Oxidacao da matéria organica

O processo de oxidagao de matéria organica (MO) consiste na eliminagéo do material
organico das amostras por meio de ataque acido, podendo ocorrer de trés maneiras: 1)
ataque acido simplificado, 2) ataque acido moderado e 3) ataque acido intensificado.

1) Ataque acido simplificado: indicado para amostras que possuem pouca
quantidade de matéria orgénica e/ou granulometria predominantemente arenosa. O
processo se inicia com a transferéncia da totalidade da amostra do falcon para os tubos
de ensaio (cerca de 0,5 a 1g de amostra por tubo), em seguida acrescenta-se acido nitrico
(HNO,) com o auxilio de pipeta.
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Realizada a adicéo do acido, o tubo de ensaio deve ser aquecido em lamparinas até
que a MO seja completamente eliminada, o que é constatado através de dois indicios: a
cor da fumaga liberada torna-se branca e/ou a cor da amostra no tubo de ensaio torna-se
mais clara (Figura 1h).

Concluida a queima, deve ser aguardado o resfriamento das amostras e, aos poucos,
acrescentar cerca de 3ml de perdxido de hidrogénio (H,0,) a 30%. Apds o término da
reacao deve-se aguardar o resfriamento da amostra e em seguida transferi-la novamente
para o falcon de 50ml. A etapa se encerra com a rinsagem da amostra na centrifuga, em
pelo menos 3000rpm, até que o pH esteja entre 5 e 7. O material deve, entéo, ser seco na
estufa a no maximo 80°C.

2) Ataque acido moderado: indicado para amostras com moderada a grande
quantidade de MO e granulometria predominantemente mais fina (silte e argila). O processo
se inicia com a transferéncia da totalidade da amostra do falcon para os tubos de ensaio,
cerca de 0,5 a 1g de amostra por tubo, seguindo-se pelo acréscimo da solu¢ao acida 1:4 (1
de acido sulfarico e 3 de nitrico) (Tabela 2) com auxilio de pipeta (Figura 1g). Aquece-se na
lamparina até que a MO seja eliminada completamente, seguindo os mesmos indicativos e
finalizacdo do ataque acido simplificado (Figura 1h).

3) Ataque acido intensificado: destinado a amostras com grandes quantidades
de MO, como as provenientes de organossolos/turfeiras e/ou amostras com elevada
quantidade de restos vegetais de tamanho inferior a 2mm. O processo se inicia com a
transferéncia da amostra para um becker de 500ml, seguido pelo acréscimo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 30%, suficiente para que a amostra seja completamente coberta, entdo
a amostra € aquecida em banho de areia na placa aquecedora a no maximo 90°C por no
minimo 6h e no maximo 8h.

Apo6s concluida a remogdo da MO, as amostras s@o novamente transferidas para
os tubos falcon de 50ml, para que sejam realizadas as rinsagens na centrifuga, em pelo
menos 3000rpm, até que o pH esteja entre 5 e 7. O material deve, entéao, ser seco na estufa
a no maximo 80°C. Apds secar completamente, € dado prosseguimento com o mesmo

processo realizado no segundo método (ataque acido moderado).

- Etapa 4: Branqueamento

A etapa de branqueamento é opcional e possui a finalidade de clarear as amostras
0 maximo possivel para facilitar a identificacdo dos morfotipos de fitolitos e/ou outras
biomineralizacbes de silica presentes nas amostras. O procedimento se inicia com a
transferéncia das amostras secas para um becker de 500ml, macerando ligeiramente as
amostras com auxilio de um bastéo de vidro, a fim de romper os agregados.

Adiciona-se cerca de 10ml (ou a quantidade suficiente para cobrir as amostras)
de hipoclorito de sodio (NaClO) a 6%, deixando a reacéo ocorrer por no minimo 65h e no
maximo 72h consecutivas e ininterruptas (Figuras 1i e 1j).
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Concluido o tempo da reacdo, completa-se o becker com agua destilada quente
(ponto de ebulicdo) e inicia-se a rinsagem no préprio becker (2h ap6s a adicdo de
agua destilada quente), por no minimo 8 vezes ou até que o hipoclorito de sodio seja
completamente removido (quando a amostra esta sem o odor caracteristico do NaClO)
(Figura 1j).

- Etapa 5: Remocéao da fracédo argila

Afinalidade deste procedimento é remover o maximo possivel das particulas de argila
presentes nas amostras de solo, pois essa fracdo pode formar agregados que dificultam
a identificacdo e quantificacdo dos morfotipos de fitolitos e outras biomineralizagdes
presentes na amostra. A etapa € composta por duas fases:

A primeira consiste em acrescentar 10g de Hexametafosfato [(NaPO,)] na amostra
contida em becker de 500ml, completando, em seguida, o volume do recipiente com agua
destilada quente. Mistura-se com um bastéo de vidro até que o reagente seja completamente
dissolvido (Figura 1k). E dado prosseguimento com a rinsagem das amostras, no proprio
becker, utilizando agua destilada em ponto de ebulicdo, a cada 2h, por no minimo 10 vezes,
ou até que a 4gua esteja transparente ou levemente turva. Caso a 4gua permaneca turva,
repita o processo quantas vezes forem necessarias (Figura 1I).

A segunda se inicia ap0s a conclusé@o da anterior, acrescentando-se 10g de EDTA
(C,,H,(N,O,) e completando-se com agua destilada quente. Mistura-se com o auxilio de
um bastéo de vidro até a dissolu¢do do reagente (Figura 1m). Segue-se a rinsagem no
becker a cada 2h, conforme a realizada durante a remog¢ao do Hexametafosfato. Concluida
a etapa, a amostra é novamente transferida para o tubo falcon de 50ml e seca na estufa a

no maximo 80°C.

+  Etapa 6: Oxidacao do ferro

A etapa consiste na solubilizagcéo do ferro contido nas amostras, ja que os 6xidos de
ferro podem criar agregados que aprisionam os fitolitos e as demais biomineralizacoes de
silica existentes, dificultando sua identificacdo e quantificacdo. A etapa pode ser realizada
de duas maneiras, dependendo da quantidade de 6xidos de ferro observada nas amostras:

1) Amostras com grandes/moderadas quantidade de ferro: amostras de cor
avermelhada ou provenientes de areas de coleta com solos/sedimentos com grandes
quantidades de ferro em sua composicao. Inicia-se com a transferéncia das amostras para
um becker de 500ml onde se acrescenta acido cloridrico (HCI) concentrado em quantidade
suficiente para cobrir completamente as amostras; mistura-se manualmente com auxilio de
um bastéo de vidro a cada 15min, por no minimo 1h.

Concluida a reacao, deve-se transferir a amostra novamente para o falcon de 50ml.
Realiza-se a rinsagem na centrifuga até que o pH esteja entre 5 e 7 e, posteriormente, o

material deve ser seco na estufa a no maximo 80°C.
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2) Amostras com pouca quantidade de ferro: amostras que nao apresentam as
caracteristicas contidas na indicagdo do processo citado anteriormente. Com as amostras
no falcon, inicia-se com o acréscimo de 10ml de agua destilada e 10ml da solucéo de citrato
de so6dio a 1N (Tabela 2).

As amostras séo colocadas em banho-maria e, ao atingir a temperatura de 80°C,
acrescenta-se 0,59 de ditionito de sodio (Na,S,0,) (Figuras 1n e 10) e agita-se manualmente
o falcon até que as amostras atinjam a cor cinza esverdeado (Fe?* dissolvido) (Figura 1p).
A etapa se encerra com a realizagdo da rinsagem da amostra na centrifuga até que o pH
esteja entre 5 e 7, o material entédo dever ser seco na estufa a no maximo 80°C.

- Etapa 7: Remocéao da fracéo areia

A etapa consiste em remover as fragbes granulométricas superiores a 250um.
Utiliza-se um becker de 500ml, onde é colocado um funil de vidro e uma peneira de 250pym.
Logo em seguida é despejada a amostra na peneira e, com o auxilio de um pissete com
agua destilada, a amostra é lavada, a fim de se recuperar todas as fragbes finas contidas
na peneira (Figuras 1q e 1r).

Transfere-se as fracdes mais finas para o tubo falcon de 50ml e reserva-se a fracéo
mais grosseira em outro tubo falcon. Apds realizado o processo, o material deve ser seco
na estufa a no maximo 80°C.

- Etapa 8: Separacao densimétrica
A etapa consiste em selecionar os materiais com densidade de 2,31g/ml (densidade
das biomineralizagbes de silica) e remover os minerais que ndo possuem densidade
equivalente. Acrescenta-se 15ml da solugéo de liquido denso com densidade 2,31 (Tabela
2) nas amostras, que se encontram secas e dentro dos tubos falcons de 50ml. Utiliza-se
uma solugé@o com politungstato de sodio (SPT) diluido em agua destilada (Figuras 1s e 1t).
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Figura 1: Etapas da extracdo de fitdlitos de solos/ sedimentos: a) Secagem das amostras
na estufa ventilada; b) Destorroamento da amostra; c) Peneiragem (2 mm) da amostra; d)
Remocéo dos carbonatos; e) Amostras no agitador mecanico orbital; f) Amostras na centrifuga;
g) Preparagéo da solugéo acida para oxidagao da matéria orgéanica; h) Oxidagéo da matéria
organica (antes e depois); i) Preparagéo para o branqueamento com hipoclorito de sédio;

j) Antes e depois do branqueamento; k) Preparacéo para remogéo da fragéo argila com
Hexametafosfato; I) Antes e depois da remogao da fracéo argila; m) Preparacédo para remogéao
da fracdo argila com EDTA; n) Preparagéo dos reagentes para solubilizagédo do ferro; o)
Amostras em banho-maria para solubilizagédo do ferro; p) Antes e depois da solubilizagdo do
ferro; q) e r) Remogéao da fragdo areia; s) Preparagao do liquido denso com SPT; t) Solugéo de
SPT na densidade de 2,31g/ml. Fonte: Adaptado de Machado (2019)
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Coloca-se a mistura da amostra no agitador de tubos tipo vortex por no minimo 2
min e, em seguida, as mesmas séo levadas ao banho de ultrassom por 5 min. Centrifuga-se
por 10 min a 5000 rpm, recolhendo o material sobrenadante (que sé&o as biomineralizagcbes
de silica). O processo deve ser repetido por no minimo 3 vezes.

Concluindo-se a etapa, € necessario rinsar as amostras na centrifuga a fim de
remover toda a solucédo e, posteriormente, estas devem ser secas na estufa a no maximo
80°C.

- Etapa 9: Armazenamento

Apbs realizada todas as etapas, as amostras secas sdo guardadas em microtubos
tipo Eppendorf de 1,5ml, devidamente identificadas, para serem utilizadas posteriormente

na microscopia ou armazenamento definitivo de material (Figura 2j).

31 PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE FITOLITOS DE PLANTAS

Extrair fitolitos diretamente das plantas possibilita estimar sua presenca, a
quantidade e os tipos em cada espécie. Esta analise possui diversas metodologias, sendo
as mais conhecidas e utilizadas a extragé@o por via Umida (wet oxidation) e seca (dry ashing),
também conhecida como calcinacao (SHARMA et al., 2019).

3.1 Via umida (wet oxidation)

A metodologia de extracdo por via umida tem como base a utilizacdo de &cidos
como o objetivo de remogao de toda a matéria organica do material, tendo como sobra
somente o que for composto por silica. Comumente séo utilizadas as partes vegetativas
da planta para este tipo de analise, principalmente as laminas foliares, por apresentarem,
na maior parte das vezes, grande acumulo e produgéo de fitolitos devido as altas taxas
de evapotranspiracéo. O seguinte protocolo foi proposto e utilizado por Ricardo (2019),
utilizando, com adaptagdes, principios da metodologia por via umida elaborada por
Medeanic et al. (2008):

3.2 Preparacao das amostras

Logo depois da coleta, € necessario que as amostras sejam previamente lavadas
com agua corrente e agua destilada, retirando possiveis residuos de poeira e contaminagéo.
Em seguida devem ser desidratadas em estufa a 60°C por uma semana.

Com a amostra ja seca, deve ser realizada a separagdo de 0,5g de material foliar
(Figura 2a) e novamente sua lavagem com agua corrente e agua destilada. Para espécies
com presencga de muitos tricomas, é recomendado empregar um protocolo mais rigoroso,
que consiste em colocar o material dentro de um becker com agua e posiciona-lo no
agitador mecénico orbital na velocidade de 40% por 17 min, seguido de 17 min no ultrassom
(Figuras 2b e 2c). Esses procedimentos devem ser realizados por no minimo duas vezes,
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a fim de garantir que nenhum residuo ou fit6lito trazido pelo vento resista na superficie da
folha analisada. Por fim, a amostra deve ser colocada na estufa a 50°C até sua completa
secagem (Figura 2d).

Figura 2: Etapas da extracao de fitdlitos de plantas: via Umida: a) Pesagem inicial b) lavagem
de amostras em agitador mecénico orbital; c) Lavagem em banho ultrassénico; d) Amostras
completamente secas apds a lavagem; e) Adicdo da solucéo acida 1:4; f) Reagdo promovida
pelo acréscimo da solucéo acida; g) Amostras apds a remocgao da matéria organica; h)
Centrifugagédo das amostras; i) Amostras com pH neutro apos a extragédo; j) Armazenamento
das amostras em tubos eppendorf 1,5ml; via seca (calcinacéo) k) Amostras pesadas e
colocadas em cadinhos com tampa ; I) Calcinacdo das amostras na mufla. Fonte: Adaptado de
Ricardo (2019)

3.3 Extracao dos fitélitos

Para a extracao dos fitélitos, utiliza- se uma solucao &cida 1:4 (uma parte de acido
nitrico (HNO,) 65% para 3 partes de é&cido sulfarico (H,S0,)) (Tabela 2) nas amostras ja
preparadas de 0,5g de material foliar seco (Figura 2e). Em seguida o material € colocado
em banho de areia em uma placa aquecedora por 2h (Figuras 2f e 2g).

Posteriormente, o material € centrifugado com agua destilada a 3500 rpm durante 5
minutos diversas vezes (Figura 2h), até a amostra atingir um pH neutro (+4) (Figura 2i). Em
seguida, a amostra, contendo somente a silica resultante, é armazenada (Figura 2j) para
posterior observacao ao microscopio.
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3.4 Via seca (dry ashing) — Calcinacao

Calcinagéo é o tratamento de remogdo da matéria orgénica (CO,), agua e outros
gases ligados a uma substancia, como hidratos e carbonatos (TRINDADE, 2016).
Os materiais resultantes desse método séo carvoes e fitdlitos, derivados da reacdo da
decomposicao térmica. A extracéo é feita utilizando uma mufla, onde o material & aquecido a
altas temperaturas. Parr et al. (2001) descrevem em sua metodologia a lavagem (digestéo)
com agua destilada, 10% acido cloridrico (HCI) e 15% de peroxido de hidrogénio (H,0,,
utilizando o protocolo subsequente:

Inicia-se pelo registro e pesagem do tubo de ensaio vazio e em seguida com amostra
desidratada, a fim de registrar o peso total da amostra. Enxagua-se, entdo, o material
vegetal em 4gua destilada, transferindo-a para um cadinho de porcelana com tampa (Figura
2k). Em seguida, a amostra é levada a mufla por 6h na temperatura de 500°C (Figura 2I).

Apo6s o procedimento na mufla, é necessario aguardar seu resfriamento — de um dia
para o outro - e transferir a amostra para um tubo de ensaio. Entdo, sdo adicionados 10ml
de &cido cloridrico (HCI) 10% no material, que deve ser aquecido em banho-maria a 70°C
durante 20min ou até o término da reacdo. Concluida a reacao, deve-se rinsar na centrifuga
a 3500rpm por 5 min até que o reagente seja completamente removido. Em seguida, séo
acrescentados 10ml de perdxido de hidrogénio (H,0,) 15% e o material é aquecido em
banho-maria a 70°C por no minimo 20 min ou até a reacgéao cessar.

O material € entdo levado a centrifuga a 3500 rpm por 5 min para a completa
remocao do perdxido de hidrogénio. Entdo, acrescenta-se 1ml de alcool etilico (EtOH)
100%, aguardando o tempo minimo de 12h até que fique completamente seco. Por fim, com
o material seco, deve-se pesar a amostra para calcular o peso dos fitolitos e transferir para
tubos falcon 50ml com o minimo de alcool etilico (EtOH) possivel. Em seguida é realizada
a preparacdo das laminas com o material resultante para observagdo em microscopico
optico.

41 MICROSCOPIA E CALCULO DOS iNDICES FITOLITICOS

ApOs a extracdo de fitdlitos das plantas e sedimentos, é selecionada uma aliquota
de 25 pl do material precipitado com o auxilio de uma micropipeta de volume fixo (Figura
3a)e confeccionam-se laminas (Figura 3b) para observacdo e microscopia em 6leo de
imerséao, glicerol ou 6leo de cravo (temporarias) e Entellan® (permanentes) (Figuras 3c e
3d), nas quais se estabelecem a determinagéo de seu contetdo, a descricdo dos principais
morfotipos de fitolitos e estado de alteragédo das particulas.
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Figura 3: Microscopia das amostras: a) Coleta da aliquota de 25ul com micropipeta de volume
fixo; b) Adicdo da amostra na lamina; c) Adicdo de Entenllan®; d) Colocagdo da laminula; e)
Microscépio eletronico utilizado para identificagcéo e quantificagcdo dos morfotipos de fitélitos.

Fonte: Adaptado de Machado (2019)

)
>

Com sedimentos, para a identificacdo e contagem dos morfotipos ao microscopio
optico (Figura 3e) - com aumento de 500 a 630x - se faz necesséria a observacao de pelo
menos 200 fitolitos classificaveis, sendo também contados os fit6litos ndo classificaveis
(aqueles cujo grau de alteracdo ndo permite mais distinguir seu morfotipo), a fim de: a)
estimar a frequéncia relativa dos distintos morfotipos segundo o Codigo Internacional
de Nomenclatura de Fitélitos (ICPN 2.0) de Neumann et al. (2019); b) analisar o grau de
alteragcédo dos fitolitos (classificaveis / ndo classificaveis); c) calcular o estoque total de
fitélitos em cada amostra.

Para a quantificacao de fit6litos de plantas é realizada a contagem sob microscopia
optica em 3 transectos horizontais de uma laminula de 18mm x18mm com um aumento de
500x. Cada espécie é classificada de acordo com o nivel de producao de fit6litos em uma
das 5 categorias: Muito alta (>300 fit6litos); Alta (100-300 fit6litos); Média (50-100 fit6litos);
Pouca (10-50 fitélitos); Rara (<10 fitélitos), como descrito na metodologia de Ricardo et al.
(2018).

A partir da contagem dos fitdlitos de sedimentos, calculam-se indices fitoliticos
(relacdes de abundancia de determinados morfotipos de fitdlitos), que permitem inferir
parametros de vegetacgdo, tais como: (1) a densidade da cobertura arbérea (D/P), (2) a
densidade de palmeiras (Pa/P), (3) o indice de estresse hidrico (Bi), (4) o indice climatico
(Ic) e (5) o indice de aridez (Iph), conforme descrito abaixo:

1) indice D/P (Dicotiledéneas lenhosas / Poaceae) indica a densidade da cobertura
arborea e é calculado:

|D/P = SPHEROID ORNATE / (short cells + ACUTE BULBOSUS + BULLIFORM FLABELLATE) |

2) indice Pa/P (Arecaceae /Poaceae) indica a densidade de cobertura por palmeiras
e é calculado:

|Pa/P = SPHEROID ECHINATE/ (short cells + AcUTE BULBOSUS + BULLIFORM FLABELLATE)|

3) indice Bi% (Bulliform indice) indica o nivel de estresse hidrico ao qual as plantas
estdo sujeitas e é calculado:
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Bi (%) = (BuLLIFORM FLABELLATE)/ [(short cells + AcCuTE BULBOSUS + BULLIFORM

FLABELLATE)]x 100

4) indice Ic% (climatico) indica a adaptacdo de uma formacdo vegetal a uma
temperatura baixa (regides temperadas) ou a uma forte pressdo parcial do didéxido de
carbono (pCO,) em areas de altitude (regides tropicais de altitude) e é calculado:

| Ic (%) = [(RONDEL + POLYLOBATE + TRAPEZOID) / todos os short cells)] x 100 |

5) indice Iph (aridez) indica o grau de aridez do ambiente a partir da proporcdo de
fitdlitos de gramineas baixas com ciclo fotossintético em C4 (Chloridoideae) em relagéo ao
somatério das gramineas altas com ciclo fotossintético em C4 (sobretudo Panicoideae) e
é calculado:

| Iph (%) = [sADDLE / (SADDLE + cROSS + BILOBATE)] x 100 |

51 CONCLUSOES

Os fitolitos sdo indicadores muito utilizados em diversos campos das ciéncias
ambientais, mas o0 sucesso da sua identificagdo depende muitas vezes da qualidade dos
protocolos de laboratério utilizados durante sua extragdo. Os procedimentos apresentados
nesse trabalho sdo resultado de varios anos de experiéncia, promovendo adaptagbes de
métodos utilizados por diversos pesquisadores, em fung¢éo do tipo de material analisado
e dos equipamentos e reagentes disponiveis. Apesar de ja estarem sendo utilizados ha
bastante tempo, novas adptacbes e atualizagbes nestes protocolos sempre poderdo ser
realizadas.
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