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RESUMO

A cristalizacdo sensitiva do cloreto de cobre (método de
Pieiffer) é aplicada a extratos aquosos de mandioca (Manithot
esculenta Crantz). Sao estudados os modelos de cristaliza¢ao obtidos
com extratos de folhas, caules, raizes e folhas de cutivares mansos
e bravos, num total de 20 séries com 2 repeticdes. A descricao
comparativa mostra que, embora os modelos de cristalizacio sejam
morfologicamente pobres, o método ¢ suficientemente sensivel para
estudos com mandioca, recomendando-se a ampliacio da pesquisa
visando a caracterizagdo cristalogenética de cultivares.

INTRODUCAO

A hipétese basica da cristalizacao sensitiva é que, ao cristalizar por
evaporacao de solucoes aquosas, os cristais de cloreto de cobre,
CuCl, . 2H,0, assumem um habito (modelo de cristalizacdo) que é
funcao especifica de substancias presentes na solucao (companheiros
de solucao). A partir dessa premissa fundamental, enunciada por
PFEIFFER (1930), numerosos trabalhos tém sido realizados com o méto-
do. Em sua maior parte, procuram determinar os modelos de cristali-
zacao causados pelos mais diversos companheiros de solucao: substancias
puras (acidos, bases, aminoacidos, etc.), extratos de 6rgaos de plantas
e de animais e, especialmente, sangue, com o que se desenvolveu a técnica
de diagnose por cristalizacao.

Poucos autores cogitaram da aplicacao do método de Pfeiffer a
plantas e a maior parte dos que o fizeram estudaram plantas medicinais.
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ABRAHAO (1965) introduziu o método no Brasil, procurando aplica-lo
a questoes agrondomicas. Estudando extratos aquosos de diferentes
orgaos de 3 variedades de feijoeiro, em diferentes estagios de desenvol-
vimento, verificou a viabilidade do método e passou a aplica-lo a outras
plantas. O presente trabalho é mera decorréncia dessa orientacao:
procura estudar a viabilidade de aplicagdo do método a mandioca
(Manihot esculenta Crantz). Nao procura a solucao de um problema
especifico, mas, tao somente, avaliar as possibilidades de aplicag¢ao da
cristalizacao sensitiva a questoes referentes a essa planta, especialmente
a diferenciacao cristalogenética de variedades. Com efeito, o carater
toxico da mandioca, determinado pelo HCN produzido por acao da
linamarase (enzima) sobre linamarina (glicosideo cianogénico), nao
tem qualquer correlacdo com caracteristicas morfolégicas das plantas,
sendo determinado apenas através de testes ou de dosagens do &cido
(COURSEY, 1973).

REVISAO DA LITERATURA

Desde que PFEIFFER (1930) mostrou a versatilidade da cristali-
zac¢ao do cloreto de cobre na deteccao de diferencas entre solugoes, muitos
trabalhos foram conduzidos, principalmente na Europa. A revisao que
se apresenta trata apenas de trabalhos com plantas.

PFEIFFER (1930) assinala diferencas nos modelos causadas por
adubacao. PFEIFFER (1940) detecta, em modelos de cristalizacido de
plantas sadias e atacadas por fungos, diferencas no numero de centros
e no comprimento dos cristais.

MORRIS e MORRIS (1938), aplicando o método a aveia, trigo e
milho, amido e glicogénio, obtiveram modelos caracteristicos para cada
tipo de semente. Os amidos obtidos de cada um desses cereais, porém,
produziam modelos equivalentes. Obtiveram, ainda, o que consideram
a fracao ativa dos extratos, responsavel pelo modelo de cristalizacao.
Pesquisaram a perda de atividade dos extratos, constatando sua dimi-
nuicao em 24 horas, a temperatura ambiente, ou em 10 minutos, por
aquecimento a 100°C. MORRIS e MORRIS (1939) comparam os modelos
obtidos com glicogénio de origem animal e extrato concentrado de milho
doce. Concluem que produzem modelos muito semelhantes, mas nao
idénticos. Glicogénios animal e de milho doce, porém, produzem modelos
indistinguiveis. MORRIS e MORRIS (1941) procuram detectar a natu-
reza de substancias presentes com o glicogénio no extrato de milho
doce, capazes de afetar o modelo de cristalizacao. Concluem que peque-
nas quantidades de proteinas podem afetar o modelo do polissacarideo,
embora sem efeito especifico.

KRUGER (1949) estuda, em extratos de Hyosciamus niger, a in-
fluéncia da hora de coleta de material, concluindo que o modelo decresce
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em nitidez, conforme a coleta se fagca de manha, a tarde ou a noite.
KRUGER (1950) aplica o método a diferentes 6rgéos de diferentes
especies, a maior parte de carater medicinal, procurando estabelecer
correlagao entre o modelo obtido e o do 6rgdo para o qual a planta
é medicinal.

SELAWRY e SELAWRY (1957) estudam pormenorizadamente a
cristalizacao do cloreto de cobre, examinando todos os aspectos do
método e o efeito exercido por fatores como temperatura, umidade
relativa, taxa de evaporacao, concentracao, limpeza das placas e outros.
Estudam os modelos obtidos com substancias puras, extratos de plantas,
de tecidos animais e sangue. Estudam de maneira sistematica e minu-
ciosa os caracteres morfologicos que devem ser considerados nos modelos
de cristalizacdo. O capitulo referente a plantas € o menos pormeno-
rizado, assinalando-se, todavia, ser possivel a distincao cristalogenética
de ervilhas cultivadas em solos argilosos e arenosos, e de ervilhas
adubadas mineral e organicamente.

ABRAHAO (1965) aplica o método a extratos aquosos de diferentes
orgaos (raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes) de 3 variedades
de feijoeiro, em diferentes estagios de desenvolvimento. Conclui que a
melhor concentracao para ensaios comparativos é 0,05:0,5. Conclui,
ainda, que os modelos de cristaliza¢do variam especificamente em funcao
de variedade, 6rgao e idade da planta. ABRAHAO (1970) aplica o
meétodo a sementes de café, com o objetivo principal de estabelecer as
melhores concentracoes a serem usadas com esse material. Recomenda
o emprego da técnica da mistura filtrada e concentracdes, por placa,
entre 0,05 e 0,075 g para extrato, e entre 0,5 e 1,0 g, para cloreto.
ABRAHAO (1971) faz uma revisao critica sobre as possibilidades de
aplicacdo do método a questdes biologicas, especialmente as agronoémicas.
ABRAHAO (1971) estuda com pormenores a morfologia do cloreto de
cobre na presenca de extratos aquosos de feijoeiro. ABRAHAO (1975),
com base em trabalhos anteriores, aplica o método exclusivamente a
sementes de feijoeiro, cujo modelo de cristalizacao é constante e carac-
teristico. ABRAHAO (1976) discute a possibilidade de distincao crista-
logenética de cultivares de feijoeiro, assinalando os caracteres que
podem permiti-la.

MATERIAL E METODO

MATERIAL

Cultivares — Utilizaram-se, em todas as cristaliza¢oes, dois cultivares
de mandioca, um manso e um bravo. Nas duas primeiras cristalizacoes
usaram-se os cultivares Carapé (manso) e Branca de Santa Catarina
(bravo). Na ultima, usaram-se Jacana (manso) e Brava de Itu (bravo).
Em todos os casos, as plantas foram cultivadas em solo.
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Cdmara de cristalizacao — Utilizou-se a camara especial recomendada
por SELAWRY e SELAWRY (1957) e descrita por ABRAHAO (1965),
com dimensoOes 1,60 x 1,60 x 2,0 m, paredes duplas € adiabaticas, com
dispositivo para manter a temperatura constante até 50°C. A camara
dispOe de mesa de vidro suspensa, de 0,70 x 1,50 x 0,01 m, rigorosamente
nivelada (nivel Wyler, precisao de 0,02 mm/m), onde se processa a
evaporacao das solugoes nas placas.

Placas de cristalizacao — Foram utilizadas placas de vidro especialmente
montadas para esse fim segundo recomendacOes e dimensoes de
SELAWRY e SELAWRY (1957) e modificacoes de ABRAHAO (1965).

Cloreto de cobre e Material fotogrdfico — Usou-se cloreto de cobre
purissimo p-a. Merck, filmes 35 mm Kodak Panatomic - X e Papel
kodabromide F-4, que permitem grandes ampliacoes.

METODO

Técnica de cristalizacao — A técnica utilizada para ambiente de traba-
lho, velocidade de cristalizacao, controle de temperatura e umidade,
nivelamento, limpeza das placas de cristalizacao, obtencao de extrato
e decurso de cristalizacao é a que recomendam SELAWRY e SELAWRY
(1957), com modificacdes sugeridas por ABRAHAO (1965).

Planejamento — Foram efetuadas 20 séries de cristalizacao, com 2
repeticoes, em conjuntos de 8, 8 e 4 séries, num total de 40 placas
estudadas. Os resultados obtidos nas séries 1 a 8 foram a base para
as séries 9 a 16 e os destas a base para 17 a 20. A intencao experimental
foi, basicamente, testar, de inicio, todos os 6rgaos da planta, a fim de
se chegar ao melhor 6rgao para distinguir cultivares. TUsou-se, entao,
0 seguinte esquema experimental:

1.+ cristalizacao: Os 8 tratamentos foram: 4 6rgaos (folha, caule, raiz
e flor) de 2 cultivares (manso e bravo), na concentra-
cao 0,05: 0,5, com 2 repeticoes.

2.* cristalizacdo: Os 8 tratamentos foram: 4 érgaos (folha, caule, raiz
e flor) de 2 cultivares (manso e bravo), na concen-
tracao 0,05:0,75, com 2 repeticoes.

3.¢ cristalizacdo: Os 4 tratamentos foram: 2 o6rgdos (folha e raiz),

de 2 cultivares (manso e bravo), na concentracao
0,075:0,75, com 2 repeticoes.

As placas foram descritas de maneira conjunta e comparativa de
modo a se ressaltar os caracteres possivelmente diferenciais entre os
cultivares manso e bravo. Selecionaram-se 10 placas para fotografias,
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mostrando, na maior parte, caracteres contrastantes entre os culti-
vares de cada cristalizacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1.¢ cristalizacao — Utilizou-se, nas 8 séries, a concentraciao 0,05:0,5,
usada com é€xito para outras plantas (SELAWRY e SELAWRY, 1957,

ABRAHAO, 1965, 1970). As seguintes observacdes podem ser feitas
pelo exame das placas:

a — Descri¢cdo morfologica

1. Os modelos de cristalizacdo dos 8 tratamentos sdo pobres em
caracteres morfologicos.

2. Os modelos podem ser descritos com identidade boa, com
caracteristicas suficientemente equivalentes para que nao se cogite
de maior numero de repeticoes em testes preliminares com mandioca.

3. Morfologicamente, para ambas as variedades, os modelos tém
diferenciacao geral, coordenacao e irradiacao mas, com borda mal defi-
nida. E geral o tipo vitrificado de cristalizacao. Praticamente ausentes
formas vazias bem delimitadas, bem como anéis concéntricos, cuja
tendéncia, porém, pode ser observada em algumas placas. De um modo
geral, a cristalizacao é fina, com cristalizacao fibrosa freqliente e zonas
de cobertura total na regiao central, com ondas.

b — Diferenciacao entre cultivares manso e bravo

1. Folha. Distincao perfeita, nas duas repeticoes. Caracteres
diferenciais sao a zona central com ondas e cobertura total no modelo
do cultivar manso e melhor diferenciacao geral, auséncia de ondas e
presenca de formas vazias rudimentares, no modelo do cultivar bravo

(fig. 1).

2. Caule. Distincao dificil. Aparentemente, a cristalizacao é mais
fibrosa para o cultivar manso e com mais ondas na cristalizacao central
para o cultivar bravo (figs. 2 e 3).

3. Raiz. Distincao dificil, prejudicada pela identidade das repe-
ticoes dos cultivares manso e bravo.

4. Flor. Distincao perfeita, mesmo considerando que a identidade
para o cultivar manso nao é satisfatoria. Caracteres diferenciais sao
cristalizacao central de cobertura total, para o modelo do cultivar manso,
e tendéncia para formas vazias rudimentares, para o modelo do cultivar
bravo (figs. 4 e 5).
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2. cristalizagcd@o — os resultados obtidos na 1.* cristalizacao sugerem
insuficiéncia na concentracao do cloreto de cobre, impedindo maior
definicao dos modelos. A 2.2 cristalizacao é, pois, a repeticdo da primeira,
com a concentracao 0,05:0,75. Observou-se, como carater geral, que
a cor da cristalizacao é mais clara para os modelos do cultivar manso.

a — Descricao morfologica

1. Confirmam-se os resultados da cristalizacao anterior: os mo-
delos sao morfologicamente pobres.

2. Identidade regular para os 4 Orgaos do cultivar manso, um
pouco pior para os do cultivar bravo.

3. Cristalizacao fina em todas as placas de todas as repeticoes.
Diferenciacdo geral, coordenacao e irradiacao mas. Cristalizacao vitri-
ficada comum aos 8 tratamentos, com cristalizacao fibrosa frequente.
Cristalizacao central geralmente com cobertura total e pequena indi-
vidualidade das agulhas. Borda mal diferenciada, com anéis concén-
tricos ausentes ou rudimentares. Formas vazias rudimentares ou total-
mente ausentes.

b — Diferenciacao entre cultivares manso e bravo

1. Folha. Distincao segura, mesmo diante da ma identidade das
repeticoes do cultivar manso. Os caracteres diferenciais pertencem ao
cultivar manso: formas vazias rudimentares, menor quantidade de
deposicOes, menor quantidade de cristalizacao fibrosa (fig. 6).

2. Caule. Deficiéncia de identidade compromete a distincao.

3. Raiz. Embora a identidade também seja deficiente, observa-se
que o modelo para o cultivar bravo é de cor mais escura, com pequena
tendéncia para formas vazias e cristalizacao fibrosa mais localizada na
periferia. O modelo do cultivar manso tem maior cobertura na cristali-
zacao central e exibe anéis concéntricos.

4. Flor. Distincao segura. Caracteres diferenciais sao o tipo de
borda mais larga, para cultivar manso e maior area de cristalizacao
central para o modelo do cultivar bravo, que tem, também, melhor
individualidade e nitidez de centros de cristalizagao (figs. 7 e 8).

3.% cristalizagcd@o — Decidiu-se empregar a concentracao 0.075:0,75 para
as duas variedades, apenas para folhas e raizes, uma vez que, dos 6rgaos
gue mostraram possibilidade de distin¢do, sdo os Unicos que existem
a qualquer época.
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a — Descricao morfoldgica

1. Confirmam-se, de maneira geral, as observa¢Oes das cristali-
zagoes anteriores, embora tenha ocorrido, para raiz do cultivar manso,
uma sensivel melhoria na configuracao geral do modelo.

2. Identidade perfeita para os 4 tratamentos.

3. Modelos de cristalizacao com diferenciacao geral, coordenacao
e irradiagdo mas. Cristalizacao fina abundante, incluindo cristalizacao
fibrosa. As 4 séries sdo indistinguiveis quanto a cor.

b — Diferenciacdo entre cultivares manso e bravo

1. Folha. Distingao dificil, embora possivel. O carater diferencial
mais nitido é que, para o cultivar bravo, a cristalizacao central é mais
separada da borda. Parece ser distintivo para essa variedade uma cor
mais escura na cristalizacao central o que acentua a nitidez do contraste
com a borda, de tipo vitrificado (figs. 9 e 10).

2. Raiz. Distincao perfeita. Cristalizacao central bem definida,
~com centros nitidos, irradiacao e coordenacao boas. Borda mal diferen-
ciada e espelhada. Alguns anéis concéntricos sao nitidos e formas vazias
muito pequenas estao junto dos centros de cristaliza¢do. Esses carac-
teres sao diferenciais para o cultivar manso. Para o ocultivar bravo,
0 Unico carater comum com o manso é a presenga de anéis concéntricos.

Fig. 1: folha, cultivar bravo, 0,05:0,5, x 24 Fig. 2: caule, cultivar manso, 0,05:0,5, x %3



562 Anais da E.S.A. “Luiz de Queiroz”

Fig. 3: caule, cultivar manso, 0,05:5,5, x 24 Fig. 4: flor, cultivar manso, 0,05:0,5, x 24

Fig. 5: flor, cultivar bravo, 0,05:0,5, x 24 Fig. 6: folha, cultivar manso, 0,05:0,75, x 24
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Fig. 7: flor, cultivar bravo, 0,05:0,75 x 24 Fig. 8: flor, cultivar manso, 0,05:0,75, x 24

Fig. 10: folha, cultivar manso, 0,075:0,75,x24

Fig. 9: folha, cultivar bravo, 0,075:0,75, x 24

CONCLUSOES

» 1. A principal conclusao que permitem os resultados experimentais
€ que o método de Pfeiffer mostra, para a espécie M. esculenta Crantz,
sensibilidade suficiente para ser um processo viavel no estudo de questoes
referentes a essa planta. Essa afirmativa encontra apoio na variacao
encontrada nos modelos de cristalizacao, obtidos 51multaneamente de
orgaos diferentes e de cultivares dlferentes
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2. A configuracao geral dos modelos de cristaliza¢ao obtidos para
os diferentes 6rgaos pode ser descrita como morfologicamente pobre.
Em ambas as concentracoes, os modelos mostram-se de més diferencia-
cao geral, coordenagdo e irradiacao, predominantemente constituidos
de cristalizacao fina ou fibrosa. E sistematica a auséncia de diferenciacao
da borda, o que pode ser carater cristalogénico da espécie. Também
a auséncia de formas vazias é geral. A pobreza morfolégica dos modelos
nao significa, porém, que sejam inadequados para pesquisas em
mandioca.

3. Mostrou-se ser possivel a distin¢ao cristalogenética entre culti-
vares, principalmente através de modelos de folhas, flores e raizes. A
distincao possivel através de modelos de cristalizagdo de folhas e raizes
€é a mais animadora, em especial para folhas, j4 que sdo disponiveis
em todo o ciclo da planta.

4. Recomenda-se, em face dos resultados obtidos e do objetivo
especifico do trabalho, que se proceda a um estudo mais profundo do
problema da distincéo de cultivares através de modelos de cristalizacao.
Devem ser testadas outras concentrag¢des em folhas de plantas novas,
obtidas preferencialmente de solucoes nutritivas, com o fim de diminuir
as causas de variacao dos modelos.

SUMMARY

COPPER CHLORIDE CRYSTALLIZATION APPLIED TO CASSAVA
(MANIHOT ESCULENTA CRANTZ)

The sensitive crystallization of copper chloride (Pfeiffer’s method) is applied to aqueous
extracts from leaves, stems, roots and flowers from two varieties, toxic and non toxic,
of cassava (Manihot esculenta Crantz). The comparative description of the 20 series studied
shows that, even though the crystallization patterns are morphologically poor, the method has
enough sensibility to be used in cassava problems. The application of sensitive crystallization:
in differentiation of varieties is recomended.
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