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RESUMO

ZAYAT, Jamille Zahia Mohana. Ajuste de metodologia para extragdo de pigmentos em
folhas de salsa. 2020. 24 p. Trabalho de conclusdo de curso (Curso de Bacharelado em
Agronomia). Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus

Morrinhos, Morrinhos, GO, 2020.

As andlises do teor de clorofila presente nas plantas sdo utilizadas como indicador de
estresse e efeitos das condi¢cdes nutricionais do solo. Objetivou-se com este trabalho
identificar as melhores condi¢des de extracdo de pigmentos cloroplastidicos em folhas
de salsa. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
duas temperaturas de extracdo (30 e 65 °C) e quatro tempos de incubacdo (12, 24,36 e
48 horas), com sete repeticdes. Amostras foliares foram imersas em solucdo de
dimetilsulféxido (DMSQO), saturado com carbonato de calcio (5%). Apds a imposicao dos
tratamentos foram realizadas leituras em espectrofotometro, para determinacdo de teor
de clorofila a, clorofila b, valores de carotenoides e calculo do indice de feoftinizacdo (IF).
Apds os resultados obtidos, notou-se interacdo entre os teores de clorofila total, clorofila
b e carotenoides na avaliacdo de temperatura de imersdo. E efeitos isolados da
temperatura ou tempo de imersdo no teor de clorofila a, razao clorofila a: clorofila b e

indice de feoftinizacdo.

Palavras-chave: Petroselinum crispum, clorofila, dimetilsulfoxido, DMSO.



ABSTRACT

ZAYAT, Jamille Zahia Mohana. Methodological adjustment for extraction of pigments in
parsley leaves. 2019. 24 p. Trabalho de conclusdo de curso (Curso de Bacharelado em
Agronomia). Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus

Morrinhos, Morrinhos, GO, 2020.

Analyzes of chlorophyll content present in plants are used as an indicator of stress and
effects of soil nutritional conditions. The present work presented the extraction of
chloroplast pigments in parsley vegetables. The experiment was conducted and
evaluated at the Plant Physiology Laboratory and Analytical Chemistry Laboratory of the
Federal Goiano Institute. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used for the extraction of
chloroplast pigments with leaf discs at temperatures of 30 and 65 ° Cin periods of 12, 24,
36 and 48 hours. The samples were read in a spectrophotometer with different
absorbances, to determine chlorophyll a, chlorophyll b content, carotenoid values and
phaephitinization index (IF) calculation. After the obtained results, it was observed
interaction between the contents of total chlorophyll, chlorophyll b and carotenoids in

the immersion temperature evaluation.

Key words: Petroselinum crispum, chlorophyll, dimethylsulfoxide, DMSO.



1. INTRODUGAO

As hortalicas folhosas sdo espécies horticolas que vém ganhando cada vez mais
destaque no mercado devido a grande procura, se enquadrando nas mais consumidas no
mundo e apresentando uma gama de diversidade de cores, texturas e sabores
(NASCIMENTO et al., 2017). Makishima, (1984); Cotia, (1987); Filgueira (2000); Rodrigues,
(2008) explicam que a importancia para a cultura da salsa ndo diz respeito a quantidade
produzida ou seu valor de comercializagdo, mas sim a sua ampla utilizagdo comercial
como condimento, além da sua relevancia para fins terapéuticos.

Segundo abordado por Von Elbe (2000), as clorofilas, pigmentos que ocorrem nos
cloroplastos das folhas e nos demais tecidos vegetais, sdo os pigmentos naturais em
maior quantidade e possuem importancia no processo fotossintético, juntamente aos
carotenoides, que conferem as diferencas de cor da folha. Por meio de estudos,
concluiram que os pigmentos foliares sao relevantes na compara¢dao de indicativo de
estresse da planta, como no caso de solos com alto teor de aluminio, deixando-os acidos,
formacdo de outros pigmentos fotossintéticos e, finalmente o processo de fotossintese.
(SCOPEL; BARBOSA; VIEIRA, 2011).

Conforme defendido por Santos et al. (2008), a clorofila e os carotenoides sdo
responsaveis pela conversdo da radiacdo luminosa em energia, sendo em forma ATP e
NADPH e devido a isso sdo relacionados diretamente com a eficiéncia fotossintética, o
crescimento da planta e a sua adaptabilidade aos diferentes ambientes. Os pigmentos
naturais mais abundantes que estdo presentes nas plantas sdo as clorofilas, que se
encontram nas folhas e outros tecidos vegetais.

A clorofila a (chl a) é o pigmento utilizado no primeiro estdgio do processo
fotossintético, para realizar a etapa fotoquimica. Os demais pigmentos auxiliam na
absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, sendo
assim chamados de pigmentos acessoérios (Buchanan et al., 2000; Taiz & Zeiger, 2004).

Existem diversos métodos que permitem o estudo de pigmentos fotossintéticos
nas folhas por meio de solventes como a acetona, o dlcool e DMSO (dimetilsulféxido) ou
por meio de equipamentos especificos, o clorofilometro e o SPAD. De acordo com Barnes
et al. (1992) o DMSO necessita a submersdo do material foliar em um determinado

volume deste solvente, eliminando-se as etapas de maceracdo e centrifugacao.
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Segundo Cruz et al. (2005), o DMSO tem uma alta capacidade de difusdo por meio
de membranas semipermedveis, devido ser muito higroscépico e misturavel em adgua em
todas as proporgdes, além de ser reconhecido também por sua eficacia como carreador
de proteinas, proporcionando maior agilidade no processo; e a presenca e abundancia

dos pigmentos fotossintéticos variam de acordo com a espécie.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

O experimento foi realizado no Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos, no

Laboratorio de Fisiologia Vegetal e Pds-Colheita e no Laboratério de Quimica Analitica.

2.2. Material vegetal

As folhas de salsa (Petroselinum crispum) foram coletadas na drea de plantio do
setor de hortalicas (17°49°44.22”Sul; 49°11'50.38”Qeste; 885 m de altitude) do Instituto
Federal Goiano — Campus Morrinhos, no dia 05 de novembro de 2019 no periodo da
tarde. Os discos, 5 mm de diametro, utilizados para a realizagdao deste trabalho foram

retirados de folhas totalmente expandidas e sem nenhum sinal de doenca.

2.3. Delineamento experimental

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos
consistiram de duas temperaturas de imersdo (30 e 65 °C) e quatro tempos de imersao
(12, 24, 36 e 48 horas), com sete repeticdes, totalizando em 56 amostras, com cada
repeticdo correspondendo a um tubo falcon contendo trés discos foliares imersos em

solucdao de DMSO.

2.4, Processo de extragao de pigmentos

Os discos foliares, com 5 mm de diametro, foram retirados das folhas de salsa
com o auxilio do furador de rolha e imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsuféxido

(DMSO), saturado com carbonato de célcio (5%) para que se tenha um menor indice de
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degradacdo dos pigmentos. Em seguida as amostras foram debeladas as temperaturas

de 30 e 65 °C em banho maria, por periodos de 12, 24, 36 e 48 horas, conforme é

mostrado no Quadro 01.
Lavar a cubeta de

QUARTZO com agua
deionizada

30

| Tubos falcon
com DMSO e
discos

Coletade 5 mL Coleta de
de DMSO discos

Leitura das
amostras \

72 52
Temperaturas
Cubetas de Cubeta de Cubeta de de30e 652
QUARTZO dentro do QUARTZO com QUARTZO com
espectrofotometro pigmento DMSO

extraido
QUADRO 01. Esquema dos procedimentos realizados para a determinacao dos pigmentos

cloroplastidicos.

Para a obtengdao de DMSO saturado foram utilizados 50 gramas de carbonato de
calcio em 1 litro do solvente, colocados para ficar em agitacdo por 6 horas e em seguida

filtrado até atingir a aparéncia transltcida.

2.5. Determinacdo de pigmentos cloroplastidicos

Apds o periodo de incubacdo em cada temperatura, foram utilizadas as
absorbancias de 665 nm, 649 nm, 480 nm, 415 nm e 435 nm para a determinac¢do do
teor de clorofila a, teor de clorofila b, carotenoides e indice de feoftinizacdo (IF),
respectivamente. Foi utilizado o espectrofotdmetro de duplo feixe (Modelo IL-593-S-Bl)
para a adquirir as leituras realizadas, usando cubeta de quartzo. Por seguinte para se
obter a clorofila total, foi realizada a soma da clorofila a e clorofila b. Ja a divisdo entre
os valores de clorofila a e clorofila b foi realizada para obter a razdo clorofila a/b. Para o

calculo do indice de feoftinizacdo foi obtido por meio da equacdo: IF =

Absorbancia 415nm

Absorbancia 435 nm’

13



2.6. Analise estatistica

Os dados encontrados foram submetidos a analise de variancia e quando
necessarios ajustados modelos de regressdo para as variaveis tempo. Os dados de
temperatura foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A

analise estatistica foi realizada utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2016).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analisar a Figura 01, nota-se que ndo houve interacdo entre clorofila a,
razdo de clorofila a/b e indice de feoftinizacdo (IF) na temperatura de imerso.

Sendo que na Figura 01-A, avaliando a temperatura de imersdo para a clorofila g,
teve melhor extracdo de pigmentos cloroplastidicos na temperatura de 65 °C. Para
FIGURA 01-b, a razdo de clorofila a/b ndo houve diferenca significativa dentro das
temperaturas, porém, a temperatura de 65 °C é a mais indicada. Avaliando o indice de
feoftinizacdo (IF) dentro das temperaturas de imersdo de 30 e 65 °C, observou-se que foi
a melhor temperatura foi a de 65 °C, mostrando o valor do indice de feoftinizacdo (IF)
menor em relagdo a 30 °C.

Analisando a Figura 02, nota-se também que ndo houve interacdo entre clorofila
a, razdo de clorofila a/b e indice de feoftinizacdo (IF) no tempo de imersao.

Na Figura 02-A, a melhor extracdo de clorofila a, foi no tempo de 12 horas,
utilizando a temperatura de 65 °C. Ja na Figura 02-B, dentro os tempos de 12, 24, 36 e 48
horas, observou-se que a razdo de clorofila a /b é melhor no tempo de 24 horas. Ao
observar a Figura 02-C, o indice de feoftinizacdo (IF) ndo obteve diferenca significativa
entre as varidveis de tempo 12, 24, 36 e 48 horas.

Por fim, na Figura 03 denota-se que houve interacdo entre os teores de clorofila
total, clorofila b e carotenoides na temperatura de imersao.

Figura 03-A, teve a maior extracdo de clorofila na temperatura de 652C, ndo
dando diferenca significativa para 12 e 24 horas. Figura 03-B, avaliando clorofila b, houve
interacdo dentro das temperaturas de 30 e 65°C e a melhor extracdo foi utilizando a
varidvel de 12 horas tanto em 30 °C, quanto em 65 °C. Comparando entre as
temperaturas, utilizando a temperatura de 65 °C no periodo de 12 horas, foi a que mais
extraiu clorofila, consequentemente, tendo menor indice de feoftinizacdo (IF).
Analisando o ultimo gréfico, Figura 03-C, dentro da temperatura de 30 °C, ndo houve
diferenca significativa e na temperatura de 65 °C, utilizando o tempo de 12 e 24 horas é
o ideal para carotenoides.

Comparando com outros trabalhos de ajuste de metodologia na extracdo de
pigmentos, notam-se resultados diferentes, podendo citar que para a pesquisa de
Oliveira (2018), concluiu que caruru & ora-pro-nobis extraem melhor os pigmentos

utilizando a temperatura de 65 9C, durante 36 a 40 horas e temperatura de 652C, durante

15



48 horas, respectivamente. Com os resultados de Ferreira (2018) utilizando folha de
tomateiro, definiu-se que os discos foliares devem ficar incubados por 15 horas
independentemente da temperatura utilizada, seja 30 ou 652 C. Com os estudos de Silva
(2019), os dados obtidos para folha de repolho e folha de brécolis, informam que a
temperatura de 302C com periodo de incubacdo de 24 horas e a temperatura de 652C
durante 22 horas, para as respectivas culturas, sdo as mais indicadas para a metodologia
de extracdo de pigmentos cloroplastidicos.

Para cada espécie estudada deve ser realizado o ajuste de metodologia, levando
em consideracdo o tempo e a temperatura, pois em diversos estudos, os resultados se

diferem de uma para outra.

4. CONCLUSAO

Nas condicdes do presente experimento, quando os discos foliares foram
submetidos por 12 horas de incubacdo em temperatura de 65 °C, utilizando DMSO,
obteve-se melhores resultados para a extracdo das varidveis analisadas, clorofila total,

clorofila b e carotenoides, respectivamente, sem ocorrer degradacdo das moléculas.

16
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FIGURA 1. Valores médios de clorofila a (A), razdo clorofila a:b (B), indice de feoftinizacdo
(C) em folhas de salsinha em resposta a temperatura de extracdo de 30 e 65 °C. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2. Valores médios de clorofila a (A), razdo clorofila a:b (B), indice de feoftinizacdo

(C) em folhas de salsinha em resposta ao tempo de extracdo em DMSO de 12, 24, 36 e
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48 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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FIGURA 3. Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), carotenoides (C) em folhas de

salsinha submetidas a temperatura de extracao de 30 e 65 °C e imersas em solucdo de
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DMSO por 12, 24, 36 e 48 horas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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