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RESUMO

FERREIRA, Raphael Alves. Extragdo de pigmentos cloroplastidicos em tomateiro: Ajuste de
metodologia.2018. 18 p. Trabalho de conclusdo de curso (Curso de Bacharelado em
Agronomia). Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Morrinhos,

Morrinhos — GO, 2018.

A producdo das culturas de interesse agricola depende em parte do adequado funcionamento
da maquinaria fotossintética. A extracdo desses pigmentos cloroplastidicos foliares pode ser
utilizada como indicativo de estresse nas plantas, além de mostrar sua capacidade
fotossintética. A metodologia cldssica para mensuracdo dos pigmentos fotossintetizantes é
resultante da coleta destrutiva das folhas do vegetal. O dimetilsulféxido (DMSQO) é um extrator
de clorofila e carotenoides que pode ser utilizado ao invés da acetona, com a vantagem de nao
requerer maceracao e centrifugacdo o que simplifica a metodologia cldssica, mostrando uma
melhor eficiéncia em situacdo de campo. Sendo assim, objetivou-se com este trabalho ajustar
a temperatura e tempo de incubacdo para extracdo de pigmentos cloroplastidicos em folhas
de tomateiro. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
utilizando 7 repeticGes em cada tratamento. Os discos foliares foram coletados e em seguida
colocados em frascos contendo 5mL de DMSO saturado com carbonato de calcio 5% e
submetidos a condi¢cBes de temperatura de 30 e 65°C em periodos de 12, 24, 36 e 48 horas.
Apds o tempo de incubacdo em cada temperatura, as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro nas absorbancias de 665 nm para a determinacdo o teor de clorofila a, 649
nm para clorofila b, 480 nm para valores de carotenoides, e 415 nm e 435 nm para calcular o
indice de feofitinizacdo (IF). Apds as analises, verificou-se que as folhas de tomateiro devem ser

incubadas durante 15 horas, independentemente da temperatura 30 e 65°C.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., clorofila, dimetilsulféxido, indice de feofitinizacdo,

carotenoides.



ABSTRACT

FERREIRA, Raphael Alves. Extraction of chloroplastinic pigments in tomato: Methodology
adjustment. 2018. 18 p. Completion course work (Bachelor's Degree in Agronomy). Instituto

Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Morrinhos, Morrinhos - GO, 2018.

The production of crops of agricultural interest depends in part on the proper functioning of
the photosynthetic machinery. The extraction of these chloroplast foliar pigments can be used
as indicative of stress in the plants, besides showing their photosynthetic capacity. The classical
methodology for measuring the photosynthetic pigments is the result of the destructive collect
of plant leaves. Dimethylsulfoxide (DMSOQ) is an extractor of chlorophyll and carotenoids that
can be used instead of acetone, with the advantage of not requiring maceration and
centrifugation, which simplifies the classical methodology, showing a better efficiency in the
field. Therefore, the objective of this work was to adjust the temperature and incubation time
for chloroplastinic pigment extraction in tomato leaves. The experiment was carried out in a
completely randomized design (DIC), using 7 replicates in each treatment. Leaf discs were
collected and then placed in test tubes containing 5mL of DMSO saturated with calcium
carbonate 5% and subjected to temperature conditions of 30 and 65 °C in periods of 12, 24, 36
and 48 hours. After the incubation time at each temperature, the samples were read in a
spectrophotometer at absorbances of 665 nm to determine the chlorophyll a content, 649 nm
for chlorophyll b, 480 nm for carotenoid values, and 415 nm and 435 nm to calculate the
pheophytination index (Fl). After the analyzes, it was found that tomato leaves should be

incubated for 15 hours, regardless of temperature 30 and 65 °C.

Key words: Solanum lycopersicum L., chlorophyll, dimethylsulfoxide, pheophytinization index,

carotenoids.



1- INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem grande importancia no Brasil
como uma das principais hortalicas consumidas na forma in natura ou processada, devido a sua
representatividade em area plantada e quantidade produzida. O tomateiro vem se destacando
como o mais importante cultivo olericola do pais, com aproximadamente 4,4 milhGes de
toneladas produzidas no ano de 2017 (FAO, 2017; IBGE, 2017). E essa producdo pode ser em
parte atrelada a fotossintese, um dos principais processos fisioldgicos, que depende do teor de
pigmentos cloroplastidicos.

A extracdo de pigmentos foliares pode ser utilizada como indicativo de estresse nas
plantas, como o cultivo em solos com acidez elevada, que pode prejudicar a planta dependendo
da espécie, cultivar e tempo de exposicdo, a absorver os nutrientes que fazem parte da
molécula de clorofila, além da formacdo de outros pigmentos fotossintéticos e, por fim o
processo de fotossintese (Codognotto et al., 2002).

As quantidades de clorofila e carotenoides nas folhas podem ser utilizadas para avaliar
o potencial fotossintético das plantas, pois as clorofilas participam ativamente no processo de
fotossintese, onde sdo encarregadas de realizar a conversdo da radiacdo luminosa em energia,
sobre a forma de ATP e NADPH. E a reducdo desses teores pode estar relacionada ao efeito
negativo da deficiéncia de nitrogénio e magnésio sobre a taxa fotossintética da planta (Cruz et
al., 2007; Rego & Possami, 2006; Taiz et al., 2017).

A metodologia classica para mensuracdo dos pigmentos de clorofila é resultante da
coleta destrutiva das folhas do vegetal. Entre os métodos destrutivos que utilizam solventes
organicos, a acetona, o éter, o dimetilsulféxido e o metanol sdo mais comuns para extragdao em
plantas in vivo. A determinacdo da quantidade de cada pigmento extraido é padrdo, baseando-
se na absorbancia de luz pelos pigmentos (Cruz et al., 2007; Lichtenthaler, 1987).

O dimetilsulféxido (DMSO) é um extrator de clorofila e carotenoides que pode ser
utilizado como alternativa a acetona, com a vantagem de ndo requerer maceracdao e
centrifugacdo o que simplifica a metodologia cléssica, ja que o DMSO requer apenas imersao
do material foliar em um recipiente com o volume conhecido do solvente, mostrando uma

melhor eficiéncia em situacdo de campo. Além disso, os extratos de DMSO podem ser
9



armazenados a frio por até 7 dias sem perda significativa de clorofilas a ou b, ou mudancas na
relacdo a/b. Porém o solvente possui algumas limitacoes na extracdo dependendo do grau de
cutinizacdo, espessura da folha, além da temperatura de incubacdo (Pompelli et al., 2013;
Hiscox & Israelstam, 1979; Barnes et al., 1992).

A auséncia de cor das folhas em altas temperaturas de armazenamento é
principalmente atribuida ao processo de feofitinizacdo, isso ocorre devido ao magnésio
localizado no centro da molécula de clorofila ser substituido pelo hidrogénio. Sendo
considerado o mecanismo mais importante de destruicdo de clorofila (Martins & Silva, 2002).

A definicdo do teor de pigmentos foliares extraidos mostra-se como um importante
método de avaliacdo em estudos de fisiologia vegetal, tanto para a determinacdo do material
quanto para a separagao entres os tratamentos ou relagdo entre as plantas e os fatores
ambientais (Lambers et al., 2008).

Objetivou-se com esse trabalho realizar um ajuste de metodologia otimizando a
extracdo de pigmentos cloroplastidicos de clorofila a, b e carotenoides, sem que ocorra a

feoftinizacdo da molécula de clorofila para uma melhor extracdo dos pigmentos.

2- MATERIAL E METODOS

Local do experimento
O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto Federal

Goiano Campus Morrinhos.

Material vegetal

As folhas do tomateiro Heinz-9553 (Solanum lycopersicum L.) foram coletadas em area
experimental localizada ao lado do setor de fruticultura do Instituto Federal Goiano - Campus
Morrinhos, no dia 29 de junho de 2018. Os discos foram retirados de folhas totalmente

expandidas, localizadas no terco médio da planta, sem nenhum sinal de doenca.

Delineamento experimental
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O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
utilizando 7 repeticdes em cada tratamento, totalizando 56 amostras, com cada repeticdo

correspondendo a um frasco contendo trés discos foliares imersos em solugao de DMSO.

Processo de extragdo de pigmentos

Os discos foliares, com 5 mm de didmetro, foram retirados das folhas de tomateiro, com
o auxilio do furador de rolha e imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsuféxido (DMSO),
saturado com carbonato de cdlcio (5%) para que se tenha um menor indice de degradagdo dos
pigmentos. Posteriormente as amostras foram submetidas as temperaturas de 30 e 65 °C em
banho maria, por periodos de 12, 24, 36 e 48 horas (Quadro 1). Para se chegar ao DMSO
saturado foi necessario colocar 50 gramas de carbonato de cdlcio em 1 litro do solvente,
deixando em processo de agitacdo por 6 horas e em seguida filtrado até atingir o aspecto

translucido.

Determinagao de pigmentos cloroplastidicos

Apds o periodo de incubacdo em cada temperatura, as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro nas absorbancias de 665 nm para a determinacdo o teor de clorofila a, 649
nm para clorofila b, 480 nm para valores de carotenoides, 415 nm e 435 nm para calcular o
indice de feoftinizacdo (IF). A clorofila total foi obtida pela soma das clorofilas a e b. A divisdo

entre os valores de clorofila a e b foi utilizada para obter a razdo clorofila a/b. O indice de

Absorbancia 415nm

feoftinizacdo foi obtido pela equacdo: IF = — . As leituras foram realizadas em
Absorbancia 435 nm

espectrofotdmetro de duplo feixe (Modelo Hitachi U- 2000 Japdo), utilizando cubeta de

quartzo.

Analise estatistica

Os dados encontrados foram submetidos a andlise de variancia e quando necessarios
ajustados modelos de regressdao para as varidveis 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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Lavar a cubeta Coleta de i

com agua SmL

deionizada DMSO LS I "
Leitura das E g 4 Tubos de ensaio

amostras -| § com DMSO
‘ 7
Colocou-se a cubeta no | Temperaturas 30°C
Espectrofotémetro 6° 5° e 65°C
Cubeta de quartzo com o 4 Cubeta de quartzo com
pigmento extraido DMSO

Quadro 1. Esquema dos procedimentos realizados para a determinacdo dos pigmentos

cloroplastidicos.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura de incubacdo interferiu na extracdo dos pigmentos clorofila b e na razdo
clorofila a/b, as demais varidveis analisadas ndo diferiram significativamente entre as
temperaturas de 30 e 65°C (Figura 1). Os teores de clorofila g, clorofila b, clorofila total, indice
de feoftinizacdo e carotenoides foram significativamente diferentes em relagcdo ao tempo de
incubacdo (Figura 2).

Para os valores de clorofila a (Figura 1A) ndo houve diferenca significativa na extracao
em relacdo a temperatura de incubacdo. A degradacdo da molécula de clorofila sob altas
temperaturas € influenciada pela composi¢ao de dacidos graxos, e a ndao observancia de
diferencas entre as temperaturas de 30 e 65°C se deve provavelmente a baixa composicdo
lipidica em folhas de tomateiro. No entanto, o tempo maximo para ter uma melhor extragdo
desse pigmento é de até 14,77 horas de incubacdo, a partir desse periodo observa-se uma

degradacdo da clorofila a extraida (Figura 2A).
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Na extracdo de pigmentos de clorofila b (Figura 1B) verificou-se um menor valor na
temperatura de 65°C. Shinano et al., (1996) ao avaliar a extracdo de clorofila a e b em folhas
de feijdo, trigo, arroz, bambu ando e carvalho, apontou a ineficiéncia do DMSO para a extracao
total da clorofila b, em plantas in vivo.

Para os valores de clorofila b em relacdo ao tempo (Figura 2B), mostrou-se que a
incubagao por um periodo acima de 17 horas tem uma menor eficiéncia na extragao do
pigmento. Com isso observa-se que a clorofila a possui um menor periodo de incubacdo em
relacdo a clorofila b em folhas de tomateiro.

Na figura 1C pode-se verificar que ndo existe diferenca significativa entre as condi¢des
de temperaturas submetidas para a extragao de clorofila total, desse modo as amostras podem
ser colocadas em ambas as situacdes de 30 ou 65°C. Em relacdo ao tempo de incubacdo, houve
diferenca na extracdo dos pigmentos em comparacdo aos hordrios que as amostras foram
submetidas (Figura 2C) no qual a melhor extracdo de clorofila total foi observada até no
maximo 15,58 horas de incubacgdo, e a partir desse periodo comeca ocorrer a degradacao do
material. Estes resultados diferem, parcialmente, dos resultados obtidos por outros autores
gue apontam o tempo de extracdo de 48 horas em temperatura ambiente variando entre 23 e
26°C, como o melhor para a extracdo da clorofila total (Junior et al., 2010)

A razdo clorofila a/b (Figura 1D) foi maior na temperatura de 65°C, em comparacao a
condicdo de 30°C, onde os tempos de incubacdao ndo diferiram entre si. Divergindo de outro
resultado realizado com urucum, no qual ndo houve diferenca na extracdo de clorofila a/b em
relacdo a temperatura exposta de 65 e 25°C. E os periodos de incubacdo também ndo
influenciaram na extracdo (Cruz, 2007).

O indice de feofitinizacdo (Figura 1E) ndo diferiu significativamente entre as condi¢cdes
de temperaturas em que as amostras foram expostas, desse modo a degradagdo das clorofilas
¢ a mesma nas duas situacdes de 30 e 65°C. Porém para o tempo de incubacdo (Figura 2E) os
menores indices de feofitinizacdo foram verificados naqueles discos incubados por 29,32 horas.

Atemperatura de incubacdo para extracdo de carotenoides (Figura 1F) ndo diferiu entre
as temperaturas de 30 e 65°C. Opondo-se ao resultado de outros autores que afirmam a

temperatura de 65°C como a mais eficiente na determinacao de clorofila b e carotenoides em
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Clusia hilariana, o uso de acetona somente foi superior quando comparado ao DMSO na
temperatura ambiente (25°C) para a extracdo de carotenoides (Pompelli et al.,2013).
Em relacdo ao tempo (Figura 2F), verificou-se que a maxima extracdo do pigmento

ocorreu para os discos incubados por 10,38 horas, independentemente da temperatura.

4- CONCLUSAO

Considerando as varidveis clorofila a, clorofila total e indice de feoftinizacdo, os

pigmentos cloroplastidicos em folhas de tomateiro devem ser incubados durante 15 horas

independentemente da temperatura de incubacédo, seja ela 30 ou 65°C.
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5- ANEXOS
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Figura 1. Pigmentos cloroplastidicos em folhas de tomateiro em resposta a temperatura de
extracdo em funcdo da area de discos foliares. a) Clorofila a; b) Clorofila b; c) Clorofila total; d)
Razdo clorofila a/clorofila b; e) indice de feoftinizacdo; f) Carotenoides. A temperatura de
extracdo de 30 e 65°C estdo representadas pelas duas colunas, respectivamente. Morrinhos,
Goias, 2017. (Chloroplastidic pigments in tomato leaves in response to extraction temperature
as a function of the leaf disc area. a) Chlorophyll a; b) Chlorophyll b; c) Total chlorophyll; d)
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Chlorophyll a / chlorophyll b ratio; e) Feofing index; f) Carotenoids. The extraction temperature

of 30 and 65 ° C are represented by the two columns, respectively). Morrinhos, Goias, 2017.
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Figura 2. a) Clorofila a; b) Clorofila b; c) Clorofila total; d) Razdo clorofila a/b; e) indice de
feoftinizacdo; f) Carotenoides; em folhas de tomateiro em funcdo do tempo de extragdo dos
pigmentos cloroplastidicos. Morrinhos, Goias, 2017. (a) Chlorophyll a; b) Chlorophyll b; c) Total
chlorophyll; d) Chlorophyll a / b ratio; e) Feofing index; f) Carotenoids; in tomato leaves as a

function of the time of extraction of the chloroplastidic pigments). Morrinhos, Goids, 2017
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