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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar o melhor ajuste do método de
extracdo de pigmentos cloroplastidicos com acetona 80% em folhas
de castanheira-do-brasil. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 3 repeticoes. Os
tratamentos foram compostos por adaptacoes do método de extracao
de clorofilas e carotenoides, utilizando acetona 80%: 1) acetona 80%;
2) acetona 80% + adicdo de CaCOs no momento da maceracéo;
3) acetona 80% com 5% de CaCOs dissolvido; 4) discos foliares
armazenados com acetona 80%, em freezer - 20°C por 7 dias antes das
andlises e b) discos foliares armazenados com acetona 80% e 5% de
CaCOs dissolvido, em freezer -20°C por 7 dias antes das andlises. As
amostras foliares dos tratamentos 1, 2 e 3 foram analisadas logo apds a
coleta do material vegetal. Foram realizadas as analises de clorofilas a e
b e carotenoides. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Néo foram observadas diferencas entre as adaptacdoes do método de
extracdo com acetona 80% testadas, para nenhuma das variaveis
estudadas. Todas as adaptacdes do método sdo eficientes para extracéo
de pigmentos cloroplastidicos de folhas de castanheira.

Palavras Chave: clorofilas, Bertholletia excelsa, metodologia de extracao.
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Chloroplastidic Pigments
Extraction in Brazil Nut Leaves -
80% Acetone Method Adaptations

Abstract

The objective of this work was to verify the best fit of the chloroplastidic
pigment extraction method with 80% acetone in Brazil nut tree leaves.
The experiment was carried out in a completely randomized design
with 5 treatments and 3 replicates. The treatments were composed
with chlorophyll and carotenoid extraction method, using 80% acetone
adaptations: 1) 80% acetone; 2) 80% acetone + addition of CaCOs at
the maceration; 3) 80% acetone with 5% CaCOs dissolved; 4) foliar
disks stored with 80% acetone in freezer at - 20°C for 7 days before
analysis and 5) foliar disks stored with 80% acetone and 5% CaCOs
dissolved, in freezer at -20 °C for 7 days before analysis. Leaf samples
from treatments 1, 2 and 3 were analyzed shortly after plant material
harvest. Chlorophyll @ and b and carotenoids analyzes were done. Data
were submitted to analysis of variance and the means were compared
by Tukey test at 5% probability. No differences were observed between
the adaptations of the 80% acetone extraction method tested for any of
the variables studied. All the adaptations of the method are efficient for
extracting chloroplastidic pigments from Brazil nut leaves.

Keywords: chlorophylls, Bertholletia excelsa, extraction methodology.
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Introducao

Nos tecidos vegetais, as clorofilas sdao os pigmentos naturais mais
abundantes e, juntamente com os carotenoides, exercem importante
funcdo no processo fotossintético (Taiz et al., 2017). O conhecimento
sobre a concentracdao dos pigmentos cloroplastidicos em folhas auxilia
no entendimento do processo de captacao de energia pelas plantas.

Dependendo de diversos fatores, como o estadio de desenvolvimento
da planta, a luminosidade, a cultivar, a condicdo nutricional da planta,
etc., os teores dos pigmentos fotossintéticos apresentam variacdes e a
sua quantificacdo requer o uso de métodos que se baseiam em leituras
de absorbancia. Ha diferentes métodos que possibilitam o estudo de
pigmentos fotossintéticos nas folhas, os quais podem ser ndo destrutivos,
com o uso de clorofildmetro e SPAD ou destrutivos, através de solventes,
com destaque para a acetona, o alcool (Gama et al., 2014; Lichtenthaler,
1987) e o DMSO (dimetilsulféxido) (Colombo et al, 2018).

Os métodos nao destrutivos apenas fornecem valores de indices de
clorofila e ndo a concentracdo dos pigmentos foliares, uma vez que isso
s é possivel através de extracao (Tonin et al., 2015). Tradicionalmente,
a metodologia mais empregada na extracao desses pigmentos utiliza-se
da destruicao das folhas (Jesus; Marenco, 2008; Tonin et al., 2015)
sendo que, o uso de acetona 80% em conjunto com o processo de
maceracao tem demonstrado ampla utilizacdo na determinacado de
clorofilas e carotenoides (Machado et al., 2015; Peloso et al., 2017;
Lima et al., 2017).

Geralmente os protocolos para quantificacdo dos pigmentos
cloroplastidicos precisam ser adaptados a realidade dos laboratérios,
ou mesmo as diferentes espécies. Isso se traduz na necessidade
de aprimoramento das técnicas de analises consideradas classicas,
estabelecendo assim novos protocolos ou protocolos ajustados
para extracdo de pigmentos. Segundo Santos et al. (2008), o ajuste
antecipado de protocolos para cada espécie contribui para a extracao e a
conservacao dos pigmentos cloroplastidicos. Barbieri Junior et al. (2010)
ressaltam que, em se tratando da definicdo de protocolos operacionais
sob condicdes de campo e, que envolvam comparar um elevado ndmero

de tratamentos e repeticoes, é admissivel que ocorra perda de uma
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parcela de precisdo. Entretanto, o rigor das comparacdes nao é afetado.

A acetona 80% (Lichtenthaler; Wellburn, 1983) é um método usado para
extracao de clorofilas e carotenoides de diversas espécies vegetais. Santos
et al. (2008) trabalharam com a extracdo de pigmentos foliares de porta-
enxertos de videira micropropagados, Borella et al. (2009) determinaram
o teor de clorofilas a e b em plantulas de alface e Magalhaes et al.
(2010) verificaram caracteristicas fisiolégicas do aparato fotossintético
durante o processo de aclimatacao de mudas de acariquara submetidas
a alta irradiancia. Nesses trés estudos foi utilizada acetona 80% para
extracao de pigmentos fotossintéticos. Em castanheira-do-brasil, Souza
et al. (2013) e Souza et al. (2017) também utilizaram o método com
acetona descrito por Lichtenthaler e Wellburn (1983), para extracdo de
pigmentos cloroplastidicos de plantas jovens cultivadas sob diferentes
condicoes hidricas e de irradiancia.

Diferentes estudos (Monge et al., 1984; Valle-Tascén et al., 1994,
Solovchenko et al., 2001) mostram alteracées do método descrito por
Lichtenthaler e Wellburn (1983) para extracao de clorofilas e carotenoides.
Uma das alteracées é o uso ou ndo de carbonato de calcio (CaCOs)
juntamente com a acetona para extrair os pigmentos. Pompelli et al.
(2012) e Sindhu et al. (2015) utilizaram o carbonato de calcio, enquanto
Sumanta et al. (2014) nao utilizaram o reagente para extrairem clorofilas
de diferentes espécies vegetais. O CaCOs possui importante funcao de
prevenir a acao de clorofilases (Pompelli et al., 2012), impedindo, dessa
forma, a degradacéao das clorofilas (Sindhu et al., 2015).

Evidencia-se, dessa forma, a necessidade de testes para definir o melhor
método ou ajuste de metodologia para extracdo de pigmentos foliares
de determinada espécie vegetal. Portanto, este trabalho teve como
objetivo verificar o melhor ajuste do método de extracdo de pigmentos
cloroplastidicos com acetona 80% em folhas de castanheira-do-brasil.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado em julho de 2018. A concentracao de pigmentos
cloroplastidicos (carotenoides, clorofilas @ e b e clorofilas totais) foi
determinada através de diferentes ajustes na metodologia descrita por
Lichthenthaler (1987), constituindo cinco tratamentos, a saber: 1)
acetona 80%; 2) acetona 80% + adicdo de CaCOs no momento da
maceracado; 3) acetona 80% com 5% de CaCOs dissolvido; 4) discos
foliares armazenados com acetona 80%, em freezer -20 °C por 7 dias
antes das andlises e 5) discos foliares armazenados com acetona 80% e
5% de CaCOs dissolvido, em freezer -20 °C por 7 dias antes das anélises.
As amostras foliares dos tratamentos 1, 2 e 3 foram analisadas logo
apds a coleta do material vegetal. Em todos os tratamentos, o material
vegetal foi macerado com pequena quantidade de areia lavada, como
agente fisico e inerte, para facilitar a maceracao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos (adaptacoes do método de extracdo com acetona
80%) e trés repeticoes. Cada parcela experimental foi constituida por
seis discos foliares.

Discos foliares do terceiro par de folhas, a partir do dpice, de uma Unica
castanheira jovem, foram amostrados utilizando-se amostrador de metal
de 10,15 mm de didmetro. As castanheiras eram cultivadas em vaso e
sob tela com sombreamento de 50% no viveiro da Embrapa Roraima.
Durante a coleta, tomou-se o cuidado de nao coletar parte da nervura
central da folha amostrada. Os discos foliares foram armazenados em
microtubo de 2 ml contendo a solucado extratora, de acordo com cada
tratamento, sendo protegidos da luz pelo uso de papel aluminio. As
amostras foram entdo acondicionadas em caixas térmicas com gelo
para o transporte até o laboratério, onde as amostras dos tratamentos
4 e 5 foram armazenados em freezer -20°C e as amostras dos demais
tratamentos foram imediatamente processadas.

Todo o processo de extracado e andlise foi realizado com o minimo de luz
possivel para evitar fotooxidacdo dos pigmentos. Os discos foliares foram
macerados em almofariz, conforme a descricdo de cada tratamento,
juntamente com uma pequena quantidade de areia. Uma vez macerado,
o material foi filtrado em papel filtro qualitativo 80g/m? com auxilio de
funil de vidro de 60 mm, em baldo volumétrico de 25 ml, previamente
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envolvido com papel aluminio. Ao término da filtracdo, completou-se o
volume do baldo com acetona 80%.

De posse dos extratos, foram realizadas as leituras de absorbéancia
em espectrofotémetro UV-VIS, modelo SP — 2000 da marca BEL, nos
seguintes comprimentos de onda: 663, 647 e 470 nm, para clorofila
a, clorofila b e carotenoides, respectivamente. Em seguida foram
calculadas as concentracoes de cada pigmento cloroplastidico, utilizando
as equacoes descritas por Lichthenthaler (1987).

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Posteriormente, foi realizada andlise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Os dados das varidveis avaliadas seguiram distribuicdo normal. Nao
foram observadas diferencas entre as adaptacoes do método de extracao
testado, para nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 1). Barbosa et
al. (2008) relataram que, de maneira geral, o teor de carotenoides é
mais baixo em relacdo aos demais pigmentos fotossintetizantes. Esta
afirmacdo estd de acordo com os resultados obtidos, onde as médias
para Chl a, Chl b, Chl a+b e carotenoides foram 13,8293; 6.6160;
20.4440 e 4.2313 ug cm2, respectivamente.

Segundo Solovchenko et al. (2001), o CaCOs proporcionou melhores
resultados para extracdao de pigmentos cloroplastidicos, evitando a
alteracao das cores das clorofilas por oxidacao ou feofotizacado durante a
extracdo. O CaCOs previne a acdo de clorofilases (Pompelli et al., 2012)
na degradacdo das clorofilas. Ainda que no presente trabalho, o CaCOs
nao tenha influenciado nos valores das concentragcdes de clorofilas,
recomenda-se o uso do carbonato a fim de proteger a degradacao desses
pigmentos, quando se fizer necessario o armazenamento do extrato por
um periodo de tempo mais longo.
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Tabela 1. Concentracao de clorofila a(Chl a); clorofila b(Chl b); clorofilas
totais(Chl a+b) e carotenoides em folhas de castanheira-do-brasil
através de cinco adaptacdes do método de extracdo de pigmentos
cloroplastidicos com acetona 80%

Tratamento* Chl a Chl b Chla+b Carotenoides
1 12,9966 A 7,1600 A 20,1533 A 3,9233 A
2 13,3700 A 7,0400 A 20,4033 A 3,9466 A
3 13,6300 A 6,8600 A 20,4900 A 4,4700 A
4 13,8300 A 5, 9366 A 19,7666 A 4,2866 A
5 15,3200 A 6, 0833 A 21,4066 A 4,5300 A
QMR 1,8249 1,9027 5,8542" 0,1719™
CV (%) 9,77 20,85 11,84 9,80
Média 13,8293 6,6160 20,4440 4,2313

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5 % de probabilidade. ns: ndo significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
*1) acetona 80%; 2) acetona 80% + adicdo de CaCO3 no momento da maceracéo; 3) acetona
80% com 5% de CaCOs dissolvido; 4) discos foliares armazenados com acetona 80%, em
freezer -20 °C por 7 dias antes das anélises e 5) discos foliares armazenados com acetona 80%
e 5% de CaCOs dissolvido, em freezer -20 °C por 7 dias antes das anélises.

Em plantas de Beta vulgaris L. var. Sacharifera, Monge et al. (1984)
testaram 4 extratores (metanol, etanol, acetona 80% e acetona 100%)
para a quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos. Os resultados
permitiram concluir que o método extrator mais eficiente foi aquele que
utilizou a acetona 100%.

Quanto ao periodo de armazenamento das amostras para a extracao
dos pigmentos por meio de diferentes solventes, Zotarelli et al. (2003)
observaram que em folhas de milho, ndo houve diferencas nos contetdos
de clorofila extraidas apds o periodo de 72 e 104 horas de imersao das
folhas em dois solventes diferentes. Por outro lado, Barbosa et al. (2008)
obtiveram teores mais elevados de pigmentos cloroplastidicos com a
incubacao dos discos foliares de caqui, figo e péssego armazenados em
acetona por 48 horas no refrigerador. Neste segundo estudo, apds o
periodo mencionado, os teores dos pigmentos cloroplastidicos nao foram
alterados, mantendo-se estaveis por até 96 horas.

11
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Em folhas de capim Tifton, Barbieri et al. (2010) observaram que apés 48
horas, os teores das clorofilas a, b e total, extraidos através de diferentes
protocolos (N-dimetilformamida; acetona 80% (Arnon, 1949); alcool
absoluto; acetona 80% (Porra et al., 1989); e DMSO), se mantiveram
estaveis. Os autores consideraram que apds esse periodo houve uma
efetiva “saturacao” do processo de extracao. No presente trabalho,
o tempo de armazenamento do extrato por 7 dias nao influenciou na
extracao dos pigmentos.

Apesar da auséncia de diferenca entre os tratamentos, recomenda-
se o0 uso de CaCOs na extracao de pigmentos cloroplastidicos de
folhas de castanheira-do-brasil para o caso em que seja necessario o
armazenamento do extrato por periodo longo, para posterior analise no
espectrofotdmetro, uma vez que o reagente podera prevenir a degradacao
da clorofila. O acréscimo do carbonato nas anélises nado ird aumentar o

custo da andlise de forma significativa pois é utilizada uma quantidade
pequena do reagente e trata-se de produto de custo baixo.
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Conclusao

Todas as adaptacdes do método com acetona 80% se mostram eficientes
na extracao de pigmentos cloroplastidicos em folhas de castanheira-do-
brasil.
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