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RESUMO

O camu-camu, espécie da Amazonia, considerada superfruta, principalmente, pela elevada
concentracédo de vitamina C. Para auxiliar na producdo de mudas, domesticacdo e adaptacéo,
métodos de analise de clorofilas sdo importantes, fornecem informag6es sobre comportamento
e manejo adequado da planta em lugar diverso do seu ambiente natural. O estudo objetivou
comparar trés métodos de extracdo de pigmentos: dimetilsufoxido (DMSO), etanol 90% e
acetona 80%, selecionar um dos solventes para avaliar efeito do tempo e temperatura para
determinar protocolo apropriado a espécie. Mudas, obtidas de sementes, foram mantidas em
viveiro a 50% de sombreamento, por 270 dias. Utilizados discos foliares, incubados em
acetona, dimetilsulfoxido ou etanol, por 24 horas, a 65°C, ou para testar o efeito do tempo e
temperatura em DMSO. Avaliou-se teores de pigmentos cloroplastidicos e indice de
feofitinizacdo. O delineamento, inteiramente casualizado (DIC), com trés tratamentos e 4
repeticdes para avaliacdo dos solventes, em esquema fatorial 2 x 3(temperatura x tempo) x 4
repeticdes, para examinar resultado tempo e temperatura com dimetilsufoxido. Entre o0s
solventes testados, demonstrou maior eficiéncia, 0 DMSO. Os resultados indicaram influéncia
significativa da temperatura de 25°C para clorofila a e, 65°C para clorofila b, e pouca
interferéncia do tempo de incubacdo. O indice de feofitinizacdo sugeriu degradacdo da
clorofila a e estabilidade da clorofila b na temperatura de 65°C. As condi¢des experimentais
deste estudo recomendam o DMSO como solvente mais adequado no processo de extracao de
clorofilas nas folhas da Myrciaria dubia, utilizando baixas temperaturas e curto periodo de
incubacéo (6 horas).

Palavras-Chave: Clorofilas. Carotenoides. Fisiologia Vegetal. Solventes Organicos.



ABSTRACT

Camu-camu, a species from the Amazon, considered a superfruit, mainly due to its high
concentration of vitamin C. To assist in seedling production, domestication and adaptation,
chlorophyll analysis methods are important, as they provide information on the behavior and
proper management of the plant in place different from its natural environment. The study
aimed to compare three methods of pigment extraction: dimethyl sulfoxide (DMSO), 90%
ethanol and 80% acetone, select one of the solvents to evaluate the effect of time and
temperature to determine an appropriate protocol for the species. Seedlings, obtained from
seeds, were kept in a nursery at 50% shade for 270 days. Leaf discs were used, incubated in
acetone, dimethylsulfoxide or ethanol, for 24 hours at 65°C, or to test the effect of time and
temperature in DMSO. Contents of chloroplast pigments and phaeophytinization index were
evaluated. The design was completely randomized (DIC), with three treatments and 4
replications to evaluate the solvents, in a factorial scheme 2 x 3 (temperature x time) x 4
repetitions, to examine the time and temperature results with dimethylsuffoxide. Among the
solvents tested, DMSO showed the highest efficiency. The results indicated a significant
influence of the temperature of 25°C for chlorophyll a e, 65°C for chlorophyll b, and little
interference of the incubation time. The pheophytinization index suggested chlorophyll a
degradation and chlorophyll b stability at 65°C. The experimental conditions of this study
recommend DMSO as the most suitable solvent in the process of extracting chlorophylls from

Myrciaria dubia leaves, using low temperatures and a short incubation period (6 hours).

Keywords: Chlorophylls. Carotenoids. Plant physiology. Organic solvents.
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RESUMO

O camu-camu, espécie da Amazdnia, considerada superfruta, principalmente, pela elevada concentragdo de vitamina C. Para
auxiliar na produgdo de mudas, domesticacdo e adaptacdo, métodos de andlise de clorofilas sdo importantes, fornecem
informacdes sobre comportamento e manejo adequado da planta em lugar diverso do seu ambiente natural. O estudo
objetivou comparar trés métodos de extracdo de pigmentos: dimetilsuféxido (DMSO), etanol 90% e acetona 80%, selecionar
um dos solventes para avaliar efeito do tempo e temperatura para determinar protocolo apropriado a espécie. Mudas, obtidas
de sementes, foram mantidas em viveiro a 50% de sombreamento, por 270 dias. Utilizados discos foliares, incubados em
acetona, dimetilsulféxido ou etanol, por 24 horas, a 65°C, ou para testar o efeito do tempo e temperatura em DMSO. Avaliou-
se teores de pigmentos cloroplastidicos e indice de feofitinizagdo. O delineamento, inteiramente casualizado (DIC), com trés
tratamentos e 4 repeti¢des para avaliagdo dos solventes, em esquema fatorial 2 x 3(temperatura x tempo) x 4 repeti¢cdes, para
examinar resultado tempo e temperatura com dimetilsuféxido. Entre os solventes testados, demonstrou maior eficiéncia, o
DMSO. Os resultados indicaram influéncia significativa da temperatura de 25°C para clorofila a e, 65°C para clorofila b, e
pouca interferéncia do tempo de incubacdo. O indice de feofitinizagdo sugeriu degradacéo da clorofila a e estabilidade da
clorofila b na temperatura de 65°C. As condicOes experimentais deste estudo recomendam o DMSO como solvente mais
adequado no processo de extracao de clorofilas nas folhas da Myrciaria dubia, utilizando baixas temperaturas e curto periodo
de incubagdo (6 horas).

Palavras-chave: clorofilas; carotenoides; fisiologia vegetal; solventes organicos

ABSTRACT

Camu-camu, a species from the Amazon, considered a superfruit, mainly due to its high concentration of vitamin C. To assist
in seedling production, domestication and adaptation, chlorophyll analysis methods are important, as they provide
information on the behavior and proper management of the plant in place different from its natural environment. The study
aimed to compare three methods of pigment extraction: dimethyl sulfoxide (DMSQO), 90% ethanol and 80% acetone, select
one of the solvents to evaluate the effect of time and temperature to determine an appropriate protocol for the species.
Seedlings, obtained from seeds, were kept in a nursery at 50% shade for 270 days. Leaf discs were used, incubated in

o artigo apresentado foi redigido conforme as diretrizes de submissdo da revista Journal of Biotechnology and
Biodiversity. As normas indicadas para a redacdo de artigos pela revista estdo disponiveis no link:
https://sistemas.uft.edu.br/periodicos/index.php/JBB/about/submissions
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acetone, dimethylsulfoxide or ethanol, for 24 hours at 65°C, or to test the effect of time and temperature in DMSO. Contents
of chloroplast pigments and phaeophytinization index were evaluated. The design was completely randomized (DIC), with
three treatments and 4 replications to evaluate the solvents, in a factorial scheme 2 x 3 (temperature x time) x 4 repetitions, to
examine the time and temperature results with dimethylsuffoxide. Among the solvents tested, DMSO showed the highest
efficiency. The results indicated a significant influence of the temperature of 25°C for chlorophyll a e, 65°C for chlorophyll b,
and little interference of the incubation time. The pheophytinization index suggested chlorophyll a degradation and
chlorophyll b stability at 65°C. The experimental conditions of this study recommend DMSO as the most suitable solvent in
the process of extracting chlorophylls from Myrciaria dubia leaves, using low temperatures and a short incubation period (6
hours).

Key-words: chlorophylls; carotenoids; plant physiology; organic solvents

INTRODUCAO

O camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh), Myrtaceae, € uma planta tropical nativa
da Amazonia ocorrendo nas margens de rios e lagos do Brasil, mas, também, em outros paises
desta regido como Colémbia, Peru e Venezuela (Silva, 2019). Dependendo da localizacdo
geogréfica no territério nacional, recebe outras denominagdes populares como araca, araca-
d’agua, araga-do-lago, aracarana, aragazinho, cacari, crista-de-galo e socor6 (Siviero et al.,
2012).

O camu-camu é um arbusto de aspecto lenhoso, podendo atingir de 3 a 6 m de altura (Silva,
2019). Suas folhas elipticas, com 6 a 10 cm de comprimento, e 1,5 a 3 cm de largura,
posicionam-se de forma opostas ao longo do caule, possui apice acuminado e bordo
ligeiramente onduladas, brilhantes com cor variando de verde amarelado a verde escuro
(Delgado, 2010; Mendes e Junior, 2017). A aparéncia dos frutos exibe formato de pequeno
globo com superficie lisa e brilhante, de cor vermelho escuro ou purpura-negro quando
maduros, contendo entre 2 a 3 sementes, podendo alcancar diametro entre 2 e 4 cm, massa
média aproximada de 8,4 g (Mendes e Junior, 2017).

O fruto do camu-camu vem despertando o interesse de consumidores em outros paises devido
o valor nutricional da sua polpa, que possui alto teor de vitamina C, aproximadamente 845 a
6.100 mg para cada 100 g de polpa integral (Yuyama et al., 2011). Outro grande potencial
econdmico sdo os subprodutos da fruta (iogurte e aditivos alimentares), a casca e semente, por
exemplo, podem ser aproveitadas por conterem composicdo fenolica mais rica do que a
prépria polpa correspondente, o que contribui a pretensdo pela exploracdo da fruta inteira
(Conceicdo et al., 2019).

Segundo Ribeiro (2012), a maior atengcdo ao camu-camu se d& em razdo da sua composicao
bastante diversa, com absorcdo significativa em compostos bioativos como polifenois
vitamina C e carotendides, o0 que torna esse fruto, matéria-prima propicia a fabricacdo de
alimentos que tém resultados benéficos a salde e, também, produtos fitoterapicos.
Ultimamente, no Brasil, a polpa congelada para exportacdo é uma realidade comercial,
também aplicada como matéria-prima para a indastria de cosméticos (Yuyama, 2011). Assim,
a espécie vem ganhando espaco por sua relevancia econémica e nutricional, motivando
interesse na comunidade cientifica, em consumidores, agricultores, também da industria
alimentar e farmacéutica (Cunha, 2018).

Tendo em vista 0 amplo potencial apresentado pelo camu-camu, estudos de sua fisiologia e
respostas a diferentes ambientes sdo essenciais para a producdo de mudas em viveiro, além de
sua domesticacdo e cultivo em terra firme, métodos de andlise de pigmentos fotossintéticos
sdo necessarios, fornecem elementos sobre desempenho e manejo adequado da planta em
lugar diferente do seu ambiente natural (Nascimento e Carvalho, 2012). Neste sentido, a
determinacdo do teor de pigmentos fotossintéticos em folhas pode fornecer informacdes
importantes, uma vez que esta diretamente relacionada com a resposta da planta ao ambiente,
estado nutricional e produtividade (Mesa, 2018).

Para quantificar o teor de pigmentos fotossintéticos nas folhas, ha dois métodos: o0s
destrutivos e nédo destrutivos. Os métodos destrutivos, 0s mais habituais utilizam solventes de
origem organica como acetona, éter, dimetilsulféxido e o metanol o uso de solventes
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organicos funciona como um facilitador de substancias e permite obter uma solucéo
homogénea (Sasidharan et al., 2011). Quanto aos métodos ndo destrutivos, utilizam-se de
aparelhos portateis com sensores que determinam o teor de clorofila, como o SPAD-502
(“Soil Plant Analysis Development”) e o clorofildmetro (ClorofiLog-1030), sem destruir o
tecido foliar, minimizando custos, e obtendo-se resultados de forma simples e direta (Argenta
etal., 2001).

Conforme literatura consultada, este é o primeiro trabalho a avaliar o teor de pigmentos
fotossintético, em mudas de camu-camu. Assim como, comparar metodos de extracdo, tempo
e temperatura.

No entanto, hd na literatura estudos com outras espécies, que compararam métodos para
extracdo de clorofilas e carotenoides, utilizando solventes organicos em diferentes
temperaturas e tempos que obtiveram resultados satisfatérios, embora distintos entre eles.
Pompeli et al. (2013) testou esses protocolos em cinco espécies de plantas e uma espécie de
liguens usando temperatura de 25°C e 65°C em periodos distintos entre 24 e 96 horas de
incubacdo e notou especificidades relacionadas a temperatura e tempo de incubacdo para cada
extrator avaliado. Outro estudo realizado em plantulas de horteld-do-campo e de mangaba
utilizou as temperaturas 25°C e 65°C, incubados entre 4 e 48 horas em DMSO apontou maior
interferéncia térmica na extracdo de pigmentos para a primeira espécie (Rosa, 2011). Tais
resultados reforcam a ideia de que o melhor método pode variar de acordo com a espécie e
diferentes fatores (Pompeli et al.,2013).

O objetivo deste estudo foi comparar trés métodos de extracao de pigmentos: dimetilsuféxido
(DMSO), etanol 90% e acetona 80%, selecionar o mais eficiente entre os solventes para
avaliar o efeito do tempo e temperatura para determinar protocolo mais apropriado a esta
espécie.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos e obtencao das mudas

Os frutos de camu-camu foram coletados na regido de Santarém-PA, as margens do Rio
Tapajos, entre as comunidades de Ponta de Pedras (S02°26'44.1" e 054°55'14.1") e do Tapari
(S02°26'0.2" e 054°53'23.8"). O clima nesta regido € do tipo Ami, segundo a classificacdo de
Koppen, com temperatura anual média de 25,6°C, umidade relativa do ar de 86% e
precipitacdo pluviométrica de 2.000 mm.ano™ (Silva et al., 2013).

ApoOs coleta, os frutos foram transportados para o Laboratério de Estudos de Ecossistemas
Amazonicos da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) e processados para
obtengdo das sementes. Para tanto, os frutos foram inicialmente despolpados e, as sementes
obtidas, lavadas em agua corrente e deionizada. Em seguida, foram desinfestadas com
hipoclorito de sddio a 1% de cloro ativo, por 5 minutos, e lavadas em agua deionizada. As
sementes foram, entdo, colocadas para germinar em bandejas de isopor de 200 células
contendo substrato comercial Maxxi, Terra Nova.

As plantulas, contendo pelo menos duas folhas opostas expandidas, aproximadamente, 6 + 1
cm de altura da base do solo, foram transferidas para sacolas pretas de polietileno (20 x 35
cm) de 2 kg, contendo também substrato comercial. As mudas foram mantidas em viveiro,
sombreamento a 50%, proporcionado por tela de poliolefina (sombrite) na cor preta.
Diariamente, pela manha, as mudas foram irrigadas e, sempre que necessario, pulverizadas
com o inseticida biologico 6leo de Neem, grupo Kelldrin, para evitar cochonilhas. As 24
mudas permaneceram nestas condi¢des por 270 dias, alcangcando altura média de 35 cm.
Entdo, o experimento foi encerrado e, realizadas as coletas das amostras foliares e as analises
em laboratorio.

Coleta das amostras
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Para as andlises, foram coletadas cinco folhas simples opostas totalmente expandidas a partir
do &pice, pela manha, entre 07h00min e 08h00Min.

As folhas foram colocadas em sacos plasticos transparentes, acondicionadas em caixa de
isopor contendo gelo levadas para o laboratdrio e retirados discos foliares de 5,5 mm didmetro
(0,237 cm?) com um furador cilindrico manual, para as analises.

Avaliacdo do método de extragéo

Foram avaliados trés solventes de extracdo: dimetilsufoxido (DMSO), etanol 90% e acetona
80%. Cinco discos foliares, com érea individual de 0,237 cm?, foram obtidos com um furador
manual de 5,5 mm de diametro interno. Os discos foram transferidos para tubos de ensaio,
contendo 10 ml de acetona 80% (Silva, 2018), etanol 90% (Pompelli et al., 2013) e DMSO
saturado com carbonato de célcio (CaCO3) (Ferreira, 2018), incubados a 65°C, por 24 horas.
Para proteger da luz, os tubos foram envolvidos com papel aluminio. Apds o periodo de
incubacdo, realizou-se a leitura da absorbancia das amostras a 663 nm, 645 nm e 470 nm para
acetona (Arnon, 1949), 664 nm; 649 nm e 470 nm para etanol (Lichtenthaler e Buschmann,
2001) e 665 nm, 649 nm e 480 nm para DMSO (Wellburn, 1994) utilizando
espectrofotémetro UV-Visivel (Modelo UV-M51BEL). Entdo, foi estimado o teor de
pigmentos fotossintéticos utilizando as equacdes de Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987) para
extragdo com acetona, Lichtenthaler e Buschmann (2001) para extracdo com etanol e
Wellburn (1994) para DMSO, descritas abaixo, ao final do experimento do efeito do tempo e
da temperatura. Também foi determinado o indice de feoftinizacdo pela razdo da absorbéancia
415/435 nm (Ronen e Galun,1984).

Avaliacéo do efeito tempo e da temperatura no teor de pigmentos fotossintéticos

Neste experimento, foram retirados cinco discos foliares com area individual de 0,237 cm?,
com auxilio de um furador manual de 55 mm de didmetro interno. Os discos foram
transferidos para tubos de ensaio, vedados hermeticamente e protegidos da luz, contendo 10
ml de dimetilsufoxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio (CaCO3) (Santos, et al.,
2007).

Os tubos foram incubados em banho-maria, a temperaturas de 25°C e 65°C, por periodos de 6,
12 e 24 horas. Apbs cada periodo de incubacdo, realizou-se a leitura da absorbancia das
amostras a 663 nm, 645 nm e 470 nm para acetona (Arnon, 1949), 664 nm; 649 nm e 470 nm
para etanol (Lichtenthaler e Buschmann, 2001) e 665 nm, 649 nm e 480 nm para DMSO
(Wellburn, 1994) em espectrofotometro UV-Visivel (Modelo UV-M51 BELL). Entdo,
determinou-se o teor de pigmentos fotossintéticos conforme equacfes descritas abaixo.

Para acetona, o teor de clorofila a, clorofila b e clorofila total foi estimado segundo Arnon
(1949) e carotenoides, de acordo com Lichtenthaler (1987):

CLa=((12,7 * A663) — (2,69 * A645))

CL b=((22,9 * A645) — (4,68 * A663))

CL total = ((20,2 * A645) + (8,02 x A663))

Carotenoide = ((1000 * A470) — (1,82 * CL a) — (85,02 * CL b))/198

Para etanol 90%, estimaram-se 0s teores de pigmentos fotossintéticos seguindo-se as
equac0es propostas por Lichtenthaler e Buschmann (2001):

Chla = 13,36A664 - 5,19A649

Chlb = 27,43A649 - 8,12A664

Chltotal = Chla + Chlb

Carotenoides = (1000A470 — 2,13Chla — 97,64Chlb) / 209

Para dimetilsulfoxido (DMSO) estimaram-se os teores de pigmentos fotossintéticos seguindo-
se as equagdes propostas por Wellburn (1994):

Chla=12,47 A665 — 3,62 A649

Chl b = 25,06 A649 — 6,50 A665

Chl total (a+b) = 7,15 A665 + 18,71 A649
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Carotenoides = (1000 A480 — 1,29 Chla — 53,78 Chlb)/220

Também foi determinado o indice de feoftinizacdo pela razdo da absorbancia 415/435 nm
(Ronen e Galun,1984).

Delineamento experimental e anélise dos dados

Para o0 experimento que comparou diferentes solventes extratores, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos (acetona 80%, Etanol 90%,
DMSO) e quatro repeticBes. Para o0 experimento com DMSO, avaliacdo do efeito do tempo e
da temperatura, o delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 3
(temperatura X tempo), com quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do método de extracgéo

Os solventes de extracdo diferiram entre si (p<0,05) para todos pigmentos fotossintéticos
avaliados: clorofila a clorofila b, clorofila total (a+b), razdo a/b. Para o indice de
feofitinizacdo, no entanto, ndo se observou diferenca estatistica significativa.

Notou-se para os teores de clorofila a diferenca significativa entre os solventes utilizados,
observando-se maiores médias, 7,98 pg cm™, utilizando como extrator, etanol 90%, seguido
de acetona 80%, 6,48 pug cm? e DMSO, 4,35 ug cm™. Diferente dos resultados do presente
estudo, Santos et al. (2011), utilizando pedacos de folhas, com aproximadamente de 0,2 cm e
0,2 g, previamente incubados em acetona e etanol 80%, a 5°C, por 24 h, verificaram maiores
teores de clorofila a. Esses resultados podem ter sido discordantes, provavelmente, em
funcdo da temperatura de incubacdo, 5°C pelos autores e, neste estudo com camu-camu,
65°C, por o etanol ser mais eficiente em menores temperaturas e 0 mais polar entre 0s
solventes organicos testados (Santos et al.,2011). Ainda, as moléculas de clorofilas sdo
instaveis e possuem ligacGes muito frageis com a membrana tilacdide, podendo sofrer efeito
da temperatura tornando-a mais permeavel e, também, ser rompida com facilidade para
melhor extracdo dos pigmentos com o uso de solventes organicos como o etanol (Streit et al.,
2005). Experimento similar, em folhas Physalis angulata, observou satisfatdria rapidez para
extracdo das clorofilas em etanol 95% e DMSO, ocorreu no tempo 24 horas de incubacéo,
porém para acetona 80%, o tempo dobrou, no entanto, demonstrou ser suficiente para
extracao total dos pigmentos (Tanan, 2019).

Para os teores de clorofila b, dos solventes testados, 0 DMSO se destacou significativamente
obtendo maior média, 10,13 pgem™, enquanto acetona 80% e etanol 90% nao apresentaram
diferenca significativa, entre si, 3,04 pg cm™? e 2,83 pg cm™, respectivamente. Resultado
corrobora com o estudo de Cruz et. al (2007), que relataram a alta eficiéncia do DMSO,
quando comparados com outros métodos de extracdo que utilizaram solventes organicos,
estudados em hibridos de B. orellana. O DMSO foi indicado, também, como o melhor
extrator independentemente dos vegetais quando confrontado com etanol ou de acetona 80%
(Pompelli et al.; 2013). A eficiéncia deste solvente esta relacionada a sua elevada estabilidade
e capacidade de difusdo por meio de membranas semipermeaveis, além de reconhecida
eficacia como transportador de proteinas (Ronen e Galun, 1984). Ainda, sua praticidade para
obter rapido resultado, bastando breve imersdo do material foliar em volume predeterminado
do solvente em curto periodo de tempo (Kumari et al., 2018).

O DMSO, também extraiu maiores quantidades de Clorofila total (a+b), 14,47 pg cm?,
diferindo significativamente dos demais tratamentos. Enquanto para etanol 90% e acetona
80%, a diferenca se mostrou nao significativa entre eles, demonstrando media de extracéo de
10,81 pgem™ e 9,52 pgem™, nessa ordem. Semelhante resultado, Santos et al. (2008)
obtiveram para extracdo de pigmentos foliares em porta-enxertos de videira micropropagados,
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destacando o DMSO como extrator mais eficiente, embora o periodo de 48 horas de
incubagdo em temperatura ambiente, 25°C, tenha apresentado superioridade ao de 24 horas na
mesma temperatura. Tanan (2019) constataram que a utilizacdo do DMSO ndo demonstrou
efeito significativo & temperatura 65°C, com 1 h ou 24 horas de incubacdo, comparado a
temperatura ambiente, revelando que o processo de extracdo de pigmentos com esse
tratamento néo requer altas temperaturas para alcancar sua eficiéncia.

Os valores médios na razdo clorofila a/b, ndo indicaram diferenciacdo significativa entre
etanol 90%, com maior média 2,8 5ug cm?, e acetona 80%, com média 2,24 ug cm™
Diferente, o resultado na extracdo com DMSO apresentou menor média verificada, 0,43 ug
cm?, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Cruz et al. (2007) obtiveram
resultado similar em que o método de extracdo da acetona 80% apresentou maior razao
clorofila a/b em relagcdo ao DMSO em hibridos de urucum (Bixa orellana).

Para os carotendides, 0 DMSO apresentou maior média, 3,29 pg cm, diferenciando-se
significativamente dos demais metodos de extracdo. Acetona 80% e Etanol 90% ndo
apresentaram diferenca significativa, respectivamente, 1,98 pg cm? e, 1,54 ug cm?
respectivamente. Resultado distinto do estudo de Santos et al. (2008) em plantas de V.
vinifera climatizadas, apontou o método com acetona 80% mais eficiente na extracdo de
carotendides em relacdo a outros solventes. O resultado, neste estudo, assemelha-se ao de
Tanan (2019) em plantas de Physalis angulata, embora, de acordo com a autora, 0 uso de
temperatura ambiente foi considerado mais eficiente na extragdo de carotenoides do que em
altas temperaturas (65°C), avaliada dispensavel no processo de extragdo com DMSO.

As médias para o indice de feofitinizacdo (IF) (Tabela 1) ndo mostraram diferenca
significativa, embora o etanol 90% tenha apresentado a maior média, 0,83 g cm™, seguido
pelo DMSO, 0,82 pg cm™ e, 0,72 pg cm™, para acetona 80%, os valores muito baixos
demonstraram degradacdo expressiva das clorofilas. De acordo com Ronen e Galun (1984), os
valores considerados ideais do indice de feofitinizacdo, precisam estar préximos a 1,4, do
contrario, quando acontece reducao, indica degradacdo das clorofilas. Em experimento com
horteld-do-campo e de mangaba, Rosa (2011) observou que o tempo de incubacdo e
temperatura exerceram influéncia nos resultados do IF, notadamente, diminuicdo discreta, +
5%, quando expostas em baixas temperaturas (25°C) e mais acentuadas em altas temperaturas
(65°C), até 14%, variando conforme o periodo de incubacdo no solvente organico. O resultado
observado por Rosa (2011) ajuda a explicar o comportamento do IF, neste estudo, em folhas
de mudas de camu-camu que utilizou temperatura de 65°C e tempo 24 horas de incubagdo em
solventes organicos.

De modo geral, os teores de clorofila b, clorofila total (a+b) e carotenoides foram superiores
utilizando DMSO como solvente extrator, sugerindo maior eficiéncia na extracdo. Além
disso, o0 DMSO apresenta vantagens ao proporcionar praticidade, agilidade no processo na
extracdo de pigmentos e alta capacidade de estabilizacdo dos extratos, visto que ndo precisa
maceracao, centrifugacéo ou filtracdo (Cruz et al., 2007; Pompelli et al., 2013; Kumari et al.,
2018).

Tabela 1 — Efeito de diferentes extratores nos teores de clorofila a pg cm?, clorofila b pg cm?, clorofila total
(a+b pg cm), razdo clorofila a/b pg cm™ e carotenoide em folhas de camu-camu (Myrciaria dubia) e, indice de
feofitinizagdo

Tratamento Clorofilaza Clorofilazb Clorofila 2a+b Razao agb Caroten()izdes in_d_iC(_e de

(Hg cm™) (ug cm™) (ug cm™) (ug cm™) (ng cm™) Feofitinizacdo
Acetona 6,48 +0,30 B 3,04+£0,82B 9,52+0,74 B 224+056 A | 1,98+0,77 B 0,72+0,11 A
DMSO 435+044C | 1013+130A | 1447+170A | 0,43+0,03B | 3,29+0,19A 0,82 +0,01 A
Etanol 7,98 +1,09 A 2,83 +0,56 B 10,81 +£1,63B 285+0,26 A | 1.54+0,32B 0,83 +0,04 A
CV (%) 11,23 17,76 12,31 19,63 21,71 9,06

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo Teste de Tukey.
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Efeito do tempo e da temperatura de incubacédo no teor de pigmentos fotossintéticos
Os resultados do efeito do tempo e da temperatura de incubacdo no teor de pigmentos
fotossintéticos e indice de feofitinizacao estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Efeito do tempo e da temperatura de extracdo nos teores de pigmentos fotossintéticos e feofitinizacao
em folhas de camu-camu utilizando DMSO como solvente extrator.
Clorofila a (ug cm®) Clorofilab (ug cm™
6h 12h 24h 6h 12h 24h
25°C 9,17 Aa+1,06 | 10,19Aa+0,63 | 9,30 Aa+104 | 353Ab+0,47 | 3,87 Ab£0,59 | 502Ab+1,51
65°C 506 Ab+1,16 | 443Ab+0,31 | 3,82Ab+0,50 | 10,70 Aa+0,89 | 10,95 Aa+1,29 | 9,22 Aa+1,06
CV (%) 12,16 14,43
Clorofila total (a + b) (ug cm) Carotendides (ug cm™)

6h 12h 24h 6h 12h 24h
25°C 12,70 Ab +0,97 | 14,06 Aa+0,87 | 1432 Aa+1,60 | 2,85Aa+0,49 | 3,89 Aa+0,91 | 3,35Aa+0,47
65°C 15,76 Aa+0,86 | 1538 Aa+1,16 | 13,04Ba+1,05 | 3,31 Aa+0,69 | 3,28Aa+0,34 | 298 Aa+0,36
CV (%) 7,88 17,79

Indice de Feofitinizagiio Razéo cla/clb (ug cm?)
6h 12h 24h 6h 12h 24h
25°C 1,26 Aa = 0,06 1,26 Aa + 0,03 1,14Ba+0,08 | 264 Aa+055 | 2,67 Aa+0,44 | 1,98 Aa+0,62
65°C 0,90 Ab+0,02 | 0,88Ab+0,08 | 092Ab+0,01 | 0,47 Ab+0,13 | 0,41 Ab+0,07 | 0,42 Ab +0,07
CV (%) 5,43 27,28
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas (tempo) e mesmas letras mindsculas nas colunas
(temperatura) ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de Tukey.

Houve interacdo das temperaturas de incubacdo (25°C e 65°C) em todos os tempos avaliados
(6, 12, 24 horas), na extracdo de clorofila a, clorofila b, razdo de clorofila a/b e também indice
de feofitinizacdo (Tabela 2). Para clorofila total, verificou-se efeito das temperaturas testadas
somente no tempo 6h de incubacg&o, ndo se observando diferenca significativa para os demais
tempos. Ja para carotenoides, a temperatura de incubacdo ndo apresentou diferenca
significativa em nenhum dos tempos avaliados (Tabela 2). Quanto ao fator tempo, nédo
representou influéncia significativa na determinacdo de extracdo do teor de clorofila a,
clorofila b, razdo de clorofila a/b e carotenoides nas duas temperaturas testadas, exceto para
clorofila total e indice de feofitinizacdo no tempo 24 horas em temperatura 65°C e 25°C,
respectivamente.

Para clorofila a, ndo se verificou influéncia do fator tempo, porém diferencas significativas
foram verificadas em relacdo a temperatura (Tabela 2). Verificou-se maior média de extracao
de clorofila a na temperatura de 25°C e menor média, para temperatura 65°C, para todos 0s
tempos, apresentando diferencas significativas (Tabela 2). A temperatura de 65°C, em folhas
de camu-camu, resultou em reducdo no teor de clorofila a sugerindo que temperaturas
elevadas, utilizando DMSO, promovem sua degradacdo. Conforme observado por Tanan
(2019), em periodo de 1 h ou 24 h de incubacdo, a utilizacdo de temperaturas elevadas de
65°C sdo dispensaveis no processo de extracdo de clorofila a em folhas Physalis angulata,
por provocarem deterioracdo significativa desse pigmento quando utilizado DMSO.
Semelhante ao presente estudo, Rosa (2011), em plantulas de horteld do campo, também
observaram maior média nos teores de clorofila a na temperatura de 25°C em relagdo a de
65°C em tempos de incubacéo entre 24 e 48 horas.

Similar ao verificado para clorofila a, o tempo de incubagdo ndo influenciou no teor de
clorofila b (Tabela 2). Porém, diferente da clorofila a, os teores de clorofila b foram
superiores a 65°C com menores médias a 25°C (Tabela 2). Cruz et al. (2007) em folhas de
urucum (Bixa orellana), cultivadas in vitro, diferente deste estudo, verificou teores mais
elevados de clb em temperatura ambiente que a 65°C utilizando DMSO, porém, dos tempos
utilizados (24, 48 e 72 horas) mostrarem-se satisfatorios, o que obteve melhor resultado foi o
de 48h de incubagdo. No entanto, os resultados deste estudo estdo de acordo com os de Rosa
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(2011), em plantulas de horteld do campo, que também observaram maior média nos teores de
clb na temperatura de 65°C, estando divergente conforme o tempo de incubacéo (4, 8, 12, 24
e 48 horas) que demonstrou acréscimos nos teores deste pigmento com aumento do tempo de
exposicdo ao DMSO.

Com relacdo ao teor de clorofila total (a+b) verificou-se influéncia do tempo e da temperatura
(Tabela 2). Em relacdo ao tempo, o teor de clorofila total, a 65°C, apresentou menores teores
em 24h (13,04 ug cm), diferindo significativamente em 12 h (15,38 pug cm™) e 6 h (15,76 g
cm™) de incubagdo. Quanto & temperatura, verificou-se diferencas significativas, com maiores
médias observadas a 65°C e menores a 25°C (Tabela 2). Divergindo do resultado obtido por
Rosa (2011), o qual verificou maior extracdo de clorofilas total (a+b) em horteld do campo na
temperatura 25°C. Segundo Barbieri Junior et al. (2010) em folhas do capim-Tifton 85 o
periodo 48 horas de incubacdo em DMSO demonstrou estabilidade de valores indicando
efetiva extracdo e maior eficiéncia na quantificacdo dos pigmentos em temperatura 25°C.

Na extracdo de carotenoides, nem 0 tempo nem a temperatura apresentaram diferencas
significativas (Tabela 2). Estes resultados sugerem que, a extracdo de carotenoides,
independente da temperatura e do tempo apresentam valores estaveis. Diferente deste estudo,
Tanan (2019) verificaram a temperatura de 65°C ndo apresentou eficacia para o processo de
extracdo de carotendides, apontando que a temperatura ambiente € mais eficiente em folhas
Physalis angulata utilizando DMSO como solvente extrator. Rosa (2011) observou em
plantulas de horteld-do-campo melhores resultados na extracdo de carotendides na
temperatura 25°C em comparacdo a de 65°C, embora, no mesmo estudo, a extracdo de
carotendides em plantulas de mangaba tenha demonstrado ndo sofrer influéncia significativa
da temperatura nem do tempo de incubacéo.

Semelhante ao verificado para clorofila a, a raz&o clorofila a/b apresentou maiores médias
para a temperatura de 25°C com reducdo significativa para todos os tempos avaliados, na
temperatura de 65°C (Tabela 2). Diferente deste estudo, Silva (2019) verificou maior razéo
clorofila a/b, em folhas de brécolis, na temperatura 65°C, mostrando maior eficiéncia em
temperaturas mais altas.

Em funcdo do tempo de incubacdo observou-se diminui¢do no indice de feofitinizacdo para o
tempo de 24 h que diferenciou de 6 h e 12 h, em temperatura de 25°C (Tabela 2). Para
temperatura, verificaram-se maiores médias, 1,26, em temperatura de 25°C e reducdo, menor
média 0,88, na temperatura de 65°C. Os valores considerados adequados para o indice de
feofitinizagdo devem estar proximos a 1,4, abaixo disso, havendo reducdo, sugere a
degradacdo das clorofilas, principalmente clorofila a, e aumento da feofitina (Ronen e Galun,
1984). O estudo em gréos de soja secos pos-colheita em alta temperatura (60°C), feito por
Borrmann (2009), demonstrou a sensibilidade da clorofila, tender a ser convertida em
feofitina, reduzindo de forma mais acentuada o teor desses pigmentos, especialmente clorofila
a, atribuida principalmente ao processo de feofitinizacdo. Resultado similar, com plantulas de
hortel&-do-campo e mangaba, Rosa (2011) observou significativa influéncia da temperatura e
tempo de incubacdo nos resultados do indice de feofitinizacdo, especialmente, mais
acentuadas quando em altas temperaturas (65°C), até 14%, e diminuicdo discreta, £ 5%,
quando expostas em baixas temperaturas (25°C), variando conforme o periodo de incubacéao
em solvente organico. O comportamento dos valores do indice de feofitinizagdo, em folhas de
mudas de camu-camu, pode ser explicado, neste estudo, por ndo se distanciar dos resultados
obtidos nas pesquisas ante apresentadas.

De modo geral, os resultados obtidos para extragcdo de pigmentos cloroplastidicos dos tecidos
foliares de camu-camu indicaram que a temperatura exerceu influéncia acentuada enquanto
que o tempo de incubacdo, foi minima. A temperatura de 25°C se mostrou mais eficiente
relacdo a temperatura de 65°C para a extracdo de pigmentos fotossintéticos. Apesar de o teor
de clorofila b ter sido maior na temperatura de 65°C, o mesmo ndo foi verificado para
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clorofila a que sofreu degradacéo e reducdo em seus teores. O indice de feofitinizacdo reforca
a ideia de degradagéo da clorofila a e maior estabilidade da clorofila b na temperatura de
65°C. Utilizando DMSO como solvente extrator, nas condi¢cdes experimentais deste estudo,
sugere-se ser mais adequada a temperatura de 25 °C e 0 menor tempo de incubacgéo (6 h) para
extracao de pigmentos fotossintéticos em folhas de camu-camu.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo subsidiam as seguintes afirmac@es para comparagdo entre métodos
de extracdo de pigmentos fotossintéticos em folhas de camu-camu (Myrciaria dubia):
Dimetilsulfoxido (DMSO) demonstra ser mais eficiente na extragdo de pigmentos
fotossintéticos em relagédo ao etanol e acetona.

A temperatura de incubagdo exerce influéncia na extracdo de pigmentos fotossintéticos
enguanto que o tempo de incubacédo ndo foi estatisticamente significativo.

A temperatura de 25°C é mais eficiente em relacdo a de 65°C para a extracdo de clorofilas, e
demonstra haver interacao significativa.
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