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Introducéo

As clorofilas sdo o0s pigmentos naturais mais
abundantes nas plantas, comuns em todas as células
fotossintéticas [1]. Os pigmentos envolvidos na
fotossintese s@o as clorofilas a e b, os carotendides e as
ficobilinas. A clorofila a é o pigmento utilizado na fase
fotoquimica, enquanto os demais constituem 0s
chamados pigmentos acessorios [2].

Atualmente, os pigmentos clorofilicos sdo de grande
importancia comercial, podendo ser utilizados tanto
como pigmentos quanto como antioxidantes [1]. As
diferencas aparentes na cor do vegetal sdo devidas a
presenca e distribuicdo varidvel de outros pigmentos
associados, como o0s carotendides, 0s quais sempre
acompanham as clorofilas [3]. Os carotendides possuem
ligacOes duplas conjugadas em suas estruturas, atuam
como antioxidantes [4,5].

A extracdo do contelido de pigmentos foliares pode ser
de caréater destrutivo ou ndo, baseando-se na absorbancia
e reflectancia destes. O método destrutivo é o mais
comum, utilizando solventes organicos, como a acetona
80% e o éter [6].

Hiscox & Israelstam [7] sugeriram que 0 DMSO é um
método superior ao da acetona na extragdo de clorofila a
e b em algas verdes e para extracdo de pigmentos de
plantas superiores. O método da acetona € moroso, pois
requer maceracdo e centrifugacdo, o que limita sua
aplicacdo em situacdo de campo. Enquanto, o solvente
DMSO requer apenas imersdo do material foliar em um
conhecido volume deste solvente, eliminando-se as
etapas subsequentes [8].

O DMSO possui elevada capacidade de difusdo
através de membranas semipermeaveis, pois € altamente
higroscopico e miscivel em agua em todas as proporcdes,
sendo reconhecido também por sua eficacia como
carreador de proteinas [9], o que proporciona agilidade
No Processo.

A presenca e abundancia dos  pigmentos
fotossintéticos variam de acordo com a espécie [10],
sendo que cada espécie analisada requer ajuste no tempo
e na temperatura de incubacdo a fim de ocorrer a
extracdo e conservacdo maximas dos pigmentos foliares.
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo

determinar a eficiéncia do DMSO como extrator do
pigmentos foliares em trés hibridos de Bixa orellana L O
urucum (Bixa orellana L.) é uma espécie lenhosa nativa
da América Tropical, com distribuicdo das Guianas a
Bahia, sendo bastante cultivada em todos os estados
brasileiros, assim como em outros paises, como, India,
Sri Lanka, Java e algumas partes do México. Pertence a
familia de uma s6 espécie (Bixaceae), sendo amplamente
empregada como ornamental devido & beleza de suas
flores [11] e, em virtude de constituir um arbusto de
forma esbelta, é utilizada para cercas vivas. Ultimamente
vem despertando grande interesse na inddstria devido a
particularidade de armazenar em suas sementes um
corante  natural composto  essencialmente  dos
carotendides bixina e norbixina.

Material e métodos

Foram analisados pigmentos foliares de trés hibridos,
sendo estes resultantes de cruzamentos entre Bixa
orellana tipos: “Fruto Verde Piloso” X “Fruto Vermelho
Liso”. Os hibridos apresentam frutos de coloragéo
distintos, tornando as matrizes especificas. Por esta
razdo, foram estudadas trés matrizes localizadas em
condi¢cBes de campo na Unidade de Crescimento de
Plantas do Campus da Universidade Federal de Vigosa,
as quais apresentam frutos avermelhados, frutos
totalmente verdes e frutos amarelados.

Trés discos, com 5 mm de didmetro, foram retirados
da 5% folha das referidas plantas e incubados em 7 mL de
DMSO, as temperaturas de 25 e 65° C, por periodos de
24, 48 e 72 horas. Apds cada periodo de incubacéo,
determinou-se a absorbéncia das amostras, utilizando
cubetas de quartzo de 10 mm de caminho 6&tico, em
espectrofotdbmetro de duplo feixe (Modelo Hutachi U-
2000). Os comprimentos de onda e as equacbes para o
calculo das concentragdes de clorofila a, b e carotendides
foram baseados no trabalho de Wellburn [12].
Paralelamente, efetuou-se a extragdo de pigmentos em
acetona 80% de acordo com o Lichtenthaler [6], para
posterior comparacao dos resultados.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial (3 x 2 x 3)
+ 1 (gendtipo x temperatura x tempo) + (acetona como
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testemunha), tendo cinco repeti¢cdes cada tratamento.
Todas as varidveis foram submetidas a analise de
varidncia, considerando-se o tratamento adicional. O
teste de Tukey foi aplicado para comparacdo das médias
dos tratamentos e o teste de Dunnett para comparagio
entre o tratamento adicional e os demais. Todas as
andlises foram realizadas com 5% de significancia,
utilizando-se o programa estatistico GENES [13].

Resultados e Discussao

A andlise foi realizada utilizando a média de todos os
hibridos em func¢éo da temperatura e tempo (Fig. 1).

Os métodos de extragcdo de pigmentos, pelo solvente
DMSO, entre os trés hibridos ndo apresentaram interagao
significativa, indicando que estes ndo apresentam
gendtipo especificidade, podendo ser aplicados na
cultura do urucum. Entretanto, quando analisado o
método de extragdo da acetona 80% para a clorofila b, a
analise demonstrou significancia (p < 0,05) entre o0s
gendtipos, diferindo dos resultados obtidos por Ortiz
[14], a qual apontou ndo haver interagdo significativa
entre 0s gendtipos.

Os resultados da extragdo, tanto de clorofila a quanto
de clorofila b, pelos métodos de DMSO, foram
superiores aos apresentados pelo método da acetona
80%, nos hibridos estudados de B. orellana (Fig. 1).
Estes resultados diferem, parcialmente, dos resultados
obtidos por outros autores [8,15], que apontam para a
ineficiéncia do DMSO na extra¢do total da clorofila b em
plantas in vivo. Em urucum, foi obtida uma maior razéo
entre clorofila a/b pelo método de extragdo da acetona
80% (Fig. 1) demonstrando, assim, a eficiéncia do
DMSO como extrator de clorofila b para os hibridos em
questdo na condicdo de campo.

Na extracdo dos carotendides, a maior eficiéncia
também foi obtida pelo método do DMSO (Fig. 1). No
entanto, quando os discos foliares foram submetidos a
65°C por um periodo de 48 horas foi observado o ponto
maximo na extracdo. Em temperatura ambiente, ocorreu
um decréscimo na concentracdo de carotendides
proporcional ao aumento no periodo de incubacdo, o que
provavelmente possa ser conseqiiéncia da degradagéo
desse pigmento. Estes resultados geram maior
credibilidade a utilizagdo do DMSO como extrator, uma
vez que, se os niveis de clorofila b tivessem sido
superestimados, os valores resultantes de carotenoides
totais poderiam ser também baixos e vice-versa [6], 0
que nao foi observado.

Os melhores resultados obtidos na extracdo das
clorofilas a e b foram observados em temperatura
ambiente pelo método do DMSO, em ambos os periodos
de incubacdo. No entanto, quando foi utilizado o
tratamento com incubagdo de 48 horas, os valores
obtidos foram, em sua maioria, superiores, indicando que
o referido método possui maior eficiéncia na extragdo de
pigmentos. Entretanto, a utilizacdo dos tratamentos com
incubagdo de 24 e 72 horas, também sugerem resultados
satisfatorios na extracdo de pigmentos, com a respectiva
reducdo de valores, decorrentes, principalmente, do
aumento no periodo de incubac&o.

Nas condicbes do presente experimento, quando 0s
discos foliares foram submetidos por 48 horas de
incubacdo em temperatura ambiente ao método do
DMSO, obteve-se os melhores resultados na extragéo.
Porém, apesar dos valores serem relativamente inferiores
quando da utilizacdo do tratamento com incubacéo de 24
horas em temperatura ambiente, 0 método do DMSO,
apresentou resultados também satisfatorios,
favoravelmente a este tratamento ha maior rapidez na
obtencdo dos resultados.
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Figura 1. Teores de pigmentos foliares de hibridos de B.orellana utilizando-se diferentes métodos de extracdes, utilizando a média
de todos os hibridos em funcéo da temperatura e tempo. 1A. Teores de Clorofila a; 1B. Teores de Clorofila b; 1C. Razéo Clorofila a
/ Clorofila b; 1D. Somatorio das Clorofilas a e b; 1E. Teores de Carotendides
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