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APRESENTAÇÃO

A obra “Ensaios nas Ciências Agrárias e Ambientais” aborda uma série de livros 
de publicação da Atena Editora, em seu Volume III, apresenta, em seus 20 capítulos, 
conhecimentos aplicados nas Ciências Agrárias.

O manejo adequado dos recursos naturais disponíveis na natureza é importante 
para termos uma agricultura sustentável. Deste modo, a necessidade atual por produzir 
alimentos aliada à necessidade de preservação e reaproveitamento de recursos 
naturais, constitui um campo de conhecimento dos mais importantes no âmbito das 
pesquisas científicas atuais, gerando uma crescente demanda por profissionais 
atuantes nessas áreas, assim como, de atividades de extensionismo que levem estas 
descobertas até o conhecimento e aplicação dos produtores.

As descobertas atuais têm promovido o incremento da produção e a produtividade 
nos diversos cultivos de lavoura. Nesse sentido, as tecnologias e manejos estão sendo 
atualizadas e, as constantes mudanças permitem os avanços na Ciências Agrárias 
de hoje. O avanço tecnológico, pode garantir a demanda crescente por alimentos em 
conjunto com a sustentabilidade socioambiental. 

Este volume traz artigos alinhados com a produção agrícola sustentável, ao tratar 
de temas relacionados com produção e respostas de frutais, forrageiras, hortaliças e 
florestais. Temas contemporâneos que abordam o melhor uso de fontes fosfatadas e 
nitrogenadas, assim como, adubos biológicos e responsabilidade socioambientais tem 
especial apelo, conforme a discussão da sustentabilidade da produção agropecuária e 
da preservação dos recursos naturais. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos nas 
Ciências Agrárias e Ambientais, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena 
Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar aos professionais das 
Ciências Agrárias e áreas afins, trazer os conhecimentos gerados nas universidades por 
professores e estudantes, e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias 
e manejos que contribuíam ao aumento produtivo de nossas lavouras, assim, garantir 
incremento quantitativos e qualitativos na produção de alimentos para as futuras 
gerações de forma sustentável.

Jorge González Aguilera 
Alan Mario Zuffo
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DETERMINAÇÃO ESPECTROFOTOMÉTRICA DE 
Β-CAROTENO EM FOLHAS DE OLIVEIRA EM 

DIFERENTES COMPRIMENTOS DE ONDA 

CAPÍTULO 13

Alexandre Lorini
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Ciência e Tecnologia Agroindustrial
Pelotas – Rio Grande do Sul

Deborah Murowaniecki Otero
Universidade Federal de Pelotas, Departamento 

de Ciência e Tecnologia Agroindustrial
Pelotas – Rio Grande do Sul

 Ester da Silva Souza Saldanha
Universidade Federal de Pelotas, Centro de 

Ciências Químicas, Farmacêuticas e de Alimentos
Pelotas – Rio Grande do Sul

Juliana Rodrigues Pereira
Universidade Federal de Pelotas, Centro de 

Ciências Químicas, Farmacêuticas e de Alimentos
Pelotas – Rio Grande do Sul

Rui Carlos Zambiazi
Universidade Federal de Pelotas, Centro de 

Ciências Químicas, Farmacêuticas e de Alimentos
Pelotas – Rio Grande do Sul

RESUMO: As plantas são as maiores fontes 
de carotenoides, os quais são responsáveis 
por conferir as cores características que variam 
entre vermelho, laranja e amarelo. Porém, nas 
folhas os carotenoides estão sempre associados 
à clorofila, e ao contrário do que ocorre nas 
frutas, sua composição qualitativa praticamente 
não varia. Os carotenoides acumulam-se nos 
cloroplastos de todas as plantas verdes como 

uma mistura de corantes, estando complexados 
não-covalentemente com proteínas. Através 
do método espectrofotométrico é possível 
detectar e quantificar o conteúdo destes 
pigmentos, assim sendo o objetivo deste 
estudo foi determinar o comprimento de 
onda mais adequado para a determinação 
de carotenoides em extratos de folhas de 
oliveira (Olea europaea L). Para isto foram 
preparados extratos das folhas, os quais foram 
levados para a leitura em espectrofotômetro 
em dois comprimentos de onda (433 e 450 
nm) e posteriormente quantificados por curvas 
padrões. O comprimento de onda de maior 
absorção para o padrão de β-caroteno foi em 
450 nm, enquanto que nos extratos das folhas 
foi em 433 nm. O comprimento de onda mais 
adequado para a determinação de carotenoides 
para cada material vegetal, seguindo a 
metodologia de extração com éter de petróleo, 
é diferente, sendo sempre necessária a 
realização de um espectro de varredura antes 
da quantificação para que se obtenha a melhor 
resposta espectrofotométrica.
PALAVRAS-CHAVE: espectrofotometria, 
pigmentos, Olea europaea L.

ABSTRACT: Plants are the major source of 
carotenoids, which are responsible for giving 
the characteristic colors that vary between 
red, orange and yellow. However, carotenoids 
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are always associated with chlorophyll in the leaves, and unlike what occurs in fruits, 
their qualitative composition practically does not vary. Carotenoids accumulate in 
chloroplasts of all green plants as a color mixture, being non-covalently complexed 
with proteins. By means of the spectrophotometric method it is possible to detect and 
quantify the content of these pigments; therefore, the objective of this study was to 
determine the more appropriate wavelength for the determination of total carotenoids 
in olive leaf  (Olea europaea L) extracts. Extracts of the leaves were prepared and were 
taken to reading in a spectrophotometer at two wavelengths (433 and 450 nm) and 
after they were quantified by standard curves. The highest absorption wavelength for 
the β-carotene standard was at 450 nm, whereas in the leaf extracts it was at 433 nm. 
The best wavelength for determination of carotenoids for each plant material following 
the petroleum ether extraction methodology is different, always requiring a scanning 
spectrum before quantification.
KEYWORDS: spectrophotometry, pigments, Olea europaea L.

1 |  INTRODUÇÃO

As folhas de oliveiras são consideradas um material rico em compostos bioativos, 
e devido a isto, este material apresenta grande potencial biológico. Os principais 
compostos identificados nas folhas de oliveira são da classe dos fenólicos simples, 
flavonoides e secoiridoides (Talhaoui et al., 2015). Estes compostos são originários do 
metabolismo especializado da planta e possuem função protetiva para a oliveira e para 
outras plantas em que são sintetizados. Outros compostos do metabolismo secundário 
importantes para as folhas de oliveiras são os terpenoides, mais especificamente os 
carotenoides, os quais constituem a classe de pigmentos mais importantes da natureza, 
devido a suas numerosas funções, largas distribuições e ampla diversidade estrutural 
(Oliver e Palou, 2000). Na Figura 1 está representado a sequência de síntese de 
carotenoides a partir do isopreno (5C) até um tetraterpeno (40C).

Figura 1. Sequência de síntese de carotenoides (tetraterpenos).
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As cores características nos alimentos ricos em carotenoides (amarelo, laranja 
e vermelho) são oriundas das duplas ligações existente na molécula. Para que a cor 
amarela apareça são necessárias, no mínimo, sete ligações conjugadas; e com o 
aumento destas ligações, o carotenoide vai adquirindo bandas de absorção em 
maiores comprimentos de onda e consequentemente, apresentando coloração mais 
vermelha (Ribeiro e Seravalli, 2004). O sistema conjugado de dupla ligação constitui 
o cromóforo absorvente de luz que proporciona aos carotenoides uma cor atraente, 
e fornece o espectro de absorção visível que serve de base para sua identificação e 
quantificação (Rodriguez-Amaya, 2001).

A maioria dos carotenoides apresenta a maior absorção em três comprimentos 
de onda, resultando em espectros de três picos, sendo que, quanto maior o número 
de ligações duplas, maiores os valores do comprimento de onda (Britton, 1995), onde 
cada carotenoide é caracterizado por um espectro de absorção eletrônica (Gross, 
1991). Valores do comprimento de onda máximo ligeiramente diferentes são relatados 
na literatura, isso se deve a fatores como à reprodutibilidade do espectrofotômetro de 
gravação na região de 400-500 nm, bem como a influência do solvente usado para a 
extração dos carotenoides (Rodriguez-Amaya, 2001).

Assim, o comprimento de onda especifico para quantificação dos carotenoides 
em diferentes matrizes pode mudar; contudo, os trabalhos geralmente utilizam o 
comprimento determinado por Rodriguez-Amaya (2001), podendo assim serem 
encontrados valores subestimados. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi 
definir o melhor comprimento de onda para a determinação de carotenoides em 
extratos de folhas de oliveira.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção das amostras: Amostras de folhas de oliveiras (Olea europaea L.) da 
cultivar Arbequina foram adquiridas em uma propriedade privada localizada na cidade 
de Pinheiro Machado, Rio Grande do Sul (31°29’59,4’’ S e 53°30’32,7’’ O) no final do 
outono (julho) de 2016. As folhas foram congeladas em nitrogênio líquido, maceradas 
e armazenadas em ultra-frezzer (-80°C) até momento das análises.

Extração de carotenoides: Os extratos foram obtidos conforme metodologia 
de Rodriguez-Amaya (2001), com algumas modificações. Foram pesados 0,1 g de 
folhas, adicionadas 10 mL de acetona gelada, agitada em vórtex por 1 min. e mantido 
em repouso por10 min. Após o extrato foi transferido para um balão de separação 
e adicionado 15 mL de éter de petróleo e 15 mL de água destilada. A fase polar foi 
descartada e mais duas lavagens sucessivas foram feitas com 15 mL de água na fase 
apolar, a qual foi recolhida em balão de 25 mL e o volume aferido com éter de petróleo.

Determinação do comprimento de onda: Foi realizado o espectro de varredura 
dos extratos para determinação do maior ponto de absorção, bem como para o padrão 
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de β-caroteno. Em seguida foram realizadas duas curvas, uma no maior comprimento 
de onda de absorção do padrão (450 nm) e outra no maior comprimento de absorção 
de carotenoides na amostra (433 nm), ambas utilizando β-caroteno como padrão nas 
concentrações de 10 a 50 mg L-1.

Em seguida os extratos foram levados para a leitura em espectrofotômetro nos 
dois comprimentos de onda (433 e 450 nm), e posteriormente quantificados por ambas 
as curvas. Os resultados foram expressos através da média de três repetições em mg 
Eβ g-1 de amostra seca ± desvio padrão.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nas folhas, os carotenoides estão sempre associados à clorofila e ao contrário 
do que ocorre nas frutas, sua composição qualitativa praticamente não varia. Neste 
caso, a coloração característica da presença dos carotenoides está encoberta pela 
alta concentração de clorofila. Ao ocorrer degradação da clorofila, as folhas em geral 
tornam-se amarelas, revelando então a presença dos carotenoides (Uenojo et al. 
2007; Morais, 2006).

O método de Rodriguez-Amaya (2001) é de fácil realização e ausência de reações 
com reagentes caros, sendo o método mais utilizado pela comunidade acadêmica. 
De antemão, é exatamente por este motivo que é de grande importância realizar a 
varredura para determinar o melhor comprimento de onda para cada matriz alimentar, 
visto a amplitude de faixa que um mesmo carotenoide pode ser encontrado. Em seu 
trabalho, o autor determina o melhor método de absorção de β-caroteno como sendo 
450 nm, contudo a faixa de comprimento de onda que este pigmento absorve  é de 425 
a 485 nm, dependendo do tipo de solvente utilizado. 

Pesquisas realizadas por alguns autores que utilizaram do método 
espectrofotométrico para determinar o conteúdo de carotenoides levaram em 
consideração a análise prévia de varredura (Madeira, 2015; Nellis et al. 2017); no 
entanto, outros não levaram em consideração a matriz, e utilizaram a leitura apenas 
no comprimento de onda usual (Da Silva, 2014; Da Silva et al. 2015).

No presente estudo, segundo as varreduras espectrofotométricas realizadas 
para o padrão de β-caroteno (Figura 2) e os extratos de folhas de oliveira (Figura 3), 
percebe-se que o comprimento de onda máximo de absorção não é o mesmo para 
ambos.
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Figura 2. Espectro de varredura do padrão β-caroteno.

A literatura relata o comprimento de onda máximo de absorção para o padrão 
de β-caroteno em 450 nm, conforme disponibilizado por Rodriguez-Amaya (2001), 
porém ao realizar as leituras espectrofotométricas em extratos de folhas de oliveira foi 
possível observar (Figura 3) uma maior absorção no comprimento de onda de de 433 
nm. 

Figura 3. Espectro de varredura do extrato de folha de oliveira.

Rodriguez-Amaya et al. (2008) explicam que existem vários fatores que interferem 
na análise de carotenoides, como a existência de um grande número de carotenoides, 
distribuição não uniforme dos corantes entre amostras, a natureza variável das matrizes 
alimentícias, variabilidade qualitativa e quantitativa da composição dos alimentos, 
dentre outros, revelando a importância de realizar a quantificação no comprimento de 
onda adequado em cada matriz alimentar.

Frente aos resultados, foram construídas as curvas padrões, com concentrações 
entre 10 a 50 mg.L-1 de β-caroteno, utilizando os comprimentos  de onda estudados, 
as quais estão apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Curvas de β-caroteno com leituras em 433 e 450 nm. 

O conteúdo de carotenoides nas amostras de folhas de oliveiras foi quantificado 
por ambas as curvas, e os resultados encontrados estão apresentados na Tabela 1.

Comprimentos de onda Média* Desvio padrão*
433 nm 14,20 0,88
450 nm 6,56 0,46

Tabela 1. Teor de carotenoides em folhas de oliveira da cultivar Arbequina (mg Eβ g-1)
*Média e desvio padrão de 03 repetições.

Através dos dados (Tabela 1) percebe-se que a partir da leitura no comprimento 
de onda de maior absorção para a amostra, os valores dos teores de carotenoides 
aproximadamente duplicaram. De qualquer forma, os trabalhos na literatura apresentam 
resultados com uma grande faixa de variação, sendo encontrado valores muito baixos 
(0,10 e 1,09 mg g-1 de β-caroteno) (Pacetta, 2007; Machado e Rosa, 2014), até valores 
surpreendentemente altos, de 2460 mg g-1 de carotenoides expressos em β-caroteno 
(Jacques et al. 2017).

4 |  CONCLUSÃO

A partir dos resultados deste estudo conclui-se que o melhor comprimento de 
onda para determinação de carotenoides para cada material vegetal, seguindo a 
metodologia de extração com éter de petróleo, é diferente; sendo sempre necessária 
a realização de um espectro de varredura antes da quantificação.
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