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DETERMINACAO DO ESPECTRO DE ABSORCAO
DOS PIGMENTOS DOS CLOROPLASTOS

INTRODUCAO

A luz visivel corresponde a faixa da energia eletromagnética perceptivel ao olho humano,
que, por definicdo, se constitui de movimentos ondulatérios na forma de pacotes de energia
(fotons). A luz visivel inclui toda a radiagdo eletromagnética compreendida entre as faixas do
ultravioleta e do infravermelho. Para que a energia luminosa seja utilizada pelos organismos
vivos € preciso que ela seja absorvida e, nas plantas, a absor¢do dessa energia ¢ realizada pelas
clorofilas e carotenoides presentes nas antenas dos fotossistemas.

As folhas absorvem mais fortemente as radiagdes nas faixas do azul-violeta e do
amarelo-vermelho, mas transmitem ou refletem quase toda a radiacdo na faixa do verde. Cada
foton da radiacdo absorvida irda excitar uma molécula de clorofila ou carotenoide nas “antenas”
dos fotossistemas. Parte da energia de cada foton, independentemente da sua energia (cor, faixa do
espectro ou comprimento de onda) ¢ dissipada na forma de calor. Outra fracdo dessa energia ¢
dissipada por fluorescéncia, radiacdo luminosa emitida pelas clorofilas na regido do vermelho e em
comprimento de onda mais longo do que o recebido pelo pigmento. A fluorescéncia tem sido
utilizada na avaliacdo da ocorréncia de estresses em plantas como estimativa da eficiéncia
fotoquimica, parametro fisiolégico que determina a eficacia com que os fotons absorvidos pelas
antenas dos fotossistemas sdo convertidos em poder redutor (NADPH+H+). Normalmente, a
eficiéncia fotoquimica € reduzida quando as plantas sdo submetidas a condi¢des de estresse.

Cada pigmento que participa da fotossintese apresenta uma coloragdo que esta
diretamente relacionada a sua estrutura quimica e, como consequéncia, cada pigmento apresenta
regides especificas de absorcdo no espectro de radiacdo, que, geralmente, correspondem as suas
cores complementares. Os pigmentos carotenoides apresentam picos de absorcdo nas faixas
correspondentes as cores azul-violeta, absorvendo mais intensamente radiagdes nas faixas de
maior energia do espectro (menor comprimento de onda). Todavia, as clorofilas, além de
absorverem nas faixas correspondentes a sua cor complementar (laranja e vermelho), também
absorvem na regido do azul-violeta.

A determinacdo das faixas de absor¢cdo de cada pigmento pode ser obtida com a utilizagdo
de espectrofotometros, equipamentos que utilizam o principio da decomposi¢ao da luz branca pela
passagem dessa radiagdo através de um prisma. Cada faixa de radiacdo monocromadtica ¢ obtida
pela selecio de determinado comprimento de onda por um filtro (monocromador). Esses
equipamentos permitem obter o “espectro de absor¢cdo”, que consiste na absor¢do relativa
(absorvancia) do pigmento em cada comprimento de onda (). Quando se estudam os efeitos da luz
de diferentes comprimentos de onda, usando quantidades ndo saturantes em um processo
fisiologico, como a fotossintese, por exemplo, obtém-se o “espectro de acao”. O espectro de agao,
comparado com o espectro de absor¢do, ajuda a elucidar a possivel participagdo de um pigmento
em um determinado processo fisiologico.

¢

b A espectrofotometria também permite determinar, de modo quantitativo, a concentragao de
substancias que, em solucdo, absorvem radiacdo luminosa. A Lei de Lambert-Beer expressa uma ¢

\' relacdo matematica que forma a base da andlise espectrofotométrica e mostra que a b

absorvancia de uma solu¢do ¢ diretamente proporcional & concentracdo somente até certo limite,
apresentando um ajustamento logaritmico.
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A equacao A = - log (I/lo) corresponde a representacdo matematica da Lei de Lambert-
Beer, em que: A = absorvancia medida com a utilizacdo de um espectrofotometro,
Io = intensidade da radiacao incidente na cubeta de amostra em determinado comprimento de
onda, I = intensidade de radiag¢ao transmitida pela amostra.

Quando o valor do coeficiente de extingdo molar ¢ conhecido e utilizando-se dos
conceitos da Lei de Lambert-Beer relacionados a espectrofotometria, a concentragao (¢) de uma
amostra pode ser determinada empregando-se a equacdo A = a.b.c, em que: A = absorvancia
lida no espectrofotdometro, a = coeficiente de absortividade molar (constante que varia de
substancia para substancia e com o solvente utilizado), b = caminho o6ptico da luz através da
amostra (distancia que a luz percorreu nela, geralmente, 1 cm), e ¢ = concentragdo da substancia
na amostra.

OBJETIVOS

coloridas. Verificar a ocorréncia de fluorescéncia das clorofilas em extratos cetdnicos.

MATERIAIS

e Colorimetro ou espectrofotémetro

e Extrato cetbnico de pigmentos de
cloroplastos

e Extrato cetbnico de carotendides
purificados

e Extratos etéreos de Iresine e/ou de
Codiaeum

e Extrato aquosos antocianinas ou
solucdes de azul de metileno, vermelho neutro,
bicromato de potassio e/ou de outro corante e Anilina verde (obtida em lojas de
qualquer artigos para festas)

| Determinar o espectro de absorcdo dos pigmentos cloroplastidicos e de solucdes
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i e Tubos de ensaio ou cuba de vidro
Acetona pura bipartida
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e Folhas de plantas de Allamanda
cathartica L. (Apocinaceae) mantidas
a sombra e na luz

PROCEDIMENTOS

Colete folhas de gramineas ou de outra espécie sugerida (fumo, espinafre, etc.). Picote 50
mg de folhas e macere em 25 mL de acetona pura adicionada de uma pitada de carbonato de
célcio (CaCOs). Filtre o homogenato em papel-filtro, lavando o mesmo até a retirada de todo o
pigmento aderido. Mantenha o extrato protegido da luz. Utilizando o extrato cetdnico de
pigmentos foliares, determine a absorvancia nos comprimentos de onda disponiveis no
colorimetro (filtros) ou no espectrofotdmetro de 5 em 5 nandmetros (10° m). O
espectrofotdmetro ¢ um equipamento que decompde a luz branca nas diferentes cores: violeta,
azul, verde, amarelo, laranja e vermelho, que correspondem a diferentes faixas de comprimentos
de onda. Caso o extrato obtido fique muito concentrado, dilua-o com acetona. Use acetona pura
para ajustar o zero de absorvancia (ou 100% de transmitancia) no equipamento. Construa um
grafico e coloque na abscissa os comprimentos de onda e, na ordenada, as respectivas
absorvancias. Da mesma forma, determine o espectro de absor¢cdo de uma preparagao de
carotenoides ou de uma solucdo aquosa de dicromato de potassio, comparando com o espectro
anterior. Determine os espectros de absor¢do dos demais pigmentos ou extratos disponiveis e
compare os resultados.

Utilizando-se formulas especificas, encontradas na literatura, também ¢é possivel
determinar, com o auxilio de espectrofotdmetro, as concentragdes de pigmentos fotossintéticos
provenientes de folhas e de outros 6rgaos vegetais.

Para se observar o fenomeno de fluorescéncia, transfira para uma cuba de vidro bipartida
ou para um tubo de ensaio o restante do extrato de pigmentos totais obtido. No outro lado da
cuba ou em outro tubo de ensaio, coloque uma solugdo aquosa de anilina verde. Exponha o
conjunto a uma fonte de luz forte e observe a variagao de cor nas duas solugdes.
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