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RESUMO 

 

Neste estudo, a espectroscopia Raman foi utilizada para caracterização dos carotenoides 

presentes nos diferentes estágios de maturação do tomate (Lycopersicon esculentum) e dos 

precursores fitoeno e fitoflueno, ainda não descritos na literatura. A análise das fases de maturação 

foi feita diretamente no exocarpo, sem qualquer preparação prévia da amostra. Os espectros Raman 

das amostras in situ sugeriram a presença de moléculas contendo 7, 9 e 11 insaturações ao longo 

do processo de maturação. O número de ligações duplas conjugadas foi correlacionado com os 

números de onda referentes às vibrações de estiramento C=C. As análises espectrais mostraram 

variações na composição e distribuição dos carotenoides ao longo do processo de maturação. A 

distribuição dos carotenoides na superfície (exocarpo) do tomate não é homogênea e apresenta 

alternância de pigmentos independente do estágio de maturação.  Com o objetivo de isolar e 

identificar por espectroscopia Raman os carotenos presentes no tomate extrações do exocarpo 

foram feitas através de diferentes metodologias utilizando etanol, acetona e éter de petróleo 

como solventes. A purificação do extrato etéreo foi feita em coluna aberta utilizando-se 

Hyflosupercel e óxido de magnésio (2:1) como fase estacionária. Os eluentes utilizados foram 

éter etílico em éter de petróleo e acetona em éter de petróleo. A caracterização espectroscópica 

das frações obtidas da coluna foi realizada em equipamento FT-Raman e em um 

espectrofotômetro de UV/Vis na região entre 200 a 1100 nm. Os resultados obtidos através das 

espectroscopias sugeriram a presença dos carotenos fitoeno e fitoflueno nas frações F1 e F2, 

respectivamente, o β-caroteno na fração F5 e o licopeno em mistura com o neurosporeno na 

fração F10. Para a atribuição inequívoca das bandas Raman dos carotenos incolores foram 

realizadas análises comparativas entre o espectro do cis/trans-fitoeno padrão e espectros 

obtidos através de cálculos de frequência vibracional pelo método DFT. Os resultados 

mostraram que as espectroscopias Raman associada ao UV-Vis são adequadas para caracterizar 

os principais carotenos biossintetizados durante o processo de maturação. 
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ABSTRACT 
 

In this study, we used Raman spectroscopy to characterize carotenoids composition 

during tomato (Lycopersicon esculentum) ripening and to identify the biosynthetic precursors 

phytoene and phytofluene. The analysis of maturity stages was carried out directly on the 

exocarp, without any prior preparation of the sample. The Raman spectra recorded in situ 

suggested the presence of molecules containing 7, 9 and 11 conjugated double bonds along the 

maturation process. The number of conjugated double bonds was correlated with the 

wavenumbers referring to the stretch vibrations C=C. Spectral analyzes also showed variations 

in the composition and distribution of carotenoids throughout the maturation process. The 

distribution of carotenoids on the surface (exocarp) of the tomato is not homogeneous and 

presents alternation of pigments regardless of the stage of maturation. In order to isolate and 

identify by Raman spectroscopy the carotenes produced during the maturation process we 

performed extraction of the exocarp by different methodologies using ethanol, acetone and 

petroleum ether as solvents. The petroleum ether extract was purified in an open column using 

Hyflosupercel and magnesium oxide (2:1) as a stationary phase. The eluents used were ethyl 

ether in petroleum ether and acetone in petroleum ether. The spectroscopic characterization of 

the fractions obtained from the open column was performed on an FT-Raman and on a UV / 

Vis spectrophotometer in the region between 200 to 1100 nm. The results obtained from the 

spectroscopic techniques indicated the presence of carotenes phytoene and phytofluene in 

fractions F1 and F2, respectively, β-carotene in fraction F5 and lycopene in mixture with 

neurosporene in fraction F10. The unambiguous attribution of the Raman bands obtained from 

colorless carotenes was performed by comparison of spectral data from the standard sample 

cis/trans-phytoene and spectra obtained from vibrational frequency calculations using the DFT 

method. The results showed that Raman spectroscopies associated with UV-Vis are suitable to 

characterize the main carotenes biosynthesized during the maturation process. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Carotenoides são substâncias orgânicas pertencentes à família dos tetraterpenos e são 

comumente divididos em dois grandes grupos: carotenos e xantofilas (RODRIGUEZ – 

AMAYA, 2001). Os carotenos são hidrocarbonetos lineares ou ciclizados, como licopeno, α-

caroteno e β-caroteno. Já as xantofilas são os derivados oxigenados (grupos epóxi, hidroxi, 

metoxi, aldeídicos, cetônicos e carboxólicos) de carotenos, como por exemplo, luteína e 

zeaxantina. São conhecidos por serem pigmentos naturais (amarelos, alaranjados e vermelhos) 

importantes que conferem coloração a vários organismos. Apresentam funções fisiológicas e 

ecológicas diversas, tais como transferência e captação de energia no metabolismo primário, 

precursores de fito-hormônios, proteção contra foto-oxidação, sinalização sexual e defesa química 

(CAZZONELLI, 2011). 

Os carotenoides podem ser encontrados nos mais diversos sistemas, tais como em vegetais 

(legumes, frutas, verduras, etc.) (RODRIGUEZ – AMAYA, 2001), animais, fungos e 

microrganismos (LIAAEN-JENSEN, 1985, 1991; ROMERO et al., 2012.) 

Carotenoides apresentam diversas atividades biológicas tais como, antioxidantes 

(POLYAKOV et al., 2001; MORELLI et al., 2003), anti-inflamatórios (PAIVA; RUSSEL, 1999; 

PINI et al.,2004) e anticancerígenos (PAIVA; RUSSEL, 1999; STRADI; BERTELLI; PINI, 2005). 

Devido a sua capacidade aceptora de elétrons, estudos teóricos já evidenciaram a capacidade de 

ação contra os radicais livres (MARTINEZ et al., 2008; MARTINEZ, 2009). Moléculas que 

possuem essa propriedade podem atuar como capturadores de elétrons livres e, como resultado, 

prevenir contra o estresse oxidativo (MARTINEZ et al., 2008; MARTINEZ, 2009). 

Consequentemente, entre as funções mais investigadas dessa classe de moléculas está a função de 

proteção dos seres vivos contra espécies reativas de oxigênio (LESSER, 2006; MORELLI et al., 

2003). 

Dentre os carotenoides, dois são considerados diferenciados por serem incolores, o fitoeno 

e fitoflueno (Fig. 1), e ambos são precursores desta classe de substâncias (MELÉNDEZ-

MARTÍNEZ et al., 2015). Fitoeno e fitoflueno são alcenos, com nove e dez ligações duplas, 

respectivamente. No fitoeno, três ligações duplas são conjugadas, enquanto que no fitoflueno são 

cinco.   
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Fonte: Adaptado de IUPAC (1972). 

 

A biossíntese de carotenoides é realizada por todos os organismos fotossintéticos e por 

algumas bactérias e fungos não fotossintéticos, já os animais apenas acumulam e/ou convertem 

precursores ingeridos através de alimentos que o contenham. Em plantas, a formação 

enzimática de carotenoides ocorre nos plastídios e é mediada por enzimas codificadas 

nuclearmente. A via se inicia com a condensação do difosfato de geranilgeranila (GGPP-

Geranylgeranyl pyrophosphate), o qual é precursor biossintético de vários terpenos. Após a 

condensação de duas moléculas de GGPP, o 15Z- fitoeno é formado como o principal isômero 

na maioria dos organismos carotenogênicos, através de uma reação catalisada pela enzima 

fitoeno sintase (PSY). O fitoflueno é formado pela ação da fitoeno dessaturase (PDS), que 

inserem uma dupla ligação, prolongando o sistema de duplas ligações conjugadas passando de 

três para cinco insaturações (MELÉNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2015; SHUMSKAYA, 

WURTZEL, 2013). A figura 2 mostra a rota biossintética simplificada do difosfato de 

geranilgeranila até o β- caroteno e o α- caroteno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Estruturas químicas: (a) 15Z- fitoeno e (b) 15Z- fitoflueno. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phytoene-synthase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phytoene-synthase
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Figura 2- Rota biossintética simplificada até o β- caroteno e o α- caroteno. 

 

Fonte: Adaptado de Shumskaya, Wurtzel (2013). 
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A cadeia carbônica alifática insaturada conjugada, contendo elétrons π altamente 

polarizáveis, faz com que os carotenoides sejam reativos ao interagir com espécies “ativadas” de 

oxigênio, tais como radicais superóxidos, peróxido de hidrogênio, oxigênio singleto e radicais 

hidroxilas (LESSER, 2006). A ação antioxidante dos carotenoides está relacionada, principalmente, 

com a sua capacidade de sequestrar oxigênio singleto e capturar radical peroxila. A variação na 

reatividade dos diferentes tipos de carotenoides com o oxigênio singleto está relacionada, 

prioritariamente, ao número de ligações duplas conjugadas e, em menor grau de importância, ao 

tipo de grupos substituintes nas posições terminais da molécula (MORTENSEN; SKIBSTED; 

TRUSCOTT, 2001; PAIVA; RUSSEL, 1999).  

O licopeno, com 11 ligações duplas conjugadas, constitui um dos exemplos, apresenta 

maior eficiência como antioxidante, quando comparado com o β-caroteno (9 ligações duplas 

conjugadas) e tocoferol (KONG et al., 2010). Apesar disso, há estudos que compararam a ação 

antioxidante do licopeno com o fitoeno e fitoflueno e embora ambos não sejam anti-radicais livres 

tão eficazes quanto o licopeno, eles apresentam capacidade antioxidante considerável, apesar do 

pequeno número de duplas ligações conjugadas (CAMPBELL et al., 2007; MARTÍNEZ; STINCO; 

MELENDEZ-MARTÍNEZ, 2014). Há estudos apontando que os carotenoides incolores, fitoeno e 

fitoflueno, podem estar envolvidos, separadamente ou em conjunto com outros componentes 

alimentares, em ações biológicas que poderiam fornecer benefícios a saúde. Em um desses estudo 

os autores investigaram os possíveis benefícios do fitoeno e fitoflueno no câncer de próstata, e 

observou-se que o fitoflueno reduziu o crescimento de células cancerígenas (KOTAKE-NARA et al., 2001). 

Em um outro estudo, onde ratos com um tipo de câncer de próstata foram alimentandos com 

tomate em pó (contendo fitoeno, fitoflueno e outros compostos, além do licopeno) e licopeno 

puro, mostrou-se que o consumo de tomate em pó, mas não o licopeno, inibiu a carcinogênese 

da próstata, sugerindo que o tomate possui outras substâncias e carotenos além do licopeno que 

modificam a carcinogênese de próstata (BOILEAU et al., 2004).   

Apesar da importância desses dois carotenos, fitoeno e fitoflueno, até o momento, não há 

estudos que caracterizam suas estruturas através da espectroscopia Raman. A espectroscopia 

Raman é uma das técnicas mais utilizadas para a investigação das características vibracionais das 

moléculas, e em particular de polienos conjugados como os carotenos (FERREIRA et al., 2013; 

MAIA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2010). Os espectros vibracionais 

dos polienos obtidos por meio da espectroscopia Raman apresentam perfis característicos com 

bandas em regiões específicas do espectro vibracional. Suas principais bandas encontram-se em 

torno de 1500-1550 cm-1 e em 1150-1170 cm-1 devido a vibrações de estiramento ν(C=C) e ν(C-C), 

respectivamente (MAIA; OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2017). As metilas que caracterizam 
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𝑃⃗ = 𝛼𝐸⃗  

 

A equação acima pode ser desenvolvida por série de Taylor em função da coordenada 

interna q, a qual caracteriza os deslocamentos das ligações ou dos ângulos entre ligações de 

uma molécula: 

 𝛼 = 𝛼0 + (𝑑𝛼𝑑𝑞)0 𝑞 + ⋯ 

 

Os termos de ordem mais alta, podem ser desprezados devido à pequena variação da 

coordenada q.  

Considerando a coordenada q e o vetor campo elétrico 𝐸⃗  descritos por: 

 𝑞 = 𝑞0cos (2𝜋𝜈𝜈𝑡) e 𝐸⃗ = 𝐸⃗ 0cos (2𝜋𝜈0𝑡) 

 

 

Onde 𝜈𝜈 e 𝜈0 são, respectivamente, a frequência vibracional e a da radiação incidente. 

Desse modo, o momento de dipolo induzido ficará: 

 𝑃⃗ = 𝛼0𝐸⃗ 0cos (2𝜋𝜈0𝑡) + (𝑑𝛼𝑑𝑞)0 𝑞0𝐸⃗ 0cos (2𝜋𝜈0𝑡)cos (2𝜋𝜈𝜈𝑡) 

 

Temos que cos(𝑎) cos(𝑏) =  12 [cos(𝑎 + 𝑏) + cos (𝑎 − 𝑏)], portanto: 

 𝑃⃗ = 𝛼0𝐸⃗ 0cos (2𝜋𝜈0𝑡) + 12 (𝑑𝛼𝑑𝑞)0 𝑞0𝐸⃗ 0{𝑐𝑜𝑠[2𝜋(𝜈0 + 𝜈𝜈)𝑡] + 𝑐𝑜𝑠[2𝜋(𝜈0 − 𝜈𝜈)𝑡] } 

 

 

Assumindo, classicamente, que os elétrons polarizados irão irradiar luz na frequência 

de suas oscilações, a equação 5 explica claramente que a luz será espalhada em três frequências: 

Espalhamento Rayleigh: oriundo do primeiro termo da equação 5, com frequência igual 

ao do laser e magnitude proporcional à 𝛼0, a polarizabilidade inerente da molécula; 

Espalhamento Anti-Stokes: verifica-se em 𝜈0 + 𝜈𝜈; 

Espalhamento Stokes: verifica-se em 𝜈0 − 𝜈𝜈. 

 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 
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Apesar da equação 5 ter sido obtido pelo método clássico, ela demonstra informações 

importantes: 

A Polarização e o espalhamento são linearmente dependentes com a intensidade do 

laser; 

Somente vibrações que modificam a polarizabilidade, ou seja (𝑑𝛼𝑑𝑞) ≠ 0, geram o 

espalhamento Raman; 

O deslocamento Raman pode ser positivo e negativo; a frequência do laser é a causa do 

sinal, desse modo é possível medir valores positivos ou negativos em relação à origem; (𝑑𝛼𝑑𝑞) pode variar de modo considerável para diferentes moléculas e diferentes modos, 

originando grandes variações na intensidade do espalhamento Raman. 

Os espalhamentos inelásticos (Stokes e Anti-Stokes) e o espalhamento elástico 

(Rayleight) podem ser representados esquematicamente pela figura 4. No processo 

correspondente ao espalhamento Rayleigh, as moléculas do material no estado fundamental 

recebem uma certa quantidade de energia, oriunda dos fótons incidentes, e passam para um 

estado intermediário virtual e em seguida, decaem novamente para o estado fundamental, 

emitindo (ou espalhando) fótons de mesma energia que os incidentes. Nos processos 

inelásticos, a interação entre a radiação eletromagnética e a matéria também leva o sistema de 

seu estado inicial para um estado intermediário virtual, entretanto, quando o sistema decai ele 

não retorna para o mesmo estado vibracional incidente e a energia emitida é diferente da 

incidida. No espalhamento Stokes, o sistema decai para um estado vibracional mais energético 

e espalha fótons de menor energia. Já no Anti-Stokes, o sistema já se encontra em um estado 

vibracional excitado e decai para um estado vibracional de menor energia, espalhando fótons 

de maior energia do que os incidentes. 
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Fonte: Adaptado de Castro (2010). 

 

Em resumo, podemos dizer que o efeito Raman envolve estado iniciais, finais e um 

conjunto de estado virtuais, nos quais as suas energias não possuem um valor limite, 

dificultando o cálculo da intensidade, uma vez que seria necessário considerar infinitos estados 

virtuais para a polarizabilidade eletrônica. Em 1934, G. Placzek, com o objetivo de contornar 

esse fato, publicou um trabalho no qual introduziu uma nova aproximação para o cálculo da 

polarizabilidade. Esta aproximação, conhecida como aproximação de Placzek, ou como teoria 

da polarizabilidade do efeito Raman, o autor considera apenas a polarizabilidade do estado 

fundamental. Há várias condições a serem seguidas nessa aproximação, como a energia do 

fóton de excitação deve ser muito menor que a energia correspondente à energia de transição 

eletrônica mais baixa da molécula. Ao se satisfazer tais condições, o efeito Raman é chamado 

de efeito Raman normal ou efeito Raman ordinário, denominação utilizada para diferenciá-lo 

do efeito Raman ressonante ou pré-ressonante (CLARK; HESTER, 1991). Desse modo, em 

uma transição Raman entre dois estados inicial (i) e final (f) em um sistema espalhador, a 

intensidade da luz (Ifi) pode ser expressa da seguinte maneira:  

 𝐼𝑓𝑖  ∝  𝜋2𝜀02 (𝜈0 ± 𝜈𝑓𝑖)4𝐸0[𝛼]𝑓𝑖[𝛼]𝑓𝑖∗  

 

Onde:  

E0: amplitude do campo elétrico da radiação incidente; 

ν0: número de onda da radiação incidente; 

Figura 4- Modos de espalhamento presentes no efeito Raman. 

(6) 
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νfi: número de onda da transição Raman final e inicial; 

ε0:  permissividade no vácuo; 

[α]fi: momento de polarizabilidade de transição. 

 

A expressão para [α]fi é obtida através da teoria da perturbação de segunda ordem e é 

conhecida como equação de dispersão de Kramers-Heisenberg-Dirac, podendo ser expressa do 

seguinte modo: 

 [α]𝑓𝑖 = 1ℎ𝑐  ∑ [α]𝑓𝑟 + [α]𝑟𝑖𝜈𝑟𝑖 + 𝜈0 + 𝑖√𝑟 + [α]𝑓𝑟 + [α]𝑟𝑖𝜈𝑟𝑖 − 𝜈0 + 𝑖√𝑟  𝑟  

 

Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, νri é a frequência de uma 

transição eletrônica e i√𝑟 é o fator de amortecimento, introduzido por Dirac para prevenir que 

a expressão se tornasse infinita quando νri se aproximasse ou se igualasse a ν0. A equação 7 

representa a base para a compreensão para o Raman normal (ou ordinário) e também do 

ressonante. Pode-se observar que, quando se utiliza uma radiação eletromagnética ν0 próxima 

de uma transição eletrônica νri ocorre uma intensificação do tensor polarizabilidade de transição 

e consequentemente, através da equação 6, ocorre um aumento da intensidade, originando o 

Raman ressonante. Entretanto, esse efeito de intensificação é seletivo, logo, não se apresenta 

de maneira uniforme por todo o espectro.  

Ao se tratar da caracterização de compostos químicos, a espectroscopia Raman mostra 

inúmeras vantagens em relação a outros métodos, pois além de fornecer dados abrangentes e 

detalhados do sistema em estudo, possui tempo de análise relativamente curto, sem a necessidade 

de um tratamento prévio da amostra (análise in situ), é um método não destrutivo e não invasivo, 

vantagem de particular importância para matérias biológicos, sendo capaz de ser utilizada em 

análise de componentes traços em estado sólido, gasoso ou líquido, (MAIA; OLIVEIRA; DE 

OLIVEIRA, 2017). 

Dentro deste contexto, este trabalho visa caracterização por espectroscopia Raman dos 

carotenoides presentes nos diferentes estágios de maturação do tomate, principalmente dos 

intermediários chave como fitoeno, fitoflueno, ainda não descritos na literatura.  

  

(7) 
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maturação. As análises foram feitas com tomate verde (E1), após 7 (E4), 11 (E5) e 19 dias de 

maturação (E6) (Fig. 5). Entretanto, apenas um dos tomates resistiu ao amadurecimento até o 

estágio E6 sem se deteriorar. Para as análises, uma parte da pele (exocarpo) foi retirada da polpa 

dos tomates, macerada e inserida em porta- amostra. Os espectros foram obtidos em 

equipamento FT-Raman Bruker RFS 100, com linha de laser operando em 1064 nm, potência 

de 150 mW e 1024 varreduras. 

  

Figura 5- Grupo de amostras GA-A: verde (E1), após 7 (E4) e 11 (E5) dia. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

3.3.2 Análises espectroscópicas do grupo de amostras B (GA-B) 

 

Neste grupo de amostra, (GA-B), os tomates já foram adquiridos nos seis diferentes 

estágios de maturação e analisados por espectroscopia Raman (1064 nm, 150 mW e 1024 

varreduras) em diferentes tempos de armazenamento. Os espectros no tempo 1 (GA-B1), foram 

obtidos com a amostra fresca. No tempo 2 (GA-B2) com 15 dias de armazenamento no 

refrigerador (aproximadamente 6 ºC). E no tempo 3 (GA-B3) as amostras refrigeradas foram 

congeladas e analisadas após 75 dias. As duas primeiras análises foram realizadas com as peles 

em porta- amostra e a última em lâminas de vidro (Fig. 6). 
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Fluxograma 3- Análises espectroscópicas dos extratos, frações e do padrão de 

cis/trans-fitoeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 
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bandas dos fenólicos (Fig. 8, Anexo A). Estes resultados obtidos corroboram com estudos 

anteriores feitos por marcação isotópica (14C do ácido mevalônico) os quais não identificaram 

nos estágios iniciais de maturação o fitoeno e nenhuma ou baixas concentrações de -caroteno 

(HAMAUZU; CHACIN; UEDA, 1998). Estes dados preliminares foram apresentados no 

XXXII Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Química- Minas Gerais (09-11/11/18). 

 

Figura 8- Espectros Raman das peles de tomates, (GA-A), obtidos com laser operando em 

1064 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2020). 
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Tabela 1- Tentativa de atribuição das bandas Raman (cm-1) (GA-A). 

Tentativa de 

atribuição 

N* E1 

1º dia 

E4 

7º dia 

E5 

11º dia 

E6 

19º dia 

 

(C=C) 

7 1558f 1558m 1558m 1548m 

9 1527m 1521ml 1520 il 1521 il 

11 - 1510ml 1512il 1510il 

 

(C-C) 

7 1168f 1168m 1168m 1168m 

9 
1157f 1157m 1157i 1157i 

11 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*N= número de insaturações conjugadas em polienos (Schaffer et. al., 1990).   
 Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca, l=larga.  

 

Os resultados indicaram que seria mais viável utilizar os tomates nos seus respectivos 

estágios de maturação, garantindo assim a preservação do material biológico e redução do 

tempo de análise espectroscópica. 

A análise dos espectros Raman dos seis diferentes estágios de maturação observados nas 

amostras (GA-B1) (Fig. 9, Tabela 2), mostrou diferenças na posição das bandas características 

dos carotenoides. Nos estágios E6 e E5 a intensidade máxima da banda referente ao modo 

(C=C) característico de N=9 está em torno de 1518 cm-1, enquanto nos demais estágios esta 

banda ocorre em torno de 1527 cm-1. Essa variação na posição e intensidade da banda poderia 

ser atribuída a uma mudança na composição dos carotenoides durante o amadurecimento. Como 

já mencionado, os tomates contêm vários tipos de carotenoides, como o licopeno, β-caroteno e 

-caroteno, e o aumento na proporção de licopeno nos carotenoides totais depende da 

maturidade do tomate (FRASER et al., 1994; SCHULZ; BARANSKA; BARANSKI, 2005).  

Embora o E6 corresponda ao tomate maduro onde a concentração de licopeno deveria 

ser maior, neste grupo de amostras a banda referente ao modo (C=C) de maior intensidade está 

em torno de 1560 cm-1, típica de carotenos com N=7 (SCHAFFER et al., 1990). O modo 

vibracional (C-C) em torno de 1170 cm-1 também aparece mais intenso em relação a banda em 

1158 cm-1. Estes modos vibracionais foram observados em todos os estágios sendo que nos E1 

e E2 as bandas estão menos intensas quando comparado com os estágios E3 a E6.  Baseado na 

coloração do tomate esperava-se que estágio E6 tivesse predominância da banda em torno de 

1518 cm-1 (N=11) em relação a 1560 cm-1 (N=7). Entretanto, o processo de amadurecimento é 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/beta-carotene
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enzimático, o que provavelmente não impede que outras substâncias sejam produzidas 

paralelamente, além do que talvez a fruta não tenha atingido o máximo de maturidade. Embora 

o tomate estivesse visualmente maduro as coletas dos espectros foram feitas em pontos aleatórios 

na amostra. A correlação entre intensidade das bandas e composição carotenoídica indicou a 

alternância de polienos com diferentes comprimentos de cadeias conjugadas ao longo do 

processo de maturação.  

 

Figura 9- Espectros Raman das peles de tomates (GA-B1), obtidos com laser operando em 

1064 nm. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020).  
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Tabela 2- Tentativa de atribuição das bandas Raman (cm-1) (GA-B1). 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*N= número de insaturações conjugadas em polienos (Schaffer et. al., 1990).   
 Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca, l=larga.  

 

Na análise das amostras GA-B2 (Fig. 10, Tabela 3) observou-se algumas diferenças 

espectrais, principalmente no estágio E1, que apresentou baixa intensidade das bandas Raman. 

No estágio E2 observa-se que as bandas em torno de 1560 e 1170 cm-1 são mais intensas do que 

no estágio E2 do GA-B1. Entre os grupos de amostras do GA-B1e GA-B2 foram observadas 

variações nas intensidades das bandas 1560/1170 cm-1 em relação às bandas 1523-1514/1157 

cm-1 nos estágios E3 e E4.  Os estágios E5 e E6 mostraram o mesmo perfil espectral nos dois 

grupos de amostras. Estes resultados sugerem que o processo de amadurecimento esteja 

ocorrendo mesmo armazenado no refrigerador (FRASER et al., 1994; SCHULZ; BARANSKA; 

BARANSKI, 2005).  

Tentativa de 

atribuição 

N* E1 E2 E3 E4 E5 E6 

 

(C=C) 

7 - - 1560f 1560m 1560m 1558m 

9 1527f 1527f 1525fl 1523fl 1518il 1518fl 

11 - -  - - - 

 

(C-C) 

7 - - 1169f 1170m 1168m 1170m 

9 
1157f 1157f 1158f 1159f 1157i 1159f 

11 
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Figura 10- Espectros Raman das peles de tomates (GA-B2), obtidos com laser operando em 

1064 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

Tabela 3- Tentativa de atribuição das bandas Raman (cm-1) (GA-B2). 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*N= número de insaturações conjugadas em polienos (Schaffer et. al., 1990).   
 Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca, l=larga.  
 

Tentativa de 

atribuição 

N* E1 E2 E3 E4 E5 E6 

 

(C=C) 

7 - 1560f 1560m 1560m 1560m 1556m 

9 1527f 1521f 1520fl 1522ml 1521il - 

11 - - - - - 1514fl 

 

(C-C) 

7 - 1169f 1170m 1169m 1169m 1170m 

9 
1159f 1157f 1159f 1159m 1157i 1159f 

11 
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Os espectros das amostras GA-B3 (Fig. 11, Tabela 4) foram obtidos com as peles após 

congelamento depositadas na superfície da lâmina de vidro. As intensidades das bandas 

registradas foram menores do que as dos espectros feitos com as amostras inseridas no porta-

amostra. O perfil espectral foi um pouco diferente das amostras GA-B1 e GA-B2, observou-se 

uma inversão da relação entre as intensidades das bandas em torno de 1558 e 1520 cm-1 (C=C) 

para os estágios E4, E5 e E6. Estes resultados indicaram que o processo de congelamento pode 

alterar a composição dos metabólitos na superfície do tomate.  Dados da literatura revelaram 

que carotenoides em frutas e outros vegetais sofrem isomerização durante o processamento e / 

ou estocagem e, como consequência, pode ocorrer diminuição na intensidade da cor e redução 

da bioatividade (RODRIGUEZ- AMAYA, 2001).  

 

Figura 11- Espectros Raman das peles de tomates (GA-B3), obtidos com laser operando em 

1064 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 * banda referente ao vidro. 
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Tabela 4- Tentativa de atribuição das bandas Raman (cm-1) (GA-B3). 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*N= número de insaturações conjugadas em polienos (Schaffer et. al., 1990).   
 Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca, l=larga.  

 

Com a finalidade de se avaliar a reprodutibilidade dos dados, foi analisado um grupo de 

amostras denominado de GA-C (Fig.12, Tabela 5). Os espectros obtidos com tomates nos seis 

estágios de maturação apresentaram um perfil espectral semelhante às análises anteriores. No 

estágio E1 bandas referentes aos carotenoides contendo 7 insaturações conjugadas (em torno de 

1560 e 1170 cm-1) não foram atribuídas, mas os demais estágios apresentaram bandas que 

podem indicar a presença dos carotenoides contendo 7, 9 e 11 ligações conjugadas 

(SCHAFFER et al., 1990).  

Carotenos cíclicos com N=9 (p.ex. -caroteno) são biossintetizados em etapa posterior 

ao licopeno (N=11), entretanto, estão presentes desde o estágio E1 juntamente com caroteno 

N=7 (p.ex. -caroteno) o qual pode ser melhor observado a partir do estágio E2. Estudos sobre 

regulação de expressão gênica durante carotenogênese do tomate revelaram que β-caroteno 

acumula nos tecidos antes de se iniciar o processo de amadurecimento (TAN et. al., 2017).  

A análise das intensidades Raman neste grupo de amostras mostrou um deslocamento 

da banda referente ao modo (C=C) para menores números de onda à medida que o tomate 

amadurece (1521 para 1516 cm-1), indicando o acúmulo do licopeno nos estágios E5 e E6.  

 

Tentativa de 

atribuição 

N* E1 E2 E3 E4 E5 E6 

 

(C=C) 

7 1556f - 1560f 1558f 1558f 1556m 

9 1525f 1523m 1521f - - 1519m 

11 - - - - - - 

(C-C) 7 - - 1169f 1169f 1170f 1169f 

9 
1158f 1155f 1157f 1169f 1159f 1157f 

11 
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Figura 12- Espectros Raman das peles de tomates (GA-C), obtidos com laser operando em 

1064 nm. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

Tabela 5- Tentativa de atribuição das bandas Raman (cm-1) (GA-C). 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*N= número de insaturações conjugadas em polienos (Schaffer et. al., 1990).   
 Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca, l=larga.  

Tentativa de 

atribuição 

N* E1 E2 E3 E4 E5 E6 

 

(C=C) 

7 - 1558f 1560f 1560f 1560m 1560m 

9 1525il 1523fl 1523fl 1521il 1518il - 

11 - -  - - 1516ml 

 

(C-C) 

7 - 1169f 1168f 1170m 1169m 1169m 

9 
1159i 1157f 1159f 1159i 1159i 1157m 

11 
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Este mesmo grupo de amostras, GA-C, foi também investigado na região com linha de 

excitação em 785 nm (Fig. 13). Os espectros Raman apresentaram perfil espectral similar ao 

observado com a linha de excitação em 1064 nm. A análise feita em seis pontos distribuídos em 

sequência linear mostrou a ocorrência dos carotenoides presentes em uma área pré-selecionada 

da pele dos tomates nos seis estágios. Com exceção do estágio E1, os demais estágios mostraram 

diferenças na composição destes pigmentos. No estágio E1 observou-se predominantemente 

bandas referentes a carotenoides com 9 ligações conjugadas. Nos demais estágios observaram-

se as bandas referentes aos carotenoides com 7, 9 e 11 ligações conjugadas. A Figura 13 mostra 

variações na intensidade das bandas referentes aos modos vibracionais (C=C/C-C) nos 

diferentes pontos coletados. Estes resultados mostraram que a distribuição dos carotenoides na 

superfície (pele) não é homogênea e apresenta alternância de pigmentos independente do 

estágio de maturação.   
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Figura 13- Espectros Raman das peles de tomates (GA-C), obtidos com laser operando em 

785 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 
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Apesar do extrato EtOH-2 apresentar maior variedade de carotenos, as bandas 

correspondentes as substâncias fenólicas estão bastante intensas. Com base nestes resultados, 

selecionamos outra metodologia de extração que priorizasse a obtenção de carotenoides, 

minimizando assim a presença de flavonoides e ácidos graxos nos extratos (Fig. 15).  Desse 

modo, apenas os tomates nos estágios E3, E4 e E5 foram utilizados na extração com acetona 

seguida de partição com éter de petróleo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). 

 

Figura 15- Espectros Raman dos extratos etanólico (EtOH- 2), acetônico (Ac) e após partição 

com éter de petróleo (EP), obtidos com laser operando em 1064 nm. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

Na figura 15, observa-se diferenças espectrais entre os diferentes extratos preparados 

por metodologias diferentes. No extrato etanólico EtOH- 2, como já mencionado, observam-se 

bandas em torno de 1525/1159 cm-1 e 1558/ 1170 cm-1, além de bandas atribuídas a compostos 

fenólicos em torno de 1626, 1606 e 1587 cm-1. Já no extrato acetônico, as bandas atribuídas aos 

compostos fenólicos diminuíram de intensidade e após a partição com éter de petróleo, as 

bandas em torno de 1606 e 1587 cm-1 não foram observadas, apenas as bandas em torno de 
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Tabela 6- Comprimentos de onda (nm) de absorção de carotenos em éter de petróleo. 

   λ 

Fitoeno 276* 286 297* 

Fitoflueno 331 348 367 

ζ-caroteno 378 400 425 

β-caroteno 425* 450 477 

γ-caroteno 437 462 494 

Neurosporeno 414 439 467 

Licopeno 444 470 502 

Fonte: Adaptado de Rodruiguez-Amaya (2001). 

* indica que a banda é um ombro. 

  

Na figura 16 observa-se os espectros eletrônicos das frações obtidas, com exceção das 

frações F3 e F9. O espectro UV-Vis da fração F1 (Fig. 16), que é uma fração incolor, revelou 

a presença de bandas em 275, 285 e 297 nm, perfil semelhante ao do fitoeno já descrito (Tabela 

6). A fração F2 (Fig. 16), também incolor, apresentou bandas de absorção em 330, 347 e 367 

nm, que coincidem com as do fitoflueno (Tabela 6). As frações F4, F7 e F8 (Fig. 16) 

apresentaram bandas de absorção em vários comprimentos de onda, o que indica uma baixa 

eficiência na separação dos carotenos pela cromatografia em coluna realizada. Já o espectro 

eletrônico da fração F5 (Fig. 16), possui um perfil similar ao espectro de absorção do β-

caroteno, com bandas de absorção em 425 (ombro), 449 e 474 nm (Tabela 6). O espectro 

eletrônico da fração F6 (Fig. 16) possui bandas de absorção em 375, 400, 425 (λmáx) e duas 

bandas de baixa intensidade em 448 e 472 nm, as quais podem indicar uma mistura de ζ-

caroteno e β-caroteno (Tabela 6). A fração F10 apresenta-se como mistura complexa (Fig. 16), 

as bandas em 414, 440, 470 (λmáx) poderiam ser atribuídas ao neurosporeno, e a presença da 

banda em 502 nm pode sugerir a co-ocorrência com licopeno (444, 470 e 500 nm) (Tabela 6). 
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Figura 16- Espectros eletrônicos das frações obtidas através do extrato etéreo (E3, E4 e E5) 

cromatografado em coluna aberta. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

A etapa seguinte foi avaliar cada fração recolhida por espectroscopia Raman. A tabela 

7 mostra a atribuição das principais bandas Raman tais como 1(C=C), 2(C-C), (C-CH3) e o 

comprimento de onda de máxima absorção (λmáx) de cada fração.  

O espectro Raman da fração F1 apresentou bandas em 1668 e 1630 cm-1, características 

do modo (C=C) em sistemas contendo até três insaturações conjugadas (KARAMPELAS et 

al., 2007; SCHAFFER et al., 1990), além das bandas em 1440 cm-1 atribuídas aos modos 

(CH3/CH2) e  1257, 1131 cm-1 (CH)  comumente encontrados em terpenos (JENTZSCH; 

CIOBOTA, 2014; SCHULZ; BARANSKA, 2007) (Fig. 17). Estes dados juntamente com os 

resultados obtidos no UV-Vis (Tabelas 6 e 7) sugerem a ocorrência do fitoeno. Já a fração F2 

mostrou bandas referentes às ligações duplas conjugadas em 1670, 1637, 1577 cm-1 (C=C) e 

espectro eletrônico compatível com fitoflueno (Tabelas 6 e 7). As frações F4, F5, F7 e F8, 

possuem bandas de (C=C) em torno de 1525 cm-1 (Fig. 17) que podem ser atribuídas a 
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carotenos com nove ligações duplas conjugadas. Comparação entre o espectro Raman da fração 

F5 (bandas em 1521, 1157 e 1010 cm-1) e o espectro eletrônico (bandas em 425, 449 e 474 nm) 

confirmam o β-caroteno no extrato. Na fração F6, além da banda em torno de 1525 cm-1, 

também se observa uma banda de (C=C) em torno de 1545 cm-1 (Fig. 17), corroborando os 

dados do UV-vis que indica a presença do -caroteno (425 (λmáx) em mistura com o -caroteno. 

A Fração F10 também possui uma mistura de componentes revelados pelo UV-Vis e bandas 

Raman bandas em torno de 1512 cm-1 e um ombro em torno de 1535 cm-1 (C=C). Estas bandas 

foram atribuídas ao licopeno e neurosporeno (KOYAMA et. al. 1988), contendo 11 e 9 ligações 

duplas conjugadas, respectivamente (Tabelas 6 e 7, Fig. 17). 

 

Figura 17- Espectros Raman das frações obtidas através do extrato etéreo (E3, E4 e E5) 

cromatografado em coluna aberta, com laser operando em 1064 nm. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*banda em 1460 cm-1 referente ao solvente. 
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estiramento C-C no espectro teórico está em 1240 cm-1, já no espectro do padrão em 1203 cm-1, 

entretanto no espectro da fração F1 está ausente. A estrutura otimizada do fitoeno obtida após 

os cálculos encontra-se na figura 19. A tabela 8 mostra a tentativa de atribuição das bandas 

Raman do espectro teórico, do padrão cis/trans-fitoeno e da fração F1. 

 

Figura 58- Espectros Raman do padrão de cis/trans- fitoeno, teórico e da fração F1, na região 

de 1800 a 800 cm-1. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*banda em 1460 cm-1 referente ao solvente. 
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Figura 19- Estrutura química otimizada do fitoeno. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

Tabela 8- Tentativa de atribuição das bandas Raman do espectro teórico, do padrão de 

cis/trans- fitoeno e da fração F1 (cm-1). 

Teórico Padrão F1 Tentativa de atribuição 

2930 2914f - νCH3; νCH2 

2893 2861f 2883i νCH3; νCH2 

2876 - 2848 i νCH2 

1673 1668f 1668 f νsC=C 

1648 1631i 1633i νsC=C 

1580 1575i 1573f νasC=C 

1424 1448f 1440 i δCH3 

1313 - 1295 i δC-H; δCH3 

1256 1255f 1257f δC-H 

1240 1203f - δC15-H; νsC15-C14 

1127 1132f 1132f CH2; νsC-C 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

Abrev.- i= intensa, f=fraca.  
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4.4.2 Fitoflueno 

 

O espectro Raman teórico do fitoflueno juntamente com o espectro Raman da fração F2 

podem ser observados na figura 20. O espectro teórico do fitoflueno apresenta bandas de 

estiramento C=C em 1668, 1622, 1555 cm-1, já na fração F2, essas bandas são observadas em 

torno de 1670, 1637 e 1577 cm-1, com a mesma relação das intensidades. A banda referente ao 

estiramento C-C no espectro teórico está em 1190 cm-1, enquanto que no espectro da fração F2 

está em 1182 cm-1. A tentativa de atribuição das bandas Raman registradas no espectro teórico 

do fitoflueno e fração F2 encontra-se na tabela 9 e a estrutura otimizada do fitoflueno na Figura 

21.  

 

Figura 20- Espectros Raman teórico do fitoflueno e da fração F2, na região de 1800 a 800 cm-

1.
 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

*banda em 1460 cm-1 referente ao solvente. 
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Figura 21- Estrutura química otimizado do fitoflueno. 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

 

Tabela 9- Tentativa de atribuição das bandas Raman do espectro teórico do fitoflueno e da 

fração F2 (cm-1). 

Teórico F2 Tentativa de atribuição 

2888 2883i νCH3; νCH2 

2841 2852i νCH3; νCH2 

1668 1670f νsC=C 

1622 1637f νsC=C 

1555 1577i νsC=C 

1428 1442m δCH3; δCH2 

1292 1298f δCH; δCH2 

1243 1209f δC15H 

1190 1182f δCH2; νsC14-C15 

1173 1164f CH; νsC-C 

1140 1134f CH2; νsC-C 

1051 1064f CH2 

Fonte: Elaborado pela autora (2020). 

Abrev.- i= intensa, m= media, f=fraca.  

 

Os dados obtidos a partir da espectroscopia Raman e cálculo de estrutura de eletrônica 

pelo método DFT permitiu a caracterização dos carotenos fitoeno e fitoflueno ainda não 
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descritos na literatura. Os resultados mostraram que as espectroscopias Raman associada ao 

UV-Vis foram adequadas para identificação dos principais carotenos biossintetizados durante 

o processo maturação.  
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5 CONCLUSÃO 

 

Este estudo mostrou que a espectroscopia Raman pode ser aplicada com sucesso na 

identificação de carotenoides diretamente na pele do tomate, ou seja, sem qualquer preparação 

preliminar da amostra. Os espectros Raman obtidos das amostras em diferentes estágios de 

maturação, mostraram bandas majoritárias atribuídas a compostos fenólicos e carotenoides 

contendo de 7, 9 e 11 insaturações conjugadas. Carotenos com menor número de insaturações 

previstos na rota biossintética, não foram identificados através das análises in situ devido a uma 

possível sobreposição dos sinais atribuídos aos fenólicos.  As análises espectrais também 

mostraram variações na composição e distribuição dos carotenoides ao longo do processo de 

maturação. A intensidade das bandas Raman atribuídas aos diferentes carotenos varia entre os 

estágios de maturação. Os intermediários contendo N=7 parecem ser acumulados a partir do 

estágio E2 e se mantém até o amadurecimento total do tomate (E6) caracterizado pela presença 

de caroteno com N=11 (ex. licopeno). Carotenos cíclicos com N=9 (p.ex. -caroteno) foram 

observados desde os estágios iniciais, embora sejam biossintetizados em etapa posterior aos 

carotenos com N=11. A distribuição de cada caroteno em diferentes locais da pele não foi 

homogênea nas amostras analisadas, mostrando alternância de pigmentos independente do 

estágio de maturação.   

Os carotenos identificados pela espectroscopia Raman in situ (sem tratamento) foram 

caracterizados a partir da análise cromatográfica em coluna aberta das frações eluídas com 

diferentes gradientes de solventes. A caracterização dos carotenos fitoeno, fitoflueno, -

caroteno, ζ-caroteno, neurosporeno e licopeno foi feita através das espectroscopias Raman e 

UV-Vis. A confirmação das bandas Raman atribuídas ao fitoeno e fitoflueno foram feitas por 

comparação com espectros teóricos obtidos pelo método DFT, além de comparação com 

espectro do cis/trans-fitoeno padrão. 

O conjunto dos dados tem como finalidade ampliar e divulgar o estudo sobre carotenos 

presentes nos diferentes estágios de maturação dos tomates através da espectroscopia Raman, 

além da caracterização dos espectros Raman de importantes precursores dos carotenoides, o 

fitoeno e fitoflueno. Este trabalho mostra a utilização da técnica como ferramenta de 

caracterização de precursores biossintéticos a partir das bandas Raman marcadoras que 

ocorrem em regiões específicas do espectro vibracional, em especial, a de estiramento ν(C=C), 

uma vez que é a mais sensível a variação do número de ligações duplas conjugadas presentes 

nos carotenoides. 
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ANEXO A – Relação do número de ligações conjugadas com o ν(C=C) 
 

A tabela a seguir apresenta a relação entre a banda referente ao estiramento ν(C=C) com 

o número de ligações conjugadas em uma cadeia poliênica. 

 

Tabela 10- Correlação entre do número de ligações duplas conjugadas de polienos com a 

posição da banda ν(C=C) (cm-1). 

Número de 
conjugações 

BARNARD; DE 
WAAL, 2006. 

SCHAFFER, 1990. 
SCHUGERL; 

KUZMANY, 1981. 

3 1638,4 1638,5 1639,0 

4 1610,4 1613,8 1609,0 

5 1588,8 1587,3 1579,0 

6 1571,1 1570,6 1561,9 

7 1556,1 1555,6 1549,0 

8 1543,2 1542,2 1539,0 

9 1531,7 1530,9 1531,0 

10 1521,5 1520,9 1524,5 

11 1512,2 1514,0 1519,0 

12 1503,8 1505,9 1514,4 

13 - - 1510,4 

14 - - 1507,0 

15 - - 1504,0 

16 - - 1501,4 

Fonte: Adaptado de Karampelas et al (2007). 

 

 

 

 

 

 


