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A clorofila é um pigmento que reflete a cor verde
nas plantas e está diretamente associado com o
potencial da atividade fotossintética, assim
como o estado nutricional das plantas
geralmente está diretamente associado com a
qualidade e quantidade de clorofila. A
determinação da clorofila é tradicionalmente
realizada pela extração dos solutos foliares e
posterior determinação espectrofotométrica,
utilizando comprimentos de onda na região do
vermelho do espectro de luz visível (Rajcan et
al., 1999).

O medidor de clorofila Minolta SPAD-502 é
utilizado na quantificação da clorofila,
caracterizando-se pela rapidez, simplicidade e
principalmente por possibilitar uma avaliação
não destrutiva do tecido foliar.

A intensidade da cor verde da folha é detectada
pelo aparelho através da quantidade de luz de
comprimentos de onda da região do vermelho e
do infravermelho que são transmitidas pela
folha. A quantidade de luz vermelha absorvida
indica a quantidade de clorofila, enquanto que a

quantidade de luz absorvida próximo ao
infravermelho serve como uma referência
interna na compensação da espessura da folha
e conteúdo de água. A concentração de N, de
clorofila e as leituras fornecidas pelo SPAD-502
estão fortemente correlacionadas (Wood et al.,
1992; Waskon et al., 1996; Schröder et al.,
2000). A deficiência de N é imediatamente
refletida em baixas concentrações de clorofilas
as  quais  são  registradas  nas  leituras  do
SPAD-502.

Na literatura existem algumas divergências
quanto ao melhor modelo de ajuste que
correlacione as leituras do SPAD-502 com os
conteúdos de clorofila da folha de espécies
vegetais diferentes, e mesmo de uma mesma
espécie (Markwell et al., 1995; Argenta et al.,
2001). Dessa forma, recomenda-se que cada
aparelho seja calibrado independentemente,
com as extrações de clorofila da cultura de
interesse.

Para o caso da cultura do milho, foi feito um
estudo com plantas cultivadas no campo
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experimental da Embrapa Soja, nas safras de
2000/01 e 2001/02 no sistema de plantio direto.
Os híbridos de milho utilizados foram Cargill
3023 e Pionner 3041 para cada safra,
respectivamente. Na determinação da
correlação entre o conteúdo de clorofila e os
valores  registrados  pelo  medidor  Minolta
SPAD-502, nos dois genótipos de milho em
estudo no campo, foram coletadas diversas
folhas de plantas cujas tonalidades variavam de
verde-amarelado a verde-escuro intenso. Com o
auxílio de um vazador circular de área
equivalente a 346 mm2 foram retirados círculos
de tecido vegetal das folhas. Imediatamente,
foram realizadas as leituras em cada círculo
com o SPAD-502. O valor da leitura de cada
círculo foi composto pela média aritmética de
seis repetições. Em seguida, todos os círculos
foram analisados para o conteúdo de clorofila.

Para a análise da clorofila, fez-se uma avaliação
dos solventes utilizados no processo de
extração. Compararam-se os resultados dos
extratores acetona 80% e N,N-dimetilformamida
(DMF). Para isso, os discos da folha de milho
foram acondicionados em frascos protegidos da
luz e imersos individualmente em 25 ml de cada
extrator. As amostras extraídas em acetona
foram mantidas sob refrigeração (8ºC),
enquanto que as amostras extraídas em DMF
foram mantidas em temperatura ambiente. Os
extratos foram analisados em espectrofotômetro
nos comprimentos de onda de 647 e 663 nm,
aos 72 e 104 horas após a extração. Na
avaliação do tempo necessário de extração da
clorofila, para cada extrator não foram
observadas diferenças significativas no
conteúdo de clorofila extraído após o período de
72 e 104 horas, deste modo, considerou-se
suficiente o tempo de extração de 72 horas. Os
discos do limbo foliar tratados com DMF, após
72 horas, se apresentavam totalmente
despigmentados, enquanto os discos tratados
com acetona, apresentavam alguns pontos com
pigmentação verde, indicando uma menor
eficiência de extração da acetona 80% em
relação ao DMF.

As relações entre as leituras do SPAD 502 e a
concentração de clorofila total (a + b),
mostraram que a extração com DMF apresentou
menor variabilidade e maior sensibilidade (R2 =
0,88***), que a acetona 80% (R2 = 0,66***)
(Figura 1).

Com o uso do extrator DMF, os valores de
clorofila total foram ajustados aos modelos
lineares de primeira e de segunda ordem,
Figuras 1B e 1D.

Figura 1. Relação entre os registros do SPAD-502 e clorofila total
(mg dm-2) nas folhas de milho extraídos  com  Acetona  80 % A e

C e com N,N-Dimetilformamida (DMF) B e D, ajustados ao
modelo polinomial de primeira ordem (A e B) e ao modelo

polinomial de segunda ordem (C e D). As linhas pontilhadas
representam o intervalo de confiança a 5% de probabilidade. ns –

não significativo e *** significativo a 0,1%.

Durante o período reprodutivo (fase que se
caracteriza pela redistribuição de nutrientes e
enchimento de grãos) para avaliar o conteúdo
de clorofila foliar médio nas plantas de milho,
crescidas após tremoço (Lupinus albus) e após
aveia preta (Avena strigosa), em sistema de
plantio direto, utilizou-se o SPAD. As plantas de
milho que cresceram após a leguminosa
apresentaram maior teor de N nas folhas
(Tabela 1), e apresentaram uma produtividade
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de 8,5 Mg ha-1, contra uma produtividade de 5,2
Mg ha-1, após aveia.

Plantas de milho sob plantio direto sobre resíduos de aveia e
sobre resíduos de tremoço.

As leituras das folhas de milho com o medidor
de clorofila SPAD mostraram o mesmo
comportamento observado em relação ao teor
de N nas folhas, consequentemente, o teor de
clorofila determinado pela equação “Clorofila
(mg dm-2) = -3,9329 + 0,1887 SPAD (leitura)”,
obtida a partir do extrator DMF, também
reproduziu as diferenças entre as plantas de
milho, sobre os resíduos dos adubos verdes
(Tabela 1).

Tabela 1. Avaliação das leituras do SPAD, N
foliar, e quantidade de clorofila do milho(1).

Cultura antecessora N (%) Leitura SPAD
(unidades)

Clorofila DMF(2)

(mg dm-2)

Tremoço 2,54±0,08a 56,03±1,72a 4,95±0,18a

Aveia 2,08±0,04a 48,00±1,03b 4,08±0,11b

(1) Valor médio ± erro padrão da média. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste t de Student.

(2) Clorofila extraída com N,N-Dimetilformamida.

Conclusões

1. medidor de clorofila Minolta SPAD-502
possibilita uma rápida e eficaz estimativa do
conteúdo de clorofila foliar, o que permite a
avaliação do “status” de N nas plantas.

2. A solução de DMF foi mais eficiente na
extração da clorofila do tecido foliar do milho
do que a acetona 80%.

3. A correlação entre as leituras do SPAD-502
e os conteúdos de clorofila nas folhas de
milho foi melhor ajustada pelo modelo linear,
podendo ser utilizada a equação: Clorofila
(mg dm-2) = -3,9329 + 0,1887 SPAD (leitura).

Após Aveia Após Tremoço
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