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1 INTRODUÇÃO 

 
As clorofilas são os pigmentos naturais mais abundantes nas plantas, 

comuns em todas as células fotossintéticas (STREIT et al., 2005). Os pigmentos 
envolvidos na fotossíntese são as clorofilas a e b, os carotenóides e as ficobilinas. A 
clorofila a é o pigmento utilizado na fase fotoquímica, enquanto os demais 
constituem os chamados pigmentos acessórios (KLUGE, 2005). 

A determinação da concentração de clorofila é utilizada para predizer o 
nível nutricional de nitrogênio (N) em plantas, devido ao fato de a quantidade desse 
pigmento correlacionar-se positivamente com teor de N na planta (BOOIJ et al., 
2000), o que auxilia na identificação da capacidade competitiva das plantas (FLECK 
et al., 2003). Além disso, é importante na avaliação da resposta das plantas ao 
estresse ocasionado pela aplicação de herbicidas (FERREIRA et al., 2010). 

Existem inúmeros métodos para quantificação de clorofila a, b e total. A 
extração do conteúdo de pigmentos foliares pode ser de caráter destrutivo ou não, 
baseando-se na absorbância e reflectância destes (LICHTENTHALER, 1987). Além 
disso, os métodos podem estar sujeitos a influência de fontes de variação 
associadas à extração dos pigmentos clorofilianos, como a natureza, polaridade e 
grau de pureza do solvente (RITCHIE, 2008), a temperatura e o tempo de incubação 
(TAIT & HIK, 2003), e as equações utilizadas para calcular as concentrações das 
clorofilas (PORRA, 2002). 

Além disso, tem sido observado que a abundância dessas moléculas 
clorofilas varia de acordo com a espécie vegetal, o que demanda ajustes 
metodológicos para que a extração e conservação desses pigmentos ocorram com a 
máxima eficiência (CRUZ et al., 2007). Diante disso, objetivou-se selecionar o 
melhor protocolo para quantificação de clorofila em nabo, considerando o tempo de 
extração, o solvente utilizado e as equações características para a determinação 
espectrométrica. 

 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
O experimento foi conduzido no período de abril de 2010, em casa de 

vegetação do departamento de Fitossanidade e laboratório do departamento de 
Ciência e Tecnologia Agroindustrial, na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da 
Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel), no Município de Capão do 
Leão/RS.  



 

As sementes de nabo (Raphanus spp.) foram semeadas em bandejas 
preenchidas com substrato comercial PlantiMax®. Quando as plantas apresentavam 
duas folhas, foi efetuado o transplante para os saquinhos plásticos, mantendo-se 
uma planta por saquinho. As coletas foram realizadas quando as plantas 
apresentavam seis folhas.  

O material coletado (0,1 g) foi transferido para tubos de falcon graduados 
de 50 mL, previamente revestidos com papel alumínio para excluir a luminosidade e 
macerado com 5 mL dos respectivos extratores. As amostras foram centrifugadas 
por 10 minutos a uma rotação de 7000 rpm imediatamente ou até quatro horas após 
a maceração dependendo do tempo de incubação. Em seguida, o material foi filtrado 
e o volume completado para 20 mL com o respectivo solvente. As absorbâncias 
foram obtidas em espectrofotômetro (modelo Ultrospec 2000), variáveis entre 645 – 
665 nm, dependendo do método utilizado. Os resultados para clorofila a, b e total 
(a+b) foram expressos em µg g-1 de matéria fresca – MF. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, 
com quatro repetições, em esquema fatorial. O fator A comparou cinco protocolos de 
extração e quantificação: acetona 80% (ARNON, 1949; PORRA et al., 1989); 
dimetilsulfóxido (DMSO) (BARNES et al., 1992) sob temperatura ambiente (CRUZ et 
al., 2007); etanol absoluto (WINTERMANS & DE MOTS, 1965); e N,N-
dimetilformamida (DMF) (MORAN, 1982); e o fator B testou diferentes tempos de 
extração (0, 1, 2, 3 e 4 horas). 

Os dados obtidos foram analisados quanto à normalidade (teste de 
Shapiro-Wilk) e, posteriormente, foram submetidos à análise de variância (p≤0,05). 
Em sendo significativo, compararam-se as médias pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
(SAS Institute, 1999). 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Não houve interação entre os fatores método e tempo de incubação para 
as variáveis. Houve efeito apenas do fator método para as variáveis de clorofila a e 
b (Tabela 1).  

O maior teor de clorofila a para o nabo foi obtido com DMSO, seguido 
pelo DMF, não havendo, entretanto, diferença significativa entre eles. A menor 
recuperação de clorofila a em relação ao DMSO correspondeu ao método de etanol 
(WINTERMANS & DE MOTS, 1965), seguido pelo de Porra et al. (1989), com 
acetona 80%. Resultados similares foram obtidos por Barbieri Junior et al. (2010), 
utilizando as mesmos métodos e equações, porém a extração e quantificação dos 
teores de clorofilas foi realizado em folhas do capim-Tifton 85. Da mesma forma, 
Cruz et al. (2007) verificou que o resultado da extração  tanto de clorofila a quanto 
de clorofila b, pelos métodos de DMSO, foram superiores aos apresentados pelo 
método da acetona 80%, nos híbridos estudados de Bixa orellana L.  

Para a clorofila b, os resultados favoreceram o etanol absoluto, utilizando 
as equações propostas por Wintermans & De Mots (1965), esse resultado corrobora 
com o exposto por Ritchie (2008). Enquanto que a menor recuperação correspondeu 
à extração com DMSO, o que evidencia ineficiência do solvente para a extração 
completa desse pigmento, conforme dados obtidos por outros autores (BARNES et 
al., 1992; SHINANO et al., 1996). Isso confirma que as equações associadas a cada 
um dos métodos representam um fator importante na escolha do protocolo de 
extração.  



 

Tabela 1 – Teores de clorofila a e b (µg g-1 MF) extraídas de folhas de nabo, em 
função de cinco métodos operacionais. FAEM/UFPel, Capão do Leão/RS, 2010. 
 

Método Clorofila a (µg g-1 MF) Clorofila b (µg g-1 MF) 
Etanol Absoluto (1) 963,32  b1/ 435,87 a 

DMF (2) 1118,66 ab 386,14 ab 
DMSO (3) 1188,31 a 289,59 c 

Acetona 80% (4) 965.49 b 309,02 bc 
Acetona 80% (5) 1069,37 ab 369,97 abc 

CV (%) 23 25 
(1) WINTERMANS & DE MOTS (1965); (2) N,N-dimetilformamida (DMF) - MORAN, 1982; (3) 

dimetilsulfóxido (DMSO) - BARNES et al., 1992; (4) PORRA et al., 1989; (5) ARNON, 1949. 1/ Médias 
acompanhadas por mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
 
4 CONCLUSÃO 
  

O DMSO se mostrou como um eficiente solvente a ser utilizado na 
quantificação de clorofila a e o etanol absoluto na clorofila b, em folhas de nabo.  
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