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Resumo:

O objetivo do trabalho foi calibrar o medidor indireto de clorofila Minolta SPAD-502, para quantificacdo de
clorofilas em folhas de cafeeiro cultivar Topazio, baseando-se na comparacdo das leituras de clorofila com teores obtidos
pelo extrator acetona 80% (Arnon, 1949). Folhas de cafeeiro, da cultivar Topazio (MG -1190), foram retiradas durante o
més de margo de 2006, com variacdo das tonalidades, do verde amarelado ao verde escuro intenso. No laboratério foram
retirados quatro circulos do terco médio de cada folha de area de 346 mmz2, e submetido a leituras com o SPAD-502. Foram
entdo armazenados em cadinho com 20 ml de solvente (acetona 80%). Apdés macerado e filtrado, o material foi inserido ao
espectrofotémetro, efetuando-se a leitura de absorbancia (663 e 645 nm). As leituras efetuadas pelo SPAD-502 se
correlacionaram com as determinacgdes dos teores de clorofila a, b e total de acordo com as equacdes: Ca 'y = -1,841723 +
0,221183x (R2 = 96,7%); Cb y = 0,929354 + 0,064933x (R2 = 96,9%); e Ct y = -0,915272 + 0,286493x (R? = 96,23%),
respectivamente, no qual a varidvel independente (x) representa as leituras analisadas pelo aparelho Minolta SPAD-502,
que detém de leituras indiretas de clorofila.
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CALIBRATION CHLOROPHYLL METER MINOLTA SPAD-502 FOR EVALUATION OF THE CONTENT OF
CHOLOROPHYLL IN COFFEE TREE

Abstract:

The objective of this work was to calibrate SPAD-502 adjusting readings to the equations of chlorophyll a, b, total
of coffee plant leaves determined by acetone extraction (Arnon, 1949). Green intensities, varying from green-yellowish to
dark green, of coffee leaves were harvested in March 2006. Disks of 346 mm? were extracted from each leaf and inserted
into SPAD -502. After reading they were homogenated with 20 mL acetone in a melter pan, filtered, and the absorbance at
663 and 645 nm were read in a spectrophotometer. SPAD-502 readings were well correlated with calculated chlorophylls a,
b, and total according to equations: Ca y = -1.841723 + 0.221183x (R2 = 96,7%); Cb y = 0.929354 + 0.064933x (R? =
96,9%); e Ct y = -0.915272 + 0.286493x (R2? = 96,23%), respectively, in which the independent variable (x) it represents
the readings analyzed by the apparel Minolta SPAD-502.
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Introducéo

As clorofilas sdo pigmentos responsaveis pela conversdo da radiagdo luminosa em energia, sob a forma de ATP e
NADPH. Por esta razdo, estes pigmentos estdo estreitamente relacionados com a eficiéncia fotossintética das plantas (Streit
et al. 2005).

Alguns pesquisadores tém demonstrado a existéncia da relacdo entre o “indice de esverdeamento” e o teor de
clorofila das folhas de cereais (Dwyer et al., 1995; Marquard & Tipton, 1987), surgindo como uma nova ferramenta para a
avaliacdo do nivel de nitrogénio, ja que o teor de clorofila correlaciona-se positivamente com o teor de N (Schadchina &
Dmitrieva, 1995) e, consequentemente, com o rendimento de varias culturas (Smeal & Zhang, 1994). Essa relacdo é
atribuida, principalmente, ao fato de que 50 a 70 % do N total das folhas é integrante de enzimas (Chapman & Barreto,
1997) associadas aos cloroplastos (Stocking & Ongun, 1962).

Dentre os métodos usados para determinar o teor de clorofila, Zotarelli et al (2003) relataram que o medidor
indireto de clorofila Minolta SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development) (Minolta, 1989), tém sido utilizado em diversas
culturas. Entretanto, ressaltam que é necesséria a calibracdo deste equipamento para cada cultura e em cada situagdo em
particular.

O objetivo deste trabalho foi calibrar o medidor indireto de clorofila Minolta SPAD-502, para quantificacdo de
clorofilas em folhas de cafeeiro, baseando-se na comparacdo das leituras de clorofila com teores obtidos pelo extrator
acetona (80%).

Material e Métodos

Folhas de cafeeiro foram retiradas de lavoura da cultivar Topazio (MG 1190), pertencente ao Centro de Ensino,
Pesquisa e Extensdo do Café, CEPE-CAFE, na Universidade Federal de Lavras, durante o0 més de mar¢o de 2006.



Foram utilizadas folhas completamente expandidas, expostas a luz solar, com as seguintes tonalidades: verde
amarelado, verde claro, verde e verde escuro intenso. Em seguida as folhas, foram acondicionadas individualmente em
papel aluminio e colocadas em caixa de isopor refrigerada, evitando-se a deterioracdo do material pelo calor ou pela luz
solar, e levadas imediatamente para o laboratorio de Fisiologia Vegetal da UFLA (Universidade Federal de Lavras) a fim
de serem analisadas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis repeticGes, e quatro tratamentos,
constituidos pelas diferentes tonalidades das folhas de café verde amarelada, verde claro, verde e verde escuro intenso.

Em sala fechada e equipada com luz verde, foram retirados quatro discos do tergo médio das folhas com auxilio de
um vazador circular de area equivalente a 346 mm2. Com o aparelho SPAD-502 foram realizadas leituras dos circulos
foliares. Em seguida, procedeu-se a extracdo das clorofilas dos quatro circulos foliares através de maceracéo utilizando-se
um cadinho de porcelana com 20 ml do solvente acetona (80%).

A seguir, o material foi filtrado em papel Watman n° 2 levando-se o filtrado imediatamente ao espectrofotémetro
(marca Beckman, modelo DU- 600B) efetuando-se a leitura de absorbéncia a 663 nm e 645 nm. Para o calculo das
quantidades de clorofilas a, b e total (Ca, Cb e Ct, respectivamente), foram usadas as equacdes descritas por Arnon (1949),
Ca= (12,7 X Aesg) - (2,7 X A645); Cb = ('4,7 X AGGS) - (22,9 X A645) eCt= (8,02 X Aesg) - (20,2 X A645), onde substituiu-se
as leituras realizadas no espectrofotdmetro, com comprimento de ondas de 663 nm, representada por Agss, € 645 nm,
representada por Aggs, respectivamente.

Resultados e Discussao

Apobs as leituras com o aparelho SPAD-502, observou-se que as tonalidades das folhas de cafeiro ficaram
compreendidas por intervalos discretos de acordo com as tonalidades estudadas, no qual a tonalidade verde amarelado (10 -
25 unidades SPAD); verde claro (25 — 40 unidades SPAD); verde (40 — 55 unidades SPAD) e verde escuro intenso (55 — 70
unidades SPAD).

As equacdes: Ca 'y = -1,841723 + 0,221183x; Cb y = 0,929354 + 0,064933x%; e Ct y = -0,915272 + 0,286493x
podem ser utilizadas para transformar as leituras SPAD em teores de clorofila a, b e total (ug mL™), respectivamente, em
plantas de café (figura 1), sendo significativas ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t.
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Figura 1 — Relacéo entre as leituras SPAD e os teores de clorofila a, b e total (Ca, Cb e Ct, respectivamente). UFLA, Lavras — MG, 2006. (* significativo
a 5% de probabilidade, pelo teste t).

A determinacdo do teor de clorofila pelo clorofiléometro, apresenta algumas vantagens sobre o método de extracao
de clorofila convencional: a leitura pode ser realizada com pouco tempo, o aparelho tem custo baixo de manutencdo, ndo héa
necessidade de envio de amostras para o laboratério, o que resulta em economia de tempo e dinheiro (Piekielek & Fox,
1992), e as leituras podem ser realizadas em quantas amostras forem necessarias, sem implicar na destruicdo das folhas
(Neves et al., 2005).

Conclusdes
As leituras efetuadas pelo equipamento (SPAD-502) podem substituir, com boa precisdo, as determinacdes

tradicionais do teor de clorofila onde requerem destruicdo de amostras e muito trabalho nos processos de extracdo e
quantificacdo, para a cultivar Topazio.
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