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O conteúdo de clorofilas nas folhas
é influenciado por diversos fatores

bióticos e abióticos, estando diretamente
relacionado com o potencial de ativida-
de fotossintética das plantas (Taiz &
Zeiger, 2002). Portanto, a sua
quantificação é relevante no estudo de
práticas culturais e de manejo visando
aumentar o potencial fotossintético e de
rendimento em espécies vegetais.

O método padrão de determinação
de clorofilas em laboratório (Arnon,
1949), ainda que fácil, apresenta desvan-
tagens, já que resulta na coleta destrutiva
do material vegetal, e é relativamente
demorado (requer tempo necessário para
a extração, via maceração com acetona
ou outro solvente, e posterior leitura em
espectrofotômetro). Com o advento de
medidores portáteis, que utilizam prin-
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cípios óticos não destrutivos, baseados
na absorbância e/ou refletância da luz
pelas folhas, a determinação de clorofi-
las tornou-se fácil e rápida, podendo ser
realizada diretamente a campo
(Richardson et al., 2002).

O equipamento Minolta SPAD-502
tem sido utilizado na quantificação de
clorofilas, caracterizando-se pela rapi-
dez, simplicidade e, principalmente, por
possibilitar uma avaliação não
destrutiva do tecido foliar. Para a
quantificação de clorofilas, a folha é
presa entre uma haste flexível e outra
rígida (pressionando-se a haste flexível)
no momento da medição. A haste flexí-
vel emite luz, que atravessa o tecido fo-
liar e atinge um receptor (fotodiodo de
silicone) na haste rígida, que converte a
luz transmitida em sinais elétricos

analógicos. Por meio do conversor A/
D, esses sinais são amplificados e con-
vertidos em sinais digitais, sendo usa-
dos por um microprocessador para cal-
cular a leitura SPAD (“Soil Plant
Analytical Division Value”). A intensi-
dade de cor verde na folha é detectada
no aparelho através da quantidade de luz
absorvida pela folha, nos comprimento
de onda (λ) de 650 nm (vermelho) e 940
nm (vermelho distante próximo). A luz
absorvida no λ de 650 nm (pelas cloro-
filas, sem a interferência ocasionada
pelos carotenóides) indica a quantidade
de clorofilas, enquanto a quantidade
absorvida próximo do λ de 940 nm ser-
ve como referência interna na compen-
sação da espessura e conteúdo de água
da folha (Swiader & Moore, 2002). A
pequena área do sensor do equipamen-

RESUMO
Avaliou-se a viabilidade de utilização de um colorímetro, como
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ABSTRACT
Non-destructive quantification of chlorophylls in leaves by

means of a colorimetric method

This work was carried out to evaluate the viability of the use of a
chroma meter as an alternative to the leaf chlorophyll meter for non-
destructive quantification of chlorophylls in the leaves. Leaves of kale
(‘Manteiga’) and potato (‘Ágata’) plants, with colors ranging from
yellow-green (chlorotic) to dark green, were individually assessed with
the chlorophyll meter (SPAD-502) and the chroma meter (Minolta
CR-400, at the L, C, and ho color space), and, thereafter, destructively
assessed for total chlorophyll and chlorophylls a and b. The chlorophyll
meter reading and the ho/(LxC) ratio for the chroma meter increased
with the increment of chlorophylls content in the leaves of kale and
potato. The adjusted models between chlorophylls content versus
chlorophyll meter readings and the ho/(LxC) ratio for the chroma meter
had similar R2 in both species. The chroma meter is a viable alternative
for non-destructive assessment of chlorophylls (µg cm-2) in leaves,
especially of chlorophyll a and total chlorophyll. Nevertheless, this
requires the calibration between the ho/(LxC) ratio of the chroma meter
and the chlorophylls extracted from leaves of concerned specie and
genotype.
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to (2 x 3 mm) permite a sua utilização
para a quantificação de clorofilas até
mesmo em folhas de pequeno tamanho.
Este equipamento tem sido utilizado
com sucesso para diagnosticar o estado
nutricional de diversas espécies
hortícolas, como batata (Gil et al., 2002;
Gianquinto et al., 2003; Uddling et al.,
2007), tomate (Guimarães et al., 1999),
pimentão (Godoy et al., 2003; Madeira
et al., 2003), abóbora (Swiader &
Moore, 2002), melão (Azia & Stewart,
2001), entre outras. Todavia, como o
equipamento fornece uma leitura em
unidades arbitrárias (leitura SPAD de
conteúdo de clorofila, na faixa de 0 a
99,9), recomenda-se que o mesmo seja
calibrado com as extrações de clorofi-
las da cultura de interesse (Markwell et
al., 1995; Azia & Stewart, 2001).

O colorímetro Minolta CR (séries
100, 200 300 e 400) também pode ser
utilizado para a avaliação não destrutiva
da coloração de tecidos vegetais, como
ocorre em frutos (Amarante et al.,
2007). Este equipamento tem sensibili-
dade similar a do olho humano, com a
vantagem de produzir a mesma leitura,
independente da condição de ilumina-
ção do ambiente, já que utiliza uma fonte
interna de luz e um sistema de compen-
sação de leitura, constituído de dois
sensores internos, um que mede a luz
refletida da superfície do tecido vegetal
e outro sensor que mede a luz da fonte
de iluminação. A fonte de luz do equi-
pamento gera radiação difusa (com di-
ferentes ângulos de incidência), e o
sensor interno recebe a luz refletida ver-
ticalmente pela superfície do tecido no
espaço de cores L, C e ho (McGuire,
1992). Este sistema usa o mesmo dia-
grama do espaço de cores L, a e b, po-
rém com coordenadas cilíndricas ao in-
vés de coordenadas retangulares. Os ter-
mos L, C e ho indicam brilho
(‘lightness’), cromaticidade e ângulo
hue, respectivamente. Os valores de ho

apresentam as seguintes correspondên-
cias quanto às cores da superfície do
tecido vegetal: 0°/vermelho, 90°/ama-
relo, 180°/verde e 270°/azul. Portanto,
o valor de ho do equipamento permite
quantificar o teor de clorofilas em fo-
lhas (folha verde intensa, com elevado
teor de clorofila, apresentando ho próxi-
mo de 180º, e folha clorótica, com bai-

xo teor de clorofila, apresentando ho pró-
ximos de 90º). Em adição ao ho, os va-
lores de L permitem detectar tonalida-
des de verde (valores baixos
correspondem a coloração verde escura
e valores altos a coloração verde clara),
enquanto os valores de C identificam a
pureza da cor (valores altos indicam
maior desvio a partir do ponto corres-
pondente ao cinza, de menor C). Toda-
via, este equipamento nunca foi avalia-
do quanto à viabilidade de utilização na
quantificação não destrutiva de clorofi-
las em folhas, através da medição dos
atributos de cor L, C e ho.

Este trabalho foi conduzido visando
avaliar a viabilidade de utilização de um
colorímetro, como alternativa à utiliza-
ção do medidor de clorofila, para a
quantificação não destrutiva dos teores
de clorofilas em folhas de couve e bata-
ta.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram coletadas 20 folhas de couve
‘Manteiga’ (Brassica oleracea L. var.
acephala) e 16 folhas de batata ‘Ágata’
(Solanum tuberosum L.), cujas tonali-
dades variavam de verde amarelado (fo-
lha clorótica) a verde escuro. Em ambas
espécies, as folhas foram coletadas cer-
ca de 70 dias após o plantio (em 09/04/
07 e 10/05/07 para couve e batata, res-
pectivamente), em horta comercial lo-
calizada no município de Lages-SC.
Foram utilizadas folhas totalmente ex-
pandidas, removidas do terço médio das
plantas, no período entre 8-10 h da ma-
nhã (com temperatura de 15-18oC e
umidade relativa de 75-85%), transpor-
tando-as para o laboratório com o
pecíolo imerso em água destilada para
evitar a desidratação.

Em seis pontos de cada folha, em
ambas as espécies, foram feitas leituras
utilizando o medidor portátil de cloro-
fila SPAD-502 e o colorímetro CR-400
(ambos da Konica Minolta, Japão),
procedendo-se o cálculo da média das
leituras por folha. O colorímetro CR-400
foi utilizado com ponteira de vidro côn-
cava CR-A33f (abertura de 8 mm) para
a quantificação da cor no espaço de co-
res L, C e ho (McGuire, 1992), sendo as
folhas colocadas sobre superfície bran-
ca (folha de papel branco) para evitar

qualquer interferência da cor desta su-
perfície nas leituras de refletância da
folha.

Em cada folha, nos mesmos pontos
onde foram feitas as leituras de cor com
o SPAD-502 e o colorímetro CR-400,
com o auxílio de um furador de rolha,
foram removidos discos (∅=1,6 cm),
nos quais foram determinados a massa
fresca (com uma balança analítica, com
precisão de 0,0001 g) e a área total (com
um integrador de área foliar LI-COR
modelo LI-3050A). Os discos de cada
folha (seis) foram imediatamente
macerado em acetona a 80%, na presen-
ça de CaCO

3
, em ambiente com fonte

de iluminação artificial verde de baixa
intensidade. Os extratos obtidos foram
filtrados através de papel-filtro rápido e
coletados em balões volumétricos de 25
mL, completando-se o volume ao final
da filtragem. A densidade ótica dos fil-
trados foi lida em espectrofotômetro
(Carl Zeiss, UV-Vis Spekol, Alema-
nha) nos λ de 645 e 663 nm, utilizando
cubetas de quartzo. A partir dessas lei-
turas, determinou-se a concentração (mg
cm-3) de clorofilas a, b e totais nas solu-
ções de leitura, por meio de fórmulas
propostas por Arnon (1949):
Clorofila a = 12,7 * A

663nm
 – 2,69 * A

645nm

Clorofila b = 22,9 * A
645nm

 – 4,68 * A
663nm

Clorofilas totais = 20,2 * A
645nm

 + 8,02 * A
663nm

Estes valores foram transformados
para teores de clorofilas a, b e totais nas
folhas, expressos em unidades de área
(µg cm-2) e de massa fresca (µg g-1), se-
gundo sugestão de Richardson et al.
(2002).

Foram feitas análises de regressão
linear e não-linear entre as leituras ob-
tidas com o auxílio dos dois equipamen-
tos e os teores de clorofilas a, b e totais
quantificados nas folhas, através da uti-
lização do programa SAS.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os valores de leitura do medidor de
clorofila SPAD-502 apresentaram au-
mento linear em couve (Figura 1) e
quadrático em batata (Figura 2), com o
incremento nos teores de clorofilas a, b
e totais nas folhas.

Houve uma forte relação entre valo-
res de ho, L e C quantificados com o
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colorímetro CR-400 e os teores de clo-
rofilas a, b e totais, expressos em uni-
dades de área (µg cm-2 de folha) e de
massa fresca (µg g-1), em folhas de cou-
ve ‘manteiga’ e batata ‘Ágata’ (dados
não apresentados). Houve aumento do
ho com o incremento nos teores de clo-
rofilas a, b e totais nas folhas de couve
e batata, segundo um modelo
exponencial, indicando uma mudança
de coloração de amarelo (folha
clorótica) para verde intenso. Os valo-
res de L e C reduziram com o aumento
nos teores de clorofilas a, b e totais nas
folhas de couve e batata, indicando uma
redução no brilho e na cromaticidade.
Com o incremento na coloração verde
houve redução exponencial de L e re-
dução linear de C.

A utilização da relação ho/(LxC) re-
sultou em melhor ajuste de modelos com
os teores de clorofilas a, b e totais nas
folhas em couve (Figura 1) e batata (Fi-
gura 2), do que a utilização individual
destes atributos de cor (dados não apre-
sentados). Com o incremento nos teo-
res de clorofilas a, b e totais nas folhas

em couve (Figura 1) e batata (Figura 2),
houve um aumento assintótico da rela-
ção ho/(LxC).

Apenas em folhas de couve, para os
teores de clorofilas a e b expressos em
unidades de área, os modelos lineares
ajustados para os valores da leitura do
medidor de clorofila SPAD-502 apre-
sentaram maior R2 do que os modelos
assintóticos ajustados para a relação ho/
(LxC) do colorímetro CR-400 (Figura
1). Nos demais casos, para os teores de
clorofilas a, b e totais em unidades de
área e de massa fresca foliar, os mode-
los ajustados para a leitura do medidor
de clorofila SPAD-502 apresentaram
menores valores de R2 comparativamen-
te aos modelos ajustados para a relação
ho/(LxC) do colorímetro CR-400, em fo-
lhas de couve (Figura 1) e batata (Figu-
ra 2).

Os modelos ajustados para teores de
clorofilas em unidades de área apresen-
taram maiores valores de R2 do que
aqueles ajustados para teores de cloro-
filas em unidades de massa fresca, refe-
rente às clorofilas a, b e totais, para a

leitura do SPAD-502 e a relação ho/
(LxC) do colorímetro CR-400, tanto em
couve (Figura 1) como em batata (Fi-
gura 2). Portanto, variação que ocorre
na área foliar específica (cm2 g-1 de mas-
sa fresca), influenciada por diferenças
entre folhas na espessura do mesófilo e
conteúdo de água, resulta em maior va-
riabilidade nos valores expressos em
unidades de massa fresca foliar (µg g-1).
Portanto, a expressão dos teores de clo-
rofilas em unidades de área (µg cm-2)
deve ser preferida, quando estimada
através da utilização do medidor de clo-
rofila SPAD-502 e do colorímetro CR-
400, já que resulta em menor erro.

Os modelos ajustados de leitura do
medidor de clorofila SPAD-502 e da
relação ho/(LxC) do colorímetro CR-400
apresentaram maior R2 para a estimati-
va dos teores de clorofilas a e totais do
que para a clorofila b, tanto em couve
(Figura 1) como em batata (Figura 2).
Resultados similares foram reportados
por Richardson et al. (2002), trabalhan-
do com o SPAD-502 e índices de
refletância espectral em folhas de bétula

Quantificação não destrutiva de clorofilas em folhas através de método colorimétrico

Figura 1. Relação entre valores de leitura do medidor de clorofila SPAD-502 (A e B) e ho/(L*C) do colorímetro CR-400 (C e D) versus teores de
clorofilas a, b e totais, em unidades de área (µg cm-2) e de massa fresca (µg g-1), em folhas de couve ‘manteiga’ (relationship between the
chlorophyll meter readings of SPAD-502 (A and B) and the ho/(LxC) ratio of the chroma meter CR-400 (C and D) versus contents of chlorophylls
a and b and total chlorophyll, expressed in units of area (µg cm-2) and flesh matter (µg g-1), in kale leaves, cv. Manteiga). CAV/UDESC, Lages,
SC, 2007.
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(Betula papyrifera Marsh.), demons-
trando que a utilização de métodos não
destrutivos óticos são melhores para a
estimativa dos teores de clorofilas a e
totais do que de clorofila b.

Neves et al. (2005), trabalhando com
o SPAD-502 em algodoeiro, também ob-
servaram maior correlação das leituras do
equipamento com os teores de clorofila a
comparativamente a clorofila b. Segundo
estes autores, isto ocorre tendo em vista
que o pico de absorção na faixa vermelha
do espectro pela clorofila a (663 nm), além
de ser maior que o da clorofila b, está
muito próximo do comprimento de onda
emitido pelo SPAD-502 (650 nm). Com
isso, a maior parte da luz vermelha, emi-
tida pelo aparelho, é absorvida pela clo-
rofila a. Portanto, em estudos que visam à
calibração desse aparelho, para se obter
medidas indiretas de clorofila, devem-se
evitar leituras em folhas sombreadas, pois,
nelas, o teor de clorofila b é proporcional-
mente maior do que o de clorofila a, quan-
do comparadas com as folhas em pleno
sol (Taiz & Zeiger, 2002).

Tanto para a leitura do medidor de
clorofila SPAD-502 como para a rela-
ção ho/(LxC) do colorímetro CR-400,
houve aumento na dispersão dos dados,
em relação aos modelos ajustados, com
o incremento nos valores de teores de
clorofilas a, b e totais, em couve e bata-
ta (Figuras 1 e 2). Esta dispersão foi
maior para os valores de teores expres-
sos em unidades de massa fresca foliar,
especialmente de clorofilas a e totais.
Portanto, a expressão quantitativa de
clorofilas em unidades de massa fresca
não só apresenta maior erro em relação
a unidades de área, mas esse erro au-
menta com o incremento nos teores de
clorofilas nas folhas em couve e batata.

Como a função das clorofilas é ab-
sorver quantas de luz incidente, poder-
se-ia supor que a medição da quantida-
de de radiação absorvida pela folha com
o SPAD-502 resultaria em uma melhor
estimativa de clorofilas do que a medi-
ção da luz refletida pela superfície da
folha, obtida com o colorímetro CR-400.
Todavia, os resultados obtidos mostram
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que o colorímetro CR-400 é tão ou mais
eficiente do que o medidor de clorofila
SPAD-502, para a quantificação de clo-
rofilas em folhas de couve e batata.

O SPAD-502, mesmo com sistema
de compensação (luz absorvida no λ de
940 nm) para alterações na espessura e
conteúdo de água da folha, apresenta
grandes variações de leitura entre espé-
cies de plantas (Richardson et al., 2002)
e entre genótipos de uma mesma espé-
cie (Bullock & Anderson, 1998) culti-
vados em uma mesma condição de am-
biente, devido a diferenças na estrutura
e anatomia foliar. Mesmo um genótipo
pode apresentar grandes variações no
índice SPAD, ocasionadas por diferen-
ças nas condições edafoclimáticas
(Paliwal & Karunaichamy, 1995), no
conteúdo de água (Martínez & Guiamet,
2004), estádio fenológico (Paliwal &
Karunaichamy, 1995) e posição/idade da
folha na planta (Hoel & Solhaug, 1998;
Gil et al., 2002). Até mesmo o nível de
radiação no momento da medição inter-
fere na leitura do SPAD-502. Os

Figura 2. Relação entre valores de leitura do medidor de clorofila SPAD-502 (A e B) e ho/(L*C) do colorímetro CR-400 (C e D) versus teores de
clorofilas a, b e totais, em unidades de área (µg cm-2) e de massa fresca (µg g-1), em folhas de batata ‘Ágata’ (relationship between the chlorophyll
meter readings of SPAD-502 (A and B) and the ho/(LxC) ratio of the chroma meter CR-400 (C and D) versus contents of chlorophylls a and b and
total chlorophyll, expressed in units of area (µg cm-2) and flesh matter (µg g-1), in potato leaves, cv. Ágata). CAV/UDESC, Lages, SC, 2007.
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cloroplastos mudam sua orientação nas
células em resposta ao nível de radia-
ção incidente. Em baixa radiação os
cloroplastos orientam-se ao longo das
paredes celulares superiores e inferio-
res, perpendicular ao sentido de incidên-
cia da luz, enquanto em alta radiação
eles estão orientados principalmente ao
longo das paredes verticais das células,
paralelamente ao sentido de incidência
da luz (Taiz & Zeiger, 2002). Como con-
seqüência disso, as leituras do SPAD-
502 são maiores quando medidas em
condições de baixa luminosidade, como
por exemplo no início da manhã ou ao
fim da tarde, ou em folhas sombreadas
da planta (Hoel & Solhaug, 1998;
Martínez & Guiamet, 2004).

Os resultados obtidos demonstram
que o colorímetro CR-400 apresenta via-
bilidade técnica na avaliação quantitati-
va não destrutiva dos teores de clorofilas
a, b e totais em folhas de couve e batata,
em substituição ao SPAD-502, através do
cálculo da relação ho/(LxC). Todavia,
deve-se ressaltar que, à semelhança do
que ocorre com o SPAD-502, devem ser
tomados cuidados quanto à idade/posi-
ção da folha, estádio fenológico e condi-
ções no ambiente de desenvolvimento da
planta a ser utilizada, procedendo-se a
calibração do colorímetro com as extra-
ções de clorofilas da espécie e genótipo
de interesse. Destaca-se ainda que o
colorímetro apresenta maior
confiabilidade quando utilizado para a
quantificação do teor de clorofilas em
unidades de área (µg cm-2), especialmen-
te de clorofilas a e totais.
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