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Comparacao de métodos diretos de extracao e quantificacéo dos teores de clorofilas
em folhas do capim-Tifton 85

Comparison of direct methods of extraction and chlorophyll contents quantification in leaves
of Tifton 85 bermudagrass

Elio Barbieri Junior™ Roberto Oscar Pereyra Rossiello' Mirton José Frota Morenz'
Roberta Cristiane Ribeiro"

-NOTA-

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar qual é o melhor
protocolo para extracdo das clorofilas a, b e total (a + b) a ser
aplicado em estudos com a graminea forrageira Tifton 85
(Cynodon spp.). Os resultados revelaram que os melhores
extratores, tomando-se como base os teores de clorofila total
(a + b), foram o N,N-dimetilformamida, o dimetilsulféxido e a
acetona 80% (com as equagOes propostas por ARNON, 1949).
A variagdo temporal dos teores das clorofilas a, b e total
ajustaram-se a um modelo hiperbélico comum a todos os
solventes, sendo o periodo de 48 horas considerado suficiente
para uma adequada extragao.

Palavras-chave: Cynodon spp., acetona, N,N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido.

ABSTRACT

This study aimed to assess which is the most
appropriate protocol for extraction of chlorophylls a, b and
total (a + b) to be applied in studies with Tifton 85 (Cynodon
spp.) forage grass. Results revealed that, based on total (a + b)
chlorophyll contents, the best extractors were N,N-
dimethylformamide, dimethylsulfoxide and acetone 80% (using
the equations proposed by ARNON, 1949). Temporal changes
in the concentrations of chlorophyll a, b and total were well
described by a hyperbolic model common to all solvents, being
the period of 48 hours considered sufficient for an appropriate
extraction.

Key words: Cynodon spp., acetone, N,N-dimethylformamide,
dimethylsulfoxide.

As clorofilas exercem um controle dominante
sobre a quantidade de radiacdo solar absorvida pelas
plantas e por essa via as suas concentragoes foliares
guardam uma estreita relagdo com as taxas
fotossintéticas e a produtividade primaria (STREIT et
al., 2005; BLACKBURN, 2007).

De forma geral, as principais fontes de
variagdo associadas a extragdo dos pigmentos
clorofilianos incluem a natureza, polaridade e grau de
pureza do solvente (RITCHIE, 2008), a temperatura e o
tempo de incubagdo (TAIT & HIK, 2003), e as equagdes
utilizadas para calcular as concentragdes das clorofilas
(PORRA, 2002). Além disso, tem sido observado que a
abundancia dessas moléculas varia de acordo com a
espécie vegetal, o que demanda ajustes metodologicos
para que a extra¢do e conservagdo desses pigmentos
ocorram com a maxima eficiéncia (CRUZ et al., 2007).
Em fun¢do da variedade de procedimentos
experimentais disponiveis ¢ da falta de informacdes
mais detalhadas sobre a utilizacdo destes em gramineas
forrageiras do género Cynodon, foi realizado um estudo
visando a sele¢do do melhor protocolo, considerando
diversos solventes, tempos de extracdo e equacdes
caracteristicas para a determinagdo espectrométrica das
clorofilas a, b e total em folhas do capim-Tifton 85.

As amostras de folhas foram coletadas em
parcelas experimentais oriundas de um estudo de
aspectos nutricionais e produtivos do capim-Tifton 85
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no Campus da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), em junho de 2008. Todas as folhas
amostradas foram provenientes de dosséis que tinham
recebido, no curso do ano anterior, 450kg'ha'ano de
N, na forma de ureia, além de quantidades apropriadas
de P, K, Ca e Mg, de acordo com a analise de solo. A
determinacdo dos teores de clorofilas foi realizada na
primeira folha expandida, a partir do apice, apresentando
auricula visivel (dewlap) dos perfilhos expostos ao sol
no momento da amostragem. Procedeu-se a extragdo
de discos de 6,0mm de didmetro, com auxilio de um
furador manual, em 10 ldminas escolhidas ao acaso (1
disco/folha). O material coletado foi rapidamente
transferido para frascos de vidro, previamente
revestidos com papel aluminio para excluir
luminosidade, contendo 20ml dos respectivos
extratores. Os frascos foram vedados com rolhas de
borracha e lacrados com filme de parafina (Parafilm®).
Foram comparados cinco protocolos de extragdo e
quantificagdo: acetona 80%, segundo ARNON (1949),
modificado pela supressdo das etapas de trituragdo e
centrifugacdo dos discos, ou segundo PORRA et al.
(1989); dimetilsulfoxido (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). No
laboratorio, os frascos foram mantidos no escuro,
enquanto analisados repetidamente, com intervalos de
12 horas, totalizando oito avaliagdes sequenciais
realizadas as 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 ¢ 96 horas. As
absorbancias dos extratos, variaveis entre 645-665nm
(dependendo de método e classe de clorofila), foram
analisadas em Espectrofotdmetro da marca Biospectro
e modelo SP 220. Durante o periodo de extragdo, a
temperatura ambiente oscilou entre 23-26°C, e a
umidade relativa oscilou entre 40-75%. Todas as
equacdes utilizadas fornecem os teores das clorofilas
em unidades de pg ml'. Considerando-se o volume do
extrator, a area foliar extraida (282,74mm? de tecido
verde) e a massa molar das clorofilas a e b, os teores

foram recalculados e expressos em pmol m? da lamina
foliar. Os resultados foram analisados dentro de um
delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repetigdes, envolvendo um fator qualitativo (método
de extragdo) e outro quantitativo (tempo de extragdo).
O fator qualitativo foi analisado por meio de analise de
variancia convencional, enquanto o quantitativo foi
abordado por meio de regressdo ndo linear, segundo
os modelos disponiveis no software GraphPad Prism
v.5.0 MOTULSKY & CHRISTOPOULOS, 2004).

Os resultados da comparagdo, expressos
como valores médios dentro do periodo 12-96 horas,
sdo apresentados na tabela 1. O maior teor de clorofila
a foi obtido com DMSO, seguido pelo DMF, nédo
havendo, entretanto, diferenca significativa entre eles
(teste Scott-Knott, P<0,05). A menor recuperacgdo de
clorofila a em relagdo ao DMSO (-23%, P<0,05)
correspondeu ao método de PORRA et al. (1989). Para
aclorofila b, os resultados favoreceram a acetona 80%,
utilizando as equagdes propostas por ARNON (1949),
enquanto a menor recuperagdo correspondeu a
extragdo com DMSO, o que evidencia ineficiéncia do
solvente para a extragdo completa desse pigmento. Para
clorofila total (a+h), as melhores extra¢des quantitativas
corresponderam aos métodos DMF (MORAN, 1982),
DMSO (BARNES et al., 1992) e Acetona 80% (ARNON,
1949), os quais ndo diferiram significativamente entre
si (Tabela 1). Do mesmo modo que o verificado para a
clorofila a, a equagdo de PORRA et al. (1989), para a
clorofila total, resultou no menor teor absoluto entre
os métodos testados. Isso confirma que as equagdes
associadas a cada um dos métodos representam um
fator importante na escolha do protocolo de extragao.
Ressalte-se também o baixo desempenho do alcool
absoluto (WINTERMANS & DE MOTS, 1965) como
extrator em folhas de Tifton 85. Esse resultado, contrario
aexperiéncia de outros autores (RITCHIE, 2008), ratifica
o carater altamente especifico dos métodos de
quantificagdo de clorofilas.

Tabela 1 - Teores médios (+ desvio padrdo) das clorofilas a, b e total (a+b) extraidas de 1aminas foliares de Cynodon spp., cultivar ‘Tifton

85’, em fungdo de cinco protocolos operacionais.

Método Clorofila a (umol m?) Clorofila b (umol m?) Clorofila (a+b) (umol m™?)
Dimetilsulfoxido" 316 +2,93A© 66+1,41C 383+£3,70 A
N,N Dimetilformamida® 297+3,58 A 85+2,03B 383+£5,13 A
Acetona 80% 250+2,65B 111+ 1,50A 361 £4,05 A
Alcool absoluto® 259+2,84 B 84+2,25B 343+386B
Acetona 80% 242 +2,55B 81+1,18B 324+362B

(' BARNES et al. (1992); ® MORAN (1982);  ARNON (1949) modificado; » WINTERMANS & DE MOTS (1965); ¢ ) PORRA et al.
(1989). © Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Seropédica, RJ,

junho de 2008.
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Em relagdo ao tempo de extragdo, outro
importante ponto nos protocolos analiticos (TAIT &
HIK, 2003), observou-se que o padriao de variagdo
temporal para as trés classes de clorofilas ajustou-se a
um mesmo modelo, independentemente do método de
extragdo (Figuras 1A a 1E). O modelo corresponde a
uma hipérbole retangular, a qual se inicia em y=0 para
x=0, sendo utilizado para descrever a cinética de

saturac@o de um ligante ao seu substrato (MOTULSKY
& CHRISTOPOULOS, 2004). No presente caso, 0s
ajustes foram altamente eficientes, como evidenciam a
maioria dos valores de R? acima de 0,95, salvo excegdes,
todas relacionadas a clorofila b (Figuras 1A, 1Ce 1E).
Também ¢ interessante observar, em todos os casos, a
estabilidade dos valores acima de 48 horas, o que
sugere uma efetiva “saturacdo” do processo de
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Figura 1- Teores das clorofilas a, b e total (a+b) extraidas de discos foliares de folhas de Tifton 85, por cinco protocolos diferentes,
em fungdo do tempo de extragdo. A: N,N-dimetilformamida (MORAN, 1982); B: acetona 80% (ARNON, 1949); C:
alcool absoluto (WINTERMANS & DE MOTS, 1965); D: acetona 80% (PORRA et al., 1989); e E: dimetilsulfoxido
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extragdo, independentemente de solvente. Assim,
dentro das condi¢des operacionais do presente
trabalho, esse tempo de extracdo (48 horas) foi
considerado o mais prudente e seguro. E possivel que,
com procedimentos adicionais, tais como aquecimento
das amostras (BARNES et al., 1992) ou centrifugagio
(TAIT & HIK, 2003), os tempos de incubagdo possam
ser diminuidos ou a eficiéncia de extragdo possa ser
aumentada. Tais protocolos deveriam ser preferidos
em estudos mais aprofundados, envolvendo aspectos
bioquimicos ou fisioldgicos, especificos a cada classe
de clorofila. Entretanto, quando se trata da definigdo
de protocolos operacionais sob condi¢des de campo,
envolvendo a comparacdo de elevado numero de
tratamentos e repeti¢des, ¢ admissivel perder certa
parcela de precisao, sem comprometer, todavia, o rigor
das comparagdes.

Sendo assim, tomando-se como base a
clorofila total (a+b) em laminas foliares da graminea
forrageira Tifton 85, os melhores extratores foram a N,N-
dimetilformamida, o dimetilsulféxido e a acetona 80%,
com 48 horas de incubagao.
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