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1. _mTRODUÇÃO

1. 

Na realidade conhece-se muita pouca coisa das relações e
xistentes entre a nutrição mineral e as alterações bioquímicas -
no metabolismo geral do cafeeiro, a pesar de ser o café produto 
tão amplamente usado e de ter tanta importância não só económica 
mas política, em cuja comercialização encontram-se comprometidas 

N , ,,,.,,. 
-,. ., N 

tao grande numero de naçoes; como consequencia nao concordam os 
resultados e as opiniões dos poucos investigadores que têm se i� 
teressado nêsses estudos. 

Sabe-se que uma deficiência mineral afeta direta ou indi 
retamente o metabolismo normal do vegetal e altera o equilíbrio 
entre os seus constituintes químicos; geralmente a alteração dê� 
se balanço encontra-se associada ao aparecimento de sintomas que 
podem até aaracterizar uma deficiência mineral. 

O uso da cromatografia em papel chegou a ser um dos méto
dos relativamente recentes e mais interessantes nos estudo.s do 
metabolismo do nitrogênio e na separação de diversos tipos de 
compostos orgânicos celulares, como se deduz da boa quantidade -
dos trabalhos publicados nos últimos doze anos s5bre fatôres que 
podem alterar o metabolismo normal das plantas. 

De acôrdo com o já referido, vê-se que um estudo da rela
ção entre o estado nutricional do cafeeiro e alguns dos compos -
tos que constituem a parte metab6lica 9 tais como aminoácidos li
vres, ácidos orgânicos não voláteis e açúcares, poderá contri
buir para o melhor entendimento dêsse tipo de relações. 

Do ponto de vista prático é de grande valôr conhecer o co� 
portamento dêsses compostos orgânicos já que RAMAIAH(l964) men 
ciona uma acumulação de alguns dos aminoácidos mesmo antes de se 
notar anormalidades na fÔlha. Detedtada assim uma deficiência mi 
neral é possível corrigi-la oportunamente, quer dizer, antes do 
aparecimento de sintomas visíveis i evitando assim diminuição ou 
perda de colheitas, o que é de muito interesse para os países 
prodatores. 

O estudo aquí apresentado foi planejado com o fim de conh! 
cer as variações qualitativas e quantitativas dos aminoácidos l! 



2. 

vree, dos ácidos orgânicos não voláteis e dos açúcares presentes 
nas fÔlhas de cafeeiro de �óÔrdo com o tipo e gráu de deficiên

� 

eia mineral que estas apresentem e como uma contribui9ao para a 

diganose precoce de dita deficiência, 

Considera-se êste trabalho como sendo uma investigação bá-

ô 
� � sioa, que amplia o conhecimento s bre a composiçao da folha de 

café, cujos resultados poderão servir a estudos posteriores de 

nutrição mineral, de nutrição orgânica, patologia e fertilidade 
de solos. Constitui. além disso, uma utilização adicional 

para a diagnose foliar. 



2. REVISÃ® DA LITERATURA

De acôrdo com as consultas bibliográficas realizadas, par� 
ce que o primeiro estudo de metabolismo feito em fôlhas de cafe�i 
ro foi o de CAIN(1956) o qual aplicou uréia em fôlhas de café,ca
cau e banana, tendo demonstrado ª?mento do teor de nitrogênio as
sim como de aminoácidos e amidas. MALAVOLTA e colaboradores( 1958 ), 
analisaram. aminoácidos livres em fôlhas de cafeeiro que haviam s! 
do pulverizadas com uréia e nelas encontraram um aumento no teor 
de asparagina e ácido glutâmico. 

CROCOMO(l959), fez um estudo sôbre o metabolismo da uréia
c

14 aplicada a fôlhas de cafeeiro cultivado em solução nutritiva 
e nê_le apresenta resultados da análise cromatográfica em papel, -
tanto dos aminoácidos, como dos açúcares e ácidos orgânicos cem
tidos nas fÔlhas de plantas normais e deficientes em nitrogênio; 
aliás, êste parece ser o primeiro e único trabalho em que es es
tudam, no cafeeiro, os três tipos de compostos orgânicos. 

Estudos de aminoácidos livres no cafeeiro em relação com a 
nutrição mineral têm sido muito recentes: segundo referem 
CARVAJAL & MACHICAD0(1964), Fargas em 1963 apresentou uma tese pa 

-

ra M.S. em iurrialba, na qual estudou a in�luência de algumas de-
ficiências minerais sôbre o conteúdo de substâncias nitrogenadas 
simples em fÔlhas de cafeeiro cultivados em solução nutritiva,ten 

-

do encontrado que a �eficiência de nitrogênio causa uma diminui
ção altamente significativa de alguns aminoácidos e a consequente 
diminuição do nitrogênio solúvel total. Obsérvou ainda que a de
ficiência de potássio altera a concentração de algumas frações, -
sem afetar, porém, o nitrogênio total. 

Na India iniciaram-se recentemente estudos desta natureza e 
RAMAIAH et al.(1964) publicaram os primeiros resultados da suai� 
vestigação, tendo encontrado um acúmulo da maioria dos aminoáci
dos nas fÔlhas de cafeeiros adultos que apresentavam sintomas de 
deficiência de zinco, inclusive no estado de defici&ncia incipien 
te; sugeriu que o acúmulo de certos aminoácidos pode causar táxi� 
des na planta,tóxides que pode ser a causa parcial das anormalid� 
des típicas que apresentam as plantas com deficinncia de zinco. 



Encontrou uma maior quantidade de proteina formada nas fÔlhas cem 

sintomas de deficiência em relação as fÔlhas normais e a composi
ção da proteina foi idêntica em ambos os tipos de fôlha. 

OARV.AJAL & MACHICAD0(1964) estudaram o metabolismo do ni

trogênio nas fÔlhas de cafeeiro durante a floração e salientaram 
a sensibilidade relativa dos aminoácidos e amidas diante duma al
teração fisiológica. 



3. J.lüTERIAL, E
ll 
JYJ:tTODOS

3,.1. Material
3.1.l. Amostras .... De acôrdo Com a descrição de sintomas V!

suais de deficiências minerais que fazem MALAVOLTA e bolaborado
res(l962) amostras foram colhidas num cafezal estabelecido no ano 
de 1954, formando-se amostras compostas com as fÔlhaS que aprese� 
tavam determinados sintomas, as que foram posteriormente subdivi
didas para ter repetições das análises completas. ·cada um dos di
versos tipos de deficiência foi considerado como sendo um trata -
mento. 

As amostras foram colhidas num experimento fatorial 2x2x2 -
com fertilização NPK com plantas da variedade n:Bourbon vermelhou

?

instalado num terreno da Cadeira nº 2 da ESALQ, caracterizado co
mo sendo um solo pobre, arenoso profundo, da formação Corumbataí, 
de pH 5,7, reconhecidamente pobre em azôto e potássio, segundo 
AMORIM et al.(1965) e PIMENTEL et al.(1965). As amostras com sin
tomas de deficiência de potássio foram colhidas nas parcelas que 
não haviam recebido adubação potássica. As amostras com sintomas 
de deficiência de nitrogP.n�o pertenciam às parcelas sem êste ele
mento e as amostras com sintomas de deficiência de zinco foram co 
lhidas sem se ter em conta os tratamentos de fertilização das par 

-

celas. As amostras com sintomas de deficiência de boro foram tra-
zidas da fazenda "São Quirino11 em Campinas. 

3.1.2. Tratamentos - Os tratamentos foram 
fÔlhas 
fôlhas 
fÔlhas 

fÔlbas 

fÔlbas 

f'Ôlhas 

fôlbas 

com 
com 
com 

com 

com 

com 

sintomas de 
sintomas de 
sintomas de 

,. . gen10 
sintomas de 

gênio 
sintomas de 

sio 
sintomas de

sio 

deficiência 
deficiência 
deficiência 

deficiência 

deficiência 

deficiência 

normais (testemunha) 

sete no total: 
de zinco, 
de boro, 
inicial de nitro-

avançada de nitr2 

inicial de potás-

avançada de potá� 



3.2. !Yfétodos 

6. 

3.2.l. Conservação das amostras - Imediatamente após colhi 
das as amostras, foram conservadas em congelador a 1520 até o seu 
processamento. 

3.2.2. Liofilização - Das amostras compostas tirou-se uma 
alÍq?ota para a determinação do conteúdo de umidade e, com o fim 

, 
. 

-

de preserva-las contra qualquer transformaçao dos seus compostos -
orgânicos, foram logo submetidas ao processo de liofilização nas 
dependências da cadeira de Tecnologia de Alimentos da ESALQ e en
tão divididas em cinco sub-amostras, as quais foram consideradas 
como repetições para fins das análises completas. 

3.2.3. Análise química - Em cada sub-amostra ou repetição 
foi feita a análise química dos teores totais de nitrogênio, fós
foro, potássio, boro e zinco seguindo-se os métodos em uso nos 1� 
borat6r1os da ESALQ, descritos por MALAVOLTA(l965,b); para a det� 
minação de cálcio e magnésio foi seguido o método do EDTA segundo 
GL0RIA(l965). 

3.2.4. Preparação e purificação dos extratos - A prepara 
ção dos extratos reveste-se da maior delicadeza, na medida que u 
ma extraçãó imperfeita pode falsear todos os resultados. Após cui
dadoso estudo dos diversos processos propostos na bibliografia e 
de acôrdo com as possibilidades de trabalho, foram experimentados 
alguns métodos, oomo o de OLIVEIRA(l962), ROMBERGER(1960),0WENS & 
SPECHT(l966), ARZOLLA & FONSECA(l966) e SEIMAN(l961); tendo em vif 
ta a utilização de pequena quantidade da amostra, foi decidida u
ma modificação dos procedimentos a qual deu bons resultados, já 
que a extração foi muito proveitosa; sumàriamente o método utili
zado consistia em: pesar uma grama do material liofilizado e col� 
cá-lo num almofariz contendo um pouco .4.e areia lavada; triturar a, .. :

té o material ficar finamente moído. Adicionar 12,5 ml de etanol a 
80% e deixar em maceração durante uma hora. Transferir o conteúdo 
do almofariz para tubo de centrífuga e lavar o almofariz com mais 
12,5ml de etanol a 80%, recebendo-se tudo no mesmo tubo de oen�ri
fµga. Centrifugação por 15 minutos a 1.500 rpm. Transferir direta
mente o sobrenadante para a coluna de resina previamente preparada. 



,., 

3.2.5. J;reparaçao da,coluna de resina - A resina AG-50W-
X8 100-200 11 mesh 11

, forma n+ com 5,1 miliequivalentes de capacid� 
de total por grama seco foi suspensa em etanol 50% e colocada a
té uma altura de 5 cm, ficando assim pronta para receber o extra 
to obtido em 3.2.4.

3.2.6. Isolamento e purificação dos aminoácidos livres -
O procedimento seguido foi fundamentalmente o descrito por 
ARZOLLA & FONSECA(l966): o extrato foi passado pela coluna a uma 
velocidade de fluxo de 1,5 ml por minuto e depois lavou-se a co
luna com 20 ml de água desmineralizada, recebendo-se o percolado 
que contém os ácidos orgânicos e açúcares, num frasco para ser -
conservado a 152c. Num copo de 50 ml foi recebido o líquido de 
eluição da coluna que continha os aminoácidos, os quais foram re 

. 
-

tirados da resina mediante passagem de NH40H 3N, até reação po-
sitiva com a fenolftaleina, o que se conseguiu adicionando-se 
uns 20 ml de hidróxido. 

O líquido contendo os aminoácidos foi evaporado à secura
em banho de areia a 6020. O conteúdo uma vez sêco foi dissolvido 
em 1 ml de isopropanol 10%, ficando assim pronto para os estudos 
cromatográficos. 

3.2.7. Tratamento da fração cont2ndo ácido�rgânicos e 
açúcares - O líquido contendo os ácidos orgânicos e açúcares foi 
evaporado até secar em banho de água a 60QC com ajuda de corrente 
de ar purificado através de H2S04 6N. O conteúdo, uma vez sêco, -
dissolveu-se em 5 ml de etanol 50%, ficando pronto para as análi
ses cromatográficas. 

tiva 

Esquemàticamente o processo foi o seguinte:(ver página 8). 

3.3. Cromatografia em �apel de filtro 
3.3.1 • .Q,romatografia dos aminoácidos livres 
O procedimento seguido na análise cromatográfica 

foi o de ARZOLLA & FONSECA(l966) e a identificação 
qualita -
dos diver 

sos aminoácidos foi feita pelo professor J.D.P.Arzolla da Cadeira 
nº 20 da ESALQ; para isso foram corridos cromatogramas com compo� 
tos puros (padrões), utilizando-se 10 microlitros de soluções 
0,06 M em isopropanol 10% mais 1 ml de HCl lN. Às vêzes foram 



Amostra de fôlhas 
j 11ofilização

amostra liofilizada 

1 
análise �química 
dos teores to -
tais 

J ~ 

extraçao 

V 

1 trituração manuãl em al 
mofariz.Maceraçao em e: 
tanol /80% PQr uma hora. 
Centrifugaçao por 5 mi
n utl:t 1 .. 5 00 rpm 

resíduo 
(fração insolúvel em 

etanol 80%) 
(fração 

ext;rato 
solúvel em etanol 80%)

25 ml do sóbrena
dante passado por 
uma coluna de re
sina AG-50W-X8 for 
ma H+, previamenle 
lavada com etanol 
a 50% 

r 
aminoácidos e ami
das retidos em AG-
50W-X8 

eluição com 
NH40ll 3N até 
reaçao posi
tiva com fenol
:ftaleina -

efluente 
(aminoácidos e amidas) 

evaporação at� 
secar em banho 
de are ia a 60f2 a.
Dissolução em 1 
ml de isopropa
nol~l0%. Conser ... 
vaçao a -15ºC• 

(amin-oácidos e amidas) 
separação, iden
tificação e aná ... 
lise quantitati
va pela cromato
grafia em papel. 

lavagem da co 
luna com 20mI 
de água desmi
nera.lizada. -

efluente 
(açúcares + ácidos orgâ 
nicos) 

, 
" 

evaporação até se 
car em banho dei 
guaNa 60º0.Disso: 
luçao em 5ml. de 
etanol 50%.Conser
vação a -1520. -

Açúcares e ác.orgâniccs 1 separãção, identi-
ficaçao e análise 
quantitativa pela 
cromatografia em � 
papel 
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corridos padrões juntamente com os extratcs nc mesmc cromatogra--
ma .,

Para a análise cromatográfica quantitativa 9 seguiu-se a 
técnica de ARZOLL.A( 1966, b) 

9 
a qual St;�.màriamente cons :;.s-';,;e em ob•= 

.ter uma boa separação das manchas no cromatograma bidimensional= 
·····•-- .... s::;:;rr-:i.dn com o extrato obtid-::i em 3 ? 2 ,. 6 ,, 1 usa:'.:lr'l.c-=se pa:,el de filtrr; 

Whatman nº 1 e fenol: água(80�20 9 i!gV) 9 como i::c:tQ.e·LrJ solvente e 
n-butan01�áctdo acético:;água (4;:lil, V'i.V3V) como segundo s:,lven=
te. Revelar com ninhidrina a 0,5% em etano+ a 95%º Nesta altura
do processo foi feita uma pequena modificação 1 que co�sistiu em
colocar no fundo de uma pr'.)veta de 500 ml

7 
U11".as gêtas de etan0l ~

95% a fim de provocar uma atmosfera saturada de álcool e logo i�
traduzir nela o cromatograma pulverizaé!..o com ninhid.rina 1 para e
vitar que o cromatograma se secasse antes de se dar a reação dos
aminoácidos com a ninhidrina, como sugerem PORTER et al. ( 1957) ,,A
secagem do cromatograma foi feíta em estufa a 70QC por 30 mim::.-�
tos. Cortadas as manchas dos aminoácidos 9 foram eluidas durante -
uma noite com uma soluçã.c tampão de fosfato pH 7 iO e feita a lei
tura no colorímetro a 570 milimicras de 0o�primento de onda(fil
tro verde) para a maioria dos aminoácidos .. Fazla=s,;: :"1ecessário
correr em cada cromatograma um padrão de leucina e um padrão de
asparagina. Para êste último ao fazer a leitura precisava-se u
car filtro vermelho já que a sua côr com a ninhidrina era pardaº

Na determinação quantitativa da prolina, a qual dá uma côr 
amarela com a ninhidrina, usou-se a isatina com a qual a prolina 
reage dando uma côr azul intensa num fundo côr de rosa; para is

_s.o-seguiu-se o método tirado de ARZOLLA(l966
1
a) correndo-se um 

cromatograma unidirecional do extrato e padrão de prolina em bu
tanol normal:ácido acético:água (4:1:1, viv�v) como solventeº O 

A 
~ 

cromatograma uma vez seco ao ar foi mergulhado numa soluçao de: 
0,5 gramas de isatina, 1,5 gramas de acetato de zinco, 1 ml de á
cido acético, 95 ml de isopropanol 1 5 ml de água e logo secado 
na estufa a 80QC por 30 minutos. Depois de sêco o papel foi lava
do com água corrente até ficar branco 7 levada a mancha azul da 
pro li.na a tubo de colorímetro e feita a e:.uição com 5 ml de fenol 
saturado com água, deixando durante 15 minutos no escuro e agi- -
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tando os tubos por rotação cada 5 minutos. A transmissão foi li
da no colorímetro com filtro vermelho(610 m,u). 

3.3.2. Cromatografia dos ácidos orgânicos não voláteis 

Para a análise cromatográfica qualitativa, foram experime� 
tadas com o extrato obtido em 3.2.7., uma diversidade de mistu
ras de sJlventes encontradas na literatura, sendo que a que me
lhores resultados deu foi a de n-butanol:ácido aoético:água 
(4:1:5, v:v:v) tanto na cromatografia circular como na cromato 
grafia descendente, ARZOLLA & VALENCIA(l967). 

Foi experimentada uma grande série de reveladores recomen
dados para ácidos, como o azul de bromofenol e o verde de bromo
oresol de RODRIGUES(l962); anilina-xilose; iodeto-iodato de po
tássio; hidrocloreto de semicarbazida-dinitrofenilhidrazina;clo
reto férrico, recomendados por BLOCK et al.(1958) e SMITH (1958); 
a cloramina-fenol vermelho e o azul de bromofenol que sugeridos 
por MERK(s.d.); nitrato de prata-azul de bromofenol de SMITH· 
(1958) nitrato de prata amoniacal usado por BUSH(l952) e nenhum 
dêles permitiu fixar as manchas correspondentes além de um ou 

dois minut.os. O que conservou as manchas no cromatograma durante 
mais de 10 dias foi a pulverização com a seguinte mistura:40 mi
ligramas de púrpura de bromooresol, 100 miligramas de áciào bóri 

-

co, 100 ml de metanol, 7,5 ml de solução 1% de b6rax. Esta mis-
tura� recomendada por diversos autores para identificação e lo
calização de açúcares e alcoois polihídricos: GARDNER(l955), 
HATHWAY(l956), BLOCK et al.(1958); foi primeiro proposta por 

Bradfield, em 1950, segundo GARDNER(1955); êste sugere que provà 
-

velmente forma-se um complexo entre o açúcar e o ácido bórico. -

dando orígem a um ácido mais forte do que o ácido bórico isoladoº 
No caso presente todos os padrões dos ácidos puros utilizados a
pareceram como manchas amarelas em fundo azul, tal como ocorre -
com os açúcares segundo os autores citados. De qualquer modo, a 
reação que aqui pode ocorrer não é bem conhecida e muito possi-
velmente acontece uma esterifioação parcial dos ácidos. 

Correndo-se o extrato obtido em 3.2.7. num cromatograma 
descendente juntamente com 10 miorolitros de soluções padrões a 
2% em acetona a 50%, logrou-se a identificação da maioria dos 
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ácidos orgânicos contidos na fôlha de café. 

Para a análise cromatográfica quantitativa dos ácidos org! 
nicos foi seguido o processo seguinte j ver ARZOLLA & VALENCIA -
(1967): uma vez.identificados os ácidos conforme descrito 9 em 
cromatogramas descendentes correram-se extratos e mistura 
padrões paralelamente e ao lado correu-se mais um extrato 
serviria como guia; ap6s sêco o cromatograma foi cortada a 
xa correspondente à linha guia e revelada por separado como 

dos -
que 

fai-
. , 

Ja 

foi dito; voltando dita faixa ao seu lugar de orígem e sob luz
ultravioleta foram localizadas as posições dos ácidos nos outros 

~ ~ 
A extratos e dos padroes, pela posiçao das substancias fluorescen-

tes intercaladas entre os ácidos 9 sem necessidade de impurifica
ção com indicadores. A� áreas de papel assim assinaladas eram -
cortadas para eluição durante meia hora com 5 ml de água a 6020 
e descarbonatada, agitando-se por rotação suave para posterior -
titulação com NaOH aproximadamente 0,002N e com fenol vermelho 
como indicador, preparado misturando-se 0 1 1 grama de indicador -
com O,l ml de NaOH 0,05 N e completado o volume a 250 ml. 

3. 3 .. 3. !g_filise cr_omatográfica dos ª2úcares

A análise cromatográfica qualitativa foi feita mediante
cromatografia monodirecional descendente, de acôrdo com a técni
ca descrita por FONSECA & ARZOLLA(l965) e por cromatografia ciE 
cular em que se corriam junto ao extrato obtido em 3.2.7.,10 mi
crolitros dos padrões 0,06 M em água destilada, utilizando a mi§ 
tura n-butanolgácido acéticogágua (4:1:0 1 5, v:v:v) como solven� 
te; logrou-se a identificação dos açúcares presentes na fÔlha de 
oafeeiro 1 revelando os cromatogramas após sêcos ao ar com a mis
tura de l ml de anilina 9 1 grama de difenilamina, 100 ml de ace
tona, 1 ml de ácido fosfórico 85% e secagem na estufa a lOOºC du 
rante 5 minutos. 

Entre os diversos métodos experimentados para a análise cr2 
matografica quantitativa, estão os de BLOCK et al.(1958),GARDNER 
(1955), HATHWAY(l956), PRIDHAM:(1956) do cloridrato de p-anisid! 
na, o de JOHANSON(l953) da antrona, o da difenilamina de BLOCK 
(1958); o que melhor funcionou foi o do cloreto de trifeniltetra 
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zolium o qual é reduzido pelos açúcares redutores dando o clore

to de trifenilformazan, composto insolúvel e de côr rosa inten
sa. O método, ver VALENCIA & ARZOLLA(l967), consiste do seguinte: 

mergulhar o cromatograma após sêco ao ar, na mistura de 20 ml de 
cloreto de trifeniltetrazolium 2% em metanol, 30 grámas de.NaOH, 
300 ml de metanol. Secar o cromatograma a 802 O durante 10 minu
tos: os açúcares dão uma côr de rosa intenso sôbre um fundocârde 
rosa pálido .. Cortar o papel contendo as manchas dos açúcares dos 
extratos e dos padrões e um branco, todos do mesmo tamanho e fa

zer a eluição com metanol:ácido acético glacial (10:1:5,v:v) du
rante 10 minutos com agitação ocasional e ler no colorímetro u-

~ 

sando filtro vermelho. Com êste revelador, entretanto, nao rea-
gem a rafinose e a sacarose, já que não são redutores, razão pe

la qual não foram determinados quantitativamente. 



4. RESULTADOS

Con:forme foi dito em 3.2.2., as amostras compostas e lio'"".

filizadas, foram divididas em cinco sub-amostras (repetiçÕes1, -
nas quais realizaram-se tôdas as análises planejadas. Nas tabe
las de resultados apresentadas em seguida encontram-se marcados 
com dois asteriscos(»») os valôres das m�dias que, pelo teste -
de Tukey, diferiram significativamente ao nível de 1% de probab! 
lidade, quando comparadas com o correspondente valôr da testemu
nha, e com um. asterisco(�) as que diferiam significativamente -
ao nível de 5% de probabili�ade. 

4.1. Análise química dos teores totais 

Na tabela 1 apresentam-se os dados médios dos teores to
tais nas cinco repetições, além da porcentagem de umidade nas a
mostras compostas. 

Tabela,l. Vf;\.lÔr dos teores totais nas amostras dos diver
sos tratamentos (médias de 5 repetições). 

Elemento 
Zinco 

Nitrogênio% 2,98 
Fós:foro % 0,163 
Potássio% 1,92.B»

Cálcio% o, 78lli» 
Magnésio% o,46u

Boro ppm 91» 
Zinoo ppm 20]1 

% de humida- 5745a� l'.)as _amost. ' 

� _ ..... ........... ,, . ...,._. 

Bl!i indica diferenças 
testemunha 

B indica diferença� 
testemllnha. 

Tratamentos (de:ficiências minerais) 
inicial 

Boro de K 

2, 67-.m• 2,90 
0,117 0,133 
2, 39 0,84.l!il!i

0,76U 1,108

avan- inicial 
�a a 
e K de N 

2,71
U 2 53•• 

'" 
0,146 0,147 
0,52•• 2,39 
l,49BE 0,82 

av�n- Teste-
�a a 

e N m11nha 

2,21•• 3,03 
0,145 0,132 
2,57 2,45 
o,83 o,83 

0,27»» 0,12•» 0,90
U 

0,35
8

0,33 0,32 
63 117•» 152U 110»» 1oa»E 76 
18».B 24 22 '24 26 26 

33,33 61,25 62,79 57t14 . 63, 63 70,50 

significativas nível 1% erd relação ao a 
� 

nível 5% 
,., ' signi:ficativas ao em relaçao a 
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Nesta tabela pode-se verificar que na testemunha (normal) 
os teores de nitrogênio, potássio, boro e zinco, considerados co
mo tratamentos nêste trabalho, e os teores de fósforo,cálcio e 
magnésio, estão entre os níveis que para Cgffea arabica conside
ram como normais diversos investigadores; veja-se MALAV0LTA(l965 
a). 

No caso doa tratamentos cor respondentes a deficiência ini
cial e avançada, tanto de nitrogênio como de potássio, as difere� 
ças dos teores em relação à testemunha foram altamente significa
tivas; os teores dos elementos nos tratamentos correspondentes a 
deficiência avançada foram sempre menores do que os teores encon
trados quando a deficiência era inicial. 

A pesar de que o teor de boro no caso de deficiência tenha 
sido menor do que na testemunha, não houve diferenças significa-
tivas. No caso do teor de zinco, foi êste menor a 5% de probabil! 
dade em relação à testemunha; nas amostras do tratamento relativo 
à defioilncia de boro, o teor de zinco foi menor ainda do que nas 
amost�as correspondentes a deficiência nêste elemento. 

Em continuação são apresentados os valôres de °F 1t para trê 
taantos, os coeficientes de variação {c.v.) e as diferenças míni
mas significativas (D.M.S.) aos níveis de 1% e de 5% de probabili 
dada para a co�paração das médias dos teores totais pelo teste de 
Tukey, s�gundo PIMENTEL G0MES{l966), para n=7 e n'=24. 

Tabela 2. Valires de °FH para tratamentos, coeficientes 
de variência (e.V.) e D.M.S. entre médias pelo 
teste de Tukey para n=7 e n'=24. 

Elementos F(tratamentos) c.v. D.M.S. pelo teste Tukey
1% 5% 

Nitrogênio 32,91 3,85 0,22 0,18 

Fósforo 17,86 0,05 0,04 

Potássio 332,70 5,38 0,21 0,17 

Cálcio 44,00 2,95 0,06 0,05 
Magnésio 141,00 2,92 0,03 0,02 

Boro 65,06 7,92 17,01 13,93 

Zinco 4,19 14,93 7,12 5,83 

F (tratamentos) 1% = 3,67
5% = 2,51 
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4.2. Análise cromatográfica dos aminoácidos liI��§ 

Na Tabela 3 apresentam-se os aminoácidos livres encontrados 
nas fÔlhas de café nos diversos tratamentos; os dados são expres
sos como microgramas de nitrogênio por grama de material liofili
zado. 

Tabela 3.Microgramas de N por gr�ma de material liofiliza
do ., (Médias de 5 repetíçoes) 

.inoácidos 
vres,solú
is em álcool 

Zinco 

do aspártico 7,78 
do glutâmico 52,93 
'ina 
cina 
onina 
,nina 
,aragina 
lina 
:tamina 
·osina
do gamma ...
.nobutírico
.ilalanina
,ionina +
.ina 
tcina 

11,97 
27,66 
11,62 
14,52 

115,56:m:m 
79,58 

8,18 
1,02 

2,50 
0,91 

1,07(4) 
1,41 

rleucina tr .,

.dó pipecólico 1,45 
:teína 
:tina 
:ina 
:tidina 
;inina 
;rulina 

>tais

0,65 
tr. 
2,00 
0,70(2) 
tr. 
tr. 

341,51 

Tratamentos (deficiências minerais) 

Boro 
inicial avançada inicial avançada Test. de K de K de N de N 

11,78 
44,63 
12,99 
15,12 

15, 74 

13,77 

82,8i5

106,411111 

3,04:mB

tr. 

3,12 
1,36 

3,45 

3, 32 
tr. 
2,73 
0,66 
1,28(3) 
0,94(2) 
0,93(1) 
tr. 

10,97 11,0:i 7,30 12,26 10,66 
56,81 39,76 62,15 39,51 77,24 
14,89 10,33 14,51 22,19 14,52 
19,22 14,16 13,65 19,27 30,27 
16,29 12,15 18,71 26,87 16,69 
19,23 12,69 13,77 22,04 21,27 
88,161111 148,99»» 52,25 33,60� 58,01 
92,8?1UI 72,54 56,65 31,65�!1 64,12 

6,04 6,74 3,361111 6,63 9,21 
3,24 1,45 1,90(1) 7,53(1) tr. 

3,44 
0,89 

3,75 
2,98 

2,38 
tr. 

4,33 
4,71 

2,09(3) 
2,35(3) 
l t 38(1) 
3,14 
0,48 

4,48 
3,59 
1,70(2) 

tr. 2, 38 ( 4 ) O, 95(� 

tr .. 
1, 10( 3) 
0,48(1) 
tr .. 

3,02(3) 
1,10 
tr .. 
0,78(1) 

0,63(1) 
1,10(1) 

1,26(2) 
tr. 
0,48(1) 
0,73 
tr. 
tr. 
2,17(1) 

2,49(2) 1,6({2) 
tr.. tr. 
3,48(2) 1,3C(2) 
4, 97:ffi» o-, 72 
4,39(4) tr .. 

2,09(4) tr. tr. 
tr. 
tr .. 

o, 77(4) 0,98(] 
2,11(4) tr. 
1,29(1) tr .. 
tr. tr. 

326,23 338,23 _352,95 251,27 252,47 310,05 

i indica diferenças significativas ao nivel de 1% em relaçªo à testemunha 
indica diferenças significativas ao nível de 5% em relaçao a testemunha 

= menos de 0,20 microgramas de N no cromatograma~ 
o nº entre parentesis indica o número de repetiçoes 9 diferente de cinco,
em que o compost� foi detectado.
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4.2.1. Análise de variância e teste de Tukey 

Em seguida apresentam-se os valôres de "F" para tratamen
tos, os coeficientes de variação (C.V.) e as diferenças mínimas 
significativas (D.M.S.) entre médias pelo teste de Tukey com n= 
7 e n'=24. Esta análise só foi feita para os aminoácidos 4ue fo 

. 
-

ram encontrados nas cinco repetições de cada tratamento., 

Tabela 4. Valôre@ de F para tratamentos,coeficientes de 
variaçao ·.·� D.M.S. entre médias pelo teste de 
Tukey com n=7 e n'=24. 

F 
D.M.S. pelo teste de

N-aminoácido c.v. Tukey 
(tratamentos) 1% 2% 

ácido aspártioo 0,59 54,99 11,84 9,69 
ácido glutâmioo 2,17 122,56 137,15 112,33 
serina 1,29 51,28 15,61 12,78 

glicina 1,71 56,97 23,80 19,49 
treonina 2,38 43,74 15,50 12,69 
alanina 1,03 51,94 18,28 14,97 
asparagina 51,44 14,94 25,98 21,28 
prolina 25,95 14,94 22,59 18,50 
glutamina 5,23 36,29 4,70 3,85 
ácido gamma-

3,28 aminobutírico 1,11 49,62 2,69 
fenilalanina 3,72 88,49 4,15 5,26 

oisteína 3,50 145,19 4,06 3,32 

F(tratamentos) 1%=3,67
5%==2,51 

4.2.2. Nitrogênio amínioo e amídico total e porcentagem 
dos aminoácidos em cada cromatograma. 

Na tabela 5 apresentam-se o total de nitrogênio amínico e 
am!dico é as porcentagens do nitrogênio dos aminoácidos sôbre d! 
to total para os compostos que atingiam valôres individuais de 
mais de 4%, os dados apresentados são as m�dias das cinco repet! 
çoes. 

Na tabela 6 aparecem os valôres de ºF'' para tratamentos,-



os coeficientes de variação {O.V.) e as diferenças mínimas signi-
-

ficativas {D.M.S.) entre as médias para a sua comparaçao pelo te� 
te de Tukey com n=7 e n'=24. 

-

4.3. Análise cromatpgrá.fioa dos ácidos orfiânicos nao volá-
teis. 

Os dados médios dos teores de ácidos encontrados nas fô- -
lhas de café são apresentados na tabela 7, expressos como micro
gramas de ácido por grama de material liofilizado. 

Tabela 5. Total de N amínico e amídico e porcentagem dos 
aminoácidos em o�da cromatograma {Dados médios 
de cinco repetiçoes). 

Tratamentos (deficiências minerais) 
Aminoácidos avan- avan- Teste-inicial çada inicial çada minha Zinco Boro de K 

Total de N ami-
nico+amídico 339,65 323,80 339,62 
% ác.aspártico 2,20 3,51 3, 18 

% ác.glutárioo 15,44 13,26
5 16, 73 

% serina 3,38 · 3,90 4,30 

% glicina 7,94 4,67 5,73 
% treonina 3,35 4,97 4,71 
% alanina 4,05 4,21 5,62 
% asparagina 34,0955 26,13 26,13 

% prolina 24,09 33,1455 27,40 

de K de N de N 

BE · E» lUl 
349,12 246,88 237,80 306,87 

3,07 2,96 4,73 3,43 
11,436 24.73 17,98 24,99 

2,94 5,9� 8,705 4,68 

3,80»
5,41 7,48 9,92 

3, 34 7,35 10, 99li» 5,45 

3,55
5 5,39 8,43 6,96 

43,25!1E 21,57 15,15 19,00 
20,91 23,55 14,57 20,95 

% glutamina 2,44 0,92»» 1,74»• 1,89»11 1, 3J1UB 2,38 3,01 

Bl!i 

l§ 

indi�a diferença significativa 
çao a. testemunha 
indica diferença significativa ,., 

.. çao a testemunha. 

a. 

a 

1% de probabilidade em rela-

5% de probabilidade em rela-

Na separação cromatográfica lograda, encontraram-se três -
manchas de reação ácida com o indicador usado na localização dos 
ácidos, as quais não correspondiam a nenhum dos padrões de ácidos 
experimentados: cis-aconítico, fÁ -ceto-glutárico, oxalo-acético, 
tartárico, fumárico, oxàlic'), málico, pirú.vico, succínioo, iso-
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Tabela 6. Valôres de F para tratamentos, coeficientés de 

variação (c.v.) e D.M.s. entre médias pelo tes
te de Tuk�y com n=7 e n•=24. 

Aminoácidos F 
(tratamentos) c.v.

Total de N amí
nico+amídico 
% ác.aspártico 
% áo.glutá.mico 
% serina 
% glicina 
% treonina 
% alanina 
% asparagina 
% prolina 
% glutamina 

24,97 
1,41 
4,16 
3, 80 
2, 14 
7,63 
3,89 

19,14 
8,23 
7,30 

F (tratamentos) l%= 3, 67
?-� 5%= 2,51

6,69 
43,55 
32,59 
46,55 
50,65 
37,93 
36,26 
18,45 

1,92 
30,05 

D.M.S. pelo teste de
Tukey 

1% 5% 

43,04 
3,02 

12,17 
4,73 
6,83 

4,57 
4,16 

10,26 
9,48 
1,24 

35,25 
2,47 
9,97 
3,88 

5,59 
3,74 
3,41 
8,40 
7,77 
1,01 

Tabela ¾"7 •·· Microgramas dos ácidos orgânicos não voláteis / por grama ge material li:>filizado(Médias de CiE;
do repetiçoes) 

;Ãcidos 2:rgâ- Tratamentos (deficiências minerais} 
nioos nao vo 
láteis ·solú: 
veis em eta-
nol 

sucoínico 
. , . p1ruv1co 

málico 
is,cítrico 
cítrico 

Zinco 

10,441§

6,17 
5,90 

12,50
11

14.16 

ltl!l indica diferença 
nha 

l!l indica diferença 
nha. 

avan-
inicial çada 

Boro de K deK 

6,44 5,99 11,111§»

4,29 6,11 3,47 
3,91 17,61»» 10,87 

12,84•10,oo 5,64 
16,29 7,62 6, 15 

>csignificativa ao 1%

significativa ao 5% 

avan-
inicial çada Teste-

de N de N munha 

14,55l!lli 
7,44 3,61 

4,25 3,89 2,78 
5,.30 3,83 5,40 
6:31 14, 83:»» 5,71 
8,81 14,33 7,92 

oom relação .. testemu-a 

com relação .. testemu-a 
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cítrico, cítrico. 
Os Rf dêsses compostos em n-butanol:ácido acético:água 

(4:1:5, v:v:v) foram em cromatograma descendente� para o .compos
to A, Rf=0,92; para o composto B, Rf=0,50; para o composto C,Rf= 
0,37. tstes valôres não foi possível comparar com Rfs referidos 
na literatura porque a mistura de solventes empregada não foi n� 
la encontrada. E bem possível que entre as substâncias referidas 
estejam o ácido clorogênico, o ácido cafeico ou algum álcool po
lihídrioo. Não foram analisadas quantitativamente,já que era pre
ciso correr padrões nas mesmas condições. 

4.3.1. Análise de variância e teste de Tuke3:: 

Na tabela 8 apresentam-se os valôres de F para tratamentos 9

os coeficientes de variação (C.V.) e as diferenças mínimas signi-
ficativas (D.M.S.) para a composição das médias pelo teste de 
Tukey com n=7 e n'=24. 

Tabela 8. Valôre� de F para tratamentos, coeficien�es de 
variaçao (C.V.) e D.M.S. para a comparaçao das 
médias pelo teste de Tukey. 

Ácidos F D.M.S. pelo teste de
.. organicos (tratamentos) e. v. l% Tuk-ey 

5%

ác.succínico 5,51 41,55 7,43 6,09 
, pirúvico 0,55 87, 10 8,08 6,62 ao. 
ác. málico 11,90 43,18 6,85 5,61 
ác.isicítrico 5,84 36,53 7,43 6,09 
ác.cítrico 1,07 89, 12 20,11 16,48 

F(tratamentos) 1%=3,67
5%=2,51 

4.4. Análise cromatográfica dos açúcares 

Os dados médios para os açúcar,es encontrados no material es 
�/ 2-� 

-

tudado t são apresentados na/iabelaº" 9� onde se encontram expressos 
como miligramas de açúcar por grama de material liofilizado. 

Com os padrões utilizados na identificação dos açúcares:ma
nose, glicose, rafinose, frutose, sacarose, ribose, xilose, D-ga-
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lactose, a�abinose, não fbi possível identificar uma substância-
redutora qúe apareceu e� pequena quantidade em todos os extratos, 
com um Rf = 0,45 em n-bútanol:áoido acético:água (4:l:0,5 9 v:v:v) 

'" 

descendénte; é bem possiv�l �ue se trate de um triholoSÍdeo pelo 
eeu grande deslocamento; 

Tabela 9. Miligramas de açúcar por grama de mate:ti§l lio
filizado (Dados médios das cinco repetiçoes). 

Tratamentos ( defioilncias ""minerais) 
-··· avan- avan-Açúcar inicial çada inicial çada Teste-

Zinco Boro de K de K de N de N 
munha 

frutose 9,55 9,54 10, 16 11,10 8,94 7,20 8,64 
glucose 8,37 11,30» 6,56º 11,30» 7,49 7,38» 9,21 

ribose 0,72{4) 1,85 2,53 1,55 1,10(4} 0,60(2) 1,31 
sacarose tr. tr. tr. tr. tr. tr. tr. 
rafinose tr. tr. tr. tr. tr. tr. tr. 

»» indica diferenças significativas a 1% com relação à testemu
nha.

B indica diferenças significativas a 5% com relação à testemunha
tr. traços,indica que foram encontrados, mas não quantitizados. 
( ) o ng entre parentesis indica o número de repetições diferen

te de cinco em que o composto foi detectado.

4.4.1. !!!ilise de variância e teste de Tukey 

Na tabela 10 apresentam-se os valôres de F obtidos para -
tratamentos, os eoeficientes de variação (O.V.) e as diferenças 
mínimas significativas {D.M.S.) para a comparação das médias pelo 
teste de Tukey com n=7 e n•=24. 

4.5. Cálculo dos coeficientes de correlação 

Apresentam-se nêste item só aquêles coeficientes de corre
lação que atingiram níveis de significância, indicando-se com si

nal{-) a correlação inversa. Apresentam-se também o número de -
gráus de liberdade e os valôres de t calculados em cada caso, pa
ra o teste de significância de r,(tabela 11). 
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Tabela 10. Valôres de F Bara tratamentos, O.V. e Dl.M.S. 
para oomparaçao das médias pelo teste de 
Tukey, com n=7 e n'=24. Para ribose n=6 e 
n=l5. 

D.M.S. pelo teste de Tukey
Açúcar F 

O. V.

(tratamentos) 1% 5% 

frutose 3,48 15,86 3,10 2,54 
glucose 14,96 12,47 2,30 1,89 
ribose 79,50 9,27 0,75 0,61 

1% = 3,67 1% = 4,22 
F (tratamentos) 

2% = 2,51
F (para ribose) 2% = 2,78
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Tabela 11. Coeficientes de eorrelação(r), gráus de liber
dade ( G.L.) e valôres de ºt" para o teste de 
significAncia de "r". 

Deficiência 
X 

nitrogênio 
nitrogênio 
nitrog�nio 
nitrogênio 
nitrogênio 
potássio 

potássio 
potejhsio 

zinco 
boro 
boro 
boro 
nitrogênio 
nitrogênio 
nitrogênio 
potássio 
zinco 
zinco 
boro 
boro 
boro 

boro 
nitrogênio 
potássio 
potássio 
boro 

�omposto orgAnico 
Y G.L.

asparagina 13
serina 13

prolina 13
N amínico e amídico 13 
% de treonina 13 

% ácido glutámico 13 

% de glioina 13 

% de glutamina 13 

asparagina 8 

asparagina 8 

% de glutamina 8 

% de alanina 8 

ácido málico 13 
ácido is�cítrico 13 
ácido cítrico 13 
ácido succínico 13 

ácido pirúvico 8 

ácido cítrico 8 
ácido succínico 8 

ácido málico 8 

ácido isocítrico 8 

ácido cítrico 8 

glicose 13 
fruto se 13 
ribose 10 

glicose 8 

r 

0,737 
-0,438

o,860
0,562

-0,597
0,703
0,655
0,667

-0,766
-0,787
0,832
0,770
0,513

-0,668
-0,706
-0,623
-0,787
-0,648

-0,793

0,744
-0,724
-0,709

0,781
-0,612

-0,544
-0,667

+ significativo ao nível de
1% :r. 3 ,01 

t (13 G., L.) 5% = 2,16 

10% de probabilidaie 

1% = 3,36 
t {8 G .. L.) 5% = 2,31

t 

4,03 
1,78+

6,16 

2,47 

2,73 

3,62 

3,19 
3,24 

3,39 
3,60 
4,20 

3,41 
2,18 

3,28 

3,64 

2,90 
3,61 
2,40 
3,68 
3,16 
2,97 

2,85 

4,60 
2,82 

2,04
+

2,52 



5. DISCUSSÃO

5.1. Aná¼ise guímioa dgs teores totais
Da observação da tabela 1 apresentada entre os resultados,

pode-se verifioar que as análises químicas dos teores t.otais.c.on,..._ 
firmaram. a a.mostragem. feita na base da sintom.atologi,a visu_al de 
deficiências minerais para os diversos tratamentos estudados e

que na amostra de fôlhas normais (testemunha), os teores dos ele
mentos oáem entre os teores considerados por diversos autores co
mo normais para Coffea arabica (veja-se MALAVOLTA,1965a). Só no
caso da amostra com sintomas de deficiênoi? de boro o teor de zin 
co foi muito baixo tambám. 

Verifica-se além disso a elevação dos teores de cálcio e 
magnésio nas amostras correspondentes aos tratamentos de deficiê� 
eia de potássio, o que não é surpreendente, já que corresponde a 
um fato consagrado na literatura de nutrição de plantas. 

Na amostra de fôlhas deficientes em zinco aparece um teor 
alto de magnésio e um teor baixo de potássio e cálcio. Na amostra 
correspondente à deficiência de boro os teores de cálcio e magné
sio manifestam-se baixos. Nota-se nesta mesma amostra o teor bai
xo na porcentagem de um.idade, o que era de se esperar, já que a 
deficiência de boro aparece mais severa na época da sêca, pela e� 
treita relação entre o conteúdo de água no solo e a absorção de -
boro como é mostrado por VA�I'IQIA(l964), época em que ocorre um 
balanço hídrico negativo para a planta. 

5.2. Aminoácidos livres na fÔlha de café 

Na tabela l, pode-se apreciar de modo geral que a prolina, 
a asparagina, o ácido glutámico, a glicina, a alanina e a treoni
na são os aminoácidos e amidas presentes em. quantidade maior nas 
fÔlhas de oafé analisadas e que segundo os dados da tabela 5, os 
três primeiros representam entre 47% e 75% do total do nitrogênio 
determinado em oada crom.atograma, nos tratamentos de deficiência 
de nitrog�nio e de deficiência avançada de potássio reapectivame2 
te.-

Para CARVAJAL & M.ACHIOAD0(1964) a maior porcentagem de ni
trogênio solúvel na fÔlha de café é devida à asparagina, ácido 
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glutámico e alanina; segundO" i1e.r,gas., por êles citado, a maiol!" con 
centração é a corre,s.pondente ao ácido g1utámico. 

---

No teste de significância de ºF" par.a tratamentos, só fo -
ram encontradas diferenças significativas para asparagina. proli
na, glutamina e cisteína: 

Asparagina: diminue com a deficiência inicial de nitrogê
nio e atinge uma diferença significativa ao nível de 5% de proba
bilidade, em relação com a testemunha, na deficiência avançada, O 
coeficiente de correlação encontrado para nitrogênio-asparagina -
(tabela 11) foi r = 0,74. signifioativo a 1%. tste resultado do� 
feito do nitrogênio concorda com MALA.VOLTA et al. (1958 ), que e� 
centraram aumento no teor de asparagina e de ácido glutámico em 
fôlhas de café pulverizadas com uréia. 

Seu conteúdo aumenta ao acentuar-se a deficiência de potás
sio, apresentando diférenças altamente significativas com a test� 
munha. As deficiências de zinco e de boro provocam uma acumulação 
deste composto, sendo que seus teores comparados com as da teste
munha dão diferenças significativas a 1% e 5% de probabilidade -
respectivamente, tend-o-;..se~encoriirado valôres de ºru negativos e 
significativos a 1% nos dois casos. 

l possível que na diferença no conteúdo de asparagina dev!
da a defioilncia de zinco, tenha influência o teor baixo de potá� 
sio nêsse tratamento, o que não é observado no tratamento de defi
ciência de boro, pelo que parece possível atribuir ao boro um efei 

-

to similar ao do potássio n�ste caso. 

Prolina: o conteúdo de prolina aumenta por efeito da dimi
nuição do teor de potássio na fôlha 9 assim como com a deficiência 
de boro. Pelo contrário, diminui ao acentuar-se a defioilncia de 
nitrogênio, com um coeficiente de correlação 11 r 11 para nitrogênio
prolina, si�nificativo a 1%. No compottamento da prolina, o efei
to do boro e <li-potássio são mui to similares, 

Cisteína: A sua diferença com a testemunha foi altamente -
significativa no tratamento de deficiência avançada de nitrogênio, 
onde se encontrou uma acumulação. 

Citrulinai ! interessante observar o caso da citrulina que 
somente foi possível de determinar quantitativamente no tratamento 
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correspondente a deficiência de boro. 

Histidina: nêste caso, como no da oitrulina, não foi fei
ta análise estatística dos resultados; a concentração de histid! 
na parece mostrar uma tendênoia a aumentar ao acentuar-se a de
ficiência de potássio. 

Como é mostrado na tabela 4, na análise estatística do -
conteúdo de aminoácidos, existem valôrea muito elevados para os

coeficientes de varia9ão (e.V.); por isso, foi decidido expressar 
os aminoácidos como porcentagem do total de nitrogênio em oada -
cromatograma. Ao fazer a análise da variância para ditos compos
tos assim expressos, obtiveram-se diferenças significativas pelo 
teste de ºFº para tratamentos, para o nitrogênio aminico e amídl 
oo total, ácido glutámico, ser1na,glicina,treonina,alanina i asp� 
ragina, prolina e glutamina. Os coeficientes de variação assim
en.oontrados (tabela 6) foram menores o que permite uma maior se
gurança na avaliação das diferenças atribuíveis aos tratamentos; 
por isso se considera que, n3ste tipo de estudos, é esta a mane! 
ra mais adequada na apresentação e avaliação dos dados obtidos,
tendo-se em conta que cada oromatograma pode-se considerar como 
tendo condições particulares, pela dificuldade no controle rigo
roso de tôdas as condições. 

Nitrog�nio am{nico e amídioo total: mostrou-se uma acumu
lação altamente significativa com a deficiência avançada de potá� 
sio e uma diminuição também significativa nos tratamentos de de
ficiência inicial e avançada de nitrog�nio, com um valôr de ºr" 
significativo ao 5% para o caso do nitrogênio. 

_!_de ácido glutámico: foi significativamente menor ao ní
vel 5% de probabilidade no tratamento correspondente à deficiên
cia de boro·e ao nível de 1% na defioi�noia avançada de potássio. 
A correlação 11 r11 para potássio--% de ácido glutámico foi signific� 
tiva a 1%. 

� de serina: aumenta significativamente seu conteúdo na 
defici�noia avançada de nitrogênio. 

! de glicina: mostrou ser menor e significativamente dife
rente da testemµt1h.ª PQ t:rª:f;a1Iten-to co.r:reePondente à tteficiência a-
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vançada de potássio, com uma correlação significativá ao nível -
de 1%.

2f de treonina: teve um coeficiente de correlação inversa 
(-r) com o nitrogênio foliar. significativo ao nível 5 %.

� de alanina: diminua ao acentuar-se a deficiência de po
tássio, diferindo significativa.mente ao nível 5% com a testemu
nha. Mostrou também uma correlação com o teor de boro na fÔlha, 
significativa ao nível 1%.

% de asparagina: Não obstante aumentar significativamente 
com a diminuição do teor foliar de potássio e de zinco, não hou
ve correlação significativa com os níveis dêsses elementos. 

% de prolina: apresenta uma porcentagem maior e signifi
cativamente diferente da testemunha,no caso da deficiência de 
boro; a sua correlação não foi, porém, significativa. 

% de glutamina: apresenta diferenças altamente significa
tivas com a testemunha nos tratamentos de deficiência de potás
sio, de boro e de deficiência inicial de nitrogênio. A correla 
ção (r) com o teor de potássio e com o teor de boro nas fÔlhas 
foi significativa ao nível 1%.

5.3. Ácidos orgânicos nãp voláteis na fôlha de café 
� 

3 •
Nos dados apresentados na ·"'"'fabela.,.:t; vê-se que houve dife-

renças significativas devidas ao efeito de tratamentos para os 
ácidos succínico, málico e isocítrico. 

Ácido succínico: todos os tratamentos mostraram uma quan
tidade maior do que na testemunha. Pelo teste de 11t" para a sig
nificância dos coeficientes de correlação r (tabela 11), só foi 
encontrada significância para boro-ácido succínic·o ao nível de 
1% e para potássio-ácido succínico ao nível de 5%. 

Acido PiEÚVico: suas quantidades não foram afetadas pe
los tratamentos; com a defici�ncia de zinco ocorre um aumento no 
teor do ácido, com um ooeficiente de correlação (-r) significa
tivo ao nível 1%. 

Ácido málioo: diminui sua concentração ao diminuir o teor 
foliar de boroi, com um valôr de 11 r" significativo ao nível de 
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5%. Também dimini.:te a s1,1ª q.uªntidade com a diminuição do teor de 
nitrogênio na fôlha.;r, o valôr de 11rº encontrado nêste caso foi .... 
significativo ao nível de 5%. 

Ác.ido isocítrico: encontrou-se correlação ihversa (-r) -:
entre os teores foliares de nitrogênio e de boro com êste com
posto, sendo que no primeiro caso foi significativo a 1% e no 
segundo caso significativo a 5%. 

Ácido 'cítrico: não se mostrou afetada a sua concentração 
nos diversos tratamentos,de deficiência; encontrou-se um coefi
ciente de correlação inversa (-r) significativo a 1% com o teor 
de nitrogênio na fÔlha; teve igualmente uma correlação inversa
com o teor de boro e com o teor de zinco, significativo a 5% n!s 
tes dois casos. 

5.4. �çúoares na fôlha de oafé 

Entre os açúcares analisados, s6 no caso da glicose fo
ram encontradas diferenças por efeito de tratam entos. 

Glicose: encontrou-se que na deficiência de nitrogênio
ocorre uma diminuição na concentraçãq do açúcar, com um coefici
ente de correlação significativo ao nível de 1%. Com o teor de 
boro, a glicose mostrou uma correlação inversa significativa ao 
nível 5% .. 

Frutose: foi encontrada uma correlação negativa e signi
ficativa a 5% entre os �e-0r�:3 9-e,,potáss;ph'? ��Cf,r��()�.e nas fô
lhas analisadas.,

Ribose: a quantidade dêste açúcar oom o ��Q±'dfL._J;lo.:tá,ª!:!iQ 
na fÔlha, apresentou uma correlação inversa e significativa s6 
a 10%. 

5�5. Efeito dos tratamentos de deficiências minerais 

Um dos métodos no estudo do papel de um elemento é a de
terminação da consequência da sua deficiência, o que às vêzes da 
informação suficiente para sugerir efeitos metabólicos; sendo a� 
sim, pode-se apresentar os efeitos significativos dos tratamen
tos de deficiências minerais nas amostras estudadas, no conteú-
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do de aminoácidos, ácidos orgânicos e açúcares, da maneira se- -
guinte. 

5. 5. 1. f,!fffüo gat3 d�ficiêqoias minerais no cop.teúdo
aminoácidos. 

de 

Deficiência de nitrogênio: provoca uma diminuição no teor 
de nitrogênio amínico e amídico total, no teor de asparagina, da 
prolina e da glutamina. Por outro lado, aumenta o conteúdo de 
cisteína, serina e treonina. 

No caso da diminuição do teor de alguns compostos pela 
deficiência de nitrogênio, os resultados concordam com a maiorià 
dos referidos na literatura e não é novidade, já que o nitrogênio 
é um constituinte dos aminoácidos, proteínas, ácidos nucleicos,
nucleotídeos e coenzimas entre outros compostos. Fargas, citado
por CARVAJAL & MACHICADO(l964), fez um estudo com café da varie
dade caturra, em solução nutritiva e encontrou que a deficiência 
de nitrogênio causa uma diminuição dos teores de asparagina e da 
prolina; além disso, causa diminuição nas concentrações de ácido 
aspártico, ácido glutámico, glutamina, ácido pipecólico e uma
queda altamente significativa na quantidade de nitrogênio total. 

TSO et al.(1960,b) num trabalho com fumo em solução nutr! 
tiva encontrou o menor conteúdo de aminoácidos livres nas plan 
tas com deficiência de nitrogênio. MALAVOLTA et al.(1958) também 
encontraram aumento no teor de asparagina em talhas de café pul
verizadas com uréia. GIBBS(l966) refere que a síntese deglutam! 
na é a resposta mais usual dos vegetais ao fornecimento de amô--
nia. 

O fato de ter-se encontrado aumento no teor de alguns am! 
noácidos, quando expressos como porcentagem do total do nitrogê
nio detectado em cada cromatograma, pode ser consequência da di
minuição dêsse total, o que logicamente faz aparecer certos com
postos em quantidades relativamente maiores. Por outro lado,co� 
siderando os equilíbrios parciais proteina, aminoácido, WEBSTER 
(1959) diz existir evidência de que a ótima utilização de amino
ácidos para a síntese de proteina exige a disponibilidade de to
dos os aminoácidos mais ou menos no mesmo tempo, já que a omis-
são de um ou mais dêles resulta em diminuição da formação de pr� 
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teinas. 
Por tanto, ante uma diminuição de certos aminoácidos, a 

síntese de proteinas deve dimtnuir � consequentemente podem apa
recer quantidades relativas maiores de outros aminoácidos, pelo
fato de que a incorporação dos aminoácidos da célula na fração -
proteica é limitada. 

Deficiênoia _ _ge potássio: é causa de uma diminuição do ác! 
do glutámico, da glicina, da alanina e glutamina; provoca um  au
mento no teor de asparagina, de nitrogênio amínico e amídico to
tal. 

A diminuição de algumas frações, como ácido glutámico e -

glutamina podem indicar uma transfer�ncia do nitroglnio para a 
utilização e síntese de outros aminoácidos, depois de convertidos 
a componentes do ciclo de Krebs. Segundo BEEVERS et al.(1966), o 
ácido glutámico parece ser um ativo intermediário através do qual 
o nitrogênio pode ser distribuido a outros compostos nitrogena-
dos da planta.

Gohlke, citado por TEEL(l962), encontrou uma estreita re
lação entre o conteúdo de potássio e alanina e diz que. em vista
da facilidade com a que a alanina se forma do piruvato, êste ami 

-

noácido poderia acumular-se quando o trânsito de fosfoenolpiru-
vato a piruvato é normal, reação que exige a presença de K+ . 

, Ora, a acumulação de umas frações pode ser consequência -
da diminuição de outras por reações de transaminação, desaminação 
ou descarboxilação como já foi referido; EVANS & SORGER(l966) en
tre os efeitos de defici�ncia de potássio, mencionam uma acumul� 
ção de aminoácidos e/o amidas em girassol, cana-de-açúcar, ceva
da, fumo, tomate e uma acumulação de nitrog�nio orgânico solúvel 
em abacaxí. 

Merece especial atenção a acumulação de aapa.ragina como u
-

ma resposta à deficiência de potássiog TEEL(l962) considera a a-
cumulação de asparagina como sendo um estado crítico da planta -
que se corrige com adições de potássio. Por- sua vez, MACHICADO. &

BOYNTON(l961) trabalhando com cacau em solução nutritiva encon
traram que a deficiência de potássio simples ou combinada provo
cava um notável a�mento do nitrogênio total, Fargas, no seu es-
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tudo já citado, refere ter encontrado alterações na concentração 
de alguns aminoácidos por efeito da deficiência de potássio, sem 
afetar, porém, o nitrogênio total. 

Embora não concordem todos os resultados dos estudos ref� 
ridos, podemos aceitar de acôrdo com EVANS & SORGER(l966), que o 
potássio possa atuar em diversos processos metabólicos, já que -
se necessita em múltiplos sistemas enzimáticos envolvidos na si� 
tese de vitaminas, cofatores, coenzimas que atuam na síntese de 
proteínas e que não é de surpreender, portanto, a acumulação de 
aminoácidos em órgãos deficientes em potássio. 

WEBSTER(l959) confirma esta sugestão quando refere que 
Richards & Templeman em 1936 e Gregory & Sen em 1937 obtiveram -
em deficiência de potássio, menor teor de proteina e consequent� 
mente aumento dos teores de aminoácidos livres e amidas. 

Deficiência de boro: de uma maneira geral, nota-se que as 
frações afetadas pela deficiência de boro o foram também pela de 

-

ficiência de potássio. No tratamento de deficiência de boro, au-
mentaram os teores de asparagina, prolina e o total de nitrogênio 
amínico e amídico, embora só o aumento no teor de prolina fôsse
significativo. Provocou também o aparecimento da oitrulina em 
quantidades que permitiram a sua determinação quantitativa. Pela 
sua parte, diminuiram as concentrações de ácido glutámico e glu
tamina. 

Com relação à deficiência de boro, na literatura s6 foi -
encontrado o trabalho já referido de TSO et al.(1960,a) em fumo; 
aí se refere uma acumulação de aminoácidos livres nas plantas -
com deficiência de boro; entretanto, encontraram um alto teor de 
ácido glutámico nas mesmas plantas, o que não oo1noide oom os r� 
sultados aqui obtidos. 

WEBSTER(l959) relata que defici�ncias de fosfato, ferro, 
enxôfre, boro e manganês provocam uma .diminuição no teor de pro
teína e aumento no nível de aminoácidos em diversas plantas. 

Embora o papel do boro na fisiologia das plantas não seja 
bem conhecido, sem se ter em conta o baixo teor de zinco na amo! 
tra estudada, parece com que o elemento desempenha um papel em 
parte semelhante ao do potássio, isto é, parece estar envolvido-
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em diversos processos metab6licos. 

Deficiência de zincoi só causou uma acumulação altamente -
significativa de asparagina e utn notável aumento no te or de ni-
trogênio amínico e amídico total. 

Com relação ao zinco, o trabalho de RAMAIAH et al.(1964)
em cafeeiro, foi o único encontrado na literatura e nêle o autor
apresenta um aumento da maioría dos aminoácidos como consequência 
da deficiência de zinco em plantas adultas de oafé. 

Como já foi dito, a amostra com sintomas de deficiência de 
boro tinha um nível muito baixo de zinco t sendo,portanto, bem po� 
sível que algum dos efeitos atribuídos a deficiência de boro se
jam na realidade devidos à deficiência de zinco, elemento que é 
bom lembrar, é um constituinte essencial de diversas enzimas, ve
ja-se EVANS & SORGER(l966). Tem-se demonstrado que, a enzima de� 
hidrogenase glutâmica, amplamente distribuída na natureza, contém 
zinco (CONN & STUMPF,1965). 

5.5.2. Efeito das defioiências minerais no conteúdo de á
cidos orgânicos .. 

Deficiência de nitrogênio: provoca um aumento no teor de 
ácido succínico. 

Deficiência de potáss;Q: induz um aumento no teor de ácido 
succínico e de ácido málico. 

trico. 
Deficiência de boro: leva a uma acumulação de ácido isocí-

Deficiência de zinco: provoca uma acumulação de ácido sue
cínico e de ácido isocítrico. 

Num estado feito com cafeeiro, CROCOMO(l959) encontrou uma 
elevação do teor dos ácidos detectados no oromatograma ap6s a &;
plioação de uréia-c14 . No estudo já referido, de TSO et al.(1960 9

a) 9 em relação aos ácidos orgânicos, entre os quais incluiu-
se o ácido glutámico e o ácido aspártioo, verifico1.1-se que: o á-
cido málico e o ácido glutámico aumentam sua concentração q�ando
há deficiência de boro; o teor de ácido cítrico diminui na defi
ciência de boro e na deficiência de potássio; a concentração to
tal de ácidos orgânicos foi em ordem decrescente assim: deficiên-
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eia de boro, deficiência de potássio ,deficiência de nitrogênio. 
tsses autores não estudaram a deficiência de zinco. 

Como se observa, os dados existentes não são adequados p� 
ra permitir uma completa interpretação. BEEVERS et al.(1966) co� 
sidera possível pensar que a acumulação de ácidos é b resultado
de uma superprodução em diversos lugares ou que os ácidos foram
produzidos e não utilizados. No entanto, estas sugestões devem -
ser consideradas de uma maneira muito geral, já que grandes 
quantidades de ácidos das plantas aumenta e desaparece durante as 
24 horas do dia, acompanhando as variações de luz. 

TELL(l962) em referência de Beevers et al., diz que o ní
vel de ácidos orgânicos pode ser aumentado por desaminação oxid�
tiva ou transaminação de aminoácidos e que a gênese de aminoáci 
dos podería reduzir o nível de ácidos orgânicos. 

Do até aqui exposto, pode-se deduzir que os ácidos 
orgânicos são compostos menos sensíveis do que os aminoácidos na 
manifestação de alterações provocadas por deficiências minerais
na planta. 

5.5.3. Efeito das deficilncias minerais no conteddo de a-
,_çucares. 

Deficiência de nitrogênio: provoca uma diminuição da con
centração de glicose. 

Deficiência de potássi,Qg a deficiência inicial de potássio 
causa uma diminuição da glicose, a qual aumenta no tratamento de 
deficiência avançada de potássio. 

se. 
Deficiência de boro� provoca um aumento do teor de glico-

~ 
Deficiência de zinco� nao altera os teores dos açúcares 

nas amostras estudadas. 
Em relação com os açúcares, CROCOMO(l959) encontrou que -

nas fÔlhas de plantas de café deficientes em nitrogênio não era 
detectada a presença de glicose, nem mesmo após a aplicação de u
réia. EVANS & SORGER(l966), como já foi mencionado, referem entre 
os sintomas de deficiência de potássio, uma acumulação de açúca�
res redutores em tomate, cana-de-açúcar, girassol, trigo e borra-
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cha e TSO et al.(1962,a) em fumo, encontraram a maior concentra-
~ 

çao de açúcares na testemunha e quantidades menores na deficiên 
eia de potássio, na deficilncia� boro e na defici&ncia de nitro 

,. .gen10. 
Fazendo uma consideração geral das alterações provocadas

pelas deficiências minerais estudadas e tendo como base o esque
ma da página 34, tirado de FOWDEN(l965) no qual representam-se -
as relações entre o metabolismo dos ácidos tricarboxílicos, a 
síntese e a interconversão de aminoácidos e amidas,tem-se: 

A acumulação de glicose e de frutose nos casos das defi
ciências de potássio e a acumulação de glucose na defici�ncia -
de boro, indicam claramente uma alteração no processo da glic6-
lise; efetivamente, EVANS & SORGER(l966) referem que o potássio 
é requerido pela aldolase na conversão da frutose-1-6-difosfato 
a dihidroxiacetona-fosfato + gliceraldeido-3-fosfato em Saccha
Iomyces cerivisie. E também possível que o boro tenha um papel
parecido com o do potássio numa das reações da glicólise. 

A diminuição do teor de glicose observada na deficiência 
de nitrogênio não é de surpreender, já que o nitrogênio forma -
parte de nucleotídeos, além de que a sua deficiência provoca 
alterações na forma, tamanho t côr e número dos cloroplastos, e� 
mo foi observado por ACCORSI & HAAG(l959) em cafeeiro, e uma 

» .. clorose ou amarelamente nas folhas, o que naturalmente tem que 
, ~ , afetar o processo fotoss1ntetico e a produçao de açucares na 

planta. 
As deficiências minerais nas amostras estudadas, só afe

taram significativamente a concentração de alguns dos ácidos do 
ciclo de Krebs. 

A deficiência de nitrogênio e a de zinco provocaram au
mento significativo no teor dos ácidos succínico e isocítrico;
na deficiência de potássio aumentaram os teores dos ácidos sue
cínico e málico e na deficiência de boro aumentou o do ácido i
socítrico. Aqui é interessante fazer salientar que nenhum dos
tratamentos provocou diminuição significativa no teor dos ácidos 
analisados. De acôrdo com citação que de Bonner fazem BEEVERS et 
al.(1966), a acumulação de um ácido A do ciclo num tecido vege--

a leia-seg amarelecimento 
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tal, significa que uma das reaçoes do ciclo foi lenta ou bloque� 
da, e se o ciclo continúa operando simultâneamente dom a acumul� 

N 
# 

N 

çao do acido A, deve-se tratar de uma reaçao linear independente 
entre o precursor e A, e tangencial ao ciclo. 

No que diz respeito ao efeitos dos tratamentos sôbre os 
aminoácidos, foi assinalada em 5.5.1. a notável influência da d� 
ficiência de nitrogênio na diminuição de importantes frações or
gânicas nitrogenadas; a necessidade do potássio em reações de 
transaminação e em diversos sistemas enzimáticos envolvidos na 
síntese de proteinas; a influência do teor de boro na alteração
da concentração normal de alguns aminoácidos, reações nas quais 
o zinco pode ter um importante papel, como constituinte que é de
diversas enzimas.

Analisando a tabela dos coeficientes de correlação encon� 
trados significativos nêste trabalho, pode-se ver que os valôres 
mais elevados de 11r 11 corresponderam às seguintes relações: 

nitrogênio com asparagina, prolina,ácido cítrico,glicose; 
potássio com% de ácido glutámico; 
boro com asparagina, % de glutamina, ácido euocínico; 
zinco com ácido pirúvico. 

Estas elevadas correlações poderão servir de base no pla
nejamento de estudos sistemáticos para definir que tipos de com
postos podem ter maior valôr como critério para a utilização na 
diagnose precoce de deficiências pela análise foliar. 

Com os dados obtidos, não é possível atribuir um papel m� 
tab6lico definido aos elementos estudados, principalmente ao bo
ro e ao zinco; o importante efeito dêles na planta fica indicado 
claramente e a evidência final será possível de se conseguir em 
experimentos traçadores. 
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De conformidade com o até aqui exposto, é possível tirar
as seguintes conclusões para as amostras estudadas: 

a) Este estudo pode-se considerar como uma contribuição -
que amplia o conhecimento sôbre a composição da fôlha de oafé,a
lém de ser mais uma utilização da análise foliar. 

b) Sendo esta uma investigação básica, espera�se que os
resultados e técnicas adotadas possam contribuir de alguma mane! 
ra para estudos posteriores com café e outras culturas tropicai� 
tendo aplicação em outras ciências agronômicas. 

c) Por meio da cromatografia é possível, de maneira sim-
ples, estudar a composição orgânica do vegetal e detectar peque
nas alterações no metabolismo normal d'.e uma planta. 

d) Os compostos do metabolismo intermediário da planta, -
tais como aminoácidos, amidas, ácidos orgânicos e açúcares são
muito sensíveis a alterações da nutrição mineral normal, no que
é preciso salientar o comportamento de alguns compostos, especi� 
mente aminoácidos e amidas, como a asparagina, prolina, glutami
na e ácido glutámico. 

e) A deficiência de nitrogênio provoca uma diminuição no
teor de nitrogênio aminico e amídico total, no teor de asparagi
na, da prolina, da. gluta.mina e da glicose e aumenta o conteúdo -
de cisteina., serina, treonina e ácido succínico nas fôlhas. 

f) A deficiência de potássio é causa de uma diminuição no
teor de ácido glutámico, glicina, alanina e glutamina; provoca -
um aumento no teor de asparagina 1 do nitrogênio aminico e amídioo 
total, do ácido succínico e do ácido málico. Na deficiência ini
cial ocorre uma diminuição de glicose, a qual se acumula na defi 
ciência avançada de potássio. 

g) A deficiência de boro acusou um aumento especialmente
da prolina, ácido isocítrico e glicose. A citrulina, que não ha
via sido possível de d eterminar quantitativamente nos outros tr� 
tamentos, apareceu nêste caso em quantidades apreciáveis. Por o� 
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tro lado, diminuiram as concentrações de ácido glutámico e de    - 
glutamina. 

h) A deficiência de zinco causou aumentos na concentração 
de asparagina, de ácido succ!nico e de ácido isocítrico. 

i) Foi demonstrada a notável influência que õs elementos
nitrogênio, potássio, boro e zinco têm no metabolis�o normal do 
da:t'eeiro. 

j) Pelas altas correlações que apresentaram alguns dos -
compostos orgânicos com os elementos nutritivos estudados, vê-se 
a grande importância que podem ter ditos compostos em estudos    - 
sistemáticos de diagnose pre�oce de d.eficiências .. minerais. 
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7. RESUMO

O presente trabalho foi planejado com o fim de conhecer a 
composição mineral e orgânica da fôlha de café e as suas varia-
çÕes em relação com alterações na nutrição mineral e como'uma a
plicação adicional de diagnose pela análise foliar. Pela cromat� 
grafia em papel de filtro se estudaram os efeitos das deficiên-
cias de nitrogênio, de potássio, de boro e de zinco, selecionadcs 
pela sintomatologia visual apresentada, no conteúdo de aminoáci
dos,ácidos orgânicos e açúcares. 

Os tratamentos foram: 
fôlhas com sintomas de deficiência de zinco 
folhas com sintomas de deficiência de boro 
fôlhas com sintomas de deficiência inicial de nitrogênio 
fÔlhas com sintomas de deficiência avançada de nitrogêhio 
fÔlhas com sintomas de deficiência inicial de potássio 
fÔlhas com sintomas de deficiência avançada de potássio 
fÔlhas normais (testemunha) 

Nas repetições, em total de cinco, foram feitas as análi
ses seguintes: análise química dos teores totais; análise croma
tográfica qualitativa e quantitativa para aminoáoidos t ácidos ;;;•· 
gânicos e açúcares, com as correspondentes analises da variânci� 
teste de Tukey para comparação das médias e análise de correla--
... 

çao. 

Do extrato alcoólico obtido tratando as amostras com eta
nol 80% e moídas manualmente, foram separados os aminoácidos dos 
açúcares e ácidos orgânicos mediante passagem do extrato por uma 
coluna de 1,3 x 5,0 centímetros de resina AG-50W-X8 forma H+,que 
retém os aminoácidos e amidas, e da qual foram êles retirados m� 
diante o u so de NH40H 3 N.

Na separação cromatográfica de aminoácidos mediante crom� 
tografia bidirecional usou-se fenol:água (80:20 v:v) como prime! 
ro solvente e n-butanol:ácido acético:água (4:1:1 v:v:v) como s� 
gundo solvente. Os cromatogramas ap6s sêcos foram pulverizados - 
com ninhidrina 0,5% em e tanol 95% .. Ap6s a identificação, as man 
chas de cada aminoácido e os padrões de asparagina e leucina fo-
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ram cortadas para eluição por uma noite com tampão de fosfato pH 
7,0 para leitura da absorbância no colorímetro fotoelétrico. Na 
determinação da prolina, usou-se a reação com isatina em cromato
gramas monodirecionais corridos com n-butanol:ácido acético:água
(4:1:1 vgv�v). Os aminoácidos detectados foram: ácido aspártico,
ácido glutámico, serina, glicina, treonina, alanina, tirosina,ác! 
do gamma aminobutíríco, fenilalanina, metionina\ valina, leu
cina, isoleucina, ácido pipec6lico, cisteina, cistina, lisina,    - 
histidina, arginina, citrulina, ou aminoácido prolina e as amidas 
glutamina e asparagina. 

Na separação cromatográfica dos ácidos orgânicos, mediante 
cromatografia monodirecional descendente em n-butanol:ácido acét! 
co:água(4:l:5 v:viv), usou-se a fração contendo os açúcares e áct 
dos orgânicos. Pelo método da linha guía cortada e r evelada por -
separado e volta a sua posição original, na luz ultravioleta fo-
ram localizadas as posições dos ácidos nos outros extratos, com 
ajuda das substlncias fluorescentes intercaladas entre os ácidos. 
As áreas assim assinaladas foram cortas e eluidas com água a 60gC, 
descarbonatada, para titulação posterior com NaOH aproximadamente 
0,002N e com fenol vermelho como indicador. Foram identificados -
os ácidos pirúvico, succínico, málico, isocítrico e cítrico e fo
ram detectadas mais três manchas de reação ácida com o indicador
as quais não foi possível identificar. 

Na separação cromatográfica dos açúcares usou-se o sistema 
unidirecional descendente com n-butanol:ácido acétiooiágua 
(4:1:0,5 v:v:v); para a identificação dos açúcares, os cromatogra
mas foram tratados com anilina-difenilamina-ácido fosf6rico, o 
que ,permitiu constatar a presença de rafinose, sacarose, frutos e, 
glicose, ribose e um outro açúcar que não foi possível identifi-
car. 

Para a determinação quantitativa dos açúcares foi usada a 
-

reaçao com o cloreto de trifeniltetrazolium, o qual é reduzido 
pelos açúcares a trifenilformazan. As manchas côr-de-rosa intenso 
dos açúcares e dos padrões, foram cortadas para eluição por dez -
minutos em metanol:áoido acético (10�1,5 v:v) e leitura da absor-
bância no colorímetro fotoelétrico. A sacarose e a rafinose 

....

nao-
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reagem com o composto usado, pelo que nao foram analisados quan-
titativamente. 

Os compostos orgânicos assim estudados, mostraram grande
sensibilidade às alterações da nutrição mineral normal e foram -
encontrados coeficientes de correlação altamente significativos
entre algumas das variáveis. Os efeitos dos tratamentos nas amo� 
tras analisadas podem ser resumidos da maneira seguinte� 

A deficiência de nitrogênio provoca uma diminuição do teor 
de nitrogênio amínico e amídico total, do teor de asparagina, da 
prolina, da-glutamina e da glicose, e um aumento do conteúdo de 
cisteina, serina, treonina e ácido succínico. 

A deficiência de potássio, causa uma diminuição no teor -
de ácido glutámico, da glicina, da alanina e provoca um aumento
de asparagina e do nitrogênio amínico e amídico total, do ácido
succinico e do ácido málico. Inicialmente ocorre uma diminuição
do teor de glicose a qual se acumula na deficiência avançada de 
potássio. 

A deficiência de boro acusa um aumento de prolina, citru
lina, ácido isocítrico e glicose. 

A deficiência de zinco ocasiona 
de asparagina, ácido succínico e ácido 

um aumento na concentraçro 
málico. 
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El presente trabajo fué planeado con el finde conocer la 
composici6n mineral y orgânica de la hoja de caf� y sus variaci� 
nes en relación con cambies en la nutrici6n mineral y como una� 
plioaci6n adicional de diagnosis por análisis foliar. Por croma
tografia en papel de filtro se estudiaron los efectos de las de
ficiencias de nitrógeno, de potasio 9 de boro y de zinc, selecci� 
nadas por la sintomatologia visual presentada, en el contenido -
de aminoácidos, ácidos orgânicos y azúcares. 

Los tratamientos fueron: 

hojas con sintomas de deficiencia de zinc, 
hojas con sintomas de deficiencia de boro, 
hojas con sintomas de deficiencia inicial de nitrógeno, 
hojas con sintomas de deficiencia avanzada de nitrógeno, 
hojas con sintomas de deficiencia inicial de potasio, 
hojas con síntomas de deficiencia avanzada de potasio, 
hojas normales ( testigo). 

En las repeticiones en total de cinco, se hicieron los a
nálisis siguientesg análisis de los tenores totales; análisis 
cromatográfica cualitativa y cuantitativa para aminoácidos, áci
dos orgânicos y azQoares, con los correspondientes análisis de 
variación, prueba de Tukey para comparaci6n de las medias y aná
lisis de correlaci6n. 

Del extracto alcohólico obtenido tratando las muestras 
con etanol 80% después de molidas manualmente, se separaron los
aminoácidos de los azúcares y ácidos orgánicos, pasando el ex- -
tracto por una columna de 1,3 x 5,0 centímetros de resina AG-50W
X8 forma H+, la oual retiene los aminoácidos y amidas, e de la
cual estos fueron retirados mediante el uso de NH40H 3 N.

En la separación cromatográfica de aminoácidos mediante -
cromatografia bidimensional usando fenolgágua (80:20 v:v) como -
primer solvente y n-butanol:ácido acético:água (4:lgl v:v�v) como 
segundo solvente. Los cromatogramas después de secos fueron as-
perjados con ninhidrina 0,5� en etanol 95%. Después de la identi-
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ficación, las manchas de cada aminoácido y de los patrones de as 
paragina y leucina fueron cortadas para elución por una noche 
con tamp6n de fosfato pH 7,0 para leer la absorvancia en el col� 
rímetro fotoeléctrico. En la determ.inaci6n de la prolina, se u
s6 la reacción con isatina en cromatogramas monodimensionales 
corridos con n-butanolgácido ac�ticogágua (4:1:1 v:viv). tos am! 
noácidos detectados fueroh: ácido aspártico, ácido glutámico, s� 
rina, glicina, treonina, alabina, tirosina, ácido gamma-aminobu
tírico, fenilalanina, metionina, valina, leucina, isoleucina, 
ácido pipecólico, cisteina; cistina, lisina, histidina, arginina, 
citrulina, el aminoácido prolina y las amidas glutamina y aspar� 
gina. 

En la separaci6n cromatográfica de los ácidos orgánicos,
mediante cromatografia monodimensional descendente con n-butano� 
ácido acético:água (4:1:5 v:v:v), se usó la fracción que conte-
nía los azúcares y los ácidos orgânicos. Por el método de la lí
nea guía cortada y revelada por separado e vuelta a sua posición 
original, en la luz ultravioleta fueron localizadas las posicio
nes de los ácidos en los otros extractos, con la ayuda de las -
substancias fluorescentes intercaladas entre los ácidos. Las á

reas asi senaladas fueron cortadas y eluídas con água a 6020, 
descarbonatada, para titulación posterior con NaOH aproximadame� 
te 0,002N y con fenol rojo como indicador. Fueron identificados
los ácidos pirúvico, succínico, málico, isocítrico y cítrico y 
fueron detectadas otras tres manchas de reacción ácida con el in 
dicador, las que no fué posible identificar. 

En la separación cromatográfica de los azúcares, se usó -
el sistema monodimensional descendente con n-butanol:ácido acé
tico:agua (4:1:0,5 v:v:v); para la identificaci6n de los azúoa-
res, los cromatogramas fueron tratados con anilina-difenilamina
ácido fosfórico, lo que permiti6 identificar a presencia de raf! 
nosa, sacarosa, fructosa, glucosa, ribosa y otro azúcar que no 
fué posible identificar. 

Para la determinación cuantitativa de los azúcares fué -
usada la reacción con el cloruro de trifeniltetrazolium, el cual 
es reducido por los azúcares a trifenilformazan. Las manchas de 
calor rosado intenso de los azúcares y de los patrones, fueron-
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cortadas para aluir por diez minutos en metanol:ácido acético -
(10:1,5 v:v) y lectura de la absorbanoia en el colorímetro foto
elátrico. La sacarosa y ia rafinosa no reaccionan con el com-
puesto usado, por lo cual no fueron analizados cuantitativamente 

Los compuestos orgánicos asi estudiados, mostráron gran
de sensibilidada los cambios en la nutrici6n mineral normal y 
fueron encontrados coeficientes de correlaci6n altamertte signif! 
cativos entre algunas variables. Los efectos de los tratamieh-
tos en las muestras estudiadas pueden resumirse de la manera si
guiente: 

La deficiencia de nitr6geno provoca una disminuci6n del 
tenor de nitr6geno amínico y amídico total, del tenor de aspara
gina, de la prolina, de la glutamina y de la glucosa y un aumen
to del contenido de cisteina, serina, treonina y ácido s�ccíni -
co. 

La deficiencia de potasio, causa una disminuci6n en el � 
nor de ácido glutámico, de la glicina, de la alanina y provoca -
un aumento de asparagina e de nitrógeno amínico y amídioo to-
tal, del ácido succínico y del ácido málico. Inicialmente ocurre 
una disminuci6n de la glucosa, la cual se acumula en la deficie� 
eia avanzada de potasio. 

La deficiencia de boro acusa un aumento de prolina, citr� 
lina, ácido isocítrico y glucosa. 

La deficiencia de zinc ocasiona un aumento en la concen
tración de asparagina, ácido succínico y ácido málioo. 
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SUMMARY 

The present work was carried out in order to study the
organic composition of coffee leaves artd. their variation in re
lation to the mineral nutrition. 

The effects of the deficiencies of nitrogert, potassium,
boron and zinc on the contents of frae aminoaoids, organio 
acide and sugars was ascertained with the aid of paper chromat2 
graphy. 

The chemical analysis of the leaf material was carried -
out by conventional methods and it was observed that the che
mical oomposition of the normal leaves (control) was approxima
tely the same whioh was found by other research workers. It was 
observed that tbe treatment presenting weak and severe symptoms 
showed lower levels and significantli differenoes when eompared� 
with the control one. In the treatments with boron and zi�o de
ficiencies their concentrations were also lower than in the 
control. 

The sample was ground by hand and from the alcoholic ex
traet the aminoacids were separated from carbohydrates andor-
ganic acids by passing said extract tbrough a resin colu.m.n AG-
50W-X8 (H+ f�rm) from which aminoacids and amides were removed
with NH40H 3N.

For the chromatographic separation of aminoacids,phenol: 
water (80:20, v:v) as first solvent and n-butanol:acetic acid: 
water (4:1:1, v:v:v) as second solvent were used. The chromato
grams were revealed with 0.5% ninhidrin in 95% ethanol. For 
the quantitative determination of proline the reaction with is� 
t·ine was used. The amount of eacb compound was found by compar! 
son with standards using the photoelectric colorimeter. The 
following aminoacids were found; aspartic acid, glutamic acid,
serine, glycine, threonine, alanine, asparagine, proline, glutê 
mine, tyrosine, gamma amino butirio aoid, pbenylalanine, methi2 
nine, valine, leucine, isoleucine, pipecolic acid, oysteine,oy� 
tine, lysine, histidine, arginine, citrulline. 



For the chromatografic separation of organic acide the 
following mixture was uséd: n-butanol:acetic acid:water (4:1:5, 
v:vsv). By the metbod of strip guidé out out and revealed sepa
ratly the position of organio acids was looated in order to do 
the quantitativa detetminãtion by titrating with NaOH 0,002 N -
in the presence of pheno1 redas indicator. Fo� qualitativa an� 
lysis, the chromatngrams were revea1ed by usint a mi�ture of -
bromocresol purple (40 mg), boric acid (100 mg), methanol(l0Oml) 
bo�ax solution 1% (7.5 ml). Pyruvic acid, succinic acid, malic
acid, isocitrio aaid and oitric aoid were identified. 

N-butanol:aceitc acid:water (4:1:0,5, v:v:v) was used -
for the chromatographic separation of carbohydrates for the i
dentification with aniline-diphenylamine-phosphorio acid. For -
the quantitative determination the reaction with triphenyltetr� 
zolium chloride was used. Rafinose, sucrose, glucose, fructose
and ribose were found. 

The organic compounds showed a great variation in amounts 
found with the different mineral nutrition; significant correla
tions among some variables were observed. 

The nitrogen deficient leaves showed in comparison with 
the control lower oonoentration of asparagine, proline, glutami
ne, glucose and of total amino and amide nitrogen. Qn the other 
hand, nitrogen deficient leaves presented more oysteine,threon! 
ne, serine and succinic acid than the normal leaves. 

Potassium deficiency caused a decrease in glutamic acid, 
glieine, alanine and an increase in asparagine, total amino and 
amide nitrogen, succinic aoid and malic acid. At the first atep 
of the potassium deficiency it was found a deorease of the glu
cose level but when the symptoms were severe, deficient leaves 
showed higher concentratíon than the normal ones. 

Boron deficiency inoreased the levels of proline. citru
lline, isooitrio acid and glucose. 

Zinc defioiency increased the contents of asparagine,su
ccinic aoid and isooitrio acid. 
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