
ABSORÇÃO DE CÁLCIO PELOS TECIDOS DA FOLHA 
DO CAFEEIRO (Coffea arabica L., var. MUNDO NOVO)* 

RESUMO 

A absorção de cálcio pelos tecidos de folha do cafeeiro (Coffea 
arabica L., var. Mundo Novo) foi estudada em cortes t ransversais 
feitos na porção média do limbo foliar de amostras de folhas colhidas 
em plantas cultivadas em condições de campo. 

O estudo teve como objetivos, caracterizar o mecanismo de ab ­
sorção de cálcio e avaliar os efeitos de K, Mg e Β n a absorção 
daquele nutr iente. 

A técnica experimental padrão empregada em todos os ensaios 
constituiu em submeter cortes de 300μ de espessura a uma série de 
soluções com concentrações crescentes de cálcio, contendo 45Ca como 
traçador, luminosidade de 3000 lux, temperatura e arejamento cons­
tantes . 

A série de soluções de cálcio foi constituída das seguintes con­
centrações de C a C l 2

: 

5 x 1 0 - 6 M , 1 0 - 5 M , 2 x 1 0 - 5 Μ , 4 x l 0 - 5 M , 8 x 1 0 - 5 M , 

1,6 x 10-4M, 3 , 2 x 1 0 - 4 M , 6 , 4 x 1 0 - 4 M , 1 , 2 8 x 1 0 - 3 M 

e 2 , 5 6 x 1 0 - 3 M . 
Os ensaios realizados foram: absorção de cálcio na fase vege¬ 

tativa e de florescimento do cafeeiro, considerados com os padrões, 
absorção de cálcio na presença de inibidores metabólicos ( 2 , 4 — D N P 
1 0 - 5 M , borbulhamento com N 2 e tempera tura de 10°C); absorção de 
cálcio na presença de KC1 5 x 1 0 - 3 M , KC1 1 0 - 4 M , MgCl 2 5x10 - 3 M 
e H 3 B O 3 5 x 1 0 - 3 M . 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de regressão 
e comparados estatist icamente pelo teste «t». 

* P a r t e de tese submetida, pelo primeiro autor, a E. S. A. «Luiz de Queiroz» pa ra obtenção 
do tí tulo de Doutor. Ent regue pa ra publicação em 21/05/74. Os autores agradecem a dire­
toria do CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura) pelo auxílio recebido. 

** Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal 
de Pelotas, R. G. S. 

*** Departamento de Química da E. S. A. L . Q. 

A . D. CRUZ ** 

J. R. SARRUGE *** 

Η. P . HAAG *** 



Após a análise estatística, foram calculados os valores dos pa­
râmetros Km e Vm, os quais demonstraram que a absorção de cálcio, 
pelos tecidos foliares, é metabólica e que os íons Κ e Β provocam 
um efeito estimulatório, enquanto que o Mg tem um efeito inibidor 
de caráter não não competitivo. 

INTRODUÇÃO 

A absorção iônica, consiste no movimento dos íons para o interior 
das células das plantas e é definida independentemente do mecanismo e 
do seu envolvimento com o metabolismo celular. 

Muitas vezes, o termo absorção e transporte são usados indistinta­
mente, embora este, consista num processo mais específico que compreen­
de um movimento aüvo através de uma barreira limitante. 

A absorção de íons pelas raízes é apenas uma das etapas de uma 
série de eventos que constitui a nutrição das plantas. Os íons depois de 
serem absorvidos pelas raízes são conduzidos para os xilema e posterior­
mente para as folhas. Antes que possam participar dos processos meta-
bólicos no interior das folhas, os íons devem ser absorvidos pelas células 
das mesmas. A solução proveniente do xilema, torna-se então, o substrato 
de nutrientes inorgânicos das células do mesofilo. 

O principal problema das investigações sobre os processos de absor­
ção pelos tecidos foliares são devido à variabilidade do ambiente iônico das 
células das folhas. Esta variabilidade decorre das diferenças de tempe­
ratura, da distribuição desuniforme dos íons nestes tecidos e das mudan­
ças na velocidade de transpiração RAINZ (1968). Entretanto, estas va­
riáveis foram eliminadas por meio das técnicas desenvolvidas por SMITH 
& EPSTEIN (1958) que, empregando cortes de tecidos de folhas, torna­
ram possíveis os estudos de cinética de absorção iônica pelos tecidos fo­
liares . 

Apesar das técnicas acima referidas terem sido aplicadas a alguns 
íons, não são encontrados na literatura estudos sobre absorção de cálcio 
por tecidos foliares, especialmente em amostras colhidas em plantas cul­
tivadas em condições de campo. 

O presente estudo, apoiado na teoria do carregador desenvolvida por 
EPSTEIN & HAGEN (1952) tem os seguintes objetivos: 

— caracterizar os mecanismos de absorção, e 

— determinar os efeitos do K, Mg e Β na absorção do cálcio pelos 
tecidos foliares do cafeeiro. 

REVISÃO DA LITERATURA 

O estudo da literatura sobre absorção de nutrientes por plantas su­
periores, tem demonstrado que as informações existentes se referem mais 



expressivamente ao tecido radicular e são provenientes do emprego de téc­
nicas diversas, que têm originado resultados diversos. 

No que se refere particularmente à absorção de cálcio pelos tecidos 
foliares, os dados encontrados na literatura dizem respeito unicamente, 
ao efeito destes nutrientes sobre a absorção de outros elementos e sobre 
a permeabilidade da parede celular. Não são encontrados na literatura, 
trabalhos que forneçam um subsídio tecnológico básico, para o desenvol­
vimento de estudos ligados à absorção de cálcio pelos tecidos do meso-
filo de plantas superiores. 

JOHNSON & JACKSON (1964) estudaram a absorção de cálcio por 
raízes destacadas de trigo (T. vulgare L. cv. «Atlas 66») e o efeito do 
alumínio na absorção daquele nutriente. 

As raízes, depois de mantidas durante 24 horas em água desminerali-
zada, foram transferidas para recipientes com CaCl2 e 4 5 Ca. Concluído 
0 período de absorção, as mesmas foram lavadas durante 2 minutos com 
água destilada. A seguir, foram transferidas para cadinhos de porcelana, 
pesadas e calcinadas a 550°C. A cinza foi dissolvida em HN0 3 e alíquo­
tas da solução resultante, foram retiradas para determinação do cálcio 
absorvido. 

Os resultados mostraram que, nas primeiras duas horas de ensaio, a 
absorção não foi linear. A linearidade foi observada no período de 2 a 
10 horas. 

Os efeitos das condições anaeróbicas, obtidas com borbulhamento de 
N 2 e adição DNP, foram variáveis de acordo com o tempo, concentração 
do inibidor e pH. 

MOORE et al. (1961), estudaram a absorção de cálcio por raízes des­
tacadas de cevada (Hordeuim vulgare, L . ) . As raízes eram lavadas com 
água destilada, centrifugadas e depois de pesadas eram transferidas para 
frascos contendo CaBr2 , Ca(OH)2 e 4 5Ca na temperatura de 25°C. Foram 
empregadas 7 g de raiz por 7 1 de solução. No fim do período de absor­
ção (3h), as raízes foram lavadas novamente com água destilada, por 
10 segundos. 

Os autores concluíram que, a maior parte do cálcio absorvido pelas 
raízes de cevada, não é metabólica. A absorção do cálcio no pH 5,0 não 
foi afetada pelas temperaturas baixas e pelo DNP. A absorção de 4 5Ca 
é um reflexo da troca isotópica com o Ca inerte, originalmente presente 
na raiz. 

DUNLOP (1973), estudou a absorção de cálcio por raízes Hordeum 
vulgare L . , Trifolium sufoterraroeum L. e Phaseolus aureus Roxb. A téc­
nica empregada foi essencialmente a preconizada por EPSTEIN (1961). 

Observou o autor, que há duas fases distintas na absorção do cál­
cio: uma fase inicial, chamada fase de absorção (fase I) com cerca de 
1 h de duração, e uma fase de acumulação lenta (fase Π), que se desen­
volve numa celocidade constante por cerca de 12 horas. 



As relações entre absorção e concentração externa de cálcio foram 
analisadas pelo método de Hofstee. A fase I consistiu em 2 processos de 
absorção de Donnan e a fase II, mostrou um único mecanismo com Km 
— 0,077 mN e Vm = 0,15 μ eq g~1 h~ 1 de tecido fresco. 

HANDLEY & OVERSTREET (1961), estudaram a absorção de Ca e 
Cl"" por secções de raízes de milho (Zea mays, L . ) . 

As plantas foram cultivadas em Ca(N0 3 ) 2 0,00025N e as raízes pri­
márias foram cortadas em segmento de 0 —1,8 mm, 1,8 — 3,8 mm, 3,8 — 
7,8 mm e 7,8 —11,8 mm, a partir do ápice. 

Cerca de 40 segmentos, eram colocados em 500 ml de cada 0,005N a 
26°C durante 24 h, contendo 4 5Ca e 3 6C1. Concluído o período de absorção, 
os segmentos eram lavados com porções sucessivas de água quente. 

A observação dos gráficos obtidos, relacionando tempo e absorção, 
mostrou que na região meristemática de 0 —1,8 mm a absorção do Ca e 
Cl~~ é não metabólica, enquanto que nas demais regiões a absorção é apa­
rentemente metabólica. 

Os autores concluíram, que a absorção de Ca e Cl~~ é não metabólica 
nas porções não vacuoladas da raiz e metabólica nas partes vacuoladas. 

MAAS (1969) estudou a absorção de cálcio por raízes destacadas de 
milho e sua interação com lítio, sódio e potássio. 

Os experimentos foram conduzidos, com segmentos do ápice de raí­
zes primárias. Um grama de raiz, era lavada com água desmineralizada 
e transferida para frascos contendo 1.000 ml de CaCl2 a 23°C. Concluído 
o tempo de absorção (24 h), as raízes foram lavadas com água desmine­
ralizada. 

Os resultados obtidos da análise gráfica, mostraram um mecanismo 
duplo de absorção. Nas concentrações de 0,01 a 1,0 em g/l, opera um 
mecanismo e nas concentrações de 1,0 —10,0 em g/l opera outro meca­
nismo em que o Ca é ativamente acumulado. 

Os ions Li e K, reduziram a absorção de Ca, enquanto que o Na 
mostrou um efeito intermediário. 

EPSTEIN (1961), mostrou que a absorção de Na e K, por raízes des­
tacadas de cevada, é afetada pela presença de Ca. Na ausência de Ca, 
o Na interfere na absorção do Κ e o Κ na absorção do sódio. Na pre­
sença de Ca, estas interferências não se verificam. 

O potássio e o rubídio competem mutuamente, na presença de cálcio. 

O autor concluiu, que o cálcio é essencial para o mecanismo de se-
letividade do processo de absorção. 

SMITH & EPSTEIN (1964), estudaram as relações entre absorção e 
forma do corte do tecido foliar. 

Cortes de folhas do milho de 200 — 2.000 μ, foram submetidos a uma 
solução de RbCl 0,02 mM a 30°C, contendo 8 6 Rb. Os resultados mostraram 



que a absorção de R b, por unidade peso de tecido, atinge o máximo no 
corte de 300 μ. 

SMITH & EPSTEIN (1964), estudaram a absorção de potássio e ru-
bídio por tecidos foliares de milho (Zea mays L . ) . 

Cortes de 300 μ foram obtidos de folhas de milho, cultivado em solu­
ção nutritiva. Antes do inicio do ensaio os cortes foram lavados com 
CaCl2 0,5 mM a WC. O período de absorção foi de 30 minutos e foram 
empregados potássio e rubidio radioativos como traçadores. Concluído o 
período de absorção, os cortes foram lavados com solução a 9°C de KC1 
5,0 mM e CaCl2 0,5 mM durante 1 minuto. 

A análise cinética dos resultados, feita pela observação dos gráficos 
construídos segundo o método de Leneweaver-Burk, mostrou que o iso-
terma de absorção, segue o modelo de Michaelis-Menten. Os autores ob­
servaram ainda, que a absorção de potássio e rubidio pelos tecidos folia­
res do milho é semelhante à absorção feita pelas raízes. 

SMITH & ROBINSON (1971), estudaram a absorção de sódio e po­
tássio por cortes de folhas de laranjeiras (Citrus sinensis L . ) , cultivadas 
em condições de campo, empregando Na e Κ radioativos. 

Os cortes do material foliar foram lavados durante 1 h com água 
desmineralizada e transferidos para as soluções experimentais contendo 
Na e Κ radioativos, por 2 horas na temperatura de 24°C. Posteriormente, 
os cortes foram colocados em soluções não radioativas por 30 minutos e 
depois de lavados com água destilada foram pesados. 

A determinação do sódio e do potássio absorvidos, foi feita pela me­
dida da radioatividade destes elementos e os resultados calculados em mi-
crogramas de elemento absorvido por hora e por grama de tecido fresco. 

Os resultados obtidos através da análise gráfica dos inversos das con­
centrações e velocidades de absorção, mostraram um único mecanismo 
de absorção para o sódio e dois para o potássio. 

A absorção do sódio, foi reduzida de 20-25% nas temperaturas bai­
xas (6°C) e na presença de DNP, enquanto que a absorção de potássio, 
foi reduzida de 55-60% nas mesmas condições. 

ROBINSON & SMITH (1970), mediram o influxo de 36C1 por cortes 
de folhas de laranjeiras, cultivadas em condições de campo. 

Cortes de 800-900 milimicra, foram colocados em água desminerali­
zada e lavados duas vezes para remover os ions das células dilaceradas. 
A seguir, os cortes foram mergulhados em soluções contendo ^Cl, du­
rante 2 h. Depois deste período, foram transferidos para frascos com 
água desmineralizada por 5 minutos, sendo posteriormente pesados e me­
dida a radioatividade. 

Os experimentos foram conduzidos na temperatura ambiente (22-28°C). 

Os resultados observados pelas formas das curvas obtidas, mostra-



ram que não há evidência de dois mecanismos de absorção de Cl-" e que, 
as formas das curvas dependem da presença de Na e Κ. O influxo de 
Cl~~ é inibido pelo DNP e na presença de N 2 e luz é mantido um certo 
influxo. 

JACOBY & PLESSNER (1970), estudaram a absorção de Cl~ por 
cortes de folha e raiz de feijoeiro, cevada e milho. 

Os tecidos foram colocados em erlenmeyers contendo CaS0 4 0,2 nM 
e sais contendo ^Cl. Os frascos com os tecidos foram incubados a 30°C 
durante l h . Decorrido este período, os cortes foram lavados com 10 ml 
de CaS0 4 10 mM. 

Os resultados mostraram, que a absorção de Cl—, pelos tecidos fo-
liares e pela raiz, tem um mecanismo múltiplo, típico de absorção ativa. 
Os inibidores metabólicos como DNP 5 χ 10~ 5M e KCN ÍO^M, reduzem 
a absorção do íon C l - . 

NISSEN (1971), estudou a absorção de sulfato, nas concentrações de 
10—9M e 2,5 χ ÍO^M, por raízes e cortes de folhas de cevada. 

A análise cinética das isotermas foram feitas através dos valores 
de Km e Vm. 

O autor observou que a absorção de boro pelos tecidos foliares da 
cana de açúcar (Saccharum officinarum L . ) . As plantas foram cultivadas 
em solução nutritiva e os cortes de 300μ retirados da porção média do 
limbo foliar, eram colocados em saquinhos de gaze e transferidos para 
as soluções de H 3 B0 3 0,002 — 40 mM a 30°C depois de permanecerem du­
rante 2h em água destilada e serem lavados durante 30 minutos com 
CaClg 0,50 mM. Concluído o tempo de absorção, os cortes eram lavados 
com uma solução de CaCb 0,50 mM a 8°C durante 30 minutos. 

Após a determinação química do boro absorvido, foi feita a análise 
cinética através dos parâmetros Km e Vm, calculados pelos métodos de 
Hofstee e Lineweaver-Burk. 

Os resultados mostraram a existência de pelo menos três mecanismos 
de absorção e evidenciaram, que a temperatura afeta os valores de Km x 

e V m i , mas não afeta os valores de Km 2 e Vma referentes ao segundo 
mecanismo. 

SARRUGE (1968), estudando o efeito das relações cálcio/boro e po-
tássio/boro no desenvolvimento e sintomatologia do cafeeiro, cultivado em 
solução nutritiva, verificou que os teores de cálcio nas soluções influíram 
nas concentrações de fósforo, cálcio e magnésio no vegetal. Observou 
ainda, que o potássio afetou os teores de nitrogênio, potássio, cálcio, mag­
nésio e boro do cafeeiro. 

MATERIAIS Ε MÉTODOS 

O trabalho foi constituído por uma série de ensaios de absorção, 
que consistiam em submeter cortes transversais de folhas de cafeeiros, 



cultivados em condições de campo, a concentrações crescentes de cálcio 
e a outras condições, características de cada ensaio. 

Os ensaios realizados nas diferentes condições, foram comparados com 
outros, considerados como padrões. 

As comparações foram feitas por métodos estatísticos e através dos 
parâmetros cinéticos Km e Vm, calculados para cada ensaio. 

Amostragem das folhas 

Para a realização de cada ensaio, foram colhidas 15 folhas de um 
bloco de cafeeiros da variedade Mundo Novo, com 3 anos de idade, cons­
tituído de 15 plantas, situado no campo experimental do Departamento de 
Solos e Geologia da Escola Superior de Agricultura «Luiz de Queiroz», 
Piracicaba — SP. 

As folhas foram escolhidas entre as mais desenvolvidas do 3.° ou 4.° 
par, a contar do ápice dos ramos plagiótropos. 

A seguir, as folhas foram lavadas, primeiramente com água corrente 
e em seguida com água desmineralizada. 

Obtenção dos cortes 

Depois de lavadas as folhas, foram cortadas placas de 2 χ 3 cm na 
porção média do limbo foliar, a fim de obter-se a quantidade de material 
necessária para a condução de um experimento. 

As placas foram dispostas exatamente uma sobre a outra e coloca­
das entre duas placas mais grossas de batata (Solatium tuberosum, L. ) 
formando um "sanduiche" retangular. 

A seguir, colocava-se o «sanduíche» longitudinalmente no micrótomo 
tipo Reichert, calibrado para a obtenção de cortes com 300μ de espessura, 
e acionava-se a navalha o número necessário de vezes para a obtenção 
da quantidade de material seco a 70°C, suficiente para a determinação do 
cálcio nas diferentes condições experimentais. 

Preparo das soluções de trabalho 

As soluções de trabalho foram preparadas por diluições sucessivas 
de uma solução de CaCl2 2,56 χ ÍO^M, obtida a partir de CaCOs e HC1, 
correspondente a maior concentração da série de soluções estoque. 

Depois de pesado, o CaC0 3 foi transferido para copos de 2.000 ml, 
por meio de um volume de água suficiente pára cobrir o soluto. 

A seguir, adicionava-se HC1 concentrado vagarosamente, para evitar 
projeções e agitava-se continuamente. Quando a solução ficava límpida, 
interrompia-se a adição de HC1, deixava-se em repouso uma noite e com-



pletava-se o volume. A solução assim obtida, tinha um pH de 5,49, me­
dido potenciometrieamente. 

Feitas as diluições, obteve-se uma série de soluções estoque com as 
seguintes concentrações de Ca: 

5 χ ÍO^M, 10-*M, 2 χ K H M , 4 χ 10-3¾!, 8 χ 10-*M, 1,6 χ K H M , 3,2 X 
χ 10-2M, 6,4 χ 1<HM, 1,28 χ ÍO^M, 2,5 χ l l H l í . 

Em cada uma destas soluções, foi adicionada, antes de completar o 
volume, uma solução contendo 4 5Ca livre de carregador. O volume da so­
lução radioativa foi determinado experimentalmente a fim de obter-se a 
atividade necessária para um número de contagens conveniente em cada 
solução de trabalho. 

A série de soluções assim preparadas, foi transferida para frascos 
de polietileno de 1.000 ml, tapados por meio de uma rolha de borracha 
atravessada por uma pipeta de 5 ml. 

As alíquotas foram retiradas, comprimindo-se o frasco para fazer su­
bir a solução na pipeta. A seguir, removia-se a pipeta e transferia-se o 
contudo para erlenmeyers de 700 ml, contendo os cortes de 495 ml de água 
desmineralizada, a fim de obter-se a concentração correspondente a cada 
solução de trabalho. 

Técnica experimental 

Depois de feitos os cortes, os mesmos foram imediatamente recebidos 
em erlenmeyer de 700 ml, contendo cerca de 300 ml de água desminerali­
zada na temperatura ambiente e com arejamento contínuo. A seguir, 
retirava-se a água e lavava-se os cortes com porções sucessivas de água 
desmineralizada. 

Estas operações, eram feitas aspirando-se a água por meio de um 
tubo plástico ligado a uma trompa de vácuo, cuja extremidade era tam­
pada por uma tela fina a fim de evitar que os cortes fossem aspirados. 

Prosseguindo, colocavam-se 495 ml de água desmineralizada nos erlen­
meyers e transferiam-se para um banho de temperatura controlada, cali­
brado para a temperatura do experimento, e com luminosidade constante 
de 3.000 lux, obtida por meio de lâmpadas fluorescentes. 

Nestas condições, os cortes permaneciam durante 60 minutos, a fim 
de se adaptarem às condições experimentais, antes da aplicação dos tra­
tamentos. 

Os tratamentos correspondentes ao ensaio padrão eram constituídos 
da seguinte série de concentrações de cálcio, contendo 0,1 a 4,0μ Ci/500 ml, 
obtida pela adição de uma alíquota de 5 ml retirada de cada uma das 
soluções estoque: 



5 χ 10-6¾!, MMM, 2 χ 10-^M, 4 χ lfr^M, 8 χ 10-^M, 1,6 χ ÍO^M, 
3,2 χ ÍO^M, 6,4 χ 10--4M, 1,28 χ 10-¾! e 2,56 χ 10-*M. 

Em todos ensaios, os cortes foram mantidos nestas concentrações 
durante um período de 60 minutos o qual verificou-se experimentalmente, 
ser suficiente para manter a linearidade do fenômeno. 

Decorrido este período, retiravam-se as soluções e mantinham-se os 
cortes durante 30 minutos em contato com uma solução de CaCl2 2,56 χ 
χ 10—3M a 10°C, após sucessivas lavagens com a mesma. 

Feita a dessorção, segundo a técnica explicada acima, com a fina­
lidade de remover todo o cálcio do «ELA» (Espaço livre aparente), trans­
feriam-se os cortes para um coador de plástico e lavavam-se os mesmos 
durante 30 segundos com água corrente. 

Os cortes nestas condições, eram colocados na estufa a 70°C, até 
peso constante, e transferidos para cadinhos de porcelana a fim de serem 
calcinados a 600°C até cinza clara. 

Determinação do cálcio absorvido 

Depois de calcinados os cortes, foi adicionado à cinza obtida, 1 ml 
de HC1 Ο,ΟΙΝ e retirada uma alíquota de 0,8 ml para uma cubeta, na qual 
foram adicionadas duas a três gotas de IÍ2S0 4 Ο,ΟΙΝ e de detergente. 

A seguir, foi feita a secagem do material das cubetas em luz infra­
vermelha e posteriormente a determinação da radioatividade por meio de 
um sistema de dectação e contagem Geiger-Müller. 

Todas as contagens das amostras experimentais foram feitas parale­
lamente às dos padrões, obtidos com alíquotas das soluções estoques. 

Feitas as contagens, calculou-se a velocidade do cálcio absorvido em 
íons microgramas de cálcio por grama de tecido e por hora. 

Determinação dos parâmetros de Km e Vm 

O método empregado para a determinação dos valores de Km e Vm 
foi o de Lineweaver-Burk, que se baseia no fato de que, os inversos dos 
membros da equação da hiperbole de Michaelis-Menten, aplicada a absor­
ção iônica, é uma linha reta dada pela seguinte equação: 
(EPSTEIN & HAGEN, 1952). 

1 _ 1 Km 1 

~\Γ ~ Vm Vm X Τ 

equivalente à equação da linha reta 



Portanto, se o inverso da velocidade de absorção l /V é traçado con­
tra o inverso da concentração do substrato l/S, obtém-se uma linha reta 
cuja inclinação é Km/Vm e cujo intercepto na ordenada l /V é igual a 1/Vm. 

Assim sendo, determinou-se a equação da regressão linear para cada 
ensaio, a partir dos inversos das velocidades de absorção de cálcio e das 
concentrações das soluções de trabalho a fim de obter-se os valores de 
Km e Vm. 

Análise estatística 

A análise da variância e da regressão linear, para cada ensaio foi 
feita de acordo com PIMENTEL GOMES (1963), a partir dos valores in­
versos dos resultados obtidos. 

Os ensaios realizados nas diferentes condições experimentais, foram 
comparados com os ensaios padrões por meio dos parâmetros Km e Vm 
calculados a partir dos valores «a» e «b», obtidos nas equações de re­
gressão. 

As comparações entre os valores de «a» ou entre os valores de b» 
foram feitas através do teste «t», considerando-se como limitante de sig-
nificância o nível de 20% de probabilidade. 

Quando o valor "t" alcançou o nível de significância, calculou-se 
os valores de Km e Vm correspondentes a cada valor de «a» e de «b». 

Por outro lado, quando os valores de «t» não atingiram o nível de 
significância foi calculado um valor médio (ã) ponderado em relação às 
variâncias correspondentes a cada valor de «a». 

Ensaios realizados 

Absorção de cálcio na temperatura de 30°C 

Dois ensaios considerados como padrões, foram realizados de acordo 
com as técnicas experimentais aplicadas anteriormente, çalibrando-se o 
banho de temperatura controlada a 30°C. 

Os ensaios foram constituídos de quatro repetições e foram realiza­
dos na fase vegetativa e na fase de frutificação dos cafeeiros, a fim de 
servir de comparação para os demais. 

Absorção de cálcio à temperatura de 10°C 

Este experimento foi conduzido mantendo-se os cortes, desde a fase 
de adaptação às condições experimentais, na temperatura de 10°C, cali-
brando-se o banho para esta temperatura e adaptando-se às faces do 
mesmo, placas de isopor a fim de diminuir as trocas de calor com o 
ambiente. As demais condições foram as mesmas dos ensaios padrões. 

Absorção de cálcio em função do nitrogênio como inibidor do pro­
cesso respiratório 



Este ensaio foi conduzido nas mesmas condições dos ensaios padrões, 
substituindo-se o arejamento pelo borbulhamento contínuo com nitrogênio. 

Absorção de cálcio em função do 2,4-Dinitrofenol como inibidor do 
processo respiratório 

Este experimento foi realizado nas mesmas condições do ensaio pa­
drão e na presença de 2,4 DNP ÍO-^M. 

O inibidor foi adicionado durante a fase de adaptação dos cortes às 
condições experimentais. 

Absorção de cálcio em presença de potássio 

Este ensaio foi conduzido adicionando-se EC1 10~4M, simultaneamente 
à adição de cálcio e mantendo-se as mesmas condições dos experimentos 
padrões. 

Como os resultados obtidos acusaram um efeito sinergético, que po­
deria ser devido à concentração de potássio empregada, o ensaio foi re­
petido com KCL 5 χ 1(Η*Μ. 

Absorção de cálcio em presença do magnésio 

Este experimento foi realizado nas mesmas condições dos ensaios 
padrões, adicionando-se MgCl 2.6H 20 5 χ 1 0 - ¾ ! simultaneamente à adição 
de cálcio, mantendo-se as mesmas condições dos ensaios padrões. 

Absorção de cálcio em presença do boro 

Este ensaio foi conduzido, adicionando-se H 3BO s 5 χ MHM simulta­
neamente à adição de cálcio, mantendo-se as mesmas condições dos en­
saios padrões. 



RESULTADOS 

Absorção de cálcio na fase vegetativa dos cafeeiros 

O Quadro I mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, corresponden­
tes ao ensaio padrão conduzido na fase vegetativa dos cafeeiros. 



Absorção de cálcio em função do nitrogênio como inibidor do pro­
cesso respiratório 

O Quadro HE mostra os valores dos inversos da velocidade do cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, correspondentes 
ao ensaio em que o borbulhamento de ar foi substituído pelo borbulha-
mento com nitrogênio. 



Absorção de cálcio na fase de frutificação dos cafeeiros 

O Quadro II mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e de concentração de cálcio na solução externa, correspondentes 
ao ensaio padrão conduzido na fase de frutificação dos cafeeiros. 



Absorção de cálcio em função do 2,4 Dinitrofenol como o inibidor do 
processo respiratório 

O Quadro IV mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, na presença 
de 2,4 Dinitrofenol 10-^M. 



Absorção de cálcio na temperatura de 10°C 

O Quadro V mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido da concentração de cálcio na solução externa, correspondentes 
ao ensaio realizado na temperatura de 1(Κ). 



Absorção de cálcio em presença de potássio (KC1 ÍO^M) 

O Quadro VI mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, na presença 
de KC1 ÍO^M. 



Absorção de cálcio em presença de potássio (KC1 5 χ 10 - ¾!) 

0 Quadro VII mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, na presença 
de EC1 5 χ lfHM. 



Absorção de cálcio em presença de magnésio 

O Quadro VIII mostra os valores dos inversos da velocidade de cál­
cio absorvido e da concentração do cálcio na solução externa, na presença 
de MgCl* 5 χ H H M . 



Absorção de cálcio em presença do boro 

O Quadro IX mostra os valores dos inversos da velocidade de cálcio 
absorvido e da concentração de cálcio na solução externa, na presença 
de H3BO3 5 χ 10-*M. 



Comparação entre os valores de «a» e «b» das equações de regressão 
linear, relativos aos diversos ensaios 

O Quadro X mostra os valores de «t», relativos à comparação entre 
os valores de «a» e «b», das equações de regressão linear, obtidos nos 
diversos ensaios e nos ensaios padrões. 



Parâmetros obtidos após a comparação estatística dos valores de «a» 
e «b» das equações de regressão linear 

O Quadro XI mostra os valores dos parâmetros Km e Vm obtidos 
após a comparação estatística, pelo teste «t», e os valores de «a» e «b» 
das equações de regressão linear, relativos aos diversos ensaios e aos 
ensaios padrões. 

DISCUSSÃO 

Absorção de cálcio em função de sua concentração na solução externa 
Os resultados apresentados nos Quadros I a X, referentes aos diver­

sos ensaios realizados, mostram que as relações entre os valores dos in­
versos das velocidades de cálcio absorvido e das concentrações de cálcio 
lias soluções externas, são descritas por uma linha reta, conforme pode 
ser observado na análise de regressão. Estas análises mostram o efeito 
significativo da regressão linear, em todos os ensaios realizados. 



A linearidade constatada, evidencia que a velocidade de cálcio absor­
vido é uma função quadrática da concentração externa e demonstra que 
a absorção de cálcio segue a equação de Michaelis-Menten (SMITH & 
EPSTEIN, 1964). 

Segundo MOORE (1972), quando a velocidade de absorção aumenta 
com a concentração externa, até um limite em que o sistema fica satu­
rado, isto é, atinge uma velocidade máxima, pode-se concluir que tra­
ta-se, provavelmente, de um processo ativo uma vez que o processo pas­
sivo não se comporta desta forma. 

A análise de regressão mostra ainda, os baixos níveis de significiên-
cia dos desvios de regressão, nos ensaios em que estes desvios foram 
significativos, evidenciando que o cálcio, na faixa de concentração de 
5 x 1 0 - * a 2,56 χ 10-^M, é absorvido através de um mecanismo único. 

Este fato não está de acordo com EPSTEIN (1966), o qual cita que 
a absorção de íons é governada por dois mecanismos diferentes. O pri­
meiro mecanismo opera nas concentrações de 0,002 a 0,2 mM e o segun­
do de 0,50 a 50 mM. As mais recentes evidências de estudos feitos com 
vários tecidos indicam que o mecanismo duplo é um aspecto da fisiologia 
celular independente das características anatômicas e histológicas. 

Por outro lado, SMITH & ROBINSON (1971) trabalhando com cortes 
de folhas de laranjeiras, colhidas no campo, verificaram a existência de 
um mecanismo único de absorção para o sódio e potássio. 

A não observância do mecanismo duplo parece estar vinculada à 
baixa precisão dos ensaios desta natureza, quando conduzidos com amos­
tras de campo, conforme podemos observar pelos altos valores dos coe­
ficientes da variação obtidos. 

Os valores de Km e Vm, referentes aos ensaios padrões, apresenta­
dos nos Quadros I e II, indicam que as amostras colhidas em fases dis­
tintas do ciclo do cafeeiro podem conduzir a valores cinéticos diferentes. 
Efeitos dos inibidores do (processo respiratório e da temperatura /de 10°C 

No Quadro XI pode-se observar os valores de Km correspondentes 
aos ensaios com aplicação de N!2 e DNP, os quais são significativamente 
diferentes e maiores que os valores de Km dos ensaios padrões. 

Este fato mostra que a falta de oxigênio e a presença do DNP como 
desacoplador da fosforilação oxidativa (RAINZ, 1968), inibem a absorção 
de cálcio pelos tecidos foliares. 

Segundo MOORE (1972) "a falta do oxigênio inibe a fosforificação oxi­
dativa e o transporte eletrônico sugerindo um envolvimento desses pro­
cessos com o transporte iônico. Outrossim, a inibição do transporte pela 
inibição do processo respiratório é um forte suporte de uma conexão di­
reta entre metabolismo e transporte». 

Embora as observações de Moore, conduzam à afirmação de que a 
absorção do cálcio nas condições estudadas, é metabólica, ROBINSON & 



SMITH (1970) citam que a inibição da absorção de Cl— por DNP sugere 
a relação entre a fosforilação oxidativa e a absorção, entretanto a inibi­
ção pode ser devida a um efeito direto na membrana. 

BLINKS et al. (1938) citado por WAISEL (1962) mostraram que os 
efeitos do DNP e N 2 , não estão confinados somente ao processo meta-
bólico de absorção, mas também ao decréscimo da permeabilidade da 
membrana. 

No Quadro XI observa-se que os valores de Vm, relativos aos ensaios 
com N 2 , DNP e aos padrões correspondentes são iguais, indicando que, 
em ambas condições, o Ca atinge o mesmo ponto máximo de absorção. 

Este fato evidencia que a inibição observada na absorção do cálcio, 
não foi devida ao decréscimo da permeabilidade da membrana celular 
mas somente à alteração do processo metabólico. 

A inibição metabólica por N 2 e DNP na absorção iônica de diversos 
ions foi constatada por vários autores (BOWEN, 1969; JACOBY & PLES-
SNER, 1970; RAINZ, 1968). 

Segundo MOORE (1972), como todos os inibidores afetam a produção 
ou utilização de ATP, parece claro o seu envolvimento no processo de 
transporte. Há uma quase perfeita correlação entre o transporte iônico 
e a atividade de ATPase conforme (FISHER & HODGES, 1969, FISHER, 
HANSEN & HODGES, 1970). 

Como o consumo de energia, segundo EPSTEIN & LEGGETT (1954) 
constitui uma das características do transporte ativo. Os resultados obti­
dos sobre os efeitos de N 2 e DNP, constituem mais uma evidência da ab­
sorção metabólica do cálcio por tecidos foliares. 

As observações feitas com relação aos efeitos de N 2 e DNP são cor­
roboradas pelos resultados obtidos com os ensaios de absorção de cálcio 
na temperatura de 10°C. 

No Quadro XI observa-se que o valor do Km, dos ensaios conduzidos 
na temperatura de 10°C, é maior que o dos ensaios padrões correspon­
dentes, enquanto que os valores de Vm são iguais. 

Estes resultados mostram que, a absorção do cálcio é inibida na tem­
peratura de 10°C, pois o maior valor de Km indica uma diminuição da 
afinidade do íon com o carregador. 

Segundo RAINZ (1969) e SCHIMID, HAAG & EPSTEIN (1965) o pro­
cesso de transporte iônico é altamente dependente da temperatura e es­
sencialmente alterado por temperaturas próximas de 0°C. Este fato, se­
gundo MOORE (1972), não é suficiente para provar o vínculo direto do 
metabolismo com o transporte, uma vez que, todo o processo pode ser 
alterado e a permeabilidade da membrana ser grandemente reduzida. 

Entretanto, a igualdade dos valores de Vm, conforme observou-se 
para o efeito dos inibidores, indica que a inibição não é devida à dimi-



nuição da permeabilidade da membrana, e sim a uma alternação do pro­
cesso inetabólico. 

Efeitos do potássio, magnésio e boro na absorção de cálcio 

O valor de Km referente a absorção de cálcio em presença de KC1 
ÍO-^M, apresentado no Quadro XI mostra que o potássio estimulou a ab­
sorção do cálcio, uma vez que o mesmo, é significativamente menor que 
o Km do ensaio padrão. 

Este estímulo da absorção do cálcio, parece estar vinculado, a um 
aumento da afinidade do cálcio, pelos pontos de ligação da substância 
que funciona como carregador para ambos os íons, em virtude dos valo­
res iguais de Vm. 

Os valores de Km e Vm relativos aos efeitos de KCl 5 χ 10—*Μ evi­
denciam que, as observações feitas anteriormente não foram devidas a 
concentrações excessivamente baixas de potássio. 

Entretanto, segundo MA AS (1969), o efeito depressivo do potássio na 
absorção do cálculo é claramente observado na faixa de 1-10 emg/1 de K. 
O Li+ e o K + reduzem grandemente a absorção de cálcio pois os efeitos 
são constatados em uma concentração 100 vezes maior de Ca. Os resul­
tados obtidos sugerem um efeito competitivo do potássio na absorção do 
cálcio. 

O efeito do magnésio na absorção do cálcio, pode ser observado atra­
vés dos valores de Km e Vm, apresentados no Quadro XI. Verifica-se 
neste quadro, que o valor de Km correspondente a Mg Cl2 5 χ 10 _ J JM é 
maior que o valor de Km do ensaio padrão. Este aspecto demonstra que 
o magnésio é um inibidor da absorção do cálcio. Por outro lado, consi­
derando os valores diferentes de Vm, conclui-se que o efeito inibidor é não 
competitivo, indicando que o magnésio está vinculado a outros pontos de 
ligação dos carregadores, diferentes do cálcio. 

EPSTEIN & LEGGETT (1954) verificaram que os íons Ca, Sr e Ba 
competem pelos mesmos pontos de ligação nos carregadores enquanto que 
o íon Mg não compete por estes pontos. Resultados semelhantes foram 
obtidos por COLLANDER (1941) que cultivou plantas de dez gêneros di­
ferentes, em soluções contendo Mg, Ca e Sr, e verificou um acentuado 
paralelismo entre a absorção de Ca e Sr; por outro lado, a absorção de 
Mg não foi consistente com a absorção dos outros dois íons. O autor deste 
estudo conclui que Ca e Sr, estão ligados aos mesmos pontos e compe­
tem um com outro, enquanto que Mg está ligado a outros pontos. 

Os efeitos do boro na absorção de cálcio podem ser observados no 
Quadro XI . Os valores de Km e Vm, correspondentes aos ensaios padrões 
e aos ensaios com H 3 B0 3 5 χ HMM indicam que o boro estimulou a ab­
sorção do cálcio e diminuiu a velocidade máxima. 

O estímulo da absorção de Κ e Br pelo Ca, foi constatado por VIETS 



(1944) em experimentos com raízes destacadas de cevada. Explica o autor 
que os cátions polivalentes na presença de KBr aumentam aparentemente, 
a velocidade da respiração, a perda de açúcar, a velocidade e a capaci­
dade total de acumulação. 

Assim sendo, o tipo de efeito do boro na absorção de cálcio, sugere 
o vínculo do cálcio a outros pontos de ligação dos carregadores, cuja afi­
nidade é estimulada pela presença de H 3 B0 3 . 

CONCLUSÕES 

a. A absorção de cálcio é descrita por um mecanismo único de 
absorção. 

b. A absorção de cálcio é metabólica. 

c. A presença de KC1 ÍO-^M e 5 χ 10-*M, estimula a absorção de 
cálcio. 

d. A presença de MgCl2 5 χ 10—3M inibe, não competitivamente, a 
absorção de cálcio. 

e. A presença de H 3 B0 3 5 χ I O - 3 estimula a absorção de cálcio. 

SUMMARY 

STUDIES ON CALCIUM ABSORPTION BY COFFEE (COFFEA ARA­
BICA L. VAR. MUNDO NOVO) LEAVES. 

Researches were conducted in order to: 

a. detect mechanisms involved on the calcium absorption by leaves. 

b . calcium uptake as function of potassium, magnesium an boron in 
the external solution. 

The leaf tissued used for experiments came from young coffee trees 
growing in a Piracicaba grove. The tissue was prepared by cutting it into 
slices of 300μ width. Slices after cuted were placed into a large volume 
of deionized water and rinsed several times to remove ions released 
from demaged cells. Slices were randomly allocated to batches, and pla­
ced to into 500 ml of 4 5 CaCl 2 labelled areted solution for 60 minutes. 

The experimental solutions contained 

5x10-6M, 10-5M, 2x10-5Μ, 4 x l0-5M, 8 x 10-5M, 
1,6 x 10-4M, 3,2x10-4M, 6,4x10-4M, 1,28x10-3M 
e 2,56x10-3M. 

concentration of 45CaCl2 Experiments were carried out at 30°C. Light was 
provided by four 20W fluorescent tubes (3000 lux) . 

The possible occurence of interactions and mutual competitions in the 



absorption of potassium, magnesium and boron was investigated in a se­
ries of experiments. Each solution contained KC1 1 0 - 4 and 10-3M, MgCl 2 

5 x 10-3Μ and H 3 BO 3 5 x 10-3M. 

The slices were then removed, blotted, dried at 70°C, and weighed. 
The material was ashed at 600°C, dissolved with 2 ml HC1 0,01N. Aliquot 
were transferred to planchet, dried, and the radioactivety was assayed. 

The data from all experiments were run through statistical estima­
tions (regression analysis and Student's «t-test»). 

Calcium influx was reduced and inhibited by DNP, N 2 and also by 
temperature (10°C). 

The theory and terminology of active transport used was the same 
as applied by Epstein and Hagen (1952) for root tissues. 

The concluding comments are: 

a. the absorption of calcium is an actif process, involving a single 
mechanism. 

b . potassium and boron ions induces a stimulatory efect on calcium 
absorption. 

c . magnesium ions presents a non competitive inhibition interference 
on calcium. 
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