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RESUMO: Objetivando determinar &cidos orgéanicos na rizosfera do cafeeiro (Coffea arabica), foram
coletadas amostras de rizosfera em lavoura da Fazenda Experimenta da EPAMIG (Lavras-MG). Apo6s
adaptacdo da metodologia, as amostras foram submetidas a extracdo e os acidos organicos de baixo peso
molecular determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). O método de extracéo
utilizado detectou, nas amostras analisadas, os écidos citrico, oxalico, acético, butirico e propibnico, sendo
gue os &cidos oxalico, acético e citrico foram encontrados em maiores quantidades em relacdo aos demais.
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ABSTRACT: Aiming at to determine organic acids in the rhizosphere of coffee plants (Coffea arabica),
samples of the rhizosphere of these plants were collected at the Experimental Station of EPAMIG (Lavras-
MG). After adaptation of the methodology, the samples were submitted to extraction and the low molecular
weight organic acids were determined by Liquid Chromatography of High Precision (HPLC). The extraction
method used was efficient to detect citric, oxdlic, acetic, butiric and propiénic acids in the samples. The
oxdlic, acetic and citric acids were found in larger amounts than the other organic acids.
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INTRODUCAO

No Brasil, a cafeicultura desempenha um importante papel na geracdo de divisas. Um dos fatores mais
limitantes a0 desenvolvimento dessa cultura € a pobreza mineral dos solos, que apresentam caracteristicas
desfavoraveis como acidez e problemas de toxidez de aluminio, o que resulta em aumento dos custos de
producdo. Uma das aternativas seria adaptar ou escolher plantas com caracteristicas naturais favoréveis a
adaptacdo em solos com problemas de acidez. Essas plantas sdo capazes de utilizar os nutrientes de modo
eficiente e ainda, liberar substancias capazes de neutralizar os efeitos toxicos do aluminio (Muchove et
al.,1988; Jones,1998). A india é um pais pioneiro no estudo e recomendacdio de &cido citrico para a
cafeicultura, a fim de promover maior liberagdo de nutrientes do solo, principalmente P, K e Zn (Jayarama,
Shamkar e Violet, 1998). As raizes liberam muitos &cidos organicos (citrico, maico, oxalico, butirico,
acético, l&tico, etc.), sendo que, a concentracdo desses acidos depende de fatores como o tipo de planta e
condic¢des de stress as quais estas sdo submetidas (Jones,1998). Os &cidos organicos de baixo peso molecular
ocorrem na maioria dos solos cultivados e sdo intermediarios no metabolismo de compostos de alto peso
molecular como carboidratos, lipideos e peptideos. A determinacéo de écidos organicos, no solo, é de
extrema importancia, ja que estes podem atuar de forma direta, favorecendo a solubilidade de elementos
como fosforo e potassio por processos de quelacéo e troca de ligantes ou indireta, pelo estimulo da atividade
microbiana ( Fox e Comerford,1990). Nos estudos com é&cidos organicos (Bazimarakenga et al.,1998), o
maior problema relatado é a dificuldade de encontrar um método eficiente paraidentificar e quantificar esses
compostos. Os métodos de separacéo mais usados sao a cromatografia liquida e a gas, sendo que o problema
reside no processo de extracdo, anterior a separacdo. Os objetivos deste estudo foram: adaptar metodol ogia
para a extracdo de acidos organicos na rizosfera do cafeeiro, identificar, qualificar e quantificar esses &cidos
de modo a avaliar o potencial de cultivares diferentes de café para adaptacdo a solos mais pobres. Verificar
se aeficiéncia nutricional das plantas pode ser funcéo de exsudados especificos na rizosfera.

MATERIAL E METODOS
Extracdo de acidos organicos no solo: A extracdo foi feita de acordo com a metodologia proposta por
Bazimarakenga et al.,(1995), com algumas modificagbes: Amostras de solo: Foram utilizadas amostras de
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rizosfera de plantas de cafeeiro (Coffea arabica) das cultivares Mundo Novo, Icatu Amarelo e Catuai
Vermelho. A lavoura foi implantada ha aproximadamente 4 anos, na Fazenda Experimental da EPAMIG
(Empresa de Pesquisa Agropecué&ria de Minas Gerais) em Lavras-MG, em um Podzélico Vermelho Amarelo
distréfico, textura argilosa, 2,5% de matéria organica. Amostras da rizosfera (solo aderido a raiz) foram
coletadas, para avaliar a concentracdo de acidos organicos exsudados pelas raizes. A primeira etapa do
processo consiste em separar a raiz do solo, isso € feito agitando-se levemente a raiz, de modo que reste
apenas uma pequena quantidade de solo aderida. Recomenda-se que a profundidade méxima de coleta de
raizes deve ser de 15cm. Extracdo: A combinagdo raiz + solo (50 g), obtida pelo procedimento descrito
anteriormente foi colocada em erlenmayers, sendo adicionados 50mL de &gua destilada e esse material
agitado no escuro por 12h. Em seguida, o sobrenadante da mistura foi centrifugado a 10000rpm por 20min,
filtrado em papel filtro tipo Whatman 42. Os é&cidos orgéanicos foram extraidos com 10ml de acetato de etila,
adicionado ao extrato e agquecido em chapaa 45 °C até o ponto de parcial secura, sendo entdo redissolvido
em 1mL de &gua destilada. Os &cidos organicos foram identificados e quantificados por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) nas seguintes condi¢des. coluna C-18, injecdo: 20ni, UV a
230nm, fluxo: ImL/min e fase mével: agua com 1% de &cido fosforico. Os picos correspondentes a cada
acido foram identificados pelo tempo de retencao, utilizando-se como comparagao os tempos de retencéo dos
padrdes. A concentracdo obtida foi expressaem mg kg™ de &cido narizosfera.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma (Figura 1) mostrou picos de resolucdo relativamente baixa na separacdo de é&cidos
organicos, sendo que os é&cidos avaliados foram identificados num tempo total de andlise de 10min. Os
tempos de retencdo dos &cidos sGo mostrados na tabela 1. A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido
usada frequentemente para determinacéo de acidos organicos de baixo peso molecular coletados em solucéo
nutritiva, ou extraidos do solo. Entretanto, acredita-se que pode haver uma interferéncia de compostos
organicos e inorganicos, quando € usada a faixa de detec¢do proxima de 210nm, o que prejudica a definicdo
dos picos (Blake et al., 1987). Acidos como o l&tico, propidnico, butirico, 3o suficientemente bem separados
usando HPLC. Ja outros como citrico, malico e oxalico ndo tem picos tao bem definidos (Szmigielska et
al.,1997). Esses autores relatam que o tempo necessario para definicdo dos picos, caibracdo do aparelho e
separacao dos écidos dificulta a utilizagcdo do HPL C para analises de rotina.

TABELA 1. Tempos de retencéo dos acidos obtidos através de solucéo padrédo em HPLC.

Acidos
Oxdlico Acético Citrico Propi6nico Butirico
T 3,7 4,3 6,4 7,1 8,9

T = Tempo de retenc&o (min)

Os resultados obtidos evidenciaram, na rizosfera das plantas estudadas, a presenca dos é&cidos citrico,
oxdlico, acético, butirico e propionico (Tabela 2). Os acidos orgéanicos tem sido identificados na rizosfera de
muitas plantas, incluindo afafa (Medicaco sativa), nabo (Brassica napus) .

O écido oxdlico foi encontrado na rizosfera das plantas estudadas em quantidades maiores em relacdo aos
demais (Tabela 2). Smith (1976) observou que os &cidos oxalico e acético constituem a maior percentagem
de exsudados no crescimento de raizes de plantas de pinus. Entre os gendétipos de cafeeiro, os maiores
valores foram observados no Icatu amarelo e Mundo novo, sendo as concentracfes significativamente
diferentes do gen6tipo Catuai Vermelho. Sagoe et a. (1996) utilizando 2 tipos de rochas fosféticas tratados
com 5M dos é&cidos oxalico e tartérico, observou um incremento nas concentraces de P solavel nos solos
estudados. Devido a habilidade do oxalato em complexar fortemente metais como o Al, a presenca de
grandes quantidades dessa substancia no solo pode ter importantes implicagdes em quimica e nutricdo de
plantas (Gardner et al.,1983).
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Figural. Cromatograma da mistura padréo de &cidos orgénicos.

TABELA 2. Acidos organicos narizosfera do cafesiro .

Acidos Organicos

Ac. Oxdlico Ac.Citrico  Ac. Acético Ac. Butirico Ac. Propionico

mg kg
Catuai Verm. 2,62b 1,51ab 1,41a 0,001% 0,001 a
Icatu Amarelo 3,052 1,66a 1,09b 0,001% 0,001 a
Mundo Novo 3,16a 0,17c 1,19ab 0,001% 0,001a

Médias seguidas da mesma |etra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey a5% de probabilidade.

As concentracdes de &cido citrico (Tabela 2), considerado um dos componentes mais importantes envolvidos
nos processos de liberagdo de P, Zn e neutralizacdo do Al, foram maiores nos genétipos de café “catual
vermelho” e “icatu amarelo” Gardner et a., (1983) encontraram altas concentracfes de acido citrico em
solucdo obtida de exsudados de raizes de Lupin (Lupinus album) submetidas as condicfes de deficiéncia de
P. Experimentos tem mostrado também que a adi¢do de acidos como o citrico, causam a dissolucéo de P de
rochas fosfatadas, além de liberar P-Al e P-Fe. Para 0 &cido acético, a maior concentracdo foi observada na
cultivar de café “catuai Vermelho”. Em aguns casos, os &cidos acético e férmico dominam o grupo dos
acidos dliféticos e representam até 75% do total de éacidos identificados. Em algumas plantas, o &cido
acético é encontrado em altas concentracfes. A concentracdo relativamente alta de acidos como o formico e
0 acético podem ser devido a degradacdo de outros &cidos aliféaticos (Fox e Comerford,1990), ou &cidos
arométicos ou de origem microbiana (Haider e Martin,1975). Os demais é&cidos identificados (butirico e
propiénico), foram encontrados em concentragbes muito baixas nas cultivares de café, tal fato pode ter
ocorrido devido as deficiéncias no método de extracdo ou problemas de deteccdo apresentados pela técnica
cromatogréfica utilizada.

A significancia dos &acidos organicos em exsudados radiculares e rizosfera em geral, esta relacionada ao
efeito que os mesmos podem ter na disponibilidade de nutrientes para as plantas. Tem sido mostrado que
anions organicos aumentam a concentracdo de fosforo na solugdo do solo (Li, Shinano e Tadano,1997). A
importancia dos &cidos organicos de baixo peso molecular também tem sido demonstrada na reducdo de
MnO, (Godo e Reisenauer,1980). Também tem sido relatados, efeitos de acidos como o citrico e oxdlico na
liberacdo de K (Silva,1999).
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CONCLUSOES

O método de extracdo utilizado foi eficiente na extracdo de &cidos organicos, com precisdo para diferenciar o
potencia de exsudacdo de écidos organicos na rizosfera de cafeeiro, representando um instrumento com
potencia de utilizagdo em programas de melhoramento de plantas. Esse potencia resultaria na obtencdo de
gendtipos com maior eficiéncia nutricional quando cultivados em solos distréficos.
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