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RESUMO

Sabe-se que os agucares de parede celular exercem influéncia direta na
qualidade do café e que a proporgao desses constituintes na parede celular do
endosperma das sementes depende da espécie e também do estadio de
maturacao dos frutos. Grande parte da parede celular do café & insoluvel em agua
por ser constituida por um manano composto de uma cadeia principal de manose
.ligada beta (1,4) e que contém 1-2% de ramificagbes de galactose alfa (1,6)
ligadas que formam aproximadamente 30% do peso seco de graos dos cafés
Arabica e Robusta. Sabe-se também que durante a maturagao das sementes de
café ha um aumento da razdo manose/galactose (M/G) do galactomanano entre
2:1a7:1 na 11 semana apos o florescimento para 7:1 a 40:1 na 312 semana. Tais
caracteristicas poderiam ser explicadas através do controle genético da razao M/G
do galactomanano por alteragao nas enzimas de biossintese dos polissacarideos
ou alternativamente por agdo de enzimas editoras que alteram a estrutura do
galactomanano ao fim do processo de maturagao, produzindo a desramificacao
parcial do polimero por uma a-galactosidase.

A partir dessas informacgodes, a parte | deste trabalho, objetivou caracterizar
0 mecanismo de edicdo de galactomanano por uma a-galactosidase durante o
processo de sintese e deposigao do manano em sementes de café. A atividade de
a-galactosidase das sementes em desenvolvimento atigiu o pico entre aa 172 e a
26% semana ap6s o florescimento. A a-galactosidase purificada apresentou massa
molecular de cerca de 40 kDa, sendo uma enzima com maxima atividade em pH
6,5 a uma temperatura entre 40 e 45°C. Ensaios in vitro mostraram que a o-
galactosidase purificada possui alta espeficidade pelos galactomananos de café
extraido durante o periodo de sua biossintese e deposicdo. A enzima foi
encontrada na fragdo microssomal e também solivel de preparacbes de
membrana, mostrando que a maioria € solivel, mas uma pequena parte pode
estar associada a vesiculas de transporte. A seqiiéncia N-terminal e mais quatro
sequéncias internas do polipeptideo isolado permitiram deduzir a seqiiéncia do

cDNA CaGAL2 presente no genoma do café. Utilizando sondas especificas, a
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expressdo de CaGAL2 foi encontrada apenas no endosperma das sementes e
apresentou um pico de expressao compativel com o pico de atividade enzimatica.
Utilizando um anticorpo anti-a-galactosidase de guar, a enzima foi localizada no
citoplasma (e nao na parede celular) de células do endosperma durante o periodo
de maxima atividade e expressao génica. Os dados sugerem que a CaGAL?2 seja
uma enzima editora de galactomanano associada ao complexo biossintético ativo
durante o processo de maturacao das sementes.

Embora a composicao dos polissacarideos de graos de café Arabica e
Robusta sejam parecidas, ocorrem pequenas diferencas nas quantidades relativas
de galactomanano e arabinogalactano presente nas duas espécies, (Redgwell,
2002). Desse modo a segunda parte do trabalho teve como objetivo comparar as
composi¢coes dos polissacarideos de parede celular de graos de cafés verdes
beneficiados das espécies Coffea arabica e Coffe canephora doados por uma
industria de café solivel do Estado do Parana, Brasil e de graos obtidos a partir de
espécimes Coffea Canephora, cultivares Apoata, Conilon e Robusta e Coffea
Arabica, cultivar Ouro Verde cedidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC). As diferencas na composigao nos diferentes tratamentos alterar a qualidade
final do produto.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho propiciam opgoes para a
melhoria da qualidade do café através de busca de variedades de diferentes
espécies com as caracteristicas desejadas ou entao a opcao de poder efetuar
alteracoes na estrutura e solubilidade do manano, alterando consequentemente o

rendimento de extragao para a industrializagao de café soluvel.



]

INTRODUCAO GERAL

Os carboidratos e a bebida do café

Segundo os dados divulgados pelo Sindicado das Industrias de café do
Estado de Sao Paulo través de seu “site” (www.sindicafesp.com.br/
dload/pesq_tendencias_consumo_nov05.pdf, data de acesso 26/06/2006), o
consumo de café como bebida nas principais capitais brasileiras s6 perde para o
consumo de agua mineral. Todas as outras bebidas (sucos, leite, refrigerante etc.)
perdem para o café conforme dados para o periodo entre os anos de 2003 a
2005).

A composigao quimica dos graos de café é caracterizada pela presenca de
varios constituintes volateis e nao volateis como acidos, aldeidos, acucares,
proteinas, aminoacidos, acidos graxos, compostos fendlicos, entre outros (Sivetz,
1963). Dentre esses componentes, os acglucares estdo em maior proporcao nos
graos maduros de café. Aléem disso, os carboidratos também exercem influéncia
direta nas caracteristicas sensoriais do produto devido as complexas reacgées
ocorridas durante a torrefacao.

Os graos de café possuem entre 48-60% de polissacarideos sendo estes
compostos predominantemente de celulose, arabinogalactanos e galactomananos
(Redgwell et al. 2002). Além disso, foram também encontradas pequenas
quantidades de xiloglucano conforme descrito por Ooesterveld et al. (2003). Os
polissacarideos de café nao podem ser hidrolizados pelas enzimas de mamiferos
e possuem assim um potencial para atuar como fibras dietéticas (Buckeridge e
Tine, 2000). Estudos tém sugerido que uma preparagao rica em arabinogalactanos
iIsolados de café poderia baixar o risco de cancer de colén (Rao et al., 1998).

O café coado € de longe o mais consumido no Brasil, correspondendo a
mais de 90% da forma de consumo, sendo o coador de pano o mais usado. No
entanto, entre 2003 e 2005 houve grande aumento no consumo de café preparado

através de filtracao direta em filtro de papel e preparado em cafeteira elétrica.
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Enquanto o café coado € consumido principalmente no café da manha, o café
expresso € consumido preferencialmente fora de casa a qualquer hora (dados
Sindicafesp).

Dependendo da forma de preparo, isto &, por exemplo: cafeteira elétrica,
coador de papel ou expresso, os carboidratos (mono e polissacarideos) podem se
distribuir de forma distinta e produzir uma mistura de polimeros com diferentes
pesos moleculares (Martins et al. 2005). Na bebida coada a partir de extracao do
pd (torrado e moido), a manose € o principal monossacarideo componente de
polissacarideos, atingindo quase 50% do peso do pd utilizado. A manose é
seguida de cerca de galactose (30%), arabinose (15%) e glucose (5%). Quando
da confeccao caseira do café por um dos métodos acima mencionados, os
polissacarideos podem chegar a um rendimento de extracao de 25% do peso seco
do po, sendo que o café expresso € o que apresenta o maior teor de carboidratos
por mililitro de bebida (45 mg/mL de bebida) contra somente 15 mg/mL de bebida
para o café preparado em cafeteira elétrica (Martins et al. 2005). Conforme os
dados divulgados pelo Sindicafesp citados acima, o consumo brasileiro nas
capitais em 2005 foi de 1,64 xicaras de 25mL, o que equivaleria a um fluxo de
cerca de 220 gramas de café por ano. No café preparado em cafeteira elétrica, no
entanto, o peso molecular médio dos polissacarideos € 4 vezes maior do que o
expresso e estas fibras mais longas podem exercer uma agao benéfica (Rao et al.

1998) como fibra alimentar no consumo de longo prazo (Buckeridge & Tine, 2001).

A formacao e estrutura dos polissacarideos do café

Durante o crescimentio e o desenvolvimento das sementes de café, na
parede celular ocorrem mudangas progressivas em relagao aos diferentes
polissacarideos e em suas caracteristicas estruturais. Nos estagios inicias da
maturacao, a celulose e o arabinogalactano parecem ser os produtos preliminares
da sintese de parede celular. Durante os estagios seguintes a sintese da celulose

parece cessar € ha um aumento progressivo na sintese do galactomanano em
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relacao aos outros polissacarideos da parede a medida que o grao se aproxima da
maturidade (Fischer et al.,1999).

A solubilidade dos polissacarideos de parede celular é fator de extrema
importancia tanto para as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas das
sementes como para o produto produzido a partir destas. Os produtos primarios
sao o café torrado e moido e o café sollivel e em ambos os casos a solubilidade
dos componentes ira determinar, primariamente, o rendimento obtido e
consequentemente o custo. A qualidade € um outro fator importante que sera
discutido abaixo. No fruto maduro de café, os polissacarideos compartimentados
na espessa parede celular do endosperma, podem ser extraidos através da
utilizacéo de agua quente, extragcdes em solugbes de alcali ou tratamento com
enzimas (Bradbury, 2001). A ordem para liberar esses polimeros da parede celular

é: arabinogalactano—> galactomanano-> celulose.

Os arabinogalactanos

Embora até a presente data a estrutura do arabinogalactano em café ainda
nao esteja confirmada, estudos apresentados por Bradbury (2001) indicam a
presenca de arabinogalactano do tipo | formado por uma cadeia de residuos de
galactose ligado B(1,3) e ramificagbes com varias combinacdes de residuos de
arabinose e galactose na posi¢ao 0-6. Os arabinogalactanos de café podem ser
solubilizados em agua quente (Bradbury, 2001). Esta facilidade na solubilizagdo
pode ser atribuida a forma helicoidal da cadeia principal e as freqientes e
irregulares cadeias laterais. Apesar da alta solubilidade do arabinogalactano em
graos de café, este nao € completamente extraido das paredes celulares apenas
com agua quente o que sugere que o polimero pode esta ligado a outros
componentes. Redgwell et al. (2002) concluiram que todos ou quase todos os
arabinogalactanos de café sao de fato arabinogalactano-proteinas (AGPs). Esses
mesmos autores relataram que o AGPs sao uma mistura extremamente
heterogénea que contém entre 6-10% de acido glucurdénico com peso molecular

meédio em torno de 650 kDa. A heterogeneidade do polimero foi dessa forma
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relacionada ao seu grau de ramificagao e a composicao dos monossacarideos de

suas cadeias laterais.

Os Galactomananos

Os galactomananos sao os principais componentes da parede celular dos
graos de café e representam cerca de 50% dos polissacarideos da parede celular
das células endospérmicas. Estes carboidratos sao compostos por uma cadeia
principal de manano ligado B(1->4) e ramificacées de galactose ligadas a(1-2>6). A
solubilizacao dos galactomananos € um fator critico para as industrias de café
soluvel em relagcao ao rendimento do produto extraido. Um dos principais fatores
determinantes da baixa solubilizagao dos galactomananos em café esta no fato de
a cadeia principal de manano possuir poucos residuos de galactose ligada, o que
influenciaria diretamente na razao galactose/manose (G/M). Deste modo, grande
parte dos polissacarideos € perdida como borra, que segundo Buckeridge
(comunicacgao pessoal) € composta de cerca de metade em mannose e metade
em glucose, sugerindo que se tratam de manano e celulose, respectivamente. A
borra € normalmente descartada como material de baixo valor comercial e com
poucas aplicagoes biotecnologicas.

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos principais polissacarideos das
sementes de café, que lhes conferem diferentes graus de solubilidade em agua,
qualquer estratégia biotecnologica que vise aumentar a produtividade (maior
extracao de solidos soluveis) e/ou a qualidade (melhoria do corpo, aroma etc)
devera envolver, mesmo que parcialmente, os carboidratos do café.

De fato, acredita-se que os arabinogalactanos estejam envolvidos com o
aroma, uma vez que durante a torrefacdo, as reagdes entre agucares e
aminoacidos formam uma série de compostos intermediarios que compdéem o
aroma final do café. No caso dos galactomamanos, acredita-se que estes
polimeros estejam envolvidos com o corpo da bebida, uma vez que sao
polissacarideos conhecidos por aumentar a viscosidade de solugoes e ja sao, ha

muito tempo, utilizados na industria de alimentos para tal (Buckeridge et al., 2000).
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Todas as observagoes feitas acima mostram que o café € uma bebida
complexa e sugerem que os carboidratos, quantitativamente e também
qualitativamente, sao de extrema importancia uma vez que se trata de uma bebida
de alto consumo mundial e, portanto, de grande importancia econdémica e
alimentar para a maioria dos seres humanos.

Nesse sentido, o foco deste trabalho foi contribuir com dois estudos
relacionados aos polissacarideos do café. Um deles mostra uma série de
resultados sobre os mecanismos envolvidos na formacao do galactomanano nas
sementes de café e mostra a purificagdo, localizacdo e propriedades de uma
enzima editora do polimero que altera drasticamente a sua solubilidade, uma
propriedade que tem impacto direto no rendimento do café no momento do
consumo. Neste trabalho também sao mostrados resultados da clonagem do
cDNA que codifica para a enzima a-galactosidase e a expressao deste gene nos
diferentes tecidos do café. Um segundo trabalho mostra uma comparacao entre a
composicao dos polissacarideos de gréaos de café Arabica e Canephora
preparados de diferentes formas. E mostrado que, essencialmente, a composicao
€ muito similar, mas ha nuances de diferencas que, em larga escala, podem
alterar consideravelmente o produto final e, portanto alterar o rendimento e

qualidade do café.

Objetivos Gerais

Com vista a fornecer subsidios que auxiliem na melhoria da tecnologia de
producao do café soluvel, o presente trabalho teve como objetivos analisar
comparativamente a composicao e a solubilidade dos polissacarideos de parede
celular de graos de cafeeiros Arabica e Canephora e purificar a a-galactosidase do
processo de biossintese dos galactomananos nas paredes celulares durante o

desenvolvimento dos graos de cafe.



PARTE |

Purificacao e caracterizagcao de uma nova a-D-galactosidase

isolada de endosperma de Coffea arabica L.

16
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INTRODUCAO

A planta selvagem de café, Coffea arabica, foi encontrada primeiramente
crescendo na Etiopia (Chinnapa et al, 1981). Embora existam algumas
divergéncias quanto a esta afirmacéo, parece certo que a Africa foi o berco da
espécie Coffea arabica e ao povo arabe cabe o credito de serem os
disseminadores da espécie em seu processo expansionista por todo o mundo
conhecido em sua época. E por esse motivo que &€ uma das espécies mais
conhecidas e cultivadas comercialmente hoje em dia, a primeira a ser descrita
pelos arabes e ao chegar ao continente europeu, tenha sido justamente
denominada Coffea arabica.

De acordo com Carvalho (1946), as primeiras referéncias botanicas incluem
o café inicialmente como pertencente a familia Celasteraceae, passando ainda por
outras familias (Rutaceae e Oleaceae). Foi somente no ano de 1753 que Linneu a
descreveu como Coffea arabica pertencente a familia Rubiaceae.

A partir de uma série de trabalhos publicados, sendo o ultimo publicado em
1947, o botanico francés Auguste Chevalier apresentou as bases para uma nova
classificagao do género Coffea. Sao 66 especies, separadas em quatro secoes:
Eucoffea, Mascaracoffea, Paracoffea e Argocoffea. A mais importante destas é a
Eucoffea, que compreende cinco subsegdes: Erythrocoffea, Pachycoffea,
Nanocoffea, Melanocoffea e Mozambicoffea. Dessas, as de maior interesse sao a
Erythrocoffea e a Pachycoffea, que abrangem as espécies mais cultivadas, todas
por sua vez, originarias da Africa: Coffea arabica L., Coffea canephora Pierre, e
Coffea liberica Bull&Hiern. As espécies do género Coffea diferenciam-se quanto
ao porte, crescimento e forma. De todas elas, somente as espécies Coffea arabica
L. e a Coffea canephora Pierre sao cultivadas no Brasil para a produ¢ao comercial
do café e respondem respectivamente por aproximadamente 75 e 25% da
produ¢ao mundial (Berthaud & Chavier, 1988). Destas, apenas a Coffea arabica L.
produz bebida de qualidade fina, reunindo um bom numero de variedades,

algumas das quais bastante conhecidas em todos os paises tradicionalmente

produtores de café.
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No Brasil o café foi introduzido no ano de 1727, pelo sargento-mor
Francisco de Melo Palheta, trazido de Caiena, na Guiana Francesa, para Belém,
capital do estado do Para. Ainda em meados daquele mesmo século, a cultura foi
levada para o estado do Rio de Janeiro por Jodo Alberto Castelo Branco, de onde
se espalhou até chegar ao estado de Sao Paulo. O sucesso da implantacao da
nova cultura teve como motivagéo a crise na produgao de aglcar, que naquela
época sofria com a grande competigao das colonias européias da América central.
Um outro fator determinante para o sucesso do café em solo brasileiro foi a
captacao dos recursos das outras atividades exploratérias em crise (agucar,
algodao e mineracao) unida a facil colocagao do novo produto no mercado
internacional que demandava cada vez mais por uma bebida barata.

Desde os anos 50, a importancia do café para a economia brasileira tem
decrescido sensivelmente. A participacao do café nas exportagcées do pais
diminuiu em meados dos anos 70. O valor das exportacdes de manufaturados
ultrapassou o do café, que, desde o inicio dos anos 80, responde por cerca de

10% do valor total das exportagoes brasileiras.

Atualmente, o Brasil ainda € o maior produtor mundial respondendo por um
terco do total das sacas de café produzidas. Entretanto, a posicao brasileira de
lider produtor isolado vem enfrentando desgastes nas Ultimas duas décadas,
devido a acao das demais nacdes produtoras de café, em especial a Colémbia. A
cafeicultura colombiana, através de uma forte politica nacional de melhoria
qualitativa do grao exportado e otimizagao da colheita, obtida com a uniformizacao
dos cafezais a partir de espécimes de tamanho adequado a facilitar a operacao da
captacao do fruto, alta produtividade e melhor qualidade, operando com baixo
custo de mao de obra e com uma agressiva e intensa campanha publicitaria no
exterior, tem conseguido excelente desempenho nas exportagdes, aumentando
significativamente sua parcela no total produzido mundiaimente. O café
colombiano € hoje sindnimo de um café de alta qualidade, com aroma e sabor

marcante, independente de sua origem interna.
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Coffea arabica

A planta, oriunda de uma semente, € um arbusto de até 4 m de altura, caule
reto de casca cinzenta e rugosa e raiz pivotante profunda e amplamente
ramificada nas primeiras camadas do solo (Graner & Godoy-Junior, 1967). O
cafeeiro apresenta copa conica com ramos laterais pendentes. Folhas onduladas
nos bordos e de coloragdo verde-acinzentada quando jovens e verde-brilhante
posteriormente. Possui flores brancas aglomeradas e aromaticas ao longo dos
ramos. A espécie € autocompativel, multiplicando-se predominantemente por
autofecundaga@o, de acordo com Lashermes et al., 1999, é a Unica espécie
tetraploide do género Coffea (2n=44).

O fruto do café pode ser definido como uma drupa de formato ovoide, verde
passando a vermelho e tornando-se preto de acordo com as fases de maturacao.
Este contém normalmente duas sementes elipticas, plano-convexas, possuindo
um sulco longitudinal sobre a superficie plana (figura 1). Uma cereja de café é
constituida por exocarpo, mesocarpo e endocarpo. O exocarpo é representado por
uma unica camada de células, que corresponde a epiderme do ovario. No estado
maduro, o mesocarpo € uma regiao formada por mais de 20 camadas de células
parenquimosas ricas em tanino, aglcares, gomas e mucilagens, responsaveis
pela consisténcia suculenta do fruto maduro. O endocarpo é formado por cerca de
cinco a sete camadas de células, as quais formam o pergaminho da semente. O
envoltorio da semente, denominado pelicula prateada, origina-se a partir de um
unico integumento do 6vulo, a primina (perisperma). O endosperma, que constitui
quase que todo o grao de café & de natureza tripldide (Mendes, 1941; Medina,
1964; Medina, 1965), o embrido, pequeno é localizado na base da semente, na
sua face convexa, € representado por um hipocétilo e dois cotilédones cordiformes
(Dedecca, 1957).
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Figura 1. Esquema dos diferentes componentes e um fruto maduro de cafe.
Cortes longitudinal e tranversais. Em a, embridao; em b, a semente composta por
endosperma e a pelicula prateada ou perisperma (parte mais externa), ¢ o
mesocarpo ou polpa, em d, o endocarpo ou pergaminho.

O crescimento e o desenvolvimento dos frutos de C. arabica segue o
padrao de uma curva sigmoidal dupla (Gémez, 1977). Durante as 5° e 6° semanas
posteriores a antese, os frutos nao apresentam crescimento visivel sendo
denominados chumbinhos (Womer & Njunguna, 1966). Nesta fase, os frutos nao
podem ser caracterizados como dormentes, porque apresentam alta taxa
respiratéria (Cannel, 1971), mobilizam metabdlicos e exibem divisao celular
(Mendes, 1942). A partir da 7% semana os frutos expandem-se rapidamente
atingindo tamanho maximo em torno da 16° semana. Nessa época o perisperma
ocupa totalmente os loculos, mas sao gradativamente substituidos pelo
endosperma entre a 12° e 20® semanas seguintes a antese. Os frutos do cafeeiro
arabica amadurecem por volta da 32° semana ap6s a abertura das flores. A figura

2 apresenta diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos do cafeeiro.

Figura 2. Fotografia do fruto de cafeeiro coletados em diferentes estadios de
maturagao. (A) Chumbinho; (B) Chumbao); (C) Verde; (D) verde Cana; (E) Cereja;
(F) Passa e (G) Seco.
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A Parede Celular

A parede celular € uma estrutura extremamente dinamica que é capaz de
modificar-se nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta e permitir
assim a ocorréncia de varios eventos fisiolégicos como a gemminacdo das
sementes, desenvolvimento por expansao celular, abscisao das folhas e flores e
amadurecimento de frutos, (Campbell & Braam, 1999).

No modelo classico, a parede celular primaria € constituida por duas fases,
uma microfibrilar e outra matricial (Cosgrove, 1999). A fase microfibrilar distingue-
se da matricial pelo alto grau de cristalinidade visivel ao microscopio eletrénico e
por possuir uma composicdo quimica relativamente homogénea. A fase
microfibrilar € composta por estruturas longas e finas designadas microfibrilas,
constituidas por moléculas de celulose associadas entre si por pontes de
hidrogénio e alinhadas paralelamente ao longo as microfibrilas. Juntamente as
zonas cristalinas encontram-se nas microfibrilas de celulose, zonas amorfas nas
quais as fibras de celulose nao tém orientacao regular. A fase matricial consiste
em uma variedade de polissacarideos, glicoproteinas e compostos fendlicos,
variando a sua composicao com as diferentes camadas da parede, tipos de
células e diferentes fases do ciclo celular.

As fases iniciais do desenvolvimento celular sao caracterizadas por
possuirem uma parede primaria, extremamente fina e semi-rigida, que permite o
crescimento da célula. Ao término do crescimento celular, esta continua a
depositar novos materiais na parede levando a formacao da parede secundaria. A
parede secundaria resulta do engrossamento da parede primaria ou da deposi¢cao
de novas camadas de parede com diferente composigcao. A forma e a composicao
da parede celular encontra-se intimamente relacionada com a funcao de cada tipo
especializado de célula.

Diversas fungdes sao atribuidas a parede celular como: definir a forma e o
tamanho da célula, conferir resisténcia mecanica aos tecidos, controlar a
expansao celular, atuar sobre o transporte intracelular, participar da sinalizagao e

reconhecimento entre as células, armazenar compostos de reserva e moléculas
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reguladoras e sinalizadoras que controlam diversos processos fisiologicos
celulares, aléem de participar de mecanismos de prote¢ao contra microorganismos
(Carpita & Gibeaut, 1993). Uma outra funcao da parede celular &€ de extrema
importancia como um produto natural em biotecnologia, que esta ligada a
economia. Componentes da parede celular vegetal sao usados comercialmente
para fabricagao de papel, manufaturas téxteis, fibras como algodao, linho, frutos e
outros. Assim, a compreensao da estrutura quimica, bem como do metabolismo
de sintese e degradacao dos polissacarideos que compoem as fibras, pode levar
ao desenvolvimento de novas tecnologias para produzi-los, melhora-los e
comercializa-los de forma a obter o maior beneficio possivel para 0 homem
(Buckeridge, & Tine, 2001).

Os carboidratos constituintes da parede celular sao divididos em trés
diferentes dominios segundo a sua forma de extragao: celulose, pectina, e
hemiceluloses. Desta forma, a solubilidade € fator importante para distinguir os
carboidratos da parede celular que sao relativamente inertes no que concerne a
sua reatividade quimica e apresentam diferentes graus de solubilidade. O quadro

abaixo resume a ordem para dissolver os polissacarideos da parede celular.

Soluveis em agua Pectinas

Soluveis em alcali fraco Hemiceluloses fracamente
ligadas

Sollveis em alcali forte Hemiceluloses fortemente
ligadas

residuo Celulose

Polissacarideos de parede celular

Celulose

A celulose constitui entre 20 e 30% das paredes celulares primarias (McNeil
et al., 1984) e 40% das paredes celulares secundarias, sendo o composto
organico mais abundante no mundo (Fry,1988). Ela ocorre em todas as partes dos
vegetais formando polimeros lineares, cujos milhares de mondémeros de glucose

se unem por ligacoes glicosidicas3(1,4). As longas cadeias de celulose disppem -
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se lado a lado formando micelas, com estrutura quase cristalina, cuja integridade é
mantida por ligagcdes de pontes de hidrogénio entre os numerosos grupos OH-
adjacentes.

Pectinas

As pectinas sao polissacarideos acidos de elevado peso molecular,
constituidos principalmente por unidades de acido D-galacturénico. As pectinas
ocorrem praticamente em todas as plantas superiores e se encontram
principalmente na matriz celular e na lamela media, localizando-se entre a parede
celular primaria, onde sao responsaveis por regular a adesao entre as células
(Mohnen, 1999), propiciando rigidez aos diferentes 6rgaos, incluindo os frutos
verdes (Crookes & Grierson, 1983). As pectinas sao degradadas durante a
maturacao devido a sua solubilizagao e despolimerizacao da parede (Sheery et
al., 1988; Smith et al., 1988; Giovanonni et. al., 1989; Fisher & Bennett, 1991).
Dessa forma, estudos relativos a alteragbes importantes durante o
amadurecimento dos frutos tem se concentrado nas alteragdes desse dominio
durante a desmontagem da parede celular.

Varios polimeros podem participar da composi¢cdo desse dominio, sendo
que os trés componentes quantitativamente mais importantes das pectinas sao os
homogalacturonanos (HGA) e os ramnogalacturonanos | (RG 1) e Il (RG ll). As

estruturas dos polissacarideos pécticos sdo as seguintes (Buckeridge et al., 2006):

HGA: homogalacturonano: polissacarideo com residuos de acido galacturénico
a(1,4), ligados. A cadeia principal do HGA pode apresentar blocos
metilesterificados (neutros) alternados a blocos nao-metilesterificados (negativos).
RG I: possuem na cadeia principal residuos de Gal «(1,4) ligados podendo ser
metilados e intercalados por residuos de ramnose ligados no C2 com

polissacarideos neutros como arabinanos, galactanos e arabinogalactanos do tipo
|
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RG II: possuem na cadeia principal gal a(1,4) ligados, com ramificagGes laterais
formadas por ligagdes glicosidicas de varios tipos, incluindo algumas ligagoes

raras, como acido acético e apiose.
Hemiceluloses

As hemiceluloses sao polissacarideos que estao intimamente associados a
celulose, definindo as propriedades estruturais na parede além de desempenhar
fungdes na regulagcao do crescimento e desenvolvimento das plantas. Os
xiloglucanos (Xg) e os galactomananos (Gm) sao hemiceluloses presentes tanto
em parede primaria desempenhando fung¢ao estrutural, como em parede de
reserva em sementes de algumas espécies com a fung¢ao de reserva de carbono,
sendo completamente degradados apos a germinagao da semente e os seus
produtos sao utilizados para o crescimento inicial das plantulas.

Como os mananos sao os principais polissacarideos que constituem a
semente de café, neste trabalho sera feita uma revisao mais aprofundada sobre

estes polissacarideos.

Mananos e galactomananos: ocorréncia e estrutura e fungoes

Os mananos (figura 3) sdo definidos como contendo mais de 90% de
manose formando uma cadeia linear do tipo (1,4) sem ramificagdes, podendo ou

nao o restante estar ramificado com galactose através de ligacoes «(1,6).

H i
OH |
OCH, CH,OH OCH, CH,0H

. —0 o ol ;
\ I N N, NN
N/ N/ N/ e 5/ ™

Figura 3. Estrutura do galacto(manano) de reserva mostrando a cadeia principal
de B-D-1,4 manose e as ramificagcdes de galactose unidas a esta por ligagoes do
tipo a-1-6.
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Abaixo de 10% de ramificagdo, os mananos tornam-se insollveis e
precipitam rapidamente em solugao aquosa (Dea et al.,1986). Assim, os mananos
sao estruturalmente relacionados aos galactomananos, apenas apresentando um
grau menor de ramificagdo com galactose. Os mananos também apresentam alto
grau de interatividade intermolecular, formando cristais na parede celular, o que
confere dureza e diminui sua solubilidade. Os mananos s@o encontrados em
endospermas de sementes de espécies de monocotiledoneas (por exemplo
Phoenyx dactylifera e Phytelephas macrocarpa) e dicotiledéneas (Coffea arabica)
(Reid, 1985).

A germinagao de sementes de Phoenix dactylifera foi estudada por Sachs
(1862) e, mais tarde, por Keusch (1968). Nestas sementes, um pequeno embridao
de forma conica se desenvolve lentamente. Seus cotilédones sao transformados
em haustorios, os quais absorvem os produtos de degradacgao das reservas do
endosperma durante a germinagao. Nessas sementes, uma endo-f-mananase e
uma B-manosidase foram detectadas na zona de dissolugdo préxima ao haustério.
Foi proposto (Keusch, 1968) que as enzimas sao produzidas no endosperma, mas
suas células necessitam de um sinal proveniente do haustorio.

Mananos como compostos de reserva ja foram detectados em sementes de
espécies como pimenta (Watkins et al., 1985), aipo (Jacobsen & Pressmann,
1979), tomate (Groot et al., 1988), alface (Halmer & Bewley, 1979) e café (Wolfron
et al., 1961), sendo que em todas elas ja foi observada a presenca de atividade de
endo-B-mananase. Estas espécies apresentam endospermas mais finos em
relacéo as palmeiras e sua presenca tém sido correlacionadas com a restrigéo
mecanica para a protrusao da radicula. Na maioria dos casos, a degradagao do
manano pode ser induzida por acido giberélico, que promove a germinacao €, em
alguns casos é inibida por acido abscisico (Potomati e Buckeridge, 2002).

Bewley et al. (1997) clonaram o gene que codifica para uma endo-f-
mananase de sementes de tomate. Estes autores encontraram baixa homologia
com mananases de fungos (28-30%) e observaram que sua expressao € exclusiva
do endosperma, sendo ausente em outras partes da planta. A posse de tal
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sequéncia génica € uma ferramenta valiosa para estudar o controle da producéo
da endo-B-mananase e, mais especificamente, compreender como a giberelina e o
acido abscisico afetam o catabolismo dos mananos.

Paralelamente, outros autores afirmam que os mananos presentes em
endosperma de sementes de tomate (Toorop et al., 1996) e de café (Takaki &
Dietrich, 1980; Giorgini & Comoli, 1996) sdao completamente degradados apés a
germinacao, sendo, portanto, correto considera-los como compostos de reserva.

Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananos em
suas sementes foram realizados por Nadelmann em 1890, incluindo uma espécie
tropical, Schizolobium sp. Os galactomananos de reserva ocorrem tipicamente em
endospermas de sementes de leguminosas, mas eles também estao presentes
em sementes de espécies de outras familias como Compositae e Convolvulaceae
(Dea & Morrison, 1975; Guzman & Hernandez, 1982).

A mobilizagao de galactomananos foi estudada em algumas espécies de
leguminosas (Reid & Meier, 1972; McCleary & Matheson, 1976; Buckeridge et al.,
1995a; Buckeridge & Dietrich, 1996), sendo detectada a presenca de trés enzimas
hidroliticas (a-galactosidase, endo--mananase e p-manosidase), confirmando
que a mobilizagao do galactomanano ocorre através da hidrolise. Em todos os
casos estudados, o polissacarideo é desmontado até seus monossacarideos
constituintes (manose e galactose) ao mesmo tempo em que ha producao de
sacarose (Buckeridge et al., 2000). Aparentemente, a sacarose € o agucar de
transporte que levara os produtos da mobilizagao da reserva até o embridao em
crescimento.

Além do papel de reserva, o galactomanano influencia no fluxo de agua
devido a sua maior solubilidade nos primeiros estagios da germminacgao. Este
polissacarideo absorve, proporcionalmente, grande quantidade de agua e a
distribui ao redor do embridao. Os endospermas embebidos protegem o embriao
contra perda de agua através de um efeito conhecido como “tampédo de agua’,
durante periodos de seca pos-embebicao (Reid & Bewley, 1979). Outras
leguminosas tropicais (Dimorphandra mollis e Sesbania virgata) apresentam um
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comportamento similar (Buckeridge et al., 1995a; Buckeridge & Dietrich, 1996;
Zpevak, 1999).

O grau de ramificagdo dos mananos define suas relagdes estrutura-funcgao.
Quanto menos ramificado maior a indicacao de que a fungao biologica esta
relacionada com a dureza e protecao do embriao. Isso pode ser visto claramente
em Palmae. Por outro lado, quanto maior o grau de ramificagdo, mais soluvel o
polissacarideo e maior a participagdo deste em fungcdes como as relagoes
hidricas. No entanto, nao se sabe ao certo qual dessas fungbes € a primaria em
paredes do endosperma: reserva, dureza ou relagées hidricas. E certo, por outro
lado, que os mananos e galactomananos sao moléculas multifuncionais,
desempenhando suas fungées durante fases distintas do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Buckeridge et al. 2000).

Tem sido sugerido que os carboidratos das sementes (presentes em maior
propor¢do no endosperma) de café (Coffea arabica) tém importancia no
desenvolvimento da qualidade da bebida (Clifford, 1985). A fracao de
polissacarideo de graos de café consiste de galactomanano, arabinogalactano e
celulose, sendo que esta fracdo compreende quase metade de seu peso seco €
estao incrustados a parede celular do endosperma. A maior parte dessa fragao é
uma suspensao insolivel em agua constituida de um galactomanano que forma
aproximadamente 30% do peso seco de graos dos cafés Arabica e Robusta
(Bradbury & Halliday, 1990).

Uma das caracteristicas mais importantes no que conceme a comparagao
entre galactomananos de diferentes origens € a proporcao entre os residuos de
manose e galactose (M/G). Esta propor¢ao é importante porque ela caracteriza a
solubilidade do galactomanano em agua. Sendo assim, quanto maior a propor¢ao

de galactose (ou seja, menor a razao M/G), mais solGvel é o polimero.

Biossintese dos galactomananos

Em 1890, Nadelman sugeriu que mucilagens presentes em endospermas
de Colutea breviata Indigofera hirsuta, Tetragonolobus purpureus e Trigonella
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foenum graecum (que hoje sabemos ser galactomananos) eram formadas
primeiramente nos vacuolos e posteriormente depositadas na parede celular do
endosperma.

Durante a deposi¢ao do galactomanano em sementes de Trigonella
foenum-graecum a razao manose:.galactose (M/G) do polimero se mantém
constante. No entanto, Dey (1972), observou que esta razao aumentou em
sementes de diferentes espécies de Leguminosae. Em Gleditsia triacanthos, uma
pequena variagao na substituicdo com galactose (de 41% para 35%) foi vista
durante a deposi¢ao do galactomanano. No entanto, em uma espécie do mesmo
género (Gleditsia ferox) a razao se manteve constante. Durante a deposicao do
galactomanano estudada em Trigonella foenum-graecum foi observado que a
sintese de galactomanano esta associada com 0s espagos entre as cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso e sao posteriormente secretadas para a parede
celulares via complexo de Golgi. Edwards et al. (1989) reportaram que
preparagoes enzimaticas particuladas (de membrana) isoladas de endosperma de
T. foenum-graecum e guar (Cyamopsis tetragonolobus) em desenvolvimento eram
altamente efetivos na formacao de polissacarideo a partir de GDP-manose ou por
uma mistura de GDP-manose e UDP-galactose. No entanto, a atividade de
galactosiltransferae (Galtran) nao foi observada sem a presenga de GDP-manose,
indicando que a Galtran € dependente da formagao da cadeia principal. Esses
autores realizaram experimentos demonstrando que o grau de ramificacao do
galactomanano pode ser manipulado in vitro pela variagao nas concentracoes de
GDP-manose no meio de incubagao, em condigdes de saturagao de concentragao
de UDP-galactose.

Com o intuito de estudar como o processo biossintético durante o
desenvolvimento pode resultar em galactomananos com diferentes razoes
manose:galactose (razdo M/G), Edwards et al. (1992) efetuaram estudos
comparativos com sementes em desenvolvimento de T. foenum-graecum
(M/G=1,1), guar (M/G=1,6) e Senna occidentalis (M/G=3,3). Eles acompanharam
as atividades de manosiltransferase (Mantran) e Galtran durante a maturag¢ao das

sementes das trés espécies e descobriram que ambas as enzimas apresentavam
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um pico de atividade quando a velocidade de formacao do galactomanano era
maxima. Enquanto as razoes M/G para T. foenum-graecum e guar eram
constantes durante todo o periodo de desenvolvimento, em sementes de S.
occidentalis a razao M/G aumentou de 2,3 para 3,3. Esse aumento na razao M/G
foi associado com o aumento concomitante de uma o-galactosidase no
endosperma. Com base nesses resultados, os autores concluiram que em T.
foenum-graecum e guar, o controle genético da razao M/G em galactomananos é
baseado apenas no mecanismo de biossintese, enquanto em S. occidentalis o
galactomanano produzido seria um resultado do mecanismo de biossintese mais
um processo de desramificagao parcial do polimero por uma a-galactosidase.

A «-galactosidase € uma enzima amplamente encontrada em
microorganismos, animais e plantas (Dey & Pridham, 1972) na clivagem de
residuos de ligagdo terminal o-1,6 de uma grande variedade de substratos,
incluindo oligossacarideos e polissacarideos lineares ou ramificados, bem como
substratos sintéticos como p-nitrophenil-a-D-galactopiranosideo. Em plantas, essa
enzima vem sendo detectada especialmente em sementes durante a germinagao
(Corchete & Guerra, 1987; Bhaskar et al., 1990; Guimaraes et al., 2001), em
folhas (Smart & Pharr, 1980), raiz (Bom et al., 1988) e em frutos (Gao & Schaffer,
1999). Multiplas formas den -galactosidases ocorrem em plantas, apresentando
diferencas em suas propriedades bioquimicas e cinéticas e em suas massas
moleculares e exibindo especificidades diferentes por substratos naturais e
sintéticos (Dey & Pridham, 1972; Kim et al., 2002). Em estudos de germinagao de
sementes, tem sido apontado que a «a-galactosidase esta envolvida na
mobilizagdo dos carboidratos de reserva como a rafinose e a estaquiose (Dey &
Pridham, 1972; Buckeridge & Dietrich, 1996).

O galactomanano, principal polissacarideo encontrado em sementes de
café, é totalmente hidrolisado e mobilizado através da acao da a-galactosidase
que ainda requer uma endo-B-mananase que cliva a cadeia principal e uma B-
manosidase ou exo-f-mananase, que retira unidades de manose do terminal nao
redutor de oligossacarideos apés a agao das outras duas enzimas. A maioria das

atividades enzimaticas, especialmente a da a-galactosidase, aumenta com a
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embebicao e germinagdo das sementes (Corchete & Guerra, 1987: Kontos &
Spyropoulos, 1996; Guimaraes et al., 2001). Além do envolvimento fisiologico na
germinacao de sementes, as a-galactosidases apresentam potencial para diversas
aplicagdes biotecnolégicas, como no branqueamento da polpa de celulose na
indistria de papel, na mudanga de propriedades fisico-quimicas dos
galactomananos (Bulpin et al., 1990) e na hidrolise de oligossacarideos nao-
digeriveis presentes em produtos de soja (Guimaraes et al., 2001).

Apesar de se conhecer a composi¢ao dos carboidratos em frutos de café,
pouco se sabe como estes sao acumulados durante a formagdo das sementes.
Porém, Redgwell et al. (2003) utilizaram analises estruturais dos polissacarideos
extraidos durante a maturacdo das sementes de café e observaram que estas
sintetizam primeiramente um galactomanano que é transformado em manano
(M/G=40/1) durante o processo de maturagdo. Os autores sugeriram que tal
processo envolve a acao de uma a-galactosidase que atacaria o polimero nos
moldes propostos para Senna occidentalis por Edwards et al. (1992). Os autores,
no entanto, nao detectaram a presencga de tal enzima e fizeram apenas ensaios
com uma o-galactosidase obtida comercialmente e demonstraram que tal enzima
e capaz de modificar o galactomanano de café.

Em recente trabalho, Marraccini et al., (2005), monitoraram o
desenvolvimento dos frutos de Coffea arabica e caracterizaram ao longo da
maturacao a atividade da a-galactosidase. No trabalho os autores demonstraram
que atividade de a-galactosidase nao era identificada em graos formados apenas
pelo perisperma, entretanto com o desenvolvimento do endosperma ao longo da
maturagao do fruto, a atividade da enzima aumentava gradativamente alcangando
um pico aproximadamente 30 semanas apds a floracao. Este fato coincidia com a
total deposicao do galactomamanano nas paredes celulares do endosperma. No
mesmo trabalho os autores encontram duas isoformas da a-galactosidase. Estas
proteinas foram distinguidas em gel 2D, a partir dos extratos proteicos de graos
maduros de café e de uma preparagao de uma a-galactosidase comercial, com
peso molecular estimado de 40 kDa e pls de aproximadamente 5.5 e de 5.7 cada

uma. As preparagoes também continham trés proteinas que co-purificaram com a
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proteina de café conhecida. Como nenhuma homologia convincente dessas
sequéncias pode ser encontrada nos bancos de dados publicos de proteinas e
pela falta de conhecimento das suas funcgdes biologicas essas proteinas foram
denominadas “UP”, para proteinas nao identificadas (do inglés wundentified
protein). Apés analise da sequéncia do N-terminal, os autores obtiveram as
seqiéncias para a UP1 e UP2, porém nenhuma seqiiéncia foi obtida para a UP3.
Como nenhuma homologia convincente dessas sequéncias foram encontradas
nos bancos de dados publicos, essas proteinas permanecem como nhao

identificadas.

Objetivo

Tendo em vista que os conhecimentos da presenga e da atividade da a-
galactosidase sao bastante conhecidos em sementes da espécie em estudo, o
presente trabalho teve como objetivo, purificar e caracterizar a enzima o-
galactosidase atuante durante a deposicao do galactomanano de reserva em

graos de Coffea arabica.
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MATERIAL E METODOS

Materiais Vegetais

Analises bioguimicas

Frutos de Coffea arabica cv. Mundo Novo foram coletados na area
experimental do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) a cada 15 dias apo6s a
floragao a partir de dezembro de 2003 até julho de 2004. Os frutos foram
congelados em nitrogénio liquido e transportados até o Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica de Sao Paulo onde foram
armazenados a —20°C. Apenas o endosperma foi utilizado apés a separagéao do

perisperma e da polpa.

Analise com biologia molecular
Frutos de Coffea arabica cv. Sarchlmor IAPAR 59 (Sera, 2001), foram

coletados de plantas da area experimental do Instituto Agronémico do Parana
(IAPAR) mensalmente apos a floragdo durante o periodo que compreendeu os
meses de setembro de 2002 a maio de 2003. Os tecidos dos frutos foram
separados (endosperma, perisperma e polpa) e utilizados independentemente
para a extragao do RNA total conforme a metodologia descrita por Roges et al.,
1999. Amostras de folhas, raizes, flores e caules, também foram coletados da
plantas da cultivar IAPARS9

Frutos de Coffea racemosa também foram coletados para os experimentos
de expressao. Neste caso o material foi de colhido entre 08/11/04 e 03/01/05
(floragao [20-24]/ 10/ 04)
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Obtencao das membranas dos frutos de café

A metodologia utilizada para a obtengao de fragbes ricas em complexo de
golgi, reticulo endosplamatico, mitocondrias e membranas, foi adaptada para
frutos de café a partir do protocolo original descrito por Carpita & Gilbeut (1994).

Endospermas isolados de frutos de café em maturagao foram coletadas e
colocadas em um almofariz previamente resfriado e mantido a 4°C em camara fria.
Os tecidos foram inseridos em tampao HEPES-KOH 10 mM pH 7.6 contendo KCI
40 mM, sacarose 12%, albumina de ovo 0,1%, acido ascorbico 10 mM, b-
mercaptoetanol 28 mM e DDT 2 mM. Apés maceragao, o material homogeneizado
foi filtrado em nylon (40 mm). Em um tubo de centrifuga foi feito um gradiente
composto por solugdo de sacarose a 50% (7 mL) pipetada no fundo do tubo,
sendo em seguida depositadas solugées de sacarose 35%(7 mL), 29%(7 mL) e o
extrato sacarose a 12% filtrado em nylon até o preenchimento do tubo como

mostrado no esquema a seguir..

Extrato em 12% Sacarose

29% de Sacarose

35 % de Sacarose

50 % de Sacarose

O tubo foi centrifugado a 100.000xg por 1 hora e as membranas nas
interfaces foram retiradas com uma pipeta Pasteur e transferidas para tubos

Eppendorf e matidas a 4°C em camara fria

Isolamento da a-galactosidase

Endospermas de sementes de C. arabica coletados entre a 17% e a 26°
semana apoés o florescimento foram previamente separados da casca, polpa e

perisperma para o preparo do extrato bruto.
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Preparacéo do extrato bruto: Cerca de 50 gramas de endosperma foi fatiado por
meio de um estilete e as pequenas fatias foram trituradas em homogeneizador
modelo Ultra Turrax em presenca de 500 mL do tampao fosfato de sodio 50 mM
pH 5,0 com 100 mM de NaCl. No momento de homogeneizar foram adicionados
10 gramas de Polivilpolipirrolidona. A mistura foi mantida em camara fria por 1
hora para permitir a difusdo das proteinas. Apos esse tempo o material foi filtrado
em pele de nylon e o material filtrado foi submetido a centrifugacao a 13000 xg por

20 minutos. O sobrenadante recolhido foi considerado o extrato.

Fracionamento com sulfato de aménio:. Ao extrato bruto foi adicionado sulfato de

amonio até a saturagdo de 60%. O extrato foi mantido em repouso a 5°C, que
apos o tempo de 30 minutos foi centrifugado a 13.000 xg por 15 minutos. O
precipitado foi ressuspenso no menor volume possivel de tampao Tris HCI pH 7,2
20 mM e a solugao foi dialisada contra o mesmo tampao a ser utilizado nos

experimentos seguintes.

Cromatografia em DEAE-Celulose: O extrato enzimatico do precipitado obtido do

sulfato de aménio foi submetido a cromatografia de troca anidnica (DEAE-
celulose/Sigma) equilibrada com o tampao Tris HCI pH 7,2 20 mM. Apés a
passagem do extrato, a coluna foi eluida com o mesmo tampao, sendo
posteriormente eluidas com um gradiente de 0 a 0,5M de NaCl onde foram
coletadas fracoes até que o ponto em que a leitura da absorbancia no

comprimento de onda 280 nm ficasse constante ou préximo de zero.

Cromatografia em CM-Celulose: As fracées que apresentaram maior atividade da

enzima foram reunidas, dialisadas contra o tampao acetato de sédio 50 mM pH
5,0 e aplicadas em cromatografia de troca catiénica em CM-celulose (Sigma)
equilibrada com o mesmo tampao. Apds a passagem do extrato, a coluna foi
eluida com o mesmo tampao seguido de coleta de fragdes até que o ponto em que

a absorbancia (280 nm) ficasse constante ou proximo de zero.
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Cromatografia em Sephacryl S-200: O extrato enzimatico obtido a partir da reuniao
das fracGes que apresentaram maior atividade de o-galactosidase apoés a
passagem em CM-Celulose, foi dialisado contra o tampao acetato de aménio 50
mM, pH 5,0 e foi aplicado em coluna com leito de Sephacryl S-200 (cromatografia
de peneira molecular). As proteinas do extrato foram eluidas com fluxo de 0.8
mL.min" em fracoes de 15 mL e a deteccao das proteinas foi feita
acompanhando a leitura das absorbancias a 280 nm. A coluna foi calibrada com
Ribonuclease (15,7 kDa), Ovoalbumina (47,9 kDa), BSA (68,3 kDa) e Alcool
Desidrogenase (180 kDa) como padroes de pesos moleculares adquiridos da
Sigma Chem. Co., EUA e o peso aproximado da proteina detectada na coluna
foram calculados empregando-se a equagao da reta destes padrées, obtida de um

grafico dos volumes de eluicao contra os logaritmos dos pesos moleculares.

Dosagem das proteinas: O contetido de proteinas das fragoes das cromatografias

dos extratos enzimaticos foi estimado pela leitura da absorbancia a 280 nm, em
espectrofotdbmetro da série UV-1201 (Spectroscopic Instruments Division,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). As quantidades de proteinas nos extratos
foram determinadas por reagao com Coomassie Blue e posterior leitura da
absorbancia a 595nm, utilizando uma curva padrao albumina soro bovina de

acordo com metodologia descrita por Bradford (1976).

Focalizacao Isoelétrica de Proteina: Os extratos enzimaticos, limpos de fendis e

polissacarideos através da cromatografia de peneira molecular em Sephacryl S-
200 foram submetidos a focalizagao isoelétrica preparativa. Ao extrato foram
adicionados 3 mL de solugao de anfolinas (BioRad) que cobria a faixa de pH de 3
a 10, completando-se o extrato com agua até 60 mL de volume. O extrato foi
aplicado em sistema Rotofor da BioRad. A corrida da eletrofocalizacdo foi
realizada com poténcia constante entre 10 a 20 W, com equipamento refrigerado e
monitoramento da voltagem até a estabilizagao da mesma, fato que acontecia em
cerca de trés horas de corrida, apos a estabilizagio da voltagem, mantinha-se o
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equipamento funcionando por mais uma hora para permitir uma boa focalizacao.
Apos a coleta das fragbes, o pH era medido e em seguida a atividade da o-

galactosidase era determinada.

Quantificacdo das galactoses livres em diferentes substratos: A quantificacao das

galactoses liberadas pela acdo da a-galactosidase foi feita enzimaticamente
(galactose desidrogenase). Inicialmente, 190 mg de amostra [25 mM estaquiose,
25 mM rafinose, 25 mM lactose, 25 mM pNP-a-galactopiranosideo, 25 mM pNP-3-
galactopiranosideo, solugao a 0,1% de LBG (Locust Bean Gum — galactomanano
pouco galactosilado de sementes de Ceratonia siliqua) e solugdo a 0,1% de
Manano de Café] foram incubados com 50 pul de enzima, 10 pl de tampao citrato
fosfato 50, mM pH 6,5 por 20 horas a 30°C, para a liberagio da galactose pela
acao da a-galactosidase. Em seguida foi feita uma segunda incubacdo para
determinar o conteudo de galactose liberado utilizando-se 200 ul de tampao tris-
HClI 20 mM pH 7,8, 20 pl de galactose desidrogenase e 30 pL de NAD. A
quantidade de galactose liberada foi determinada pela leitura da absorbancia a

340 nm utilizando uma curva padrao de 0,25 a 1 mM de galactose.

PH otimo: Para a determinagao do pH 6timo da a-galactosidase de C. arabica foi
conduzidas reagcoes em solugdo tampao citrato fosfato 50 mM. Para isso os
extratos eram incubados por 20 minutos a 45°C em tampao com pH de 2,5 a 10,0

com acréscimo sempre de 0,5 ponto.

Curvas de Km e Vmax: Os ensaios para determinagdo de KM e Vmax aparentes

foram realizados com utilizagdo do extratos enzimaticos da S-200 e diferentes
concentragoes de pNP-a-d-galactospiranosideo a uma temperatura de 45°C por
20 minutos de incubagao. As concentragbes usadas variaram de 1,1 a, 45,5 mM.
Os valores de KM e Vmax aparentes foram calculados por meio da curva de

velocidade e pela equagao do duplo reciproco de Lineweaver & Burke.
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Ensaio enzimatico de a-galactosidase: Nos ensaios de a-galactosidase foi

empregado o pNP-a-D-galactopiranosideo (Sigma Chem. Co., EUA), extrato
enzimatico e tampao acetato de amémio 50 mM, pH 6,5 [10uL:20uL:20mL]. A
mistura era incubada em banho maria a 45°C e apds 20 minutos a reacao
interrompida pela adicao de 1 mL de Na,CO3 0.05M. A leitura de absorbancia era
feita a 405 nm e as atividades enzimaticas calculadas a partir do coeficiente de

extingao molar de 18.400 para o p-nitrofenol.

Purificagao do manano de reserva de graos de café

Foram utilizados na obten¢gao do manano de café apenas os endospermas
dos frutos coletados da variedade arabica com sua maturagcao completa, que
foram secos a 60°C e moidas em moinho de bolas. Cerca de 500 mg do pé dos
graos de café foram submetidos a remogao de acgucares soluveis com 50mL de
etanol 80% e mantidos a 80°C por 20 minutos, que em seguida eram
centrifugados e descartados o sobrenadantes. Esse procedimento se repetiu 4
vezes. Apos a remocao dos aglcares sollveis o material foi seco em estufa a
60°C por 24 horas
Ao material foram adicionados 50 mL de uma solugao de oxalato de aménio 0,5%,
pH 7, a 100° C por 1 h (2 X), sendo os residuos coletados por centrifugacéo a
2700 g por 15 minutos a 25° C. Os residuos dessa extracao foram submetidos a
extragdo (2 X cada) com 50 mL de hidréxido de sodio 8M resultando na fragéo
solivel em alcali forte. Estas fragbes também foram dialisadas, liofilizadas e
analisadas quanto a presenca dos monossacarideos por cromatografia de troca
aniénica de alta performance com detector de pulso amperométrico (HPAEC/
PAD) em sistema Dionex DX/ 500, coluna Carbo-Pac PA 1, em elui¢cao isocratica
com NaOH 20 mM por 80 minutos
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Imunolocalizacao da a-galactosidase

Sementes de C. arabica foram coletadas durante a maturagao nos estadios
chumbao, verde e cereja, e fixados em solugdo de Karnovisky (2% de
paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido em solugao tampao de cacodilato de sodio
0,1M pH 7,4) segundo Karnovisky (1965). O material fixado foi mantido sob vacuo
por aproximadamente 30 minutos permanecendo, posteriormente, por no minimo
48 horas na geladeira (4°C). Apos esse prazo, o material foi hidratado a partir de
etanol 70%, segundo a série alcodlica etilica decrescente, permanecendo ao final
24 horas em agua destilada. Em seguida foram mantidas em estufa a 60°C em
Polietilenoglicol 20% (PEG 20%), cuja concentragao, apds cerca de 48 horas de
estufa, foi atingindo o nivel de 100%, quando os materiais foram emblocados em
PEG puro (Richter 1981).

As sementes emblocadas foram seccionadas transversalmente em
micrétomo de deslize, com espessura de aproximadamente 15um, sendo parte
das secgbes obtidas com auxilio de fita adesiva transparente do tipo durex
(Richter 1981). Apods a retirada do PEG com agua destilada, as sec¢oes foram
submetidas a técnica de imunolocalizagao através da peroxidase, adaptada de
Buckeridge et al. (2005).

Dessa forma, as secgdes foram incubadas por 3 horas em solugao de
blogueio contendo 0,1% de gelatina, 1% de BSA em tampao fosfato salino (PBS)
0,iM pH 7,0, contendo algumas gotas de Tween 20. Posteriormente, foram
incubadas durante uma noite em solugao contendo anti-a-galactosidase de guar
diluido 1:200 em PBS. O anticorpo foi preparado em coelhos contra o-
galactosidase de sementes de guar e cedido pelo Professor John S. Grant Reid,
do Department of Biological Sciences da University of Stirling, Escécia.

Depois da incubagdao com o anticorpo anti-a-galactosidase de guar, as
membranas foram lavadas com Tris-HCI 50mM pH 7.4 quatro vezes, dez minutos
cada e entdo incubadas uma hora em solugao contendo anti-imunoglobulina de
coelho retirado de cabra, conjugado com peroxidase, diluido 1:200 em PBS. Apos
a incubagao as membranas foram novamente lavadas com Tris-HCI 50mM pH 7,4
quatro vezes, dez minutos cada.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
CESAR LATTES

DESEN\"O[,VIMENTO DE COLECAQ
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Apos a lavagem, foi adicionado diaminobenzidina — DAB (0,05g em 100 ml
Tris-HCI 50mM pH 7.4) seguido pelo peroxido de hidrogénio 0,03%, sendo a
reacao interrompida com adigdo de agua nas secgdes. A reacgdo, caracterizada
por granulagao de cor escura (amarronzada) no tecido, indica a presenca da
enzima o-galactosidase.

Como controle, algumas secgoes passaram pelo processo de bloqueio,
porém foram incubadas somente em anti-imunoglobulina, seguido pela adicao de
diaminobenzidina e peroxido de hidrogénio, para detecgao de possiveis ligacoes
nao especificas do segundo anticorpo. Outras secgdes foram submetidas a
mesma técnica, porém sem nenhum anticorpo, substituindo-se a incubacao do
mesmo por incubacao em solu¢do de bloqueio, visando detectar possivel
autoreagao no material.

As seccOes foram visualizadas em fotomicroscopio marca Jena-Zeiss,

obtendo-se fotomicrografias para montagem manual da prancha.

Sequenciamento N-Terminal

Para o sequenciamento da sequéncia N-terminal da a-galactosidase de
endosperma de café, a proteina pura correspondente a apenas uma banda em
SDS-PAGE, foi transferida por eletroforese para uma membrana de PVDF e apés
coloragao com comassie, a banda correspondente a enzima foi recortada e

enviada para sequenciamento para o Prof. Lewis Greene, da USP-Ribeirdo Preto.

Sequenciamento da seqiiéncias internas

Digestao das proteinas: A regidao do gel, contendo as proteinas obtidas em

Sphacryl S-200 foi extraida, com um bisturi, cortadas em segmentos de 1 mm,
colocadas em tubos eppendorf e armazenados na temperatura de 4°C.

Diferentes concentragdes (5, 10, 20 e 40 ng.uL™") da proteina BSA (soro
albumina bovina) foram utilizadas como controle positivo para verificar a eficiéncia
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do método de digestao e eluicao dos peptideos. Quantidades (0,15, 0,3, 0.6 e 1,2
pg) de BSA foram submetidas a corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida
(12,5%), coradas conforme descrito no item (3.5), digeridas e ressuspendidas em
30 pL de tampao (1% acido fosfarico e 5% acetonitrila). Posteriormente diferentes
tempos (6, 9, 12 e 18 horas) de digestao em gel de poliacrilamida foram avaliados,
usando 10 ng.uL-1 de BSA.

A digestao das proteinas em gel foi realizada conforme PARKER et al,,
(1998) com modificagoes, descrito abaixo:

Remocao do corante: Os segmentos de gel contendo as proteinas foram lavados

em agua MilliQ, descorados por trés vezes na solugao contendo 50 % de
acetonitrila (ACN) e 25 mM de bicarbonato de aménio (AMBIC) por 30 min,
desidratados duas vezes em 100% ACN por 10 min. A acetonitrila foi removida e o

residuo remanescente do gel foi deixado para evaporar a temperatura ambiente.

Reducao e alquilacdo: Os fragmentos de gel contendo as proteinas foram
reidratados e reduzidos em DTT (20 mM DTT / 50 mM AMBIC) a 60°C por 40
minutos e alquilados com iodoacetamida (55 mM IAA / 50 mM AMBIC) no escuro

por 30 minutos. A iodoacetamida foi removida e os fragmentos foram lavados em
25 mM AMBIC e posteriormente desidratados em 100% de acetonitrila. A
acetonitrila foi descartada e o residuo remanescente no gel foi deixado evaporar a

temperatura ambiente.

Digestao das proteinas: Os fragmentos de gel contendo as proteinas de interesse

foram entao reidratados com 15 pL de solugao contendo 150 ng tripsina em 25
mM de bicarbonato de aménio e mantidas a 37°C por 12 horas. A agao da tripsina
foi interrompida com adicdo de 15 uL de solugao bloqueada (50 % acetonitrila e 5

% acido férmico).

Extracao dos peptideos: Os peptideos foram eluidos da acrilamida com trés

lavagens de 15 minutos com solugdo de eluigao (60% metanol e 1% acido
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férmico) a 45°C sob sonicagao. O aparelho de sonicagao usado foi o ULTRA-SOM
(Thornton-INPEC Eletronica LTDA) modelo G/T, tipo T7, com 40 KHz de
frequéncia fixa e poténcia de 30 W. A solugao contendo os peptideos extraidos foi
submetida a secagem em Speed Vac (Eppendorf) a temperatura ambiente, por 2-3
horas. Os peptideos foram ressuspendidos em 1% acido féormico e seqienciados
por espectrometria de massas.

Sequenciamento das proteinas: As proteinas foram seqienciadas por um

espectrometro de massas Q-TOF-Ultima API (ESI-MS/MS quadrupole/aceleragao
orthogonal time-of-flight) da Micromass acoplado a um sistema on-line de HPLC
capilar, CaplC (Waters®).

A separagao dos peptideos foi realizada usando-se uma Pre-Column C18
(Sentry™ Guard Column C18 Waters®) seguida por uma coluna de fase reversa
C18 (Symmetry® C18 5 um 0,32 x 150 mm Waters®). Os peptideos foram eluidos
através da variagao do gradiente do tampao A (95% H20, 5 % acetonitrila e 0,1%
acido formico) e do tampao B (95% acetonitrila, 5% H20 e 0,1% acido férmico) a
um fluxo de 5 pL.min-1. A variagao de gradiente do tampao B foi de 10 % a 15%
em 5 min, de 15% a 35% em 20 min, de 35% a 45% em 5 min, 45% a 80% em 5
min, mantido por 5 min em 80% e os ultimos 5 minutos em 10%.

A ionizacao das moléculas por electrospray foi realizada com uma voltagem
fixa de 3000 V, temperatura de 90°C sob 50 psi de Nitrogénio. Os espectros foram
adquiridos em modo MS/MS automaticamente com um limiar de 25 counts, dentro
de uma amplitude de 50 a 2000 m/z. As aquisicoes foram realizadas
simultaneamente com o peptideo padriao GFP através do sistema Nanolock Spray
da Micromass, para corrigir as variagées que ocorrem ao longo do tempo.

Analise das informacées: Os espectros de massas das amostras foram analisados

e processados, conforme a figura 4 e 5 usando os programas MassLynx NT
BioLynx V 4.0 e ProteinLynx V 2.1 da Micromass e submetidas para sua
identificacdo a dois bancos de dados SWISS-PROT (BAIROCH et al., 2005) e
GENOLYPTUS (http://www.genolyptus.ucb.br), através do programa Blast
(ALTSCHUL et al., 1997).
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na interpretagao dos espectros de massa.
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Figura 5. Parametros usados pelo ProteinLynx V 2.1 na identificagdo das
proteinas pelo SWISS-PROT. “SWISS-PROT é um banco de anotagbes de
sequéncias de proteinas, criado em 1986 pelo Departamento de Bioquimica
Medica da Universidade de Genebra e EMBL. Atualmente sdo mantidos pelo
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) e EBI/EMBL. Este banco mantém um alto
nivel de anotagdes, como a descrigao e a fungéo da proteina, estrutura dos seus
dominios, modificagées pés-tradugao, além de ter uma estrutura que facilita o
acesso computacional a diferentes campos de informacgoes.

Bioinformatica

A primeira etapa ap6s a obtengao da seqiiéncia N-terminal teve inicio com a
utilizagao dos recursos operacionais disponibilizados pela bioinformatica no banco
de dados do Genoma Café (web site: www.lge.ibi.unicamp.br/icafe/). Através
desses dados foram realizadas pesquisas a fim de que genes relacionados a
maturag@o do fruto do café fossem encontrados e posteriormente os genes de
interesse fossem selecionados. Ainda no banco de dados foram selecionadas
algumas sequéncias (reads) dos genes da a-galactosidase para que através do
programa ClustalW, do Genoma Café, as seqiiéncias pudessem ser analisadas e
agrupadas de acordo com sua similaridade.
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A etapa final consistira na clonagem caracterizagao e identificacdo
molecular dos genes.

Clonagem do cDNA comprimento inteiro (‘full-length’) CaGAL2

O cDNA do CaGAL2 foi amplificado por RT-PCR utilizando-se o RNA
isolado total (2ug) do endosperma do C. arabica IAPAR59 a 147 DAF. A primeira
fita de cDNA foi feita de acordo com o protocolo (Invitrogen, USA) e
subsequentemente tratado pela reagdo 3' RACE RT PCR usando o AGAL1 5’
ACAGCTTGTTAGCCTTTACAATTT 3’ e os primers AUAP (Invitrogen). O primer
AGAL1 foi desenhado a partir do CONTIG deduzido da pesquisa do Brazilian EST
Coffee Genome project com a seqiiéncia N-terminal da proteina a-galactosidase.
As condigoes do PCR foram executadas usando o Termociclador PTC-100 (MJ
Research, USA) usando a Advantage2 Tag DNA polymerase de acordo com o
fonecedor (BD Biosciences Clontech, USA) sob as condicbes a seguir: a
desnaturacao inicial a 94°C, por um minuto; seguida de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos; 68 °C por 3 minutos e o passo final extensivo de 68°C por 6 minutos.

Um fragmento de aproximadamente 1,4 kb foi obtido, ligado no TOPO2.1
(Invitrogen, USA) e amplificado em células de E. coli TOP10 (Invitrogen, USA). Um
plasmideo recombinante foi selecionado, purificado usando o Qiafilter extraction
Kit (Qiagen, USA) e a dupla-fita sequenciada com universal utilizando-se os

primers internos (ndo mostrados).

Preparo das sondas

A sonda a-GAlL2-especifica foi amplificada por PCR, usando como um
molde 10ng do plasmideo clonado com cDNA CaGAL2, os primers AGAL1 e
AGAL2 (5" ATTCTTGGCTATACTTGTACAAGT 3’) sendo as condigbes do PCR
descritas anteriormente. Antes do PCR, a sonda foi purificada com precipitacéo

por etanol na presenca de 1/10 viv NaAc pH 5.2 e ressuspendido em agua e
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quantificado. Posteriormente 50ng foram marcados pelo random-priming com
50uCi do [a-*’P]dCTP (Amersham Pharmacia Biotech, UK) de acordo com
Sambrook et al. (1989).

Analises do Northern e Southern-Blot

Os tecidos do café foram coletados do campo de crescimento,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados a —80°C antes de
extragao do RNA de acordo com protocolo descrito por Rogers et al., 1999. Todo o
RNA (15ug) foi desnaturado em 12.55 M formamide, 2.2 M formaldeido e tampao
20 mM 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid (MOPS), pH 7.0 (também contendo
5 mM Na-acetato e 0.1mM EDTA) a 65°C por 5 minutos e fracionado a 1.2% (piv)
de gel de agarose contendo 2.2 M formaldeido em tampao MOPS. A hibridizagao
e os estagios de purificagdo foram feitos como descrito no uso de Ultrahyb™
buffer (Ambion, USA). Para assegurar-se de que quantidades iguais de todo o
RNA fossem carregadas, coloragbes com brometo de etidio dos géis foram
apresentadas em cada Northern.

Na analise do Southern-blot, o DNA gendmico foi extraido de graos de café
fresco como descrito por Paillard et al., 1996, posteriormente digeridos (10 Hg)
com as enzimas de restricao Dral, EcoRl e HinDIll independentemente, separado
em um gel de agarose a 0.8% e finalmente transferido para as membranas
Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech, UK). A hibridizagao e a purificacio

foram realizadas como descrito por Marraccini et al., 2001.
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RESULTADOS

Purificacdo da a-galactosidase de Endospremas de Graos de Café

O primeiro passo a ser dado para o isolamento da a-galactosidase de
endosperma de café foi a coleta de frutos de plantas de C. arabica cv. Mundo
Novo, entre 12, 17, 22, 25, 28, 30, 32, 36 e 38 semanas apos o florescimento. A
atividade de a-galactosidase foi monitorada nos estadios correspondentes a 122,
17, 25% e 32° semanas, e o seu pico de maior atividade foi observado entre a 172
e a 25° semana apos o florescimento como mostrado na figura 6. Estes dados
permitiram inferir o ponto ideal de coleta de material a ser usado na purificagéo da

enzima.

1,00 |
0,90 |
0,80 |
0.70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 1
0,00 -

atividade dey-galactosidase

90 dias 120 dias 180 dias >240 dias

dias apos o florescimento (DAF)

Figura 6. Atividade de a-galactosidase em diferentes estadios de maturagao do
fruto. Aos 90 DAF, fruto chumbao; aos 120 DAF e 180 DAF, dias fruto verde e
acima de 240 DAF, fruto cereja.
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Extrato bruto: A etapa inicial para o isolamento da a-galactosidase de
endosperma de café, consistiu primeiramente na coleta dos frutos no estadio que
apresentava pico de maximo de atividade (17a e a 25a semana apés o
florescimento). Foi utilizado para o preparo do extrato bruto protéico apenas o
endosperma dos frutos coletados, apés a separacao da polpa, da casca e do
perisperma.

DEAE-celulose:. O precipitado saturado de sulfato de aménio e re-suspenso em
tampao Tris-HCI pH 7,8 20 mM foi aplicado na coluna (42x2.8 cm), que apos a
passagem deste na coluna, um gradiente de NaCl (0 — 0,5 M) permitiu a
concentracao da a-galactosidase que eluiu como um unico pico largo. O perfil de
atividade nas fragoes obtidas mostrou que a enzima € retida na coluna naquelas
condicdes (Figura 7A).

CM-celulose: As fragdes ricas em a-galactosidase, eluidas da coluna de DEAE-
celulose, foram reunidas e aplicadas em coluna de CM-celulose equilibrada em
tampéao acetato de sédio pH 5,0 50 mM apés dialise por 16 horas contra o mesmo
tampao. A simples passagem de tampao apos a entrada do extrato na coluna
permitiu que a enzima fosse eluida em pico coincidente com o pico de proteinas
sendo essa purificada 2,89 vezes dos contaminantes em relagéo ao extrato bruto
(figura 7B e tabela 1).

|
i
|
1

350 ———— oo || 080 — — 100
iz 090

= 0828 ||
E 3.0 A 2 {E0s0 B
= - f=1 L p.80
| @ o078 ||= A 2
2 7 |IS a
@ 250 - = ||3 070 B -
2 06g ||5040 g E
3 H E 060 513
g 299 TO52E|(|2 . R
2 T 52020 050 =%
s R
2 1504 04575 lowo S8
s £ |8 i
|8 1pa= & 0,20 =2
e e @ 030 - =

1.00 - ;
g loag |3
|g 2% |15 010, 1020
£ 050 = .

! 013 1010
| 0,00 T 0 0,00 ; 0,00
i 0 10 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 110 120 130 1] 10 20 30 40 50 60 70
| fragdes (SmL) fragdes (3mL)

Figura 7. Perfil de eluicdo das cromatografias de troca anidnica em DEAE-
Celulose (A) e catidbnica em CM-Celulose (B). Teor de proteina 280 (——).; a-

galactosidase 405 nm (—e—) e gradiente de 0 - 0,5 M de NaCl (...... )
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Sephacryl S-200 - As fragbes provenientes da coluna de CM-celulose foram
reunidas e dialisadas contra o tampao acetato de aménio 50 mM, pH 50 e
aplicadas em coluna de Sephacryl S-200 equilibrada contra 0 mesmo tampao e
previamente calibrada com marcadores de peso molecular conhecidos. Durante o
experimento notou-se que houve separagdo da o-galactosidase de outras
proteinas. Observa-se na figura 8, que a atividade de a-galactosidase eluiu em um
unico pico de proteina sem a adigdo de qualquer proteina contaminante no volume
correspondente ao peso molecular de 40 KDa. As fragdes equivalentes ao topo do
pico de atividade de a-galactosidase foram analisadas por SDS-PAGE e coradas

por Comassie (Figura 15).
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Figura 8. Perfil de eluicao da cromatografias de filtracdo em gel em Sephacryl S-
200. Teor de proteina 280 nm (——); a-galactosidase abs 405 nm (—e—)

Durante os procedimentos adotados para a purificacao da a-galactosidase,

a enzima foi purificada 12,81 vezes com rendimento de 2.3% (Tabela 1). O
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processo de purificagcao da enzima teve como a principal etapa a cromatografia
em Sephacryl S-200, considerando o extrato inicial com um alto conteido de
proteinas contaminantes, esta ultima etapa contribuiu com um excelente ganho da

atividade especifica da a-galactosidase.

Tabela 1: tabela de purificagao da enzima a-galactosidase de graos verdes de
Coffea arabica

Etapas Volume Proteina Proteina Total Atividade Fator de Rendimento
Total (ng/mi) {ng) Especifica Purificagao (%)
(mL) {umoles.m™.mg
prot”)
Extrato Bruto 455 302,7 302729,3 0,19 100,0
Sulfato de 100 91,4 913798 0,25 1,34 40,4
Amonio 60%
DEAE-Celulose 65 53,2 53202,0 0,27 1,45 25,5
CM-Celulose 47 27,7 27705,3 0,55 2,89 26,4
Sephacryl S200 315 05 5437 2,43 12,81 2.3

pH Otimo e curvas de K, € Vinax

Durante as primeiras etapas deste trabalho, procurou-se padronizar os
ensaios de atividade enzimatica utilizando o substrato sintético pNP-a-D-
galactopiranosideo em incubagds com o extrato bruto e demais fragdes obtidas
nas diferentes etapas da purificagao da a-galactosidase. Os dados indicaram que
a a-galactosidase apresenta pH 6timo em 6.5. Deste ponto em diante, a enzima
perde atividade rapidamente (Figura 9).

A analise cinética da atividade de a-galactosidase permite verificar que o
valor de Ky, da enzima é de 044 puM e sua Vqa € de 1,73 pmol.min-,
determinados para as condigoes dos ensaios, realizados a uma temperatura de
incubacao de 40°C por 20 minutos. Os dados da cinética da a-galactosidase em

diferentes concentracoes de substratos estao resumidos na figura 10.
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Figura 9. Efeito do pH sobre as atividades enzimaticas dos extratos de diferentes
estadios de desenvolvimento. Incubacéo a 45°C por 20 minutos em tampao de
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Figura 10. Efeito das concentragoes do substrato pNP-a-D-Galactopiranosideo na
velocidade de hidrolise do mesmo pelos extrato da o-galactosidase de
endosperma de C. arabica.



Os ensaios de especificidade de substrato estao dispostos na figura 11. A
atividade  da a-galactosidase  foi testada  empregando-se pNP-
a—galactopiranosideo estaquiose, rafinose, lactose, pNP-B-galactopiranosideo,
LBG e Manano de Café como substratos. A enzima purificada dos endospermas
do café €& capaz de liberar a galactose em maior quantidade do pNP-
o—galactopiranosideo e Manano de Café, apresentado ainda uma menor atividade
sobre a rafinose e baixissima atividade sobre a estaquiose. A a-galactosidase é
capaz ainda de hidrolisar algumas ligagcoes de pNP-B—galactopiranosideo. A

ligacao B-(1->4) da lactose e substratos como o LBG com razdo manose/galactose
3.8:1 nao foram hidrolisados pela enzima.
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Figura 11. Acao da a-galactosidase sobre diferentes fontes de galactose como
substrato. Os ensaios enzimaticos foram realizados em pH 6,5 a 30°C/20h. Os
dados estao expressos em pg de galactose liberada em relagao ao total de
galactose disponivel nos substratos. (estaquiose, rafinose, lactose, p-NP-a-D-

galactopiranosideo e p-NP-B-D-galactopiranosideo concentragbes em 25 mM),
(LBG e manano de café, solugoes a 0,1%)
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Focalizagao Isoelétrica

Os dados anteriores indicaram que a a-galactosidase apresenta pH étimo
em 6,5. Este pH 6timo esta mais proximo do perfil de enzimas que atuam no
citoplasma (e nao na parede celular, as quais tém normalmente pH entre 4 e 5)
com relevante atividade durante o periodo de maturagéo final do fruto de café. O
material rico em atividade de a-galactosidase foi submetido a focalizagao
isoelétrica preparativa em Rotofor. Neste experimento as fracdoes formaram um

unico pico de atividade e indicaram que o pl da enzima esta em torno de 8 (figura
12).

Absorbancia 405nm

pH

Figura 12. Distribuicdo da «-galactosidase de café em relagdo ao pH apds
focalizagao isoelétrica em Rotofor (BioRad).

Separacao das membranas celulares em gradiente de sacarose

A partir das informagbes obtidas do experimento em diferentes pHs,
passamos a especular que a-galactosidase purificada do endosperma de café,

que é ativa sobre o manano da parede celular do proprio endosperma, pudesse
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estar associada a vesiculas de transporte ou no Complexo de Golgi e, portanto, no
citoplasma e nao na parede celular. Para avaliar tal possibilidade, optou-se por
mais dois experimentos buscando a localizagdo da enzima: 1) em membranas
separadas por ultracentrifugagao em gradiente de sacarose dos frutos verdes e 2)
a imunolocalizagao da a-galactosidase em tecidos de endosperma durante o
desenvolvimento.

O fracionamento celular das sementes de frutos verdes, no entanto,
mostrou atividade em uma frag@o de material de alto coeficiente de sedimentacao,
ou seja, consegue atravessar uma fragdo de sacarose 50% (figura 13). Devido a
indisponibilidade de reagentes para dosagem de enzimas marcadoras das
diferentes organelas, nao foi possivel identificar as organelas presentes em cada
interface e por isto foi assumido, seguindo Buckeridge et al. 1999, que as fragdes
corresponderiam a mitocondrias na interface12_29% (B), complexo de Golgi na
interface 29_35% (C), reticulo endoplasmatico em 35 50 (D) e por fim vesiculas e

fragmentos de parede no pelet (E).

E

Atvdade (mmolm-1)

B ¢ D

0_12 verde 12_29 verde 29_35 verde 35_50 verde 50_p verde

interfaces

Figura 13. Fracionamento celular de frutos verdes. As membranas foram
fracionadas em funcdo da densidade em um gradiente descontinuo de sacarose
(E. pelet em 50% (vesiculas/fragmentos de parede); D. 35 50% (reticulo
endoplamatico) C. 29_35% (complexo de Golgi); B. 12_29% (mitocondrias) e A,
material sobrenadante). A atividade de a-galactosidase foi medida nas diferentes
fracoes.
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Observou-se que a maior parte da atividade enzimatica ocorre na fragao
soluvel (A na figura 14). As outras fragoes também apresentam alguma atividade,
mas esta foi maior na fragao E. Tal atividade do material oriundo da fragéo E,
supostamente membranas de pequenas vesiculas, nao foram solubilizada em dois
tipos de detergentes; Triton 100 que € um detergente idnico e Nonidet que € um

detergente nao-ionico (figura 14).
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Figura 14. Perfil de atividade de a-galactosidase em diferentes concentragdes de
detergente. No ensaio foi utilizado o sedimento. Triton 100, (M) e Nonidet, ( ).

Em relagdo a figura 8, as fragcbes reunidas da Sephacryl S-200 foram
reunidas e analisadas por SDS-PAGE e ao corar com Comassie Brilliant Blue, a
revelacdo mostrou duas bandas bem préximas (figura 15), embora o perfil de
eluicdo das fragdes obtidas da Sephacryl apresente apenas um pico de atividade
em pH 6,5 com peso molecular em torno de 40 kDa. A indicacao da revelagao com
o Comassie mostrou que a banda que cora mais forte foi a banda referente a 40
kDa confirmando assim o isolamento e a informagao sobre seu peso molecular
(figura 8). Um Westem Imunoblotting utilizando o material da interface “E”
(vesiculas) do fracionamento celular (figura 15) com anticorpo contra o-

galactosidase de guar (cedido pelo Prof. J.S. Grant Reid, da Universidade de
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Stirling, Escécia) mostrou uma banda na mesma posicdo da enzima purificada

figura 15) .

Padrboes |

98,0kDa

52,3kDa

40,0kDa

36,8kDa

30,1kDa

Figura 15. Fracionamento celular de frutos verdes e ImunoBIlotting com anticorpo
anti-a-galactosidase. As organelas foram separadas em um gradiente descontinuo
de sacarose (50, 32, 28, 19 e 8%) e a Atividade de a-galactosidase foi medida nas
diferentes fragdes. As proteinas da fragdo E e a fragdo com maior atividade da
Sephacryl S-200 foram analisadas por SDS-PAGE e as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nylon e hibridizadas com anticorpo anti-c-
galactosidase. A proteina purificada em S-200 possui as mesmas propriedades da
proteina encontrada na fragao insoltvel do fracionamento celular.
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Imunolocalizacdo da a-galactosidase

Com base nas caracteristicas referentes a atividade da enzima ao longo da
maturacao do fruto e ao seu pH 6timo, alguns estudos histologicos foram feitos a
fim de certificar quanto a localizagao da a-galactosidase ao nivel celular. Para isso
a atividade de a-galactosidase foi monitorada através da técnica de
imunolocalizagéo, adaptada de Buckeridge & Reid (1994). O trabalho foi realizado
utilizando-se sementes de C. arabica coletadas durante a maturagdo nos estadios
chumbinho, verde e cereja, e fixados em solugao de reagente de Karnovisky. A
reacao cruzada da enzima o-galactosidase do café com o anticorpo anti-a-
galactosidase de guar é caracterizada pela cor amarronzada no tecido estudado.
No tratamento referente ao estadio chumbao da maturagdo do fruto do café (90
DAF), nao foi detectada a presenca da enzima no material, a nao ser na camada
que se encontra mais externa desse tecido, presente por todo o citoplasma da
celula, reacao essa nao observada no controle (figura 16A e 16B). Esta pequena
reagao da enzima na camada mais externa do endosperma corrobora a baixa
atividade enzimatica encontrada neste estadio de desenvolvimento dos frutos
(figura 6). Contudo, no estadio verde em relagdo ao controle, a enzima foi
localizada por todo o endosperma presente no citoplasma das células, com maior
intensidade nas regides proximas a parede celular (figura 16C e 16D e 16E e
16F), o que coincide com o pico de atividade mostrado na figura 8. A queda de
atividade enzimatica no ponto cereja em relagao ao estadio verde observada ainda
na figura 6, foi também confirmada através da imunolocalizacdo da enzima nos
frutos cerejas (figura 16G e 16 H), devido a uma reacdo menos intensa entre o

anticorpo e a-galactosidase em relagao ao estadio verde do fruto.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
CESAR LATTES
DESENVOLVIMENTO DE COLECAD




Figura 16. Imunolocalizagdo da a-galactosidase em secgdes transversais de
endospermas de sementes de Coffea arabica em diferentes fases da maturagao.
Tratamento com dois anticorpos. 16A e 16B Estadio chumbao da maturacgao. Fig. 16 C,
D, E e F. Estadio verde da maturacdo. 16 G e 16 H Estadio cereja. (pc = parede celular;
¢ = citoplasma; a seta indica a reagao que caracteriza a presenca da a-galactosidase).
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Sequenciamento do N-terminal

Na Tabela 2 & apresentada a sequéncia N-terminal obtida por degradacio
de Edman no laboratério do Prof. Lewes Greene e José César Rosa de Ribeirao
Preto. O teor de glicina no primeiro ciclo (236pmol) e o restante da seqiiéncia a
partir do 5°ciclo ao redor de 15-20 pmol indicam que se trata de contaminagéo por
glicina. Pequenos peptideos contaminantes nao seria separadas e encontrados
junto com bandas de maior peso molecular em eletroforese SDS-PAGE, a qual foi
utilizada para separar a proteina de interesse e transferida para PVDF. Duas
sequéncias concomitantes dariam até o 20°ciclo dois sinais de aminoacidos, o que
nao ocorreu, portanto a banda de proteina eletrotransferida pode ser considerada
pura, embora a porgao N-terminal esteja "mascarada” com glicina. Portanto, pode-
se considerar que a banda transferida para o nylon estava pura e apresenta uma

sequéncia N-terminal homogénea.

Tabela 1: tabela de purificacdo da enzima «a-galactosidase de graos verdes
de Coffea arabica

Ciclos o b 2" 3" 4° 5° 6° 7° 8° 9°  10°
Aminoacidos G G G X N L F T G K
pmol 236 23 15 B 19 12 10 19 6 6
Ciclos 11°  12° 13° 14° 15° 16° 17° 18° 19° 20°
Aminoacidos W \% \ D S (S) F P (P) Y
pmol 3 8 9 16 6 6 3 3 ] 3

Analise da seqiiéncia do cDNA CaGAL2

A sequéncia N-terminal (NLFTGKWVVDSSFP) foi usada para fazer um
blastX no Banco de Dados do Projeto Genoma do Café, que foram identificados
varios ‘reads” (mais de 60) com similaridade, principalmente no banco de cDNA
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de Coffea racemosa. Usando essa informacao foram designados primers
especificos (AGAL1 e AGAL2), o primeiro usado para amplificar o cDNA inteiro por
RT-PCR e o segundo para preparar a sonda especifica GAL2 usada no northern e
southern blots. O gene foi denominado CaGALZ2, onde Ca indica Coffea arabica e
GAL2 (a-galactosidase) porque este nao possui nenhuma homologia com as
sequéncias ja descritas de o -galactosidase de café por Marraccini (2005) e que
foram chamadas CaGAL1 (de C arabica) e CcGAL1 (de C. canephora) seja de
proteinas ou de cDNA.

Todo o comprimento do cDNA CaGAL2 de 1437pb contem uma regiao
5'UTR de 93-pb, uma sequéncia codante de 1095-bp e uma regiao 3’'UTR de 246-
pb incluindo uma repeticao terminal poli A de 23 residuos de adenosina (dados
nao apresentados). O que deduz que a proteina possui 365 aa(aminoacidos) com
um peso molecular tedrico de 41,2 kDa e um pl estimado de 7,34 na sua forma
nativa (dados nao apresentados). Com a sequéncia N-terminal obtida
(NLFTGKWVVDSSFP), é possivel localizar o peptideo sinal dos residuos de
aminoacidos 1 a 47, que deve conduzir a forma madura de 318 residuos de
aminoacidos com um peso molecular teérico de 36,1 kDa e um pl estimado em
6,91.

Quando a proteina nativa (365aa) esta foi usada para fazer uma busca no
banco de dados (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ and blastP program), a proteina
CaGAL2 do café mostrou um sitio conservado descrito DUF 231, que também é
encontrado em muitas proteinas de plantas e caracterizado como um sitio Unico
da familia de proteinas Arabidopsis de fun¢ao desconhecida (ver pfam03005.11),
mas que nao apresenta nenhuma fungao biolégica conhecida.

A pesquisa do blastP mostrou que a CaGAL2 do café apresentou
similaridade com muitas proteinas de plantas (principalmente com Arabidopsis
thaliana e Oryza sativa), como é caso do alto score (e-value 2e-133) obtido com a
proteina AAM20296 de A. thaliana codificada pelo gene At1g29050. Os contigs
obtidos tiveram 59% de identidade e 71% de homologia quando a forma nativa da
proteina (365aa) foi usada e 65% de identidade e 82% de homologia com a forma

madura da proteina (319 aa). Isso demonstra que a homologia da proteina de café
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com a proteina AAM20296 de A. thaliana é alta na sua forma nativa e as maiores
diferencas estdo localizadas no primeiro aa, que reforca a idéia que este
realmente corresponde a um peptideo sinal.

Seqiiéncias interna e N-terminal da proteina CaGAL2

A sequéncia N-terminal da o-galactosidase putativa (CaGAL2) é
NLFTGKWVVDSSFP e as sequéncias intemas YAWKPDSNVSSPR,
TSAVSAVLLRWVSVAFSK, WAGPSSREPDGDAY e YAWKPDSRVCKPA foram
também obtidas e posicionadas na sequéncia de 365 aminoacidos da proteina
CaGAL2. Essas seqiéncias foram também comparadas com aquelas obtidas na
sequéncia N terminal das proteinas nao identificadas (UP1 e UP2) presentes na
preparacao comercial da o-GAL da Boehringer e com a a-GAL comum como
descritas por Marraccini et al. (2005). A seqiiéncia (GGGENLFQGKKVVDIS]) foi
obtida das extremidades N-terminal das proteinas UP1 e UP2. As seqiiéncias das
UP1 e UP2 foram também obtidas RZIKGNDA; R/IKGLSTXAQXVNQXXVS, (onde X
e o residuo de aminoacido nao identificado), porém a sequéncia da UP3 nao foi
obtida.

Essas sequéncias estao localizadas na proteina CaGAL2. Isso pode ser
observado na sequéncia GGGENLFQGKKVVDI[S] das proteinas UP1 e UP2 e na
extremidade N-terminal da CaGAL2 sobreposta, ou seja os residuos de
aminoacidos 1 a 47 realmente constituem uma seqiiéncia de peptidéo sinal
ausente na forma madura da CaGAL2. Como mencionado anteriormente, as
diferengas entre aminoacidos sao observadas entre essas seqiiéncias sugerindo
que elas originaram-se de problemas durante o sequenciamento da proteina.
Portanto, isso demonstra que as proteinas UP1/UP2 e CaGAL2 sao realmente as
mesmas proteinas.

As sequéncias internas da nova forma CaGAL2 (YAWKPDSNVSSPR e
YAWKPDSRVCKPA) parecem ser muito similares e também apresentam alta

homologia com a proteina CaGAL1 mesmo se diferencas forem encontradas.
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Foi muito dificil encontrar homologia na proteina CaGAL2 na seqiiéncia
terminal TSAVSAVLLRWVSVAFSK. Foi identificada uma pequena regidao de
homologia (5aa) que também esta na juncdo com a sequéncia interna
R/KGLSTXAQXVNQXXVS das proteina UP1 e UP2. Além disso, nenhuma
homologia foi encontrada entre a seqiiéncia interna WAGPSSREPDGDAY da
CaGAL1 e a proteina CaGAL2. De qualquer forma, a pequena seqiiéncia
R/KGNDA da UP1 e da UP2 foi identificada.

Expressao do Gene CaGAL2

Expressao em diferentes tecidos de cafeeiro: A expressao do gene CaGAL?Z2 foi

primeiramente monitorada nos diferentes 6rgaos da planta de C. arabica. Para
isso foram efetuadas coletas no campo experimental do IAPAR, Londrina - Pr,
flores jovens e flores maduras, folhas novas (2 cm de comprimento), folhas distais
e folhas sombreadas (ambas com 10 cm de comprimento), ramos e frutos cerejas
inteiros (pericarpo, perisperma e endosperma) a 147 DAF (onde tem também ha
uma forte deteccao da atividade enzimatica). Elevada expressao do gene que
codifica para a a-GAL foi observada em frutos inteiros, sendo que nenhuma
expressao foi detectada em outor tecidos nesse experimento de northeen blot
(figura 17)
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Figura 17. Expressao do gene CaGAL2. O RNA total foi extraido de botdes florais
(1), flores maduras (2), folhas iluminadas de 10 cm de comprimento (3), folhas
sombreadas de 10 cm de comprimento (4), folhas jovens de 2 cm de comprimento
(5), caule (6), fruto inteiro a 147 DAF apods o florescimento (7) e raizes (8) de C.
arabica cv IAPAR 59. rRNAs coloridos por brometo de etideo, foram usadas para
monitorar as aplicagdes iguais das amostras de RNA.

Expressdo de CaGAL2 em diferentes tecidos do fruto do café: Os graos de C.

arabica cv. |IAPAR 59 foram coletados em diferentesestadios de seu
desenvolvimento, de 30 DAF a 234 DAF, e o RNA total foi extraido
separadamente dos tecidos: polpa, perisperma e endosperma. Exceto por uma
fraca expressdo a 176 DAF (figura 18), o gene CaGAL2 nao foi expresso durante
o desenvolvimento da polpa de C. arabica. No tecido perisperma nenhuma
expressao foi observada entre 60 e 147 DAF, porém uma fraca expressao parece
ser detectada em 176 DAF. No endosperma, a expressao de CaGAL2 nao foi
detectada em 118 DAF, apareceu muito alta entre 147 e 176 DAF e desapareceu
nos ultimos estadios (205 e 234 DAF) de maturagao (figura 18).
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Figura 18. Expressdo do CaGAL2 durante os diferentes estadios de
desenvolvimento do fruto de café C. arabica cv. IAPARA 59. Total RNA isolado
(15ug) apartir dos diferentes tecidos do fruto. Polpa (A), Perisperma (B) e
Endosperma (C) em regular estadios de desenvolvimento (linha 1, 60 DAF; 2, 89
DAF; 3, 118 DAF; 4, 147 DAF; 5, 176 DAF; 6, 205 DAF e 7, 234 DAF). rRNAs
coloridos por brometo de etideo, foram usadas para monitorar as aplicagdes iguais
das amostras de RNA

Como muitos reads codificando pelo cDNA CaGAL2 foram encontrados no
banco de cDNA de C. racemosa no projeto genoma café, a expressao do gene
CaGALZ2 também foi testada no endosperma desta espécie. Nenhuma expressao
foi observada em 18 DAF, aumentando em 42 DAF para alcangar um pico em 56
DAF. Um residuo de expressao foi detectado em 70 DAF o que corresponde ao
estagio do grao maduro nesta espécie, (figura 19).

Também €& muito interessante notar que entre os 76 ESTs previamente
identificados durante a pesquisa do Projeto Genoma Brasileiro do Café, 68 deles
(representando 89,5%) foram encontrados na biblioteca de cDNA de fruto,
principalmente em C. racemosa (63 ESTs), mas também em C. arabica (5 ESTs).
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Figura 19. Comparacdo da expressao do gene CaGAL2 durante o
desenvolvimento do endosperma em frutos de C. arabica var. Sarchimor lapar59
(esquerda) e C. racemosa (direita). Estagios de desenvolvimento do endosperma:
(A) C. arabica (linha 1, 118 DAF; 2, 147 DAF; 3, 176 DAF; 4, 205 DAF e 5, 234
DAF) e (B) C. racemosa (linha 1, 28 DAF; 2, 42 DAF; 3, 56 DAF e 4, 70 DAF).
rRNAs coloridos por brometo de etideo, foram usadas para monitorar os depésitos
iguais das amostras de RNA

Andlise de Southern blot: Para avaliar o nimero de genes de CaGAL2

codificados no genoma do C. arabica, a andlise de Southern-blot foi realizada
utilizando-se o cDNA CaGAL2 como sonda especifica (figura 20). A seqiéncia do
gene CaGAL2 é desconhecida, mas o mapa de restrigdo de seu correspondente
cDNA revela a presenca de restrigao para Dral e Hindlll ambos localizados no final
3" do cDNA, enquanto nenhum sitio de restricao foi encontrado para EcoR|. Duas
bandas foram hidridizadas na digestao com Hindlll (5.0 e 6.6 kb). Por outro lado,
trés bandas foram observadas quando o DNA gendmico foi digerido com a enzima
de restricao Dral. Juntos, esses resultados sugerem que o gene CaGAL2 é
provavelmente tnico no genoma do C. arabica.
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Figura 20. Analise por Southern-blot do DNA genomico de Coffea arabica cv.
IAPAR 59. Quinze microgramas de DNA gendémico foram digeridos com as
enzimas de restricao Dral (D1), EcoRl (E1) and Hindlll (H3) separados por
eletroforese em gel de agarose (0,8 %), e transferidos para membrana de nylon.
Hibridizagdes foram realizadas com fragmento de de PCR (1394 pb)
correspondente a amplificacdo do cDNA CaGAL2 pelos primers AGAL1 e AGAL2.
Padroes de peso moleculares (DNA bacteriophage A digerido por Hindlll) sio
indicados a esquerda em kilobases.
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DISCUSSAO

Purificaciao da a-galactosidase

Embora se tenha uma consideravel contribuicao na literatura da ocorréncia
e importancia da importancia da o-galactosidase durante a mobilizagao de
reservas em sementes e na disponibilizacdo de substrato para manutencao do
crescimento inicial de plantulas, varios trabalhos tém sido realizados procurando
estabelecer um vinculo dessa enzima durante as varias etapas de
desenvolvimento do fruto do café, levando-se em conta a estrutura do
polissacarideo (vista como fator de influencia na qualidade da bebida do café)
depositado nas paredes celulares.

Considerando os conhecimentos existentes sobre a presenca e a atividade
da a-galactosidase em sementes de café, o presente trabalho teve como objetivo,
contribuir com o conhecimento a respeito da a-galactosidase e a sua importancia
durante a deposi¢cao do manano de reserva em graos de café.

O protocolo de purificagdo da a-galactosidase de C. arabica foi precedido
da separacao da casca, polpa e perisperma e a utilizagdo apenas do endosperma,
rico em atividade da enzima para o preparo do extrato bruto. Apés a precipitagao,
do extrato bruto com sulfato de aménio, o extrato passou por cromatografias de
troca anidnica e cationica, sendo ainda necessaria uma etapa de cromatografia
peneira molecular. Desse modo o protocolo de purificagdo mostrou-se eficiente
com uma purificagao 12,8 vezes e um rendimento de 2,3%. A aplicagao do extrato
nas duas primeiras colunas respondeu por uma grande perda no teor de proteina.
Durante estas etapas foram separados materiais celulares como fragmentos de
paredes celulares e também polissacarideos em solugao. De fato esta pratica
pode ter contribuido com a exposicdo e interagdo da proteina a coluna de
Sphacryl S-200 o que resultou em um excelente ganho da atividade especifica da
a-galactosidase na etapa final de purificardo. A coluna de S-200 ainda contribui

com a confirmagao do peso molecular, mostrando que a a-galactosidase possui
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peso estimado de 40 kDa o que a coloca na faixa descrita por Marraccini et al.
(2005).

A atividade da a-galactosidase de C. arabica CaGAI2 apresenta seu melhor
desempenho em pH 6,5. Este resultado confronta o que foi encontrado para outras
a-galactosidase de parede celular. McCleary (1983), encontrou um pico de
atividade desta enzima purificada a partir de endosperma de sementes de
Cyamopsis tetragonolobus (guar), que quando submetida a eletrofocalizacao
apareceram bandas que diferiam entre pl 3,9 e 5,5. Em um outro experimento com
sementes de alfafa, este mesmo autor detectou uma outra a-galactosidase cujo o
pl equivalente era 4,6. Em sementes da palmeira Phoenix dactylifera L., extratos
do endosperma apresentaram atividade de trés a-galactosidases. Estas possuem
pis de 4,4; 4,6 e 4,9 segundo Sekhar et al., 1990. No entanto, o pH 6timo da -
galactosidase de C. arabica enzima aqui isolada, pode estar relacionado quanto a
sua localizagao dentro da célula e compartimentada em vesiculas de transporte da
rede trans do Complexo de Golgi. Desse modo a a-galactosidase pode ser
considerada como responsavel por desenvolver um papel crucial no controle do
trafego interno da célula e a deposigao do galactomanano nas paredes celulares
do endosperma do café (Bewley, 1997)

Com relagao ao estudo de especificidade da enzima ensaiada sobre
diferentes substratos, esta mostrou-se bastante ativa sobre o substrato sintético
pNP-a-galactopiranosideo. A enzima é também ativa sobre a rafinose,
apresentando ainda uma menor atividade sobre a estaquiose. Segundo
Buckeridge & Reid (1994) exo-hidrolases de parede celular podem apresentar
atividade sobre oligossacarideos, mas como estes nao estdo presentes
normalmente na parede celular, tais deteccbes de atividade possivelmente nao
tém significado biolégico.

A a-galactosidase isolada do endosperma de café tem alta especificidade
sobre o manano extraido deste mesmo tecido. Porém a enzima nao apresentou
atividade sobre o galactomanano comercial (LBG). Embora a enzima tenha se
mostrado capaz de degradar os diferentes substratos fontes de galactose, o
motivo para a diferenca no grau de ataque sobre o LBG e o manano de café esteja
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relacionado com o grau ramificagdo destes dois polimeros. O galacto(manano)
Ceratonia siliqua (LBG) apresenta trés manoses para cada galactose enquanto
que em manano de café para cada 40 manoses ocorre apenas uma galactose
(figura 20). Em geral, nos dois tipos de (galacto)mananos, parece existir uma
relacao inversa entre a quantidade de galactose ligada e o nivel de hidrélise pela
a-galactosidase. Baseado nestas diferencas de hidrdlise pode-se sugerir que, de
alguma forma a ramificagdo do polimero modula a agdo catalitica da o-
galactosidase de café purificada em coluna de Sephacryl S-200. E possivel que a
presenca de outras ramificagbes com galactose apresentem interferéncia no
reconhecimento do substrato. De forma analoga, isto foi demonstrado, por
exemplo, por Alcantara et al. (1999) para o ataque da pB-galactosidase de

sementes de Copaifera langsdorffii sobre oligossacarideos de xiloglucano.

G
A Mhmmmmmmmmumr
G
G G
B | 1

Figura 20. Esquema dos galacto(mananos) de endosperma de café coletado a
partir do fruto cereja (A) e de galactomanano de Ceratonia siliqua (LBG), um
polimero comercial.
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Localizacao subcelular e fungao bioquimica da a-galactosidase

do café

Durante o experimento utilizando a separacdo das membranas celulares em
gradiente de sacarose dos frutos verdes com sementes de café durante a
maturacao, foi detectada a atividade de uma a-galactosidase presente na fracao
de material de alto coeficiente de sedimentacao que nao foi solubilizado com
nenhum detergente, seja ele idnico ou nao-ionico. Conforme reportado para
sementes de milho, as fragcoes entre 29 e 35% de sacarose geralmente contém
membranas do complexo de Golgi (Buckeridge et al. 1999). Como ndao houve
detecgao de atividade em nenhuma das interfaces, mas somente na fragao soltvel
e na fragao microssomal, pode-se supor que a a-galactosidase nao esteja ligada a
membrana mas seja uma enzima citoplasmatica. A analise do material precipitado
em 50% de sacarose e as fragdes reunidas da coluna de Sephacryl S-200 através
do gel de eletroforese em SDS-PAGE, corroboram com a proteina estimada de
318 residuos de aminoacidos com um peso molecular estimado de 36,1 kDa. O
anticorpo anti a-galactosidase de guar possibilitou a detecgao de uma banda na
mesma posicdo em que foi encontrada uma banda de reagdo cruzada em
Western Imunoblotting nas diferentes preparagdes enzimaticas, ou seja, extraida
diretamente do endosperma e purificada por vias soltveis ou a fragado microssomal
obtida apés ultracentrifuagao.

Percebe-se que a atividade da a-galactosidase CaGAI2 é maior na faixa de
pH entre 6,0 e 7,0, apresentando um melhor desempenho em pH 6,5. com base
nas caracteristicas referentes ao seu pH 6timo. Estes dados sinalizavam para uma
enzima presente em vesiculas de transporte ou complexo de Golgi. Na posse
dessa informagao e a fim de certificar quanto a localizagdo da a-galactosidase,
foram realizados experimentos a localizagao da enzima ao nivel celular. Para isso
a a-galactosidase foi monitorada através da técnica de imunolocalizagdo. Em
relagao ao controle, o método permitiu observar a presenca de a-galactosidase no

citoplasma das células do endosperma, com uma maior intensidade nas regides
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citoplasmaticas proximas a parede celular e com marcacido mais intensa nos
estagios verde e cereja. No entanto, nao foi observada a presenca da enzima ativa
na parede celular em nenhum dos estadios de desenvolvimento do endosperma.

Redgwell et al. (2003) propdés um modelo de deposicdo do galactomanano
em graos de café em que o polimero seria bastante ramificado nos primeiros
estadios de frutificacdo e posteriormente desramificado por uma a-galactosidase.
Nossos dados corroboram a proposicao destes autores e sugerem que a a-
galactosidase parece ser ativa quando o galactomanano ainda esta presente no
citoplasma, provavelmente associado ao posicionamento das vesiculas da trans-
golgi network, mas ndo transmembranicos. Estas descobertas denotam um
sistema de edicdo do galactomanano apds a sua biossintese no complexo de
Golgi pela Galtran e a Mantran. De fato, os dados obtidos nesse trabalho
corroboram uma hipdtese similar de que os B-glucanos de ligagdo mista em
sementes de milho, ja nas vesiculas de transporte prestes a serem fundidas a
membrana plasmatica para inclusdo na parede celular, podem ser editados por
uma B-glucosidase especifica (Kim et al., 2000).

A a-galactosidase isolada no presente trabalho também apresentou
atividade enzimatica especifica para o polimero de galactomanano de café
extraido durante o processo de maturagao das sementes, quando o manano ainda
possui grau relativamente alto de a-galactosilagao. O fato de a enzima apresentar
atividade sobre alguns oligossacarideos também poderia significar que a o-
galactosidase isolada poderia estar relacionada ao metabolismo de outros
agucares que nao o galactomanano. Tal possibilidade s6 podera ser descartada
quando efetuada a localizagdo do galactomanano nascente (recém sintetizado)
principalmente na face citoplasmatica do complexo de Golgi, situagdo em que o
polimero ramificado estaria exposto a agao enzimatica, que foi localizada no

citoplasma das células endospérmicas.
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A o-galactosidase de café tem expressdao especifica no

endosperma e é produto do gene CaGAL2

Utilizando a sequéncia N-terminal e mais 4 sequéncias internas obtidas por
fragmentacao proteolitica da a-galactosidase purificada, foi possivel deduzir uma
sequéncia de nucleotideos que pode ser encontrada no banco de dados de café
(Genoma Café). Tal seqiéncia, denominada CaGAL2 foi analisada através de
comparagbes em bancos de dados gendmicos e também de andlise de proteinas.
Tais analises mostraram que a sequéncia obtida neste trabalho nao corresponde a
qualquer a—galactosidase conhecida. Os dados sugerem que a enzima isolada a
partir do endosperma das sementes de café durante o desenvolvimento e
deposicao da parede celular € uma proteina ainda desconhecida. Para confirmar
que a proteina purificada e a seqiéncia encontrada sdo as mesmas de fato sera
necessario realizar a expressao heteréloga da proteina e subsequentemente
verificar sua agao como uma a-galactosidase com caracteristicas similares
aquelas observadas para a enzima purificada. Tais experimentos estdao em
andamento.

A analise por Southern blot mostrou que CaGALZ2 corresponde a um unico
gene em café, o que ajuda a explicar a dificuldade de encontrar similaridade com
outras a-galactosidases conhecidas.

Os niveis de expressdo génica da CaGAL2 foram medidos em frutos e nos
diferentes estadios de desenvolvimento em que o endosperma substituiu o
perisperma. Uma vez que os dados referentes ao Northern foram realizados com
Arabicas diferentes (Sarchimor IAPAR59) daqueles obtidos em bioquimica (Mundo
Novo), a expressao de CaGAL2 se sobrepée com os dados de atividades
enzimaticas mostrados na figura 5. Durante esse estadio de desenvolvimento do
fruto, a parede celular do endosperma se torna espessa devido ao aparecimento
do galactomanano depositado (Redgwell et al, 2003). Quanto a quantidade de
reads encontrados em C. racemosa nao surpreende tanto, uma vez que se trata

de uma planta de ciclo curto de maturagao (cerca de 34 meses). Ocorre que a
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planta necessita sintetizar de forma rapida o galactomanano e em um periodo
relativamente curto em relagao ao Arabica e ao Robusta (8 meses e 10 meses
respectivamente), para que o polimero seja desgalactosilado e colocados da
parede celular.

Importancia fisiolégica e biotecnologica da a-galactosidase de

cafe

Uma possivel explicacdo para a colocagdo e subseqiiente retirada das
galactoses no galactomanano durante sua biossintese € que o sistema tenha que
evitar o colapso das cadeias de manano quando ainda estdo sendo sintetizadas
no Golgi, uma vez que cadeias desgalactosiladas sdo pouco soluveis e altamente
interativas entre si e com celulose (Redgwell et al. 2003). A presenca da galactose
poderia ter o papel de afastar as cadeias de mananos durante a sua biossintese,
até que as vesiculas se aproximem da membrana plasmatica para serem
secretadas a parede celular. O fato de nao termos detectado a enzima na parede
celular pode significar ainda que a interagao entre as cadeias de mananos
desgalactosilados pela a-galactosidase ocorra quando o polimero ainda se
encontra no citoplasma. Neste momento, a auséncia da galactose seria
fundamental para permitir forte interagéo entre as cadeias de manano e formacéao
de uma parede celular rigida, caracteristica das sementes de café. Todas estas
explicagbes ainda s3o especulativas e dependem de experimentos
especificamente desenhados para compreender estes fendmenos ao nivel celular.
Considerando que o conhecimento da existéncia de uma suposta a-galactosidase
editora de galactomananos possibilita a obtengao de certo nivel de controle sobre
a solubilidade de um dos principais polissacarideos presentes na bebida do café,
nossos resultados parecem ter produzido um avango consideravel no sentido de
construir ferramentas biotecnologicas uteis para alterar da qualidade da bebida do
café e a produtividade e rendimento da bebida.
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RESUMO - No presente trabalho sio efetuadas comparagées entre a composicao dos
polissacarideos de parede celular de grios verdes de café colhidos de variedades diferentes
de Coffea arabica e C. canephora em que os frutos foram colhidos em um estagio especifico
de maturagdo (somente frutos avermelhados) com graos verdes de cafés denominados
conilon e arabica que sao diretamente utilizados como matéria prima para a producédo de
café soluvel. Observou-se que no caso dos graos colhidos em um estagio especifico, as
diferencas entre os contetdos de pectinas e hemiceluloses sio minimas, enquanto para os
graos utilizados na industria ha maior rendimento de polissacarideos (hemiceluloses) como
um todo e ha também uma diferenga entre conilon e arabica. Uma vez que se sabe que esta
composicdo varia ao longo do processo de desenvolvimento do fruto, especula-se que o
modo de colheita, que para no café colhido no campo inclui certa parcela de graos verdes
juntamente com frutos maduros, possa influenciar na composic¢ao final dos polissacarideos

nas sementes de café.

SUMMARY - In the present work, comparisons ‘among the composition of cell wall
polysaccharides of green coffee seeds were made with material collected from varieties of
Coffea arabica and Coffea canephora in which fruits were harvested at the same
developmental stage (red fruits) with green coffee beans from two varieties (arabica and
conilon) used as raw material for production of soluble coffee. We observed that for seeds
collected from red fruits, the differences found between pectins and hemicelluloses were
minimal, whereas for the seeds used as raw material for industry conilon and arabica
differed. As it is known that cell wall composition varies in the seeds during fruit development,
it is speculated hat the harvesting mode, which in the field includes green beans along with
the red mature fruits, might influence the final composition of the polysaccharides in coffee

seeds.
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INTRODUGAO

O género Coffea apresenta aproximadamente 100 espécies, mas apenas
cinco sao consumidas, e dentre estas, Coffea arabica L. (café arabica) e C.
canephora Pierre (café robusta ou conilon) sdo as Unicas com expressao no
comeércio mundial. Sabe-se que ha diferengas tanto na qualidade da bebida
quanto na composi¢cao dos graos verdes de cafés das diferentes espécies. Os
cafés arabicas tém concentragcées mais elevadas de carboidratos, lipideos e
trigonelina, e suas bebidas tém qualidade superior. Ja os cafés das variedades de
C. canephora possuem maiores teores de cafeina e compostos fendlicos, e
fornecem bebidas neutras (llly & Viani, 1995).

Os principais componentes do café verde e torrado sao polissacarideos
provenientes das paredes celulares das sementes, e constituem a metade do peso
seco do grao. Thaler (1968) e Wolfrom (1961) identificaram hemiceluloses e
celulose como os polissacarideos presentes em graos verdes e torrados de café.

A maior parte dos polissacarideos nao-celulosicos constitui uma fragao insoltavel
em agua formada por galactomanano, um polissacarideo composto por cadeia
linear de unidades de manose ligadas entre si por ligagdes do tipo B(1,4). Ao longo
desta cadeia, ligam-se residuos de galactose ao O-6 das unidades de manose. O
galactomanano constitui, aproximadamente, 20-30% do peso seco de graos de
cafés arabica e robusta, enquanto os arabinogalactanos constituem outro grupo de
polissacarideos presentes em graos de café (Redgwell et al. 2002). Estes Gltimos
pertencem a classe das pectinas e possuem uma cadeia principal de galactose
com ligagoes do tipo B(1,3), a qual se ligam unidades de galactose e arabinose por
ligacoes do tipo B(1,6). Os galactomananos sao pouco soluveis e, geraimente,
formam parte significativa da borra de café apos a extracao. Com isto, grande
parte deste polissacarideo € perdida apés a produgao de cafés torrado-e-moido e
também do soluvel, sendo descartada como material de baixo valor comercial,
com poucas aplicagdes. Os arabinogalactanos, por sua vez, sao mais soluveis, e,
por isso uma maior propor¢ao desses polissacarideos € obtida nos extratos

(Martins et al. 2005). A composigao da porgdo polissacaridica dos graos de café
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verde, definem assim, o rendimento dos processos de solubilizagio tanto na
industria de café soldvel quanto no preparo diario pelo consumidor.

Redgewell et al. (2002) menciona que embora a composicao dos
polissacarideos de graos de café de C. arabica e de C. canephora sejam
semelhantes, parece que ocorrem pequenas diferengas nas quantidades relativas
de galactomanano e arabinogalactano nas duas espécies. Redgewell et al. (2003)
acompanharam o aclimulo de aglucares na forma de polissacarideos no
endosperma de café entre a 112 e 372 semanas ap6s o florescimento, observando
uma diminuicdo da proporgdao entre galactose e manose no galactomanano a
partir do estadio verde até o estadio cereja, o que, possivelmente confere maior
rigidez a semente e menor solubilidade ao polissacarideo no final do processo de
maturagao dos frutos.

Com a finalidade de averiguar o potencial de exploracao de variedades de
cafés robustas e arabica na fabricagcdo de cafés soliveis, neste trabalho
comparou-se as composicoes de carboidratos da graos de café da variedade Ouro
Verde da espécie C. arabica e das variedades Apoata, Conilon e Robusta da
espécie C. canephora. Ester foram comparados com a composicdo de grdos
verdes de cafés denominados conilon e arabica que sao utilizados na industria de

café sollvel.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal: As amostras de café foram colhidas em 2000 (Conilon e
Apoata) e 2001 (Ouro Verde e Robusta) por derrica no pano, e lavadas em agua
corrente. Numa escolha posterior, foram selecionados apenas os frutos
completamente vermelhos e visualmente sadios. Os cafés selecionados, foram
secos ao sol, em bandejas com fundo de tela, numa relagao de 8 kg fruto/m2, até
cerca de 11% de umidade. Os cafés secos foram mantidos em casca dentro de
sacos de papel, a 22 + 30C, em ambiente seco e, protegidos da luz direta. O
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beneficiamento das amostras foi efetuado apenas no momento de serem
empregadas nas analises quimicas. Amostras do café beneficiado foram moidas.

Graos verdes de cafés denominados conilon e arabica que sdo utilizados na
producao de café sollvel, foram gentilmente cedidos pela Cia Iguagu de Café
Solivel. Estes foram graos verdes previamente beneficiados segundo a
informacao da industria, ja preparados para o uso direto no processo de produgao.
Segundo informagbes da época, sao graos de café colhidos em varias regiées do
Brasil e designados pelos produtores com as variedades indicadas (conilon ou
arabica). Nao &, portanto, possivel saber precisamente a forma de colheita, mas
segundo as informagoes disponiveis, o padrao € de colheita dos frutos dos ramos
quando pelo menos 60% destes estdao no estagio de maturagao completamente
avermelhados. A comparagao feita neste trabalho nao pretendeu levar em conta a
precisao deste tipo de colheita do material para processamento industrial, mas
comparar diretamente o material que chega para ser processado pela industria
com graos provenientes de frutos colhidos precisamente no mesmo estagio de

maturacao.

Remocao de agucares sollveis e compostos fenélicos: A cerca de 500 mg de
graos de café verde moido foram adicionados 50mL de etanol 80%. Essa mistura
foi mantida a 800C por 20 minutos e, entdo, centrifugada a 13.000 g por 5
minutos. Apos 4 extragcoes nas mesmas condi¢des, o material decantado foi seco
em estufa a 600C por 24 horas.

Remocao de amido: os residuos da extracdo alcodlica, foram homogeneizados
em 1,5 mL de dimetil sulféxido (DMSO) 90% e mantidos em agitagdo por 24 horas
para a extragao do amido. Apos este periodo, o material foi centrifugado a 13.000
g por 15 minutos, e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado 4 vezes
com agua destilada. Apos a centrifugagao nas mesmas condigoes para eliminagao
da ultima agua de lavagem, o residuo foi seco em estufa a 600C por 24 horas.
Este residuo foi considerado a parede celular bruta.
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Fracionamento da parede celular: A parede celular bruta das amostras foram
adicionados 50 mL de uma solugdo de oxalato de aménio 0,5%, a pH 7. Apoés
manuteng¢ao a 100°C por 1 h, os residuos foram coletados por centrifugagao a
2.700 g por 15 minutos a 25°C. Este tratamento com oxalato de aménio foi
repetido uma vez mais e os sobrenadantes dos dois tratamentos foram reunidos e
dialisados. Dosagens de carboidratos foram feitas no sobrenadante dialisado.
Denominou-se fragao oxalato de aménio o sobrenadante dessa extracao, dialisado
e liofilizado. Os residuos dessa extragao foram submetidos a dupla extragio com
50 mL de NaOH 0,1 M por 1 hora a temperatura ambiente, resultando, apos
centrifugacao a 13.000 g por 15 minutos, em um sobrenadante, que é a fragao
solivel em alcali fraco. O novo residuo foi tratado duas vezes com 50 mL de
NaOH 4 M por 1 hora a temperatura ambiente, e depois com NaOH 8M 1 hora a
temperatura ambiente para a obtencao das fragoes soliveis em alcali forte. Estas
fragoes também foram dialisadas, analisadas quanto ao teor de carboidratos e
liofilizadas. Apés a extracdo com NaOH 8M, o residuo foi lavado com agua
destilada, liofilizado e pesado. O rendimento do processo foi calculado através dos
pesos secos das fragoes.

Quantificacao de acidos urénicos: A quantificagio de acidos urénicos livres ou
ligados foi feita pelo método do m-hidroxibifenil (Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991),
empregando-se uma curva padrao de acido galacturénico (Sigma) construida para
as concentragées de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/mL.100 mg/ mL como padrao.

Analise de monossacarideos por Cromatografia I6nica de Alta Performance
com Deteccao por Pulso Amperométrico HPAEC/PAD: Cinco miligramas das
fracOes de paredes celulares oxalato de aménio, NaOH 0,1; 4,0 e 8,0 M e também
do residuo, obtidos ap6s o fracionamento foram pré-hidrolisados por tratamento
com 100 mL de acido sulfarico a 72%, e manutengao em banho de agua a 300C
por 45 minutos, em tubos conicos graduados. Ap6s a adigdo 1,7 mL de agua
destilada as amostras pré-hidrolisadas, estas foram autoclavadas por 1 hora a

1210C e, em seguida, ap6s resfriamento, alcalinozadas por adicdo de 60 mL
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NaOH 50%. Os hidrolisados de ambos os materiais foram analisados quanto a
presenca de monossacarideos neutros por HPAEC utilizando uma coluna Carbo-
Pac PA 1 empregando detector de pulso amperométrico (PAD) em sistema
Dionex modelo DX500. A eluigao foi isocratica com NaOH 20 mM por 80 minutos
com sistema de inje¢do por pés-coluna com NaOH 200 mM. A identificacdo dos
monossacarideos foi feita com base nos tempos de retencao comparados com os
de padroes comerciais obtidos de varios fabricantes.

Quantificagdo de amido: Para a quantificacdo de amido foi utilizado o método
enzimatico modificado de Bruce & Dickison (1979). Foram adicionados a 10 mg de
graos de café moidos, 2,8 mL de agua destilada e 0,1 mL de a-amilase
termoestavel. Apés incubagao a 750C por 30 minutos, adicionou-se mais 0,1 mL
da enzima. Foram, entdo, acrescentados, em seqiiéncia 1,0 mL de tampao
acetato de sodio 100 mM a pH 4,8 e 1,0 mL de amiloglucosidase em solugdo
tampao de acetato de sédio 100 mM a pH 4,8. Apds incubagdo a 500C por 30
minutos, foram retiradas aliquotas de 500 mL, as quais foram acrescentados 500
mL de acido perclérico para interromper a reagdo. A dosagem de glicose
resultante da hidrolise foi feita em aliquotas de 200 mL de extrato as quais foram
adicionados 150 mL das enzimas glucose oxidase e peroxidase, além dos
reagentes 4-aminoantipiina e fenol (GODPOD - Glicose PAP
Liquiform/CENTERLAB). Ap6s incubagdao por 15 minutos a 300C, o teor de
glucose foi determinado em leitor de ELISA a 490nm. As concentragbes de
glucose foram calculadas a partir de uma curva padrao feita com glucose (SIGMA)
nas concentragoes de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Redgwell (2002), as fragGes sollveis em oxalato de aménio e NaOH 0,1
M sao compostas de pectinas, que incluem os arabinogalactanos. A fragao soltvel
em NaOH 1 M é composta por 50% de hemiceluloses, que incluem os
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galactomananos, e 50% de pectinas e as fragdes soliveis em NaOH 4,0 e 8,0 M
sao constituidas essencialmente de hemiceluloses.

Considerando-se todas as fragdes, a maior extracdo de polissacarideos

ocorreu na variedade Conilon, da qual se extraiu 93,6 mg (9,3%) de
polissacarideos por grama de parede celular. A mesma massa de parede celular
de graos de café Ouro Verde forneceu 51,6 mg de polissacarideos (Tabela 1).
De acordo com os resultados da Tabela 1, o café Ouro Verde contém menos
polissacarideos extraiveis nas solucoes de NaOH 0,1 e 1,0 M e de oxalato de
amonio do que os robustas, revelando-se portanto com menos pectinas do que
estes.

A extragao de polissacarideos em solugao de oxalato de aménio a 0,5% foi
maior do que nas solucées com diferentes concentragoes de NaOH. Além disso,
cerca de 64% das pectinas extraidas da parede celular do café da variedade Ouro
Verde, 72% das do café da variedade Robusta, 62% das da variedade Conilon e
63% das da variedade Apoata se encontraram na fracao de oxalato de aménio a
0,5%, o que revela alta solubilidade do material.

Tabela 1. Composi¢cao polissacaridica da parede celular de café verde de
variedades de C.canephora e C. arabica em mg/g de parede celular bruta.

Fragao Variedade
Apoata Conilon Robusta Ouro vede
Oxalato de Amonio 34,8 414 29,6 226
NaOH 0,1M 14,6 19,0 9,0 9,2
NaOH 1,0M 114 12,0 5,0 7.4
NaOH 4,0M 14,6 10,8 12,0 7,0
NaOH 8,0M 10,2 10,4 3.2 54

TOTAL 85,6 93,6 58,8 51,6




A parede celular dos graos de café Ouro Verde € composta de 3,5% de
pectinas e 1,6% de hemiceluloses (Tabela 2). No café Conilon, essas proporcoes
sao iguais a 6,6 e 2,7%, no Robusta a 4,1 e 1,8% e no Apoata a 5,5 e 3,1%. Essas
relagoes resultam em poucas diferencas nas proporgdes pectinas/hemiceluloses,
ou seja, independentemente da espécie ou variedade, as paredes celulares dos
graos de café contém cerca de 70% de pectinas e 30% de hemiceluloses. Esses
resultados confirmam os resultados publicados por Fisher et al. (2001), de que
cerca de 2/3 da parede celular € composto de material insolivel, mesmo quando
concentracgoes de 4 e 8 M de NaOH s&o usadas. De fato, segundo Thaler (1968) o
tipo de polissacarideo e a quantidade encontrada em amostras de graos verdes de
café de quatro variedades diferentes (Columbia, Haiti, Santos e Quenia) sao muito
similares.

Mesmo sem grandes diferengas na relagdo pectina’hemicelulose, do ponto
de vista de processamento para café sollvel a variedade conilon seria a mais
indicada para obter maior produgao, pois ela apresentou a maior concentragdo de
polissacarideos de parede (9,36%) e, além disso, 70,9% deles sdo pectinas, e,
portanto de mais facil solubilizacao.

Os resultados da tabela 2 mostram também que as hemiceluloses de

Apoata sao mais sollveis do que as das demais variedades estudadas.

Tabela 2. Distribuicao de hemiceluloses e pectinas em variedades de C.
canephora e C. arabica. Os valores expressos em mg/g foram obtidos a partir da
Tabela 1. Para as pectinas, foram somadas as fragdes oxalato de amdnio, NaOH
0,1M e metade da fragdo NaOH 1M e, para as hemiceluloses utilizaram-se as
fragoes NaOH 4 e 8M e metade da fracao NaOH 1M.

Variedade
Componente Apoata Conilon Robusta Ouro Verde
Pectinas 55,1 (64,4%) 664 (70,9%) 41,1(69,9%) 35,5 (68,8%)

Hemiceluloses 30,5 (35,6%) 27,2 (29,1%) 17,7 (30,1%) 16,1 (31,2%)
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As fragoes soliveis em oxalato de aménio e em NaOH 0,1M sao compostas
principalmente de galactose, arabinose e manose (Figuras 1A e 1B). As elevadas
concentracoes relativas de galactose e arabinose, com grande prevaléncia do
primeiro agucar, sao coerentes com a extragdo de arabinogalactano em solugoes
alcalinas fracas, enquanto que a presenca de manose, glucose e ramnose indicam
a extracao de hemiceluloses juntamente com as pectinas, principalmente em
solucao de oxalato de aménio.

Embora no extrato de oxalato de aménio a composigao polissacaridica do
café arabica se assemelhe a dos robustas, ela é bastante diferente da deles no
extrato de NaOH 0,1M. Neste observou-se menor concentracdo de galactose e
arabinose no arabica, o que indica extragdo quase que completa dos
polissacarideos ja com oxalato de aménio e confirma o discutido sobre as Tabelas
1 e 2, de que os cafés arabicas contém principalmente hemiceluloses, como se

explica pelo maior teor relativo de manose nos 2 extratos.
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Figura 1. Anadlise por HPAEC-PAD dos monossacarideos encontrados nas
paredes celulares das variedades apoata, conilon, robusta (C. canephora) e ouro
verde (C. arabica) apos hidrdlise acida dos extratos resultantes do fracionamento
da parede celular por (A) oxalato de aménio 0,5 % e (B) NaOH 0,1 M.

Segundo os resultados das analises de monossacarideos nas fragoes de
oxalato de amoénio e de alcali fraco, o café da variedade robusta tem mais

galactose do que o conilon para a mesma quantidade de arabinose, o que sugere
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a existéncia de menor frequéncia de ramificagdes do arabinogalactano ou, entao.
menor concentracao de pectina.

Todas as variedades de café analisadas apresentaram arabinose, galactose
€ manose como principais monossacarideos, tanto no residuo quanto nos
extratos. Pequenas quantidades de ramnose nos extratos NaOH 1,0 e 40 M, e
tracos de fucose em NaOH 1,0 M foram obtidos apés a hidrélise acida (figura 2), o
que indica a presenga de pectinas do tipo ramnogalacturonano Il. Os resultados
nao mostraram nenhuma diferenca significativa entre as variedades de Canephora
(Apoata, Conilon e Robusta) e a variedade Arabica (ouro verde), bem como
qualquer diferenca entre as variedades de Canephora (Apoata, Conilon e
Robusta).
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Figura 2. Analise por HPAEC-PAD dos monossacarideos encontrados nas
paredes celulares das variedades Apoata, Conilon, Robusta (C. canephora) e
Ouro Verde (C. arabica) apés hidrolise acida dos extratos resultantes do
fracionamento da parede celular por NaOH 1,0 M (A), 40 M (B) e 80 M (C) e o
residuo (D) do fracionamento.
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Foram ainda detectados nessas fragdes teores mais elevados de ramnose
do que aqueles encontrados nas outras etapas do fracionamento. Isso indica a
presenca de pectinas, o que esta de acordo com os valores de acidos urénicos
mostrados na Figura 3, e confirma as observagdes de Redgewell et al. (2002), que
determinaram as estruturas quimicas dos polimeros das pectinas de café,
sugerindo a presenca de um ramnogalacturonano, devido as proporgdes entre

ramnose e galactose.
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Figura 3. Quantificacao de acidos urbnicos nas variedades Apoata, Conilon e
Robusta (C. canephora) e Ouro Verde (C. arabica) apés o fracionamento da
parede celular com oxalato de aménio 0,5 % e NaOH 0,1 M.

Os teores de arabinose para todas as variedades estudadas indicam a
presenca de arabinagalactanos que possivelmente estdo ligados ao
ramnogalacturonano (ver também Redgewell et al. 2002 para dados sobre outras
variedades). Uma comparagao dos teores de acidos urdnicos nas quatro
variedades estudadas no presente trabalho, mostrou que em Apoata contetdo de
pectinas menor na fragdo NaOH 0,1M mas isto nao ocorreu nas analises
quantitativas das fragoes. Isto seria compativel com um conteiido de pectinas

menor na fragcado NaOH 0,1M.
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Celulose e amido representam em vegetais superiores polissacarideos de
grande importancia (Fry, 1988). Porém as células parenquimaticas do endosperma
como em espécies do género Coffea, nao apresentam este dominio classico em
propor¢oes representativas tanto para celulose quanto para amido, devido ao seu
baixo teor de glucose (Ouguerram, 1989). Neste trabalho os baixos teores de
glucose encontrados nas diferentes etapas do fracionamento (figuras 1 e 2),
podem indicar a presenca de celulose que estaria em associado com
arabinogalactanos e galactomananos acumulados nas paredes celulares de
sementes de café. E possivelmente nesta associagao a parede celular que esta a
dificuldade na solubilizagdo desses materiais durante toda as etapas do
fracionamento. Uma excecao foi a variedade Ouro Verde, em que teores mais
altos de glucose foram encontrados nas fragbes NaOH 0,1M, sugerindo a
presenca de amido. Observa-se na figura 4, que foi extraido mais amido das
sementes desta variedade. E possivel que este amido tenha interagido com as
pectinas durante as preparacdes, dificultando a sua retirada com DMSO. A
possibilidade de que esta glucose esteja relacionada a presenca de amido é
reforcada pela observacdao de que o teor de amido foi maior na variedade ouro
verde (figura 4). Os resultados aqui apresentados (figura 4) mostram que o modo
de coleta de frutos homogeneos nao afetou diferencialmente a quantidade deste
componente dentre as variedades Apoata, Conilon, Ouro Verde e Robusta, uma
vez que nao foi verificada nenhuma diferenca significativa entre estas. O teor de
amido encontrou-se entre 4 e 5% do peso seco das sementes, valores

semelhantes aos observados por Silva et al., 2005.
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Figura 4. Teores de amido em graos verdes de cafés Canephora (Apoata, Conilon
e Robusta) e Arabica (Ouro Verde) coletados uniformemente no estadio cereja.

O fracionamento da parede celular de sementes de cafés arabica e conilon
empregadas industrialmente na producao de café solivel resultou nos
rendimentos apresentados nas Tabelas 3 e 4. Eles revelam maior extracao dos
polissacarideos nas sementes dessas variedades do que as apresentadas e ja
discutidas para Apoata, Conilon Robusta e Ouro Verde. Os resultados das
Tabelas 2 e 4 mostram uma relagao de 108,6 vs 66,4 mg/g para os robustas e
78,9 vs 35,5mg/g para arabicas, industriais e nao industriais. Porém,
contrariamente ao observado nessas variedades, a maior por¢do dos
polissacarideos nas sementes de uso industrial € de hemiceluloses, o que indica
que, potencialmente, elas produzem mais borra do que as ndao empregadas
industriaimente. Essa maior perda de polissacarideos na borra pode ser
compensada, no entanto, pela maior massa de pectinas extraidas

comparativamente aos nao empregados industriaimente.
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Tabela 3. Rendimento em mg/g de massa das fragbes de material da parede

celular isolado de graos de cafés Conilon e Arabica destinados a industria de café
soluvel.

Variedades
Fracao Conilon Arabica
Oxalato de amonio 63,1 414
NaOH 0,1M 29,2 19,3
NaOH 1,0M 32.5 36,5
NaOH 4,0 174,5 264,7

Tabela 4. Distribuicado de pectinas e hemiceluloses em cafés denominados
Conilon e Arabica utilizados na industria de café soltvel. Os valores foram obtidos
a partir da tabela 2 (em mg/g). Para as pectinas, foram somadas as fragoes
oxalato de amoénio, NaOH 0,1M e metade da fragdo NaOH 1M (esta fracao
apresenta uma distribuicao 50/50% de pectinas e hemiceluloses) e para as
hemiceluloses utilizaram-se as fracées NaOH 4 e metade da fraciao NaOH 1M.

Dominio Conilon Arabica
Pectinas 108,6 (30,8%) 78,9 (16,8%)
Hemiceluloses 190,8 (69,2%) 282.9 (83,2%)

A Figura 6 mostra uma comparagdo entre as composicoes de
monossacarideos de paredes celulares de cafés Conilon e Arabica utilizados e
nao utilizados pela industria de café solivel. Ha indicagbes de que os
galactomananos dos cafés nao empregados industrialmente sdao mais solluveis,
como se observa pelas maiores concentragdes de manose em oxalato de aménio,
em NaOH 0,1 e 0,4 M, que sdao mais elevadas do que nos de uso industrial.
Quanto mais ramificado menos cristalino e mais sollveis sdo os galactomananos.
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Figura 6. Analise comparativa por HPAEC-PAD dos monossacarideos
encontrados nas paredes celulares entre os graos de cafés Conilon e Arabica de
diferentes origens apos hidrolise acida dos extratos resultantes do fracionamento
da parede celular por oxalato de aménio 0,5 % (A) e NaOH 0,1 M (B), 1,0 M (C) e
4.0 M (D).

Uma observagao importante na figura 6 quando se pensa em produgdao em
larga escala e, ja discutida em outra oportunidade, € que Conilon apresenta nas
fragbes extraidas com NaOH 4M uma proporgao menor de arabinose e galactose
e maior de manose. Isto indica que as pectinas sao mais soliveis em Conilon do
que arabica e talvez esta seja uma diferenga importante na composigdo do café
soluvel, a qual hipoteticamente poderia ser alterada se os frutos e sementes
fossem tratados de maneiras distintas.

Algumas das principais conclusées que se podem tirar dos dados

apresentados sao que a relagao hemicelulose/pectinas em cafés de emprego
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industrial € maior do que nos que nao sdo empregados industrialmente. Os cafés
de emprego industrial contém mais polissacarideos de parede do que os nao
empregados industrialmente. Os cafés arabica e robusta de emprego industrial
contém mais hemiceluloses do que pectinas enquanto os nao empregados
industrialmente contém mais pectina do que celulose. A elevada proporgao de
hemicelulose nos de uso industrial &€ compensada pelo maior teor de
polissacarideos. A se considerar apenas os polissacarideos de parede celular,
mesmo contento maior propor¢cao de pectinas do que as variedades de uso
industrial, a variedades Conilon, Apoata, Ouro verde e Robusta, podem nao
apresentar vantagens, pois elas contém menos polissacarideos de parede.

Uma diferenga sutil, mas importante quando se pensa em produgciao em
larga escala, &€ que conilon apresenta nas fragoes extraidas com NaOH 4M uma
proporgao menor de arabinose e galactose e maior de manose. Isto indica que as
pectinas seriam mais soluveis em conilon do que arabica e talvez esta seja uma
diferenca importante na composicao do café soluvel, a qual hipoteticamente
poderia ser alterada se os frutos e sementes fossem tratados de maneiras
distintas.

Estudos bioquimicos de biossintese da parede celular indicam diversas
modificagdes relacionadas com as pectinas, hemiceluloses e celulose. As
mudangas que ocorrem na parede celular sao causadas pela acao de enzimas
que sao ativadas ou sintetizadas durante o desenvolvimento e o amadurecimento
do fruto alteram as moléculas dos polissacarideos da parede e lamela média
(Buckeridge et al. 2006). Descobertas recentes tém demonstrado que os
polissacarideos, ja nas vesiculas de transporte prestes a serem fundidas a
membrana plasmatica para inclusao na parede celular, podem ser editados por
hidrolases (Kim et al., 2000). Tal fendmeno foi observado em sementes de café
por Redgewell et al. (2003) e em experimentos com sementes de café durante a
maturagdo. Os resultados apresentados pelos autores sugeriam uma
desgalactosilagao do (galacto)manano no momento em que o polimero é
sintetizado, provavelmente pela agao de uma o-galatosidase presente nas

vesiculas do complexo de Golgi. Os resultados descritos no capitulo | confirmaram
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esta hipotese, com o isolamento de uma nova a-galactosidase responsavel pela
edicao dos galactomananos durante o processo de biossintese.

Sabe-se que os aglcares de parede celular exercem influéncia direta na
qualidade do café; e que a proporcdo desses constituintes na parede celular,
depende da espécie cultivada e também do estadio de maturagdo dos frutos,
sendo esses, substratos de complexas reagoes ocorridas durante a torragdo e que
influirdo nas caracteristicas sensérias do produto final.

No Brasil, o tipo de colheita predominante é por derrica no chio e desta
operacao obtem-se um produto heterogéneo em relagdo aos estagios de
maturagao dos graos. Segundo Teixeira (1990), nesse tipo de colheita encontram-
se misturados frutos verdes, verde-amarelados, cereja, passa e secos da planta.
Esse autor afirma que a presenga de graos verdes tém sido responsaveis por
sérios prejuizos na qualidade do produto. Admite-se que os grdos de cereja
recolhidos na planta tém maximo potencial de qualidade da bebida, avaliada por
meio de testes rapidos e analise sensorial. Considera-se que os cafés arabica e
conilon utilizados nas industrias, sao submetidos as diferentes praticas usuais de
colheita e de processamentos que por via natural e por via umida, este Ultimo leva
a um café de melhor qualidade que o processado na forma natural. As industrias
de torrefagcao encontram dessa maneira, dificuldades na preservagdao das
caracteristicas relacionadas ao padrao de qualidade do produto final direcionado
ao consumo.

Ainda que nado se possa ter certeza de que tipo de processamento tenha
sido feito para as amostras cedidas pela industria, pode-se especular que os
dados apresentados no presente trabalho sugerem que o estagio de maturacao
dos frutos parece alterar a propor¢do entre polissacarideos e consequentemente
deve alterar a qualidade final do produto, seja soltvel ou torrado e moido.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os dois trabalhos apresentados abordam a parede celular do
endosperma de café. O primeiro versando sobre como controlar a estrutura os
galactomananos e o segundo uma visao geral da composicao dos polissacarideos
de sementes de das espécies Coffea arabica e Coffea canephora.

Os resultados obtidos no primeiro trabalho corroboram a hipotese de
que os mananos que sao detectados nas sementes maduras de café sao
sintetizados, na realidade, como galactomananos e depois desramificados. Apesar
de os dados apresentarem um bom nivel de coeréncia interna, ainda sera
necessario realizar um experimento de expressdo heteréloga da CaGAL2 em
bactéria, isolar a enzima e demonstrar que o produto do gene € o mesmo
polipeptideo que foi purificado a partir das sementes em desenvolvimento. Além
disso, as descobertas apresentadas também nao fecham a questdo da hipotese
da edicao, pois ainda sera necessario, por exemplo, realizar experimentos de
super expressao ou silenciamento do gene CaGALZ2 para confirmar seu papel in
vivo. Mesmo assim, o trabalho apresentado na parte | representa um avanco
cientifico interessante e abre algumas possibilidades de aplicacoes
biotecnologicas. O controle da expressdo de CaGAL2 em café podera ser utilizado
para diminuir a atividade da a-galactosidase até um nivel tal que aumente
discretamente a solubilidade do manano, aumentando assim o rendimento de
extragao do café.

Ha a opcao de fazer plantas de café transgénicas, mas atualmente tal
opcao nao é muito bem aceita em muito mercados. No entanto, é importante
lembrar que a descoberta da existéncia de CaGALZ2 permite que se utilize técnicas
classicas de melhoramento genético, através da busca de individuos que
apresentem menor expressao génica de CaGAL2 e procedendo a técnicas de
cruzamento que levem a estabilizagdo deste padrdao e, consequentemente a
produ¢cao de variedades com graos de café com polissacarideos

(galactomananos) mais soluveis.
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Nesse sentido, ha duas conseqiiéncias de interesse. Uma é obviamente a
econdmica, em que um aumento de produtividade traria mais divisas para o pais e
ao mesmo tempo as consequéncias ambientais de um aumento de produtividade
podem ser interessantes para diminuir a area de plantio e conseqiientemente abrir
espaco para a regeneracao de florestas no Estado de Sao Paulo e Minas Gerais,
por exemplo. No caso de Sao Paulo, terceiro maior produtor do pais com projecao
de producao de 4500 sacas para o periodo 2006/2007 (Dados do Conab —
Conselho Nacional de Abastecimento do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), o nivel de devastacdo da Floresta Estacional Semidecidual é
enorme e como o café € uma cultura importante e ocupa area consideravel um
aumento de produtividade com manutencao de pregos de mercado poderia
diminuir a area de plantio. No caso dos dois maiores produtores atuais que sdo
Minas Gerais (projecao de 22 mil sacas) e Espirito Santo (projecdo de 9300
sacas) e sendo estados que nivel melhor de preservacdo ambiental que Sao
Paulo, um aumento de produtividade seria bastante benéfico (dados do Conab).
Neste sentido, nossas descobertas aumentam o potencial de sustentabilidade
ambiental das plantacoes de café, uma vez que tém o potencial de aumentar a
produtividade e até diminuir a area de plantio.

No segundo trabalho da tese, os resultados produzidos sugerem que a
coleta de frutos na fase de cereja produz um padrao de polissacarideos
indistinguivel entre variedades de Arabica e Canephora. A comparagdo com 0s
cafés utilizados na industria de café solluvel, comprados como conilon e 'arabica
mostrou que estes ultimos apresentam diferencas consideraveis no balanco entre
os polissacarideos mais sollveis (pectinas) e os menos soluveis (mananos). E
discutivel a possibilidade de que tais diferencas levem a modificacoes importantes
na qualidade, mas é certo que os rendimentos mudam, com conilon sendo uma
opgao melhor do que arabica por possuir maior proporgcao de polissacarideos mais
soluveis. Muitos outros aspectos terdo que ser avaliados, como por exemplo,
substancias nao relacionadas aos carboidratos, mas que sdo determinantes no

aroma, mas os dados apresentados neste trabalho sao um bom indicador de que
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a forma de coleta dos frutos e o grau de maturacao destes tém influéncia no
resultado final do balango de agtcares no café.

Em conjunto os resultados obtidos nos dois trabalhos oferecem algumas
opgoes para futuros projetos biotecnol6gicos que venham a produzir variedades
de café com maior produtividade e maior qualidade. Os trabalhos também
oferecem um avancgo cientifico basico importante, pois este € um dos primeiros
trabalhos a apresentar demonstragdes mais profundas sobre a importancia da
acao de exo-hidrolases como enzimas editoras durante a biossintese e deposicao
de polissacarideos da parede celular vegetal.
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