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INTRODUCAO GERAL

Varias funcdes fisiolégicas s8c afribuidas a trigonelina em plantas. Dentre elas,
destaca-se como fator de fechamento de folha em planta nictinastica (Ueda ef af., 1995); sinal
de resposta a estresse oxidativo em plantas (Berglund, 1994; Berglund er al., 1996);
osmorregulador em resposta 2 seca e ao estresse salino (Maestri er ¢l.,1995; Tramontano &
Jouve, 1997). Além disso, retarda a fase G2 do ciclo celular em raizes ¢ gemas (Tramontano ef
al.,1983); induz o gene Mod durante a colonizacdo de raiz de leguminosa por Riyzobium
(Phillips ef @l.,.1992); ¢, em cevada, induz a resisténecia contra Bacillus subtilis (Kraska &
Schonbeck, 1993},

Apesar de nfo comprovado, tem sido sugerido que a trigonelina seria uma forma de
reserva de écido nicotinico, e portanto de nicotinamida dinucleotideo (NAD), em sementes
durante a germinacfio (Blake, 1954; Joshi & Handler, 1962; Bewley & Black, 1994). A maior
parte do NAD da célula ¢ utilizado no processo respiratorio na mitocdndria, sende reduzido a
NADH., que volta transferindo elétrons para a cadeia transportadora de elétrons durante a
fosforilagho oxidativa do ADP, gerando ATP. Uma vez que as reservas da semente séo
utilizadas em parte para gerar energia duranie a germinagio, a conversio de trigonelina em
NAD, via acido nicotinico, pode ser um importante passo para o estabelecimento da planta em
desenvolvimento.

Sementes de café contém trigonelina que é convertida a niacina durante a torrefacéo
(Coultate, 1996). A importincia do café como fonte de niacina hd muito vem sendo
investigada (Carvalho, 1962; Clifford, 1985). Em café, a concentragfio de trigonelina ¢é
comparavel a de cafeina, alcangando mais de 1% em algumas espécies (Clifford, 1985;

Mazzafera, 1991).
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O volume de estudos sobre cafeina, assim como seus produtos de biodegradac3o,
teobromina e teofilina, deve-se ao fato destes alcaléides serem os responséaveis pela principal
caracieristica da bebida, a de ser estimulante. A variacfo no contelido desses compostos tem
sido amplamente estudada em sementes de diferentes espécies do género Coffes (Charrier &
Rerthaud, 1975; Charrier, 1978; Mazzafera & Magalhies, 1991). Os niveis de cafeina {1-3%)
normalmente excedem em muilo 0s de tecbroming e teofiling em sementes de café, onde este
conteido esid relacionado 2 razfo entre biossintese e biodegradacio deste composto
(Mazzafera ef al., 1994).

Outros compostos muito estudados em sementes s8o as proteinas de reserva que sfo
utilizadas durante a germinagfo como fontes de energia ¢ cormo fontes de carbono e nitrogénio
{Acufia ef al., 1999). Em média, a concentragio de proteinas em cereais corresponde a 10-15%
da matéria seca, enquanto que em leguminosas corresponde a 20-50% (Derbyshire ef al.,
1976).

As proteinas de reserva sfo degradadas durante a germinacéo, suprindo o embrifio de
nutrientes e servem, principalmente, como fonte de nitrogénio para a sintese de novas
proteinas e outros compostos nitrogenados (Derbyshire et al., 1976). Isto é particularmente J
importante nos estadios iniciais de crescimento do embrido, quando este ainda nfo consegue
ser independente na obtencfio dos compostos necessarios ao desenvolvimento da plantula.

Para maxima eficiéncia, as sementes normalmente possuem proteinas com alta
porcentagem de aminodcidos ricos em nitrogénio (N), tal como asparagina, glutamina e
também arginina (Derbyshire ez al., 1976; Payne, 1986; King & Gifford, 1997). Além disso,
_estas proteinas normalmente possuem quantidades aprecidveis de aminodcidos hidrofobicos
(prolina, leucina e isoleucina), e pequenas de hidrofilicos (lisina, 4cidos glutdmico e
aspartico), para melhor compactacio nos corpiisculos protéicos.
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Além dos aminodcidos asparagina e glutamina, vérios trabalhos mostram a importncia
de arginina no metabolismo de N, em sementes em germinagfio (Payne, 1986; King & Gifford,
1997; Srivastava ef al., 1997). A entrada de arginina ocome via ciclo da uréia, atraves da
enzima arginase.

Poucos estudos foram realizados sobre a composicio protéica de sementes de café.
Podem ser encontrados dados sobre a composiciio de aminoacidos, por Ludwig ef al. (1993);
comportamento eletroforético, por Bade & Stegemann (1982), Ludwig ez al. {1995) e Luthe
(1992). Para a anslise da composi¢@o de amino4cidos, os trabalhos citados utilizaram a fragdo
protéica total ¢ nfio proteinas especificas.

Luthe (1992) estudou o perfil eletroforético de vérias dicotiledbneas, observando a
predomindncia de proteinas do tipo 118 (tipo-legumina). A proteina 118 de café¢ j& foi
sequenciada (Acufia ef al., 1999) e caracterizada em C. arabica ¢ C. canephora (Rogers el al.,
1999). Em estudo molecular da proteina 118, Marracini ef al. (1999) observaram que o pico de
maior acimulo de 11S mRNA em café ocorria entre 2 18* ¢ 27° semanas apés a florago,
periodo de expansdo do endosperma de C. arabica. Essa proteina esta presente em seimentes
de vérias espécies de café, caracterizando-se, como a mais sbundante (Fig.1), com
aproximadamente 50-70 % do total da proteina bruta (Bat, Mazzafera & Santoro, dados ndo
publicados).

No que diz respeito a composigdo de aminoacidos obtidos por digest@o com HCl da
fracdo protéica total de sementes de café, Ludwig ef al. (1995) mostraram glutamina/acido
glutdmico como os principais aminodcidos, seguidos de asparagina/acido aspértico, glicina
alanina, sendo estes, 1/3 da concentracfio dos primeiros.

Em relagiio a composicdo de aminoécidos livres, Amold & Ludwig (1996) analisaram

cafés provenientes de vérios paises, observando certa variagdo. No entanto, de modo geral,

-
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acido glutdmico, aspartico, glutamina/asparagina foram encontrados em maior conceniragio.
Arginina, serina, prolina, fenilalanina e alanina também estavam presentes em quantidades

apreciaveis, alternandc a predomindncia de acordo com a amostra. Resultados semelhantes

foram obtidos recentemente por Mawzzafera {dados nfio publicados), com fracBes 118

parcialmente purificadas em gel de poliacrilamida.

Figura 1. Perfil eletroforético de proteinas de sementes de vérias espécies de café.
NAC = C. arabica cv. Nacional; LIB = C. liberica; DEW = C. dewevrei, STE = C. stenophylla;
KOU = C. canephora cv. Kouillou. As proteinas & esquerda s8c marcadores de massa
molecular. As setas indicam as sub-unidades da proteina 118 com massas moleculares de
~35kDa (superior) € ~25kDa (inferiar).

O presente trabalho propde um estudo do papel da trigonelina ¢ da cafeina durante a
germinagio de sementes de café, além de um aprofundamento no estudo sobre as variagbes e
mudancas na composi¢io de aminoacidos e proteinas no endosperma dessas sementes durante

a germinagio.
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CAPITULO I

DEGR/

\DACAO DE CAFEINA E TRIGONELINA

RANTE A GERMINACAO DE SEMENTES DE CAFE




RESUMO

O café & uma bebida apreciada no mundo inteiro por seu efeito estimulante, sendo
preparada pela infusfo das sementes torradas, produzidas a partir da planta de mesmo nome.
Neste trabalho foi realizada uma analise da variagdo da concentragio de cafeina, trigonelina €
seus catabdlitos em sementes de café (Coffea arabica) durante a germinacio. Foi estudada
+ambém a enzima trigonelina demetilase, que & responsdvel pela demetilagio da trigonelina a
scido nicotinico. Estes estudos foram realizados com sementes colocadas para germmar em
papel de filiro ou 4gar em placas de Petri mantidas a tempeatura ambiente no laboratério.
Sementes foram coletadas durante cinco a seis semanas para as andlises e ensaios da enzima.
Foram observados aumentos na concentragio de trigonelina e do 4cido nicotinice nas
primeiras semanas, seguidos por uma diminui¢do continua. Os niveis de trigonelina, acido
nicotinico € NAD também foram determinados nos embrides, no endosperma e no meio de
germinac@o (4gar). Foi aplicada "Ctrigonelina nas sementes e determinada a radioatividade
em 4cido nicotinico e NAD. Os resultados obtidos mostraram que a trigonelina € convertida
rapidamente para acido nicotinico e NAD, e isso nos estadios iniciais da germinacdo. A
respeito da cafeina houve uma diminuicfio nas primeiras semanas, com um aumento posterior.
Esta variaco parece estar relacionada com a Liberagio da cafeina no meio de germinacgfo € na
biossintese do embrifio. A trigonelina demetilase foi detectada pela primeira vez em semenies
de café. A atividade no café foi baixa se comparada com ensaios in vitro de outros tecidos
vegetais. Determinou-se a melhor atividade ea temperatura de 30°C em pH 8,0. A enzima

mostrou um kn, de 1,129 mM e Vmax de 0,157 nmoles de 4cido nicotinico / h.mg de proteina.
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SUMMARY

The coffes beverage is appreciated worldwide for its stimulant effects and is prepared
by the infusion of ground roasted beans produced by a plant of the same name. In this work,
an analysis of variation of the concentrations of caffeine, trigonelline and its catabolites was
carried out in seeds of coffee (Coffea arabica) during germination. The enzyme trigonelline
demethylase, responsible for the demethylation of trigonelline to nicotinic acid, was also
studied. These studies were carried out in seeds germinating in Petri dishes on filter paper or
in agar and maintained in the laboratory at room temperature. For analysis and enzyme assays,
seeds were collected every week during five to six weeks. An increase in the concentration of
trigonelline and nicotinic acid in the first weeks was observed, followed by a continuous
decrease. The contents of trigonelline, nicotinic acid and NAD were also followed in the
embryos of germinating seeds, in the endosperm and in the germination medium (agar). In
addition, seeds were fed with ["*Cltrigonelline and radioactivity in nicotinic acid and NAD
determi:ged. The results showed that trigonelline is rapidly converted to nicotinic acid and
NAD, and that at the early stages of germination. Regarding caffeine there was a decrease over
she first weeks, with a subsequente increase. This variation seemed to be related to the release
of caffeine into the germinating medium and synthesis in the embryo. Trigonelline
demethylase was detected for the first time in coffee. Compared with i vitro assays with other
plant tissues, the coffee activity was low. It was determined that 30°C and pH 8,0 were optima

for activity. The enzyme nevealed a ky, of 1,129 mM and a Vmax of 0,157 nmoles nicotinic

acid / h.mg protein.
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INTRODUCAO

O café, familia Rubiaceae, ¢ uima planta muito apreciada pela bebida de mesmo nome ¢
difimdida em muitos paises. Sfo antigas as citacSes sobre sua utilizacfo, sendo algumas delas
encontradas no antigo testamento (Smith, 1983, citado por Clifford & Willson, 1985)

Cafeina, teobrormina e teofilina s8¢ os alcaldides mais comumente estudados em café, A
variagio no contetdo desses compostos tem sido amplamente estudada nas sementes de
diferentes espécies do género Coffea (Charrier & Berthaud, 1975; Charrier, 1978; Mazzafera &
Magalhfies, 1991} ¢ varios sfo os trabalhos sobre a sua biossintese e degradacio (Suzuki &
Waller, 1984a,b; Suzuki ¢f al, 1992; Mazzafera ef al, 1994). Os niveis de cafeina (1-3%)
normalmente excedem em muito o de teobromina e teofilina.

O volume de estudos com cafeina justifica-se por ser este alcaldide a substincia que dé a
caracteristica principal da bebida do café, ou seja, a de ser estimulante. Apesar disto, outro
alcaldide, a trigonelina, € encontrada em niveis semelhantes e as vezes superiores aos de cafeina,
dependendo da espécie de café em questdo, tais como C arabica, C. canephora, C. dewevrei, C.
liberica, C. racemosa entre outras (MacDonald & Macrae, 1985; Mazzafera, 1991). A trigonelina
em si nfio leva a efenrtos fisiolégicos acentuados, tais como agueles da cafeina. Porém, causa
algum estimulo no sistema nervoso central, afeta a secrecfo biliar e estimula a motilidade
intestinal. Trigonelina aparentemente nfio tem efeito sobre a qualidade da bebida do café e 2
maioria dos estudos, ainda que poucos, sfo sobre a sua conversio (50-80%) a 4cido nicotinico
(vitamina niacina) durante a torrefacfio. A importdncia da niacina no café como complemento
vitaminico h4 muito vem sendo investigada (Carvalho, 1962)

Apesar de bastante estudada, ainda existe ditvida sobre 0 papel da cafeina nas plantas que

a contém (Mazzafera ef al., 1996). Entre as hipoteses que poderiam ser consideradas para um
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provével papel fisiolégico estd a de ser uma reserva de nitrogénio, j4 que possul quatro Atomos
desse elemento em sua molécula, perfazendo pouco mais de 28% em peso, representando muito
pouco em relaclo ao contetido total de nitrogénio na semente. No entanto, em C. liberica e C.
dewevrei é evidente gue durante a germinagfio ocorre a degradacio de cafeina, através de
demetilagbes sequenciais, assim como a formagio de acidos metildricos, provenientes da
oxidacio das metilxantinas formadas durante a demetilagio da cafeina (Petermann & Baurnann,
1983). A formacio desse compostos € transiente, ou seja, s&o formados 2 partir da cafeina da
semente ¢ 4 medida que esta se exaure, o mesmo acontece a eles. Apesar disto, nio foi mostrado
que eles tenbam participagio como provedores de N para 2 sintese de outros compostos
nitrogenados.

Em estudo de Baumann & Gabriel (1984), sementes de C. arabica foram germinadas em
condiges assépticas em 4gar. A dosagem de cafeina foi feita no agar € nas sementes durante 0s
varios dias da germinagfio. Neste estudo os autores ndo individualizaram a semente da pléntula
em formagdo, para as dosagens de cafeina. Assim, os dados iniciais (0 ¢ 7 dias) seriam relativos
somente a sementes embebidas e aqueles mais tardios (28 e 56 dias), com cerieza seriam
referentes & plantulas (sementes + radiculas + folhas cotiledonares em expansdo deniro do
endosperma). Observou-se que cafeina ndo tinha sua concentracio alterada aos 7 dias,
diminuindo em 20% aos 28 dias. Entretanto, aos 56 dias, quando j& havia se desenvolvido uma
plantula, havia aumento de cafeina, provavelmente devido a sintese de cafeina nas folhas
cotiledonares. Observou-se ainda que uma considerdvel quantidade de cafeina (15 a 20%), da _
total existente na semente, era excretada no agar. Os autores seguiram também o conteudo total
de nitrogénio nas sementes ¢ plantulas, observando que mesmo diminuindo a quantidade desse
elemento, havia aumento de cafeina. Concluiram, portanto, que cafeina nfio atuaria como reserva

de nitrogénio na semente.
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Hs evidéncias de que durante a germinacio de sementes, a trigonelina seria convertida a
4cido nicotinico pela demetilagic provocada pela trigonelina demetilase (Fig. 2), ¢
posteriormente a NAD, servindo assim, como um precursor de reserva para a formagBo de
nucleotideos de piridina (Joshi & Handler, 1962; Poulton, 1981; Taguchi er al, 1989) A
conversdo de trigonelina 2 4cido nicotinico hé muito vern sendo investigada (Blake, 1954). A
trigonelina agiria sobre a divisfio celular, prolongando a fase G2 do ciclo celular e com isso,
retardando a divisgo celular. Trigonelina também seria uma forma de estoque de 4cido nicotinico,
pois em quantidades excessivas ele ¢ considerado téxico para a planta (Tramontano ef al., 1983).
Mais recentemente, foi proposta uma estreita relagio entre nicotinamida e trigonelina em plantas
e animais, com referéncia 2 primeira ser um sinalizador de defisas contra estresses oxidativos que
poderiam causar danos ac DNA (Berglund, 1994). Trigonelina parece também estar ligada a

resposta osmorreguladora em leguminosas induzidas a estresse salino (Tramontano & Jouve,

1997).

_ CO.H L CO.H

Trigonelina
Demetilase

| BIBLIOTECA CENTR 1
' o T o S
Trigonelina Acido Nicotinico gﬁ%{ﬁg} CIR ULANTE

Figura 2: Convers&o da trigonelina a acido nicotinico atraves da demetilagic provocada
pela agao da trigonelina demetilase.

Ainda que o estudo de Baumann & Gabriel (1984) tenha sido bastante abrangente, nao
levou em consideracio a distingfio de semente ¢ plintula em formagio, ou melhor, a folha

cotiledonar em expansio no interior da semente. A importincia deste fato € que enzimas
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poderiam ser liberadas do embrisic para a degradacio dos compostos de reserva das céhulas do
endosperma. Este fendmeno parece acontecer ern varias outras plantas durante a germinacéio de
sementes. Foi observado um amolecimento do endosperma ao redor da ponta da radicula em
sementes de pimenta (Watkins & Cantliffe, 1983, Watkins ef al., 1985), tomate (Groot &
Karssen, 1987; Groot ef al, 1988; Nonogaki ef al., 1992) ¢ Datura ferox (Sanchez ef al., 1986;
Sanchez et al, 1990) decorrente da reducBo de polissacarideos devido 2 atividade de
endo-B-mananases. Também mostrou-se que a regido frontal (a ponta da radicula) sofria grandes
alteracdes morfolégicas em alface (Psaras ef al, 1981) e tomate (Nonogaki er al, 1992),
indicando que eventos primériﬁs ocorrem antes de acontecer a protrusgo da radicula.

Investigando este efeito em sementes pré-embebidas ou nfo, Nonogaki er al. (1992}
demonstraram, duranie a germinagfic de sementes de tomate, a presenca de uma hidrolase de
galactomananos na regifio do endosperma proxima a ponta da radicula. A fimgdo da atividade
enzimatica no local seria 0 amolecimento do endosperma, facilitando a liberagdo da radicula
através do mesmo.

Portanto, o aproveitamento das reservas da semente seria em parte feito pela hidrolise das
‘mesmas sob a agdo de enzimas liberadas do embrifio durante a germinacgo (Bewley & Black,
1994). Um exemplo classico € a liberagio de o-amilase, B-amilase, o-glucosidases e enzimas
desramificadoras de amido, na conversdo de amido 2 glicose no endosperma de cereais.

Assim, acreditamos que o acompanhamento da concentragiio de cafeina e trigonelina
durante a germinacio de sementes de café, com distingdo em uma porgao contendo o embrifo

(proximal) e outra ndo o contendo (distal), poderia oferecer maiores informaces sobre o papel

desses dois alcaloides durante o processo.



OBJETIVOS

1. Awveriguar se existe mudanca de concentracfio de trigoneling e cafeina quanto 2 posicéo
na semente, de modo a inferir sobre a sua utilizaglo durante a germinacfo de sementes de café,
até a formacdo da plantula.

2. Verificar, em relacdo a trigonelina, a presenga de atividade enzimética de trigonelina
demetilase, com a formacfo de 4cido nicotinico.

3. Caracterizar g trigonelina demetilase guanto a alguns parfimetros de reacdo e cinética,
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram usadas sementes de C. arabica ov. Mundo Novo, obtidas de frutos maduros
(cerejas) colhidos de um cafeewo plantado em um dos canteiros experimentais do
Departamento de Fisiclogia Vegetal da Unicamp. Os frutos foram lavados em 4gua corrente,
seguido da remogfo manual da casca ¢ a retirada da mucilagem do mesocarpe feita por imersfo
em solucio aquosa de NaOH 1M por 1 b Em seguida as sementes foram lavadas intensamente
com agua destilada € uma amostra foi usada para a determinagic da massa seca, apls secagem
em estufa a 80°C. Antes de serem colocadas para germinar, as sementes {iveram ¢ pergaminho
{endocarpo) retirado, uma vez que este funciona como barreira mecinica, atrasando a germinacéo
das sementes {Vélio, 1976).

O indice de germinacfio obtido foi proximo aocs 100% sendo observado protusfc da

radicula a partir da 2* semana apds 2 embebigéo.

Dosagens de cafeina, trigonelina e dcido nicotinico por HPLC

Cafeina, trigonelina e 4cido nicotinico foram extraidos do pé resultante da moagem das
sementes. Para tanto, 100 mg deste po acrescidos de 5 mL de 4gua destilada foram colocados em
tubos com tampa rosquedvel € imersos em banho-maria fervente por 1 h, com agitago ocasional.
Apés o resfriamento foram adicionados 100 mg de MgO e o sobrenadante recuperado apos

centrifugacfio a 10.000 g por 15 min.. Parte do sobrenadante foi reservado, em freezer, para a
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dosagem de cafeina € o restante passado em mini-colunas Sep-Pak CI8 (Waters), pré
equilibradas com metanol, para remogio de compostos que podem interferima determinagio da
trigonelina dcido nicotinico (Trugo & Macrae, 1984; Mazzafera, 1991).

Cafeina i analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa
com um cromatografo da Shimadzu (modele LC 10AS). Foi usada uma coluna CI8
MICROSORB-MV 100A com 4.6 mm x 150 mm, sendo o solvente de eluicfio uma solugdio
aguosa de acetato de sodic a 0,5% e pH 5,0 com 15% de metanol, com fluxo de 1 mL/min. A
detecgiio dos compostos eluindo da columa foi feita em detector de uliravicleta em 254 nm.
Trigonelina e 4cido nicotinico foram analisados no mesmo sistema de cromatografia, porem com
a coluna C18 MICROSORB-MV 100A com 4,6 mm x 250 mm, e o solvente de eluicfo foi uma
solucfio de dcido aceético 0,5%. A detecgo no ultravioleta foi fefta em 254 nm

Tanto para cafeina como para trigonelina as areas obtidas pelo registrador-integrador do

HPLC foram comparadas com aquelas de padrdes puros, para determinacfio das concentragdes

nas sementes.

1¢ Experimentc: Trigonelina, Acido nicotinico e cafeina em sementes de café durante

a germinacio

Neste experimento, sementes foram colocadas para germinar, com a face plana para
baixo, sobre papel de filtro umedecido com 4dgua destilada, em caixas plasticas do tipo gerbox.
As caixas foram colocadas em sacos plasticos e deixadas temperatura ambiente (~25°C), no
laboratoric. Apos uma semana foram feitas coletas semanais de 7 sementes, repetidas 3 vezes,
durante seis semanas consecutivas. Nas coletas, as sementes foram divididas em regifo
proximal (contendo o embrifio) e distal (fig. 3), sendo que a partir da terceira semana foi
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retirada a radicula emitida antes da divisBo em regifio proximal e distal. Em seguida o material
foi seco em estufa a 80°C até peso constante, quando entfo foi moido finamente em moinho de

facas, micro moinho tipo willve, e o pd obtido usado para as dosagens de cafeina, trigonelina e

4cido nicotinico por HPLC, conforme descrito anteriormente.

PROXIMAL DISTAL

Embwido

Figura 3: Corte de uma semente de café em regido proximal e distal.

2¢ Experimento: Cafeina, trigonelina ¢ Acido nicotinico ¢ NAD no endosperma,

embrific e meio de germinacio

Neste experimento acompanhou-se os niveis de cafeina, trigonelina e dcido nicotinico
no endosperma, embrific e meio de germinac@io. NAD foi dosado somente no endosperma
contendo o embrido.

As sementes foram colocadas para germinar em placas gerbox reticuladas, sendo que
em cada reticulo foi colocada uma pequena guantidade de dgar 1%. Cada reticulo continha
uma semente ¢ em cada amostragem foram feitas 3 repeticBes compostas de 3 sementes cada
uma. Os embrides foram separados das sementes e estas foram divididas em parte proximal
(do lado do embrido) ¢ distal. Para a dosagem de trigonelina, acide nicotinico e cafeina o
material foi seco, extraido e analisade por HPLC, como indicado anteriormente. Para a
extragio de cafeina, trigonelina e 4cido nicotinico do meio, o agar de cada reticulo foi

colocado em 5 mlL de agua e triturado em politron. Em seguida a solucfio foi filtrada em papel

UNICAMP
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de filtro comum ¢ parte do filitado foi centrifugado em Eppendorf O sobrenadante foi
utilizado diretamente nas dosagens por HPLC, conforme descrito anteriormente.
Para NAD, a extracfio e a determinacfo foi feita de acordo com Berglund er al. (1996,

sendo o procedimento descrito em detalhes no item “Producfio de catabélitos de [*C-2]cafeina

e [ C-carboxilitrigonelina”.

3* Experimento: Difusfo de trigonelina na semente ¢ no meio

Neste experimento, para verificar se durante a germinacic ocorre difusio de
trigonelina de um lado para outro da semente (proximal para distal), 0,5 pL de ["*Cltrigonelina
foram colocados do lado proximal da semente. Apds a observaciio de que este volume havia
sido absorvido, aplicaram 4 x 1ul de 4gua no mesmo local. Em seguida, as sementes foram
colocadas para germinar em gerbox reticulado, com duas camadas de papel filtro em cada
divisdo. As sementes foram coletadas em diferentes dias e apds serem divididas em lado
proximal e distal, foram trituradas em politron, com metanol. Apés dscantacfio do residuo,
foram tomadas aliquotas ¢ contada a radioatividade depois da adi¢do do coquetel de cintilagfo

(PPO + metanol + Triton X-100 + Xilol). O papel utilizado na germinaggo foi lavado 5 x I mL

de metanol e também contada a radioatividade em uma aliquota.

4° Experimento: Produgioc de catabélitos de ['*C-2]cafeina e [“C-Carboxil

trigonelina

Foi feito um ensaio em que [“*C-2]cafeina foi fornecida a sementes e que apds
absorclo, foram colocadas para germinar. A formacio de catabdlitos de cafeina seria
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acompanhada pela determinagdic de radicatividade em cerios composios conhecidos por
ostarem envolvidos no catabolismo deste alcaléide em café. Assim, para este ensaio foram
coletados frutos maduros de C. arabica, despolpados e das sementes retirados os pergamanhos.
Cerca de 30 sementes foram pesadas e deixadas em temperatura ambiente para secagem,
sendo feito o acompanhamento da perda de peso por 36 h. Quando a média de perda por
semente era de aproximadarmente 100 mg, as mesmas foram transferidas para placas de gerbox
reticuladas, com 25 divisdes de 2 x 2 cm. Em cada célula do reticulo foi colocada uma gota
(20pL) de solucHio aquosa de [“C-2]cafeina 0.27 pCi (~60.000 cpm) (10 pCi/mmol)
produzida pela metilagho de [4C.7]xanting (Hefiman, 1971), sendo que as sementes colocadas
com a face plana sobre as gotas. Para evitar evaporag#o, as placas foram fechadas, colocadas
2m bandeja pléstica contendo papel de filtro umedecido no fundc e o conjunto foi colocado
dentro de saco plastico transparente. ApGs observagio de que o liquido sob as sementes
haviam desaparecido, colocou-se 25 uL de 4gua destilada sob elas. Apds a absorcfio da agua,
as sementes foram transferidas para novas placas reticuladas, onde cada célula havia recebido
1 mi. de agar 1% como meio de germinacdo. Durante a transferéncia, as sementes tiveram a
face plana pressionada sobre papel de filtro para retirada da [“C-2]cafeina nfio absorvida. Em
seguida, as placas com agar foram fechadas e mantidas em condi¢Ges ambiente de laboratério
para germinagio das sementes. Nas placas onde se fez a aplicagdo de ["C-2]cafeina, os
reticulos foram lavados com 0,5 mL de etanol 80%, que foram transferidos para frasco de
cintilagdo. Apds adigho de coquetel de cintilagdo, determinou-se a radioatividade.

Um dia ap6s a colocagdo das sementes nas placas de germinagdo, fez-se a primeira
coleta. O mesmo foi repetido apdés 1, 2, 4 e 5 semanas. Cada coleta era constituida de 4
repeticdes de 5 semertes. As sementes foram divididas em porgdes proximal e distal, secas em

estufa (80°C) e moidas. 200 mg do material moido, acrescidos de 1,5 mL de metanol a 80%
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foram colocados em banho-maria fervente por 1 b Apds resfriamento, ¢ material sdlido foi
eliminado por centrifugaciic ¢ 800 ul do sobrenadante foram secos 80°C e o residuo
solubilizadc em 200 pl de 4gna. Deste extrato foram tomados 20 pl para determinacio da
radioatividade, apés adice de liquido de cintilacfio, e o restante armazenado em freezer. As
anglises em HPLC dos catabdlitos formados foram feitas conforme Berthou et al. (1989),
uiilizando-se um detector de radicatividade.

Para a avaliagio dos metabdlitos de trigonelina, foi aplicado em cada lado da semente
(proximal e distal) 1 puL de [*Cltrigonelina (4.400.000 cpm/semente), como explicado
anteriormente para o ensaio de difusfo. Em seguida, as sementes foram colocadas para
germminar em placas gerbox ¢ em diferente perfodos foram coletadas para analises.

Para a exiraciic dos compostos, o processamento das sementes foi diferente, pois
ocomre perda de NAD por aquecimento prolongado. Por isso, ac invés das semerntes serem
colocadas a 80°C, elas foram secas no ambiente por uma semana e depois moidas em moinho
de facas. A extracdo foi feita de acordo com Berglund ef al (1996). O material finamente
moido (200 mg) foi extraido em tubo eppendorf por adichio de 1 ml de dgua destilada fervente
e resfriado na temperatura ambiente. Apds centrifugaciio e recuperagdo do sobrenadante, o
precipitado foi extraido mais trés vezes com 0,5 mL de dgua destilada (25°C), sendo que os
sobrenadantes foram combinados com aguele primeiro da extragdo com 4gua quente. O
material foi liofilizado, solubilizado em 100 uL de 4gua destilada e mantido em freezer para as
analises.

Para a determinacio da radioatividade em trigonelina, acido nicotinico e NAD, foram
acrescentados a cada amosira 5 pg de padrdes de trigonelina, 4cido nicotinico ¢ NAD, ¢
aplicados 50 uL em placa cromatografica de camada delgada de silica (TLC) com indicador de

fluoreseéneia - GF254 (Merk TLC 20x20cm, silicagel 60 Frs4) e desenvolvida com etanol /
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0.5 M de acetato de amdnio (5:3 v/v). Lateralmente nas placas foram aplicados somente
padries para serem utilizados como referdncia. Ap6s a corrida e secagem das placas, as
manchas visualizadas em UV-254 nm e correspondentes a0s cOmpostos referéncia, aplicados
nas laterais, foram raspadas das placas diretamente para frascos de cintilagdo, ¢ liguido de
cintilagio adicionado para contagem da radicatividade.

Para as analises do nivel endbgeno de cafeina e metilxantinas resultantes de sua
degradagdo nos oxiratos anteriores com [ “C-2]cafeina, utilizou-se uma colma CI18
MICROSORB-MV 100A (4,6mm x 250 mm) , usando uma modificagio do gradiente propostc
por Berthou ef al. (1989). Como solventes foram usados A) 3,3 mL tetrahidrofuranc, 2,7 mL
4cido acético, 10 ml de acetonitrila e 984 mL de 4gua destilada; B) 7.5 mL de tetraldrofiranc,
2,75 mL de 4cido acético, 75 mL de acetonitrila e 915 mL de 4gua destilada. O gradiente foi de
0% 2 80% do solvente B em 60 minutos, com fluxo de 1 mL/min. A deteccdo em uliravioleta foi

em 280 nm. As amostras foram comparadas com uma mistura dos padrdes puros.

5¢ Experimento: Dosagem da atividade da trigonelina demetilase

E conhecido na literatura apenas um trabalho sobre a dosagem dessa enzima em plantas
(Taguchi & Shimabayashi, 1983). Desta forma, no presente trabalho empregamos o método
utilizado por estes autores. Algumas modificagdes foram feitas no sentido de evitar a oxidacéo
por fenois, presentes em grandes quantidades em sementes de café (Clifford & Kazi, 1987). Foi
montado um ensaio de germinacio de sementes em papel de filiro, semelhante ao descrito
anteriormente.

Sementes com 5 ou 6 semanas de germinagdo, em papel de filtro, foram wutilizadas para

as dosagens enziméaticas. As sementes foram cortadas em fatias finas e 5§ g foram extraidas em
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politron com 20 ml de Tampfo HEPES 100 mM, pH 7.0 com EDTA 10 mM e 500 mg de
PVPP. Foram dados dois pulsos de 15 segundos, separados por 1 minuto em gelo. O material
foi deixado em gelo por 15 min antes de ser centrifugado (15.000 rpm / 15 min , 4°C). O
sobrepadante foi dessalinizado em colunas PD-10 de Sephadex G25 (Pharmacia), sendo
utilizado Tampdc HEPES 10 mM pH 8.0 para a eluigfio. No eluato foi feita dosagem de
proteinas com reagente da BioRad e o extrato foi usado para as dosagens de atividade. No
meio de reacdio adicionaram 200 pg de proteina e 1,82 uCi de [“Clirigonelina e o volume
completado para 200 pL com tampfo HEPES 10 mM pH 8,5 . Apos 120 min a 37°C,
adicionou-se 5 ug de acido nicotinico e os extratos foram aplicados em TLC e os compostos
separados ¢om o solvente descrito anteriormente. Depois da corrida, apds a secagem da placa,
o 4cido nicotinico visualizado em UV 254 nm foi raspado e a radioatividade contada em
contador de cintilagdo. A determinacfio de 120 min como tempo de reagfio foi baseada em
testes prévios com até 180 min. Apds a determinacfo da melhor temperatura € pH de reagfio,
as dosagens comecaram a ser feitas a 30°C e com Tamp&o TRIS pH 8.0

Para a caracterizagio do melhor pH utilizou-se tampfo fosfato-acetato para os pH's 4 ¢
5, fosfato para 6, 7 ¢ 8, e TRIS para o pH 9. A melhor temperatura determinada entre 20, 30,
40 e 50°C e o Km ¢ Vmax com diferentes quantidades de substrato.

Apos serem feitas estas caracterizagdes, a enzima teve sua atividade determinada em

sementes de diferentes semanas de germinacio, tanto na parte proximal como distal.
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RESULTADOS E DISCUSSAC

12 Experimento: Determinacfes de trigonelina, dcido nicotinico e cafeing

A Fig. 4 apresenta as variagbes dos contendos de 4cido nicotinico, trigonelina e cafeina
nas porgdes proximal e distal das sementes de C. arabica durante a germinacio. Para os dados
de trigonelina, a frag8c proximal possul maior concentragfio gue a distal. Isto também
aconteceu para acido nicotinico e cafeina, sendo raras vezes observado o contrario. Ainda que
na raioria dos casos os desvios padrbes observados ndo permitem indicar diferenca sstatistica
significativa, a tendéncia ¢ a mesma para os trés compostos e foi obtida nas 3 repeticBes
realizadas em diferentes periodos.

E dificil dizer o por qué destas diferencas entre as duas porgdes, uma vez que sio
detectadas desde o inicio da germinacfio. De maneira similar a alguns estudos (Watkins &
Cantliffe, 1983; Watkins ef al., 1985; Sanchez e al., 1986;Groot & Karssen, 1987; Groot ef al.,
1988; Sanchez er al., 1990; Nonogaki ef al., 1992) em café também parece haver a degradacgo
gradual das reservas contidas nas c€lulas do endosperma, no que se refere aos agticares de
reserva, em funcdo de enzimas liberadas pelo embrifio (Quguerram, 1989). Segundo este autor,
durante a germinagfo das sementes de café, as células do endosperma entram em colapso apenas
quando as reservas s30 inteiramente mobilizadas, havendo substituicBo do espago pelo
desenvolvimento do embrifio, o que acontece de forma centrifuga. O processo € gradual e demora
varios dias.

Assim, se em café ocorre a degradacio de cafeina e trigonelina a partir de enzimas

liberadas pelo embrido, deveria haver uma reducioc mais lenta desses compostos na regifio distal,
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havendo a inversdc dos contetdos com o avancar da germinacBio. Porém, o que se observou
foram variacOes semelhantes. Pelo menos no que diz respeito & trigonelina, os dados das
determinacdes de trigonelina demetilase nas porgBes proximal e distal poderfo indicar se existe

alguma diferenciacfio na degradacBo deste alealdide que depende da posicio do embrifio.
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Figura 4. Conteddo de acido nicotinico (A), trigonelina (B) e cafeina (C) nas por¢des
proximal e distal de sementes de C. arabica em germinacio.
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Outro fato interessante a ser observado nos dados de cafeina € que. inversamenie &
trigonelina e 4cido nicotinico, ocorren redugio no seu contetido para depois aumentar. A redugéo
nesse contetido pode ser devida 4 liberagfio de cafeina para o meio. Além disso, Baumann &
Gabriel (1984) também observaram que sementes de C. arabica germinadas em agar nio tmham
a concentragio de cafeina alterada at€ o sétimo dia, sendo esta, porém, reduzida ao redor de 20%
20s 78 dias. Aos 36 dias apls a germinacio, quando j& havia se desenvolvido uma plantula,
oCoTTia seu aumento.

Os dados de cafeina levam a uma especulaco interessante. Por alguma razfo, seja ela
degradacio ou liberacdio de cafeina para o meio, ocorre reduglo de cafeina ¢ seguida de
aumento. Bste aumento deve refletir sintese do alcaléide, o que provavelmente ocome no
embrifio, j& que o endosperma € tido como um tecido de reserva inative. Portanto, uma vez
que também ocorre aumento de cafeina na porgio distal, poderia estar havendo difusio da
mesma dentro da semente, da fracio proximal para a distal. Isto de fato ocorre, como sera
mostrado 1o ensaio com difusgio de [*Cltrigonelina.

Em relacio & trigonelina e 4cido nicotinico, pode-se observar que ocorreu aumento,
pela agdo do embrido, para depois haver redugio, provavelmente provocado pela liberacfic

para o meio de germinagdo, uma vez que ambos os compostos s80 bastante solivels em agua.

3¢ Experimento: Cafeina, trigonelina, icido micotinico ¢ NAD no endosperma,

embriio e meio de germinacio

Assim como no experimento anterior, a analise de cafeina nas partes proximal e distal
do endosperma mostraram redugdio no inicio da germinagho, com posterior aumento, sendo

gue a parte proximal mostrou sempre a tendéncia de ter maior teor do alcaldide (Fig. 5A). No
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embrifio, o teor de cafeina aumentou significativamente na quarta semana de germinacio (Fig.
5B) e no meio de germinagfo (agar) detectou-se significativa quantidade do alcaléide na 1°
semana {Fig. 5C). Se considerarmos gue o peso médio de uma semente de café ¢ ~100 mg e
que antes da germinacio o teor de cafeina na semente seria de 12,5 pg/mg, uma semente
possuiria ao redor de 1250 ug de cafeina. Assim, na terceira semana de germinagdo, quase
10% dessa cafeins foi excretada no mweio.

Assim como para cafeina, os dados de trigonelina nas partes proximal e distal (Fig. 6A)
repetem o que foi observado no experimento anterior €, neste caso, houve aumento seguido de
queda do conteflido, sendo em geral maiores os valores obtidos para este alcaléide na porgo
proximal do endosperma.

F interessante observar que no embrido (Fig. 6B) a concentragio de trigonelina €
maior, praticamente o dobro, do que no endosperma no inicio da germinacfo e entdo, diminui
acentuada e mais rapidamente. Apesar do embridio ter sido retirado para as analises no
endosperma, esta concentragiio poderia explicar os maiores teores detectados na parte
proximal. A explicagiio talvez seja a difusio da trigonelina do embrifio para o endosperma,
durante o processo germinativo, ou mesmo durante a formagio da semente. Trigonelina foi
liberada em significativa guantidade no meio de germinacio (Fig. 6C). mostrando, portanto,
sua alta solubilidade e indicando que poderia ser tramslocada de um lado para o outro da

semente, como observado no ensaio de difusdo gue serd mostrado posteriormente.
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Figura 5. Teor de cafeina nas paries proximal e distal do endosperma (A), no
embrido (B) e no meio de germinacao (C).
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Tanto para o endosperma (proximal e distal) quanto para ¢ embrifo, ocorre redugéo de
trigonelina nas Gltimas semanas de germinagfio, indicando ter dois destinos: o meio de
germinacio ou sua degradacfio na propria semente. A reducfio de trigoneling no meio de
cultura, deveria ser explicada pela presenca de microrganismos no mesmo. Apesar de nfio
termos observado crescimenio visivel, € possivel que bactérias possam ter utilizado este
alcaléide como fonte de energia. Utilizaciio de trigonelina por bactérias tem sido relatada na
literatura {Draglia er ¢f., 1994). O mesmo nio ocorreu com cafeina e isto poderia ser explicado
pela maior especializagio de microrganismos para degradar este alcaldide bem como,
apresentar também toxicidade & bactérias e fungos (Yamaoks-Yano & Mazzafera, 1999). A
indugfio de bactérias para desenvolver a capacidade de degradar cafeina ¢ observada somente
apos longos pericdos de cultivo em meio com o alcaldide e apenas aigﬁmas bactérias
apresentam esta capacidade, em particular, Pseudomonas putida. Desta forma estaria
justificado ¢ acimulo de cafeina no meio.

No endosperma, a alternativa mais atraente para o desaparecimento de trigonelina seria
a sua conversdo a 4cido nicotinico, assim como liberacio para ¢ meio e posterior degradagio
por microrganismos. No embrifio, a taxa de degradacho detectada foi maior para trigonelina.
Sugerindo que além da degradagiio do alcaléide e sua difusfio para o meio de cultura, haveria
difusic do mesmo também para o endosperma. Além disso, poderia estar havendo uma maior

atividade da trigonelina demetilase nessa regido.
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Figura 6. Teor de trigonelina nas partes proximal e distal do endosperma (A), no
embrido (B) e liberada para o meio de germinagéoc (C).

A Fig. 7 mostra os dados para acido nicotinico durante a germinagio das sementes de
café. Novamente, os dados mostrados anteriormente sdo confirmados em relagiio ao contetido
nas partes proximal e distal das sementes (Fig. 7A). Acido nicotinico tem sua concentracio

aumentada no embrifio 2 partr da terceira semana (Fig. 7B), e no meio, aumenta até g 4°
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sernana para depois diminuir (Fig. 7C). Para este dltimo caso acreditamos serem validos os
comentarios feitos para trigonelina em relacio 3 degradacdo por microrganismos. B
interessante notar que ¢ aumento de Acido nicotinico no endosperma € posterior ao inicio da
diminuigio de trigonelina no embrific. De todo o modo, os resuliados, em ambos 0s casos,
sugerem & conversio de trigonelina a acido nicotinico. Finalmente, o desaparecimento desse
4cido no endosperma poderia ser devido a sua lberacBo para ¢ meio de germinacio ou ainda
sua degradacdo enzimatica.

A Fig. 8 traz os dados do teor de NAD nas partes proximal e distal do endosperma de
café. NAD nfo foi detectado no embrifo, provavelmente devido a peguena massa do mesmo.
Os dados com endosperma mostram gue inicialmente NAD se encontra em concenfraches
semelhantes nas partes proximal e distal, mas gue o seu desaparecimento € muitc mais rapido
na parte proximal. Os dados de 4cido nicotinico e trigonelina sugerem que a queda na
concentracdo de um (trigonelina) poderia estar ligada ao aumento do outro (acido nicotinico).
No entanto, ¢ dificil dizer 0 mesmo sobre NAD em relacfio & sua formacgio a partir destes
outros dois compostos. Aparentemente, a ndo deteccdo nas semanas finais indicaria uma taxa
de utilizag@o bastante rapida, baseado em uma menor concentragdo na porgio proximg} & na
primeira semana de germina¢fo. Aldm disto, NAD ¢ muito pouco transiocado entre
compartimentos celulares, devido a sua baixa solubilidade em membranas. Talvez esta
caracteristica explique a diferenca de niveis entre as partes proximal ¢ distal, o que evidencia,

por outro lado, a clara influéncia do embridio na variagdo dos niveis deste composto.
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Figura 8. Teor de NAD nas partes proximal e distal do endosperma.

32 Experimento: Difusio de trigonelina na semente ¢ no meio

O ensaio sobre difusfio de trigonelina nas sementes foi montado porgue no experimentc
anterior levantou-se a possibilidade de que isto poderia ocorrer e que poderia ser, em parte,
respons—ével pela queda do teor de cafeina nas mesmas. Utilizamos [MC]trigoneiiﬁa para
estudar esta possibilidade. De fato, a difusfio de trigonelina ocorre durante a germinagfo da
semente {Fig. 9). Observa-se que apdéds 3-5 dias de germinacio, 30 a 35% da radioatividade
total detectada estava presente na regifo distal, gue ndio recebeu [“*Cltrigonelina. Foi ainda
detectada radioatividade no meio de germinagdo.

Portanto, sendo cafeina mais solivel em agua do que trigonelina, € provavel que as

pequenas diferengas observadas entre a parte proximal e a distal sejam devidas a biossintese
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ne embrifo e translocacfo para a parte distal. Waller er gl (1986) mostraram que o teor de

cafeina aumentava bastante no embrifio de café nos estadios iniciais de germinagio.
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Figura 9. Difusdo de ["Cltrigonelina na semente de café. Trigonelina marcada foi
aplicada apenas na regidoc proximal (do lado do embrido).

4% Experimento: Producfio de metabdlitos de cafeina e trigonelina

Como indicado em Material e Métodos, a atividade especifica da cafeina marcada era
baixa, € ¢ ensaio em que foi utilizada para seguir o seu catabolismo nfo resultou em dados
conclusivos. Grande parte da radioatividade foi recuperada na lavagem dos reticulos da placa
de gerbox, mostrando que ela foi pouco absorvida. Assim, concluimos com estes dados, que
as chances de deteccio de metabélitos marcados de [“C-2]cafeina por HPLC com detecgdo da
radioatividade seriam bastante problematicas, devide & sensibilidade do detector de

radicatividade. Este equipamento consegue distinguir um pico definido acima de 3.000 cpm.
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Levando ern consideragio que foram fornecidos 60.060 cpm para cada semente, obiendo-se
em média 1.500 - 2.000 cpm/g de semente, e que isto poderia representar além de cafeina
também seus metabélitos, quantidades muijto maiores de cafeina marcada teriam que ser
fornecidas as sementes. Mesmo assim, isto nfio iria garantir uma boa anslise, uma vez que
aparentemente, a cafeina foi apenas superficialmente absorvida pelas células, dadas as
quantidades recuperadas no 4gar das placas de germinacfio. Baumann & Gabriel (1984)
observaram que 15 - 20% da cafeina da semente de café era excretada no melo durante os
primeiros dias da germinacfio. Pelos nossos dados, quase 50% da radioatividade fornecida foi
recuperada no dgar, o que seria indicativo de que a absor¢io de [*C-2]cafeina foi bastante
superficial, ou seia, apenas pelas primeiras camadas de células do endosperma. Assim, foz-se a
dosagem dos niveis endégenos de produtos resultantes da degradacfio de cafefna. A detecgio
de metabélitos de cafeina o1 feita em HPLC utilizando-se um monitor de UV (Berthou er 4.,
1989). Das possiveis metilxantinas a serem detectadas, ou seja, teobromina (3,7-
dimetilxantina), teofilina (1,3-dimetilxantina), 3- ¢ 7-monometilxantinas, somente a primeira
foi detectada. Os dados s@o mostrados na Fig. 10.

O contelido de teobromina nas sementes de café (Fig. 10A) esta de acordo com dados
anteriores da literatura, para esta espécie (Mazzafera er al., 1991). O que se observou para este
alcaléide fol inicialmente uma certa tendéncia de aumento, seguida de redugio e novamente
aumento. E interessante notar que teobromina estd presente como precursor imediato de
cafeina em café, assim como na sua degradagio (Suzuki & Waller, 1984a,b; Mazzafera er al.,
1994; Ashihara ef al., 1996). Portanto, poderfamos especular que o aumento inicial seria
devido 2 degradaco de cafeina, na reducdo, devido & sua utilizag@io na biossintese, e depois no

novo aumento, haveria acimulo, pois sabe-se que o turnover de cafeina ¢ baixo nos tecidos de
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C. arabica (Suzuki & Waller, 1984a.b; Mazzafera ef ¢, 1991, 1994; Ashihara er al., 1996).

Para cafeina, a tend€ncia de aumento foi observada novamente (Fig. 9B8).
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Figura 10. Teor de teobromina (A) e cafeina (B) nas partes proximal e distal do
endosperma.

Para investigar a degradacfo de trigonelina, foi montado um ensaioc em que
["“CJtrigonelina (4.400.000 cpm) foi fornecida as sementes. Durante a germinacio foram feitas

amostragens e determinacBio do nivel de radioatividade em trigonelina, 4cido nicotinico e
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NAD. Para este experimento, utilizou-se stanolacetato de aménia 0,5 M (5/3, v/v) para a
separaciio destes trés compostos emn TLC. Outros solventes descritos na literatura ndo
separaram NAD de acido nicotinico. O solvente utilizado aqui fez com que trigonelina ficasse
com Rf menor do que 4cido nicotinico e este menor do que WAD. Isto fol bastante adequado,
porque se a degradacio de trigonelina € baixa, como fol mostrade pelos ensaios das dosagens
endégenas, trigonelina ficando acima dos outros compostos poderia deixar uma cauda de
radicatividade, que poderia mascarar as radicatividades reais de 4cido nicotinico e NAD. Este
solvente também foi usado na separacfic de trigonelina e 4cido nicotinico marcados nos
ensaios enzimaticos,

Levando-se em consideragfio a quantidade fornecida de ["*Cltrigonelina por semente, a
Fig. 11 mosira que ja na primeira semana de germinacgio, boa parte dela j4 havia sido
degradada €, como NAD mostra radioatividade em niveis semelhantes, utilizada na sintese do

nucleotideo.
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Figura 11. Radioatividade em trigonelina (TRIGO), acido nicotinico (NICO) e NAD
durante a gemminagdo de sementes que receberam [“Clirigonelina. Os vaiores em mg nas

datas das amostragens indicam os pesos médios das semeniss,
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Porém, deve-se levar em consideracfo também que parte poderia ter sido difundida
para o meio de germinac¢do. A radicatividade em trigonelina diminuiu mais rapidamente do
gue em NAD. B curioso notar que em nenhum momento houve acumulo significativo de
radicatividade em &cido nicotinico, indicando seu rapido catabolismo. Na terceira semana
ohserva-se um aumento de radicatividade nos trés compostos,

Apesar de indicarem a conversio de trigonelina em NAD, os dados desta figura sfo
aparentemente discordantes daqueles das Figs. 6A e 7A, onde observou-se aumento nas
concentracdes de trigonelina e 4cido nicotinico nas sementes até a terceira semana de
germinagfo, para depois diminuir. Uma possivel explicaglio seria a de que ocorre sintese de
trigonelina, a0 mesmo fempo em que ocorre sua degradaglo, como mosira o esquema de

Magni et al.(1999) a seguir, com base, principalmente, em estudos com microrganismos:
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Abrsvigturas: Qa = quinolinato; NaMN = nicotinato mononucleotideo, MaR = nicotinato
ribosideo; NaAD = deamido-NAD, NMN = nicolinamide mononucieotides; NmR =
nicotinamida ribosideo; Nm = nicolinamida
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Uma outra maneira de abordar estes dados seria através do calculo da atividade
especifica de trigonelina, acido nicotinico ¢ NAD durante a germinagfio. Porém, iste ndo foi
possivel utilizando-se as sementes do ensaic com trigonelina marcada, pois cada semenie
constituiu urmna repeticio restando muito pouco material para 2 dosagem dos nivels end0genos
em HPLC, No entanto, uma vez que as determinagbes de trigonelina e acido nicotinico foram
bastante sernelhantes nos ensaios anteriores, € considerando que as semenies utilizadas nos
experimentos €ram provenientes da mesma planta, utilizamos os dados medios de
conceniracio no endosperma dos ensaios anteriores ¢ os de radioatividade (Fig. 11) para

caleular a atividade especifica (Fig. 12).
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Fig. 12. Atividade especifica (cpom/mg ou pg de substancia) em sementes

germinando.
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Deve-se chamar atengdic que para poderem ser incluidos no mesmo grafico, os dados
de trigonelina foram apresentados em cpm/pg, enguanto que para acido nicotinico ¢ NAD em
cpm/ng. Assim, se na mesma escala, os dados de frigonelina seriam 1000 vezes menores. A
principio isto demonsira que a quantidade de trigonelina € massivamente maior do que 4cido
nicotinico e NAD, confirmando os dados das Figs. 5, 6 € 7, que mostram gue trigonelina tem
conceniragio aproximadamente 1000 vezes maior do gue 4cido nicotinico.

A Fig. 12 também mostra que apesar das Figs. 6 e 7 indicarem aumento de trigonelina
e 4cido nicotinico na terceira semana de germinacfo, a atividade especifica cai continuamente.
Caso houvesse degradacio constante de trigonelina e 4cido nicotinico, o esperado seria a
manutengdo da atividade especifica ao longo da germinac8o. Porém o observado € 2 queda da
mesma. Sugerindo assim, que exista diluicio do pool das formas radioativas destes compostos,
ou em outras palavras, que exista aumento de trigonelina e acido nicotinico nfo marcados em
relagdio as formas marcada com '*C. Como é muito pouco provavel que ocorra degradacgo
diferencial entre formas marcadas € nfo marcadas, ¢ mais provavel € que ocorra a sintese de
trigonelina e acido nicotinico, havendo dilui¢do da forma radioativa.

A atividade especifica de NAD, no entanto, ¢ estavel nas semanas iniciais. Porém, cabe
lembrar que usamos os dados médios entre porgbes proximal e distal, € que ac contrario de
trigonelina e 4cido nicotinico, em que houve bastante semelhanca entre as regides proximal e
distal, houve queda acentuada de NAD logo nas primeiras semanas na regifio proximal e
manutencio na porcdo distal (Fig. 8). Assim, os dados estaveis de atividade especifica para
NAD nas quatro primeiras semanas devem ser interpretados com bastante cautela. Verificando
que a queda de NAD na parte proximal foi bastante acentuada, € razoavel admitir que a
atividade especifica para esta parte da semente seria bem maior do que na distal. Na guarta
sernana, porém, o teor de NAD ¢ bastante reduzido em ambas as partes da semente, mas a
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atividade especifica ainda é semelhante a das semanas anteriores. Assim, esta sernana em
particular poderia representar a transi¢io entre baixa atividade especifica das primeiras
semanas na parie proximal, para alta nas semanas finais. De qualguer forma, a alta atividade

especifica nas semanas finais mostram ¢ grande fluxo de radicatividade de trigonelina para

NAD.
5° Experimento: Caracterizacfio da enzima trigonelina demetilase

Trigonelina demetilase mostrou melhor atividade com pH 8,0 ¢ 2 30°C (Fig. 13A-B).
A atividade de tngonelina demetilase em café foi baixa, mas préxima aos niveis detectados
por Taguchi & Shimabayashi (1983) em tecidos de vérias plantas, como gemas de alfafa,
folhas de bambu, sementes de ervilha, gemas de soja e frutos de pimentfio com valores
variando de 0,057 (alfafa) até 0,76 nmoles de acido nicotinico/h.mg proteina (pimentdo).
Cebola (bulbo) e aciculas de Pinus apresentaram os maiores valores, de 1,99 e 5,57,
respectivamente. A enzima nio foi detectada em trevo, folhas de ervitha e broto de beterraba.
Pelos dados da Fig. 13C, onde utilizou-se pH 8,0 e 30°C, os valores observados foram
aproximadamente 0,10 - 0,13 nmoles de 4cido nwotinico/h.mg proteina

Taguchi & Shimabayashi (1983) também investigaram a enzima em tecidos de animais
e utilizaram figado de sapo para sua caracterizagdo. Determinou-se que o melhor pH para a
enzima era 8,5 ¢ um ky, de 2,77 mM. A enzima foi inibida por metais como Fe e Hg. Certa
inibicio também foi observada com 2-mercaptoetanol, razio pela qual ndo o incluimos em
nossos ensaios. Para as sementes de café agui estudadas, determinou-se k,, de 1,129 mM ¢
Vmax de @,157lhmo1es acido nicotinico / hung proteina.

”i;ﬂgane}i:na, fi:metﬂase aumentou durante as primeiras semanas de germinacgio,
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tendendo a estabilizar nas dltimas semanas (Fig. 13C), o que de certa forma é consistente com
a estabilizacdo da concentracic de trigonelina e acido nicotinico nas semanas finais de
germinacfo. Esta medidas foram feitas com as serentes inteiras, sem distingfio entre partes
proximal e distal. Assim, sementes da 5° ¢ 6° semanas do experimento de determinaciio de
trigonelina, acido nicotinico ¢ NAD (Figs. 6, 7 e 8) foram utilizadas para a determinaciio de
trigonelina demetilase em suas porcdes proximal e distal (Tabela 1), Neste caso pdo foi
removido o embrido.

Os dados mostram ndo existirem diferencas entre as partes proximal ¢ distal nas duas
semanas estudadas, mas como mostrado anteriormente, existe aumento de uma semana para
outra. £ curioso notar que se 0 embrifio desempenhasse um papel importante na degradacio de
trigonelina, deveria haver diferencas enire as porgdes proximal ¢ distal No entanto, pode-se
argumentar que se as medidas de atividades tivessem sido feitas em seranas anteriores, talvez
isto pudesse ter sido observado. Porém, os dados do contetido de trigonelina durante a
germinagdo (Fig. 6) mostram que houve queda do alcaldide em ambas as porgdes e com
padrio bastante semelhante. Apesar do endosperma ser um tecido praticamente morto (Lopes
& Larkins, 1993), pode existir a possibilidade da presenca de enzimas, como € observado para

polifencloxidase (Amorim & Melo, 1991).
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Tabela 1. Atividades de irigonelina demetilase {umoles de acido nicotinico/h.mg proteina)

nas porgdes distal e proximal de sementes de café na quinta e sexia semana de germinacéo.

5% Semana 6 Semana
Proximai 0,147 + 0,001 0,164 + 0004
Distal 0,134 + 0,001 0,166 + 0,008
Media 0140 B 0,165 A

Médias de trés repeticbes. {letras diferentes indicam significlncia estatistica a P <
0,05
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CONCLUSOQES

A trigonelina € degradada durante o transcorrer do processo de germinacio da semente
de café, sendo definitivamente utilizada para a formaciic de NAD. Os dados comparativos de
trigonelina enddgena e marcada com "C, no entanto, indicam que durante a germinacio da
semente de café também ocorre sua sintese ja nos primeiros dias de germinagfio, paralelamente
a sua degradacfo, havendo uma renovacio constante da concentragdo deste alcaléide. Desta
forma, apesar dos dados mostrarem claramente um provavel papel para trigonelina durante a
germinagio, eles nfo explicam porque ela ¢ sintetizada e o seu nivel mantide nos tecidos da
planta.

Acido nicotinico, assim como trigonelina, ¢ degradado também, e sua baixa
radioatividade indica uma rapida conversio a NAD.

Quanto & cafeina, os dados aqui apreseniados nfic permitem concluir sobre sua
participag@o como fornecedora de N durante a germinacfio da semente de café. O fato de haver
liberagfio acentuada para o meio, coincidindo com a queda da concentracfio na semente, Jogo
seguiéc; de aumento (sintese), sugere que se tem algum papel, este € pequeno. Estudés COIn
folhas mostram que cafeina tem baixa taxa de degradaco. Assim, em sementes germinando €
provavel gue 0 mesmo ocorTa.

A enzima trigonelina demetilase foi detectada pela primeira vez em café. A enzima
teve baixa atividade in vitro, mostrando maior atividade em pH 8,0, temperatura tima de

30°C e kn, de 1,129 mM e Vmax de 0,157 nmoles acido nicotinico/h.mg proteina.
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ABSTRACT

Endosperm is the main reserve tissug in coffes seeds. Coffee (Coffea avabica L.) seeds were germinated jor six weeks
and gqudditative amd quartitative changes in amino acids and proteins were frvestigated The total cortent of free
amine acids weve reduced during germinatior, however, protein content vemained constant. SDS-PAGE profiles
showed that legumin-like proteins became less stained in the last weeks. Asporagine, ghaomic acid aspartic acid
dlanine and lysing were the major free aming acids, although serive and glutamine were also significans. Except for
tyrosine, which increased with germination, all other amino acids were reduced. Analysis of the amino acid
composition of the total soluble protein showed glutamic acid/glutamine and glycine as the main amino acids.
However, other aming acids such as leucine, aspartic acidlasparagineg, dlanine, lysine, serine were also found in
reasonable @mounils.

Key words: Amino acids; Coffea arabica; endospern; germination; protein; sesds

INTRODUCTION other species (Elmore and Paul, 1980,
Garcia-Agustin -~ and  Primo-Millo, 1989;

In seeds, proteins accumulate in organelies called Garcia-Agustin and Primo-Millo, 1990; King and

protein-bodies, being isolated from uncontrolled Gifford, 1997; Srivastava ef al., 1997).

proteolysis by proteinases. Upon germination, by More than 95% of dry mass of the coffee
action of endo and exoprotemnases, small peptides seed is endosperm tissue and besides galactomanan
and amino acids generated by cleavage of the and lipids, which account approximately for 30%
storage proteins may remain in the storage tissue or and 10%, respectively, proteins are present in

transiocated to the developing plant (Callis, 1993). considerable amount, averaging 10-14% m Coffea
Because they are destined for food use most of the arabica (Clifford, 1985). Amino acids (~0.5-2%),

studies concerning protein composition have been caffeine (~1.2%) and trigonelline {(~1%) are other
carried out in seeds of cereals and legumes, such as nitrogenous compounds found in the coffee seeds.
wheat, maize, soybean, rice and beans {Payme, Although proteins may contribute to the
1986). In legumes, seed proteins accumulate in the development of the flavour of the coffee beverage,
cotyledon, while endosperm is the main storage knowledge of their composition is rather scarce.
organ in cereals. The main storage proteins in Electrophoretic profiles were studied by a few
Jegumes are globulins, whereas cereal grains are authors (Centi-Grossi ef al, 1969; Amorim and
rich in prolamines and glutelins (Payne, 1986; Josephson, 1975; Bade and Stegemann, 1982;
Mimtz, 1998). Luthe, 1992; Ludwig et al., 1995). In a preliminary

Protein mobilization during seed study, Centi-Grossi ef al. (1969) made an attempt
germination is well documented mostly for legumes to discriminate species according to the

and cereals (Derbyshire e al., 1976; Callis, 1995; electrophoretic profile of the albumin fraction
Chiou ef al., 1997; Ferreira et ¢l., 1995; Miintz, extracted from coffee seeds. Bade and Siegemann
1998) although information is also available for {1982) analyzed proteins from seeds of different

* Corresponding author
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coffee species aiming differentiate them according
to the profiles obtained with several eletrophoretic
systems. Armorim ef al. (1975} tried to correlate
electrophoretic protein profile of coffee seeds with
the quality of the beverage. Luthe (1992) analyzed
the protein profiles of several dicotyledoneous
species, mcluding C. arabica. Two main bands
were observed in denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and because of therr
resemblance to the molecular weight of the acidic
(a) and basic (b) subunits of legumins, the author
classified them as components of legumin-like
proteins. Using SDS-PAGE and gel filtration to
determine the molecular weight of the native
proteins we have observed that each band is
probably composed of six subuniis, supporting
Luthe’s suggestion (Bau, Mazzafera and Santoro,
unpublished  data). Ludwig e al {1995
fractionated solible proteins of coffse seeds
according to the classification of Osborne (1924)
observing the presence of albumin (15%) and
globulin (85%) type proteins. Two main bands
were also observed in SDS-PAGE gels. Recently,
Acufia ef al. (1999) confirmed 118 proteins as the
main storage proteins in coffee seeds.

Most studies on coffee germination have
dealt with preservation of the seed viability (Ellis ef
al., 1990) and to our knowledge, only two followed
compositional changes during the process, in which
the biological role of caffeine was investigated in
germinating coffee seeds (Friedman and Waller,
1983; Baumann and Gabriel, 1984). In this paper
we have examined the quantitative and qualitative
changes of proteins and amino acids during the
germination of coffee seeds.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and germination: Seeds of C.
arabica cv. Mundo Novo were obtained from
mature fruits from a tree growing locally. The fruits
were manually depulped and afier 48 h the seeds
were rubbed against each other and rinsed with
water several times until the mucilage adhered to
the endocarp was removed. Then they were left to
dry at room temperature (25-28°C) t0 a moisture
content of 12% and the endocarp manually
removed. Only seeds flat on one side and curved on
the other were kept. Seeds displaying any visible

damage were discarded. Germination of these seeds
i the conditions described below was 100%.

Seeds positioned with the flat side facing
down were germinated in Petri dishes with water
soaked filter paper at 20°C and in the dark. Every
second day, the seeds were transferred to new Petri
dishes and seeds showing any contamination by
microorganisms were removed.

Amnalyses: During six weeks 30 seeds were sampled
each time from the Petri dishes and used for the
analysis. Dry seeds were also amalyzed. Afier
drying at room temperature (25-28°C) for a week,
reaching on average a moisture of 10%, the seeds
were sliced into thin layers, transferred to
Erlenmeyer flasks containing 100 mi hexane and
defatted at room temperature for two days o a
rotatory shaker, The hexane was removed by
leaving the seads for several hours in 2 fume hood.
Then they were finely grommd to a powder in a ball
il

Proteins were extracted in a mortar with a
pestle (4°C) with 100 mM sodium borate buffer,
pH 8§,0, containing 50 mM diethyidithiocarbarmic
acid, 50 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0,3
M sodium chloride, 2% ascorbic acid, in a
proportion of 200 mg / 3 mi The extract was
centrifuged and the pellet re-extracted with the
same buffer. The supernatants were pooled and the
protein  concentration determined using a
ready-to-use BioRad reagent (Bradford, 1976).
Electrophoretic protein profiles were obtained by
subjecting reduced proteins to discontinuous .
SDS-PAGE (Laemmli, 1970), with 17% of
acrylamide in the main gel. Proteins were stained
with Coomassie Brilliant Blue R. -

For the determination of the amino acid
composition of the soluble proteins of the coffee
seeds, powder of ungerminated seeds was extracted
three times with borate buffer, as described above,
and precipitated with (NH.S0; (20-80%
saturation). The proteins were dialyzed against
deionized water (4°C, 24 h and 4 changes), and
hydrolyzed with 6 N HCl at 105°C for 24 h. The
extract was dried, solubilized in a small volume of
deionized water, filtered (0.2 mm) and used for the
determination of the amino acid composition by
high-performance fiquid chromatography (HPLC)
with fluorescence detection (Jarret ef of, 1986}
Free amino acids were extracted from the seed



powder (30 mg / Z ml} wih
methanol-chloroform-water - 12:5:3, viv/v (Bielesk
and Turner, 1966). The exiracts were lef} one week
at 4°C, with occasional agitation. Then 0.5 mi
chloroform and 0.75 mi of distilled water were
added and the exivact agiiated vigorously. After
quick centrifugation for separation of phases,
alignots  were taken from the  upper
methanolic-agueous phass, dried with a W2 stream,
solubilized in deionized water, fillered in 0.2 um
fiters and used for quantitative {Cocking and
Yemun, 1954) and qualitative deferminations in
HPLC (Jarret ef al, 1986).

Except for the determination of amino acid
composition of coffee proteins, for which two
replicates were made, ail other data presented are
means of four replicates.

RESULTS

Radicle protrusion started afier two weeks the seeds
were put to germinate in Petri dishes. At the end of
the experiments the roots were on average two
centimeters long. They were separated and not
considered for analysis. Since germination was
carried out at 20°C, in the last sampling the
cotyledonary leaves were still poorly developed
inside of the seeds. Therefore, at this stage, the
main tissue was still endosperm. Optimum
temperature for coffec seed germination has been
found to be between 25-30°C (Baumamnn and
Gabriel, 1984; Ellis et al., 1990).

During the first two weeks of germination,
the total amino acids content was reduced in the
germinating coffee seeds (Table 1). During the 3°
and 4% weeks, the levels were restored to those of
ungerminated seeds, followed by a marked decrease
during the two last weeks. The total protein content
followed the same pattern of the amino acids until
the 4™ week. However, in the 5™ and 6™ weeks, the
content was increased (Table 1).

Qualitative analysis of ungerminated seeds
showed, in descending order, that asparagine,
glutamic acid, aspartic acid, alanine and lysine
were the major free amino acids (Table 2). Serine
and glutamine were also found in considerable
amounts, These amino acids represented
approximately 80% of the total amino acids
detected during the whole sampling period. Similar
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to the colorimetric determinations, the sum of the
amino acids detected by HPLC showed a decrease
with germination, however, in this case, this was
observed since the first week. Tyrosine and
glitamine were exceptions, since there was an
increase of the first, while the second showed at the
6" week similar content of ungerminated seeds,

Table 1. Total free amino acid and soluble
protein  contents of coffee seeds  during
germination.

(Germination time {weeks)”
g 1 2 3 4 5 6

Aminge Acids (mg/g)

52 80 78 97 88 62 54
(0.5 (G.1y (6.2y 0.1y (05 0.1y (0.5
Proteins (mg/g)

659 651 630 651 626 661 655

0.9 (1.8) (1.0) 24 (1.6 (3.6 (1.2

? Data are means of four replicates. Numbers in
parenthesis are standard errors.

Table 2. Free amino acids variations during
germination of coffee seeds.

Amino Germination time (weeks)’

Acid 0 i 2 3 4 5 5
Asp 15 22 14 20 19 09 058
Glu 20 12 1.1 16 14 09 04
Asn 23 16 14 13 16 04 02
Ser 67 06 07 07 09 06 03
Gin e 03 04 02 06 05 04
His 62 061 01 ¢1 02 01 G1
Gly 01 01 01 01 01 01 61
Thr 01 01 02 01 061 61 41
Arg 03 02 62 03 03 04 01
Ala 1.1 08 11 12 08 05 04
Tyr 04 06 09 08 06 05 05
Met 03 062 02 02 02 062 61
Val 0.2 02 03 03 02 02 01
Phe 05 903 03 02 02 61 01
Iso 02 02 02 02 01 01 61
Leu 62 902 02 92 01 01 41
Lys 1.1 06 05 05 06 06 05
Total 12 95 92 93 99 61 40

*Means of four replicates. Standard errors were
not higher than 20% of the mean values.



Fig. 1A shows an electrophoretic profile of proteins
extracted from ungerminated seeds deffated with
hexane in a Soxhlet apparatus for 24 h. Two main
bands corresponding to 23.9 and 357 kDa
predominated. These proteins are also seen in Fig.
18, which shows electrophoretic profiles of
germinating seeds, however, the gel lacks definition
probably because seeds in this case were deffated
with hexane at room lemperature and not In a
Soxhlet apparatus. This was done because these
samples were also used for amino acids extraction
and heating could change their composition (Armold
and Ludwig, 1996).

Although total protein content showed little
variation (Table 1), electrophoretic profile showed
significant alterations (Fig. 1B). During the
germination, the 23.9 and 357 kDa bands
decreased in intensity (indicated by arrows m lane
0) and proteins with low molecular weights were
more stamed or started to be visble only at later
stages of germination. However, the most
noticeable observation in the protein profile was a
strongly stained band of approximately 30.5 kDa
observed at the 4 week (indicated by arrow). This
band could be already seen in extracts from the 3®
week, however, at week 57 it became very faint.
Since this band was observed in all four replicates,
contamination by microorganisms was ruled out as

a possibility.

A B ¢ 1% 2™ 3% &° s

Fig. 1. Electrophoretic profile of proteins extracted
from {A) ungerminated seeds deffated with hexane
in a Soxhlet apparatus for 24 h and (B) germinating
seeds deffated with hexane at room temperature.
Numbers at left indicate molecular markers (kDa).

Glutamic acid/glutamine and glycine were the
major amino acids of the coffee seed proteins (Fig.
2). However, amino acids such as leucine, aspartic
acid/asparagine, alanine, Iysine, serine were also
found in reasonable amounts. Compared with the
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most abundant free aming acids and week § (Table
2}, only glyeine and leucine were not common.

DISCUSSION

Proteins constitute the major nitrogen reserve in the
coffee seeds, representing approximately 60 % of
the total nirogen (Chifford, 1985). For other
nitrogenous compounds, such as caffeme, there is
no proof of is significance as a nifrogen storage
molecule in coffee (Baumann and Gabriel, 1984
Suzuki and Waller, 1986; Mazzafera, 1590).

SDS-PAGE profile of proteins of coffes
seeds showed the two main bands previously
observed by other authors (Bade and Stegemarnn,
1982; Luthe, 1992; Ludwig er al., 1995; Acufia ef
al., 1999}, During germination there was a decrease
of these bands indicating that they were hydrolvzed.
However, total protein content, as indicated by the
colorimetric estimates did not show significant
aleration. This may be explained by the
appearance of small polypeptides, as degradation
products, as well as by the synthesis of other
proteins. In therr study on the physiological role of
caffeine, Baumanm and Gabriel (1984) observed
reduction of proteins in the coffee seeds. However,
as these authors presented the data per seed fresh
weight, they are not comparable with those
presented here,

Moles of Amino Acids

Fig. 2. Amino acid composition of total scluble
coffee seed proteins.

The amino acid composition of the total protein



fraction of ungerminated coffes sesds obtained in
this study is in agreement with a previous study
{Ludwig ef ai., 1995). The same was observed for
free amino acids (Clifford, 1985; Arnold and
Ludwig, 1996}, although the lysine contents
determined here were a litle higher. However,
depending on the seed origin, lysine content may
vary significantly (Arpold and Ludwig, 1996).

Seed storage proteins are rich in
asparagine and glutamine, which have higher
proportion of nitrogen in the molecule (Payne,
1986). Unfortumately, the acid-hydrolysis used for
the determination of the amino acid composition of
the proteins of coffee seeds did not aliow
differentiation between these amino acids and their
acidic forms, since glutamine s converted into
glutamate. The composition of the total seed protein
showed the predominance of ghatamate
representing 16% of the amino acids. Assuming
that most of the glutamate detected was in fact
ghitamine, one might expect increase of free
glutamine during germination. However, for this
amino acid as well as for asparagine it was
observed a decrease for the whole germination
period. In spite of that, it is interesting to observe
that asparagine was the major free amino acid in
ungerminated seeds and that there was an increase
of aspartate in the first four weeks. As asparagine
and glutarnine are the main amino acids transported
in coffee seedlings (Mazzafera and Gongalves,
1999), it is probable that glutamine generated by
hydrolysis of storage proteins is either translocated
to the seedling or converted to asparagine, by
nitrogen transfer to aspartate. Other possibility is
that these amino acids are used for the synthesis of
new proteins.

Endosperm is the storage tissue in coffee
seeds. In mature seeds a small embryo is situated
near one end of the curved side of the seed. Upon
germination, the cotyledonary leaves develop inside
of the seed, occupying the space released by the
inner part of endosperm as the reserves are
hydrolyzed. Since in viable seeds there is a close
contact between endosperrn and embryo cells
(Dentan and lily, 1985; Begnami, 1998), it is
expected that nutrients migrate from one to the
other. Under optimal germinating conditions, the
cotyledonary leaves expand out of the endosperm
after 7-9 wesks, when the endosperm reserves are
almost entirely exhausted. At this stage, the
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cotyledonary leaves are almost fully developed in
size, indicating that their growth inside of the seed
was supported by the endosperm reserves. Released
cotyledons are green and become a nutrient source
for the developing leaves.

The majority of the studies on protein
mobilization in germinating seeds was caried out
in legumes and cereals (Derbyshire er al, 1976
Bewley and Black, 1994; Callis, 1993}, In Jegume
seeds, which have cotyledons as the main storage
tissue, following protein hydrolysis, it is observed
an increase of the amino acid contents, which in
turn are transported to the growing seedling In
many species the endosperm grows rapidly in the
early stages of seed formation, becoming senescent
before maturity, since it is used as food source
during seed development (Payne, 1986). In cereals,
as well as in coffee, endosperm: continues o
develon and becomes the major reserve tissue of the
seed. However, differently of coffes, in cereals the
endosperm rteserves are hydrolyzed very rapidly
during germination in order to guarantee seediing
establishment.

Depending on the plant species the embryo
is not necessary for the protein breakdown since
some studies showed proteolytic activity in excised
endosperm seeds (Harvey and Oaks, 1974; Adams
and Novellie, 1975). This indicates that protemases
synthesized during seed maturation are stored and
become active on germination. In some cases,
activation follows degradation of protemase
inhibitors (Callis, 1995). However, for many plant
species proteinases are de novoe synthesized during
germination (Rogers ef gl., 1985; Mitsuhashi and
Minamikawa, 1989; Cervantes er al, 1994).
Evidence from angiosperm and gymmosperm
species support this as a general mechanism for
most of the plant species (Shutov and Vainiraub,
1987; Callis, 1995).

Apparently, manans and lipids in the
coffee endosperm are hydrolyzed by enzymes
excreted by the cotyledons, since mobilization of
these reserves seems to start from the embryo
positioned in one side of the seed (Ouguerram,
1989). Ultrastructural analysis of dry coffee seeds
showed that the endosperm and cotyledons are rich
in protein bodies (Dentan and Illy, 1985; Begnami,
1998). However it is not known if during
germination proteinases are released by the embryo
or if they are already present in the endosperm cells.



Questions like this and others regarding proteinases
action are under investigation in our laboratory in
order to know how proteins are mobilized during
the germination of coffee seed.
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RESUMO

Endosperma é ¢ principal tecido de reserva em
sementes de café. Sementss de caR (Coffes
arabico L)) foram germinadas por seis semanas e
as alteracBes qualitalivas e quantitativas de
aminodcidos e protefnas foram investigadas. O
comteido total de aminodcidos livres reduziu
durante a germinagdo, no entanto, o conteldo de
proteinas  permaneceu  constante.  Perfis
eletroforéticos de proteinas em SDS-PAGE
mostraram que proteinas do tipo legumina foram
menos coradas nas dltimas semanas. Asparagina,
4cido glutdmico, acido aspértico, alanina e lisina
foram os principais aminodcidos, apesar de que
serina ¢ glutamina também estavam presentes em
quantidades significativas. Exceto tirosina, a qual
aumentou durante a germinacdo, todos os outros
aminoacidos tiverarn reduglio em sua concentracio.
A andlise aminoacidica da fragio de proteina
solivel total mostrou que acido
ghitdmico/glutamina e glicina eram os principais
aminoacidos presentes. No emanto, outros
aminodcidos, tais como  leucina,  dcido
aspartico/asparagina, alanina, lsina ¢ serina,
também foram encomtrados em quantidades
expressivas.
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