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RESUMO

A producdo de mudas vigorosas de café depende da semeadura de sementes de qualidade, a
qual é afetada pelas operagdes durante o cultivo e a pds-colheita. A avaliacdo da qualidade
destas sementes é realizada por testes fisiologicos e pode ser complementada pela
determinacdo do perfil proteico, por meio de eletroforese ou quantificacdo por
espectrofotometria. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia da qualidade fisioldgica
e o teor de &gua das sementes no perfil proteico de sementes de café. Foram utilizados dois
lotes de sementes de Coffea arabica L., cultivar Topazio MG 1190, sendo um da safra de
2017 e outro de 2018, submetidos a secagem em silica em gel até atingirem os teores de agua
de, aproximadamente, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40% bu. ApoOs a secagem, as sementes foram
submetidas a avaliacdo da qualidade, por meio do teste de condutividade elétrica, de
germinacdo, de tetrazolio, associando os resultados das analises proteémicas e quantificacdo
por espectrometria de placas em sementes liofilizadas e n&o liofilizadas. A redugao do teor de
agua ndo afeta a germinacéo e a viabilidade de sementes de café recém-colhidas, mas propicia
a reducdo do vigor e da armazenabilidade. Teores de agua acima de 30% bu influenciam no
perfil proteico e enzimatico das sementes de café ndo liofilizadas. O processo de liofilizacdo
das sementes de café permite melhor resolucdo na determinagcdo do perfil proteico e
enzimatico. A eletroforese de isoenzimas e a quantificacdo por espectrofotometria séo
técnicas complementares.

Palavras-chave:  Coffea  arabica L. Liofilizagdo.  Isoenzimas.  Eletroforese.
Espectrofotometria.



ABSTRACT

The production of vigorous seedlings that guarantee the successful establishment of a coffee
field depends on the use of high-quality seeds, which is affected by operations during
cultivation and postharvest. The quality evaluation of these seeds is performed by
physiological tests and can be complemented by the determination of the protein profile by
electrophoresis or quantification by spectrophotometry. This study aimed to evaluate the
influence of the physiological quality and the seed water content on vigorous seedlings that
guarantee the successful establishment of a coffee field depends on the production of high-
quality seeds the protein profile of vigorous seedlings that guarantee the successful
establishment of a coffee field depends on the production of high-quality seeds. Coffea
arabica L. seeds from the 2017 and 2018 crop, belonging to the cultivar Topdzio MG 1190
were used. The seeds were dried in silica gel until reaching water contents of approximately
12, 15, 20, 25, 30, 35 and 40% bu. After drying, the seeds were subjected to quality
evaluation by the following methods: tetrazolium electrical conductivity, germination test,
proteomic analyzes and quantification by plaque spectrometry in lyophilized and non-
lyophilized seeds. The reduction in the water contents did not affect the germination and
viability of freshly harvested coffee seeds. However, it cased reductions in the vigor and
storage. Water contents above 30% bu influenced the protein and enzymatic profile of non-
lyophilized coffee seeds. The lyophilization process of the coffee seeds allowed a better
resolution in the determination of the protein and enzymatic profile. Moreover, isoenzyme
electrophoresis and spectrophotometric quantification can be considered complementary
techniques.

Keywords: Coffea arabica L. Lyophilization. Isoenzymes.  Electrophoresis.
Spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira tem destaque no cenario agricola em razdo da importancia
econbmica e social. Coffea arabica L. apresenta um bom desenvolvimento em condicdes de
clima ameno, sendo cultivada em regies de altitude entre 600 a 1000 m, e € um arbusto
perene pertencente & familia Rubiaceae. Apresenta grande aceitacdo pelos cafeicultores e
consumidores, principalmente pela qualidade da bebida. O Brasil destaca-se mundialmente
como o principal produtor (CECAFE, 2019), com uma produco estimada de 48,99 milhdes
de sacas para safra de 2019, obtidas em uma &rea de 1.812 milhdes de hectares (CONAB,
2019).

A obtencdo de mudas na cafeicultura baseia-se na utilizacdo de sementes. Um dos
problemas enfrentados pelos produtores de café encontra-se na fase de propagacdo, sendo
observados frequentes relatos pelas suas limitagbes quanto aos efeitos negativos no
armazenamento para a conservagdo das sementes, com perdas no seu poder germinativo
(ABREU et al., 2014) e no vigor (COELHO et al., 2015). De acordo com Ellis et al. (1990),
as sementes de Coffea arabica L. sdo classificadas como intermediarias, devido a baixa
tolerdncia ao armazenamento sob baixas temperaturas, e relativa tolerancia a perda de agua,
até teores proximos de 10% de umidade.

A alta qualidade inicial das sementes é essencial para formacdo de mudas de
qualidade, e essa pode ser afetada por fatores como teor de agua das mesmas, condicdes
ambientais, dentre outros, durante as fases da producdo e da poés-colheita. Eles podem
contribuir para 0 aumento dos processos deteriorativos que induzem a formacgéo de radicais
livres, degradacdo enzimatica e inativacdo, reducdo da atividade respiratoria e perda da
atividade da membrana celular (VIDIGAL et al., 2009; SHARMA et al., 2012; COELHO et
al., 2017a; ABREU et al., 2018).

A deterioracdo das sementes pode ser detectada por alteracdes em perfis enzimaticos,
por meio de andlise da expressdao dos sistemas antioxidativos (DUSSERT et al., 2006;
SHARMA et al., 2012; COELHO et al., 2015; COELHO et al., 2017a; ABREU et al., 2018).
Enzimas como a catalase, a superdxido dismutase e a peroxidase, atuam como removedoras
de radicais livres e estdo envolvidas nos sistemas de protecdo contra a deterioracdo. A
glutamato oxaloacetato transaminase participa no metabolismo do nitrogénio, fundamental no
metabolismo proteico, germinacdo e durante todo o ciclo de vida da planta. A endo-p-

mananase esta ligada a degradacdo das membranas, e em sementes de café, estd envolvida na
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degradacdo de mananas no processo da germinacdo, resultando no enfraguecimento das
paredes celulares do endosperma e promovendo a protusdo radicular (SILVA et al., 2004). As
proteinas tipo LEA sdo acumuladas durante os estagios tardios de desenvolvimento das
sementes (GRAETHER; BODDINGTON, 2014), e estdo relacionadas aos mecanismos de
protecdo contra danos causados pela remocdo de &gua, a partir de tecidos de plantas
(TUNNACLIFFE et al., 2010), e indica tolerancia & dessecacdo para alguns organismos
(VIDIGAL et al., 2009).

Assim, a perda da qualidade das sementes em relacdo ao desempenho fisiolégico pode
ser identificada pelos sistemas enziméticos, que podem funcionar como marcadores da
qualidade ou da deterioracdo. No entanto, os resultados da avaliacdo do perfil proteico, ou
determinacdo da atividade enzimatica em sementes, nem sempre Sd0 consistentes com a
qualidade fisiologica das sementes, quando realizados por meio da expressdo em gel de
eletroforese, da expressdo génica em PCR em tempo real, ou, por métodos de quantificacéo,
havendo indicios de que o teor de 4gua das sementes pode também influenciar nesta relacéo.
Nesse contexto, o objetivo nesta pesquisa foi avaliar a influéncia da qualidade fisioldgica e o

teor de agua das sementes no perfil proteico de sementes de café.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sementes de café

A espécie do género Coffea compreende um grupo de plantas caracterizado por frutos
constituidos de uma dupra elipsoide, que possuem exocarpo (casca), mesocarpo (mucilagem)
e 0 endocarpo coriaceo (pergaminho). O exocarpo tem a coloracdo variada em funcdo da
cultivar utilizada, podendo ser vermelho ou amarelo, na fase madura do fruto. Cada fruto
contém dois locus e duas sementes.

Segundo Rena e Maestri (1986) as sementes sdo plano-convexas, elipticas ou ovais,
sulcadas longitudinalmente na face plana, sendo constituida de embrido, endosperma e o
espermoderma ou pelicula prateada. As sementes de café arabica apresentam teores entre 55 a
65,5% de carboidratos; 8 a 11% de &cidos, entre 0s quais se destacam: acido citrico, malico,
clorogénico, acético, butirico e valérico; 1 a 3% de lignina; 15 a 18% de lipideos; 11 a 15% de
compostos nitrogenados; 8,5 a 12% de proteina; 0,8 a 1,4% de cafeina; 3 a 5,4% de minerais
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

De forma geral, as sementes de café inicialmente foram classificadas como
recalcitrantes (KING; ROBERTS, 1979), posteriormente, ortodoxas (ROBERTS; KING;
ELLIS, 1984). Atualmente, as sementes sdo classificadas como intermediarias (ELLIS et
al.,1990) por apresentarem uma relativa tolerdncia a secagem em comparacdo as
recalcitrantes, mas ndo resistem a uma extrema perda de agua e sdo sensiveis a baixas
temperaturas.

As sementes de café apresentam perda da qualidade em um curto periodo de tempo,
ndo mantendo qualidade fisiol6gica apds seis meses apds o armazenamento, com reducdo do
poder germinativo e vigor (ARAUJO et al., 2008; COELHO et al., 2015). Coelho et al.
(2015), ao avaliarem alterac@es fisioldgicas e bioquimicas em sementes de café secadas em
silica gel e solugdes salinas saturadas, verificaram efeito prejudicial no vigor das sementes de
café ap6s quatro meses de armazenamento em camara fria. Resultados semelhantes foram
encontrados por Nasiro et al. (2017), ao analisarem o tempo de armazenamento em sementes
de Coffea arabica L., nos quais verificaram diminuicdo na germinacdo das sementes apds
cinco ou seis meses de armazenamento.

Dessa forma, a formacdo de mudas do cafeeiro é afetada pela deterioracdo das

sementes. Diante desse contexto, estudos visando a determinacdo do perfil proteico em
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sementes de café sdo de grande importancia para o conhecimento dos processos metabolicos

atuantes nessas sementes associadas com o desempenho fisioldgico.

2.2 Danos no metabolismo de reserva das sementes

Para a germinacdo das sementes, os lipideos sdo fontes de energia eficiente, assim
como possuem também, funcéo de reversa e estrutural. As lipases hidrolisam os triglicerideos,
formando glicerol e &cidos graxos, parte transformada posteriormente em acucar, liberando
energia para a germinagdo. Os lipideos sdo constituintes essencias de membranas celulares e
sua organizacao afeta diretamente os processos fisiologicos das sementes (MARCOS-FILHO,
2015).

Um dos fatores da predisposicdo a deterioracdo das sementes se relacionada aos
lipideos, devido a sua instabilidade quimica, como a hidrélise enzimatica, peroxidagdo e a
autoxidacdo. Essas alteracdes promovem além da decomposicdo dos lipideos, a ocorréncia de
uma série de reacbes que originam produtos potencialmente toxicos, degeneracdo dos
componentes de membranas com alteracBes em lipideos de reserva (SANTOS et al., 2013;
ABREU et al., 2018).

A principal causa da deterioracdo das sementes é a peroxidacdo de lipideos, que
consiste na producdo de radicais livres, hidroperoxidos e produtos secundérios mediante a
acdo de enzimas oxidativas como as lipoxigenases. Este processo atua em fosfolipideos
componentes de membrana e em lipideos armazenados, causando danos em membranas
celulares e outros compostos celulares. A autoxidacao lipidica ocorre em todas as células, mas
predomina em sementes com teores de &gua baixos, proximos a 6%. O mecanismo de
peroxidacdo lipidica também € dependente do teor de 4gua das sementes. Em sementes com
teor de agua entre 6 a 14% a peroxidacao lipidica € minima, enquanto que com teores de agua
proximos ou acima de 14% tem-se maior peroxidacdo lipidica, estimulada pelas enzimas
hidroliticas, como lipoxigenases (McDONALD, 1999; MARCOS-FILHO, 2015).

A peroxidagdo lipidica é danosa para as sementes devido a formacdo dos radicais
livres, hidroperdxidos e varios produtos secundarios. Por outro lado, as sementes podem ser
protegidas pela acdo de mecanismos enzimaticos, assim como a acdo de antioxidantes.
Portanto, 0s mecanismos enzimaticos promovem a diminuicdo desses efeitos danosos ou até

sua anulagdo em sementes.
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2.3 Processo oxidativo em sementes

A deterioracdo das sementes conduz a um processo irreversivel iniciado por eventos
bioquimicos, reducdo da velocidade de germinagdo, danos de membrana, reacdes de
biossintese, aumento de plantulas anormais e morte das sementes (MARCOS-FILHO, 2015).
Neste sentido, é de fundamental importdncia o conhecimento sobre essas alteragdes que
constituem a perda de algumas funcGes de membranas e enzimas (BILAL; ABIDI, 2015).

Em geral, a perda da qualidade das sementes pela deterioracdo inicia-se com
ocorréncias no campo como, descréscimo da porcentagem, velocidade e uniformidade da
emergéncia das plantulas e durante os processos na pos-colheita, como processamento,
secagem e armazenamento. As sementes deterioradas apresentam elevada relacdo da taxa
respiratoria, e eventualmente perda do poder germinativo (BILAL; ABIDI, 2015).

Anédlises bioquimicas podem ser realizadas para avaliar a qualidade das sementes
permitindo identificar os sistemas enzimaticos, atuando como marcadores de qualidade ou de
deterioracdo. A partir de resultados destas analises é possivel avaliar as alteracdes
proporcionadas pela deterioracdo e as relacionar com os perfis enzimaticos atuantes no
processo respiratorio, peroxidacdo de lipideos e remocdo de radicais livres (TIMOTEO,
2011). Pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando estudar a deterioragdo de sementes de
café por meio dos perfis enzimaticos da superdxido dismutase (SANTOS et al., 2014), da
endo-pB-mananase (FREITAS et al., 2017), da catalase e da alcool desidrogenase (ABREU et
al., 2018).

Os sistemas enzimaticos removedores de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
podem se constituir como marcadores de qualidade das sementes para melhor entendimento
da perda da qualidade delas. Os radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos com um ou
mais elétrons ndo pareados, altamente reativos e causam danos profundos em varias
atividades celulares. As espécies reativas de oxigénio tém capacidade em danificar as células
vegetais devido as formas mais comuns altamente reativas como: perdxido de hidrogénio
(H202), radical hidroxila (OH) e anion superéxido (O2) (MITTLER, 2002; GILL; TUTEJA,
2010; TATONE et al., 2010).
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2.4 Sistemas enzimaticos e proteinas resistentes ao calor

Durante o0s processos de pos-colheita, como o0 processamento, secagem e
armazenamento, as sementes podem ser submetidas a diversas condicGes de estresse, que
proporcionam a formacédo de oxigénio singleto e outros radicais livres, fazendo-se necessario
a remocdo desses radicais presentes nas células pela acdo das enzimas antioxidantes
(BERJAK, 2006; DUSSERT; ENGELMANN, 2006).

Os radicais livres em concentracdes elevadas nas células, comprometem a
funcionalidade das membranas, provoca a peroxidacdo de lipideos e a degradacdo de acidos
nucleicos (GREGGAINS et al., 2000), promovendo o aumento da deterioracdo das sementes
e, consequente perda da qualidade. As enzimas antioxidantes asseguram o controle da agédo
desses radicais livres.

As principais enzimas que atuam em conjunto neste processo antioxidante séo a
catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD) e a peroxidase (PO) (BARBOSA et al., 2014).
A enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) é a primeira a exercer controle das
espécies reativas de oxigénio, convertendo o radical superéxido (O2") em perdéxido de
hidrogénio (H20) e oxigénio (O2) (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL et al., 2015). A SOD é
uma metaloproteina, apresentando trés grupos de acordo com o componente metélico de seu
ativo (cofatores): Fe-SOD (cloroplasto), Mn-SOD (mitocondria e peroxissomo) e Cu/Zn-SOD
(cloroplasto e citosol) (GILL; TUJETA, 2010).

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6), enzima encontrada em peroxissomos, é responsavel
por consumir e produzir o peréxido de hidrogénio produzido em condicBGes de estresse e
remocao de radicais livres (DUBEY, 2011), decompondo o peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. A CAT atua em conjunto com a SOD, e sua auséncia pode inativar a funcédo
enzimatica da superdxido dismutase (FRIDOVICH, 1995).

Peroxidase (PO, EC 1.11.1.7), outra enzima importante para remoc¢do de radicais
livres, se localiza na parede celular e no vacuolo, apresentando funcao de reducéo e exposicéo
dos efeitos do Oz nos mecanismos de defesa das sementes (DUSSERT et al., 2006). A PO
também atua no metabolismo do acido indolacético, no mecanismo de resisténcia as doencas,
formacdo de paredes celulares e no controle de dorméncia pelo controle da entrada de
oxigénio.

A glutamato oxaloacetato transaminase (GOT, EC 2.6.1.1), atua na germinacdo das

sementes, no processo de degradacdo e sintese de proteinas (CONN; STUMPF, 1990).
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Catalisa a reagédo de transferéncia do grupo amino de um aminoacido (aspartato) para o o-
cetoglutarato para formar o glutamato + oxaloacetato. A reacdo é catalisada no citoplasma e o
glutamato, no qual a membrana mitocondrial é permeavel, entra na matriz, onde pode ser
novamente transaminado ou ser desaminado pela glutamato desidrogenase.

Outra enzima importante é a polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) que se relaciona a
qualidade da bebida de café e em funcdo das operagdes do cultivo, processamento e
armazenamento, podem ter sua acdo diminuida (CARVALHO, 1997). A PPO é uma enzima
cuprica (ROBINSON; ESKIN, 1991), detectada em diversas partes no fruto e se encontra
ligada as membranas. Quando ocorrem danos as membranas, essas enzimas sdo liberadas e
ativadas, podendo reagir com substratos fendlicos intra e extracelulares, oxidando as quinonas
(AMORIN, 1978). Os polifendis exercem fun¢des nas plantas de: mecanismos de defesa, acéo
antioxidante e protecdo dos aldeidos. Assim, quando ocorre algum dano ao gréo ou a semente,
a enzima PPO ¢ ativada e age sobre os polifendis, diminuindo a a¢do oxidante dos aldeidos. A
oxidagdo desses compostos, a0 mesmo tempo em que produzem as quinonas, atuam como
inibir da PPO. Devido a oxidacdo os cafés irdo apresentar alteragdes no sabor, pior qualidade
e baixa atividade da PPO (AMORIN; SILVA, 1968).

A respiracdo das celulas é outro fator importante para a atividade das enzimas,
influenciando na mobilizagdo de reservas e no metabolismo de sintese. A respiracdo celular
atua na atividade da enzima malato desidrogenase (MDH, EC 1.1.1.37), a qual desempenha
importante fungdo no ciclo de Krebs, participando de reacdes fundamentais para producéo de
ATP e de compostos intermediarios essencias para o funcionamento das células. Nas
mitocondrias, essa enzima catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato produzindo NADH
para o ciclo de Krebs (TUNES et al., 2011). No citoplasma, catalisa a reacdo de oxaloacetato
em malato e produz NAD+, necessario para a glicélise. No citosol, a MDH oxida o malato,
transportado da mitocondria a oxaloacetato que sera convertido a fosfoenolpiruvato e
produzira sacarose pela gliconeogénese. Também desempenha func¢do no ciclo do glioxilato
ao oxidar o malato em oxaloacetato, que se ligara a acetil-CoA nos glioxissomos para
produzir citrato (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Enzimas, como esterase (EST, EC 3.1.1.1) presentes nas membranas celulares,
participam das reagdes de hidrdlise de ésteres podendo ter acdo sobre o metabolismo de
lipideos (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005; COELHO et al., 2015). O aumento da

atividade desta enzima resulta em maior grau de prevencdo da peroxidagdo lipidica,
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promovendo a liberacdo de &cidos graxos para 0 processo respiratorio. Saath et al. (2014)
concluiram que esta enzima € indicativa de deterioracdo em gréos de café.

Outra enzima importante relacionada no processo de germinacdo e durante a
deterioracdo das sementes é a endo-p-mananase. A endo-p-1,4-mananase (EC 3.2.1.78) é uma
das principais enzimas responsaveis pela hidrolise das mananas presentes no endosperma
durante a germinagdo de sementes, atuando na degradacdo hidroliticas das paredes celulares e
no processo de enfraquecimento das estruturas do endosperma que rodeiam o embrido,
permitindo assim, a emergéncia da raiz primaria (SILVA et al., 2004; JOET et al., 2013). O
estudo da atividade desta enzima é importante para conhecimento dos efeitos de
processamento e secagem em sementes de café (FERREIRA et al., 2018).

Além dos sistemas enzimaticos de suma importancia na identificacdo dos processos
deteriorativos em sementes, as proteinas resistentes ao calor, como as LEA (Late
Embryogenic Abundant) sdo essenciais e podem estar relacionadas a tolerancia a seca e ao
resfriamento quando expostas a fatores de estresse (BATTAGLIA; COVARRUBIAS, 2013;
AMARA et al., 2014). Exerce papel estrutural como protetoras a dessecacdo, contra danos
causados pela remocao de agua a partir de tecidos de plantas, assim como seu acimulo indica
tolerancia & dessecacdo (TUNNACLIFFE et al., 2010; VIDIGAL et al., 2009). Essas proteinas
sdo capazes de proteger estruturas celulares ou amenizar o efeito do estresse causado pela
dessecacdo, pois, possuem alta caracteristica hidrolitica, além de sua composi¢do rica em
aminoacidos.

Processos de deterioracdo das sementes sdo identificados por meio das manifestacfes
fisiologicas como reducdo da velocidade de germinagdo, declinio da velocidade de
crescimento, assim como manifestacfes metabdlicas ou bioquimicas mediante a respiracéo,
alteracdes em sistemas enzimaticos, alteracbes no metabolismo de reservas, alteracdes em
taxas de sintese, danos aos acidos nucleicos (McDONALD, 1999; MARCOS-FILHO, 2015).

2.5  Meétodos de determinacéo do perfil proteico e enzimatico

A andlise da atividade enzimaética para deteccdo de reagdes metabolicas, utilizando a
eletroforese de isoenzimas ou a quantificacdo por espectrometria sdo técnicas fundamentais
em laboratorios de pesquisa para complementar a determinacéo da qualidade de sementes.

A técnica de eletroforese de isoenzimas consiste na identificacdo das alteragdes na

expressdao dessas proteinas, podendo ser um método de acompanhamento da qualidade das
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sementes pela anélise do polimorfismo isoenziméatico (SAATH et al., 2014; COELHO et al.,
2015; COELHO et al., 2017b; ABREU et al., 2018). Segundo Cheliak e Pitel (1984), as
sementes sdo materiais utilizados para analise do polimorfismo isoenzimatico devido a seu
facil armazenamento, sdo ricas em proteinas e enzimas de elevada atividade, geralmente livres
de metabolitos secundarios que interferem na resolucéo e atividade enzimatica.

A eletroforese representa a migracdo de ions submetidos a corrente elétrica
(ALFENAS, 2006). Assim, os extratos proteicos, obtidos por maceracdo da amostra, sao
aplicados ao gel, submetidos a corrente elétrica e 0s seus componentes ionizados migrardo
com velocidades individuais. Os extratos proteicos sdo obtidos por maceragdo da amostra, a
qual é aplicada no gel e submetida a eletroforese. Uma determinada enzima, em virtude da
posicdo no gel apds a corrida, pode ser revelada, permitindo identificacbes qualitativas (por
sua posicdo) e quantitativas (pela intensidade das bandas).

Durante a eletroforese ocorre reagdo enzimatica, em que o substrato sobre o qual a
enzima atua gera o produto formado. As bandas reveladas nos géis, ilustradas por fotografias
ou esguemas, constituem os zimogramas, na qual a intensidade das bandas é funcdo da
atividade enzimatica. Logo, esta técnica visa a deteccdo de proteinas totais ou de enzimas
especificas e sua intensidade de bandas é funcdo da atividade enzimatica e da distribuicéo
polinomial das combinagbes de mondmeros formadores da enzima na sua estrutura
quaternaria, bem como a sobreposi¢cdo de moléculas de mesma mobilidade (ALFENAS,
2006).

Outra técnica utilizada para deteccdo de reacdes enzimaticas € a quantificacdo por
espectrofotometria. O espectrofotdbmetro € um instrumento capaz de medir e comparar a
quantidade de luz (radiacdo eletromagnética) absorvida, transmitida ou refletida por uma
determinada amostra (VINADE; VINADE, 2005). Essa amostra pode ser solucdo, sélido
transparente ou sélido opaco, de modo que a faixa de comprimentos de onda da radiacédo
eletromagnética para leitura da quantificacdo enzimética varia de acordo com o protocolo de
cada enzima estudada.

A espectrofotometria permite quantificar as reacOes catalisadas por enzimas. No
espectrofotdbmetro permite-se a selecdo de radiagbes monocromaéticas, o que possibilita
inimeras determinagdes quantitativas regidas pela Lei de Beer (VINADE; VINADE, 2005).
Para a realizagdo da analise € utilizada a leitura da absorbancia na regido do espectro
eletromagnético da luz ultravioleta para enzimas cuja quantificacdo da atividade é realizada

em intervalos de tempo (Ex.: CAT, APX, ADH), enquanto que, na regido da luz visivel,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Radia%C3%A7%C3%A3o_eletromagn%C3%A9tica
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comumente sdo realizadas leituras Unicas (Ex.: SOD), bem como na determinacdo de
proteinas totais. Essas determina¢fes ocorrem em tempo real quando a enzima ou proteina

total atua sobre o substrato, gerando um produto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Local de realizacdo dos experimentos

O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Sementes, do Departamento
de Agricultura, e a liofilizagdo das sementes foi realizada no Setor de Fisiologia Vegetal, do

Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG.

3.2 Obtencao, processamento e secagem do material vegetal

Foram utilizados frutos de café, da espécie Coffea arabica L., cultivar Topazio MG
1190, das safras 2017 e 2018, colhidos no Campo Experimental da EPAMIG, em Trés Pontas,
localizada, aproximadamente a 85 Km de Lavras. Os frutos foram colhidos no estadio de
maturacdo cereja, por meio de coleta seletiva e lavados para a separacdo de frutos chochos,
malformados, brocados e de impurezas. Em sequéncia, os frutos foram descascados e as
sementes foram desmuciladas por meio da fermentacdo em agua por 24 horas, e foram
mantidas sobre telado, a sombra, para a retirada da agua superficial, antes de serem
submetidas a secagem.

As sementes foram secadas utilizando-se silica gel como agente dessecante, em caixas
plasticas munidas de telas, contendo 60 gramas de silica gel ativada, mantidas em camaras
tipo B.O.D, reguladas em temperatura de 25 °C, na auséncia de luz. A perda de agua durante a
secagem foi monitorada por pesagens continuas em balanca de precisdo de 0,001 g, até que os
teores de agua de interesse (12, 15, 20, 25, 30, 35 e 40%) fossem atingidos.

Apdbs secagem, as sementes foram submetidas as analises fisioldgicas e bioguimicas
para avaliacdo da influéncia dos diferentes teores de agua nas sementes do lote armazenado
(safra 2017) e lote recém-colhido (safra 2018).
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3.3 Determinacdo do teor de agua e avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes de
café

3.3.1 Determinacdo do teor de agua

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método de estufa a 105 °C, durante
24 horas (BRASIL, 2009), com duas repeticdes de 10 sementes para cada tratamento. Os

resultados foram expressos em porcentagem com base no peso umido (bu) das sementes.

3.3.2 Teste de condutividade elétrica

Foi realizado o teste de condutividade elétrica de massa, com quatro repeticfes de 25
sementes. As amostras de sementes de todos os tratamentos foram pesadas em balanca de
precisdo de trés casas decimais, e colocadas para embeber em recipientes de 200 mL,
contendo 37,5 mL de agua deionizada (KRZYZANOWSKY; FRANCA NETO; HENNING,
1991). Em seguida, foram mantidas em BOD, em temperatura constante de 25 °C, onde
permaneceram por 24 horas. Apés o periodo de condicionamento, as solugdes foram
levemente agitadas para uniformizag&o dos lixiviados e foi medida a condutividade elétrica da
solucdo por meio da leitura em um aparelho condutivimetro da marca MS Tecnopon

Instrumentac&o, modelo mCA-150, sendo os resultados expressos em puS cm™ g2,

3.3.3 Teste de germinacéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento, semeadas papel
de germinacdo, umedecidas em agua destilada em quantidade equivalente a duas vezes e meia
a massa do papel seco. Posteriormente, os rolos foram mantidos em germinador, em
temperatura constante de 30 °C na presenca de luz, por 30 dias (BRASIL, 2009).

Foi determinada a porcentagem de protusdo radicular aos 15 e de plantulas normais
aos 15 e aos 30 dias apds a semeadura (BRASIL, 2009). Apés o término do teste de
germinacdo, as plantulas normais foram mantidas e foi determinada a porcentagem de

plantulas com folhas cotiledonares expandidas apds 45 dias de semeadura.
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3.3.4 Peso seco de plantulas

O peso seco de plantulas foi realizado aos 45 dias ap6s a semeadura. A parte aérea foi
separada das raizes, com auxilio de bisturi e o material vegetal foi colocado em sacos de
papel, os quais foram submetidos a secagem em estufa de circulagédo forcada de ar a 60 °C por
4 a 5 dias ou até massa constante. O peso seco foi determinado em balanga de precisdo

(0,0001 g), com os resultados expressos em mg plantula™.

3.3.5 Teste de tetrazolio

Foram utilizadas quatro repeticdes de 25 sementes de cada tratamento, as quais foram
embebidas em agua destilada por 36 horas, em temperatura de 30 °C (CLEMENTE et al.,
2011), para a extragdo dos embrides, que foram mantidos em solugdo antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP). Apoés esta etapa, os embrides foram lavados em agua destilada,
embebidos em solucdo de tetrazélio 0,5 % e mantidos em frascos escuros, em temperatura de
30 °C por trés horas. Apos este periodo, os embrides foram avaliados quanto a viabilidade,
com auxilio de lupa estereoscopica com aumento de 10 vezes para visualizacdo interna e
externa de suas estruturas, apds corte longitudinal dos embrides. Os embriGes foram
classificados em viaveis e ndo viaveis, considerando-se a localizacdo e a extensdo de danos
visiveis (BRASIL, 2009).

3.4  Liofilizacdo das sementes de café

As andlises protedmicas foram realizadas nas sementes de café liofilizadas e ndo
liofilizadas. Para a liofilizacdo, as sementes sem pergaminhos foram congeladas a -86 °C, e
submetidas a secagem a vacuo por 120 horas em liofizador (Integrated SpeedVac System
modelo L101, marca Liobras). Apos a liofilizacdo, as sementes foram trituradas em moinho
refrigerado a 4° C, em 22.500 RPM, na presenca de nitrogénio e PVP (polivinilpirrolidona), e
armazenadas em geladeira em temperatura de 6 e 10 °C, até a realizacdo das analises de

eletroforese de isoenzimas e da quantificacdo em espectrofotometria.
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3.5 Expressdo em eletroforese das analises protedmicas

Para cada tratamento, foram amostradas duas repeticdes de 25 sementes sem
pergaminho, que foram mantidas em ultra freezer a -86 °C até o seu preparo para analises. As
amostras congeladas foram trituradas em moinho refrigerado a 4 °C, em 22.500 rpm, na
presenca de nitrogénio e PVP (polivinilpirrolidona) e armazenadas em temperatura de -86 °C
até o momento das anélises das proteinas.

Para a extracdo foi utilizado o tamp&o adequado para cada enzima, na propor¢édo de
320 uL por 100 mg de p6d das sementes. A solugdo foi homogeneizada em vortex e mantida
em geladeira por uma hora, seguido de centrifugagdo a 14.000 rpm por 60 minutos, a 4 °C.
Foram aplicados 50 puL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética ocorreu
em um sistema de geéis de poliacrilamida (4,5% gel de concentrador e 7,5% gel separador) a
150V durante seis horas. O sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi Tris-glicina pH 8,9.
Como descrito por Alfenas (2006), ao término da corrida, os géis foram revelados para as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (PO), glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT), polifenoloxidade (PPO), malato desidrogenase (MDH) e
esterase (EST).

Para a avaliagcdo da enzima endo-R-mananase, 300 uL do tampédo de extragdo (0,1 M
Hepes; 0,5 M de NaCl; &cido ascorbico na proporcdo de 5 mg do acido para cada mL de
tampdo, pH 8,0) foram adicionados a 100 mg do macerado de cada amostra. Em seguida, 0s
microtubos contendo as amostras foram agitados em vortex por 1 minuto e centrifugados, em
14.000 rpm por 30 min. a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado em gel contendo 6 mL LBG
(locust bean gum), 0,24 g de agarose e 24 mL de tampdo pH 5,0 (11 mL de &cido citrico 1M,
50 mL de Na;HPO4 e 149 mL de &gua destilada). As aliquotas foram aplicadas em furos de 2
mm feitos no gel com auxilio de um furador. O gel foi incubado por 21h e revelado segundo
metodologia proposta de Silva et al. (2004). A atividade da enzima endo--mananase foi
calculada de acordo com Downie (1994).

As proteinas resistentes ao calor foram analisadas em amostras de 100 mg de sementes
moidas, pesadas em microtubos, com tampdo de extracdo na propor¢do de dez partes de
tampé&o para uma de amostra. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos a
4 °C e 0 sobrenadante foi separado e incubado em banho-maria a 85 °C por 10 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos a 4 °C e 70uL do

sobrenadante foram vertidos em microtubos, aplicando-se 40pL do tampéo de extracdo da lea
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proteina. Em sequéncia, foram levados ao banho-maria em ebuli¢cdo por 5 minutos e foram
aplicados 50pL de cada amostra, em cada canaleta do gel de poliacrilamilada SDS-PAGE a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 150 V
por quatro horas, e os géis foram corados em Coomassie Blue (0,59 Coomassie Blue R-250;
250 mL de etanol; 50 mL de &cido acético glacial, completando o volume até 500 mL com
agua destilada). A coloracdo dos géis foi feita utilizando-se solugdo de Coomassie Blue 0,05%
por 12 horas e solucdo de acido acético 10% e etanol 5% para descoloracdo conforme

metodologia descrita por Alfenas e Brune (1998).

3.6  Quantificacdo das enzimas e de proteinas resistentes ao calor em
espectrofotbmetro de placas

Para a quantificacdo foram amostradas 25 sementes liofilizadas e ndo liofilizadas de
cada tratamento, as quais foram acondicionadas, identificadas e armazenadas em ultra freezer
a -86 °C. Os materiais foram macerados separadamente na presenga de nitrogénio e PVP
(polivinilpirrolidona), armazenados em temperatura de -86 °C até a realizacdo das analises. A
quantificacédo foi realizada para as seguintes enzimas e proteinas resistentes ao calor.

a) Superdxido dismutase (SOD): foi avaliada a capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), conforme proposto por Giannopolitis e
Ries (1977), com modificacbes. Foram adicionados 5uL do extrato enzimatico a
200uL do meio de incubagdo composto por: tampédo de fosfato de potassio 100 uM
(pH 7,8), metionina 40 uM, EDTA 3uM, agua 35 uM, NBT 15uM e riboflavina 2uM
incubado a 28 °C. A microplaca, contendo o meio de incubacdo mais a amostra, foi
iluminada em espectro visivel com lampada fluorescente de 20W por 7 minutos. As
leituras foram realizadas a 560nm em espectrofotometro. Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
nas condicBes do ensaio, sendo os resultados expressos em U.SOD.g*MF.

b) Catalase (CAT): foi avaliada segundo Havir e McHale (1987), com modificaces.
Uma aliquota de 5uL do extrato enzimatico foi adicionada a 200puL do meio de
incubacdo contendo 100uL de fosfato de potéssio 200 mM (pH 7,0) e 10uL de
peréxido de hidrogénio 250 mM e 85uL de agua destilada incubado a 28 °C. A
atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbéancia a 240 nm, a
cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio

por meio do espectrofotdmetro. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi corrigido
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de 36 mMicm? para 18 mM2cm?® uma vez que os pogos da microplaca tipo
ultravioleta possuem 0,5 cm de comprimento, sendo os resultados expressos em pmol
H202.mg*MF.min.

Polifenoloxidase (PPO): foram adicionados 20uL do extrato enziméatico a 200uL do
meio de incubacdo composto por tampédo de fosfato de potassio 140uM (pH 7) e
catecol 40uM incubado a 30 °C. A atividade dessa enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 410nm, a cada 30 segundos, por 3 minutos. O coeficiente
de extingdo molar utilizado foi 1,235mM™cm™, sendo os resultados expressos em
umol catecol.mg*MF.min™,

Proteinas resistentes ao calor: foram utilizados 100mg das amostras trituradas nas
quais foram adicionados 1,5 mL do tampéo de extracdo contendo tampéo fosfato 0,1
M pH 7,0. As amostras foram homogeneizadas e submetidas ao aquecimento a 40 °C
por 30 minutos em banho-maria. Apés esse periodo, foi realizada a centrifugacdo a
11000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. Foi adicionada uma aliquota de 30pL do extrato
enzimatico e foram adicionados 170uL do meio de incubacdo contendo Comassie-blue
G-250, solucdo de Bradford incubado a 30 °C, e mantido em repouso por 5 minutos a
30 °C antes de proceder a leitura. A concentracdo de proteinas resistentes ao calor foi
determinada pelo método de Bradford (1976), sendo os resultados expressos em mg
PT g'MF.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado para todas as analises. Os

resultados das avaliacOes fisioldgicas foram analisados em esquema fatorial 2 (lote de

sementes armazenadas e lote de sementes recém-colhidas) X 7 (teores de agua), com quatro

repeticbes. Os resultados das quantificacdes de enzimas e proteinas resistentes ao calor foram

analisados em esquema fatorial 2 (lote de sementes armazenadas e lote de sementes recem-

colhidas) X 7 (teores de agua), em sementes que foram ou ndo liofilizadas. Ja os resultados da

expressao eletroforética de isoenzimas e proteinas ndo foram submetidos a analise estatistica,

mas analisados por interpretacdo visual. Para a analise de variancia, todos os dados foram

submetidos ao teste de normalidade, sendo as medias qualitativas comparadas pelo teste de

Scott-Knott e os dados quantitativos submetidos a analise de regressdo, em nivel de 5% de

probabilidade, com auxilio do software R (R Development Core Team, 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados da avaliacgao fisiologica das sementes

Pelos resultados das analises de variancia dos dados fisiologicos, foi constatada
interacdo significativa entre os lotes estudados e teores de &gua das sementes, para as
varidveis protusdo radicular, peso seco de parte aérea e viabilidade no teste de tetrazdlio
(TABELA 1A, do anexo).

Na Figura 1 estdo representados os efeitos do teor de &gua sobre o desempenho
fisiologico das sementes, dentro de cada lote utilizado.

Figura 1l - Porcentagem de protrusdo radicular (A), de viabilidade (B) e peso seco de parte
aérea (C), de sementes de Coffea arabica L., com diferentes lotes e teores de

agua.
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Fonte: Da autora (2019).

Embora pouco acentuada, foi observada uma tendéncia de reducdo dos percentuais de
protrusdo radicular (FIGURA 1A) e peso seco de parte aérea de plantulas (1C), a medida que
ocorreu o decréscimo nos teores de agua, principalmente nas sementes do lote armazenado
por um ano, indicando que nestas sementes a secagem propiciou uma maior queda no vigor
(FIGURA 1). Ja as sementes recém-colhidas apresentaram desempenho fisiolégico mais
estavel, indicando melhor vigor quando submetidas a secagem até menores teores de agua.
Para a variavel peso seco de raizes, ndo foram observados resultados significativos, entdo os
mesmos nao foram apresentados.
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Para a porcentagem de embriGes viaveis no teste de tetrazolio, foi possivel observar o
efeito dos teores de agua dentro de cada lote estudado, sendo que as sementes recém-colhidas
apresentaram as maiores médias (FIGURA 1B).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da qualidade fisiologica das sementes de
lote dentro de cada teor de agua. Observa-se melhor desempenho das sementes recém-
colhidas, em relacdo as armazenadas, para as variaveis viabilidade no teste de tetrazolio e
peso seco de parte aérea de plantulas. J& para porcentagem de protrusdao radicular, uma
varidvel menos sensivel para detectar diferencas em qualidade de sementes de café, houve

diferencas significativas apenas abaixo de 20% de umidade.
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Tabela 1 - Porcentagem de protrusdo radicular, viabilidade e peso seco de parte aérea de
sementes de Coffea arabica L., com diferentes lotes e teores de agua.

PR EV PSPA
Teores de agua (%) Lote de Sementes (%) (%) (mg plantula?)
12 Armazenado 86 b 41b 38,75b
Recém-colhido 95a 68 a 42,75a
15 Armazenado 78b 6la 3525b
Recém-colhido 92a 73a 44,75 a
20 Armazenado 88b 28b 39,00 a
Recém-colhido 96 a 59a 4150a
25 Armazenado 90a 39b 38,50 b
Recém-colhido 95 a 69 a 42,25 a
30 Armazenado 93a 64 a 37,50b
Recém-colhido 9% a 56 a 42,00 a
35 Armazenado 96 a 48 b 40,50 a
Recém-colhido 92a 8la 41,75a
40 Armazenado 89 a 9la 39,25 a
Recém-colhido 94 a 75a 40,25 a
CV (%) 4,54 19,30 6,41

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel

de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2019).

Para a variavel condutividade elétrica, houve efeito isolado de teor de agua e de lote de

semente (TABELA 1A, do anexo), conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 - Condutividade elétrica de sementes de Coffea arabica L., com diferentes lotes e
teores de agua.
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Fonte: Do autor (2019).

Considerando os dados de condutividade elétrica, em funcdo dos teores de &gua,
verificou-se efeito linear decrescente das médias dos tratamentos, a medida que ocorre

aumento no teor de agua das sementes (FIGURA 2).

Tabela 2 - Porcentagem de plantulas normais, de plantulas com folhas cotiledonares
expandidas e condutividade elétrica de sementes de Coffea arabica L., com
diferentes lotes e teores de agua.

Plantulas com folhas

Plantulas normais cotiledonares Condutividade elétrica
Lote de sementes (%) (%) (uS cm? g?)
Armazenado 62 b 58 b 26,45 a
Recém-colhido 78 a 73 a 30,58 a
CV (%) 11,47 13,39 12,54

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

O lote de sementes recém-colhidas apresentou médias superiores em relagdo ao lote de
sementes armazenadas para as variaveis plantulas normais, plantulas com folhas cotiledonares
expandidas, contudo, para condutividade elétrica ndo houve diferenca significativa em funcao
dos lotes (TABELA 2). Para estas variaveis, houve efeito isolado do fator lote de sementes
(TABELA 1A, do anexo).
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4.2 Resultados da avaliacdo do perfil proteico das sementes

4.2.1 Enzimas avaliadas por expressdo em gel de eletroforese e quantificadas por
espectrofotometria

4.2.1.1 Enzima superdxido dismutase

Em sementes de café armazenadas ou recém-colhidas ndo liofilizadas observa-se nos
geis, expressao da enzima superdxido dismutase em todos os teores de agua estudados
(FIGURA 3A e 3B), assim como padrdes semelhantes em intensidade de bandas, nestas
umidades. Nestas sementes observou-se uma isoforma com maior expresséo no teor de 20%
bu para as sementes do lote recém-colhido (FIGURA 3B e 3D). Ja nas sementes liofilizadas
(FIGURA 3C e 3D), muito embora a expressdo da SOD tenha ocorrido em todos os teores de
agua, nos dois lotes, esta expressdo foi mais intensa do que nas sementes nao liofilizadas. Em
outros trabalhos de pesquisa com sementes de café ndo foram observadas diferencas nos
perfis da SOD, independentemente das diferencas em desempenho fisiolégico (BRANDAO
JUNIOR et al., 2000; COELHO et al., 2017b; FANTAZZINI et al., 2018).

A atividade desta enzima é relacionada com resposta antioxidante para neutralizar o
oxigénio singleto e outros radicais livres envolvidos na perda da qualidade fisiologica das
sementes (BERJAK, 2006). A superoxido dismutase completa a eliminacdo dos radicias livres

formados sob condicdes de estresse, quando acoplada a rotas de eventos metabolicos.
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Figura 3 — Expressdo da enzima superdxido dismutase (SOD) em Coffea arabica L., com
diferentes lotes e teores de agua: sementes nédo liofilizadas do lote armazenado
(A) ou recém-colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou
recém-colhido (D).
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Fonte: Da autora (2019).

Analisando a atividade da enzima superéxido dismutase, quantificada por
espectrofotometria, observa-se que em sementes de café ndo liofilizadas (FIGURA 4A)
ocorreram maiores médias, em relacdo as sementes liofilizadas (FIGURA 4B), todavia, ndo
diferiram signitivamente entre os diferentes teores de agua (TABELA 2A, do anexo). O
crescente aumento na atividade das enzimas antioxidantes est associado a funcdo de
neutralizar o efeito deletério das EROs, uma vez que atuam como sinalizadoras das respostas
das plantas, desde o crescimento até a resposta a estresses (SHARMA et al., 2012; ALVES et
al., 2012; EL-ENANY et al., 2013; VERMA et al., 2014).
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Figura4 - Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em sementes de Coffea arabica
L. ndo liofilizadas (A) e liofilizadas (B), com diferentes lotes e teores de agua.

(A) o (B)

2500 2500

1

Superéxido dismutasc (U.SOD.g~ MF)

-1

Superoxido disnmtase (U.SOD.g MF)
L

2000 2000

1500 ]

1000 - 1000
500 C 500
[ e T T r i B
2

12 15 20 25 30 35 40 1

15 20 25 30 35 40

Teores de dgua (%) Tceores de dgua (%)

EE Lotc Armaznado
[ Lote Recém-colhido

Fonte: Da autora (2019).

4.2.1.2 Enzima catalase

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5, verifica-se padrdes
eletroforéticos diferentes quando se utiliza sementes liofilizadas ou néo liofilizadas, tanto em
sementes armazenadas quanto recém-colhidas. Observa-se que as sementes de café
armazenadas n&o liofilizadas apresentam menor intensidade de bandas em relagdo as sementes
recém-colhidas (FIGURA 5A e 5B), com auséncia de algumas isoformas. Estes resultados
corroboram com os testes fisiologicos, em que as sementes do lote armazenado no teor de
agua de 12% bu, apresentaram mais baixa viabilidade e vigor. J& nas sementes recém-colhidas
ndo liofilizadas observa-se maior expressdo da CAT a medida que os teores de agua reduzem
de 30 até 12%, assim como a presenca de diferentes isoformas nos teores de 30 a 15% bu
(FIGURA 5B). Verifica-se que a expressdo da enzima catalase em sementes de café
liofilizadas apresentou padrdo semelhante entre os lotes estudados, com aumento da expressao
enzimatica a medida que ocorre diminuicdo dos teores de 4gua (FIGURA 5C e 5D).

A catalase é responsavel por decompor o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio

(DUBEY, 2011), atuando como protetora das células contra a deterioragdo. A maior atividade
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pode estar associada a diminuicdo ou aumento de mecanismo de prevencdo contra danos

oxidativos.

Figura 5 — Expressao da enzima catalase (CAT) em Coffea arabica L., com diferentes lotes e
teores de agua: sementes ndo liofilizadas do lote armazenado (A) ou recém-
colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou recém-colhido (D).
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Fonte: Da autora (2019).

Na quantificacdo por espectrofotometria da CAT, verifica-se que maiores atividades
da enzima sdo observadas nas sementes de café armazenadas nao liofilizadas (FIGURA 6A),
no entanto, ndo houve efeito significado dos fatores teores de agua e lotes estudados
(TABELA 2A, do anexo). Para as sementes de café liofilizadas, observa-se efeito
significativo do fator teor de agua (TABELA 2A, do anexo), com menor atividade enzimatica
as sementes no teor de 4gua de 12% bu (FIGURA 6B).
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Figura 6 - Atividade da enzima catalase (CAT) em sementes de Coffea arabica L. ndo
liofilizadas (A) e liofilizadas (B), com diferentes lotes e teores de agua.
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Fontes: Da autora (2019).

4.2.1.3 Enzima polifenoloxidase

Maior expressdo eletroforética foi observada nos teores de agua intermediérios de 15,
20, 25 e 30% bu, em sementes armazenadas néo liofilizadas (FIGURA 7A), do mesmo modo
gue em sementes recém-colhidas, no teor de agua de 30% bu (FIGURA 7B). Observa-se, de
maneira geral, uma maior atividade da enzima em sementes liofilizadas, em comparacdo com
as ndo liofilizadas. Na avaliacdo fisioldgica as sementes do lote armazenado, no teor de agua
de 20% bu, apresentaram maior viabilidade e vigor. Observou-se também auséncia de
isoformas da enzima polifenoloxidade em sementes armazenadas ndo liofilizadas, nos teores
de 4gua de 35 e 40% bu (FIGURA 7A), assim como, baixa expressao nas sementes recém-
colhidas (FIGURA 7B).

Segundo Sperotto et al. (2015) maior atividade da enzima polifenoloxidade esta
relacionado as alteracGes na qualidade dos gréos de cafe, atribuidos aos danos nas estruturas

das paredes celulares.
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Figura 7 — Expressdo da enzima polifenoloxidase (PPO) em Coffea arabica L., com
diferentes lotes e teores de agua: sementes néo liofilizadas do lote armazenado
(A) ou recém-colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou
recém-colhido (D).
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Fonte: Da autora (2019)

Na quantificagdo da enzima polifenoloxidase observa-se efeito significativo dos
fatores teor de agua e lotes de sementes (TABELA 2A, do anexo), onde se verifica em
sementes liofilizadas, aumento da atividade em funcdo do descréscimo nos teores de agua
(FIGURA 8).
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Figura 8 - Atividade da polifenoloxidase (PPO) em sementes de Coffea arabica L.
liofilizadas, com diferentes lotes e teores de agua.
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Fonte: Da autora (2019).

Quanto ao efeito dos lotes, verifica-se que as sementes de café recém-colhidas

apresentaram médias superiores em relagdo as sementes armazenadas, independentemente do

processo de liofilizacdo (Tabela 3). A PPO se relaciona qualidade da bebida de café e é

influenciada pelo cultivo, processamento e armazenamento que diminuem sua atividade
(CARVALHO, 1997). Uma alta atividade da PPO é indicativo da qualidade da bebida de café.

Tabela 3 - Atividade da enzima polifenoloxidase em sementes de Coffea arabica L. ndo

liofilizadas e liofilizadas de lote armazenado ou recém-colhido.

Polifenoloxidase sem liofilizagdo

Polifenoloxidase com liofilizacéo

Lote de
sementes (umol catecol.mg*MF.min?) (umol catecol.mg*MF.min)
Armazenado 555b 589b
Recém-colhido 14,62 a 14,67 a
CV (%) 43,62 44,55

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel

de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2019).
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4.2.1.4 Proteinas resistentes ao calor

Na expressdo em gel de eletroforese desta enzima observa-se uma reducdo na
atividade enzimatica, quando as sementes nao foram liofilizadas (FIGURA 9A e 9B), com
padrdo diferenciado nos lotes recém-colhido e armazenado. Em sementes armazenadas nédo
liofilizadas, a maior expressdo das proteinas foi obtida em menores teores de agua de 12 e
15% bu (FIGURA 9A). J4 em sementes recem-colhidas a maior expressdo foi observada nos
teores de agua de 25 e 20% bu (FIGURA 9B). Em sementes armazenadas liofilizadas, uma
maior expressdo foi observada no teor de agua de 15% bu, com pouca variagdo nos demais
teores de agua (FIGURA 9C). Todavia, em sementes recém-colhidas, maior intensidade da
expressao desta proteina foi verificada em teores de agua acima de 20% bu (FIGURA 9D).

Em sementes, as proteinas resistentes ao calor tém funcdo protetora contra danos da
dessecacdo (TUNNACLIFFE et al., 2010; VIDIGAL et al., 2009). Assim, sua expressdo pode
indicar avango do processo deteriorativo em sementes. Neste trabalho, foram constatadas
diferencas no padréo da enzima de sementes liofilizadas e néo liofilizadas. No entanto, uma
vez que os lotes de sementes ndo apresentaram grandes diferencas em vigor, torna-se menos
efetiva a analise das relagdes entre a atividade enzimética das proteinas resistentes ao calor
com o desempenho fisioldgico das sementes.
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Figura 9 — Expressdo das proteinas resistentes ao calor Coffea arabica L., com diferentes
lotes e teores de agua: sementes ndo liofilizadas do lote armazenado (A) ou
recém-colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou recém-
colhido (D).
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Fonte: Da autora (2019).

Pelos resultados da analise de variancia dos dados de proteinas resistentes ao calor
quantificadas por espectrofotometria, houve interacdo significativa dos fatores lote e teor de
agua das sementes liofilizadas e ndo liofilizadas (TABELA 2A, do anexo). Observa-se
comportamento semelhante entre os dois lotes de sementes de café néo liofilizadas (FIGURA
10A). Em sementes de café liofilizadas observa-se tendéncia de reducdo dos valores das
médias com a reducdo do teor de 4gua (FIGURA 10B).

Proteinas resistentes ao calor sdo mais flexiveis estruturalmente em condig¢des aquosas
e mais estdveis em menor teor de dgua e podem apresentar varias isoformas em um
organismo, capazes de executar diversas funcbes tais como, atuar na estabilidade de
membranas, no balan¢o redox e na homeostase de proteinas e acidos nucleicos (HAND et al.,
2011; TUNNACLIFFE et al., 2010).
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Figura 10 - Proteinas resistentes ao calor em sementes de Coffea arabica L. ndo liofilizadas
(A) e liofilizadas (B), com diferentes lotes e teores de agua.
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Fonte: Da autora (2019).

N&o houve diferencas significativas entre os dados de quantificagdo de proteinas
resistentes ao calor, em diferentes lotes, para as sementes de café ndo liofilizadas nos teores
de agua de 15, 20, 30, 35 e 40% bu (TABELA 4). Ja& nas sementes liofilizadas, maior
atividade foi detectada em sementes recém-colhidas e com teor de agua de 40% bu (TABELA
4).
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Tabela 4 - Proteinas resistentes ao calor em sementes de Coffea arabica L. ndo liofilizadas e
liofilizadas, com diferentes lotes e teores de dgua.

Teor de Lote de PTNNLIO PTNLIO
agua (%) sementes (mg PT g'*MF) (mg PT g*MF)

12 Armazenado 0,0139 b 0,0146 a

Recém-colhido 0,0153 a 0,0155 a

15 Armazenado 0,0159 a 0,0161 a

Recém-colhido 0,0151 a 0,0171a

20 Armazenado 0,0154 a 0,0165 a

Recém-colhido 0,0156 a 0,0167 a

25 Armazenado 0,0157 a 0,0159 a

Recém-colhido 0,0140b 0,0173 a

30 Armazenado 0,0161a 0,157 a

Recém-colhido 0,0152 a 0,0171a

35 Armazenado 0,0151 a 0,0547 a

Recém-colhido 0,0146 a 0,0169 a

40 Armazenado 0,0146 a 0,0171b

Recém-colhido 0,0145 a 0,0924 a

CV (%) 4,25 125,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel
de 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

4.2.1.5 Endo-p-mananase

Na andlise de variancia dos dados da enzima endo-B-mananase quantificada por
espectrofotometria, houve interacdo significativa dos fatores lote e teor de agua, tanto em
sementes liofilizadas como em sementes nado liofilizadas (TABELA 2A, do anexo). Quando
quantificada sem liofilizac&o, a atividade da enzima endo-B-mananase foi maior em sementes
de café armazenadas, comparada as sementes recém-colhidas (TABELA 5). Esta mesma
tendéncia foi observada nos resultados da quantificacdo desta enzima em sementes
liofilizadas, conforme dados da tabela 6.

Observa-se também, que tanto na determinacdo com liofilizagdo, como sem
liofilizacdo, ndo houve diferengas significativas entre a atividade da endo-f-mananase nos
diferentes teores de agua, para as sementes recém-colhidas (TABELA 5). No entanto, quando
se analisa os resultados para as sementes do lote armazenado, houve picos de atividade da
enzima, nas sementes com teor de agua de 12 e 30% bu (TABELA 5) sem liofilizacdo, bem

como nas sementes com teores de agua de 20, 25 e 30% bu (TABELA 6).



Tabela 5 — Endo-f-mananase em sementes de Coffea arabica L. ndo liofilizadas, com diferentes lotes e teores de agua.

Teores de dgua (%)

Lote 12 15 20 25 30 35 40 CV (%)
ENDONLIO Armazenado 618,505 Ba 4,150 Ca 7,1620 Ca 6,615 Ca 2046,540 Aa 0,970 Ca 1,060 Ca 3857
(pmol/min/g) Recém-colhido 0,380 Ab 0,435 Aa 0,330 Aa 0,140 Aa 0,275 Ab 0,285 Aa 0,175 Aa ’

Médias seguidas pela mesma letra maituscula na linha (teores de &gua) e mindscula na coluna (lotes) ndo diferem entre si pelo teste de pelo teste de Scott-
Knott, em nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

Tabela 6 — Endo-B-mananase em sementes de Coffea arabica L. liofilizadas, com diferentes lotes e teores de agua.

Teores de agua (%)

Lote 12 15 20 25 30 35 40 CV (%)
ENDOLIO Armazenado 30,335 Ba 148,760 Ba 908,710 Ba 3083,545 Aa 87,590 Ba 2,070 Ba 30,415 Ba 114.8
(pmol/min/g) Recém-colhido 0,245 Aa 0,485 Aa 0,500 Ab 0,425 Ab 41,215 Aa 218,800 Aa 1,230 Aa '

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha (teores de agua) e mindscula na coluna (lotes) ndo diferem entre si pelo teste de pelo teste de Scott-
Knott, em nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2019).

47
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Farias (2012) verificou maior atividade da enzima endo-f3-mananase em sementes com
maiores teores de &gua, com o aumento do tempo de embebicdo em &agua. Resultado
divergente foi encontrado por Santos (2010) onde observou menor atividade da enzima endo-
B-mananase em sementes de café submetidas a secagem rapida nos teores de agua de 12 e
30% bu. Ferreira et al. (2018) verificaram que a atividade da enzima endo-p-mananase é
indicativa de danos, em estudos dos efeitos de processamento e secagem de sementes de
Coffea arabica L. podenda ser avaliado sementes inteiras, endospermas ou embriGes. Em
sementes de café, a atividade dessa enzima estd relacionada ao processo de deterioracdo
(FREITAS et al., 2017).

Freitas et al. (2017) observaram uma maior expressdo da endo-fB-mananase em
sementes embebibas em relacdo as sementes secas de café. Os autores ressaltam que a
atividade da enzima endo-p-mananase pode estar relacionada tanto ao processo germinativo
quanto ao processo de deterioracdo em sementes de café, considerando que ao longo do
armazenamento as sementes perdem a qualidade fisiol6gica aumentando a atividade dessa
enzima (VEIGA, et al., 2007; FREITAS et al., 2017).

4.2.2 Expressdo em gel de eletroforese

4.2.2.1 Peroxidase

A atividade deta enzima foi maior e ocorreu em todos os teores de dgua, nas sementes
liofilizadas (FIGURA 11C e 11D), enquanto néo liofilizadas, ndo houve expressdo acima de
30% de umidade (FIGURA 11A e 11B). A qualidade fisiol6gica em sementes recém-colhidas,
nos teores de agua de 35 e 40% bu, apresentou os melhores resultados para o teste de
germinacdo. As sementes armazenadas apresentam maior intensidade de bandas, comparadas
as recém-colhidas, independemente da liofilizacdo (FIGURA 11A e 11C), sendo que houve
expressao enzimatica da PO em todos os teores de 4gua estudados e lotes em sementes de café
liofilizadas (FIGURA 11C e 11D).

Coelho et al. (2017b) verificaram auséncia ou baixa atividade dessa enzima em
sementes de café imidas em comparacdo com as sementes submetidas a secagem. Segundo
Nireesha et al. (2013), o processo de liofilizacdo € um método de desidratacdo em que a agua
é congelada e depois eliminada por sublimag&o e por dessor¢do. Desse modo, a liofilizagdo é

indicada quando existem compostos sensiveis a degradacdo térmica, como compostos



44

fendlicos e antioxidantes do tipo &cido ascorbico, carotenoides, tocoferdis (RUDY et al.,
2015).

Figura 11 - Expresséo da enzima peroxidase (PO) em Coffea arabica L., com diferentes lotes
e teores de agua: sementes ndo liofilizadas do lote armazenado (A) ou recém-
colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou recém-colhido (D).

Plantulaz normais (%)
61 58 71 60 68 53 65 75 74 78 77 78 79 85

B

NpQEN=H="o-r w2

VpgeN-H=mMQo-H

Fonte: Da autora (2019).

4.2.2.2 Glutamato oxaloacetato transaminase

Pela expressdo da enzima observou-se trés isoformas distintas em ambos os lotes
estudados e um padrdo variado de intensidade de auséncia ou presenca de isoformas nos
teores de agua em sementes de café liofilizadas ou ndo (FIGURA 12). De maneira geral, em
sementes armazenadas ou recém-colhidas ocorre reducdo de atividade em maiores teores de
agua, independentemente do processo de liofilizag&o.

As alteragdes no perfil eletroforético da enzima GOT ¢ influenciada pelo processo de
deterioracdo (TUNES et al.,, 2010; TUNES et al., 2011). Esta enzima apresenta papel

importante na germinagdo das sementes, uma vez que atua na oxidagcdo de amino&cidos
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fornecendo energia para o ciclo de Krebs ou para a reducdo do alfa-cetoglutarato para novos
amino&cidos destinados ao crescimento do embrido e também a sintese proteica (MALONE et
al., 2007; VIEIRA et al., 2009; TUNES et al., 2010). Dessa forma, uma alta expressdo da
enzima glutamato oxaloacetato transaminase em sementes do lote recém-colhido indica alto

vigor em relagdo ao lote armazenado.

Figura 12 — Expressdo da enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) em Coffea
arabica L., com diferentes lotes e teores de dgua: sementes ndo liofilizadas do
lote armazenado (A) ou recém-colhido (B); sementes liofilizadas do lote
armazenado (C) ou recém-colhido (D).

Plantulas normaiz (%)
61 58 71 60 68 53 65 75 74 78 77 78 79 85

VpQEN-EF=To-E O

NpQEepN=H=mo-H

Fonte: Da autora (2019).

4.2.2.3 Malato desidrogenase

Em sementes de café liofilizadas (FIGURA 13C e 13D), observa-se expressdo
enzimatica mais intensa do que em sementes nao liofilizadas (FIGURA 13A e 13B), com

maior expressdo nos teores de agua de 12 e 15% bu, principalmente com a liofilizacdo. Nos
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testes fisiologicos, as sementes recém-colhidas apresentaram resultados superiores em relagédo
as armazenadas.

Fantazzini et al. (2018), estudando o teste de tetrazOlio em café, relataram alta
atividade da enzima MDH em sementes de café armazenadas por oito meses. Esta enzina esta
associada ao processo de respiracdo das sementes e alta atividade respiratdria esta relacionada
com a maior deterioragdo, com consequente maior atividade da malato desidrogenase. Assim,
em sementes com o potencial fisiolégico reduzido as enzimas envolvidas na respiracdo podem
ser ativadas ocorrendo aumento na expressdo da MDH em diferentes locais das células
(SHATTERS et al., 1994).

Figura 13 — Expressdo da enzima malato desidrogenase (MDH) em Coffea arabica L., com
diferentes lotes e teores de agua: sementes ndo liofilizadas do lote armazenado
(A) ou recém-colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou
recém-colhido (D).

Pliantulaz normais (%)
61 58 71 60 68 53 65 75 74 78 77 78 79 85

VepQEepN=HE=mOo-E O w4
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Fonte: Da autora (2019).
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4.2.2.4 Esterase

Maior expressao desta enzima foi observada em sementes armazenadas,
independentemente da liofilizacdo (FIGURA 14A e 14C). Em sementes armazenadas e
recém-colhidas, independente da liolifilizacdo ocorre baixa expressdo de isoformas a partir do
teor de agua de 35% ou auséncia de isoforma a partir do mesmo teor de 4gua (FIGURA 14).
Ressalta-se que em sementes recem-colhidas liofilizadas, houve maior expressao no teor de
agua de 20% bu (FIGURA 14D).

A esterase € um bom indicador da deterioracdo das sementes, com importante funcéo
catalitica na desintoxi¢do celular, atuando na hidrélise de éster e no metabolismo de lipideo
(NAKADA et al., 2010; RUSSEL et al., 2011). Resultados semelhantes foram obtidos por
Coelho et al. (2017b), ao verificarem aumento da atividade da EST em sementes secas de

café.

Figura 14 - Expressdo da enzima esterase (EST) em Coffea arabica L., com diferentes lotes
e teores de &gua: sementes ndo liofilizadas do lote armazenado (A) ou recém-
colhido (B); sementes liofilizadas do lote armazenado (C) ou recém-colhido (D).

Plantulas normais (%)
61 58 71 60 68 53 65 75 74 78 77T 718 79 85

NpQeEeNEEST"Oo™E Owd

VpgEeN-H=mQo-H

Fonte: Da autora (2019).
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Conforme descrito, a expressdo das enzimas do processo antioxidativo, CAT, SOD,
PO, PPO e GOT, revelada nos geis de eletroforese, apresentaram padrdes diferenciados,
qguando foram utilizadas sementes de café liofilizadas ou ndo liofilizadas. A associacdo da
expressdao destas enzimas com o desempenho fisiologico das sementes recém-colhidas ou
armazenadas ndo resultou em grandes varia¢Ges tendo em vista que os lotes tinham qualidade
semelhante, sem diferencas significativas na germinagéo e pequenas diferengas em vigor.

As enzimas do processo antioxidativo atuam na protecdo das sementes, contra danos
causados por diferentes estresses e ha muitos relatos na literatura da relacao entre a atividade
enzimética e o desempenho fisiolégico das sementes, com grandes descrepancias dos
resultados.

A liofilizacdo das sementes propiciou uma desidratacdo em baixa temperatura,
retirando toda a agua presente nas sementes, e isso refletiu diretamente nos resultados da
expressdo das isoenzimas nos geéis de eletroforese. O resultado da atividade enzimatica sobre
0s substratos especificos a cada enzima foi, de maneira geral, mais intenso para sementes
liofilizadas do que ocorreu na expressdo eletroforética das mesmas enzimas utilizando-se
sementes nos teores de agua originais, nao liofilizadas. A extra¢do das enzimas a partir de
sementes liofilizadas, para a expressao nos géis, resulta em melhor resultado, tendo em vista

a menor influéncia da agua no sistema.
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5 CONCLUSOES

A reducdo do teor de dgua ndo afeta a germinacéo e a viabilidade de sementes de café
recém-colhidas, mas propicia a redu¢édo do vigor e da armazenabilidade.

Teores de agua acima de 30% bu influenciam no perfil proteico e enzimatico das
sementes de café ndo liofilizadas.

O processo de liofilizacdo das sementes de café permite melhor resolucdo na
determinacdo do perfil proteico e enzimatico.

A eletroforese de isoenzimas e a quantificacdo por espectrofotometria sdo técnicas

complementares.
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ANEXOS

Tabela 1A - Resumo da andlise de variancia dos dados da avaliacdo da protrusdo radicular (PR), de plantulas normais (PN), de plantulas com
folhas cotiledonares expandidas (FC), de peso seco de parte aérea (PSPA), de embribes viaveis (EV) e de condutividade elétrica
(CE) de sementes de café de diferentes lotes e teores de &gua.

Quadrados médios

FV GL PR PN FC PSPA EV CE
Lotes (L) 1 468,64* 3363,50* 3210,30* 200,643* 3457,10* 239,58*
Teores de agua (T) 6 69,98* 131,20™ 93,50™ 2,113™ 1250,3* 154,943*
LxT 6 61,64* 81,70"™ 64,60™ 16,351* 826,3* 8,648 ™
Erro 42 17,07 64,50 77,70 6,67 1379 12,780
CV (%) - 4,54 11,47 13,39 6,41 19,30 12,54

*: Significativo em nivel de 5% de probaBiI_idade, pelo teste Scott-Knott (p<0,05). ™ nao significativo.

Fonte: Da autora (2019).
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Tabela 2A - Resumo da analise de variancia dos dados das enzimas catalase sem liofilizagdo (CATSLIO), catalase com liofilizacdo (CATCLI0O),
superdxido dismutase sem liofilizacdo (SODSLIO), superdxido dismutase com liofilizacdo (SODCLIO), polifenoloxidase sem
liofilizacdo (PPOSLIO), polifenoloxidase com liofilizagdo (PPOCLIO), proteinas resistente ao calor sem liofilizacdo (PTNSLIO),
proteinas resistente ao calor com liofilizacdo (PTNCLIO), endo-pB-mananase sem liofilizacdo (ENDOSLIO) e endo-B-mananse com

liofilizacdo (ENDOCLIO) de sementes de café de diferentes lotes e teores de agua.

Quadrados médios

FV GL CATSLIO CATCLIO SODSLIO SODCLIO PPOSLIO PPOCLIO PTNSLIO PTNCLIO ENDOSLIO ENDOCLIO
Lotes (L) 1 339,93  1671,25" 4008220,00"™ 14081,00™ 1152,63* 1080,34* 0,015445"™ 0,00050761" 1028616,00* 2318431,00*
Teores de dgua
T g 6 836,67  2209,41* 283848,00"™ 64231,00  36,16™ 52,18  0,016723*  0,0018"™ 590148,00% 124399900
LxT 6 1607,26™  1342,01™ 698752,00™ 111958,00"  37,55" 33,74™  0,019707*  0,0023* 590129,00* 1347485,00*
Erro 42 833,63 793,23 1146104 497479 19,34 20,97 0,0041 0,0009 5483,00 139467,00
CV (%) 52,99 45,98 53,99 50,31 43,62 44,55 4,25 125,04 38,57 114,8

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott (p<0,05). " néo significativo.

Fonte: Da autora (2019).
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