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RESUMO: Sementes de café apresentam germinagdo lenta, aumentando conseguientemente o periodo
de formagdo das mudas. A causa dessa germinagdo lenta ainda ndo foi elucidada. Aparentemente, a
difusdo de gases e &gua tem papel secundario, comparada ao efeito de inibidores presentes. A presente
pesquisa foi desenvolvida no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura e no Laboratério de
Quimica da Universidade Federal de Lavras. Em uma pesquisa preliminar, utilizando sementes de
alface como indicadora de inibidores e extrato agquoso de espermoderma ("pelicula prateada"), ficou
evidenciada a presenca de inibidores nesse tecido. Em uma segunda etapa, o extrato aquoso da pelicula
prateada foi submetido a um fracionamento, em teste in vitro. Observou-se, por meio desse teste, que a
fracdo ativa encontrava-se na fase metandlica, a qual foi concentrada sob vacuo e eluida através de
coluna de silica-gel com metanol, &gua destilada e HCI 0,1M. Ao ser concentrada sob vécuo, a fracdo
ativa deu origem a um solido branco, que se mostrou homogéneo, segundo analise por cromatografia
em camada fina com placas de silica-gel. Por meio de andlise de espectrometria de infravermelho, de
massas e de ressonancia magnética nuclear de *H e de **C, atribuiu-se a esse sdlido a estrutura da
cafeina. Conclui-se que o espermoderma pode contribuir para a lenta germinag@o das sementes de café,

possivel mente devido a presenca de cafeina
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DETERMINATION OF GERMINATION INHIBITORS IN THE SPERMODERM OF
COFFEE SEEDS

ABSTRACT: Coffee seeds present slow germination, increasing hence the period of formation of
seedlings. The cause that Sow germination is not elucidated yet. Apparently, the diffusion of gases and
water has a secondary role as compared with the effect of inhibitors present. The present research work
was developed in the Seed Sector of the department of Agriculture and in the Chemistry department of

the Universidade Federal de Lavras. In a previous research by utilizing lettuce seeds as an indicator of
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inhibitors and agueous extract of spermoderm (silvery film), the presence of inhibitors in this tissue
was evidenced. In a second step, the aqueous step of the silvery film was submitted to a fractionating,
in vitro test. It was observed by means of that test, that the active fraction was in the methanol phase,
which was concentrated under vacuum and eluted through gel silica column with methanol, distilled
water and 0.1M HCI. In being concentrated under vacuum, the active fraction gave rise to a white
solid, which showed itself homogenous according to the thin layer chromatography analysis with gel
silica plates. By means of the infrared, mass and *H and *3C nuclear magnetic resonance spectrometry,
the caffeine structure was ascribed to such a solid. It follows that spermoderm may contribute to the

slow germination of coffee seeds, possibly due to the presence of caffeine

Key words: seeds, coffee, germination, inhibitors.

INTRODUCAO

A forma mais utilizada para propagac@o do cafeeiro € por mudas provenientes de sementes. A
semente € plana convexa, diptica ou oval, sulcada longitudindmente na face plana, sendo congtituida por
embrido, endosperma e um envoltério, representado por uma "pelicula prateadd’, ou espermoderma,
condtituida por céulas esclerenquimatosas (Dedecca, 1957, 1958; Huxley, 1965; Zamora e Soto, 1976;
citados por Rena e Maestri, 1986). Sementes de cafediro gpresentam germinagéo lenta, aumentando
congderavelmente o periodo de formagdo das mudas, dém de gpresentarem baixa longevidade. A lenta
germinacdo das sementes de café, diada arpida perda do poder germinativo, chega a criar StuagBes em
que, quando se obtém o resultado do teste-padro de germinagdo, este pode n&o refletir o verdadeiro
estado fisologico da semente em tempo hébil (Dias e Slva, 1986), dém da predisposicio destas a0
ataque de patdgenos, preudicando seriamente a germinacao.

A causa da germinacdo lenta ainda ndo foi ducidada Ha evidéncia de que a presenca do
endocarpo (pergaminho) na semente exerca influéncia na sua germinaco, por impedir a absorgéo de &gua
e O, pela smente (Bendand, 1952; Vdio, 1980). No entanto, alguns autores verificaram que fragmentos
de pergaminho misturados & sementes inibem a germinacéo e que a difusio de gases e &gua é um fator
secundério (Veazco e Gutierrez, 1974).

Védio (1976) observou que no solo o pergaminho é rapidamente decomposto pela flora
microbiana, ocorrendo a germinacdo, € que em meo asseptico a presenca do pergaminho inibe a
germinacdn. Segundo 0 mesmo autor, essa inibicdo ndo se deve a insuficiéncia na aisorcéo de &gua, mas

sm a agum mecanismo de resisténcia imposto pelo pergaminho sobre o desenvolvimento do embrido. A
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remogdo do pergaminho, diada a0 aumento da temperatura aé 30°C, propicia a germinagdo em periodos
menores (Rena e Maestri, 1986). No entanto, aparentemente, a difusdo de &gua e gases tem pape
secundério, comparada ao efeito de inibidores presentes.

Conforme V&io (1976), a germinacéo de semente de cafeeiro esta relacionada com baixos teores
de substéncias semelhantes a0 &cido giberdico. Compostos fendlicos sdo também possivels inibidores
naturais da germinacdo de sementes (Vieira, 1991). Sabe-se que a aplicagdo do &cido giberdico em
sementes em desenvolvimento impede a indugédo da dorméncia em sementes maduras de agumas
espécies (Simpson, 1990).

Uma das fungbes do GA; impedindo a dorméncia, estd relacionada ap metabolismo de
carboidratos, como sacarose e matose (Caims e de Villiers, 1982). A combinagdo do GA; com esses
acUcares produz efeito snergistico, que quebra a dorméncia rapidamente. Estudos tém mostrado que o
amido do endosperma de sementes dormentes ndo é quebrado pelas hidrolases a e b amilase na auséncia
da enzima a glucosdase (matase). Esta enzima aumenta com 0 aumento da concentragdo de GAj
(Simpson e Naylar, 1962). O &cido giberdlico promove a sintese de RNA e proteinas, anbos no embrio e
nos tecidos do endosperma (Keng e Fdey, 1987). Assm, varias pesquisas indicam que o GA etimula a
producdo de aglicares (hexoses) a partir das reservas de amido e de suas degradacfes via mecanismos de
glicdlise, ciclo de Krebs e cadeia de transporte de eétrons. O que ndo esti ainda claro é se os GAs
possuem efeitos miltiplos ou se cada GA tem efeito smples na parte centrd do sstema A aplicacdo
exogena do GA; parece ndo superar todas as expressdes de dorméncia existentes em diferentes espécies.
No entanto, em sementes de algumas espécies de graminess, a aplicacdo exdgena do GA; pode aumentar
a dividade da a amilase no escutelo e da camada de aleurona. Alguns autores tém mencionado que uma
importante funcdo do é&cido giberdlico na quebra da dorméncia é modificar o potencid osmatico
acancado por meio da formacdo de moléculas com baixo peso molecular, como 0s mono e dissacarideos,
no embri&o e em volta do endosperma.

As citocininas apresentam acdo contr&ria aguela dos inibidores, sendo uma substancia essencid
para complementar a acd do &cido giberdlico e induzir a germinacdo Ou 0S Processos enziméticos,
quando estes sB0 bloqueados por inibidores como ABA elou cumarina (Fraga, 1982). A aplicacdo
exdgena de citocininas parece superar a dorméncia de sementes de agumas espécies. No entanto, existem
diferencas quanto a resposta na superacdo da dorméncia em diferentes gendtipos (Hurtt e Taylorson,
1978).

Sementes dormentes de algumas espécies requerem atas tensdes de oxigénio para a germinacao,

provavelmente devido & presenca de inibidores no tegumento, os quais reduzem a absor¢éo de gases, sem,
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contudo, afetar a taxa de absorgéo de agua por elas (Toole et a., 1956). Os mesmos autores mencionaram
que a substéncia inibidora da germinacdo pode ocorrer tanto no tegumento como no embrido. Segundo
Reis (1976), o tegumento pode agir tanto como barreira de 0, quanto como depdsitos de inibidores
endogenos. Essa barreira a difusito de 0, pode controlar a germinagdo, impedindo a oxidagdo e
subseqiiente destruicéo dos inibidores (Karssen, 1950).

Alguns autores tém observado que a presenca de compostos fendlicos no tegumento controla a
entrada de oxigénio no interior da semente, pois estes fixan o O, que a semente esti absorvendo,
impedindo a chegada deste no interior da semente (Edwards, 1973). Para aguns autores, os inibidores de
crescimento s substancias de natureza fendlica, como &cido <dicilico, &cido cumérico, &cido
clorogénico, cumarina, e aguelas que atuam como reguladoras, retardando os processos de crescimento e
desenvolvimento das plantas, como 0 aongamento de raizes e caules, a germinacdo de sementes e 0
brotamento de gemas (Dietrick, 1986).

Existem indicagdes de que o ABA pode interferir na formagdo da enzima que estimula a
producdo do GAs em tecidos do endosperma Existem outros fatores limitantes da germinacdo das
sementes, 0s quais tém influéncia na expressio da dorméncia Disponibilidede de O,, regime de
temperatura, composicdo quimica, pH e nive da atividade de microrganismos podem influenciar a
persisténcia da dorméncia, podendo induzir a dorméncia secundaria.

Algumas sementes precisam de exposicdo a uma temperatura critica antes da germinagéo. Essa
temperatura ndo esta relacionada com a temperatura Gtima para a germinagdo, mas é requerida para
quebra de dorméncia. Exposicéo das sementes a baixas temperaturas pode proporcionar aumento do peso
seco do embrido e destruicdo de inibidores, como os glicosideos cianogénicos. Alguns inibidores também
podem ser lixiviados por agua corrente (Metivier, 1985). Durante o resfriamento, os niveis enddgenos de
&iido abscisco (ABA) podem car e os de &ido giberdlico aumentar, promovendo a germinagéo.
Ogcilagio entre temperaturas diferentes também pode iniciar a germinacdo; provavelmente este sga um
mecaniSmo para assegurar a germinagdo proximo asuperficie do solo, onde atemperatura é variavel.

Na deteccdo de inibidores da germinacdo, o bioteste de inibicdo da germinacdo de sementes de
aface tem ddo gpontado como um méodo eficiente (Dietrich, 1986). Sementes de dface tém eevada
senghilidade a agdo de agentes quimicos, fornecendo a capacidade de resposta ap agente em um tempo
relativamente curto. Varios autores tém comprovado a eficiéncia deste teste na detecc@o de inibidores da
germinacdo em diferentes espécies: Borges et d. (1987), em sementes de pimenteira; Braga (1986), em
sementes de pandaiba (Xyiopia brasiliensis Sprengle); e Vieira (1991), em sementes de arroz.

HA& relatos na literatura de que a semente do cafeeiro apresenta baixos teores de substancias

promotoras da germinago, como o &cido giberdico, e substancias inibidoras da germinacdo. No entanto,
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sementes de cafedro possuem condderdvel quantidade de ceafeina, e esse dcaddide apresenta efeito
aelopético (Chou e Waller, 1980; Shettd e Bake, 1983; Smyth, 1992; Wadler et d., 1986; citados por
Mazzafera, et d., 1996). Baumannn e Gabrid (1984); Friedman e Waller (1983) e Suzuki e Waller
(1987), citados por Mazzafera et d., 1996), demongtraram, em estudos redizados em laboratorio, que
sementes de café liberam cafeina durante a germinaggo, podendo isso causar auto-inibicdo da germinacéo.

No entanto & sementes de cafegiro, pouco se conhece a respeito da germinacdo destas. A
maioria dos pesquisadores afirma que elas gpresentam germinagdo lenta, sem contudo discutir as causas,
havendo conseguentemente necessidade de pesquisas nessa area.

Assm, a pesquisa teve como objetivo verificar a presenca de inibidores da germinagdo no
pergaminho e espermoderma de sementes de cafeeiro, assm como isolar a substéncia responsavel por

essainibicéo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nos Laboratdrios de Andise de Sementes e de Quimica da
Universdade Federd de Lavras. No primeiro ensaio foi avaiada a presenca de inibidores da germinacéo
no endocarpo e no espermoderma de sementes do cafeeiro, por meio de bioteste de inibicdo da
germinacdo de sementes de dface.

Apbs a colheita, os frutos destinados & produgéo de sementes foram despolpados e, em seguida,
as sementes foram colocadas em tanques de fermentacdo por 48 horas, com uma temperatura média de
14,8°C, para aretirada do mesocarpo, com posterior secagem asombra, até um grau de umidade de 13%.

ApGs obtencdo das sementes, foram removidos separadamente o endocarpo e 0 espermoderma
de parte dessas sementes. ApGs a remogao, os endocarpos e espermodermas foram triturados em moinho,
para posterior obtencdo dos extratos aguosos.

A obtencdo dos extratos aquosos foi feita com base no teor de matéria seca do endocarpo e
espermoderma. Foram preparadas solugdes de concentragdo em peso volume de 5, 10 e 20% de matéria
seca de endocarpo e 20% de espermoderma em &gua deionizada. ApGs duas horas, 0 materia foi filtrado
em pape-toa ha, obtendo-se os extratos.

Para o teste de sensibilidade, foram utilizadas sementes de dface (Lactuca sativa L.), conforme
Medeiros (1989). Sementes de dface foram semeadas em caixas gerbox, sobre papés de filtro
previamente umedecidos com 0s respectivos extratos aquosos. A testemunha constou da semeadura de
sementes de dface sobre papel umedecido em agua. Apds a semeadura, as sementes foram colocadas para

germinar em gparelho regulado atemperatura constante de 20°C, sob luz branca e fria.
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As avdiagdes foram redlizadas diariamente, a partir do inicio da germinagéo até um periodo de
120 horas. ApGs esse periodo foram calculados o percentua de germinac@o e o indice de velocidade de
germinagdo, de acordo com Maguire (1962). Foram consideradas plantulas normais aguelas que atingiram
comprimento superior a1,5 cm e gpresentaram pél os absorventes nas radiculas.

O ddineamento experimenta utilizado foi o de blocos casudizados, com 4 repeticbes. Cada
parcdla foi condituida de uma caixa gerbox, contendo 100 sementes. Os tratamentos foram: 1.
testemunha; 2. extrato com concentragdo de 5% do endocarpo; 3. extrato com concentracdo de 10% do
endocarpo; 4. extrato com concentragdo de 20% do endocarpo; e 5. extrato com concentragdo de 20% do
espermoderma.

No segundo ensaio, o0 extrato a 20% do espermoderma foi submetido a um fracionamento
biodirecionado pelos testes in vitro com sementes de alface, conforme descrito no primeiro ensaio.
Para isso 1.700 mL do referido extrato foram liofilizados e, em seguida, o residuo obtido foi lavado
sucessivamente com 10 mL de acetato de etila, 10 mL de metanol e 10 mL de &gua destilada. Pelo
teste in vitro observou-se que a atividade inibidora se encontrava na fase metandlica, que foi
concentrada sob vacuo e eluida através de coluna de silica-gel com metanol, agua destilada e HCI 0,1
M, confirmando que a fracdo metandlica era a ativa. A fragdo metandlica foi novamente concentrada
sob vécuo e eluida através de coluna de silica-gel com acetato de etila, acetato de etila/metanol (9:1,
7:3 e 1:1) e metanol. A fracdo ativa (acetato de etila/metanol 9:1) foi concentrada sob vécuo para
redlizar mais um fracionamento em coluna de silica-gel. Neste caso, empregaram-se diclorometano e
diclorometano/metanol (20:1, 15:1 e 10:1) como eluentes. Concentrou-se a fracdo ativa sob vécuo,
sendo esta eluida através de coluna de silicagel com hexano/éicool etilico (221 e 1:1). Ao ser
concentrada sob vécuo, a fragdo ativa deu origem a um sdlido branco (87 mg), que se mostrou
homogéneo, segundo andlise por cromatografia em camada fina com placas de silica-gel. Esse sdlido
foi analisado através de espectrometria de infravermelho (1V), de massas (EM) e de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de *H e de °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio 1, menores vaores de germinagédo de sementes de aface foram observados na
presenca do extrato contendo 20% de espermoderma e valores intermedidrios foram observados na
presenca do extrato contendo pergaminho (Tabelal). Desse modo, pelos resultados observados, ha
indicios da presenca de substancias inibidoras principdmente no espermoderma, considerando que a

germinacdo das sementes de aface foi quase nula.
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Nesse mesmo experimento, sementes de aface na presenca de extrato contendo 20% de
espermoderma germinaram lentamente, gastando em média 10 dias para germinar, comparado com um
periodo de 6 dias na testemunha (Tabela 2). VAio (1980) relatou que o pergaminho influencia a
germinacd de sementes de café, principalmente por impedir a absorcdo de &gua e O, pela semente. No
entanto, Velazco e Gutierrez (1974) verificaram presenca de substancias inibidoras da germinacdo em
fragmentos de pergaminho de sementes de café. Vde ressdtar que a presenca de substancias inibidoras no

espermoderma de sementes de café ainda ndo foi discutida na literatura.

Tabela 1 - Resultados médios de germinacdo de sementes de dface, obtidos sob solugBes de pelicula
prateada 20% (PP 20%), pergaminho 5%, 10%, 20% (PER 5%, PER 10%, PER 20%, respectivamente),
pelo teste-padréo de germinagio. UFLA, Lavras - MG, 1997

Tratamentos Germinaggdo em 400 Média
Sementes(3 leituras) (%)
PP 20% 8 02,00d
PER 5% 334 8350a
PER 10% 293 7325b
PER 20% 216 54,00c
Testemunha 337 8425a

CV(%)=571

7" As médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas colunas néo diferem entre s, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Tabda 2 - Resultados médios do teste de velocidade de emergéncia em sementes de aface, obtidos sob
solucdes de pelicula prateada 20% (PP 20%), pergaminho 5%, 10%, 20% (PER 5%, PER 10%, PER 20%,
respectivamente), pelo teste-padréo de germinagéo. UFLA, Lavras - MG, 19977

Tratamentos Total dedias Médias
(dies)
PP 20% 40,60 10,15¢
PER 10% 24,32 6,08 ab
PER 5% 23,76 594a
PER 20% 26,80 6,70 b
TESTEMUNHA 23,68 592a

CV(%)= 4,37

¥ As médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre s, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Quanto a identificagcdo do Sdlido isolado, tem inicio a partir das andises por espectrometria de
infravermelho e de massas. Em ambos os casos obtiveram-se espectros idénticos &jueles encontrados na
literatura para a cafeina (Moffat, 1986). Além disso, também se fez uso da espectrometria de ressonéncia
magnética nuclear (RMN) de H e °C. No RMN 'H, os picos em 340; 358 e 4,00 também
correspondiam aos trés grupos CHg, enquanto aquele em 7,53 era devido ao Unico grupo CH da molécula.
Jano RMN 3C, os picos em 27,8; 29,6 e 33,5 ppm foram atribuidos aos trés grupos CHs; os carbonos sp?
ligados a N e C absorviam em 107,5; 141,3 e 148,6 ppm; e os carbonos das carbonilas proporcionaram
picos em 1486 e 151,6 ppm. Asim, foi possivel confirmar todos os dados anteriores e atribuir, sem

qualquer davida, a estrutura da cafeina ao solido branco.

IV (KBr): n = 3115 (fraca), 2955 (fraca, 1701 (forte), 1657 (forte, 1551 (média), 1488 (média),
1238 (média, 746 (média) cm™.

EM: m/z (%) = 55(16), 67(8), 109 (9), 193 (M *-H; 24), 194 (M"*, 100), 195 (M"* + 1,12).

RMN'H (CDCl3, 400 MHZ): d = 3,40 (s, 3H, CH3), 3,58 (s, 3H, CH3), 4,00 (s, 3H, CH3), 753 (s,
1H, CH).

RMN *3C (CDCl3, 100 MHz2): d = 27,8 (CH3), 29,6 (CH5), 33,5 (CH3), 107,5 (C), 141,3 (CH),
148,6 (C), 151,6 (C), 155,3 (C).

CONCLUSOES

O espermoderma contribui para a lenta germinacdo das sementes de café, possivelmente

devido apresenca de cafeina.
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