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AMP - monofosfato de adenosina

ADP - difosfato de adenosina
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dpm - desintegracao por minuto
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1. INTRODUCAO

As plantas do ponto de vista nutritivo, podem
ser consideradas como fonte primaria de nitrogénio para os
animais, isto &, todo nitrogénio encontrado no organismo
animal tem direta ou indiretamente origem vegetal. As
plantas retiram o nitrogénio do solo, geralmente na forma
de nitrato, e o converte a formas biologicamenteﬁteis,cg
mo amina e amida, por um processo denominado redugao assi
milatoria. O nitrogénio assimilado & na sua maior parte

incorporado sob a forma de aminoadcidos e proteinas.

Os aminoacidos apresentam dentro do metabolis-
mo celular aspectos dos mais interessantes: sao os moang
ros da estrutura proteica, participam das vias do metabo
lismo intermediario de aglicares e acidos organicos, poden
do por essas vias contribuir para o metabolismo de lipidg
os, chegando até, a produzir energia para a célula quando
seu esqueleto carbonico passa a fazer parte do Ciclo de

Krebs.

Embora o metabolismo de compostos nitrogenados
ja tenha recebido extensivas investigagoes, poucos traba
lhos tém sido feitos para comparar as trocas ocorridas nos

"pools" de aminoacidos livres e proteicos em folhas.

Para se estudar o comportamento dos aminoéci
dos em folhas, o acetato se destaca como um composto de
grande utilidade, pois o acetil-CoA resultante da ativa-
cao do acetato tem um papel metabdlico fundamental e seu
comportamento bioquimico pode ser estudado facilmente pe

la técnica de radioisotopos tracadores. O acetil-CoA se
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oxida, por exemplo, no Ciclo de Krebs liberando CO2 e HZO
e proporcionando formagao de ATP. A unidade acetil pode
converter-se rapidamente em aclcares, ou servir como pre
cursor direto na biossintese de dcidos graxos e esteroides.
Os carbonos do acetato do acetil-CoA podem também pene-

trar nas moléculas de proteinas € acidos nucleicos.

O uso do acetato marcado nos carbonos 1l e 2 per
mite uma melhor compreensiao de como a molécula de acetato
contribui para a formagdo do esqueleto carbonico de amino
acidos, principal objetivo deste trabalho, onde se procu
ra verificar alguns aspectos do metabolismo de acetato em
folhas novas de café (Coffea arabica L cv. "Mundo Novo"),
planta de interesse econdmico e sobre a qual poucos conhe

cimentos se tém dos processos metabdlicos foliares.



o REVISKO DE LITERATURA

O objetivo desse estudo foi investigar a incor
poracao do acetato—l4C em aminoacidos. A incorporacao da
radioatividade dependera da presenga de um sistema enzimi
tico e da quantidade do metabdlito. A enzima relativa &
fixacao primaria do acetato & uma enzima de ativacao, a
acetiltioquinase, que ativa acido acético a acetil-CoA na
presenca de CoA, ATP e Mg+2 e & largamente encontrada em
plantas superiores (MILLER & BONNER, 1954 e REBEIZ et alif,
1965).

O Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos & aceito co
mo a principal via de oxidagao do acetato. Entretanto,es
tudando interacoes génicas a nivel bioquimico em Neurospo
na crassa STRAUSS (1955), definiu dois caminhos para oxi
dacao do acetato nesse microrganismo, um normal via ciclo
de Krebs e outro que opera em circunstancias especiais,
através de um ciclo de acidos dicarboxilicos onde o car-
bono metilico se incorpora em piruvato e acetilmetilcarbi

nol.

Trigo, ao qual MecCONNELL & RAMACHANDRAN (1956)
injetaram acetato marcado no caule, apresentou alta ativi
dade nos graos os quais mostraram incorporagao do tracga-
dor em proteinas e amido. O carbono metilico do acetato
incorporou-se com mais eficiencia do que o carbono carbo
xIlico proporcionando uma maior distribuicao de 14C entre

O0s componentes.

McCONNEL & MAZUREK (1956) mostraram que o Ci-

clo de Krebs esta relacionado com sintese de proteina em
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glutem de trigo quando a este ministraram acetato marcado.
O glutem marcado com acetato-l4C apresentou 16 aminoaci-
dos marcados (BILINSK & MeCONNELL, 1957a). Os aminoaci-
dos mais ativos encontrados foram acido glutamico, proli
na e arginina, seguidos pelos aminoacidos de quatro carbo
nos: acido aspartico e treonina, enquanto Os aminoacidos

de cadeia curta como glicina, alanina, serina e metionina
apresentaram média atividade. Os mesmos autores (BILINSKI
& McCONNELL, 1957b) estudando a contribuicao do acetato
—14C para a formagao do esqueleto carbdonico do acido glu
tamico, acido aspartico e treonina em trigo, mostraram que
a biossintese de aminoacidos dicarboxilicos & feita via
Ciclo de Krebs e que o esqueleto carbonico da treonina pa

rece ter se originado do acido aspartico.

BONNE (1957) estudou o metabolismo de acetato
—l4C em mitocondrios isolados de vegetais e microrganis -
mos. A ﬁrimeira reagao em que se envolveu o acetato & o
da sua ativagao dando acetil-CoA, marcando todos os compo

nentes do ciclo de Krebs.

Pontas de raizes de milho metabolizam aceta-
14 L - . a . .

to-" C marcando primeiramente acidos organicos e posterior
mente aminoacidos segundo os trabalhos de Mac LENNAN et alit
(1963) e HARLEY & BEEVERS (1963). No mesmo trabalho, os
autores notaram que ao se esgotar a fonte de marcacao ha
uma reversao onde os aminoacidos produzem acidos organi-
cos e também que, aminoacidos acidos sao precursores dos

basicos e neutros, numa conversao irreversivel.

COSSINS & SINHA (1964) trabalhando com "seed-

lings" de Heliantus annus, compararam o metabolismo de

glioxilato—l4C e acetato—l4C. Relataram que o acetato se
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transforma em acidos do ciclo do glioxilato eemagicares;
entretanto, o glioxilato parece estar e€nvolvido em sua
maior extensiao na biossintese de aminoacidos do que na sin
tese de aglcares. Essas diferencas indicam um certo rela
cionamento com a localizagio intracelUlarlie enzimas do me
tabolismo do glioxilato e do acetato. O C do acetato
apareceu em glutamina, CO, .,
citrato. O l4C do glioxilato marcou C02, glicina, glico

aclicares, malato, glicolato,e

lato, serina, residuos insoliveis e em menores quantida-

des acgucares, malato, citrato e succinato.

Administrando acetato—2—l4C em escutelo de mi
lho, 0OAKS & BEEVERS (1964) detectaram incorporacao de 32%

l - - . N 3
do 4C em agucares soluveis e carbohidratos.

O metabolismo do acetato foi estudado por
SURVANARAYANAN & McCONNELL (1964) em trigo atacado por fun
gos. Os resultados indicaram um aumento da produgao de

14CO2 quando o tracador foi o acetato-l-l4C e uma marca-

géo consideravelmente maior de outros compostos quando ©
tracador foi o acetato—2—l4c. Dentre os aminoacidos, o
dcido glutamico reteve 40% da atividade dessa fragao. A
marcagao interna do acido glutamico evidenciou o funcio-

namento dos ciclos de Krebs e do glioxilato.

14
Estudando o metabolismo de acetato-2- (C, em
pontas de raizes de milho, 0AKS (1963, 1965a, 1966b) rela
tou o aparecimento de radioatividade nos aminoacidos treo

nina, valina, leucina, lisina, arginina e prolina.

WANG & BURRIS (1965) relataram que os modélos

de marcagao em folhas de trigo pelos aminoacidos glicina

—2—14C, serina—l—l4C e serina—3-l4c sao similares tanto na
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presenca como na auséncia de luminosidade. Observaram que
a transformagao de glicina em serina & rapida, porém irre

versivel, e que ha uma +ransferéncia de serina-2_14c

em

. 14 . . .
serina-1-" "C indicando uma entrada de gllc1na—2—l4c no ci
clo de glioxilato; além disso, aglcares e &cidos organicos

sdo marcados a partir de glicina—2—l4C.

THOMPSON et alii (1966) estudaram o efeito do
teor de agua sobre a composicao de aminoacidos em folhas
destacadas. Consideravel protedlise aumentou o nivel de
aminoacidos na frag¢ao nao proteica. Entretanto, serina,
gama-aminobutirico e metil-cisteina-sulfdxido foram os Gni
cos aminoacidos que se acumularam prolina apds actmulo ini

cial sofreu um decréscimo nos seus teores.

Estudando a translocacao de aminoacidos em rai
l4C, 0AKS (1966) encontrou

na fragao solivel em alcool 80%, acido glutamico, &acido

zes, com O auxilio de acetato-2-

aspartico e glutamina como os aminodcidos mais ativos. A
metade do 14C da fragdo insolivel foi encontrada em acido
glutamico e acido aspartico, seguido por serina, glicina,
prolina, acido gama-aminobutirico e leucina. A distribui
cao do 14¢ na raiz nio foi equivalente & -de outras regiodes,
indicando que os aminodcidos elaborados em certas regioes
nao sao igualmente accessiveis ao sistema de transporte.
A mesma autora (04AKS, 1967) relatou uma inibigao da sin-
tese do aminoacido asparagina na presenc¢a de glicose.

o acetato-l~l4C foi metaboiizado por plantasde
trigo, aparecendo como primeiro aminodcido marcado o aci-

do glutamico, segundo McCONNELL & MAZUREK (1967).

Um estudo dos processos respiratorios usando
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acetato-""C e glucose- C foi realizado por gFFER(ﬁRANSON

(1967). Ficou evidenciado que a sequéencia de pentose-fos
fato, glicdlise e Ciclo de Krebs siao processos ativos da
respiragao e que acetato-14c pode oxidar-se via Ciclo de
Krebs em condig6es anaerébicas;Aa reoxidagéo das coenzi-
mas se d&, entdo, em reacdes de aminagao produzindo amino

dcidos a partir de compostos nao nitrogenados.

Com o objetivo de analisar o metabolismo do eta
nol em sementes de ervilha, CAMERON & COSSING (1967) uti
lizaram trés compostos marcados: alcool etilico—l4c, ace
taldeido—l4c e acetato—l4C. Os dados obtidos foram seme
lhantes para>os trés radioisotopos, que apds rapida incor
poracao nos acidos do Ciclo de Krebs, vao se acumulando
nos aminoacidos. Entretanto, relativamente pouco l4C se
fixou em l4COZ, O que indicou uma lenta velocidade de ca
minhamento do C no Ciclo de Krebs, acompanhada de rapi

da remocao para o glutamato.

STER & O'BRIEN (1968) hidrolizando proteinas de
CLostrnidium kLuyvierdi crescido em meio de cultura conten-
do acetato-l-l4C, mostraram que a distribuicao do l4C nos
atomos do acido glutamico acentuou a estereoespecifidade

da enzima sintetase do citrato.

Trabalhando com folhas destacadas de milho, gi
rassol, feijao e tomate STEWART et alii (1966) concluiram
que prolina pode ser uma boa reserva de N2 pela sua proxi
midade metabdolica e facil convercao a acido glutamico, um
composto chave no metabolismo de nitrogénio. Além aisso,
na conversao de prolina para acido glutamico sao produzi
dos dois equivalentes de NADH+ H+, tornando a prolina tam

bém uma fonte de energia e poder redutor.
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MeCONNELL (1969) empregando composStos marcados
com 14C em trigo demonstrou due acido glutamico e glutami
na sao extensivamente interconvertidos, o mesSmo ocorrendo
com prolina e icido glutdmico. Nos ensaios com prolina
_l4c o acido glutamico proteico apresentava atividade es
pecifica maior que a propria prolina. Em contraposigéo,
arginina—5—14c n3o originou acido glutamico altamente ra

dioativo.

Cultura de tecidos de "Paul's scarlet rose", em
cujo meio de crescimento FLETCHER & BEEVERS (1970) adicio
naram acetato—l—l4c, mostrou que lipideos, COZ’ acido as
partico, outros aminoacidos e proteinas tornaram-se radio
ativos. Apbs o pulso radioativo, glutamato foi o compos
to de maior atividade até que se esgotasse(aacetato—l—l4c
do meio. Outro fato observado foi que somente "pools" pre
cursores de proteinas haviam sido marcados, uma vez que
nessas se encontrou o complemento do decréscimo da ativi

dade dos aminoacidos.

HIGGINS & JOHNSON (1970) ministrando acetato-
—l—l4C em microrganismos observaram que O reverso da rea
géo de cisao do piruvato pode ocorrer formando piruvato

marcado a partir do acetato—l—l4C.

TARANT & COLMAN (1972) estudaram a assimilagao
do acetato—l4C em alga azul Anabaena gfos-aquae na presen

ca e auséncia de luminosidade. A assimilagao do e

em
componentes celulares na auséncia de luz comparavel a dis
tribuicao encontrada durante a fotoassimilacao na qual a
maior porcao acha-se em lipideos e aminoacidos tais como,
dcidos glutadmico, prolina e leucina. Somente 2 a 7% do

acetato—l—l4C assimilado & oxidado a 14CO2 na auseéncia de
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luz e 4 a 5 vezes mais 14C02 é oxidado do acetato-1_14c do

dque do acetato—2~l4C.

14
Estudando O metabolismo de acetato-1l-= C e ace-
tato-2-1%c durante a germinagio de sementes de café, BRASIL
- 14
& CROCOMO (1974) mostraram que a molécula de acetato-" C

marca lipideos, acidos organicos, aminoacidos, proteinas e
14

carbohidratos. O acetato-2-""'C foi mais eficiente na mar
cacao dos compostos organicos do que O acetato—l—l4C. A
distribuigdo da radiocatividade dos agtcares mostrou alta

atividade no ciclo do glioxilato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

O trabalho foi realizado em folhas novas de ca
fé (Coffea arabica cv. "Mundo Novo") provenientes da ger
minagao de sementes obtidas no Departamento de Agricultu-

ra e Horticultura da Escola Superior de Agricultura "Luiz
de Queiroz", Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, Sao

Paulo.

3.2 - Metodos

3.2.1 - Preparo da resina Dowex 50 x 8 K" 100-200
mesh

O processo de preparagao das resinas baseou-se
nos trabalhos de AIRS et alti (1954) e PLAISTED (1958).Es
ta resina que possui capacidade de 1,2 meq/ml de resina
imida, foi previamente ativada. O processo de preparagao
e ativagéo da resina consistiu em se retirar primeiramen-
te as particulas mais finas por decantagao. Aresina foi
transferida para funil de Buchner passando-se cloreto de
sbdio a 10% até pH neutro. Em seguida lavou-se a resina
com agua desionisada até reagao negativa com nitrato de
prata (teste para cloretos). Adicionou-se acido cloridri
co 2 N até reacgao acida, seguindo-se outra lavagem com
agua desionizada até neutralidade. Essas operagoes foram
repetidas trés vézes. Finalmente removeu-se a resina pa
ra frascos de polietileno em etanol 80%, acondicionando-

-se em camara fria para uso posterior.
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3.2.2 - Preparo da resina Dowex 1 x 8 1= 100-
200 mesh

O processo de preparo das resinas baseou-se nos
trabalhos de HIRS et alii (7954) e PLAISTED (1958). Esta
resina com capacidade de 1,3 meq/ml de resina umida foi
previamente ativada. O processo de preparagao e ativagao
da resina consistiu também em se retirar as particulas
mais finas por decantacao, transferindo-se posteriormente
para funil de Buchner. Lavou-se com solugao de formiato
de sbdio 1,5 N até reacao negativa com nitrato de  Pprata
(teste para cloretos). Em seguida, lavou-se 40 ml de clo
reto de sddio a 10%, e, novamente com formiato de sodio
até reacao negativa com nitrato de prata. Essas operagoes
foram repetidas trés vézes. Finalmente, lavou-se a resi-
na com agua desionizada até pH neutro, acondionando-a em

camara fria para uso posterior.

3.2.3 - Instalacao do experimento

As sementes de café (Cofgea arabica cv. "Mun
do Novo") foram despolpadas, secas ao sol, lavadas por 10
minutos com solugao de hipoclorito de sodio a 10%, areja-
das durante uma noite e semeadas em areia esterilizada.
As sementes germinaram a 280C em estufa. ApOs o apareci-
mento das folhas cotiledonares, os "seedlings" foram trans
feridos para casa de vegetacao, onde permaneceram ate
apresentarem 4 pares de folhas. As folhas foram picadas
e separadas em 16 lotes de 1,5 g cada um. Cada lote foi
colocado em frascos de Katz de 50 ml, juntamente com 10
ml de agua destilada permanecendo em auséncia de luminosi

dade por 15 minutos. Foram entao adicionados 10 uCi de
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acetato-1-14c em cada um dos oito primeiros frascos e 10
. 14
uCi de acetato-2- C em cada umn dos oito restantes. Os 16
- o -
frascos permaneceram em banho metabélico a 28 C em auséen

cia de 1luz.

3.2.4 - Colheita do material

As incubagoes dos acetato—l—C14 e acetato-2-ct!
foram interrompidas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos. As interrupgoes foram feitas injetan-
do-se HC1l 2N em cada frasco nos tempos indicados. A incu
bacao foi continuada por mais 30 minutos a fim de se cole

tar o C02, conforme descrito em 3.2.5.1.

3.2.5 - Analise do material

O material colhido foi triturado e homogeneisa
do com etanol 80% em ebulicao (10 ml/g péso verde) no ho-
mogeneizador "Omni-mixer" da Sorvall (16 000 rpm) duranfe
1 minuto (CROCOMO et aliZ, 1970). Uma centrifugagao a
12 500 G desse homogeneizado deu uma fracao sobrenadante

soltvel e uma fracao precipitada insollvel em etanol 80%.

3.2.5.1 - Determinagao do C0, radioativo

Durante a incubagao nos frascos de Katz, mante
ve-se dentro de cada frasco um disco de fibra de vidro em

bebido em solugao de hiamina, que absorveu o CO, liberado-

2
durante a incubagao . Posteriormente colocou-se a hiami-

na em solugao cintiladora (4 g POP, 10 g POPOP e tolueno
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até 1000 ml - NUCLEAR CHICAGO INSTRUTIONS, sem data), e de
tectou-se a radioatividade em Cintilador Liquido da  Nu-

clear Chicago Série 720.

3.2.5.2 - Fracionamento da fracao solu-
vel em etanol 80%

A fracao solivel foi tratada com igual volume
de éter etilico para a extracao de pigmentos e lipideos.
Apds a lavagem com éter passou-se a fracao solivel por uma
coluna de resina Dowex 50 x 8 H+ com 5 cm de alturaemco-
luna de vidro de 30 x 1 cm, de acordo com CROCOMO & ROSSI
(1957). Essa coluna de resina separou primeiramente, com
uma eluicao de 40 ml de agua desionizada, acglcares totais
+ acidos orgdnicos toais. Numa segunda eluigao com 40 ml
de hidroxido de amdneo 2N, obteve-se aminoacidos da fra-
cao solivel. A primeira fracao eluida, constituida de
aglcares totais + acidos organicos totais, foi novamente
passada por coluna de resina Dowex 1 x 8 Cl com as mes-
mas dimensGes. Uma primeira eluigao com 40 ml de agua se
parou a fracgao aglicares totais e a segunda eluigao com aci
do formico 6 N separou acidos organicos totais, segundo
GUTIERRES (1968). As fragOes agucares e acidos orgdnicos
totais foram evaporados até secura total (a 40°C e sob
corrente de ar) e retomados em 0,5 ml de agua. A fragao
aminoacidos foi evaporada até residuo séco (a 40°c e sob
corrénte de ar) e retomada em 0,5 ml de alcool isopropili

co a 10% como descrito em CROCOMO & SILVA (1968).
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3.2.5.2.1 = Acgucares

A determinagao quantitativa de aclGcares totais
foi feita sequndo adaptagao do método descrito por DUBOIS
e cols. (1967). Tomou-se 40 microlitros da fracao aglca-
res totais, transferiu-se para tubo de ensaio contendo 1
ml da solugao de fenol em agua (50 ug/ml) e adicionou-se
5 ml de acido sulflrico concentrado. ApdOs homogeneizacgao
o conteudo foi deixado em repouso por 10 minutos, homoge-
nizado novamente e colocado a BOOC por 15 minutos. Apds
15 minutos leu-se a densidade Otica a 485 nm em espectro-
fotdometro Coleman Jr. II. A conversao da densidade oOtica
em miligramas foi realizada através de uma curva padrao
previamente obtida com glicose e xilulose. A determina -
cao da radioatividade foi feita tomando-se 40 ul da fra-
cao aglcares totais e colocando se em 10 ml de solugaocin

tiladora de BRAY (1960).

3.2.5.2.2. - Acidos organicos totais

A determinagao quantitativa dos acidos organi
cos totais foi feita através da titulacdo de 40 pl da fra
cao acidos organicos totais com hidrdxido de sodio 1073 N,
usando-se como indicador o vermelho de fenol segundo ARZOL
LA & ARISTIZABAL (1967). Na determinacao da radioativida
de utilizou-se 40 pl da fracgao acidos organicos totais em

10 ml de solugao cintiladora de BRAY (1960).

3.2.5.2.3 - Aminoacidos

A identificagao e determinagao quantitativa dos
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aminoacidos foi feita por cromatografia bidimensional em
papel de filtro seguida de espectrofotometria como  em
BRASIL et alii (1972). A cromatografia foi realizada em
papel de filtro Whatman n9® 3 com os solventes fenol-agua
(75% peso/vol) na primeira dimensao e butanol-acido acéti
co-agua (90:10:29~vol/vol/vol) na segunda dimenséo<kaaco§
do com BROWN & FOWDEN (1966). Os cromatogramas apOs cada
desenvolvimento foram secos em camara de secagem da Preci
sion Scientific a SOOC. De cada amostra dois cromatogra-
mas foram obtidos sendo um usado para a determinagao quan
titativa dos aminoacidos e outro para a determinacaodara
dioatividade. Os aminoacidos foram determinados quantita
tivamente uséndo—se o revelador "ninhidrina-cadmio". ApOs
a aplicacgao do revelador, o crqQmatograma foi colocado em
estufa com atmosfera livre de amOnea a SQOC durante uma
hora. As manchas foram identificada com auxilio de croma
tograma padrao, recortadas e eluidas em tubos de ensaio
com 3 ml de metanol absoluto durante 14 horas em auséncia
de luz. Procedeu-se a leitura da densidade Otica a 500
nm em um espectrofotometro Coleman Jr. II. A prolina foi
lida a 360 nm. As densidades 6ti¢as foram transformadas
em microgramas com auxilio de cur%as padroes construidas
para cada aminoacidos. Na determinacao da radioatividade
recortou-se o local correspondente a cada aminoacido no
cromatograma nao revelado, eluindo-se em 2 ml de agua aci
dulada, por 12 horas. Do eluido tomou-se 1 ml adicionan-
do-se a 10 ml de solugao cintiladora de BRAY (1960). Ade
teccao da radioatividade foi feita em Cintilador de Amos-

tra Liguidas da Nuclear Chicago, Série - 720.
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3.2.5.3 - Fracionamento da fragdo insolu
vel em etanol 80%

3.2.5.3.1 - Lipideos

A fracao insoliivel foi tratada com éter etili-
co para extracao dos lipideos. Apds 3 lavagens e subse-
quente centrifugagao os lipideos extraidos foram recupera
dos com a evaporacgao total do éter sob corrente de ar. A
determinagao quantitativa dos lipideos foi feita por pesa
gem. Para a determinagao da radioatividade os lipideos fo
ram dissolvidos em tolueno até completar 1 ml. Tomou-se
entd3o 0,5 ml e juntou-se a 10 ml de solucgao cintiladora (4
g de PPO, 50 mg POPOP e tolueno até completar 100 ml NU-
CLEAR CHICAGO INSTRUTIONS, sem data). A déteccao foi rea
lizada em Cintilador de Amostras Liquidas da Nuclear Chi-

cago, Série 720.

3.2.5.3.2 - Proteinas

O residuo sb0lido resultante, apl0s a  extracgao
dos lipideos, foi tratado com hidroxido de sdédio 0,5 N a
quente e centrifugado, operacao essa repetida por 3 vézes.
Tratando-se o hidroxido de sddio sobrenadante da centrifu
gagao com acido tricloro acético 20% gelado, foi obtida a
precipitacao de toda a proteina extraida com hidrdxido de
sddio 0,5 N que passou a ser a fragao proteica. O preci-
pitado proteico foi novamente redissolvido.agora em 2 ml
de hidroxido de sddio 0,1 N. Para a determinagao quanti-
tativa usou-se 40 ul dessa solucao proteica e seguiu-se o

método de LOWRY et alit¢ (1951). Para a determinagaoda ra
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dioatividade tomou-se 40 ®l da solugdo proteica e apOs pre
cipitacao com acido tricloroacético 20% filtrou-se atra-
vés de filtro "Milipore" que apds prévia secagem foi colo
cado em 10 ml de solugao cintiladora (4 g de PPO, 50 mg
POPOP e tolueno atée 1000 ml (NUCLEAR CHICAGO INSTRUCTIONS,
sem data). A detecgao da radioatividade foi feita em Cin
tilador de Amostras Liquidas da Nuclear Chicago, Série
720. Na hidrolise acida da proteina tratou-se o restante
da solugao proteica com acido tricloroacético 20% e centri
fugou~-se a 12.500 G. Todo o precipitado foi colocado em
ampola de vidro, com acido cloridrico 6N, aquecido a 120°C
em estufa térmoregulavel. ApOs ésse tempo a ampola foi
aberta e o contetdo evaporado até secura total, a 40°¢C sob
corrente de ar. O residuo seco foi retomado em 1 ml de
isbpropanol a 10% conforme BLOK et alii (1955). Os amino
acidos foram identificados e determinados por cromatogra-

fia em papel de filtro.

3.2.5.3.3 - Residuo final

O residuo final apOs a extragao da proteina foi
submetido a secagem até peso constante. Apds a determina
cao do peso 10 mg foram tomados e eluidos na solugao cin
tiladora (4 g PPO, 50 mg POPOP e tolueno até 1000 ml - NU
CLEAR CHICAGO INSTRUCTIONS, sem data). A detecgéo da ra
diocatividade foi feita em Cintilador de Amostras Liquidas

da Nuclear Chicago - Série 720.

O Grafico I apresenta um esquema geral do fra

cionamento a que foram submetidas as amostras.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1 - Distribuigao do 146 nas diversas fracoes obtidas

Folhas destacadas de cafe, (Coffea arabica cv.
"Mundo Novo") metabolizam acetato-1 e 214C; transformando
-0 em seus metabdlitos. As Tabelas 1 e 2 mostram a dis-
tribuicao do 14C nos diferentes componentes analisados e
expressa a radioatividade em porcentagem da atividade ad

ministrada.

O metabolismo do acetato em plantas segundo
MILLERD & BONNED (1954) e REBEFZ et alii (1965), inicia-
-se com a ativacgao da molécula pela acetiltioquinase.
//O /O
CH3 C\\ + CoA + ATP — CH, - C + AMP + PPi
OH S - CoA

Os dados das Tabelas 1' e 2 revelam alta ativi-
dade metaboOlica nas folhas destacadas. Dioxido de carbo-
no, acidos organicos, aminoacidos, agﬁcares,lipideos,prg
teinas e residuo final aparecem marcadosvéom 14C. Esses
resultados evidenciam, também que acetato-2-14c é mais efi
ciente na marcagao de compostos organicos‘do que o aceta-
to—l—l4C, que por sua vez produz uma taxa maior de 14CO
libertado.

2

4.2 - Lipideos

Os dados da Figura 1 mostram que os teores de

lipideos decrescem durante os 180 minutos. Isso indicaria
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uma maior taxa de degradagao dos lipideos, eevido provavel
mente a diminuicao dos teores de aclcares pela falta de fo
tossintese. Nos lipideos também ocorrem variagao na ativi

dade especifica (Figura 2).

Os lipideos de reserva aparecem como gliceri—
deos de acidos graxos superiores (CROOKER & BARTON, 1953).
Degradados por lipases produzem glicerol e 3cidos graxos.
Estes Gltimos s3o degradados via Beta-oxidagao, fornecendo
acetil-CoA, substrato da respiracao. NEWCOMB & STUMPF
(1953) entretanto, testando varios substratos para sintese
de acidos graxos em amendoim, encontraram o acetato como o
mais efetivo substrato marcador de acidos graxos. Ha duas
reagoes éxtramitoxondriais que:sustentam acetil-CoA para
a sintese de acidos graxos que sao respectivamente a cisao
do citrato e a acgao da acetil-tioquinase (MAHLER & CORDES,
1966). ’

citrato + ATP + CoA —> acetil-CoA + oxaloacético + ADP +Pi

acetato + ATP + CoA ——> acetil-CoA + AMP + PPi

Os dados obtidos e expressos na Figura 2 mos-
tram que ha sintese de lipideos a partir dos acetatos-l4C,

N X S . s ~
e que acetato-2-7 C e mais eficiente na marcacao.

Confrontando as Figquras 1 e 2 podemos depreen-
der que nas tres primeiras horas, em folhas destacadas, a
taxa de degradacao & maior que a sintese, uma vez que Os
teores totais diminuem ao mesmo tempo que os teores de l4C

por miligramo de lipideos tendem a aumentar.
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4.3 - Acgucares

A Figura 3 mostra a variacao do teor de aguca-
res totais em folhas destacadas de café. Nota-se alqueha
uma tendéncia de se acumular aclicares nos primeiros 60 mi-
nutos do experimento para posteriormente se iniciar um de-
créscimo. A tendéncia ao acimulo pode ser justificada Ppe
la interrupgao na migracido ocorrida ao se destacar as fo-
lhas da planta. O posterior decréscimo pode indicar um con
sumo das reservas pelo processo respiratdrio, na auséncia
da fotossintese. Entretanto, o aumento da atividade espe-
cifica dos aglcares encontrados na Figura 4 parece indicar
que degradagao e sintese sao simultanea. - Esse processo se
ra possivel se considerarmos a existéncia do ciclo do glio
xilato (BEEVERS, 1961) que poderia usar o acetil-CoA da be

ta-oxidacao de lipideos para sintetizar acucares.

4.4 - fcidos Organicos

A Figura 5 mostra os teores de acidos orgénicos
de folhas destacadas de café. Nos 45 minutos iniciais hou
ve um acimulo de acido orgdnico seguindo-se um decréscimo
que atingiu um minimo quando novamente apareceu uma tendén

cia de se acumular.

A atividade especifica dos acidos organicos es-
- ‘ : 14
ta expressa na Figura 6. Tanto o acetato-1-" C como o ace-
1 14 g .~
tato-2-" C como o acetato-2- 'C mostraram variacgao seme-
lhante da atividade especifica durante o experimento. Hou
- 14 . . . .
ve um acumulo de C nos primeiros 30 minutos do experimen

to e um posterior decréscimo do mesmo.
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Os teores de acidos Oorganicos bem como os da-
dos das atividades especificas, evidenciaram uma ativapal
ticipacdo das enzimas do Ciclo de Krebs. Este ciclo meta
bdlico, formado por acidos di e tricarboxilicos pode ini-
ciar-se com a reagao de condensagao entre o acido oxaloa-
cético e o acetil-CoA, formando dcidos tricarboxilicos.Ou
tra fonte de carbono para o Ciclo de Krebs & a metaboliza
cao do acetil-CoA via ciclo do glioxalato, resultando por

esta via num aumento dos acidos intermediarios do Ciclo
de Krebs.

CAMERON & COSSINS (1967) relatam que em traba
lhos realizados em ervilha, acetato-l4C & rapidamente in-
corporado nos intermediériosdofCiclo de Krebs e posterior
mente vai se acumular em aminoécidos. Tgl fato poderia
justificar o decréscimo da atividade dos acidos orgéanicos
(Figura 6) mostrando que embora haja grande incorporagao
de C nos intermediarios desse ciclo haveria também uma

saida desse carbono paraoutros compostos, principalmente
aminoacidos.

4.5 - Aminoacidos

A fracao solivel em etanol 80%, forneceu os
teores e a radioatividade total dos aglUcares, acidos orga
nicos e aminoacidos. Esses dados estao representados nas
Tabelas 1 e 2. Os aminoacidos acumularam mais C do que
os demais compostos, seguidos pelos acidos organicos e fi

nalmente pelos aglcares.

A alta atividade encontrada também nos acidos
organicos juntamente com a maior atividade dos aminoaci -
dos, vem de encontro com o fato de que o principal cami-
nho do acetato para a formagdao de aminodcidos & feita atra

vés do Ciclo de Krebs. VAarios autores tem constatado a
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formagdo de aminoacidos por essa via, mais especificamen-
te através da aminacao de alfacetoglutarico e oxaloaceta
to. (BOWNNE, 1957; BILINSKY & McCONNELL, 1957;  OAKS 6
BEEVERS, 1964; CAMERON & bOSSINS, 1967).

A via seguida para incorporacgao de acetato~l4C
em aminoacidos seria entao a da sua transformagcdo em ace
til-CoA que se condensaria com acido dxaloacéticodandoci
trato. Este por sua vez daria o alfacetoglutarato marca-
do no carbono 5 se o tracador for o acetato—l—14c

carbono 4 se o tracador for acetato—2—14c. 0 alfacetoglu

e, no

tarato, se descarboxilando-se, produz succinato que por
sua vez se converte em fumarato. Devido}é simetria da mo
lécula deste Gltimo composto o isdtopo serd distribuido e
‘
quitativamente entre os carbonos 1 e 4 se o tracador for
o acetato-1l- 4C e entre os carbonos 2 e 3 se o tracador
for acetato—2—l C. .Dessa maneira no fim do primeiro ci-
clo, o oxaloacetato tera 50% de 2—l4C incorporado em cada
um dos carbonos 2 e 3, e 50% de l—l4C incorporados em ca-
da um dos carbonos 1 e 4. O oxaloacetato pode novamente
combinar-se com acetil-CoA formando o citrato o qual se
converte em oxalossuccinato. Este se descarboxilando per
de seu grupo beta carboxilico (cofrespondente ao grupo al
fa-carboxilico do seu precursor~oxaloace£ato), formando al
facetoglutarato com l—l4C nos carbonos 1 e 5, e com 2—14C
nos carbonos 2,3 e 4, promovendo a marcagao de todos os
carbonos do succinato. As voltas subsequentes do ciclo
nao modificarao mais o modelo de marcagao dos carbonos
dos acidos orgédnicos.
A maior eficiéncia do acetato 2—l4C em marcar

os aminoacidos encontrados no presente trabalho sao expli

cados pelo modelo descrito. A tendéncia do acetato-l-l4C
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em marcar os grupos carboxilicos dos aminoacidos pode ser
o principal fator da sua menor eficiéncia na marcagao de
aminoacidos (BILINSKI & MeCONNELL, 1957b).

Os teores de aminoacidos livres de folhas des-
tacadas de café estao apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Os
aminoacidos dosados nas folhas de café foram: acido aspar
tico, acido glutamico, serina, glicina, treonina, alanina,
tirosina, arginina, valina,metionina, leucina, fenil-ala-

nina e prolina.

A diminuigao geral encontrada nos teores totais
dos aminoacidos parece relacionar-se com .alta atividade do
ciclo de Krebs, que na ausénciade luz recorre a outras fon

tes de carbono para produgao de energia.

Nas Tabelas 5 e 6 estao asatividades especifi-
cas dos aminoacidos encontrados nas folhas destacadas e
mostram uma grande variacao, indicando a alta taxa de in
terconversao com acidos orgédnicos e possivel imobilizacgao

em proteinas.

Métodos isotOpicos modernos alicercam o concei
to de familia de aminoacidos, onde surgem certos compos-
tos como "cabeca" de familia tais como glutamato, asparta
to, serina e piruvato (FOWDEﬁ, 1967) . Acido oxaloacético
e alfacetoglutarato convertem-se diretamente por aminacgao
em aspartato e glutamato, fato esse que tornam esses dois
aminoacidos importante elo entre o metabolismo de protei
nas e de carbohidratos (SPLITSTOESSER, 1967). A maior ati
vidade especifica encontrada no glutamato em relacgao ao
aspartato explica-se pelo fato de que, embora os "pools"

de succinato e glutamato estejam envolvidos no metabolis-
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mo respiratdrio, fracoes correspondentes 3js quantidades de
citrato, aconitato, malato e aspartato existentes esta-
riam no maximo em pronto equilibrio com os "pools" inter
conversiveis do Ciclo de Krebs (McLENNAN et alii, 1963).
Por outro lado, glutamato pode dar origens a agucares,Con
tribuir na formagao de clorofila, outros aminoacidos e PO~
de também estar comprometido na sua oxidagao a CO,
(SPLITSTOESSER, 1967).

Alanina tem duas vias de formacao: 1) descar-
boxilacao da beta carboxilo de aspartato, e 2) transami-
nacao com o acido piravico. O fato de alanina mostrar uma
atividade especifica bem maior quando originada de aceta-
to 2-7'C favorece a idéia de qug em folhas destacadas ala

nina & utilizada preferencialmente via aspartato.

Metionina e treonina podem ser formadas do aci
do aspartico via homoserina (MAHLEN & CORDES, 1966). Me~-
tionina & ponto final de via metabdlica, enquanto treoni-
na pode dar origem a alfacetobutirato e isoleucina. Tal
vez esse fato justifique a maior atividade especifica pa-
ra a metionina.

O aparecimento de radioatividade na fragao agu
cares nos leva a crer no funcionamento da via glicolitica
em sentido reverso, pelo consumo das reservas de compos-
tos de alta energia de hidrdlise. Assim, acido piravico
marcado justificaria a sintese da tirosina via acido shi-
kimico (MAHLER & CORDES, 1966).

O aminoacido prolina & sintetizado diretamente
do acido glutamico. Entretanto no consumo de prolina pe-

la célula podemos considerar doiscaminhos, um via glutama
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to Ciclo de Krebs produzindo CO,, € outro na sua incorpo-
ragao em proteinas (SANE & ZALIK, 1968; ieCONNELL, 1969).
O decréscimo no teor dos aglcares com o consequente de-
créscimo no teor de prolina, em folhas destacadas, eviden

ciam uma interrelacdo desses dois compostos (THOMPSON et

alii, 1966),

Glicina e serina sao dois aminoacidos que po-
dem ser sintetizados a partir de intermediarios da viagli
colitica mais precisamente o acido-3-fosfoglicérico. A
glicina pode também ser formada pela aminacgao direta do
glioxilato (McCONNELL, 1969). Esses dois aminoacidos sao
inteiramente interconversiveis em plantas (WILKINSON &
DAVIES, 1958; McCONNEL, 1964) .

O processo cromatografico usado para analise
dos aminoacidos nao .possibilitou boa separacao de leucina
e isoleucina. Portanto a fracao "Leucinas" apresentada
corresponde na realidade a uma mistura desses dois amino-

acidos. A sintese desses aminoacidos se realiza por cami

, - g 14
nhos diferentes, porem ambos podem ser marcados com C

oriundo do Acetato-" 'C. Isoleucina pode ser formada via

aspartato e leucina via piruvato (MAHLER & CORDES, 1966).
Valina pode ter o mesmo caminho de formacgao da
leucina. O piruvato condensando-se com acetil-CoA forma,

alfacetoisovalérico, que por aminacao direta, produziria
o aminoacido (MAHLER & CORDES, 1966; UMBARGER, 1969).

4.6 - Proteinas

As Figuras 7 e 8 mostram a variagao do teor e
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da atividade especifica das proteinas. Os teores indicam
um decréscimos proteico durante os 180 minutos do experi-
mento. Essa tendéncia pode resultar, ou de um decréscimo
da taxa de sintese ou de um aumento da taxa de degradacgao,
ou ambos. Em folhas destacadas parece ser menor a taxa de
sintese, pois esta depende da fosforilacao de aminoacidos
gque e sem davida diminuida quando o processo ocorre em au
séncia de luz (RACUNSEN & ARONOFF, 1954).,

A atividade especifica das proteinas mostra em
contraposicao uma taxa pequena mas continua de crescimen-
to. 1Isto pode nos dizer que a taxa de sintese diminui po

rém nao & nula, em folhas destacadas.

Nas Tabelas 7 e 8 estao relacionados os 8 ami-
noacidos detectados na hidroOlise da fragao proteica: aci-
do aspartico, acido glutamico, serina, glicina, treonina,

alanina, valina, leucina.

A atividade especifica dos aminoacidos protei-
cos estao nas Tabelas 9 e 10. Apenas seis dos aminoacidcs

encontrados na proteina aparecem marcados.

Os aminoacidos treonina e valina apresentaram-
-se radioativos na fragao aminoacidos livres e nao mostra
ram radioatividade quando oriundos de proteina. Esse fa-
to parece indicar qde na sintese de proteinas, treonina e
valina derivam de "pools" que nao foram marcados. Nao po
demos deixar de considerar também que, tanto a fosforila-
cao de aminoacidos como a formagao de grupos prostéticos,
relacionados com o complexo B, necessarios para a sintese
proteica formam-se principalmente em presenca de luz.
(RACUSEN & ARONOFF, 1954).
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4.7 - Residuo Seco Final

As Figuras 9 e 10 mostram respectivamente os
teores e a atividade especifica do residuo seco final.Pra
ticamente nao ocorreu variagao no teeor dessa fragao a
qual & constituida de carbohidratos de alto peso molecu-
lar e de componentes insoliveis, que sao sintetizados pa-
ra constituirem a estrutura da célula. Entretanto, o con
tinuo acréscimo mostrado em sua atividade especifica indi

~ - 14
ca que durante o periodode incubacao houve acGmulo de C

nessa fracgao.
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5 - CONCLUSODES

0O estudo do metabolismo do acetato—l4C em fo-
lhas destacadas de café (Cog4e arabica L cv. "Mundo Novo")

permitiu concluir que tanto o acetato—l—l4c como acetato

—2—14C fornecem eéqueleto carbdnico para os principais com
postos do metabolismo celular, tais como, agucares, aci-
dos organicos, lipideos, proteinas e aminoacidos. O apa-
recimento desses compostos marcados mostra que o acetato,
na sua forma ativada esta relacionado com todos os proces

sos de sintese que ocorrem na folha.

A alta atividade especifica encontrada em aci-
dos organicos e COz, indica co%juntamente com OsS proces-
sos de sintese, uma utilizagao do acetato para produgao de
energia via Ciclo de Krebs. A utilizagao de acetato atra
vés desse Ciclo, e sua possivel utilizacao no reverso da
glicolise para produgao de glicose e celulose, possibili-
ta a marcagao de substratos para a sintese de aminoacidos.
Assim, acido aspartico, metionina, treonina e alanina ti-
veram sua origem em oxaloacetato; acido glutamico prolina
e arginina em alfacetoglutarico; glicina e serina em 3-
~fosfoglicérico; alanina, valina e leuciﬁa em piruvato e

finalmente tirosina em fosfoenolpiruvico.

Depreende-se dos resultados que realmente a mo
lécula do acetato contribui para a formacao das moléculas
dos aminoacidos, sendo que o carbono metilico e mais in-

corporado do gue o carbono carboxilico.
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6 - RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar
e} acetato—l4c como precursor de aminoacidos em folhas des
tacadas de café (Coffea arabica cv. Mundo Novo) origina -

rias de plantulas com quatro pares de folhas definitivas.

Lotes de 1,5 grama de folhas foram incubadas -
com 10 uCi de acetato—l—l4c e com 10 uCi de acetato-2—14C
na auséncia de luminosidade. A,interrupgao'da incubacao
foi feita com HCl 2N nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos. 0 Co, libertado durante os tempos de
incubacao foi retido em discos de papel de filtro embebi-

do em hiamina para posterior deteccao da radioatividade.

O material colhido nos diversos tempos foi ho-
mogeneizado em etanol 80% em ebulicao. Esse homogeneiza-
do forneceu duas fragoes, uma solivel e outra insolavel em
alcool 80%. A fracao soluvel, apds cromatografia de tro-
ca idnica com resinas Dowex 50 x 8 H e Dowex 1 x 8 c1~
originou as fracdes aminodcidos livres acidos organicos e
agucares. A fracgao insolQvel foi tratada com éter etili-
co separando os lipideos. O tratamento da mesma fracgao
com hidroxido de sodio 0,5N separou proteinas, a qual por
hidrdlise acida forneceu os aminodcidos proteicos. O ma-
terial resultante dessas extragoes constituiu o residuo

seco final.

Treze aminoacidos foram separados por cromato-
grafia bidimensional em papel de filtro: acido aspartico,
acido glutamico, serina, glicina, treonina, alanina, tiro

sina, arginina, valina, metionina, leucina, fenil-alanina
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e prolina. A radioatividade dos aminoacidos foi determi-
nada pela eluigcao dos mesmos de um cromatograma e poste ~
rior deteccao em cintilador para amostras ligquidas da Nu-

clear Chicago.

Pelos resultados obtidos podemos concluir que
acetato—l4C foi metabolizado por Folhas destacadas de ca-
fé. Tanto acetato;l—l4C como acetato—2—l4C forneceram es
queleto carbOnico para os principais compostos do metabo-
lismo celular, tais como, aglcares, acidos organicos, 1li-
pideos, proteinas e aminodcidos. O aparecimento desses -
compostos marcados indicou que o acetato, na sua forma ati
vada estad relacionado com os processos de sintese da fo-
lha. A alta atividade especifica encontrada emacidos or
géﬁicos e CO2 mostrou que, conjuntamente com o0s processos
de sintese, ocorreu uma utilizacao do acetato para produ-
cao de energia via ciclo de Krebs. A utilizagao do ace-
tato via ciclo de Krebs e sua possivel utilizacao no re-
verso da glicdlise para produgao de glicose e celulose,
possibilitou a marcagao de substratos que sao vias de sin-

tese de aminoacidos.

Pode- se concluir pelos resultados que a molécu
la do acetato contribuiu para a formagao das moléculas dos
aminoacidos, sendo ocarbono metilico mais incorporado que

o carbono carboxilico.
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7 - SUMMARY

The objective of the present work was the stu-
dying of acetate 14C as the forerunner of aminoacids in
detached leaves of coffee (Coffea arabica cv Mundo Novo)

from plants of four pairs of definitive leaves.

Amounts of 1.5 gr of leaves were put in a so-
lution of 10 uCi of acetate 14C and 10 uCi of acetate 2-
-l4C, out of luminosity. The incubation cut was made by
means of HCl with a timing of 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150
and 180 minutes. The released CO2 was retained in filter
paper discs with hiamine for QPrther radiocactivity detec-

tion.

The collected material al those scheduled ti-
ming was homogenized in 80% ebulition alcohol. This, fur
nished two fractions, soluble and insoluble in 80% alcohol
The soluble fraction gave origin to free aminoacid fra-
tions, organic acids and sugars,zafter ionic change croma
tography in Dowex 50 x 8 H+ and Dowex 1 x 8 Cl1  resines.
The inéoluble fraction was treatéd with ether, separating
the lipids. The treatment of this same fraction with
NaOH 0.5N separated proteins, which through acid hidroli-
sis, furnished proteic aminoacids. The wasted material -
from these extractions became the final dried remainder.
Thirteen aminoacids were separated by bidimensional fil-
ter paper cromatography: aspartic acid, glutamic acid, se
rine, threonine, alanine, tyrosine, arginine, valine, me-
thionine, leucine, phenylalamine and proline. The amino-
acids radioactivity was deternubed by eluition from a cro
matogram and further detection in a Nuclear Chicago Li-

quid Scintilation Counter.
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Through the obtained results, it is pOssible to
conclude that acetate 14C was metabolized by coffee deta-
ched leaves. Both, acetate—l-l4C and acetate-2'l4C fur -
nished carbonic skeleton to the main compounds of celular
metabolism, such as, sugars, organic acids, lipids, pro-
teins and aminoacids. These indicated that the activated
acetate was related to the processes of leaf synthesis. -
The high especific activity found in organic acids and
C02, showed that, together with the synthesis processes,
an utilization of acetate for energetical production via

Krebs cycle was done.

The utilization of acetate via the Krebs Cycle
and its use in glycolysis reversal to the yield of glyco-
se and celulose, made possible the coming out of labeled

substracts which are pathways to aminoacids synthesis.

The obtained conclusions from the dates show
that the acetate molecules contributed for the aminoacids
molecules structure, being methylic carbon more incorpora

ted than the carboxylic carbon.
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TABELA 7 - Teor de aminoacidosproveniente da hidrdlise aci
da de proteinas de folhas de café em ug/mg de

proteinas (acetato—l—l4C)

Minutos
Amino— 15 30 45 60 90 120 150 180
Acidnsg
Acido 161 169 160 158 136 100 60 66
aspartico
Acido
SLutamico 74 46 40 31 27 26 27 25
Serina 4 8 3 3 3 3 4 3
Glicina 56 18 11 24 17 16 15 11
Treonina 26 28 34 15 16 6 17 13
Alanina 41 42 34 34 36 26 34 36
Valina 59 63 29 39 33 30 45 38

Leucina 59 46 23 35 ° 39 26 34 31




.8.

TABELA 8 - Teor de aminodcidos provenientes da hidrdlise aci
da de proteinas de folhas decafé em ug/mg de pro-

teinas (acetato—2—l4C)

Minutos
Amino- 15 30 45 60 90 120 150 180
acidos : )
Acido 170 162 175 160 127 83 65 70
aspartico
Acido
“glutamico 47 43 70 35 46 30 84 62
Serina 9 10 10 9 11 7 7 13
Glicina 18 17 42 28 23 15 12 15
Treonina 16 26 26 15 21 13 7 17
Alanina 32 34 42 32 46 30 41 31

Valina 52 42 40 32 52 47 35 28

Leucina 39 44 60 50 63 61 32 38
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