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RESUMO

LIVRAMENTO, Kalynka Gabriella. Protedmica diferencial de café arabica
submetido a diferentes processamentos e secagem 2008. 67 p. Dissertagdo

(Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.'

A qualidade do café¢ é fundamental nas relagdes comerciais e exerce enorme
influéncia sobre o prego do produto. Além do genotipo e do meio ambiente, o
processamento pds-colheita, assim como o método de secagem, contribui para a
qualidade final da bebida. Hoje, sabe-se que a qualidade do café esta fortemente
relacionada aos eventos bioquimicos que ocorrem nas sementes durante os
processos poés-colheita dos grdos. Por isso, inimeras pesquisas vém sendo
desenvolvidas no intuito de correlacionar a composi¢do quimica do grdo de café
e a qualidade da bebida. A recente introdugdo da tecnologia protedmica na
analise e na pesquisa da qualidade de café inaugura uma nova era de
caracterizagdo e identificagdo molecular e, assim, determina um
desenvolvimento diferencial nas areas de caracterizagdo de sabor, aroma e
qualidade de frutos. Pelo exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de
comparar o perfil das proteinas diferencialmente expressas em grdos de C.
arabica, submetidos a quatro diferentes tratamentos: café despolpado, secos em
terreiro e em secador a 60°C e café natural, submetidos as mesmas condi¢des de
secagem até atingir o teor de agua de 11% (b.u). O trabalho foi conduzido no
Laboratorio Central de Biologia Molecular, da Universidade Federal de Lavras,
em Lavras, MG e no Laboratério de Venenos e Toxinas Animais, da
Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte, MG, Brasil. Para a
analise protedmica, a eletroforese bidimensional foi conduzida pelo sistema
Multiphorll (Amersham Bioscience). Os géis, corados com azul de Commassie
G-250, foram analisados pelo programa ImageMaster 2D Platinum 5.0
(Amersham Bioscience). As proteinas com uma diferenca de expressdo de pelo
menos 1,7X e um resultado significativo no teste T (p<0,05) foram excisadas e
seqlienciadas por espectrometria de massa MALDI ToF/Tof. A temperatura de
60°C da secagem interferiu no perfil protedmico dos grios, naturais e
despolpados, reduzindo substancialmente a quantidade de pontos protéicos mais
abundantes, quando comparados aos graos secos em terreiro. A maioria dos
pontos protéicos mais abundantes foi observada, de modo geral, no café
despolpado. Os pontos protéicos 1256 e 1422 foram seqiienciados e mostraram

'Comité orientador: Prof. Dr. José Donizeti Alves — DBI/UFLA (orientador)
Prof. Dr.Luciano Vilela Paiva — DQI/UFLA e Prof. Dr. Anderson Cleiton José -
UFT (co-orientadores)



alta similaridade com a globulina 118 e o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
respectivamente. Os resultados desta pesquisa evidenciaram que a analise
protedmica foi eficiente em diferenciar bioquimicamente os cafés submetidos a

diferentes processos pos-colheita.
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ABSTRACT

LIVRAMENTO, Kalynka Gabriella. Differential Proteomic of arabica coffee
submitted to different processings and drying. 2008. 67 p. Dissertation
(Master in Plant Biotechnology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.’

Coffee quality is fundamental in the commercial relationships and exercises a
huge influence upon the product price. In addition to the genotype and
environment, the post-harvest processing as well as the drying method
contributes to the final quality of the beverage. Today, it is known that coffee
quality is strongly related to the biochemical events occurring inside the seeds
during the post-harvest processes of beans. Therefore, a number or research
works have been developed with the goal to correlating the chemical
composition of coffee bean with beverage quality. The recent introduction of
proteomic technology in the analysis and research of coffee quality gives rise to
a new era of characterization and molecular identification and so, determine a
differential development in the areas of characterization of flavor, aroma and
berry quality. The objective of this work was to compare the profile of the
proteins distinctly expressed in C. arabica grains submitted to four different
treatments: pulped coffee , coffee dried on yard and in dryer at 60°C and natural
coffee, submitted to the same drying conditions till they reach the water content
of 11% (b.u). The work was conducted in the Central Laboratory of Molecular
Biology of the Federal University of Lavras, at Lavras-MG and in the
Laboratory of Animal Poisons and Toxins of the Federal University of Minas
Gerais, in Belo Horizonte - MG, Brazil. For proteomic analysis, bi-dimensional
electrophoresis was conducted by the Multiphorll system (Amersham
Bioscience). The gels stained with Commassie Blue G-250 were analyzed by the
ImageMaster 2D Platinum 5.0 program (Amersham Bioscience). The proteins
with a expression difference of at least 1.7X and a significant result in T test
(p<0.05) were excised and sequenced by MALDI ToF/Tof mass spectrometry.
The temperature of 60°C of drying interfered in the proteomic profile of beans,
both natural and pulped, reducing markedly the amount of most abundant
protein points, as compared with yard-dried beans. Most of the most abundant
protein points were observed, in a general way, in the pulped coffee, possibly by
their shortest drying time comparatively to natural beans. Protein points 1256
and 1422 wee sequenced and showed a high similarity with Globuline 11S and

*Guidance Committee: Prof. Dr. José¢ Donizeti Alves — DBI/UFLA (Adviser)
Prof. Dr.Luciano Vilela Paiva — DQI/UFLA and Prof. Dr. Anderson Cleiton José
— UFT (Co-Advisers)
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Gliceraldeido-3-phosphate dehydrogenase, respectively. The results of this study
have shown that proteomics analysis was efficient in the cafes differentiate
biochemically subjected to different post-harvest processes.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢do de maior produtor e exportador de
café do mundo, sendo responsavel pela produgdo de 45 milhdes de sacas. Isso
equivale a um crescimento de 35% em relagdo a safra anterior. Desse total, 76%
sdo representados pelo Coffea arabica L., ao qual é conferida a caracteristica de
fornecer a melhor qualidade de bebida. O estado de Minas Gerais ¢ o maior
produtor dessa espécie (65% da producao nacional), com um total de 1.748,85
mil hectares, representando 76,37% da éarea cultivada com café no pais (Conab,
2008).

Associado ao aumento na producdo, para poder suprir as necessidades
do mercado externo, que a cada dia demonstra mais interesse pelos cafés
especiais, o Brasil estd adotando novas tecnologias de producdo e
beneficiamento, além de investir em pesquisas para aumentar a qualidade do
produto nacional. Os cafés especiais sdo aqueles que apresentam sabor e aroma
unicos, muito bem aceitos no mercado mundial. Isso é de extrema importancia,
uma vez que, entre os cafés considerados finos e os de pior qualidade, pode
haver uma desvalorizag@o no preco de até 40% (BSCA, 2005).

O termo qualidade do café pode ser definido como um conjunto de
atributos fisicos, quimicos, sensoriais ¢ de seguranga que atendam aos gostos
dos diversos tipos de consumidores. A qualidade da bebida do café pode ser
atribuida a espécie, variedades cultivadas e fatores pré-colheita, pos-colheita e
ambientais. Esses parametros podem alterar as substancias que formam o sabor e
o aroma da bebida.

Tendo em vista a variedade e a complexidade dos processos fisioldgicos
envolvidos na qualidade de bebida do café, sdo necessarias informagdes que
possibilitem selecionar rotas metabolicas e moléculas que mais contribuam para

as mudancgas bioquimicas, de forma a conduzir estudos mais aprofundados, que



validem a significancia desses mecanismos. Atualmente, as técnicas de biologia
molecular podem oferecer ferramentas para a obtengdo desse entendimento.
Uma delas ¢ o estudo do perfil completo de proteinas expressas pelo genoma de
um organismo sob determinada condicdo fisioldgica, chamada protedmica (Van
Wijk, 2001).

A protedmica, por ser uma analise sistematica comparativa de proteinas
funcionais, podera ajudar a desvendar as razdes que diferenciam a qualidade de
bebida de café. Recentemente, a abordagem mais adequada para o estudo de
proteomas ¢ a eletroforese bidimensional (2DE), seguida da identificacdo e da
caracterizagdo das proteinas isoladas pelas técnicas de espectrometria de massa e
bioinformatica (Mann et al., 2001; Glish e Vachet, 2003).

A proposta do presente trabalho foi analisar grdos de Coffea arabica L.
submetidos a diferentes condi¢des de processamento e secagem. O objetivo foi
identificar diferencas quantitativas das proteinas responsivas a esses diferentes
tratamentos, no intuito de tentar responder o quanto esse processo pos-colheita
interfere nas condigdes fisiologicas que determinam a qualidade de bebida do

café.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

Pertencente a familia das rubidceas, o café foi trazido da Guiana
Francesa para o Brasil no século XVIII. As primeiras lavouras se estabeleceram
somente por volta de 1870, no Rio de Janeiro, no vale do Paraiba, em Sao Paulo
e em Minas Gerais (ABIC, 2007).

Atualmente, o café ¢ cultivado em varias regides brasileiras (Minas
Gerais, oeste de S@o Paulo, Espirito Santo, Parand, Rondo6nia, Bahia, Acre e
Mato Grosso, entre outros). Sua producdo € responsavel por 35% da producdo
mundial, sendo considerado o segundo produto brasileiro de maior exportagao.
Assim, o Brasil ¢ o maior produtor e exportador do mundo. Esses dados refletem
em ganhos gerados pela cafeicultura, que correspondem a 7 milhdes de
empregos diretos e indiretos e movimentagdo anual de cerca de R$ 10 bilhdes
(Agrianual, 2008; ABIC, 2008).

Estatisticas prevéem que a produgdo nacional de café deverd ser de
45.544 mil sacas de 60 quilos de café em 2008, superior a safra passada em
35%. Desse montante, a producdo do café arabica representa 76,19%, tendo
como maior produtor o estado de Minas Gerais, com 65,89%. Isso totaliza uma
area ocupada com Coffea arabica L. de 1.748,85 mil hectares, representando
76,37% da érea cultivada com café no pais (Conab, 2008).

Apesar desses dados animadores, como o café tem seu prego vinculado a
sua qualidade e, principalmente, a qualidade sensorial. Ele ainda tem suas
limitagdes quanto a exportacdo no Brasil, uma vez que os cafés produzidos na
Colombia, Jamaica, Costa Rica, Etiépia e Quénia apresentam paradmetros
quantitativos melhores e ganham o mercado externo, que busca por cafés

especiais (Carvalho et al, 1997).



O café especial apresenta uma ampla gama de conceitos quanto aos seus
atributos de qualidade, que vao desde caracteristicas fisicas, como origens,
variedades, cor e tamanho; sensoriais, como corpo € aroma, até preocupagoes de
ordem ambiental e social, como os sistemas de produgdo e as condi¢des da mao-
de-obra sob as quais o café ¢ produzido. De maneira geral, os cafés especiais sdo
aqueles que apresentam sabor € aroma Unicos, muito bem aceitos no mercado
mundial (Souza et al, 2002).

Segundo Edgard Bressani, da Brazil Specialty Coffee Association
(BSCA), o mercado interno absorve apenas 3% das vendas de cafés especiais,
mas a demanda tem crescido, em média, 15% ao ano. Em sua opinido, embora o
custo de produgdo seja até 20% mais alto, esse ¢ um investimento que
compensa, uma vez que o quilo de café especial pode custar cerca de 40% mais
que o preco do café comum (BSCA, 2005).

Devido a isso, o Brasil tem investido em pesquisa e tecnologia no intuito
de aprimorar os processos poés-colheita e, assim, adquirir cafés de melhor
qualidade sensorial, facilitando a comercializagdo e conseguindo melhores

retornos econdmicos (Moss, 2006).

2.2 Processamento do café

O processamento ¢ um dos fatores primordiais para a obtengdo de um
café de qualidade, principalmente porque ele promove uma homogeneidade dos
graos, o que proporciona uma bebida de qualidade. Essa etapa pos-colheita &
realizada conforme a condi¢do econdmica do produtor, da quantidade de sacas
produzidas e do padrdo de qualidade desejado (Wilbaux, 1963; Coradi 2007).
Torna-se importante estabelecer, para o produtor, as condi¢gdes ideais para a
obtencdo de um café com excelente qualidade de bebida, visto que muitos
trabalhos associam o processamento a qualidade do café, como o de Selmar et al

(2008).



O processamento do café pode ser realizado de formas distintas:
mantendo-se o fruto com casca e mucilagem (café natural), processamento
conhecido por via seca; removendo-se apenas a casca ¢ parte da mucilagem
(descascado); removendo-se a casca e a mucilagem mecanicamente
(desmucilado) ou removendo-se a casca mecanicamente € a mucilagem por meio
de fermentagdo bioldgica (despolpado), procedimentos esses conhecidos por via
umida (Bartholo & Guimaraes, 1997; Borém et al., 2003; Borém, 2004).

O processo via seca originou-se na Etidpia e na Africa Central (Villela,
2002) e tem sido muito utilizado no Brasil, principalmente em regides tropicais
onde o clima ¢ seco no periodo da colheita. Em geral, os cafés produzidos por
via seca apresentam atributos sensoriais que os distinguem dos cafés produzidos
por via umida, como menor acidez e maior corpo (Tosello, 1957; Wilbaux,
1963; Vincent, 1987; Illy & Viani, 1995; Puerta-Quitero, 1996; Villela, 2002),
sendo muito utilizado para compor as ligas de café expresso (Borém, 2008).
Muitos autores alegam que constituintes quimicos presentes na mucilagem
difundem-se para o interior do grdo, afetando o sabor ¢ o aroma da bebida
(Brando, 1999; Villela, 2002).

O processamento via umida surgiu na Etidpia, por volta do ano de 1730
e, hoje, ¢ muito utilizado nas regides equatoriais com alto indice pluviométrico;
no Brasil, vem se expandido a cada colheita (Torsello, 1957; Puerta-Quitero,
1996). E uma técnica que apresenta muitas vantagens em relagio ao
processamento via seca, entre elas, o menor volume processado, 0 menor tempo
de secagem, a reducdo do consumo de energia, além de favorecer a obten¢do de
cafés de melhor qualidade ¢ boas cota¢des no mercado internacional, mantendo
caracteristicas tipicas de corpo, dogura e aroma (Bicudo, 1962; Brando, 1999;
Villela, 2002; Silva, 2003; Borém, 2004). Devido a isso, diversos autores

chegaram a conclusdo de que cafés descascados, despolpados e desmucilados



apresentam caracteristicas superiores de bebida em relacdo ao café natural

(Teixeira et al, 1979; Villela, 2002; Malta et al, 2003).

2.3 Secagem do café

A segunda etapa pos-colheita muito importante ¢ a secagem. Segundo
Borém (2004), o uso de técnicas adequadas na pos-colheita, principalmente uma
secagem bem feita, proporciona ao café aroma e sabor de qualidade superior.

O café pode ser submetido a diferentes métodos de secagem: em
terreiro, secagem mecanica (secador) ou a secagem combinada dos dois métodos
citados. A escolha do método depende da infra-estrutura, das condi¢des
econdmicas do produtor e das condicdes climaticas (Coradi, 2007).

A secagem em terreiro € ainda a mais utilizada, apresentando a
desvantagem de colocar em risco a qualidade do produto final, caso as condi¢des
de clima ndo sejam favoraveis, facilitando a indesejavel propagagdo de
microorganismos fermentadores. Além disso, como a secagem em terreiro
acontece de forma lenta, exige-se um tempo maior de exposi¢ao dos frutos aos
raios solares, o que também induz a contaminagdo, a fermentagdes e a redugdo
da qualidade sensorial da bebida (Giranda, 1998; Pimenta, 2001; Correa et al,
2002). Porém, Borém (2004) e Batista (2005) afirmam que a secagem em
terreiro pode proporcionar cafés de boa qualidade sensorial e seguranca
microbiolégica, desde que haja preocupagdo com a construgdo dos terreiros e
com o monitoramento das técnicas de manejo corretas.

Em contrapartida, os secadores permitem evitar esses problemas, porém,
apresentam um custo mais elevado para o produtor (Corréa, 1982; Sivetz &
Desrosier, 1979a; Souza, 2000; Reinato, 2002). No Brasil, antes da década de
1960, praticamente todos os produtos agricolas eram secos no proprio campo ou

em terreiros (Tosello, 1946, 1957). Hoje, o processo de secagem artificial tem



sido mais empregado, porém, sé ¢ escolhido se o custo/beneficio do mesmo for
comprovado para o produtor.

Uma vantagem da secagem mecanica é que ela permite o controle da
temperatura, influenciando a taxa e a eficiéncia da secagem, bem como a
qualidade final do produto, evitando danos fisicos aos graos (Afonso Junior,
2001; Oliveira, et al 2001; Ribeiro, 2003).

Ferraz & Veiga (1954) foram os primeiros a chamar aten¢do para a
importancia da relacdo temperatura de secagem do café¢ com a qualidade de
bebida. Desde entdo, muitas pesquisas tém sido realizadas no intuito de entender
essa relacdo a fim de prevenir danos, descoloragdo do produto, reducgdo do teor
de amido, 6leo e proteinas nos graos, o que pode comprometer a qualidade
sensorial da mesma (IBC, 1985; Guida & Vilela, 1996; Octaviani, 2000; Afonso
Junior, 2001; Oliveira et al., 2001; Ribeiro et al., 2003; Obando-Flor et al.,
2004).

Teixeira et al (1979) relataram que temperaturas elevadas devem ser
evitadas, apesar de acelerar o processo, porque resultam em defeitos que podem
contribuir para a perda da qualidade do café. A partir disso, para se obter um
café de boa qualidade e um produto de bebida suave, é necessario manter a
temperatura de secagem ao redor de 45°C na massa de café (Souza, 2000;
Borém, 2008).

De qualquer forma, a secagem deve ser iniciada imediatamente apos a
colheita, a fim de se eliminar rapidamente a umidade da casca, da polpa ¢ da
mucilagem, bem como evitar fermentagdes que possam prejudicar a qualidade
do café (Cortez, 2001).

Hoje, existem poucos relatos na literatura que descrevem as alteragdes
na composicdo quimica do café, decorrente do processo de secagem. As
primeiras mudangas que afetam a qualidade dos graos sdo atribuidas a varios

processos bioquimicos, substincias toxicas e desnaturagdo de biomoléculas



(Basavarajappa et al., 1990). Amorim e Teixeira (1975) observaram que as
transformagdes bioquimicas indesejaveis que ocorrem no grao de café durante e
apés a colheita, ¢ que levam a formag¢do de uma bebida inferior, sdo,
principalmente, de natureza enzimatica.

Segundo Hoekstra et al. (2001), durante a retirada da agua, observa-se a
reducdo do volume celular, provocando uma aglomeragdo dos componentes
citoplasmaticos, aumentando, assim, as chances para as interagdes moleculares
que podem causar a desnaturacdo de proteinas e fusdo de membranas.

Algumas pesquisas t€ém mostrado varia¢des no conteudo de glicose e de
frutose, bem como de aminodacidos livres nos graos crus de café, dependendo da
forma de processamento (Bytof et al.; 2000; Leloup et al., 2004; Selmar et al.,
2004; Bytof et al., 2005; Selmar & Bytof., 2006; Selmar et al, 2008). Acredita-se
que isso seja devido aos danos nas membranas celulares, permitindo que os
componentes quimicos, antes compartimentalizados, entrem em contato com
enzimas hidroliticas e oxidativas, afetando as caracteristicas de cor, sabor e
aroma da bebida (Amorim, 1978; Prete, 1992).

Apesar dos inumeros eventos fisiologicos e bioquimicos que ocorrem
no café durante a pds-colheita e que podem resultar nas caracteristicas que
distinguem cafés, a explicagdo tradicional para essas diferencas refere-se a
ocorréncia de fermentagdes indesejaveis, frequentemente associadas ao
processamento por via seca, bem como a auséncia de cuidados no momento da
colheita e secagem do café natural. No entanto, tais afirmagdes ndo explicam as
diferencas na qualidade de café quando os graos sdo processados da mesma
forma e com o mesmo cuidado. Na verdade, muitos eventos bioquimicos,
fisiolégicos, quimicos podem resultar em cafés com as mais diferentes
qualidades (Clifford & Ramirez-Martinez, 1991 a,b; Guimardes et al, 2002;
Leloup et al, 2004; Mazzafera & Purcino, 2004).



Embora existam varios trabalhos encontrados na literatura, relatando
alteracdes na qualidade do café submetido a diferentes condi¢cdes de secagem,
nao hd uma explicagdo satisfatoria sobre como e por que essas alteragdes
ocorrem. Conhecer essas alteragdes provocadas pela secagem torna-se

importante na tentativa de minimizar as caracteristicas indesejaveis.

2.4 Qualidade da bebida do café

O termo qualidade pode ser conceituado como o conjunto de melhores
caracteristicas de um produto ou servico para determinadas condigdes de
consumo e utiliza¢do (Juran & Frank, 1980). No que diz respeito aos produtos e
ou servicos vendidos no mercado, hd varias definicdes para qualidade:
"conformidade com as exigéncias dos clientes", "relacdo custo/beneficio”, etc.
Enfim, qualidade ¢ um conceito que esta relacionado diretamente as percepgdes
de cada individuo e, portanto, subjetivo.

No caso do café, a boa qualidade ¢ aquela que apresenta bebida com
sabor e aroma agradaveis, bom corpo, acidez natural e suavidade ao paladar
(Borém, 2004). Ainda deve conter poucos defeitos, apresentar cor ¢ aspecto
homogéneos e estar de acordo com as normas higiénico-sanitarias (Sivetz &
Desrosier, 1979b; Clifford, 1985; Mendonga, 2004).

A qualidade sensorial do café esta relacionada com as caracteristicas de
aroma e sabor e estd relacionada diretamente com a composi¢do quimica dos
grdos. Porém, a satisfagdo do consumidor é que determina qual ¢ a qualidade
desejavel. Vale ressaltar que os consumidores de café¢ vém se tornando cada vez
mais exigentes com relagdo a qualidade sensorial do produto, sendo crescente a
exigéncia por cafés especiais (Saath, 2000).

Neste contexto, o Brasil, como maior produtor mundial de café vem se
adequando as normas que abrangem a qualidade do café, inserindo-se no

mercado nacional e ou internacional em termos de qualidade tecnologica, o que



proporciona, conseqiientemente, uma melhora significativa na qualidade

sensorial da bebida (Leite, 1998).

2.4.1 Avaliacdo da qualidade de bebida do café

A classificacdo quanto a bebida é determinada segundo o sabor e o
aroma que o café apresenta na andlise sensorial, mais conhecida como “prova da
xicara”. Essa prova surgiu no Brasil, no inicio do século XX e foi adotada pela
Bolsa Oficial de Café e Mercadorias de Santos, a partir de 1917.

No Brasil, utilizam-se os seguintes termos para a classificagdo do café:
estritamente mole — bebida de sabor suavissimo e adocicado, sabor ¢ aroma
muito acentuado; mole — bebida de sabor suave, brando e adocicado; apenas
mole — bebida de sabor levemente doce e suave, mas sem adstringéncia ou
aspereza de paladar; dura — bebida de sabor acre, adstringente e aspero, porém,
ndo apresenta paladares estranhos; riada — bebida com leve sabor iodoférmio; rio
— bebida com sabor forte e desagradavel, sabor tipico e acentuado de
iodoféormio e rio zona — bebida de sabor e odor intoleraveis ao paladar e ao
olfato. Estas classificagdes sdo baseadas no Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade, para a classificacdo do café beneficiado grao cru, da Instrucio
Normativa n® 08, de 2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que tem como objetivo definir as caracteristicas
sensoriais da bebida, além da avaliacdo das caracteristicas fisicas dos grios,
como tipo, cor, peneira.

Os procedimentos de avaliagcdo sdo baseados em pardmetros subjetivos,
pois dependem de sensacdes e das habilidades pessoais adquiridas com muitos
anos de experiéncia (Chagas, 1994; Cortez, 1997). Assim, a complementagao
desses procedimentos em uso com a adocdo de métodos fisicos e quimicos

tornaria mais objetiva a determinagao da qualidade do café (Prete, 1992).

10



Nesse intuito, muitas pesquisas vém sendo conduzidas com o objetivo
de determinar quais as alteragcdes bioquimicas e por que elas diferem tanto a
qualidade de bebida, além de buscar por marcadores moleculares que associam

as caracteristicas desejaveis de sabor e aroma da bebida.

2.5 Composicao quimica do café

Segundo Carvalho e Chalfoun (1985), a qualidade de bebida do café esta
associada a diversos fatores, dentre os quais se destacam a composi¢ao quimica
dos graos, determinada por fatores genéticos e ambientais, pelos processos pos-
colheita e conservagdo do grdo, no qual intervém a a¢do da umidade e da
temperatura, propiciando infec¢des microbianas e fermentagdes indesejaveis; a
torracdo e o preparo da infusdo que modificam a constituicdo quimica do gréo,
modificacdo esta sempre relacionada a composicdo original do grio cru.
Pesquisas tém sido feitas no intuito de caracterizar quimicamente o grao de café
e correlacionar a composi¢ao quimica com a qualidade da bebida.

O grio de café apresenta, em sua constituicdo quimica, inumeros
componentes volateis e ndo-volateis, tais como acidos, aldeidos, cetonas,
acucares, proteinas, aminodcidos, acidos graxos, trigonelina, compostos
fendlicos, cafeina, bem como enzimas, que agem sobre esses proprios
constituintes (Clarke & Macrae, 1985; Franca et al., 2005a,b). Essa constituicao
podera ser modificada durante os processos de pds-colheita, ou seja, dependera
muito das condi¢des de processamento, secagem e armazenamento (Afonso
Janior, 2001;Afonso Junior et al., 2004).

Leloup et al. (2004) relatam a causa das diferentes concentragdes de
compostos, entre eles aglicares e trigonelina, devido a degradagdes do longo
periodo de secagem que os cafés naturais necessitam em relacdo aos cafés
despolpados. Além disso, trabalhos tém demonstrado alteragdes na concentragido

de aminoacidos livres nos grios de café, dependendo do processamento. Por

11



exemplo, o acido y-amino butirico (GABA) em via imida, cuja concentracdo ¢
bem menor que nos graos processados por via seca (Selmar et al., 2004, Bytof,
et al, 2005).

Contudo, verifica-se a complexidade em se relacionar qualidade da
bebida com a composi¢do quimica do grdo de café (Prete, 1992). Dessa forma,
surge a necessidade de novas linhas de pesquisas e de se utilizar diferentes
métodos de analise capazes de selecionar rotas metabolicas e moléculas que
mais contribuem para o sabor e o aroma da bebida. Entre essas, as proteinas
merecem destaque por serem muito ricas em informagdo biologica: suas
atividades especificas, estado de modificagdo, associagdo com outras
biomoléculas e os niveis de expressdo sdao essenciais para a descricdo de

sistemas biologicos (Aebersold, 2003).

2.5.1 Proteinas

O estudo de proteinas ndo recebeu muita atencdo, nas Ultimas décadas,
devido a dificuldade e a complexidade das analises. A determinagdo da
composi¢ao protéica requeria a hidrélise da proteina e a quantificagdo era feita
apenas com os aminoacidos resultantes. Dessas analises, também era possivel
identificar e quantificar os aminoacidos. Essa analise ainda ¢ importante porque
os aminodcidos livres, embora representem somente 1% da composicdo quimica
nos graos crus, sdo componentes importantes responsaveis pelo sabor apos a
torracao (Flament, 1991). Em adicdo a isso, Ludwig et al. (1995) mostraram que
peptideos e proteinas também sdo, provavelmente, precursores do aroma.

Dessa forma, a analise de proteinas pode se tornar a cada dia mais
importante para o esclarecimento do sabor e do aroma da bebida do café, uma
vez que elas sdo a fonte principal de aminoacidos e peptideos, gerados durante a
torra, tdo requisitados para a reacdo de Maillard, reconhecida como essencial

para o desenvolvimento do aroma da bebida de café (Macrae, 1985; Arnold et
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al, 1994; Reineccius, 1995; Ludwig et al, 2000). Além disso, as proteinas
participam na forma de enzimas, como catalisadores bioldgicos de intimeras
rotas metabolicas envolvidas na qualidade de bebida (Amorim, 1978).

Muitas pesquisas revelaram que a fracdo de proteina total ou bruta
mostra valores na faixa de 13% para graos de café (Sivetz, 1963). Para Bassoli
(1992), os teores de proteinas em gréos de café podem situar-se na faixa de 9% a
16% e o mesmo teor foi encontrado por Pimenta (1995), quando comparou o
teor de proteinas em diferentes estagios de maturagdo do fruto.

As primeiras informagdes a respeito das caracteristicas estruturais das
proteinas, presentes no grdo cru de café, foram obtidas por eletroforese SDS-
PAGE e pela focalizagao isoelétrica (Macrae, 1985).

Muitas das proteinas de grdo cru de café foram caracterizadas e
identificadas devido a sua natureza enzimdtica. Dentre essas estdo
polifenoloxidase, fosfatase, malato desidirogenase, catalase, o e -galactosidase,
entre outras enzimas hidroliticas e oxidativas (Clarke & Macrae, 1985). A
relagdo entre proteinas e aroma, em conjunto com esses resultados iniciais, foi o
incentivo para a identificacdo e a caracterizacdo de cada proteina presente no
grao de café e suas analises comparativas entre graos submetidos a diferentes
processamentos pos-colheita.

O estudo de determinadas proteinas envolvidas com o tipo de
processamento ao qual o grao foi submetido podera ser relacionada com outros
tipos de pesquisas, como, por exemplo, as pesquisas metabolomicas, como as
desenvolvidas por Borém (2006b). Essa pesquisa detectou mais de 1.700 sinais
diferentes de massa, usando cromatografia liquida com espectrometria de massa
de alta precisdo, ao analisar grdos submetidos a diferentes condi¢cdes de
processamento € secagem.

No entanto, uma melhor caracterizagdo das proteinas podera ser obtida

pelo estudo protedomico (Wijk, 2001) usando a eletroforese bidimensional (Gorg
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et al., 2000) seguida da identificacdo e da caracterizagdo das proteinas isoladas
pelas técnicas de espectrometria de massa e bioinformatica (Abbot, 1999;

Cagney et al., 2003).

2.6 Proteoma

O termo "proteoma" foi utilizado pela primeira vez por Marc Wilkins,
em 1994, na reunido inaugural da eletroforese bidimensional (2-D) em Sienna,
Italia. E foi originalmente definido como conjunto de proteina provenientes do
genoma. E o termo "Protedmica" foi definido como o estudo do proteoma
(Wilkins et al., 1996). Desde entdo, muitas defini¢cdes t€m sido utilizadas, como
o termo “proteoma”, para referir-se a identificag@o sistematica do perfil protéico
total do genoma (Blackstock & Weir, 1999; Lopez, 1999), ou seja, refere-se ao
conjunto de proteinas que sdo expressas pelo genoma de um organismo ou tipo
celular (Haynes & Yates, 2000). No entanto, esse termo pode também ser usado
em um sentido menos universal, para se referir ao conjunto de proteinas que esta
sendo expresso num dado momento da vida da célula (Abbot, 1999).

Contrariamente ao genoma, que funciona como repositorio estatico da
informagdo genética e cujo contelido ndo muda com o tempo, o proteoma ¢
altamente dindmico. Um Unico genoma pode gerar um nimero muito grande de
proteomas, dependendo de variaveis como estidgio do ciclo de crescimento,
disponibilidade de nutrientes, temperatura, resposta a diferentes tratamentos, a
estresse, condi¢des patologicas e estados fisiologicos diversos (Cahill et al.,
2001). Contudo, o proteoma ¢é diversificado e complexo e pode ser infinito
(Huber, 2003).

A protedmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas,
seus niveis de expressdo, suas fungdes, modificagdes pds-traducionais e
interagdes, entre outras (Blackstock & Weir, 1999). Uma descrigdo completa do

proteoma de um organismo fornece ndo apenas um catidlogo do conjunto de
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proteinas que esta sendo expresso pelo genoma, mas também dados de expressao
celular sob condi¢des definidas e a distribuicdo dessas proteinas na célula (Cash,
1998). Portanto, o passo do genoma para o proteoma € um passo do nivel da
informagdo genética para a funcao celular.

As concentragdes de proteinas que sdo alteradas em determinadas
condigdes fisiologicas podem mostrar quais fungdes sofrem modificagdes
(Jungblut, 2001). Um unico gene pode codificar para uma ou mais proteinas e
estas podem aparecer em varios pontos do gel bidimensional, devido as
modificagdes pods-traducionais e pos-transcricionais (Wilkins et al, 1996), como
fosforilagdo, metilagdo, acetilacdo e clivagem proteolitica, entre outras. Por esse
motivo, a estrutura final e a fun¢do das diversas proteinas ndo podem ser
definidas com base apenas nas seqiiéncias nucleotidicas dos genes que as
codificam (Cahil et al., 2001).

Dessa forma, a andlise do proteoma torna-se importante em estudos de
comparagdes da expressdao gé€nica em diferentes estados fisiologicos de um
organismo.

Existem varias formas de se analisar um perfil protedmico. A
abordagem classica ¢ o estudo da expressdo protéica global (expression
proteomics), que envolve a criagdo de mapas quantitativos das proteinas
expressas de extratos de células ou tecidos e, para tal, dois principios sdo
utilizados: o de separacdo e o de identificacdo (Jocelyn & Ilang, 2002). As duas
técnicas de separacdo mais utilizadas sdo a eletroforese bidimensional ¢ a
cromatografia liquida multidimensional (Abbot, 1999; Cagney et al, 2003). Na
eletroforese bidimensional, as proteinas sdo separadas por uma focalizacdo
isoelétrica (IEF) e, posteriormente, por massa molecular (O’Farrel, 1975). Essa
estratégia resulta em uma alta resolugcdo para separar proteinas de extrato
protéico complexo (Joubert et al., 2000). Na cromatografia multidimensional, as

proteinas sdo separadas pela utilizacdo de cromatografia em varias colunas com
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principios de separagdo diferentes, sendo, geralmente, utilizada a cromatografia
em colunas de troca idnica e cromatografia em colunas de fase reversa (Maynard
et al., 2004). A espectrometria de massa permite a identificacdo de proteinas em
pequenas concentragdes por seqiienciamento (Mo & Karger, 2002) e os dados
gerados sdo, entdo, comparados com os obtidos nos bancos gendmicos, que
favorecem a analise do proteoma, aliando espectrometria de massa com analise
in silico do proteoma (Cagney et al., 2003).

Contudo, a analise proteOmica ¢ recente e utiliza tecnologias
relativamente imaturas (Patterson and Aebersold, 2003) e ainda estd em

crescente desenvolvimento (Pardanani et al., 2002).

2.6.1 Eletroforese bidimensional

Em 1975, O’Farrel e Klose descreveram pioneiramente a técnica de
eletroforese bidimensional. Atualmente, ¢ o0 modo mais utilizado para mapear o
proteoma de um organismo (Lopez, 1999). Na eletroforese bidimensional, a
primeira dimensdo consiste em separar as proteinas de acordo com seu ponto
isoelétrico (pl) por focalizagdo isoelétrica (IEF) e a segunda dimensao as separa
de acordo com sua massa molecular por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS, conhecida por SDS—-PAGE (O’Farrel, 1975).

Alguns problemas que ocorriam quando a IEF era feita segundo
O’Farrel foram resolvidos quando surgiram as tiras com gradiente de pH
imobilizado (Immobilised pH Gradients, ou IPGs), nas quais um determinado
gradiente de pH ¢ imobilizado em uma matriz de poliacrilamida, o que permitiu
melhor reprodutibilidade dos géis de isoeletrofocalizacdo. Esta técnica foi
aprimorada por Gorg e, atualmente, ¢ o método mais utilizado para a realizacdo
da primeira dimensdo (Dunn & Gorg, 2001).

Nesta técnica, todas as proteinas em uma amostra sdo separadas

simultaneamente, fornecendo informagdes uteis sobre ponto isoelétrico, massa
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molecular, expressdo, abundancia relativa e modificagdes poés-traducionais,
verificadas pela alteragdo da mobilidade eletroforética (Pandey & Mann, 2000),
se caracterizando como um método de separagdo muito eficiente. Sua precisao é
tanta que variacdes em um Unico aminodcido podem resultar na mudanca de
posicdo de uma proteina em um gel bidimensional (Jungblut, 2001).

Embora cada spot ndo represente necessariamente uma proteina
diferente neste mapa (proteinas fosforiladas e ndo fosforiladas aparecem como
spots de pl diferente, assim como a glicosilagdo e outras modificagdes mudam
consideravelmente o peso molecular dos polipeptideos), a andlise dos géis
reflete a sintese de proteinas em cada tecido, nos diferentes estigios de
desenvolvimento (Mullen et al., 1996).

Alguns fatores dificultam a andlise protedmica. Diversos estudos
demonstraram que apenas as proteinas mais abundantes da célula sdo
identificadas por meio de eletroforese bidimensional. Proteinas responsaveis
pela manutencdo e reproducdo celular representam, aproximadamente, 80% das
proteinas de um determinado tecido ou organismo (Wilkins & Hochstrasser,
1996) e podem estar presentes em concentragdes até 10.000 vezes superiores as
proteinas de baixo nuimero de copias que, normalmente, realizam fungdes
importantes na célula, como fun¢do enzimatica, receptores e proteinas de
transdugdo de sinal (Abbot, 1999). Outra limitacdo é a separagdo de proteinas
grandes (com MM superior a 100kDa), proteinas extremamente acidas ou
basicas (pI<3,5 ou pI>9,5) e proteinas de membranas (Herbert et al., 2001; Shen
& Smith, 2002).

Para contornar tais limitagdes, diversos procedimentos podem ser
adotados, tais como o pré-fracionamento da amostra, a utilizagdo de faixas
estreitas de pH para realizagdo da IEF, o fracionamento subcelular e ou a

remocgdo das proteinas mais abundantes da amostra (Hancock et al., 2002).
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2.6.2 Métodos de visualizagdo dos géis bidimensionais

H4 uma enorme variedade de métodos de coloracdo que podem ser
utilizados para visualizar as proteinas separadas por meio de eletroforese
bidimensional. Os métodos de visualizagdo mais utilizados s3o: azul de
Coomassie, nitrato de prata e marcagao das proteinas por fluorescéncia.

O azul de Coomassie possui sensibilidade para detectar de 10 a 100ng de
proteina sendo menos sensivel que a coloragdo com prata, que detecta 0,2 ng, os
métodos de fluorescéncia, que detectam cerca de 0,1 ng e o método de
marcagdo radioativa, que detecta 0,001 ng (Patton, 2000).

Entretanto, a coloragdo com nitrato de prata apresenta certas
desvantagens, como a falta de linearidade e o problema de gerar coloracio
negativa em regides com altas concentracdes de proteinas, devido a saturagdo
(Dunn & Gorg, 2001), além de ser incompativel com a andlise por
espectrometria de massa e gerar muitos residuos (Yan et al., 2000). O azul de
Coomassie ¢ compativel com a analise espectrométrica, gera poucos residuos,
tem boa reprodutibilidade, porém, ndo permite a analise de amostras de
quantidades limitadas (Candiano et al., 2004). A coloragdo por fluorescéncia &,
atualmente, a melhor alternativa, devido a sua alta sensibilidade e linearidade,
além de ser totalmente compativel com espectrometria de massa (Patton, 2002;
Kopke, 2003).

Adicionalmente, as proteinas podem ser detectadas por meio de técnicas
de auto-radiografia. Para isso, ¢ necessario que a amostra seja constituida de
proteinas marcadas radioativamente in vivo, utilizando, por exemplo, os is6topos
35S, 14C, 3H, ou, no caso de fosfoproteinas, o 32p (Wilkins & Hochstrasser,
1996).
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2.7 ldentificacdo de proteinas por espectrometria de massa

Em 2002, John B. Feen e Koichi Tanaka receberam o prémio Nobel em
quimica pelo aprimoramento das técnicas de ionizacdo brandas utilizadas em
ionizagdo por eletronspray (ESI) e ioniza¢do por remocao a laser assistida por
matriz (MALDI), respectivamente. Os trabalhos deles na espectrometria de
massa (MS) foram essenciais para a complementacdo da andlise protedmica
porque possibilitaram identificar rapidamente um grande nimero de proteinas.
Atualmente, MALDI e ESI s3o as tecnologias utilizadas para ionizagdo das
proteinas e sua subseqiiente identificagdo ¢ considerada branda pela sua
capacidade de gerar ions a partir de macromoléculas nao volateis, sem ou com
pouca fragmentagdo da molécula analisada. (Kopke, 2003). O equipamento
MALDI, acoplado a um analisador de massas tipo tempo de véo (TOF), é,
normalmente, utilizado para a realizagdo da impressdo digital de peptideos
(PMF) de proteinas e outras moléculas (Aebersold & Goodlet, 2001).

A espectrometria de massa determina a massa molecular de peptideos
ionizados, obtidos apods digestdo da proteina com tripsina. A tripsina,
normalmente utilizada para a digestdo das proteinas, faz clivagem especifica C-
terminal adjacente aos residuos de arginina e lisina, gerando um conjunto de
peptideos Unicos, cujas massas sdo determinadas por espectrometria de massa
(Shevchenko et al., 1996; Cagney et al., 2003) ¢ que podem ser considerados
como impressdo digital daquela molécula (Quadroni & James, 2001).

O espectrometro de massa ¢ um instrumento analitico que converte
componentes de amostras em ions gasosos (moléculas eletricamente carregadas)
e mensura a sua massa. O espectrometro de massa ¢ sensivel a pequenas
quantidades de analito (na ordem de pmol/L) e pode distinguir substancias
diferentes com o mesmo tempo de retencdo. Por meio da espectrometria de

massa, € possivel também determinar seqiiéncias de DNA, de acidos nucléicos,
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de aminoacidos em proteinas e de estruturas complexas de carboidratos
(Westermeier & Naven, 2004).

Os ions tripticos sdo separados com base na razdo massa/carga (m/z).
Em geral, na fonte de ions de um espectrometro de massa ocorre a formagao ou
a dessor¢do de ions. Moléculas neutras sdo convertidas em ions por meio da
ionizagdo por elétrons ou por ionizagdo quimica. Apds a ionizagdo, um setor
magnético separa os ions gasosos, acelerando-os por campo elétrico e
defletindo-os com valores diferentes de razdo m/z em trajetérias distintas. Os
ions, entdo, ao término da trajetoria sdo detectados por um multiplicador de
elétrons, que funciona de forma semelhante a uma fotomultiplicadora em um
espectrofotometro. O espectro de massa obtido é um grafico da resposta do
detector contra valores de m/z. Na maioria das vezes, a técnica MALDI, método
que produz vaporizacdo e ionizacdo de macromoléculas biologicas nao-volateis
de uma fase de estado sdlido diretamente em fase gasosa, ¢ utilizada com
espectrometros de massa de tempo de v6o, podendo medir valores de m/z até
10°, com poder de resolugdo 10°-10* e a exatiddo na massa pode ser de 0,005% a

0,05% (Westermeier & Naven, 2004; Cravatt et al., 2007).

2.7.1 Identificac@o das proteinas in silico

A identificacdo de uma proteina pelos valores das massas moleculares
de seus peptideos ¢ realizada por comparagdo in silico em banco de dados
disponiveis.

A impressdo digital da proteina prové uma identificacdo virtual da
seqiiéncia de interesse pela comparagdo dos valores de massas dos fragmentos
obtidos experimentalmente apos a digestdo triptica com fragmentos virtuais
obtidos de uma simulacdo de hidrolise triptica de proteinas de um banco de
dados, considerando os seguintes aspectos: 1) a combinacdo das seqiiéncias de

proteinas em um banco de dados possui um valor (escore) e sdo “ranqueadas” de
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acordo com o niimero de combinacdes de massas de peptideos, a acuracia das
massas € o tamanho da proteina; 2) se ha uma identificacdo a massa da
seqliéncia peptidica € correlacionada a seqiliéncia protéica do banco e 3)
geralmente, um grande numero de peptideos com alta acuracia de massa ¢
encontrado, este resultado pode significar em um alto escore (ou seja, alta
similaridade) e alta cobertura da seqiiéncia protéica (Cravatt et al., 2007).

O programa MASCOT faz alinhamentos de espectros de massa de
peptideos ou proteinas obtidos experimentalmente com os deduzidos in silico a
partir do genoma ou banco de proteinas. Os dados obtidos também podem ser
analisados utilizando-se outros programas, tais como PepTident, ProFound, Ms-
Fit, Multldent, Tagldent, ou CombSearch.

Quando se tem banco de dados ndo consolidados os quais apresentam
erros, estes podem afetar toda a analise protedmica, pois uma diferenga de
apenas um aminoacido em um unico peptideo pode acarretar em um erro de
centenas de daltons, o que, em analise de espectrometria de massa, ndo ¢
aceitavel. Os maiores erros permitidos nas analises de protedmica estdo na
ordem de 1 Da. Os escores sdo fornecidos pelo programa por meio do calculo de
probabilidade baseada no modelo estatistico Mowse Score, sendo que a

combinag¢do observada dos dados ¢ um evento aleatorio (Perkins et al., 1999).

2.7.2 Pesquisas desenvolvidas utilizando como ferramenta de anélise a

espectrometria de massa e a identificacao de proteinas in silico

Em pesquisa, como a desenvolvida por Guimaraes (2007), utilizou-se a
identificagdo por espectrometria de massa por MALDI ToF-ToF, seguida pela
identificagdo in silico das proteinas pelo programa MASCOT. Nesse estudo,
foram identificadas proteinas responsivas, em clones de Coffea canephora,

sensiveis e resistentes ao estresse hidrico. Em outro trabalho usando a mesma
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aboradagem, Koshino et al. (2007) analisaram embrides zigoticos e endosperma
de Coffea arabica. Apds eletroforese bidimensional, nos embrides zigodticos,
algumas proteinas mais abundantes foram seqlienciadas e identificadas como
sendo proteinas da familia Globulina 11S. Estas proteinas também foram
diferencialmente expressas no endosperma, bem como uma proteina alergénica.

Gil-Agustini et al. (2005), utilizando essas técnicas, propds, em seus
estudos, o mapeamento protéico bidimensional para a classificacdo de espécies
de cafés. Seus resultados identificaram e caracterizaram proteinas
diferencialmente expressas em duas diferentes espécies, C.arabica e C.
canephora. Esse estudo demonstra a amplitude de possibilidades dessas
ferramentas, incluindo-as como valiosas ferramentas para o controle de
qualidade de produtos alimenticios.

Pesquisas mais recentes demonstram que essas ferramentas de andlise
possibilitam uma nova forma de analise das proteinas presentes em graos de
café, a denominada Imagens por espectrometria de massa (IMS). Essa tem sido
muito utilizada no mapeamento espacial de moléculas em amostras de tecido.
Silva et al. (2007) detectaram a distribuicdo espacial de macromoléculas durante
os diferentes estagios de desenvolvimento dos frutos de café e identificaram uma
proteina diferencialmente expressa e com provaveis modificacdes pos-

traducionais em certas regioes do endosperma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia da matéria-prima

As amostras de café (Coffea arabica L.) foram fornecidas pela fazenda
Bom Jardim, de Josué Pereira de Figueiredo, localizada no municipio de Bom

Sucesso, MG, a 1.100m de altitude, sendo o café da variedade Topazio.

3.2 Processamento do café e caracterizacio do processo de secagem

Os graos de café utilizados neste trabalho foram colhidos, processados e
secos em 2005 por Coradi (2006).

O café foi colhido manualmente e de forma seletiva. Toda a matéria-
prima foi uniformizada por meio da separacdo hidraulica, removendo-se os
graos de menor densidade. Posteriormente, os frutos imaturos e sobre maduros
ainda presentes apds o lavador foram removidos manualmente.

Cerca de 300 litros de café cereja foram subdivididos em duas parcelas.
A primeira, denominada de café natural, foi levada diretamente para o terreiro
onde foram subdivididas em duas sub-parcelas. Uma delas permaneceu no
terreiro até secagem a 11% (b.u.) e a outra sofreu uma pré-secagem por dois
dias, ap0s o que, foi levada para o secador a temperatura de 60°C até a umidade
de 11%. A segunda parcela dos frutos cereja foi despolpada e submetida aos
mesmos procedimentos citados anteriormente. A Unica diferenga foi o periodo
de pré-secagem de apenas um dia.

O experimento foi constituido por fatorial 2 x 2, sendo dois tipos de
processamento (natural e despolpado) e dois tipos de secagem (terreiro e

secador), com trés repetigdes constituindo as quatro amostras, a saber: café
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natural seco em terreiro, café natural seco em secador, café despolpado seco em

terreiro e café despolpado seco em secador.

3.3 Extrac¢do de proteinas totais

Todas as amostras foram submetidas a retirada da casca e pergaminho e
foram conservadas em potes plasticos no freezer -80°C. Para analise, os graos
foram macerados em nitrogénio liquido, com auxilio de graal (almofariz) e de
pistilo de porcelana. As proteinas foram extraidas de 200-300mg do pulverizado,
com 660ul tampao de lise contendo 7M uréia, 2M tiuréia, 14mM trizma base
(Amersham Biosciences), 100ul do coquetel de inibidores de proteases
(Amersham Biosciences), 12 unidades de DNasel (1mg/ml), 20ul de RNase A
(1mg/ml), 0,2% (v/v) Triton X-100, 60mM CHAPS (Amersham Biosciences) e
17,5mM  DTT (Amersham Biosciences). A mistura foi homogeneizada em
vortex e colocada no gelo. Apds 15 minutos, os tubos foram centrifugados a
17,5xg, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante contendo as proteinas totais foi
centrifugado novamente nas mesmas condi¢des anteriores e estocado, a -20°C,
em aliquotas de 100 pl.

A concentragdo das proteinas dos diversos extratos foi quantificada por
densidade otica, de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padrio, pelo espectrofotdmetro Gene Quant

(Amersham Biosciences).

3.4 Andlise da integridade das proteinas

Foram escolhidas, aleatoriamente, dez amostras de proteinas totais
extraidas para visualizagdo em gel de poliacrilamida 12% (m/v), a fim de

observar a integridade das mesmas e a eficiéncia do método de extragdo. A
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separacdo das proteinas ocorreu por eletroforese, realizada pelo sistema MiniVE
(Amersham Bioscience), a 100V, 400mA e 50W, durante, aproximadamente,

lhora e 40minutos.

3.5 Eletroforese bidimensional

A andlise bidimensional das proteinas foi realizada no Laboratdrio
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, em Lavras,
MG. Proteinas foram separadas por focalizagdo isoelétrica (IEF), utilizando-se
18 cm de fita com pH imobilizado, entre 3-10 (Immobiline Drystrips -
Amersham Biosciences). As fitas para IEF foram reidratadas no suporte de
reidratagdo individual em canaletas (Reswelling Tray Amersham Bioscience),
por 15 horas, a temperatura ambiente, em tampao tiuréia/uréia, contendo 7M
uréia, 2M de tiuréia, 1% (v/v) IPG Buffer (Amersham Bioscience), 2% CHAPS
(p/v), 1,8mM DDT e azul de bromofenol. O volume final de 340ul de tampao
mais 230pug de proteina foram aplicados nas canaletas. Apos posicionar as fitas
nas canaletas, 2,0 ml de Cover Fluid (Amersham Bioscience) foram aplicados
sobre cada fita. A focalizagdo isoelétrica ocorreu a 15°C, a 150V, por 1 minuto;
150V, por 3 horas; 500V, por 3 horas; 3.500V por 5 horas e 3.500 V, por 12
horas, acumulando um total de 55 kVh. Ao final da focalizagdo isoelétrica, as
fitas foram armazenadas em tubos de vidro autoclavados, a -80C, até o inicio da
eletroforese de segunda dimensao.

Antes da eletroforese de segunda dimensdo, as fitas foram equilibradas
em uma soluc¢do contendo 6M uréia, 29% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS, 75mM
Tris-HCI 1,5M, pH&,8, 0,002% (p/v) azul de bromofenol 1%, com 65mM DTT
(primeiro passo) e com 0,2M iodoacetamida (segundo passo - sem DTT), por 30
minutos cada passo, sob agitagdo. Cada fita equilibrada foi colocada sobre o gel

de poliacrilamida 12,5% homogéneo (Amesham Biscience), ao lado do tampao
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solido (Buffer Strip — Amersham Bioscience), na extremidade negativa da cuba,
uma de cada vez. A eletroforese de segunda dimensdo ocorreu a 15°C, a 600V,
20mA, 30W, por 35 minutos e a 600V, 50mA, 30W por 1 hora e 40 minutos ou
até o marcador de corrida atingir o tampao s6lido na extremidade positiva, pelo

Sistema Multiphor II (Amersham Bioscience).

3.6 Coloracao dos géis bidimensionais

Os géis foram inicialmente colocados por 30 minutos em uma solugao
de fixagcdo contendo 7% (v/v) de acido acético, 40% (v/v) metanol e, em
seguida, transferidos para a solu¢do de coloragdo contendo quatro partes da
solugdo com 0,1% (p/v) de Azul de Coomassie G-250, 2% (v/v) acido fosforico
e 15% (p/v) sulfato de aménio mais uma parte de metanol, submetidos a
agitagdo, por 48 horas. Ao fim desse periodo, os géis foram neutralizados por 3
minutos em solu¢do contendo 1,2% (p/v) Tris-Base e pH 6,5 aferido com acido
fosforico. Posteriormente, foram lavados em solu¢do contendo 25% (v/v) de

metanol e armazenados em solugdo contendo 20% (p/v) sulfato de amonio.

3.7 Andlise dos géis bidimensionais

Os géis corados tiveram suas imagens digitalizadas em scanner de alta
resolucdo (ImageScanner, Amersham Bioscience), equipado com o programa
Ulmax MagicScan 4.6, em modo transmissivo, com 300dpi. As analises das
imagens foram feitas pelo programa ImageMaster 2D Platinum 5.0 (Amersham
Bioscience). Para a detec¢dao dos spots, os géis foram aliados e agrupados e,
entdo, a determinagdo quantitativa dos volumes de cada spot foi realizada. Apos
esse procedimento, foram feitas as andlises dos grupos, classes e teste estatistico

(Teste T de Student). Spots com uma diferenga de, pelo menos, 1,7X e um
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resultado significativo no teste T de Student (p<0,05) foram considerados como

um ponto de proteina sendo diferencialmente expressa.

3.8 Obtencao de peptideos tripsinolisados do gel

Apo6s a corrida eletroforética, a banda corada pelo método coloidal,
amostra reduzida e alquilada, foi excisada com auxilio de 14mina de bisturi n° 15
individualmente do gel, descorada com acetonitrila 50% e bicabornato de
amoénio 25mM pH 8,0, desidratada com acetonitrila 100%, seca em speed vac e,
posteriormente, tratada com a enzima tripsina (Promega®), a 37°C, de 16 a 24
horas. Os peptideos resultantes da tripsindlise da amostra foram dessalinizados
por meio de micropurificagio em ZiTips® C18 (Millipore-Bedford, EUA),
seguindo recomendagdes dos fabricantes e, posteriormente, analisados por

espectrometria de massa.

3.9 Espectrometria de massa

As analises espectrométricas foram realizadas pelo no Nucleo de
Estrutura e Fungdo de Biomoléculas (Departamento de Bioquimica e
Imunologia, Instituto de Ciéncias Biologicas) da Universidade Federal de Minas
Gerais, em Belo Horizonte, MG. Para tanto,m foi utilizado o espectrometro de
massa sistema MALDI-TOF-TOF MS (Autoflex III Smartbeam, Bruker
Daltonics, Alemanha). A andlise foi realizada com a aplicagdo de 0,5 uL de
amostra e 0,5uL de matriz CHCA (4&cido o-ciano-4-hidroxicinamico), em uma
placa MTP AnchorChip 800/384.

Os espectros de espectrometria de massa (MS) e espectrometria de
massa em tandem (MS/MS) foram obtidos no modo positivo. O modo de

operacdo da aquisi¢do foi Linear; Laser repetition rate, a 50 Hz; lon source
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voltage 1, a 20 kV; lon source voltage 2, a 18,3 kV; lon source lens voltage 6,75
kV e number of shots de 200. Para a fragmentagdo de peptideos tripsinolisados
no Peptide Mass Fingerprinting (PMF), foi empregado o método Collision
induced dissociation (CID) (N,).

Os resultados da espectrometria foram obtidos na forma da razdo
massa/carga para cada amostra, utilizando-se o programa FlexControl 3.0. As
analises dos conjuntos de dados adquiridos foram feitas com o auxilio dos
programas FlexAnalysis 3.0 e Biotools 3.0 (conjunto de ferramentas de analise
de espectros de massas, como, por exemplo, o programa MASCOT). O aparelho
foi calibrado com padrdes externos (Protein Calibration Standard I e IV -
Bruker Daltonics).

O perfil de massa molecular da amostra obtida por MS e MS/MS foi
submetido a andlise comparativa utilizando-se o programa MASCOT, para a
comparagdo das massas de peptideos observados com um banco de dados e para
a identificagdo das proteinas mais provaveis. Os bancos de dados utilizados nas

analises foi 0 do Genoma Café e o do NCBI.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise dos géis

O método de extragdo, utilizando o tampao uréia/tiuréia, foi eficiente na
extracdo de proteinas, com uma concentracdo final média de 15,3 mg/mL de
proteina total. Nos géis bidimensionais foi observado um grande nimero de
pontos individualizados de proteinas (Spots), sem arrastes horizontais ou
verticais, o que revela a auséncia ou a baixa quantidade de interferentes como
lipideos e carboidratos (Amersham Bioscience, 2004). A reprodutibilidade
experimental foi alcangada, o que dispensou estudos preliminares envolvendo
métodos de extragdo, como preconizado por Guimardes (2007).

O gel correspondente ao café despolpado seco em terreiro (Figura 1B)
foi o que mais apresentou pontos de proteina, 360 spots em média, seguido do
gel referente ao café natural seco em terreiro (Figura 1D), com 252 spots, em
média. Os géis de café despolpado seco em secador a 60°C (Figura 1A) foi o que
apresentou o menor nimero de pontos protéicos, com média de 190 spots,
seguido do gel referente ao café natural (Figura 1C), nas mesmas condi¢des de
secagem, com média de 210 spots.

O menor numero de pontos protéicos nos extratos de graos secos em
secador, provavelmente, se deve a temperatura de secagem, que pode ter sido
suficiente para provocar uma degradacao/desnaturacdo de algumas proteinas ou
para facilitar a atividade enzimatica das proteases, causando, claramente, uma

diferenca nos perfis protedmicos observados (Figura 1).
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FIGURA 1. Géis bidimensionais dos tratamentos com café despolpado secos em
secador (A) e em terreiro (B) e com café natural seco em secador (C) e em

terreiro (D).

Resultados dos primeiros estudos realizados por Ferraz & Veiga (1954)
revelaram que as temperaturas empregadas durante a secagem influenciam a
qualidade da bebida, sendo que temperaturas de 50-55°C ja podem prejudicar a
qualidade. Seguindo essa mesma linha de pesquisa, Coradi (2006) verificou que
as bebidas provenientes dos graos, naturais e despolpados, secados em terreiro,
obtiveram as melhores notas de andlise sensorial, quando comparadas as
provenientes dos grdos, naturais ou despolpados, secados em secador a
temperatura de 60°C. Nesse mesmo trabalho, o café despolpado, quando
comparado ao natural, apresentou um melhor sabor e aroma de bebida.

Sugere-se que tanto a presenca de diferentes proteinas quanto as
variagdes na quantidade total de proteinas podem estar relacionadas com a maior
ou menor qualidade da bebida, em fun¢do do processamento e secagem, como
relatado por Coradi (2006). Neste caso, a presenca de maior quantidade e

variedade de proteinas, como no caso dos cafés despolpados e naturais secos em
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terreiro, tendem a oferecer grupos aminos peptideos ou aminoacido livres que
em conjunto com os agucares redutores nos graos podem participar da Reacao de
Maillard, responsavel pelo sabor ¢ aroma da bebida apds a torracdo do café
(Reineccius, 1995).

Neste trabalho, a maioria das proteinas foi focalizadas entre pl 5-7,
aproximadamente. E grande parte das proteinas que apresentaram expressao

diferencial tem massa molecular entre 20 e 95 kDa (Figura 2).

A
5

(Mg 5
ool
R oy 30 -
- | -
_—— ' “'"-.. - = *“ 20
= o) i
e i i —_ _ 14

FIGURA 2. Gel bidimensional mostrando a referéncia do gradiente de pH
utilizado nas tiras de IEF e as massas moleculares do marcador de peso. As setas

indicam, da esquerda pra direita, os Spots 1256 e 1422.

Na primeira analise comparativa, foram analisados os cafés despolpados
secos no secador e no terreiro. Apos o alinhamento (sobreposi¢do) dos géis,
aproximadamente 70% dos spots formaram grupos e a partir da analise por
porcentagem de volume (% Vol — média do volume ocupado por cada spot no
gel), foi possivel a identificagdo de 18 pontos de proteinas com abundancia
diferencial variando de 1,7X a 14,0X (Tabela 1 e Figura 3). No tratamento com

café despolpado seco em terreiro, de todos os Spots, 16 apresentaram maior
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abundancia protéica em relagdo aos géis referentes ao tratamento com café

despolpado seco no secador (Tabela 1).
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TABELA 1: Média da abundancia (% Vol) das proteinas responsivas aos
tratamentos, com aumento quantitativo de, pelo menos, 1,7 vezes e um resultado
significativo no teste t-student (p<0,05).

Despolpado Diferenca
Spots quantitativa de
Secador Terreiro proteinas
1256 0.49 (0,15) +1,76 (0,39) 3,6X
1260 0,04 (0,01) +0,55 (0,22) 14,0X
1261 0,05 (0,02) +0,63 (0,013) 12,0X
1312 0,32 (0,02) + 0,64 (0,15) 2,0X
1367 0,03 (0,01) + 0,06 (0,006) 2,0X
1388 0,12 (0,01) +0,33 (0,03) 2,7X
1417 0,13 (0,04) +0,23 (0,05) 1,8X
1418 0,64 (0,33) + 1,20 (0,19) 1,8X
1422 0,11 (0,05) +0,34 (0,06) 3,0X
1469 0,29 (0,02) +1,16 (0,12) 4,0X
1505 0,09 (0,04) + 0,29 (0,04) 3,0X
1510 + 0,76 (0,09) 0,15 (0,06) 5,0X
1529 0,09 (0,02) +0,16 (0,03) 1,8X
1601 + 0,32 (0,06) 0,15 (0,03) 2,0X
1602 0,24 (0,06) + 0,40 (0,02) 1,7X
1603 0,36 (0,07) + 0,88 (0,05) 2,5X
1625 0,95 (0,23) + 1,80 (0,28) 2,0X
1632 0,60 (0,20) + 1,0 (0,07) 1,7X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas, em
trés repeticdes, dos géis de grios despolpados secos em secador e terreiro. O
valor entre parénteses equivale ao erro padrdo. Spots referentes a Figura 3. Ver
Tabela 5 para a identificagdo das proteinas.

Os spots que mais se destacaram quantitativamente, na comparacao

destes perfis protéicos, foram os pontos 1261 e 1260, que tiveram uma
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quantidade de proteina aumentada em 12,0 X e 14,0 X, respectivamente, no
tratamento com café despolpado seco em terreiro.

Ferraz & Veiga (1954) ja haviam alertado a respeito da importancia da
temperatura de secagem sobre os graos. O controle da temperatura de secagem ¢é
muito importante para evitar danos internos no grao, uma vez que altas
temperaturas degradam as membranas internas e expdem Oleos e outros
componentes a acdo do oxigénio (Borém, 2006a).

Levando em conta essa afirmacdo, ¢ possivel que os graos analisados
tenham tido sua estrutura comprometida, liberando compostos capazes de
provocar a degradagdo de proteinas ou de reduzir sua expressdo génica durante o
processo de secagem. Além disso, € possivel inferir que a temperatura de 60°C

pode ter contribuido para a atividade das proteases.

34



Despolpado Despolpado Despolpado Despolpado

Secador Terreiro Secador Terreiro
1261 1256 1260 1261 1$6 1260 \l/
\l/ 1469 1469 \l/
. \ Afad / 4 - i -
" g -

- -
1601 - 1601 1603 1602

s by e [Ty -0

142 : 1422‘ \l/ \l/
- Y s

: - |
1625 1632 1625 , 1632

FIGURA 3. Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais dos

tratamentos com graos despolpados secos em secador e em terreiro,

representando os 18 spots com diferenga de abundancia protéica.

Esses resultados, adicionalmente com o numero total de spots
encontrados nos géis bidimensionais ja apresentados, mostram que existem
diferencas significativas no numero ¢ na abundancia das proteinas encontradas.
Particularmente, nessa primeira comparagdo, a temperatura de 60°C influenciou
diretamente no perfil protéico dos grios durante a secagem (Figura 1A).

A segunda analise comparativa envolveu o café despolpado e natural
seco em terreiro. Foi essa andlise que apresentou melhor pareamento, com 83%

dos spots formando grupos alinhados ¢ poucas diferencas foram encontradas.
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Apos a comparagao dos spots por porcentagem de volume (% Vol), apenas 5

apresentaram diferenca quantitativa, variando de 2X a 4X (Tabela 2 e Figura 4).

TABELA 2: Média da abundancia (% Vol) das proteinas responsivas aos
tratamentos, com aumento quantitativo de, pelo menos, 2,0 vezes ¢ um resultado
significativo no teste t-student (p<0,05).

Despolpado Natural Diferenca
Spots quantitativa de
Terreiro proteinas
1261 +0,63 (0,13) 0,24(0,04) 3,0X
1449 0,14 (0,03) + 0,60 (0,20) 4,0X
1487 +0,15 (0,03) 0,07 (0,01) 2,0X
1510 0,15 (0,06) +0,30 (0,08) 2,0X
1603 + 0,89 (0,06) 0,50 (0,22) 2,0X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas, em
trés repeticdes, dos géis de graos secos em terreiro despolpados e naturais. O
valor entre parénteses equivale ao erro padrdo. Spots referentes a Figura 4. Ver
Tabela 5 para a identificagdo das proteinas.

Dos cinco spots, trés (1261, 1487 e 1603) apresentaram maior
abundancia no gel bidimensional do café¢ despolpado seco em terreiro. Os
demais foram mais abundantes nos géis bidimensionais do café natural seco em

terreiro.
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FIGURA 4. Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais dos
tratamentos com graos despolpados e naturais secos em terreiro, representando

os 05 spots com diferenca de abundancia protéica.

Esse resultado demonstra que a secagem do café natural ou despolpado,
em terreiro, ndo provoca alteragdes tdo significativas relacionadas a quantidade e
a abundancia das proteinas (Figura 1B e D), quando analisado juntamente com
as demais comparagdes realizadas neste trabalho.

A terceira analise comparativa ocorreu entre os cafés despolpado e
natural secos em secador. Diferencas significativas na porcentagem de volume
(% Vol) das proteinas foram observadas em 15 spots (Tabela 3 e Figura 5), com
variagdes entre 1,8X e 6,9X, tendo dez spots mais abundantes nos géis do café
despolpado.

Dos dois grupos formados, os spots 1314, 1418, 1424, 1442, 1456,
1477, 1551, 1574, 1603 e 1630 apresentaram maior abundancia nos géis
representantes do café despolpado seco em secador. Quantitativamente, o Spot
1424 foi o que mais se destacou, com um aumento de 4,0X (Tabela 3).

Os demais spots, 1256, 1260, 1261, 1302 e 1572, apresentaram maior
abundancia nos géis bidimensionais dos grios naturais secos em secador, tendo

o spot 1260 apresentado uma diferenga protéica de 6,9X (Tabela 3).
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TABELA 3: Média da abundéncia (%Vol) das proteinas responsivas aos
tratamentos, com aumento quantitativo de, pelo menos, 1,8X e um resultado
significativo no teste t-student (p<0,05).

Despolpado Natural Diferenca
Spots quantitativa de
Secador proteinas
1256 0,49 (0,15) +1,20 (0,01) 2,5X
1260 0,039 (0,01) +0,27 (0,34) 6,9X
1261 0,05 (0,02) +0,21 (0,16) 4,0X
1302 0,15 (0,07) +0,30 (0,11) 1,8X
1314 + 0,32 (0,04) 0,16 (0,01) 2,0X
1418 + 0,65 (0,33) 0,18 (0,01) 3,0X
1424 + 0,80 (0,2) 0,18 (0,01) 4,0X
1442 +2,0 (0,63) 1,11 (0,01) 1,8X
1456 + 0,90 (0,05) 0,48 (0,08) 1,8X
1477 + 0,77 (0,09) 0,44 (0,01) 1,8X
1551 + 0,24 (0,06) 0,08 (0,04) 3,0X
1572 0,08 (0,06) +0,37 (0,01) 5,0X
1574 + 0,34 (0,02) 0,16 (0,16) 2,0X
1603 + 0,36 (0,07) 0,12 (0,01) 3,0X
1630 + 0,35 (0,08) 0,18 (0,01) 2,0X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas, em
trés repeticdes, dos géis de graos despolpados e naturais secos em secador. O
valor entre parénteses equivale ao erro padrao. Spots referentes a Figura 5. Ver
Tabela 5 para a identificac@o das proteinas.
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FIGURA 5. Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais dos

tratamentos com graos despolpados e naturais secos em secador, representando

os 15 spots com diferenga de abundancia protéica.

O grande numero de pontos protéicos com menor abundancia de
proteinas encontradas nos graos naturais secos no secador demonstra que eles
sdo mais afetados durante a secagem mecanica a 60°C (Figura 1A e C),
possivelmente pela maior demora para atingir a umidade ideal de secagem. No
inicio da secagem do fruto natural, com alto teor de agua, a evaporagdo ¢ mais
rapida na superficie. Porém, assim que a casca e a polpa perdem agua, vao se
tornando duras, constituindo barreiras para a penetracdo de calor e evaporagio
da agua do interior para a periferia, tornando a secagem mais lenta (Oliveira,
2002).

Esse tempo prolongado ¢ a causa de muitas contaminagdes e

fermentacdes indesejaveis (Giranda, 1998; Pimenta, 2001; Corréa et al, 2002) e,
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provavelmente, de muitas mudangas fisiolégicas no interior dos graos e,
conseqlientemente, da provavel degradagdo/utilizacdo de compostos, entre eles
as proteinas e aminoacidos. Diversos trabalhos ao confirmarem essa hipotese,
descrevem que os graos processados por via umida ou por via seca, sofrem
diferentes estresses quando submetidos a secagem, armazenamento dentre outros
processos pos-colheita. As alteragdes nas vias metabodlicas, com ativagdao de
rotas degradativas e de sintese s@o as principais conseqiiéncias desses estresses
(Selmar et al, 2004; Bytof et al, 2005; Selmar & Bytof, 2006; Selmar et al,
2008).

A ultima analise comparativa realizada entre os cafés naturais, seco em
secador e em terreiro, apresentou o maior numero de Spots com diferenca
significativa em relacdo a quantidade de proteinas (% Vol), totalizando 22 spots
(Tabela 4 e Figura 6). Analisando cada ponto protéico selecionado
estatisticamente, observa-se que para o café natural seco mecanicamente,
somente o spot 1565 apresentou maior abundancia de proteinas (2,0X). Os
demais pontos protéicos analisados tiveram uma redu¢do na quantidade de

proteinas quando submetidos a0 mesmo processo.

40



TABELA 4: Média da abundancia (% Vol) das proteinas responsivas aos
tratamentos, com aumento quantitativo de, pelo menos, 1,8 vezes e um resultado

significativo no teste t-student (p<0,05).

Spots Natural Diferenga
quantitativa de
Secador Terreiro proteinas
1303 0,07 (0,01 70,16 (0,02) 20X
1314 0,16 (0,01) +0,47 (0,01) 30X
1316 0,08 (0,02) 70,19 (0,04) 20X
1337 0,08 (0,01) 70,16 (0,01) 20X
1388 0,04 (0,01) +0,20 (0,07) 54X
1405 0,125 (0,02) 70,40 (0,07) 3.0X
1417 0,10 (0,02) 70,25 (0,06) 20X
1418 0,18 (0,04) 70,91 (0,19) 50X
1419 0,07 (0,03) 70,43 (0,14) 55X
1424 0,19 (0,02) +1,20 (0.36) 6,0 X
1448 0,74 (0,82) 11,94 (0,17) 25X
1482 0,07 (0,02) +0,13 (0,006) 18X
1501 0,80 (0,40) +1,91 (0,10) 25X
1540 0,06 (0,001) +0,36 (0,11) 55X
1551 0,08 (0,02) +0,35(0,12) 4,0X
1565 0,39 (0,06) 0,17 (0,05) 2,0X
1596 0,08 (0,03) +0,17 (0,03) 2,0X
1602 0,16 (0,02) 0,36 (0,09) 2,0X
1603 0,13 (0,06) 70,50 (0,22) 3.9X
1617 0,31 (0,07) 71,00 (0,33) 3,0X
1625 0,69 (0,15) + 1,34 (0,20) 1,95X
1632 0,54 (0,15) 71,00 (0,23) 1.8X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas, em
trés repetigdes, dos géis dos graos naturais secos em secador e no terreiro. O
valor entre parénteses equivale ao erro padrdo. Spots referentes a Figura 6. Ver
Tabela 5 para a identificagdo das proteinas.
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FIGURA 6. Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais dos

tratamentos com graos naturais secos em secador e em terreiro, representando os

22 spots com diferenga de abundancia protéica.

Nessa ultima analise, pode-se inferir que, assim como na primeira

analise, a temperatura atingida no interior dos graos durante a secagem prejudica

substancialmente a sua composicao protéica (Figura 1 C e D). Fica evidente que

o efeito da temperatura provoca desnaturacdo/degradacdo de proteinas, reagdes

ainda desconhecidas que tém estas macromoléculas como substrato. Bem como



afeta as estruturas internas, ocasionando a liberagdo de compostos que podem
influenciar na expressao génica dessas proteinas ou degrada-las ou, até mesmo,
podendo facilitar a atividade enzimatica das proteases nesses grdos devido a

temperatura de 60°C.

4.2 ldentificacdo das proteinas

Dentre os spots enviados para seqiienciamento, até o presente momento,
apenas duas seqiiéncias foram obtidas, referentes aos spots 1256 e 1422.

A identifica¢do utilizando apenas valores provenientes das massas
tripticas dos peptideos sem dados do genoma somente funciona para proteinas
cuja seqiiéncia é muito bem conservada entre organismos. Na maioria dos
estudos nos quais houve sucesso, a identificacdo das proteinas foi realizada
utilizando-se os dados provenientes de PMF, fragmentos tripticos, juntamente
com dados do genoma do organismo (Giometti et al., 2002; Hesketh et al., 2002;
Smolka et al., 2003). Neste trabalho, dados dos peptideos tripticos, oriundos das
analises por MALDI-ToF/ToF e, conseqiiente, analises pelo Mascot e pelo
banco de dados do Genoma Café foram suficientes para a identificagdo dos
pontos protéicos.

Ap6s analise in silico, o ponto protéico identificado pelo ntimero 1256
teve significante similaridade (elevado score), com seqiiéncia da proteina 13S
globulin basic chain, da espécie Fagopyrum esculentum (Figura 7). Essa ¢
considerada uma proteina de reserva, com alta concentragdo de metionina e
lisina, muito encontrada em cotilédones e endospermas. Existe uma grande
similaridade dessas proteinas com a familia de proteinas de reserva globulinas

11S.
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1  GIDENVCTMK LRENIKSPQE ADFYNPKAGR ITTANSQKLP ALRSLQMSAE
51 RGFLYSNG1Y APHWNINAHS ALYVTRGNAK VQVVGDEGNK VFDDEVKQGQ
101 LITVPOYFAV 1KKAGNQGFE YVAFKTNDNA MINPLVGRLS AFRAIPEEVL
151 RSSFQISSEE AEELKYGRQE ALLLSEQSQQ GKREVADEKE RERF

FIGURA 7. Seqiiéncia de aminoacidos da globulina 13S. Os peptideos tripticos
provenientes das analises por MALDI-ToF/ToF estdo destacados em negrito e
sublinhados.

Apos essa analise, a seqiiéncia da proteina globulina 13S, descrita
acima, foi comparada (tBlastp) com o banco de dados do Genoma Café. O
resultado encontrado foi uma elevada similaridade com a proteina de

armazenamento da familia globulina 11S (Tabela 5).

TABELA 5: Proteinas responsivas aos tratamentos, identificadas por
espectrometria de massa.

Spot Maldi Proteina Espécie Nuamero de Massa®
Tof-Tof acesso NCBI (kDa)
/pl B
Seqiiéncias* Score®
1256 | EYVAFK Globulina 118 Coffea gi:3641256 229/6.24
SIKISSIR arabica
IGIIRR 128
WDNHR
GPPR
1422 | ADSTHWCW Gliceraldeido-3- | Zea 2i:162462949 | 36.6/7.01
RTSYGVP 143 fosfato mays
desidrogenase

* - Seqiiéncia dos peptideos fragmentados (MS/MS)

A — lons Score é igual a -10Log(P), em que P ¢ a probabilidade de alinhamento
num evento aleatorio. Individual ions score maior que 38 indicam identidade ou
elevada homologia (p<0,05).

B - pI e MM encontrados pela identificacdo tanto por Peptide Mass Fingerprint
(PMF) quanto por MS/MS fon Score utilizado o algoritmo MASCOT.
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Bewley e Black (1994) descreveram que sementes de dicotiledoneas tém
como principal reserva energética, proteinas de armazenamento, tais como as
globulinas, leguminas e vicilinas, que sdo requisitadas durante a germinacao e
servem como reserva energética inicial para esse desenvolvimento. Esse
resultado foi compativel com os encontrados por Sheoran et al. (2007) que
analisaram o proteoma proveniente de sementes de tomate. Nesse trabalho,
foram encontrados 11 pontos protéicos correspondentes a legumininas, 11
correspondentes a vicilinas e 2 correspondentes a albumina, todas consideradas
proteinas de reserva.

Além dos trabalhos descritos, outros também descrevem a presenca
abundante de proteinas de armazenamento, como o de Watson et al. (2003) que,
ao analisarem sementes Medicago truncatula, encontraram cerca de 60% de
proteinas de reserva, sendo as mais abundantes proteinas da familia 7S e 11S
globulinas. Eles relataram, ainda, que isoformas dessas familias sdo encontradas
em multiplos pontos do gel com diferentes pl e massas moleculares.

Recentemente, Acuiia et al. (1999) revelaram que, em Coffea sp., existe
a proteina de reserva globulina 11S, com peso molecular de 55 kDa, constituida
por duas subunidades, uma de 33 kDa (cadeia o) e outra de 24 kDa (cadeia B).
No mesmo ano, Rogers et al (1999), utilizando 2DE, identificaram as
subunidades a e f como sendo acida e basica, respectivamente, ¢ que essas sao
ligadas por pontes de dissulfeto. Além disso, sugeriram também que essas
proteinas tém muitas isoformas.

Yuffa et al. (1994) demonstraram que proteinas de armazenamento se
acumulam gradualmente no endosperma do grao, constituindo cerca de 50% do
total de proteinas presente na semente madura. Essas proteinas sdo as mais
abundantes e sua expressdo ¢ temporariamente regulada durante embriogénese,
além de ser restrita a determinados tecidos: cotilédones e endosperma (Shewry,

1995). Plantas em desenvolvimento estocam e acumulam carboidratos, lipideos
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e proteinas que, subseqiientemente, serdo utilizadas durante a germinagdo como
fonte de energia, carbono e nitrogénio (Acua et al., 1999).

Diante de trabalhos anteriores, era de se esperar que em graos de café
houvesse também uma grande concentracdo de proteinas de armazenamento e
que as mesmas fossem identificadas.

Na terceira analise comparativa deste trabalho, a proteina globulina 118,
identificada pelo spot 1256, apresentou maior abundancia, com uma diferenga
quantitativa de 2,5X, no café natural seco no secador em relagdo ao despolpado
seco nas mesmas condigdes. O ocorrido pode ser resultado da utilizagdo dessas
proteinas pela germinag@o da semente de café despolpado. Selmar et al. (2004)
afirmaram que varios processos bioquimicos ocorrem na semente do café
durante o processamento, inclusive a germinacdo, que se inicia e prossegue apds
a retirada da casca e da mucilagem. Bytof et al. (2005) sugerem que a geminagao
ocorre durante o despolpamento e justificam a ndo ocorréncia ou a baixa taxa de
germinacdo em graos processados por via seca, porque a mucilagem dos grios
contém inibidores da germinagao.

Os resultados deste trabalho permitem inferir que durante o
processamento do café despolpado, pode ter iniciado a germinagdo com a
conseqliente mobilizacdo das reservas, incluindo as proteinas globulina 11S.
Assim, a baixa quantidade dessa proteina nesses graos, em comparagdo com as
do café natural, deve-se ao fato de as mesmas terem sido possivelmente
requisitadas durante a germinagao.

A Dbaixa concentragdo da globulina 11S no café despolpado seco no
secador, em relagdo aos que foram secos no terreiro (1% anélise comparativa), é
justificada pelos danos causados pela elevada temperatura de 60°, que pode ter
facilitado o processo de desnaturag@o destas proteinas ou induzido a atividade

enzimatica das proteases.
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Nao ha, na literatura, relatos de que essa proteina globulina 11S ou
outras proteinas de reserva sejam precursoras de compostos responsaveis pelo
aroma e sabor da bebida do café, nem a relacdo destas com o tipo de secagem e
temperatura as quais os graos sdo submetidos.

Os peptideos tripticos referentes ao spot 1422, apds analise pelo Mascot
e comparagdo (Blastp) no Banco de dados do Genoma Café, apresentou elevada
similaridade com a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPDH) (Tabela 5 e
Figura 8), uma das enzimas chaves da via glicolitica, cuja sintese ¢ ativada pela

deficiéncia de oxigénio no meio (Manjunath & Sachs, 1997).

1 MAKIKIGING FGRIGRLVAR VALQSDDVEL VAVNDPFIST DYMTYMFKYD
51 TVHGQWKHHE VKVKDSKTLL FGEKEVAVFG CRNPEEIPWG SVGAEYVVES
101 TGVFTDQEKA AAHLKGGAKK VVISAPSKDA PMFVVGVNEK EYKSDINIVS
151 NASCTTNCLA PLAKVINDKF GIVEGLMTTV HAITATQKTV DGPSSKDWRG
201 GRAASFNIIP SSTGAAKAVG KVLPVLNGKL TGMSFRVPTV DVSVVDLTVR
251 LEKSATYDEI KAAVKAEAEG SLKGILGYVE EDLVSTDFQG DSRSSIFDAK
301 AGIALNGNFV KLVSWYDNEW GYSTRVVDLI RHMNSTK

FIGURA 8. Seqiiéncia de aminodcidos da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.
Os peptideos tripticos provenientes das analises por MALDI-ToF/ToF estio
destacados em negrito e sublinhados.

GAPDH ¢ responsavel pela catalisacio da reacdo na qual o
gliceraldeido-3-fosfato ¢ oxidado (desidrogenado) pelo NAD+ (e o NAD+ passa
a NADH) e fosforilado por um fosfato inorgdnico, dando origem a 1,3-
bifosfoglicerato (1,3 BPG), permitindo a continuidade da glicolise.

Todas as proteinas anaerdbicas identificadas até o momento estdo
envolvidas com a via glicolitica, seja como intermediario da via que produz
substratos para a oxida¢ao mitocondrial ou como produtos génicos relacionados
com a sintese de sacarose, piruvato descarboxilase ou alcool desidrogenase.

(Sachs & Ho, 1986).
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Adicionalmente, o estresse pelo calor é responsavel por induzir as
mesmas fungdes enzimaticas em alguns organismos. O estresse proveniente do
calor, em leveduras, promove a ativagdo da GAPDH-3, bem como da
fosfoglicerol quinase e enolase (Lindquist & Craig, 1988). Em trabalho com
embrides de sapos, foi demonstrado que ocorre a ativacdo dessa enzima também
induzida pelo calor. Esses autores sugerem, ainda, que existam dois genes
envolvidos na expressao desta enzima (Nickells & Browder, 1988).

A GAPDH, em milhos, é codificada por uma familia de multigénica,
codificada pelos genes gpcl, gpc2, gpc3 e gpcd (Kersanach et al, 1994; Russel
& Sachs., 1989; Russel & Sachs, 1991), que se expressam quando essas plantas
sdo cultivadas em condi¢des de auséncia ou de redugdo de oxigénio (Russel &
Sachs, 1989).

Similar ao milho, outras plantas e células de mamiferos podem mostrar
um aumento da expressdo de genes glicoliticos diante de situagdes de baixa
concentragdo de oxigénio (Webster, 1987; Webster & Murph, 1988).

Gil-Augusti et al. (2005) relataram a presenga dessa enzima ao comparar
o perfil protedmico de duas espécies de café (C. canephora e C. arabica), no
intuito de diferenciar polipeptideos presentes diferencialmente nestas espécies.
A anélise de um dos spots por Maldi-ToF possibilitou a identificagdo desta
enzima, com massa molecular em torno de 42 kDa e pl igual a 6.4. Nesse
trabalho ndo ha descrigdo da sua expressdo nem da sua fun¢do em cafés.

Embora fosse esperado que a GAPDH fosse mais expressa nas
condicdes de elevada temperatura, como ¢ o caso dos graos despolpados
submetidos & secagem mecanica a 60°C, no presente trabalho foi verificada sua
maior abundincia nos grios despolpados secos em terreiro. As possiveis
explicagdes para tal fato podem ser baseadas na desnaturagdo/degradagdo desta

enzima, na atividade das proteases aumentada devido a elevada temperatura ou,
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ainda, que sua expressdo tenha sido afetada pela alta temperatura durante a
secagem.

Nota-se que a proteina globulina 11S ndo se encontra nas proximidades
dos dados fornecidos apos seqiienciamento (pI e MM), sua massa tedrica
fornecida apds analise pelo Mascot estd muito menor que a mostrada no gel
(Figura 02). A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase também ndo esta
localizada nas proximidades do pl fornecido pela analise e relatada na literatura,
como foi feito por Gil-Augusti et al. (2005) (Figura 2).

Alguns autores explicam que modificagdes do pl das proteinas sdo
decorrentes da fosforilagdo, acetilagdo e adicdo de grupos glicosidicos.
Modificagdes da massa molecular (MM) podem ser devido a protedlise limitada
da proteina (nos casos em que a MM encontrada € menor que a esperada) ou
formacao de agregados de uma mesma proteina ou, ainda, associacdo com outras
proteina quando a MM observada € superior a esperada (Giometti et al., 2002;
Hesketh et al., 2002; Wildgruber et al., 2002; Lee et al., 2003).

Além das proteinas discutidas, proteinas presentes nos spots 1260 e
1261 foram seqiienciadas, no entanto, sem eficiéncia.

Mesmo utilizando os valores das massas de peptideos tripticos
provenientes das analises por MALDI-ToF/ToF, juntamente com valores de pl e
MM, ndo foi possivel chegar a um consenso sobre a identidade das proteinas. O
uso de software como o Mascot resultou em identificagbes ndao conclusivas.
Porém, o genoma do Coffea sp. ja foi seqiienciado ¢ estd sendo anotado.
Posteriormente, essas informagdes poderdo ser utilizadas para identificar estas
proteinas.

A dificuldade de seqiienciar estas proteinas, provavelmente, pode ter
sido causada pela baixa quantidade de proteina presente no spot ou pela
sobreposi¢do dos pontos por diferentes proteinas. E dificil prever quantas

proteinas estdo representadas nos pontos protéicos detectados, pois,
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freqiientemente, produtos protéicos de multiplos genes podem migrar para as
mesmas coordenadas de um gel bidimensional. Gygi et al (2000) verificaram os
produtos de seis genes presentes em um mesmo ponto fracamente corado de um
gel bidimensional.

Outros pesquisadores (Zhang & Chait, 2000; Hancock et al., 2002)
também verificaram a presenca de multiplas proteinas em apenas um ponto
protéico. A utilizacdo de faixas mais estreitas de pH para a isoeletrofocalizacio e
o pré-fracionamento das amostras pode contribuir para a diminui¢cdo da co-
migragdo de proteinas em géis bidimensionais.

Os demais spots ainda serdo analisados pela mesma metodologia.
Espera-se que eles, juntamente com os SPOts ja seqiienciados, possam contribuir
para relacionar as proteinas codificadas durante o processo de secagem e
processamento com a qualidade de bebida e, assim, contribuir para entender o

metabolismo responsavel pelo sabor e aroma do café.
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CONCLUSOES

A temperatura de secagem a 60°C interferiu no perfil protedmico dos
cafés naturais e despolpados, reduzindo substancialmente a quantidade de pontos
protéicos mais abundantes, quando comparados aos graos secos em terreiro.

A maioria dos pontos protéicos mais abundantes também foi observada,
de um modo geral, nos graos despolpados.

Os pontos protéicos 1256 e 1422 foram seqiienciados e mostraram alta
similaridade com a Globulina 11S e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
respectivamente.

Os resultados desta pesquisa evidenciaram que a analise protedmica foi
eficiente em diferenciar bioquimicamente os cafés submetidos a diferentes

processos pos-colheita.
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