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RESUMO GERAL

Embora o cultivo do café ardbica em alta altitudm s£onhecido por afetar
positivamente a qualidade final da bebida, os dgdastitativos que descrevem
a influéncia das condi¢Bes climaticas sobre a ceip@o quimica dos gréos
ainda sao escassos. Da mesma forma, os tratanpést@®lheita dos gréos sao
conhecidos por afetar a geracdo de sabor, masrefdrmacdes quimicas que
ocorrem durante o processamento sdo mal compreesndidara melhor
caracterizar os efeitos da altitude, processameénat@eca e via Umida e suas
possiveis interacBes, quantificamos as mudancasuemdos principais
componentes quimicos dos gréos, as proteinas.gemnectrabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar a composicdo protéicagdms deCoffea arabica
cultivares Bourbon amarelo e Acaia, submetidosraogssamento via seca e via
Umida e cultivados em duas diferentes faixas deiddts, abaixo de 1000m e
acima de 1200m. O método de avaliacdo utilizadaafobmparacédo do perfil
protedmico, obtido por eletroforese bidimensionakeeptideos gerados foram
identificados por espectrometria de massa comagéiz por eletrospray (ESI-
MS/MS), com auxilio do programa MASCOT para a buseshomologia com
proteinas descritas em diferentes bancos de dadbiferenca no perfil protéico
provenientes dos grados estudados pode forneceridmgbspara novas
investigacdes dos processos bioquimicos e o papgrdteinas no metabolismo
gue envolve o sabor e aroma da bebida do café jtpetaintegrar informacdes
sobre o cultivo e tratamentos pds-colheita com randgao de compostos
bioguimicos nas células.

Palavras-chaveCoffea arabica Eletroforese bidimensional; Espectrometria de
massa; Protedbmica; Qualidade da bebida.



GENERAL ABSTRACT

Although the cultivation of arabica coffee in higtititudes is known for
positively affecting the final quality of the beege, the quantitative data which
describe the influence of the climatic conditiovgmothe chemical composition
of the grains are still scarce. In the same way,pibst-harvest treatments of the
grains are known for affecting the generation afvdr, but the chemical
transformations which occur during processing aerly understood. To better
characterize the effects of altitude, dry and wattiharvesting methods and its
possible interactions, we quantified the changesria of the main chemical
components of the grains, the proteins. The presert was performed with
the objective of evaluating the protein composit@iCoffea arabicagrains
cultivars yellow Bourbon and Acaia, submitted ty énd wet methods and
cultivated in two different altitudes, below 1000 and above 1200 m. The
evaluation method used was the comparison of tbee@mic profile, obtained
by bidimensional electrophoresis and the peptide®egted were identified by
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MSyMwith the aid of the
MASCOT program seeking homology with proteins dibsat in different
databases. The difference in the protein profilevdd from the studied grains
may provide subsidies for new investigations of biechemical processes and
the role of the proteins in the metabolism whickoimes the flavor and aroma of
the coffee beverage, allowing the integration dbrimation on the cultivation
and post-harvest treatments with the formationie¢hemical compounds in the
cells.

Keywords:Coffea arabicabidimensional electrophoresis; mass spectrometry;
proteomics; beverage quality.
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INTRODUCAO GERAL

O agronegdcio do café é uma das atividades questerdestacado
historicamente na balanca comercial brasileiraa Ramova safra (2014), de
ciclo de alta bienalidade, estima-se que sejamidashaproximadamente 48
milhdes de sacas (60kg), sendo essa correspondeceeca de um terco da
producdo mundial, o que faz do Brasil o maior ptode exportador. O Pais é
também o segundo maior consumidor, ap6s os Estddmos da América
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2014)

A regido Sul de Minas € a maior produtora de caféslado e do Brasil,
correspondendo a 53,6% da producdo mineira e 282%roducdo nacional.
Seu parque cafeeiro abrange 37.000 propriedadesurem area cultivada
estimada em 629 mil hectares, com uma producacanaédi4 milhdes de sacas
de café beneficiado (CONAB, 2014). Essa regido &amké marcada por
grandes variaces edafoclimaticas, fazendo com ajugualidade do café
expresse-se de maneiras distintas. Nessa regi&@bacdese, pela elevada
gualidade sensorial dos cafés produzidos, a mag@Eo da Serra da
Mantiqueira, considerada uma das mais importaegiées produtoras de café
especiais do Brasil.

As caracteristicas singulares dos cafés da “SexrMahtiqueira” e a
consisténcia apresentada nos resultados dos @is@pncursos de qualidade
realizados no Brasil comprovam a vocacdo dess@aqgira a producdo de
cafés especiais. Em decorréncia dessas caractesjstis cafés produzidos na
“Serra da Mantiqueira” vém obtendo crescente reecintento pelo mercado
internacional, sendo classificados entre os methoséés do mundo.

Por ser uma das bebidas mais consumidas no murmonegrande
tendéncia de crescimento, em razdo da aberturarciae oportunidade de
investimento concedidos pelos paises asiaticosERNATIONAL COFFEE



11

ORGANIZATION - I0C, 2014), os produtores ndo témdme esfor¢os para
aumentar o desempenho produtivo e a qualidaderdos.g

Aliados a essa ideia, dezenas de instituicdes siguEa estdo reunidas
em prol de atender a crescente demanda mundihlsive por cafés especiais
(também conhecidos con@@ourmef que séo cafés que produzem uma bebida de
sabor e aroma diferenciados). Dentre as pesquésdizadas, algumas tém a
finalidade de determinar o conteudo bioquimico dp8os e associa-lo a
condigbes ambientais, métodos de processamentoopiteta, gendtipo entre
outros fatores que podem influenciar a qualidadiesttéda.

Provavelmente, muitos compostos quimicos, como, epg@mplo as
proteinas, contribuem significativamente na qudkidale bebida. Por isso,
desvendar suas interacdes e func¢des se torna péotémte, uma vez que essas
informacfes poderdo ser utilizadas em outras pssguiom melhoramento
genético ou como marcadores moleculares de qualidad

As proteinas contribuem significativamente na qiaale da bebida
durante a torragdo, interacdes entre aclcaresoredué 0 grupamento amino
dos aminoacidos durante a reacdo de Maillard, ig&s tomo essenciais nos
processos envolvidos no desenvolvimento do salor@&oma (REINECCIUS,
1995). Provavelmente, as proteinas enzimaticas éamlzcontribuem na
gualidade da bebida do café, desencadeando trarfoes cruciais nos graos
(AMORIM, 1978).

Uma das maneiras de avaliar a composicdo proteisagtfios € por
analise do perfil protedmico. A proteoma é uma &fe pesquisa promissora,
gue permite a avaliacdo do conjunto de proteingsesgas num organismo,
tecido ou células, num determinado momento fisioldgou sob condigbes
induzidas.

Existem varias formas de se analisar um perfil ginmico. A

abordagem classica é o estudo da expressédo pragébal (expression
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proteomics) que envolve a criagcdo de mapas quantitativos ptageinas
expressas de extratos de células ou tecidos e, talrdois principios séo
utilizados: o de separacéo e o de identificacA@EICYN; ILANG, 2002). As
duas técnicas de separacdo mais utilizadas sarafelese bidimensional e a
cromatografia liquida multidimensional (ABBOT, 199RAGNEY et al, 2003).
A espectrometria de massa permite a identificagi@rdteinas em pequenas
concentracbes (MO; KARGER, 2002) e os dados gerasfixy entdo,
comparados com os obtidos nos bancos gendmicodagoiecem a analise do
proteoma, aliando espectrometria de massa comsaidlsilico do proteoma
(CAGNEY et al., 2003).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo aleliar a
composi¢cao protéica de grdos @effea arabicacultivares Bourbon amarelo e
Acaia, submetidos ao processamento via seca emidaflcultivados em duas
diferentes faixas de altitudes, abaixo de 1000miraaade 1200m. O método de
avaliacdo utilizado foi a comparacdo do perfil pémhico, obtido por
eletroforese bidimensional.

Espera-se que esta pesquisa gere subsidios parterigres
investigacbes dos processos bioquimicos e das dancfas proteinas no
metabolismo que envolve o sabor e aroma da bebidaafl, fornecendo
informacbes para o cultivo e controle das tecnakgempregadas nos
tratamentos pdés-colheita, minimizando a formacagatenciais componentes
guimicos prejudiciais a qualidade de bebida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econdmica daafé

Desde o periodo imperial até os dias atuais, ® €afm dos principais
itens de exportacao. No Brasil, por sua rapidata¢ap ao clima e solo, o café
destaca-se econbmica e socialmente, desde a chegadprimeiras mudas
vindas da Guiana Francesa, em meados do séculd.Atlalmente, sdo 15
Estados produtores, com destague para Minas GEsgifjto Santo, Sdo Paulo,
Bahia, Parand e Rondbnia, responsaveis por umagiodie aproximadamente
50 milhdes de sacas (60kg) no ano de 2013 (CONAB4R

Por ser cultivado em diferentes regifes, o Bagitluz variedades do
produto, o que possibilita atender as diferentesatelas mundiais, referentes ao
paladar e até aos precos, tornando-o o maior eqmrte café do mundo. Essa
diversidade também permite o desenvolvimento das vagiadosblends,tendo
como base o café de terreiro ou natural, o desgojmadescascado, o de bebida
suave, 0s acidos, os encorpados, além de caféstizos) especiais e de outras
caracteristicas (BRASIL, 2014).

O consumo do café vem atingindo recordes de cnestod no Brasil e
no mundo. No periodo compreendido entre maio/2014b#l/2012, foi
registrado no Brasil um consumo de 19,975 milh@esattas, isso representando
um acréscimo de 3,05% em relacdo ao periodo antepaespondente
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE - ABIC2012).

Recentemente, alguns produtores decidiram mudaesti@tégia na
producdo do café, de forma a acompanhar um mercadesumidor mais
seletivo, passando a dar mais importancia a quet#dsustentabilidade na
producéo e qualidade da bebida (LEAO; PAULA, 200¥)m isso, foi possivel

também agregar valor ao produto, o que aconteceuaalisponibilidade de



14

cafés de melhor qualidade, diferenciados e caatlfis. Assim, em decorréncia
dessa crescente mudanca, observa-se maior busatorezacdo por melhor
qualidade, estando esses novos consumidores disp@gpagarem mais pelos
atributos desejados.

2.2 Café Bourbon e café Acaia

A cultivar Bourbon amarelo pertence a esp&aunéea arabicd.., que é
um alotetrapoide, com 2n=4x=44 cromossomos, senddniaa espécie
autdgama, apresentando 10% de alogamia (GUIMARAENDES; SOUZA,
2002).

Fazuoli et al. (2005) caracterizam as plantas derli®>n, como sendo
vulneraveis a ferrugem, possuindo porte médio/attauracao precoce e frutos
de coloragdo avermelhada ou amarelada e sementespeneira média de
16mm. Sendo seu plantio indicado em regifes coitudds acima de 1000m
para producao de cafés especiais.

Sensorialmente, verificou-se genoétipos da variedddurbon em trés
diferentes ambientes, notando variacBes quanto a@idgde de bebida
apresentada entre os genétipos e que um mesmoigerpitde expressar
qualidades diferentes de bebida dependendo do amabie qual foi cultivado
(FIGUEIREDO, 2010).

A cultivar Acaia é uma planta coporte alto, copa cilindrica, frutos
vermelhos e de maturacdo mais uniforme de médaparcoce; peneira média
18; suscetivel a ferrugem. Otima qualidade de laeltistcelente para a colheita
mecanica. (GUERREIRO FILHO; FAZUOLI; AGUIAR , 2014)
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2.3 Qualidade de bebida do café

Para o café, a boa qualidade da bebida é detatanp®lo sabor e aroma
formados a partir de compostos quimicos volateisie volateis, durante a
torracdo do gréo cru. Esses atributos sensoriggendiem do equilibrio entre
acidez e o amargor do café, gerando sabor e argmadéveis, bom corpo e
suavidade ao paladar (BOREM, 2008).

Em grdos crus, os compostos quimicos precurs@esablor e aroma
encontram no endosperma e suas proporcdes estadel? % de proteinas, 8-
11% de agua, 13-20 % de lipideos, 6-9% de acidmwginicos, 1-2,5% de
cafeina, 7-30% de acUcares, 3-4% de minerais, %b-@0 celulose (ILLY;
VIANI, 1995).

Vérios fatores interferem diretamente na compesgdimica do grao,
alterando a qualidade final da bebida, dentre @lflaéncia genética, ambiental
e tratos culturais, além dos métodos de colheitpcgssamento e
armazenamento (ALPIZAR; BERTRAND, 2004; FARAH et a006).

Estudos sobre a composi¢cdo quimica do café e laatda de bebida
ainda ndo elucidaram definitivamente essa relagwmesentando apenas
algumas evidéncias. No entanto, sabe-se que adgdalida bebida esta
vinculada a complexidade dos compostos presenteaféadorrado (FRANCA,
MENDONCA; OLIVEIRA, 2004).

As condi¢Bes geogréficas ideais para plantio déscdake qualidades
elevadas sao alta altitude e solo fértil. Dessadgregides localizadas ao redor
da zona equatorial (entre as latitude$ &% norte e 30ao sul), onde, durante o
dia, as temperaturas séo elevadas e, a noite apéspsao consideradas fatores
determinantes no que diz respeito a qualidade biddéNATIONAL COFFEE
ASSOCIATION - NCA, 2014).
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As caracteristicas de clima influenciam a quakddd café em funcéo
da velocidade do desenvolvimento dos frutos, seiao cé longo, o
amadurecimento é mais lento e as transformacdgsibiicas sdo completadas.
Com isso, ocorre acimulo de precursores levandoram @ apresentar
caracteristicas mais favoraveis de bebidaentre os fatores climaticos que
atuam na qualidade natural da bebida do café arathestaca-se a temperatura
do ar por sua influéncia na duragéo do ciclo pigdw condicionando a época
de colheita. (ORTOLANI et al., 2001; VAAST et &Q06).

A temperatura possui influéncia direta sobre @ses regulatérios da
planta, interferindo na velocidade das reacdes netas. Menores
temperaturas estdo relacionadas ao decréscimo axas fotossintéticas e
respiratérias (LAVIOLA et al., 2007).

Estudo avaliou a qualidade da bebida de caféepientes de diferentes
ambientes em Honduras, e mostraram que altas dakitle baixo indice
pluviométrico, interferem de forma favoravel na lglede da bebida,
produzindo grdos maiores e com maior quantidadipidkeos (DECAZY et al.,
2003).

Dentro desse mesmo contexto, estudos mostram gjeefés sem a
presenca dos defeitos, produzidos na faixa deuddtide 920 a 1120 metros,
apresentam corpo e acidez mais fracos e doguraattaido que os produzidos
na faixa de 720 a 920 metros; e que maiores attpadssibilitam a producéo de
cafés de melhor qualidade (SILVA et al., 2004).

Entre os fatores climaticos, pesquisas recenteglamm que a
temperatura média do ar durante o desenvolvimem® grdos de café
influenciou, consideravelmente, o perfil sensoriabis compostos volateis
(etanal e acetona) foram identificados como indicasl de temperaturas frias.
Entre os volateis detectados, o acumulo da maidois alcoois, aldeidos,

cetonas, hidrocarbonetos foram diretamente reladims aos gréos cultivados a
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elevadas temperaturas e alta radiac@o solar, afib gensorial desses gréaos
apresentou defeitos maiores, isto &, sabor verder@aso (BERTRAND et al.,
2012).

No campo, a produtividade da cultivar Obata fail@da sob os efeitos
de diversos regimes de luz e disponibilidadégiea no solo e verificou-se que,
em condigbes com sombreamento em torno de 70% ehanvfavorecimento
dos processodisiologicos e melhorias na qualidade da bebida (FAHL;
CARELLI, 2007).

Em relacdo ao gendtipo, foram analisadas 16 endissde café, entre
elas a cultivar Bourbon Amarelo e Acaia, concluirglee os grdos crus das
cultivares avaliadas possuem diferencas signifiaatina sua composi¢ao
guimica (agucares, polifendis, cafeinas e outrbBEJNDONCA et al., 2007).
Por outro lado, sete diferentes cultivare<Cdéfea arabica.. foram avaliados e
os resultados permitiram concluir que ndo exista grande variacdo nos teores
dos acUcares totais, redutores e nado redutoresgriiss crus (LOPES;
PEREIRA; MENDES, 2000).

Os teores decidos clorogénicos, compostdsnolicos presentes em
quantidades altas em folhagréos de plantas deufé, foram estudados por suas
relacbes com a resisténcia a doencas e com a apmlike bebida dmfé. Este
estudo forneceu dados sobre os teoresidildos clorogénicos enmumeras
espécies deCoffeg e foi constatada relacdo entre a qualidade daldeb a
quantidade décidos clorogénicos nagiaos, sendo que 0s mais altos teores de
acido clorogénicos foram obtidos &n canephoraque apresenta qualidade de
bebida inferior a d€. arabical.(FAHL; CARELLI, 2007).

Os processos de colheita e pds-colheita tambémncapazes de
influenciar a composicao quimica final do grdo dicPara producéo de cafés

de alta qualidade, a colheita seletiva é a maigadd, ja que, nesse caso,
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resultara numa uniformidade dos frutos, sendo emtamalidade frutos maduros
(BOREM, 2008).

O preparo por via seca ou via Umida geralmenteentia na formacéo
de cafés com qualidade de bebidas variaveis, depdodambém do processo
de secagem empregado, uma vez que podem afetanasnza proteinas
essenciais na preservacao dessa qualidade (TAVEIRR, 2012).

Trabalhos que avaliam os efeitos do tipo de psagesnto sobre os
grdos de café, ttm demonstrado alteracdes na domg®m de aminoacidos
livres nos gréos de café. Por exemplo, a concéiurdg acida--amino butirico
(GABA) em via Umida é bem menor que nos graos samoSs por via seca
(SELMAR; BYTOF, 2006).

Também foi possivel observar uma forte influénala pré-
processamento dos grdos crus de cafés ardbicaacwttituai amarelo. O teor
dos principais precursores de volateis, como osceamed redutores e
aminoacidos livres para o café processado poreda apresentou-se elevado, ja
o teor dos acUcares totais, acidos clorogénicasgentlina apresentaram-se
mais elevados nos grdos de café processado pamiida (ARRUDA et al.,
2012).

Da mesma forma, quando se comparou graos de mafésssados por
via seca e via Umida, foram observadas variagcbesoetros compostos
guimicos. Em gréos processados por via Umida fdficeeda uma reducdo em
hidratos de carbono livres (frutose e glicosejgascorganicos (quinico e acido
oxalico), compostos minerais (por exempld, IC&" , Mg?* , CU), trigonelina
e, em grdos processados por via seca, um aumentacieims clorogénicos,
polissacarideos da parede celular (por exemplbjrargalactanos, mananos) e
lipideos (LELOUP et al., 2004).
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2.4 Proteinas dos gréos de café

Relacionar a composi¢cdo quimica do grdo de café aamualidade da
bebida ainda é um desafio, em razédo da complexidasi@rocessos. Assim, é
evidente a importancia de se realizar estudos apisfundados, capazes de
elucidar modificages fisiologicas e biogquimicadesionando rotas metabdlicas
e moléculas contribuintes no sabor e aroma da helitesse contexto,
destacam-se as proteinas, macromoléculas de sunportamcia por
apresentarem muitas fungbes biolégicas e por [pateEm, direta e/ou
indiretamente na formacéo do sabor e aroma dadedbidafé.

As proteinas dao origem a varios compostos velaenado volateis
responsaveis pelo sabor e aroma do café torradgrdode café, as proteinas
estdo livres no citoplasma ou ligados a polissdeas da parede celular, sendo
desnaturadas durante a torragdo. O teor de prateinafé cru pode variar com
a idade e variedade da planta, e também com oi@st@dnaturacdo dos frutos
(HOFFMANN, 2001; PIMENTA, 1995).

Uma das importancias das proteinas na qualidatteldda de café esta
relacionada a sua participacdo na reacdo de Mhil@martir das interacdes
estabelecidas com aclcares redutores e com 0 geapanmamino de
aminoacidos, sendo fundamentais no desenvolvimdat@roma e sabor da
bebida. Tal reacdo ocorre durante a torracdo spgbmeavel pela producédo de
aromas e coloracao escura em diversos alimentddERECIUS, 1995).

O papel das enzimas é de grande importancia naage de bebida de
café, sendo que a atuacédo destas pode contriraigpalidade, dependendo da
sua funcédo e nivel de expressado. Vérias transf@esaguimicas que ocorrem
no grdo do café sdo de natureza enzimdtica, umaquezas enzimas sao
constituintes do préprio grdo ou de microrganism@MORIM, 1978;
GOURLAT, 2003).
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As proteases também tém papel de importancia aliddgde da bebida,
sdo especificas e agem promovendo a quebra demitedas proteinas e
liberando aminoacidos que estardo envolvidos nlbgagéo e formacdo de
novas proteinas relacionadas ao aroma e sabor (UNGWt al., 1999).

A literatura tem mostrado que, juntamente com oterodo dos
aminoé&cidos e de compostos fendlicos, o perfilgicote enzimético encontrado
nos frutos pode ter uma relagdo direta com as ¢desdi ambientais das
diferentes regides em que as plantas séo cultivadasipalmente em relacdo a
temperatura e precipitacdo pluviométricas (MENDONQ@B12; SILVA et al.,
2005).

Os primeiros trabalhos relacionados com proteoc&®cterizaram
algumas proteinas presentes no grao cru de cafém identificadas devido a
sua natureza enzimatica. Dentre essas estdo pilifgtase, fosfatase, malato
desidirogenase, catalasee p-galactosidase, entre outras enzimas hidroliticas e
oxidativas (CLARKE; MACRAE, 1985).

Em Coffeasp a proteina de reserva globulina 11S ¢é a maidada do
endosperma de grdos. Analises de géis de eletsef@BS_PAGE mostraram
gue ela possui peso molecular de 55 kDa, consdifudd duas subunidades, uma
de 33 kDa (cadeiax) e outra de 24 kDa (cadeif). E, por andlise
imunocitoquimica, foi observada a presenca dessateipas em grandes
vacuolos no citoplasma de semente maduras deA@fdNA et al., 1999).

Utilizando analises por eletroforese bidimensioftdDE), estudos de
caracterizacdo molecular e bioquimica complemesitadentificaram as
subunidades e B da proteina 11S como sendo acida e basica e péssgue
essas proteinas correspondam a 45% do conteUdsicpratos gréos de café.
Nesse mesmo trabalho, foi observada a presencaudasnisoformas, o que
indica que essas proteinas sdo codificadas por famdlia multigénica
(ROGERS et al., 1999).
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A partir da analise comparativa dos perfis prai®ide duas espécies de
café C. arabicae C canephory foi possivel identificar diferencas na presenca
e concentracdo de diversas proteinas. Dezessdsina® foram encontradas
apenas en€. canephorgvar. Indiano Robusta) e cinco apenas @narabica
(var. Colombia). Outras oito proteinas foram maisralantes er€. canephora
(var. Indiano Robusta) e outras duas mais abunslaane C. arabica (var.
Colombia) (GIL-AGUSTINI et al, 2005).

Graos deC. arabica também foram avaliados quanto ao seu perfil
bioguimico, ap6s serem submetidos a diferentesepsacnento e secagem. Um
desses trabalhos, apresentou diferencas signifisagintre os perfis protedmicos
de gréos secos em terreiro e secador, demonstdadonente os efeitos da
temperatura sobre os peptideos (LIVRAMENTO, 20Q8jtro trabalho realizou
andlises bioquimicas de gréos processados poee@a@i via Umida, por meio
da eletroforese de proteinas resistentes ao cklareL.de enzimas antioxidantes.
Os resultados deste trabalho evidenciaram a proraissleia que proteinas
podem ser marcadores de qualidade dos cafés (TAVEIRI, 2012).

Espera-se que o0 estudo protedbmico comparativo diferentes
gendtipos de café em resposta ao ambiente e aesgeuento e sua relagao
com a qualidade de bebida, possa contribuir pasapadronizacéo do cultivo e
controle das tecnologias empregadas nos tratampésssolheita, minimizando
a formacgdo de potenciais componentes quimicos gicegis a qualidade da
bebida.
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ARTIGO 01
EFEITO DA ALTITUDE NO PROTEOMA DE GRAOS DE CAFE
ARABICA CULTIVAR BOURBON AMARELO.

Resumo

Embora se saiba que o cultivo do café em regidés etevadas contribui para a
qualidade final da bebida, a descricdo dos parédseque relacionam as
condi¢Bes climaticas desses locais com a compogjgdmica dos grdos €
escassa. Para melhor caracterizar os efeitos ddemmbde cultivo e sua
interacdo com o metabolismo da planta, este trab@mpara o proteoma dos
gréos e analisa as alteracdes proteicas. As pastédram extraidas de amostras
de graos de café natural e desmucilado, coletadatadtas cultivadas em locais
abaixo de 1000m e acima de 1200m. Por analise diss pgovenientes da
eletroforese bidimensional foi possivel verificapi@sen¢a de duas proteinas
diferencialmente abundantes em grdos de café haturaeis nos gréaos
desmucilados. Dentre as proteinas, o fator de ¢éadiF-1 foi mais abundante
nos graos de café natural cultivados abaixo de rbpGn relacdo aos aos
cultivados acima de 1200m. Na segunda andliseraisipas mais abundantes
foram a ferritina e globulina 11S, identificadas egréos desmucilados
cultivados acima de 1200m, quando comparados d&ms gfe café cultivados
abaixo de 1000m. Os resultados apresentados poserdo base para estudos
posteriores que almejam entender as alteracdesuibiags dentro do
endosperma dos graos de café.

Palavras-chave€offea arabical..; Eletroforese bidimensional; Fatores

ambientais; Proteina; Qualidade da bebida
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INTRODUCAO

O café é um dos principais produtos agricola coiaérados do
mundo. O Brasil € o maior exportador e produz cdecam terco da producao
mundial. Com, aproximadamente, 26 milhGes de pesso#uladas a sua
producdo e comercializagdo no mundo, gera uma taedaianceira de
aproximadamente 3 bilhdes de délares [1, 2].

A producdo anual do café sofre oscilagbes regsjladeterminada,
principalmente, pelo ciclo bianual da espécie dtafeadversos do clima.
Longos periodos sem chuva e temperaturas elevadaalguns dos fatores que
afetam o desenvolvimento da planta e sua produjao [

Porém, os fatores climaticos, principalmente apemattura, ndo afetam
apenas a produtividade, mas também interferem mapasicdo quimica
(acucares redutores, proteinas, cafeina, etc.jdms e, consequentemente, na
qualidade final da bebida [4].

Nos ultimos anos, o mercado tem aumentado a dexaordcafés que
tém uma bebida de qualidade superior, crescendbémma necessidade de
certificacao e, por isso, diferenciar a sua origem tido muita importancia [5].
Passa a ser crucial denominar a origem da proddgaocafé, porque cafés
cultivados em regifes mais elevadas possuem aagmutde gerarem uma
bebida de melhor qualidade e, por isso, seu prede gtingir valor superior aos
cafés de bebida padréo [6, 7].

No entanto, poucos sao os relatos cientificosrglaeionam os efeitos
das condicfes climaticas na qualidade de bebidaguias realizadas na
Guatemala e em paises da América Central demaastrgue o café cultivado
em elevadas altitudes, onde as temperaturas s&amnas, produzem uma

bebida de qualidade superior [8-11].
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Recentemente, dois compostos quimicos (butanitl3do butan-2,3
diol) foram relacionados a qualidade da bebidarimfeproveniente de cafés
cultivados em regides com temperaturas mais elevadbaixa altitude [7].
Outro estudo correlacionou a qualidade de bebida @demperatura, concluiu
gue o maior acumulo dos precursores do aroma er sibdebidas de alta
qualidade sdo provenientes de um processo de aecadento mais lento
provocado pelas baixas temperaturas [6].

Muitas pesquisas relatam as diferentes concemsag@ compostos
guimicos em gréos cultivados em diferentes regides, focam seus estudos em
guantificar aclcares, &acido clorogénico, trigoreeknoutros [6, 7, 9, 11]. Em
relacdo as proteinas, pouco se sabe sobre suasspre comportamento no
grao e, consequentemente, como interferem no sadr@ma da bebida.

Sabendo da grande necessidade para entender contondicdes
climéticas interferem nas transformac¢des quimiesdrd dos gréos, o presente
trabalho teve o intuito de agregar informacfesesalsr proteinas presentes nos
grdos. A partir de géis obtidos por eletroforesdinbénsional, o objetivo
principal foi analisar o perfil protedmico dos gsaeultivados em duas faixas
diferentes de altitude, abaixo de 1000m e acima2ROm, e identificar os
peptideos diferencialmente expressos por espediian@m ionizacdo por
eletrospray (ESI-MS/MS) nas duas condic¢des.

2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratérioti@ede Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lay{taELA).
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2.1 Procedéncia dos graos de café

Para o presente estudo, foram coletadas amostrasafé Bourbon
Amarelo Coffea arabical.), ao longo da safra agricola (2009/10), em laas
comerciais localizadas no municipio de Carmo deaklin22°6', 45°8"), na Serra
da Mantiqueira em Minas Gerais, Brasil. O ambiesgecultivo do café foi
estratificado em duas classes de altitude (infexiatO0O0 m e superior a 1.200
m).

A colheita foi realizada manual e seletivamente,tépticata. Somente
os frutos maduros (cerca de 60L) foram coletadoslidersas plantas de um
talhdo identificado. Em seguida, os frutos forarpasados por diferenca de
densidade, aproveitando-se somente aqueles massle&xproximadamente, 14
L de frutos selecionados foram dispostos em tedas gecagem ao sol, obtendo-
se, assim, as amostras de café natural (via deaed. a obtencdo do café via
Umida, optou-se pelo processo desmucilagem mecayiraximadamente, 20
L de frutos maduros, previamente selecionados, nfordescascados e
desmucilados. Em seguida, em torno de 7 L de cefmdcilado foram
dispostos em telas para secagem ao sol. A secageiouise imediatamente
apds o processamento.

Todos os procedimentos de colheita, processamestxagem foram
realizados segundo Borém (2008).

Posteriormente, todos os grdos com defeitos fordimados, visando a
uniformizacédo e, sobretudo, a minimizacdo de iatérficias que nao fossem
relacionadas ao material genético, ao processamardo ambiente de cultivo.

As andlises comparativas foram constituidas dasegiorma:

e Analise 01 - grdos de café natural - abaixo deOd0 X acima de
1200m.

» Analise 02 - graos de café desmucilados - al@déx®000m X acima de
1200m.
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2.2 Extracdo de proteinas totais

Todas as amostras foram submetidas a retiradasdta @ pergaminho e
foram conservadas em tubos falcon no freezer -8B¥ta analise, os gréos
foram macerados em nitrogénio liquido, com auwxdkograal (almofariz) e de
pistilo de porcelana. As proteinas foram extra@ascordo com Gallardo et al
(2002) [12] com pequenas modificacBes. Foram atlis 200-300mg do
pulverizado, com 660 tampao de lise, contendo 7M ureia, 2M tiureianl4
trizma base (GE Healthcare), 10@o coquetel de inibidores de proteases (GE
Healthcare), 12 unidades de DNasel (1mg/miyl 22 RNase A (1mg/ml),
0,2% (v/v) Triton X-100, 60mM CHAPS (GE Healthcagel7,5mM DTT (GE
Healthcare). A mistura foi homogeneizada em voeeolocada no gelo. Apés
15 minutos, os tubos foram centrifugados a 14.p60por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante contendo as proteinas totais foi itgyado novamente nas
mesmas condi¢des anteriores e estocado, a -20°aljeeratas de 104l

A concentracdo das proteinas dos diversos extf@itogiantificada por
densidade 6tica, de acordo com o método de Bradf®mb) [13] , utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padréo, pelod@sptometro Gene Quant
(GE Healthcare).

2.3 Andlise da integridade das proteinas

A fim de observar a integridade das proteinaséicééncia do método
de extracdo, foram escolhidas, aleatoriamente adexstras de proteinas totais
(10ug) para visualizagdo em gel de poliacrilamida 1284v), de acordo com o
método descrito por Laemmli (1970). A separacao ptateinas ocorreu por
eletroforese, realizada pelo sistema MiniVE (GEltheare), a 100V, 400mA e
50W, por 1lhora e 40minutos aproximadamente. Ogjeldrado com solucdo de
Azul de Comassie G-250.
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2.4 Eletroforese bidimensional

Apés a confirmacgdo da integridade, as proteineanfoseparadas por
focalizacéo isoelétrica (IEF), utilizando-se fita #88cm com pH imobilizado de
3-10 (Immobiline Drystrips - GE Healthcare). Asafit para IEF foram
reidratadas no suporte de reidratacdo individuacanaletas (Reswelling Tray
GE Healthcare), por 15 horas, a temperatura anghient tampao tiureia/ureia,
contendo 7M ureia, 2M de tiureia, 1% (v/v) IPG Buf{GE Healthcare), 2%
CHAPS (p/v), 1,8mM DDT e azul de bromofenol. O vokifinal de 340l de
tampéao mais 23@ de proteina foram aplicados nas canaletas. Apsisipnar
as fitas nas canaletas, 2,0 ml@ever Fluid (GE Healthcare) foram aplicados
sobre cada fita. A focalizacao isoelétrica ocoa€lb®C, a 150V, por 1 minuto;
150V, por 3 horas; 500V, por 3 horas; 3.500V pdrosas e 3.500 V, por 12
horas, acumulando um total de 55 kVh. Ao final deafizacdo isoelétrica, as
fitas foram armazenadas em tubos de vidro autodtes/a -80C, até o inicio da
eletroforese de segunda dimenséao.

Antes da eletroforese de segunda dimensé&o, addita® equilibradas
em uma solugéo contendo 6M ureia, 29% (v/v) glicet® (p/v) SDS, 75mM
Tris-HCI 1,5M, pH8,8, 0,002% (p/v) azul de bromafed%, com 65mM DTT
(primeiro passo) e com 0,2M iodoacetamida (segyadso - sem DTT), por 30
minutos cada passo, sob agitacdo. Cada fita egdbbfoi colocada sobre o gel
de poliacrilamida 12,5% homogéneo (Amersham Biosgg ao lado do
tampao solido (Buffer Strip — GE Healthcare), naemidade negativa da cuba.
A eletroforese de segunda dimensé&o ocorreu a B5600V, 20mA, 30W, por
35 minutos e a 600V, 50mA, 30W por 1 hora e 40 toimou até o marcador de
corrida atingir o tampdo sdlido na extremidade tp@si pelo Sistema
Multiphorll (GE Healthcare).
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2.5 Coloracao dos géis bidimensionais

Os géis foram inicialmente colocados por 30 miswgm uma solugédo
de fixagdo contendo 7% (v/v) de é&cido acético, 48%) metanol e, em
seguida, transferidos para a solugédo de colorag@iiendo quatro partes da
solucdo com 0,1% (p/v) de Azul de Coomassie G-2%90(v/v) acido fosforico
e 15% (p/v) sulfato de ambnio mais uma parte deamobt submetidos a
agitacdo, por 48 horas. Ao fim desse periodo, ssfgéam neutralizados por 3
minutos em solucao contendo 1,2% (p/v) Tris-Bapkl €,5 ajustado com &cido
fosforico. Posteriormente, foram lavados em solugdatendo 25% (v/v) de
metanol e armazenados em solucéo contendo 20%s(pfsjo de amodnio.

2.6 Andlise dos géis bidimensionais

Os géis corados tiveram suas imagens digitalizadascanner de alta
resolucdo FLA 3000 (FujiFilm), equipado como progaalmage Reader v. 1.8;
532nm e filtro O580. As analises das imagens fofaitas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0.6 (GE Healthcare). Radeteccdo daspots os
géis foram aliados e agrupados e, entdo, a detacdon quantitativa dos
volumes de cadapot foi realizada. ApOs esse procedimento, foram deéta
andlises dos grupos, classes e teste estatisésbe(T de Studentpotscom
uma diferenca de pelo menos 1,5X e um resultadufisigtivo no teste T de
Student (p<0,05) foram considerados como um porgoprbteina, sendo

diferencialmente expressa.

2.7 Obtencéo de peptideos tripsinolisados do gel

Apé6s a corrida eletroforética, os pontos protéidesinteresse foram

excisados com auxilio de lamina de bistufi5 individualmente do gel,
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desidratados com acetonitrila 100%, secos speed vace, posteriormente,
tratados com a enzima tripsina (Pronfdgaa 58°C, por 30 minutos. Os
peptideos resultantes da tripsindlise da amostranmforessuspendidos em
solucdo contendo acetronila 5% com acido férmicke, posteriormente,

analisados por espectrometria de massa.

2.8 Espectrometria de massa

Foi utilizado um espectrémetro de massa (microTOH, @ruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), equipado com uma fater de ionizacdo por
eletrospray, e acoplado a um sistema UFLC (Shimdtimto, Jap&do) composto
por duas bombas, (LC-20AD) e um degaseificador (EXBM;). As injecdes
foram realizadas por um injetor automatico (SIL-2BA&) equipado com um
loop de 10QL, dos quais foram injetados apenagl400 sistema foi operado
através do software Hystar (Bruker Daltonik, v..8420). Uma pré-coluna de 5
mm e uma coluna analitica de 150 mmxib preenchida com fase estacionaria
C18, 2.7um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, Estados Widoi utilizada
para a separacado dos peptideos. As amostras fiojetadas através de um fluxo
de 200uLmin™1 em uma solucdo a 5 % (v/v) acetonitrila e 0.1v#6) (AF em
agua (Fluka, Buchs, Suica). A fase mével (A) wiilia para separacdo foi um
gradiente entre agua, contendo 0.1% (v/v) AF LC-MISomasolv-Fluka e
acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS ChromasBluka (B). O programa
utilizado para a eluicdo era composto pelas segpliptoporcdes: 0-5 min
isocratico 5% B; 5-60 min gradiente linear até 4B%60-70 gradiente linear
até 50 % B; 70—75 gradiente linear até 90%B; 75nB0isocratico 90%B; 80—
80.1 min alteragdo para 5% B; 80.1-90 min isoaatiéo B. O fluxo para
separacdo dos peptideos foi de 20Mnin 1. As configuracdes utilizadas na

espectrometria de massa foram: intervalo de m&fs£2500m/z; voltagem do
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spray: 2000 V; gas de secagem (N2) temperaturaiCt8fluxo: 9 Lmin1;
funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2 RF 400.0 Vpp; HeolapRF 400.0 Vpp;
energia do quadrupolo 5.0 eV; menor massa do gpaldri322.00 m/z; energia
de colisdo 10.0 eV; RF da colisdo 800.0 Vpp; terdparansferéncia 150us;
armazenamento pré-pulso 5.0 us. As configuracbea paMS/MS foram:
ndimero de ions precursores: 3; limite minimo alieolkx103; limite minimo
absoluto: 0.1 %; smart exclusion apds 4x; activausion apos trés espectros e
por 1 min; modo de busca de peptideos ativadod@sta carga preferido 2-4.
Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS-MS formmalisados com o
software Bruker Data Analysis, version 4.0 (BuibBR O espectro de MS/MS
que foi obtido no intervalo de 5-30 min foi expddacomo um arquivo xml,
apo6s a deconvolugdo do estado de carga e utilipado busca em banco de
dados, utilizando o software Biotools Version 3RBruker Daltonik) nas
seguintes condi¢des: enzima: tripsina; modificagdess: carbamidometilacéo
da cisteina; modificacdes variaveis: oxidacdo déiam@a; tolerancia do ion
precursor: 0.2 Da; foi aceita ha busca uma ndagéin pela tripsina.

O perfil de massa molecular da amostra obtida pSreVIMS/MS foi
submetido a analise comparativa, utilizando-se ognama MASCOT
(http://lwww.mtrixscience.com), para a comparacds dwmssas de peptideos
observados com bancos de dados e para a iderdificdgs proteinas mais
provaveis. Os bancos de dados utilizados nas asdisam o do Genoma Café
[15] e 0 do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteinas tém fungbes bioquimicas e fisioldgiimsdamentais no

metabolismo dos organismos e qualquer mudanca atabiecorrida refletir4
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em seu perfil protéico. A protebmica tem a capatddale detectar essa
alteracdo, além de permitir o mapeamento dos casinhetabdlicos e a
identificacdo de novos genes alvos que podem smilogsna manipulagéo
genética. E, por isso, a protedmica tem sido anmgréenutilizada nas analises
bioguimicas de células ou tecidos de diversos aeget
Neste trabalho foram realizadas duas avaliacGepativas do perfil

protebmico, por meio da analise de géis bidimemssomle grdos de café
cultivados em duas altitudes. Os géis corados aevml aproximadamente 230
pontos de proteinas com tamanhos que variaramld2ald 100kDa, presentes
no pH entre 3 e 10. A primeira avaliacdo compasatidos proteomas foi
realizada com proteinas extraidas dos grdos denedtgal provenientes da
regido abaixo de 1000m e da regido acima de 12@¥gsa avaliacdo permitiu a
deteccdo de 02 de pontos protéictése 1.171, com abundancia diferencial
variando de 1,6 a 4 vezes, respectivamente, sendontados com maior

abundancia em graos cultivados abaixo de 1000nur@igl).

- [
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Figura 01 Detalhe dos pontos protéicos diferen@abe abundantes
identificados nos graos de café natural provensent® regido localizada abaixo de
1000m (A) e acima de 1200m (B).

Os peptideos dos spot 68 e 171 foram sequencidsipanas o0s
peptideos do spot 68 foram identificados apds oatdr os dados com o banco
de dados e encontrou-se homologia destes comeinadator de traducéo IF-1
(Tabela 1 - ANEXO).



Tabela OlLista de proteinas diferencialmente abundantes, encontatgraos d€offea arabica.. cv. bourbon, e
identificadas por andlise dos peptideos por espectrometriasse par eletrospray.

Spot  Volume relativo Proteina Organismo Codigo Sequéncias Exp/ThMr ©
n. b acesso  dos peptideos

Andlise 01 Andlise comparativa do perfil protedmico de @gos de café natural e desmucilado cultivados na

regido abaixo de 1000m.

0,2
68 o1 Fator de Coffea AOA370 R.SFIR.I 521.59/521.29
- = traducao arabica -.MKEQK.W 662.44/662.34
0 IF-1

Nat 1000 Nat 1200

Andlise 02 - Analise comparativa do perfil protedmico de graade café natural e desmucilado cultivados na
regido acima de 1200m.

1

42 Proteina de Coffea Q9SAN3 K.FFLAGNPQQ 1319.66/1319.66
08 i reserva 11S arabica GGGK.E
BN
CD 1000 CD 1200
43 1 Ferritina Coffea D3WFNG6 K.LVNEKLLK.L 955.57/955.60
arabica

) .

0
CD 1000 CD 1200



Tabela 01. Continua.
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0s
0
52 o4
02
0
96 )

CD 1000 CD 1200

CD 1000

CD 1000

CD 1200

CD 1200

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Coffea
arabica

Coffea
arabica

Coffea
arabica

QI9SANS3

QISAN3

QI9SANS3

K.LNAQEPSFR.

F

K.FFLAGNPQQ
GGGK.E
R.KFFLAGNPQ
QGGGK.E

K.LNAQEPSFR.

F
K.FFLAGNPQQ
GGGK.E

40

1060.52/1060.53

1319.66/1319.66

1447.75/1447.75

1060.52/1060.53

1319.66/1319.66

a Numero do ponto proteico identificado
b.Graos de café natural (NAT) e desmucilados (CD)
¢ Massa molecular (Mr) tedrica (Th) e experime(Exip) dos peptideos identificados



O IF1 é um elemento altamente conservado na madgide traducao
de células procaritticas sendo também encontradol@mwplastos de diversas
plantas [16]. A traducéo € o Ultimo passo parareetapexpressdo da informacao
genética, sendo dividida em quatro etapas: iniciaglbbngacao, terminacao e
reciclagem.

A iniciacdo, primeiro passo da biossintese deepmas representa um
evento fundamental na vida celular por determindidelidade, eficiéncia e
regulacdo da expressao genica. Encoli, além dos RNA’s e das subunidades
ribossomais é necesséria a presenca de 3 protaitéenais conhecidas como
fatores de iniciagéo IF1, IF2 e IF3 [17-20]. O fade iniciacdo IF1 tem um peso
molecular de 8.2 KDa e é a menor porcdo dentreéss[L7]. e contém 71
residuos de aminoacidos [21] que comp&em estraiardk o genafA [22].

Vérias fungBes tém sido atribuidas ao IF1, umasdalrelaciona com a
taxa de associagdo/dissociacdo das subunidadessoibais [23]. O fator de
iniciacdo IF1 modula a afinidade do IF2 com o rdmyeo [24-26] e,
consequentemente, modula a traducao.

Em angiospermas, esse fator de iniciacdo da t#addcé também
codificado pelo genmfA. O produto do gen@fA € um componente da proteina
ribossémica L23 (rpl23) e transcrito como um RNAoligstronico [27]. No
café, o genénfA esta intacto, em contraste com outros represestaiat familia
Solanaceae, onde é um pseudogene em tabaco e bugapécies examinadas.
Quatro géneros da familia da Rubiacdaeffea, Galium, Ixora e Penfagoram
pesquisados, usando uma combinacéo de hibridiZgdihern com uma sonda
para o genenfA e sequenciamento de DNA. Dois géneros, Coffeaoea|x
apresentaram o geniefA, enquanto que, nos outros dois géneros, Pentas e
Galium, o gene estava ausente no genoma do clstops8].

Além disso, muitos fatores de traducdo envolvidasexpressédo de

genes em resposta a estresse e na constituicabuleidades ribossomais 60S
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(proteina ribossomal P2-A) foram encontradas ndeproa nuclear deA.
thaliana [29]. Diante desse estudo, podemos inferir quepersexpressao do
fator de traducédo IF-1, em nosso trabalho, pode eskacionada a necessidade
das células de se adaptarem a algum tipo de esgeblo pelos grédos de café
natural.

A segunda analise comparativa foi realizada enb® graos
desmucilados provenientes da regido abaixo de 1@9Q@a regido acima de
1200m. Foram detectados 06 pontos protéicos conmdabgia diferencial

variando de 1,6 a 2,7 vezes (Figura 02), que faalecionados pelo resultado
do teste t-student (p<0,05).

Figura 02. Gel bidimensional do perfil protedmice draos de café. Os circulos
assinalam os pontos protéicos excisados, com difaree abundéncia (>1,5X) apoés
avaliagdo comparativa do proteoma de grdos de dedénucilados provenientes da
regido abaixo de 1000m e da regido acima de 1200m.

Foram identificados por espectrometria de massaso cpontos
protéicos, sendo todos estes mais abundantes &os gultivados em regido
acima de 1200m (Figura 03). Das cinco proteinangtifiteadas, quatro delas
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apresentaram homologia com a proteina de rese®ashbt n.42, n.47, n.52,
n.96) e outra com a ferritina (spot n.43) (Taldgla

Figura 03. Detalhes dos pontos protéicos diferémeiate abundantes identificados nos
grdos desmucilados provenientes da regido abaiz@@@m (A) e da regido acima de
1200m (B).

EmCoffeasp., a proteina de reserva globulina 11S, locadizex
endosperma de graos, é a mais estudada por abosdgg@dmicas e
proteémicas [30-32].Andlises de géis de eletro&BS-PAGE mostraram que
essa proteina possui peso molecular de 55 kDatitcddia por duas
subunidades, uma de 33 kDa (cadgia outra de 24 kDa (caddia E, por
analise imunocitoquimica, foi observado a preselesaas proteinas em grandes
vacuolos no citoplasma de semente maduras de3Hfé [

Outro estudo, utilizando analises por eletrofot@gé@nensional (2DE),
identificou as subunidadese p da proteina 11S como sendo acida e béasica e
pressupOs que essas proteinas correspondem a 48#ndoido protéico dos
grdos de café. Nesse mesmo trabalho, foi obsersageesenca de muitas
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isoformas, o que indica que essas proteinas sdficadds por uma familia
multigénica [33]. Essa é provavelmente a razaojugtdique a identificacdo de
varias isoformas encontradas em nosso trabalho.

A maior ocorréncia das isoformas da 11S reveladaterestudo, pode
ser relacionada a qualidade final da bebida, semdfonte principal de
aminoécidos livres. Segundo REINECCIUS (1995) [#4Reacdo de Maillard
ocorre durante a torracdo, entre agucares reduteregroteinas, sendo
fundamentais no desenvolvimento do aroma e sabbeloida do café.

Outra proteina também mais abundante encontrada gefios
desmucilados cultivados acima 1200m foi a ferritlBgsa proteina é altamente
conservada, encontrada em animais, plantas, funbastérias, com capacidade
de armazenar cerca de 4.500 atomos de ferro pagcolal] em uma forma
considerada nao téxica. Trata-se de uma proteindtintdtica, de
aproximadamente 450kDa, composta por 24 subunida8e38].

Uma das funcgdes fisiolégicas da ferritina nastalsé o armazenamento
de ferro na cavidade central da molécula e suaaliie quando requerido, por
exemplo, durante a sintese de clorofila, nos pemsesde fotossintese,
respiracdo, fixacdo de nitrogénio, sintese de DN#m®nodnios [39, 40]. Além
disso, a ferritina também proporciona protecdo @slas contra os efeitos
toxicos do excesso de ferro,,H,0, e sob certas condicdes [37, 41]. Estudo
recente também demonstrou o importante papel dairfarcontra o estresse
oxidativo em culturas de células em suspensaBGaftea arabical. Os dados
sugerem que a ferritina participa do sistema aitlémite, protegendo as células
contra os danos oxidativos que o0 excesso de feesepte no meio de cultura
induz [42].

Nas plantas, os primeiros estudos a respeitordtirfa sdo baseados em
relacdes entre localizacdo dessas proteinas expregssdo em resposta a fatores

ambientais e estadios de desenvolvimento [43, A4éxpressdo do gene da
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7

ferritina € modulada por varios fatores ambientaigluindo a seca, frio,
intensidade de luz e ataque de patdégenos. Ao ldegseu ciclo de vida, as
plantas, muitas vezes, experimentam esses esireggespode aumentar
transitoriamente a concentracdo de Fe reativo livracelular, levando a uma
maior reatividade com o oxigénio para gerar ROSnito provavel que a
ferritina auxilie as plantas a lidar com situacédsersas e os efeitos deletérios
[40].

Em nosso estudo, a variacdo da quantidade dérfemios dois tipos de
graos cultivados pode ser relacionada as variagifaticas encontradas nas
duas altitudes em questdo. Diante das func¢des i@dssacima, a maior
abundancia da ferritina pode estar vinculada nobedenao estresse oxidativo
provocado por inlUmeras circunstancias de campop @ita luminosa e baixas
temperaturas. o que contribui, provavelmente, pana melhor qualidade da
bebida.

Nossos resultados corroboram com pesquisas recemjee
demonstraram que as plantas de café cultivadasgi@es de elevada altitude
e baixas temperaturas, tém o sistema antioxidaratis preservado que as
cultivadas em regides de baixa altitude e elevadgératura. De um modo
geral, verificou-se que essas plantas possueno, ¢amtfolhas quanto em frutos,
uma concentracdo maior do antioxidante acido agmrinaiores atividades das
enzimas dismutase do superdxido (SOD), peroxidas@asgorbato (APX) e
catalase (CAT),0 que resultou em menores concémsagle perdxido de
hidrogénio (HO,) e malondialdeido (MDA), moléculas indicadorasedtresse
oxidativo [45 - 46], prolongando o ciclo de mat@ac[45] e, possivelmente,
contribuindo para a qualidade de bebida. Em adic@&ssas informacgdes, por
causa de uma maior producdo de EROS, em decorr@asa menores
temperaturas e maior radiacdo, plantas alpinasingemge apresentam um

mecanismo de protecdo contra danos oxidativos nmidis eficientes quando
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comparados a plantas que crescem em menoresediitndjue garante uma alta
eficiéncia fotossintética nesse ambiente [47].

Neste trabalho, outras proteinas diferencialmabigndantes também
foram excisadas dos géis e analisadas por MS/M&niimto, muitos peptideos
obtidos ndo apresentaram homologia significatives hmncos de dados
pesquisados ou ndo foram suficientes para a id=g#o devido a baixa

guantidade de proteina ou baixa capacidade deaiginz

CONCLUSAO

Foi possivel observar alteragdes sutis entre dis peotéicos de graos
cultivados acima de 1200m ou abaixo de 1000m, kndente do
processamento pos-colheita ao qual foi submetido.

Estudos adicionais devem ser realizados para ndietar o papel
funcional destas proteinas e uma possivel relagoas condicdes climaticas
do cultivo e a qualidade da bebida.

Além disso, estudar os produtos génicos relacmsiazbm estresse
abidtico é potencialmente importante no cenarioemtr de alteracdes
ambientais adversas, tais como 0 aumento de teta@msaextremas e 0s
periodos de seca. A compreensao da relacédo emnea@slismos de tolerancia /
susceptibilidade e estresse abiotico é essendialgarospeccao de estratégias
biotecnoldgicas e de manejo da cultura do café, possivelmente sera
ameacada pelo aquecimento global.
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ARTIGO 02
ANALISE COMPARATIVA DO PROTEOMA DE GRAOS DE CAFE
BOURBON AMARELO PROCESSADOS POR VIA SECA E VIA UMID A

Resumo

As técnicas de processamento dos grédos de caféempiegadas, via seca e via
Umida, e a escolha por uma delas influenciararfatee a qualidade sensorial
da bebida e seu valor no mercado. Embora se saéa grocessamento afeta a
composi¢do quimica dos grdos e, consequentemerdapar e a aroma da
bebida, informacfes sobre as transformacdes bidcpgnque ocorrem no
interior do grdo sdo pouco entendidas e descritdgematura. Com o intuito de
iniciar uma investigacdo a respeito das alteragidmicas induzidas pelo
processamento, este trabalho teve como objetivgpaman o perfil proteémico
do endosperma de café. Para essa avaliacdo, foxtraidas amostras de
proteinas totais de graos processados por viaesgizalmida, provenientes de
dois locais de cultivo. O perfil protéico foi oltighor eletroforese bidimensional
e as peptideos diferencialmente expressos foratisaa@s por espectrometria
com ionizagcdo por eletrospray (ESI-MS/MS). A maiodas proteinas mais
abundantes foram encontradas nos gréos de caf@hatdependentemente de
sua origem. Dentre as proteinas, destacam-se adéid®ina, frutose bifosfato
aldolase, alfa-galactosidase e enolase. Esperaesespes resultados possam
contribuir, no futuro, para um melhor entendimesds tecnologias pds-colheita
empregadas nos grdos de café, minimizando a foomalgd potenciais
componentes quimicos prejudiciais a qualidade dalae

Palavras-chaves: Conteudo bioquimico gr@adfea arabicd., processamento

do café, tratamentos pds-colheita
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INTRODUCAO

A maioria das pesquisas sobre a qualidade de debid¢afé tem focado
nos compostos quimicos volateis, em agucares, sacidoogénicos, trigonelina
e acidos graxos (Vaast et al., 2006; Joét et @L.02Duarte, Pereira, & Farah,
2010; Arruda, Hovell, Rezende, Freitas, Couri, &8, 2012). Alguns poucos
trabalhos, descrevem uma comparacao quantitatiyeadeinas totais presentes
nos gréos (Taveira, Rosa, Borém, Giomo, & Saath22Wasconcelos, Franca,
Gléria, & Mendonca, 2007; Montavon, Mauron, & Duru2003), porém
nenhum relato foi encontrado até o momento sobe®restituicdo protéica
(analise qualitativa) dos grdos e como esta podeirdkienciada pelos
procedimentos pds-colheita, entre eles o procesgame

Em gréos de café, a participacdo das proteinao&® bioquimicas e
sua funcdo na formacgdo de compostos responsavieisspeor e aroma da
bebida é pouco esclarecida. Sabe-se que elasipariidiretamente de reacdes
importantes na geracdo destes compostos precyreom® ocorre durante a
torracdo, na qual juntamente com os acUcaresgipart da Reacdo de Maillard
(Reineccius, 1995).

Sabe-se também que varias transformacdes quimiE®correm no
grdo do café sdo de natureza enzimética, uma vez aguenzimas sdo
constituintes do proprio grdo ou de microrganismesgue estas podem
contribuir para qualidade, dependendo da sua fumcddvel de expressao.
(Amorim, 1978; Gourlat, 2003). Além disso, as pas&s agem promovendo a
guebra de determinadas proteinas (Silva et al5)28Qiberando aminoacidos
gue estardo envolvidos na realocacdo e formacdonales proteinas
relacionadas ao aroma e sabor (Ludwig, Lipke, Ra&daeger, 2000).

A andlise de proteinas tem sido utilizada pardiavdiversos produtos

de origem vegetal. Recentemente, a qualidade d fiealdiscriminada a partir
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da analise de seu proteoma (Jin, Z ; Mu, Yw ; Sun,Li, Xm ; Gao, XI; Lu, J.,
2013). Outro estudo, utilizou das analises compaaidos perfis protéicos de
citros para melhor compreender os efeitos da b&éxaperatura e longos
periodos de armazenamento na manutencdo da quatidadrutos (Yun et al.,
2012).

Considerando a influéncia dos processos poés-talimei obtencéo de
uma bebida de qualidade superior e sua relacaoactormacéo de compostos
precursores de aroma e sabor, o melhor entendindsmotransformacdes
quimicas, que ocorrem no interior do gréo, é ameldam requerido. Com o
intuito de agregar mais informacdes, o trabalha wisestudo do proteoma dos
gréos de café, a partir de géis obtidos por elatese bidimensional. O objetivo
principal do trabalho foi analisar proteinas difeialmente abundantes em
graos submetidos aos processamentos via secalmida, provenientes de dois

locais de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratérinti@ede Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lay{taELA).

2.1 Procedéncia dos grdos de café

Para o presente estudo, foram coletadas amostrasafé Bourbon
Amarelo Coffea arabical.), ao longo da safra agricola (2009/10), em laas
comerciais localizadas no municipio de Carmo deallit22°6', 45°8"), Minas
Gerais, Brasil. O ambiente de cultivo do café &iraificado em duas classes de

altitude (inferior a 1.000 m e superior a 1.200 m).
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A colheita foi realizada manual e seletivamente,tépticata. Somente
os frutos maduros (cerca de 60L) foram coletadoslidersas plantas de um
talhdo identificado. Em seguida, os frutos forarpasados por diferenca de
densidade, aproveitando-se somente aqueles massie&xproximadamente, 14
L de frutos selecionados foram dispostos em tedas gecagem ao sol, obtendo-
se, assim, as amostras de café natural (via deagd. a obtencédo do café via
Umida, optou-se pelo processo “cereja” desmucilademovendo-se
mecanicamente a mucilagem remanescente apos sc@pata descascamento
dos frutos. Aproximadamente 20 L de frutos madurgseviamente
selecionados, foram descascados e desmuciladose@inda, em torno de 7 L
de café desmucilado foram dispostos em telas pa@gem ao sol. A secagem
iniciou-se imediatamente ap6s o processamento.

Todos os procedimentos de colheita, processamestragem foram
realizados segundo Borém (2008).

Posteriormente, todos os defeitos foram retiradogsando a
uniformizacédo e, sobretudo, a minimizacdo de iatérficias que nao fossem
relacionadas ao material genético, ao processamardo ambiente de cultivo.

As andlises comparativas foram constituidas dasegiorma:

e Analise 01 - abaixo de 1000m - gréos de café naxugrdos de café
desmucilado
* Analise 02 - acima de 1200m - grédos de café nairgidos de café

desmucilado

2.2 Extracdo de proteinas totais

Todas as amostras foram submetidas a retiradasda @ pergaminho e
foram conservadas em tubos falcon no freezer -8B¥€a analise, os gréos
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foram macerados em nitrogénio liquido, com auwdkograal (almofariz) e de
pistilo de porcelana. As proteinas foram extra@ascordo com Gallardo et al
(2002) com pequenas modificacdes. Foram utilizad®)-300mg do
pulverizado, com 660 tampédo de lise contendo 7M ureia, 2M tiureia, Mim
trizma base (GE Healthcare), 10@o coquetel de inibidores de proteases (GE
Healthcare), 12 unidades de DNasel (1mg/mlyl 2= RNase A (1mg/ml),
0,2% (v/v) Triton X-100, 60mM CHAPS (GE Healthcaeel7,5mM DTT (GE
Healthcare). A mistura foi homogeneizada em voe@olocada no gelo. Apds
15 minutos, os tubos foram centrifugados a 14.pa0wor 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante contendo as proteinas totais foi iftgj@do novamente nas
mesmas condi¢des anteriores e estocado, a -20°aljeerotas de 104l

A concentracdo das proteinas dos diversos extfa@itggiantificada por
densidade 6tica, de acordo com o método de Bradfi®@6), utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padréo, pelod@sptometro Gene Quant
(GE Healthcare).

2.3 Andlise da integridade das proteinas

A fim de observar a integridade das proteinasséicééncia do método
de extracdo, foram escolhidas, aleatoriamenteadexstras de proteinas totais
(10ug) para visualizacdo em gel de poliacrilamida 1284v), de acordo com o
método descrito por Laemmli (1970). A separacédo mtateinas ocorreu por
eletroforese, realizada pelo sistema MiniVE (GEltheare), a 100V, 400mA e
50W, por 1hora e 40 minutos aproximadamente. (fajedorado com solucéo
de Azul de Comassie G-250.
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2.4 Eletroforese bidimensional

Apés a confirmacgdo da integridade, as proteineanfoseparadas por
focalizacéo isoelétrica (IEF), utilizando-se fita #88cm com pH imobilizado de
3-10 (Immobiline Drystrips - GE Healthcare). Asafit para IEF foram
reidratadas no suporte de reidratacdo individuacanaletas (Reswelling Tray
GE Healthcare), por 15 horas, a temperatura anghient tampao tiureia/ureia,
contendo 7M ureia, 2M de tiureia, 1% (v/v) IPG Buf{GE Healthcare), 2%
CHAPS (p/v), 1,8mM DDT e azul de bromofenol. O vokifinal de 340l de
tampéao mais 23@ de proteina foram aplicados nas canaletas. Apsisipnar
as fitas nas canaletas, 2,0 ml@ever Fluid (GE Healthcare) foram aplicados
sobre cada fita. A focalizacao isoelétrica ocoa€lb®C, a 150V, por 1 minuto;
150V, por 3 horas; 500V, por 3 horas; 3.500V pdrosas e 3.500 V, por 12
horas, acumulando um total de 55 kVh. Ao final deafizacdo isoelétrica, as
fitas foram armazenadas em tubos de vidro autoitesya -80C, até o inicio da
eletroforese de segunda dimenséao.

Antes da eletroforese de segunda dimensédo, addita® equilibradas
em uma solugéo contendo 6M ureia, 29% (v/v) glicegt® (p/v) SDS, 75mM
Tris-HCI 1,5M, pH8,8, 0,002% (p/v) azul de bromafed%, com 65mM DTT
(primeiro passo) e com 0,2M iodoacetamida (segyadso - sem DTT), por 30
minutos cada passo, sob agitacdo. Cada fita egdbbfoi colocada sobre o gel
de poliacrilamida 12,5% homogéneo (Amersham Biosgg ao lado do
tampao solido (Buffer Strip — GE Healthcare), naemidade negativa da cuba.
A eletroforese de segunda dimensé&o ocorreu a B5600V, 20mA, 30W, por
35 minutos e a 600V, 50mA, 30W por 1 hora e 40 toimou até o marcador de
corrida atingir o tampdo sdlido na extremidade tp@si pelo Sistema
Multiphorll (GE Healthcare).
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2.5 Coloracao dos géis bidimensionais

Os géis foram inicialmente colocados por 30 miswgm uma solugédo
de fixagdo contendo 7% (v/v) de é&cido acético, 48%) metanol e, em
seguida, transferidos para a solugédo de colorag@iiendo quatro partes da
solucdo com 0,1% (p/v) de Azul de Coomassie G-2%90(v/v) acido fosforico
e 15% (p/v) sulfato de ambnio mais uma parte deamobt submetidos a
agitacdo, por 48 horas. Ao fim desse periodo, ssfgéam neutralizados por 3
minutos em solucao contendo 1,2% (p/v) Tris-Bapkl €,5 ajustado com &cido
fosforico. Posteriormente, foram lavados em solugdatendo 25% (v/v) de

metanol e armazenados em solucéo contendo 20%s(pfsjo de amodnio.

2.6 Andlise dos géis bidimensionais

Os géis corados tiveram suas imagens digitalizadascanner de alta
resolucdo FLA 3000 (FujiFilm), equipado como progaalmage Reader v. 1.8;
532nm e filtro O580. As analises das imagens fofaitas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0.6 (GE Healthcare). Rageteccdo daspots os
géis foram aliados e agrupados e, entdo, a detacdon quantitativa dos
volumes de cadapot foi realizada. ApOs esse procedimento, foram deéta
andlises dos grupos, classes e teste estatisésbe(T de Studentpotscom
uma diferenca de pelo menos 1,5X e um resultadufisigtivo no teste T de
Student (p<0,05) foram considerados como um pordgoprbteina sendo

diferencialmente expressa.
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2.7 Obtencéo de peptideos tripsinolisados do gel

Apé6s a corrida eletroforética, os pontos protéidesinteresse foram
excisados com auxilio de lamina de bistufil5 individualmente do gel,
desidratados com acetonitrila 100%, secos speed vace, posteriormente,
tratados com a enzima tripsina (Pronfdgaa 58°C, por 30 minutos. Os
peptideos resultantes da tripsindlise da amostramforessuspendidos em
solucdo contendo acetronila 5% com &cido férmicge, posteriormente,

analisados por espectrometria de massa.

2.8 Espectrometria de massa

Foi utilizado um espectrémetro de massa (microTOH, @ruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), equipado com uma fater de ionizacdo por
eletrospray, e acoplado a um sistema UFLC (Shimdtizmto, Japdo) composto
por duas bombas, (LC-20AD) e um degaseificador (EXBM;). As injecdes
foram realizadas por um injetor automatico (SIL-2BA&) equipado com um
loop de 10QL, dos quais foram injetados apenasld00 sistema foi operado
através do software Hystar (Bruker Daltonik, v..8420). Uma pré-coluna de 5
mm e uma coluna analitica de 150 mmx#b preenchida com fase estacionaria
C18, 2.7um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, Estados Widoi utilizada
para a separacdo dos peptideos. As amostras fiojetadas através de um fluxo
de 200uLmin 1 em uma solugéo a 5 % (v/v) acetonitrila e 0.1v#e) (AF em
agua (Fluka, Buchs, Suica). A fase mével (A) wiia para separagdo foi um
gradiente entre agua, contendo 0.1% (v/v) AF LC-NMI&omasolv-Fluka e
acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS ChromasBluka (B). O programa
utilizado para a eluicdo era composto pelas seggliptopor¢des: 0-5 min
isocratico 5% B; 5-60 min gradiente linear até 4B%60-70 gradiente linear
até 50 % B; 70—75 gradiente linear até 90%B; 75nB0isocratico 90%B; 80—
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80.1 min alteragdo para 5% B; 80.1-90 min isoaatiéo B. O fluxo para
separacdo dos peptideos foi de 20Mnin 1. As configuracdes utilizadas na
espectrometria de massa foram: intervalo de m&fs&2500m/z; voltagem do
spray: 2000 V; gas de secagem (N2) temperatura’Ct8fluxo: 9 Lmin'l;
funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2 RF 400.0 Vpp; HedapRF 400.0 Vpp;
energia do quadrupolo 5.0 eV; menor massa do gpaldri322.00 m/z; energia
de colisdo 10.0 eV; RF da colisdo 800.0 Vpp; terdparansferéncia 150us;
armazenamento pré-pulso 5.0 us. As configuracbeas paMS/MS foram:
ndimero de ions precursores: 3; limite minimo alieolkx103; limite minimo
absoluto: 0.1 %; smart exclusion apds 4x; activausion apos trés espectros e
por 1 min; modo de busca de peptideos ativadod@sta carga preferido 2-4.
Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS-MS formmalisados com o
software Bruker Data Analysis, version 4.0 (BuiBBP O espectro de MS/MS
gue foi obtido no intervalo de 5-30 min foi expoldacomo um arquivo xml,
apos a deconvolucdo do estado de carga e utilipadd busca em banco de
dados, utilizando o software Biotools Version 3RBruker Daltonik) nas
seguintes condi¢fes: enzima: tripsina; modificaddess: carbamidometilagédo
da cisteina; modificacdes variaveis: oxidacdo déiam@a; tolerancia do ion
precursor: 0.2 Da; foi aceita ha busca uma ndagéin pela tripsina.

O perfil de massa molecular da amostra obtida pSreVMS/MS foi
submetido a analise comparativa utilizando-se ognamma MASCOT
(http://lwww.mtrixscience.com), para a comparacds dwmssas de peptideos
observados com bancos de dados e para a iderdiificdgs proteinas mais
provaveis. Os bancos de dados utilizados nas asdtisam o do Genoma Café
(VIEIRA et al., 2006) e o do NCBI (http://www.ncbim.nih.gov/).
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RESULTADOS

Os mapas bidimensionais das proteinas dos gréosafe foram
analisados nesse trabalho. Foram feitos géis deipas totais extraidas de
graos provenientes de plantas cultivadas em regifigg de 1200m e abaixo de
1000m, que foram comparados quanto ao tipo de gsangento: via seca e via
Umida.

Os géis foram corados com Azul de Coomassie G-@%fue revelou
proteinas com tamanhos que variaram de 14kDa aDEO@kpresentes no pH
entre 3 e 10. O nimero de pontos protéicos foraermaados pelo programa
ImageMaster v. 7.0.6 (GE Heathcare) e aproximadtan@80 pontos puderam
ser claramente visualizados. O numero de pontoséipos tende a ser
subestimados devido a sensibilidade da coloragddampbém, devido a
dificuldade de detectar os pontos nas regido ezsedae pH do gel. A
aglomeracao de alguns grupos de proteinas é unoes@mum em sementes e
foi observada em todas as repeticdes.

Foram realizadas duas avaliagdes comparativasndpas protéicos. A
primeira avaliacdo comparou os grdos de café nataradesmucilado,
provenientes da regido abaixo de 1000m. As anafseslaram uma grande
guantidade de proteinas diferencialmente abundarpesmitiram a detec¢éo de
11 pontos protéicos (spot n.00, 34, 37, 65, 73185, 108, 110, 112 e 118) com
abundancia diferencial variando de 1,5 a 6 vezéguf®& 01), que foram
selecionados pelo resultado do teste t-student@px0
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Figura 01 Gel bidimensional do perfil protebmico geios de café. Os circulos
assinalam os pontos protéicos excisados, com difaree abundéancia (>1,5X) apés
avaliagdo comparativa do proteoma de gréos de oafiral e desmucilados
provenientes de plantas cultivadas em regides alozx 000m.

Somente 02 desses pontos protéicos (spot n. Bpferam encontrados
com maior abundancia em grdos desmucilados e oaislemm grédos de café
natural (Figura 02).
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Figura 02. Detalhe dos pontos protéicos diferenzate abundantes em gréos de café
natural (A) e desmucilado (B), provenientes dadegibaixo de1000 m.

Todos os pontos protéicos foram sequenciados @s aperacdo dos
espectros de massa, apenas 08 proteinas apresehtarelogia com os bancos
de dados, tais como a Globulina 11S, deidrinap$eutbifosfato aldolase e a
alfa-galactosidase (Tabela 1).



Tabela 01 Lista de proteinas diferencialmente abundantesiteadas em graos G@effea arabica.. cv. bourbon, e
identificadas por andlise dos peptideos por espectrometriasda par eletrospray.

a

n. Volume Proteina Organismo  Cddigo Sequéncias dos peptideos Exp/ThMr "

relativo 2 acesso

Andlise 01 - Andlise comparativa do perfil proteémico de gréos de café haal e desmucilado cultivados na regido
abaixo de 1000m.

0,2

00 o1 Proteina Coffea AOA369 R.RGR.I 387.24/387.23
- ribossomal arabica R.ASVR.K 431.27/431.24
° 50S/L36 -.MKIR.A 546.32/546.33
MNat 1000 CD 1000
34 ! Proteina de Coffea Q9SAN3 K.FFLAGNPQQGGGK.E  1319.66/1319.66
s | T reserva 11S  arabica
I
0
MNat 1000 CD 1000
37 ! Ferritina Coffea D3WFN6 K.LVNEKLLK.L 955.57/955.60
os{ BB arabica

I

[
Mat 1000 CD 1000
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Tabela 01. Continua.

Andlise 02 - Analise comparativa do perfil protedmico de gréos de café naral e desmucilado cultivados na regido

asima de 1200m.

46

73

47

105

128

108

136

112

n»
0.4

0,2

0

1

0.5

I

I

Mat 1200

I

Nat 1200

I

Nat 1200

1

Mat 1200

Mat 1000

Deidrina

DH1b

Proteina de
I reserva 11S

Proteina de
co1200 reserva 11S
Proteina de

reserva 11S
I

Proteina de
co120c reserva 11S
Proteina
- hipotética
Frutose
o 120¢ bifosfato
 pldolasa de

reserva 11S

1 Alfa-
co1200 galactosidase

CD 1400

Coffea
canephora
Coffea
arabica

Coffea
arabica
Coffea
arabica

Coffea
arabica
Populus
trichocarpa

Cicer
arietinum
Coffea
arabica

Coffea
arabica

Q1A523

082437

QI9SANS3

P93079

QISAN3

gi|2241306
80|

ALF_CICA
R

QISAN3

A8Y5V3

K.SQYDEYGNPVR.Q

K. AGNQGFEYVAFK.T

K. AGNQGFEYVAFK.T
K.IPILSSLQLSAER.G

R.AIPEEVLR.S

K.LNAQEPSFR.F

K.FFLAGNPQQGGGK.E

R.IGEILDKVK.K

K.GILAADESTGTIGK.R
K.GILAADESTGTIGKR.L

K.LNAQEPSFR.F

R.LVAFSK.G

K.YAWKPDSCNLPR.F

1326.58/1326.58

1329.63/1329.63

1330.63/1329.63
1426.81/1425.81
925.527/925.523

1060.52/1060.53
1319.66/1319.66
1013.55/1013.61

1331.69/1331.69

14860.8/14960%3

663.39/663.39
1505.71/1505.70

R.GDSQPWDYVQDGSTS 1867.82/1867.82

.D
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189

207

0.4

0,2

I
I

Nat 1200 CD 120C

I

Nat 1200 CD 120C

Enolase

Proteina de
reserva 11S

Ricinus
communis

Coffea
arabica

a Numero do ponto proteico identificado

b Graos de café natural (NAT) e desmucilados (CD)

2::ENO
RICCO

Q9ZNY2

K.VQIVGDDLLVTNPK.R
K.VNQIGSVTESIEAVR.
M
K.TYDLNFKEENNDGSQ
K.l

K. TNDNAMINPLVGR.L

¢ Massa molecular (Mr) tedrica (Th) e experimentap{Eios peptideos identificados

)
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1509.84/1509.84

1600.83/1600.84

1900.84/1900.84
1430.7/1429.6



A segunda analise comparativa foi realizada eosregrdos de café
natural e desmucilado, provenientes da regido acita 1200m. Foram
detectados 07 pontos protéicos (identificados com6, 47, 99, 128, 136, 189 e
207) com abundéancia diferencial variando de 1,5vaz2s (Figura 03 e 04) que

foram selecionados pelo resultado do teste t-stgen,05).

Figura 03 Gel bidimensional do perfil proteémico deios de café. Os circulos
assinalam os pontos protéicos excisados, com difarée abundancia (>1,5X) apo6s
avaliagdo comparativa do proteoma de grdos de oafiral e desmucilados

provenientes de plantas cultivadas em regifes adai200m.



Figura 04. Detalhe dos pontos protéicos diferemgate abundantes em gréos
de café natural (A) e desmucilado (B), provenied&esegido acima de 1200 m.

Os pontos identificados apresentaram homologia eoproteina de

reserva 11S e enolase (Tabela 01).

DISCUSSAO

Na primeira analise comparativa dos proteomasedeabalho, a Unica
proteina detectada apés a coloracdo com Comassiestindicada pela analise
do ImageMaster como mais abundante em gréos ddadngicultivados abaixo
de 1000m, foi a proteina ribossomal 50S. Protefifmssomais, em conjunto
com o rRNA, servem para controlar a traducdo (GaoaTan, & Duman,
2011). Cabe ressaltar que a remocdo da mucilagentaf® permite o
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desencadeamento de diversas reacfes fisiologitasioreadas a germinagéo
(Selmar, Bytof, Knopp, Bradbury, Wilkens, & Beck&(04), resultando em
diferentes perfis metabdlicos comparativamente &é natural (Borém, 2008;
Livramento, 2008). A maior presenca destas praseiissomais pode indicar
um aumento da traducdo de diversas outras protangise pode ser a chave
para a sobrevivéncia das células perante as necassidades fisiol6gicas, bem
como da manutenc¢édo da qualidade dos gréos.

Andlises de uma biblioteca de ESTs de graos tgreja deCoffea
canephora com 18-22 semanas apds a polinizacédo, revelaram série de
proteinas ribossomais expressas neste estadio tgagéo das sementes,
indicando um intenso esforco celular na traducdmd(Ade, Carazzolle,
Colombo, Costa, Mondego & Parizzi, 2011).

As demais proteinas identificadas em graos deadti’ados abaixo de
1000m, estavam mais abundantes em gréos de caif@lnabmo é o caso da
globulina 11S.

No café, a familia de proteinas globulina 11S megm@a 45 % da
proteina total no endosperma, o que correspondé 5o peso seco do grao
de café (Marraccini, Deshayes, Petiard, & Roged891 e é provavelmente uma
das principais fontes de nitrogénio utilizadas dtea torracédo do grao de café.
Os amino4cidos livres, juntamente com o0s acUcadatores, produzem o
produto final da Reacdo de Maillard, responsavelis groma e sabor da bebida.
Segundo Reineccius (1995) tal reacdo ocorre duratderacao e é responsavel
pela producdo de aromas e coloragdo escura ensatvalimentos, inclusive no
café.

As proteinas globulinas sdo amplamente estudas emendes de
dicotileddneas. Pesquisas demonstraranCefffeasp. a existéncia da proteina
de reserva globulina 11S, com peso molecular deC&§ constituida por duas
subunidades, uma de 33 kDa (caddi@ outra de 24 kDa (cadefia (Acuia et
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al., 1999). Utilizando 2DE, foram identificadas as sulladeso e p como sendo
acida e basica, respectivamente, e a presenca dasnmpformas (Rogers,
Bézard, Deshayes, Meyer, Pétiard, & Marraccing9)9

A degradacao da globulina 11S e a liberacao deadwidos livres foi
identificada a partir das analises do perfil proi@d de grdos d€. canephora
submetidos em condicdes aerbbicas. Este processegdadacio oxidativo das
subunidades de proteinas de reserva do café faideyado importante na
constituicdo do sabor e aroma da bebida a partigetacdo de compostos
nitrogenados (Montavon et al., 2003).

Pesquisa recente, mostrou a diferenca de exprgéséca da globulina
11S em duas espécies de café. Dois genes foramermissso em frutos de
arabica e apenas um ef@. canephoraAlém disso, as andlises das bibliotecas
de ESTs relacionaram a maior expressdo dessadna®ide reserva com uma
maior expressao de proteinases especificas (cigpedtease e protease
aspartica) o que pode indicar a liberacédo de amidos livres ou de pequenos
peptideos, que podem contribuir para a qualidadeetaa de café (Andrade et
al., 2011).

Outra proteina identificada em maior abundéancia ggdios de café
natural foi a ferritina. Esta proteina é altameoctmservada, encontrada em
animais, plantas, fungos e bactérias, capaz dezamaacerca de 4.500 atomos
de ferro por molécula, em uma forma ndo téxicataFse de uma proteina
multimérica, de aproximadamente 450kDa, composta 2% subunidades
(Sczekan & Joshi, 1987; Goto, F., Yoshihara, T.slii, T., And Takaiwa, F.,
2001; Goto, F., Yoshihara, T., Shigemoto, N., Tdki, And Takaiwa, F. I.,
1999; Vasconcelos et al., 2003).

Uma das func¢des fisiolégicas da ferritina nastalsé o armazenamento
de ferro na cavidade central da molécula e suaaliie quando requerido, por

exemplo, durante a sintese de clorofila, nos pemsesde fotossintese,
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respiracdo, fixagdo de nitrogénio, sintese de DNAoeménios (Briat et al.,
1995). Além disso, a ferritina também proporcionatgrdo as células contra os
efeitos toxicos do excesso de ferro (Goto et 8012 Estudo recente também
demonstrou o importante papel da ferritina contr@stresse oxidativo em
culturas de células em suspensadCdffea arabica LOs dados sugerem que a
ferritina participa do sistema antioxidante, pretedp as células contra os danos
oxidativos que o excesso de ferro presente no deicultura induz (Bottcher,
Nobile, Martins, Conte, Azevedo, & Mazzafera, 2011

Se esta relagdo com um sistema antioxidante ac#teicha, for extensiva
as estresses sofridos pelos graos, podemos igtexin maior abundancia dessa
proteina pode estar relacionada com o estressgdumcdurante a processamento
via seca. Além disso, a germinacdo se inicia madamente em graos
desmucilados e o aparato fotossintético estd emaglmacédo. Moléculas de
ferro séo requisitadas nessa mudancga fisiologicdessa forma, com menos
ferro livre, a acdo da ferritina ndo é tdo requemdsua expressdo pode ser
reduzida.

Outra proteina envolvida em resposta ao estresaedéidrina. Esta
proteina estava mais abundante no perfil proteddecgréos de café natural. A
deidrina pode auxiliar no processo de tolerandiessecacdo e, também, agir,
hipoteticamente, para evitar a agregacao de pestedansiveis a desidratagéo e
estabilizar interacbes hidréfobas em grande esctl® como aqueles
encontrados em membranas e em proteinas hidrogbicanacliffe & Wise,
2007), garantindo a protecao celular. Pesquisadasm analise protedmica e
de microarrays para mostrar que as deidrinas sper-expressas durante a
exposicdo a baixa temperatura. Estudos evidenciarammento da expresséo
da proteina deidrina em resposta a outros tiposesteesse, incluindo a

salinidade elevada e a baixa temperatura (Clos/; Rosova K, Vitamvasa,



73

P.; Praéila, T. I., 2007), provavelmente por ing6es de membranas (Egerton &
Warburton et al., 1997; Danyluk et al., 1998).

Diante disso, podemos inferir que a alta conceétradas proteinas
deidrinas nos grdos de café natural se deva a atgpomde estresse que o
processamento via seca possa ocasionar no estdddico do grdo, bem
como na qualidade final da bebida.

A proteina Frutose-bifosfato-aldolase (aldolase) uma enzima
envolvida no metabolismo dos carboidratos. Essamenparticipa das vias
metabolicas daglicolise e gliconeogénese, pois catalisa a clivagerarséxel da
hexose frutose-1,6-bifosfato em duas trioggg:eraldeido-3-fosfato (GAP) e
diidroxicetona-fosfato (DHAP) (Rutter, 1964).

Pesquisa recente identificou e analisou oitos gyel@efamilia frutose-
bifosfato-aldolase emrabidopis thaliana Os resultados deste estudo sugerem
gue todos os membros da multifamilia génica aptasen diferentes padrfes
de expressdo, em resposta a diferentes tipos sstreeluindo temperaturas
extremas e déficit hidrico (Lu et al, 2012).

A proteina alfa-galactosidase é uma das trés ipdic enzimas
envolvidas na degradacdo ou modificacdo de galartanos (polissacarideos
constituido por manose e galactose) da paredeacelelplantas (Reid & Meier,
1973). Trabalhos realizados para caracterizacdeaulalr e bioquimica da alfa-
galactosidase de grédos de café, analisou os pedigicos, através dos géis
bidimensionais, e demonstraram a existéncia de do&srmas dessa enzima,
acumulada ao longo de maturacédo dos grédos de Gféca e robusta. Neste
mesmo trabalho, foi observado que a atividade desgaina aumentou a niveis
elevados durante a germinagéovitro de graos de café, sugerindo uma funcao
importante desta enzima neste processo (Marra@tinal., 2005). Dados
correlatos ao anterior, demonstraram a express@eatevada de trés genes da

alfa-galactosidase nos estadios finais de deseémwhio da sementeC.
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canephora Além disso, as pesquisas revelaram a possibdidadta enzima ser
responsavel pela reducdo dos niveis de oligosdacarida familia rafinose
(OFR) nos ultimos estagios do desenvolvimento deesée de café (Andrade et
al.,, 2011). Os OFR sao agucares sollveis, tais cmafinose, estaquiose e
verbascose, que sdo imobilizados durante estagiodedenvolvimento para
suprir a necessidade de galactose na sintese atgtagahnanos. Além disso, o
acumulo RFO est4 associado com respostas a estedsstcos, protegendo o
metabolismo celular dos danos oxidativos e ddffiidtico (Nishizawa, Yabuta,

& Shigeoka, 2008; Marraccini, 2005).

Dessa forma, em graos de café natural a maioreotragdo de alfa-
galactosidase pode influenciar na reducdo de OHRRjngindo sua acéo
protetora contra danos oxidativos. Além disso, parem constituintes
estruturais da parede celular, a reducédo dessesragupodem provocar uma
fragilidade na membrana celular, permitindo a deg@rtimentalizagdo dos
constituintes quimicos e, assim, influenciandogeeacdo ou degradacao de
compostos quimicos precursores do sabor e arorehida.

Finalmente, na segunda analise comparativa, nesquamparou graos
de café natural e desmucilados cultivados em regdi@ma de 1200m, foi
encontrada a proteina enolase (ou 2-fosfo-D-glioehédrolase) em maiores
concentracBes em gréos de café naturais.

A enolase é uma enzima que catalisa a conversadaffoglicerato em
fosfoenolpiruvato, a Unica etapa de desidratacawiaaglicolitica (Van Der
Straeten, Rodrigues-Pousada, Goodman, & Van Monfifil).

Estudo protedmico analisou clones@ecanephoraob estresse hidrico
e observou o0 aumento dafveis de enolase tanto no clone sensivel quanto no
clone tolerante, sob condicdes de deficit hidrie@nolase € umaroteina que
favorece o aumento da producao de piruvato pelgligalitica, juntamente com

a reducado de enzimas relacionadas com etapasipsteOs autores sugerem
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ainda que a enolase também pode estar envolvidaroducdo de hexoses
fosfatadas contribuindo para o ajustamento osmdiicsistema radicular como
um mecanismo de aclimatacdo as condicdes de ddficito (Soares, 2008).

Cabe ressaltar, que piruvato também é um ativaldetérico da oxidase
alternativa (AOX), enzima presente na cadeia tramagora de elétrons da
mitocdndria de plantas que catalisa a oxidacdo lquinol e a redugédo do
oxigénio a agua (Onda et al., 2007). Maxwell, DWang, Y. and Mcintosh, L
(1999) mostraram que a enzima AOX pode estar miada com a prevencao
na producgdo de espécies reativas de oxigénio.

Pesquisas envolvendo alagamento mostraram um &umaa
guantidade de enolase nos perfis protedbmicos thasalle tomate e raizes de
soja submetidas a tal estresse. Ahsan et al. (260AJam et al. (2010)
observaram ainda altera¢Oies vivo do conteldo de perdxido de hidrogénio
(H.O,) e peroxidacdo lipidica em folhas de tomate e emizle soja,
respectivamente. Indicando que este fator de estrtmm um componente
oxidativo. A falta de oxigénio, provocada pelo alagnto, conduz ao
desenvolvimento do metabolismo anaerdbio, espeeigbnda glicélise e da
fermentacdo, que estdo associadas com um aumentoordzntracdo de
proteinas anaerébicas (ANPS), ou seja, fosfoglicagainase, enolase e alcool
desidrogenase (Kosova; K.; Vitamvasa, P.; Prakilh; Renautb, J., 2011).

Além disso, apds acompanhamento do proteoma emedies fases
fisiolégicas, foi observada a presenca da enolasengbriGes no estagio torpedo
de diferentes plantas, sugerindo que a mesma podgilzada como marcador
molecular nesse estadio (Andriotis V. M., KrugerdN.Pike M. J, Smith A. M. ,
2010; Tonietto et al., 2012). E sua funcdo comogina de reserva foi revelada
em diferentes estudos com sementes de ciclameguaisrelataram a constante
presencga dessa proteina e as relacionam com afdegitmazenamento,

juntamente com globulinas 7S e 11S ( WinkelmannH&intz, D.; Van
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Dorsselaer, A.; Serek, M.; Braun, H.P., 2006; R&leGallien, S.; Heintz, D.;
Van Dorsselaer, A., Braun H.P., Winkelmann T., 2(0dt#vangia, J. W.; Rodea,
C.; Colditza, F.; Haasea, C.; Brauna, H-P.; Winkaim T. 2013).

As trés Ultimas proteinas citada neste traballhanfoencontradas em
maiores concentracbes em graos naturais, independenlocal de cultivo.
Todas essas proteinas, Aldolase, alfa-galactosidaseolase, sdo proteinas
envolvidas no metabolismo dos agucares e estéamieate relacionadas com a
producao de energia (Kosové et al 2011).

Como pode ser observado na tabela 01, na segunétiseacomparativa,
duas proteinas de reserva 11S foram encontradasagmnes concentracdes em
gréos de café natural e outras duas em graos él@esmucilados. Em gréos de
café natural, essas proteina8 (86 e 207 - tabela 01) apresentaram um peso
molecular aproximado de 50kDa, correspondente a&s dwbunidades. No
entanto, em grdos desmucilados, as proteinas ldéhtemdas (h 46 e 47 -
tabela 01) apresentaram peso molecular abaixoldes20

Uma explicacdo para tal ocorréncia, pode ser Hasem pesquisas ja
publicadas. Por eletroforese bidimensional, Rogéeral (1999) verificaram a
presenca das subunidad@sl§asica - 20kDa e - acida - 32kDa) e a presenca
de varios peptideos de 12 a 16 kDa, provavelmeridupps da degradacéo
gerados pela acao de proteases.

Recentemente, analises das bibliotecas de ESdcaighram a maior
expressao das proteinas de reserva 11S com umaegrpiessao de proteinases
especificas (cisteina-protease e protease asparbcajue pode indicar a
liberacdo de aminoacidos livres ou de pequenoddess, que possivelmente
contribuem para a qualidade da bebida de café @edet al., 2011).

Além disso, é importante salientar que em gracsmdeilados o
desencadeamento da germinacédo € um processo adteeim relacdo aos graos

naturais (Selmar et al., 2004). E a demanda poteip@s de reserva é
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naturalmente maior. Ou seja, provavelmente, nessaligdo fisioldgica, a
presenca de fragmentos da proteinas 11S, possdesgédo a degradacédo das

mesmas pela maior demanda que em graos naturais.

CONCLUSAO

Na primeira andlise comparativa, o tipo de pram@ento influenciou
fortemente no perfil protebmico dos graos cultiadan regides abaixo de
1000m. Nos graos de café natural foi possivel thatenaior abundancia das
proteinas globulina 11S, deidrina, frutose bifas&itiolase e alfa-galactosidase.

Na segunda analise comparativa, com grdos provesiale plantas
cultivadas acima de 1200m, foram encontrados fratpeeda proteina de
reserva Globulina 11S com diferentes pesos molexsilam grdos de café
natural e desmucilado. Somente a proteina enotase fmais abundante em
gréos de café natural.

As andlises protedmicas €boffea spsado notoriamente pouco relatadas
na literatura quando comparado com estudos metaimmé, que visam analisar
a composicdo quimica dos grdos de café. No entantomparacédo dos dados
de expressdo proteica com os dados de genbmigasctiptomica e
metabolémica, certamente, ajudard a compreendgrracesso de formacédo
destes compostos e permitird o desenvolvimentardeantrole das tecnologias
pés-colheita empregadas nos gréos de café, a fioormtebuir com a melhoria
da qualidade do sabor e aroma da bebida do cafémizando a formacao de

potenciais componentes quimicos prejudiciais didadé de bebida.
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ANALISE DO PERFIL PROTEOMICO DE GRAOS DE CAFE
NATURAL E DESMUCILADO CULTIVADOS NA SERRA DA
MANTIQUEIRA EM DIFERENTES FAIXAS DE ALTITUDE.

Resumo

A andlise dos efeitos resultantes das condicoesititias e do processamento
dos grdos de café é de grande interesse nas EEsQUiFquUe a COMpPOSICao
guimica do grao e consequentemente a qualidadeeckida sdo fortemente
influenciados pelas condi¢Bes de cultivo e/ou natate processamento. Neste
estudo, utilizando uma abordagem prote6mica, giio€offea arabicacv.
Acaia, cultivados em duas altitudes (abaixo de D@D acima de 1200M),
foram analisados numa tentativa de melhor enteademudancas protéicas
ocorridas durante dois tipos de processamentcséda e via imida). A analise
da eletroforese bidimensional revelou uma ampla agate proteinas com
expressao diferencial, variando entre 14 e 100kp&l eentre 3 e 10. Muitas
proteinas diferencialmente abundantes entre canteattos foram identificadas
por espectrometria de massa, dentre elas a glahldi8, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, deidrina e protefteat shockEsses resultados contribuem para
o0 entendimento sobre os efeitos da altitude e psageento que afetam a
composi¢cdo quimica dos grdos e espera-se que sdeaaticerce para futuras
pesquisas relacionadas a qualidade de bebida éo caf

Palavras-chaves: contetdo bioquimico dos graosrofeleese bidimensional,
fatores ambientais, processamento do café, proteina
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INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais populares em todondo, sendo a
segundacommoditymais importante depois do petréleo. Existem dsagaes
comercialmente importantes do géne@mffea na familia Rubiaceae(.
canephora e Coffea arabicB. L, que representam cerca de 30% e 70% de
produtos do mundo, respectivamente. Em 2011/12almses de exportacdo do
agronegécio mundial do café atingiram cerca de #0dds de dolares,
aproximadamente 145 milhdes de sacas (60kg) exjamta envolvimento de
aproximadamente 26 milhdes de pessoas trabalhaowld& paises produtores
(I0C, 2014).

Embora o café arabica seja altamente vulneravedrdicoes climéticas
(Davis et al. 2012), seus graos tendem a geramesmlsuperiores e produzir
bebidas de alta qualidade. Em relac@o as conddjidedticas, € empiricamente
conhecido que a alta altitude tem efeitos benéfiotse a qualidade do café, por
ter uma forte influéncia na temperatura do ar,us sdeitos positivos tém sido
guase sempre atribuidos a condic¢des climaticasfriaagJoét et al. 2010).

Baixas temperaturas retardam o processo de ancauergo, que por
sua vez leva a uma maior acimulo de precursorasotiea (Vaast et al. 2006).
Em geral, é aceito que a alta altitude melhoraadidpde do café (Avelino et al.,
2005; Decazy et al. 2003; Guyot et al. 1996). AXdaile temperatura média
anual ideal para a producdo de café é de 18-ZCamargo 1985), embora
existem alguns locais com temperaturas mais elevi#25°C) produzindo
grdos com qualidade satisfatoria, tais como, nalexte do Brasil (DaMatta
2004).

Hoje, as plantacbes de café ja estdo sofrendonfaséricias do
aquecimento global (Baker and Haggar 2007; Haggdr Schepp 2011) e a

tendéncia é que se intensifigue esses efeitos,upoesgtudos mostram que
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ocorrerd um aumento de temperatura em torno°C&¢# o final do século XXI
(IPPC 2007). O entendimento da relacéo entre osumsnos de tolerancia e o
estresse abidtico (por exemplo, temperatura e pt@gbes pluviométricas) é
essencial para a prospeccdo de estratégias biltigimas que visam elucidar
seus efeitos sobre a qualidade de bebida.

Em adicéo, os efeitos do manejo pés-colheita tampédem interferir
na qualidade da bebida, porque, durante o processare secagem, 0s graos
estdo sujeitos a muitas alteracBes fisicas, bidgagre fisiol6gicas (Borém
2008). Embora ndo muito bem elucidadas, essasagies resultam em
diferengas importantes entre 0s compostos pre@gstur sabor e aroma, que ao
final conferem as caracteristicas peculiares da bablida (Bytof et al. 2007).

Considerando a importancia da altitude e dosnramdos pos-colheita
na geracdo de sabor, uma melhor compreensdo daosigdp quimica e suas
relacdes com o estado metabdlico dos gréos, palaceente justificada.

Quanto a composicdo quimica, pouca informacdo éonérada na
literatura sobre o conteldo protéico dos graos.taRmr, um melhor
entendimento da composicao protéica auxiliard m@iddcdo dos processos
metabolémicos associadas ao diferentes fendmenesogarrem nos graos
durante seu desenvolvimento e durante os procgsgos poés-colheita. Isso
podera levar a identificagdo de biomarcadores,pgpgem ser Uteis para avaliar
a qualidade dos grdos de arabica e, consequentementjualidade de bebida.

Diante disso, esse trabalho objetivou o estudprdteoma dos gréos de
café, a partir de géis obtidos por eletroforeséntgdsional, a fim de analisar
proteinas diferencialmente abundantes em gréosetittos aos processamentos
via seca e via Umida, provenientes de cultivoslibamdos em duas faixas de

altitude.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos seguintesrdadios:
Laboratério Central de Biologia Molecular (LCBM) tmiversidade Federal de
Lavras (UFLA).

2.1 Procedéncia dos grdos de café

Para o presente estudo, foram coletadas amod&rasafé
Bourbon AmareloCoffea arabicd..), ao longo da safra agricola (2009/10), em
lavouras comerciais localizadas no municipio denf@ade Minas (-22°6',
45°8"), Minas Gerais, Brasil. O ambiente de cultiaocafé foi estratificado em
duas classes de altitude (inferior a 1.000 m ergupae 1.200 m).

A colheita foi realizada manual e seletivamente,tépticata. Somente
os frutos maduros (cerca de 60L) foram coletadoslidersas plantas de um
talhdo identificado. Em seguida, os frutos forarpasados por diferenca de
densidade, aproveitando-se somente aqueles massie&xproximadamente, 14
L de frutos selecionados foram dispostos em tedes gecagem ao sol, obtendo-
se, assim, as amostras de café natural (via deaeg. a obtencdo do café via
umida, optou-se pelo processo desmucilagem mecakizaximadamente, 20
L de frutos maduros, previamente selecionados, nfordescascados e
desmucilados. Em seguida, em torno de 7 L de cefmdcilado foram
dispostos em telas para secagem ao sol. A secageiouise imediatamente
apds o processamento.

Todos os procedimentos de colheita, processamestragem foram

realizados segundo Borém (2008).
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Posteriormente, todos os grdos com defeitos fomimados, visando a
uniformizac@o e, sobretudo, & minimizagcdo de iatérfcias que ndo fossem
relacionadas ao material genético, ao processamardo ambiente de cultivo.

As andlises comparativas foram constituidas dasegiorma:

e Analise 01 - abaixo de 1000m - gréos de café naxugrdos de café
desmucilado

* Analise 02 - acima de 1200m - grédos de café naXirgidos de café
desmucilado

« Analise 03 - gréos de café desmucilado - abaixt0fd®m X acima de
1200m

2.2 Extracdo de proteinas totais

Todas as amostras foram submetidas a retiradasda @ pergaminho e
foram conservadas em tubos falcon no freezer -8B¥€a analise, os gréos
foram macerados em nitrogénio liquido, com auxdkograal (almofariz) e de
pistilo de porcelana. As proteinas foram extra@ascordo com Gallardo et al
(2002) com pequenas modificagbes. Foram utilizad¥0-300mg do
pulverizado, com 660 tampao de lise, contendo 7M ureia, 2M tiureianl4
trizma base (GE Healthcare), 10@o coquetel de inibidores de proteases (GE
Healthcare), 12 unidades de DNasel (1mg/mlyl 2= RNase A (1mg/ml),
0,2% (v/v) Triton X-100, 60mM CHAPS (GE Healthcaeel7,5mM DTT (GE
Healthcare). A mistura foi homogeneizada em voeeolocada no gelo. Apds
15 minutos, os tubos foram centrifugados a 14.pa0wor 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante contendo as proteinas totais foi iftgj@do novamente nas
mesmas condi¢des anteriores e estocado, a -20°aljeerotas de 10(4l.

A concentracdo das proteinas dos diversos extf@itogiantificada por
densidade otica, de acordo com o método de Bradfl®@6), utilizando-se
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albumina sérica bovina (BSA) como padréo, peloa@sptometro Gene Quant
(GE Healthcare).

2.3 Analise da integridade das proteinas

A fim de observar a integridade das proteinasséicééncia do método
de extracdo, foram escolhidas, aleatoriamente adexstras de proteinas totais
(10ug) para visualizacdo em gel de poliacrilamida 1284/, de acordo com o
método descrito por Laemmli (1970). A separacao ptateinas ocorreu por
eletroforese, realizada pelo sistema MiniVE (GEltheare), a 100V, 400mA e
50W, por 1lhora e 40minutos aproximadamente. Oajeldrado com solugéo de
Azul de Comassie G-250.

2.4 Eletroforese bidimensional

Apés a confirmacdo da integridade, as proteineanfoseparadas por
focalizacéo isoelétrica (IEF), utilizando-se fita #8cm com pH imobilizado de
3-10 (Immobiline Drystrips - GE Healthcare). Asafit para IEF foram
reidratadas no suporte de reidratacdo individuatanaletas (Reswelling Tray
GE Healthcare), por 15 horas, a temperatura anghient tampdao tiureia/ureia,
contendo 7M ureia, 2M de tiureia, 1% (v/v) IPG Buf{GE Healthcare), 2%
CHAPS (p/v), 1,8mM DDT e azul de bromofenol. O vokifinal de 34(l de
tampéao mais 23@ de proteina foram aplicados nas canaletas. Apsisipnar
as fitas nas canaletas, 2,0 ml@ever Fluid (GE Healthcare) foram aplicados
sobre cada fita. A focalizacao isoelétrica ocoa€elb®C, a 150V, por 1 minuto;
150V, por 3 horas; 500V, por 3 horas; 3.500V pdrosas e 3.500 V, por 12

horas, acumulando um total de 55 kVh. Ao final deafizacé@o isoelétrica, as
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fitas foram armazenadas em tubos de vidro autodtesya -80C, até o inicio da
eletroforese de segunda dimensao.

Antes da eletroforese de segunda dimensé&o, addita® equilibradas
em uma solucédo contendo 6M ureia, 29% (v/v) glicet® (p/v) SDS, 75mM
Tris-HCI 1,5M, pH8,8, 0,002% (p/v) azul de bromafed%, com 65mM DTT
(primeiro passo) e com 0,2M iodoacetamida (segyadso - sem DTT), por 30
minutos cada passo, sob agitacdo. Cada fita egdbbfoi colocada sobre o gel
de poliacrilamida 12,5% homogéneo (Amersham Biosgg ao lado do
tampao solido (Buffer Strip — GE Healthcare), naeridade negativa da cuba.
A eletroforese de segunda dimensé&o ocorreu a B5600V, 20mA, 30W, por
35 minutos e a 600V, 50mA, 30W por 1 hora e 40 minou até o marcador de
corrida atingir o tampdo sélido na extremidade tp@si pelo Sistema
Multiphorll (GE Healthcare).

2.5 Coloracgao dos géis bidimensionais

Os géis foram inicialmente colocados por 30 misilgm uma solugéo
de fixacdo contendo 7% (v/v) de &cido acético, 4@¥) metanol e, em
seguida, transferidos para a solucdo de colorag@iiendo quatro partes da
solucdo com 0,1% (p/v) de Azul de Coomassie G-2%0(v/v) acido fosforico
e 15% (p/v) sulfato de ambnio mais uma parte deamobt submetidos a
agitacdo, por 48 horas. Ao fim desse periodo, sfgéam neutralizados por 3
minutos em solucao contendo 1,2% (p/v) Tris-Bapkl €,5 ajustado com &cido
fosforico. Posteriormente, foram lavados em solugdatendo 25% (v/v) de

metanol e armazenados em solu¢éo contendo 20%s(pfsjo de amdnio.
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2.6 Andlise dos géis bidimensionais

Os géis corados tiveram suas imagens digitalizadascanner de alta
resolucdo FLA 3000 (FujiFilm), equipado como progsaalmage Reader v. 1.8;
532nm e filtro O580. As analises das imagens fofaitas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum 7.0.6 (GE Healthcare). Radeteccao daspots os
géis foram aliados e agrupados e, entdo, a deta¢don quantitativa dos
volumes de cadapot foi realizada. Ap6s esse procedimento, foram deéta
analises dos grupos, classes e teste estatistsbe(T de Studentpotscom
uma diferenca de pelo menos 1,5X e um resultadufisigtivo no teste T de
Student (p<0,05) foram considerados como um pon® plroteina

diferencialmente expressa.

2.7 Obtencéo de peptideos tripsinolisados do gel

Apo6s a corrida eletroforética, os pontos protéidesinteresse foram
excisados com auxilio de lamina de bistufis individualmente do gel,
desidratados com acetonitrila 100%, secos speed vace, posteriormente,
tratados com a enzima tripsina (Pronfdgaa 58°C, por 30 minutos. Os
peptideos resultantes da tripsindlise da amostramforessuspendidos em
solucdo contendo acetronila 5% com &cido férmicge, posteriormente,

analisados por espectrometria de massa.

2.8 Espectrometria de massa

Foi utilizado um espectrémetro de massa (microTOH, @ruker
Daltonik, Bremen, Alemanha), equipado com uma fater de ionizacdo por
eletrospray, e acoplado a um sistema UFLC (Shimdtimto, Jap&do) composto
por duas bombas, (LC-20AD) e um degaseificador (EXBM;). As injecdes
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foram realizadas por um injetor automatico (SIL-2BA&) equipado com um
loop de 10QL, dos quais foram injetados apenagl400 sistema foi operado
através do software Hystar (Bruker Daltonik, v..8420). Uma pré-coluna de 5
mm e uma coluna analitica de 150 mmxib preenchida com fase estacionaria
C18, 2.7um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, Estados Widi utilizada
para a separacdo dos peptideos. As amostras fiojetadas através de um fluxo
de 200uLmin 1 em uma solugéo a 5 % (v/v) acetonitrila e 0.1v#e) (AF em
agua (Fluka, Buchs, Suica). A fase mével (A) wiia para separagdo foi um
gradiente entre agua, contendo 0.1% (v/v) AF LC-MISomasolv-Fluka e
acetonitrila contendo 0.1% (v/v) AF LC-MS ChromasBluka (B). O programa
utilizado para a eluicdo era composto pelas segaliptoporcdes: 0-5 min
isocratico 5% B; 5—60 min gradiente linear até 4B%60—70 gradiente linear
até 50 % B; 70-75 gradiente linear até 90%B; 75wB0isocratico 90%B; 80—
80.1 min alteragdo para 5% B; 80.1-90 min isoaratigo B. O fluxo para
separacdo dos peptideos foi de 20Mnin 1. As configuracdes utilizadas na
espectrometria de massa foram: intervalo de m&fs&2500m/z; voltagem do
spray: 2000 V; gas de secagem (N2) temperatura’Ct8fluxo: 9 Lmin'l;
funnel 1 RF 300.0 Vpp; funnel 2 RF 400.0 Vpp; HedapRF 400.0 Vpp;
energia do quadrupolo 5.0 eV; menor massa do gpaldri322.00 m/z; energia
de colisdo 10.0 eV; RF da colisdo 800.0 Vpp; terdparansferéncia 150us;
armazenamento pré-pulso 5.0 us. As configuracdea paMS/MS foram:
namero de ions precursores: 3; limite minimo ateol2x103; limite minimo
absoluto: 0.1 %; smart exclusion apdés 4x; activdusion apds trés espectros e
por 1 min; modo de busca de peptideos ativadod@sta carga preferido 2-4.
Os dados cromatograficos obtidos via LC-MS-MS formmalisados com o
software Bruker Data Analysis, version 4.0 (BuiBBP O espectro de MS/MS
gue foi obtido no intervalo de 5-30 min foi expoldacomo um arquivo xml,

apo6s a deconvolugdo do estado de carga e utilipado busca em banco de
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dados, utilizando o software Biotools Version 3Rruker Daltonik) nas
seguintes condi¢des: enzima: tripsina; modificagdess: carbamidometilacéo
da cisteina; modificacdes variaveis: oxidacdo déam@a; tolerancia do ion
precursor: 0.2 Da; foi aceita na busca uma ndagéin pela tripsina.

O perfil de massa molecular da amostra obtida pSreVIMS/MS foi
submetido a analise comparativa, utilizando-se o@gmma MASCOT
(http://www.mtrixscience.com), para a compara¢ds dsmssas de peptideos
observados com bancos de dados e para a iderdiificdgs proteinas mais
provaveis. Os bancos de dados utilizados nas esdtisam o do Genoma Café
(VIEIRA et al., 2006) e o do NCBI (http://www.nchim.nih.gov/).

RESULTADO

Esses resultados sdo os primeiros que demonstraimflugncia
significativa dos efeitos do processamento e dauaddt nos perfis protedbmicos
dos gréos de café cv. Acaia.

Neste trabalho realizou-se a avaliacdo do perdit§co dos grdos de
café sob diferentes aspectos. A primeira analisestitoiu da avaliacdo
comparativa do proteoma de graos de café natwtabmucilados provenientes
de plantas cultivadas em regides abaixo de 1000estaNandlise, os géis
bidimensionais foram avaliados com auxilio do paogs ImageMaster v.7.0.6.,
0 que resultou na deteccdo de aproximadamente @d@pprotéicos (Figura
01). Destes, foram escolhidos os 10 pontos (n1@6, 177, 221, 250, 251, 254,
262, 264, 268) com diferencial de abundancia adea,5X, com p<0,05 pelo

Teste de student.
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Figura 01. Gel bidimensional do perfil protedmice drdos de café. Os circulos
assinalam os pontos protéicos excisados, com difaree abundéancia (>1,5X) apoés
avaliagdo comparativa do proteoma de gréos de oafiral e desmucilados
provenientes de plantas cultivadas em regiGes alo&ix.000m.

Todos os pontos protéicos foram tripsinolizadosingtados no
espectrébmetro de massas e os peptideos geradaosdomaparados com o banco
de dados com auxilio do programa MASCOT. As praridiferencialmente
abundantes foram: quatro isoformas da gobulina bli€eraldeido-3-fosfato
desidrogenase e deidrina DHb1l (TabelaOl, Figura GB) demais pontos
protéicos ndo geraram espectros suficiente pargpa@pdo nos bancos de
dados.
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Figura 02. Detalhe dos pontos protéicos diferémgate abundantes em graos
de café desmucilado (A) e natural (B), cultivadasegiao abaixo de 1000 m.



Tabela 01 Lista de proteinas diferencialmente abundantes, encontradad@ntgCoffea arabicd.. cv. acaia, e
identificadas por andlise dos peptideos por espectrometriasda par eletrospray.

a

n. Volume relativo®  Proteina Organismo n.acesso Sequéncias dos peptideos Exp/THMr

Andlise 01 -Andlise comparativa do perfil proteémico de café desmueido e natural cultivados na regido abaixo de
1000m.

96 os | gk Deidrina DH1b Coffea Q1A523 K.SQYDEYGNPVR.Q 1326.58/1326.58
L canephora
CD 1000 NAT 1000
177 ! Gliceraldeido- Coffea J7LF18 R.SSIFDAK.A 766.39/766.38
| D _ 3-fosfato arabica K.VLPALNGK.L 810.50/810.49
desidrogenase R.AASFNIIPSSTGAAK.A  1433.75/1433.75
CD 1000 MNAT 1000
221 * Proteina de Coffea Q9ZNY2 K.TNDNAMINPLVGR.L 1429.69/1429.69
I reserva 11S arabica

1

CD 1000  NAT 1000
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Tabela 01. Continua.

251 Proteina de Coffea 082437 R.AIPEEVLR.S 925.53/925.52
: reserva 11S arabica K. AGNQGFEYVAFK.T 1329.63/1329.63
: I K.TNDNAMINPLVGR.L 1413.70/1413.70
I R.QEALLLSEQSQQGK.R 1557.80/1557.79

“ CD1000 NAT 1000

254 o4 Proteina de Coffea P93079 R.AIPEEVLR.S 925.527/925.523
0 reserva 11S arabica K. AGNEGFEYVAFK.T 1330.61/1330.61
1 I K.TNDNAMINPLVGR.L 1429.69/1429.69

CD 1000 NAT 1000

Analise 02 Andlise comparativa do perfil protedbmico deafé desmucilado e natural cultivados na regido acima de
1200m.

06

36 _ Deidrina DH1b Coffea Q1A523 K.SQYDEYGNPVR.Q 1326.58/1326.58
o2 canephora
: CD1200 NAT 1200
42 o8 Proteina de Coffea Q9SAN3 K.LNAQEPSFR.F 1060.52/1060.53

. L .
reserva 11S arabica

02

o
CD1200 NAT 1200
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Tabela 01. Continua.

73 o8 Deidrina DH1b Coffea Q1A523 K.SQYDEYGNPVR.Q 1326.58/1326.58
“1 sl canephora
’ CD1200 NAT 1200
81 : Proteina de Coffea P93079 R.AIPEEVLR.S 925.527/925.523
| B reserva 11S arabica K.AGNEGFEYVAFK.T 1330.61/1330.61
T K.TNDNAMINPLVGR.L 1429.69/1429.69
CD1200 NAT 1200
82 Fragmento da Coffea Q9AT71 R.FRLPENAK.M 973.56/973.53
] = proteinaHeat arabica
= shock

CD1200 MNAT 1200

Analise 03 - Andlise comparativa do perfil proteémico de café desmucitio cultivados na regido abaixo de 1000m e
acima de 1200 m.

0,15

29 o | I Proteina de Coffea Q9SAN3 K.FFLAGNPQQGGGK.R 1060.52/1060.53
008 reserva 11S arabica

[i]
CD 1000 CD1200



Tabela 01. Continua.

38 M=
a2 =
i
CD 1000 CO1200
107 o8
06 T
0.4 I
02
o
CD 1000 CD1200
110 o3

i
o

CD 1000 CD1200

116 03
02 I

01 I

CD 1000  CD1200

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Coffea
arabica

Coffea
arabica

Coffea
arabica

Coffea
arabica

082437

P93079

P93079

P93079

R.AIPEEVLR.S
K.AGNQGFEYVAFK.T
K.TNDNAMINPLVGR.L
R.QEALLLSEQSQQGK.R

R.AIPEEVLR.S
K.LNAQEPSFR.F
R.SNGNEGFEYVAFK.T
K. AGNEGFEYVAFK.T
K. TNDNAMINPLVGR.L

R.AIPEEVLR.S
K.AGNEGFEYVAFK.T
K.TNDNAMINPLVGR.L
R.QEALLLSEQSQQGK.R
R.SSFQISSEEAEELK.R
K.LSENIGLPQEADVFR.A

R.AIPEEVLR.S
K. AGNEGFEYVAFK.T
K. TNDNAMINPLVGR.L

100

925.53/925.52

1329.63/1329.63
1413.70/1413.70
1557.80/1557.79

925.527/925.523
1060.53/106053

1349.64/1349.64
1330.61/1330.61
1429.69/1429.69

925.53/925.52

1330.62/1330.61
1429.70/1429.69
1557.80/1557.79

1557.80/1557.79
1897.95/1897.95
925.53/925.52

1330.62/1330.61
1429.70/1429.69



Tabela 01. Continua.

130 o4
0,2 =
=
0
CD1000 CD1200
135 15
* I
0,5 I
o
CD1000 CD1200
136 °*
0,4 I

0,2
. I

CD 1000  CD1200

a Numero do ponto proteico identificado

Proteina
hipotética

Proteina de
reserva 11S

Proteina de
reserva 11S

Vitis vinifera  gi|225424

Coffea
arabica

Coffea
arabica

b Graos de café natural (NAT) e desmucilados (CD)
¢ Massa molecular (Mr) tedrica (Th) e experime(Exip) dos peptideos identificados

256|

082437

082437

K.SIEVLEGDGK.S

K.VFDDEVK.Q
R.AIPEEVLR.S
K.AGNQGFEYVAFK.T
K.TNDNAMINPLVGR.L
R.QEALLLSEQSQQGK.R

R.AIPEEVLR.S
K.AGNQGFEYVAFK.T
K.TNDNAMINPLVGR.L
R.QEALLLSEQSQQGK.R
R.SSFQISSEEAEELK.Y

101

1045.53/1045.52

850.38/850.40
925.53/925.52
1329.63/1329.63
1413.70/1413.70
1557.80/1557.79

925.53/925.52

1329.63/1329.63
1413.70/1413.70
1557.80/1557.79

1582.73/1582.73



A segunda analise comparativa dos perfis prote@sninvolveu os
graos de café natural e desmucilado provenientptadeas cultivadas no alto da
regido da Serra da Mantigueira, com altitude adma200m. Apds analise dos
géis bidimensionais corados com Azul de Comassigb@- foi possivel
visualizar aproximadamente 240 pontos protéicoseens géis (Figura 03).
Destes pontos protéicos, a avaliagdo comparatislizada pelo ImageMaster
revelou a presenca de seis pontos (n.36, 42, 7381,782) diferencialmente

abundantes, que foram excisados do gel e tripzadis.

a7

a5

30 -

20 -

Figura 03. Gel bidimensional do perfil protedmice draos de café. Os circulos
assinalam os pontos protéicos excisados, com difarée abundancia (>1,5X) apo6s
avaliacdo comparativa do proteoma de graos de oaftiral e desmucilados
provenientes de plantas cultivadas em regides adari200m.

Os peptideos foram analisados por espectrometria ionizacdo por
eletrospray (ESI-MS/MS) e geraram espectros sufiege para comparacao no
banco de dados. Dentre os pontos protéicos, alpmesentaram homologia as
seguintes proteinas: duas isoformas da globuling, Huas isoformas da
proteina deidrina DHb1 e uma proteina de baixo peskecular denominada
Heat Shock (Tabela 01, Figura 04).
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Figura 04. Detalhe dos pontos proteicos diferem@ate abundantes em gréos de café
desmucilado (A) e natural (B), cultivados em regigona de 1200m.

Para melhor compreender os efeitos do local dévoullas plantas de
café, realizamos uma terceira analise comparativacahteldo protéico dos
gréos em relagéo ao local de cultivo da plantaadé. dNesta andlise, proteinas
totais foram extraidas dos grdos desmucilados prewees de plantacdes
cultivadas em regido abaixo de 1000m e acima deOm200s géis
bidimensionais foram corados com Azul de Comass?60Ge sua imagens
foram digitalizadas utilizando scanner de altalvesm FLA-3000. (Figura 05).
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Figura 05. Figura 03. Gel bidimensional do perfibtedmico de grdos de café. Os
circulos assinalam os pontos protéicos excisaawos,diferenca de abundancia (>1,5X)
apo6savaliacdo comparativa do proteoma de gréos dedesi@ucilados provenientes de
plantas cultivadas em regides abaixo de 1000mnesade 1200m.

Apoés andlise das imagens, foi possivel visualdaramente cerca de
250 pontos de proteinas, que foram avaliados sitatnente pelo teste-T
(p<0,05) para a deteccéo diferencial de seus vaugiativos. Nestas condicdes
foi possivel identificar 18 pontos de proteinad3n29, 33, 38, 55, 57, 67, 84,
93, 107, 109, 110, 116, 117, 121, 130, 135 e 186) expressao diferencial de
1,5X. Todos os pontos de proteinas foram excisaddgeridos com tripsina
para a geracdo dos peptideos que foram ionizadespextrometro de massas.
Os espectros gerados foram comparados com os badectzslos para busca por
homologia as proteinas ja descritas. Diversas i@geforam encontradas, entre
elas, sete isoformas da globulina 11S e uma peot&in caracterizadas (Tabela
01 e figura 06). Os demais pontos protéicos naesaptaram homologia com os
peptideos dos bancos de dados ou ndo geraram respedficiente para a
comparacao.
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Figura 06. Detalhe dos pontos protéicos diferemzate abundantes em grdos de café
desmucilados cultivados em regi@o abaixo de 1008)ra acima de 1200m (B).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, a primeira avaliacdo comparatigaptbteomas foi
realizada entre grdos de café natural e desmucitedeenientes de plantas
cultivadas abaixo de 1000m. A proteina Gliceraloeddosfato desidrogenase
(GAPDH) apareceu em maiores concentracbes no mediedmico de graos
desmucilados.

A GAPDH é uma enzima envolvida no metabolismo alpgcares, mais
especificamente na sexta etapa da glicélise, razg&pial a glicose é convertida
em piruvato para seguir o metabolismo e gerar @énaegforma de ATP (Nelson
and Cox 2002).

Em trabalhos recentes de protedmica, a presenGABDH tem sido
observada em maior ou menor abundéncia. O pedifjmo de graos de soja
submetidos a estresse salino apresentou redugfivetlsas enzimas glicoliticas,
entre elas a GAPDH, quando comparado ao perfiemoide gréos ndo tratados
(Sobhanian et al. 2010).

O aumento da expresséo da proteina GAPDH foiadidaém diferentes
condi¢Bes quando plantas sdo submetidas a estretsasilas de milho tiveram
suas raizes emergidas em solucdo contende KD, (hipoxia) e em outra
contendo apenas,NAnoxia) Sob hipoxia, foi observado no perfil proteémico
um aumento de enzimas fermentativas e glicolitiesre elas a GAPDH
(Chang et al. 2000). Tratamento de videiras corhitieia flumioxazin interferiu
diretamente no perfil protebmico das mesmas pettoefda privacdo de
oxigénio, diminuindo drasticamente a concentrag@prdteinas da fotossintese
e aumentando a GAPDH, denominada como proteinadGlie& (Castro et al.
2005).
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A ocorréncia de maiores concentracdes da GAPDH grios
desmucilados pode estar vinculada a diferentegsssts ocorridos durante o
processamento por via Umida, o que estimula adasél produzirem mais
energia para a manutencdo da homeostase celular.

O endosperma é um tecido caracterizado pelo acideutompostos de
armazenamento em quantidades elevadas. De fate estmdo foi possivel
identificar, nas trés avaliagdes comparativas dfil peotedbmico dos grdos de
café, diversas isoformas da proteina globulina 11S.

As globulinas 11S s&o proteinas de reserva peesent grande
quantidade no endosperma dos graos, constituinda ce 45% do total de
proteinas (Marraccini et al. 1999). A presenca aegfroteina, de
aproximadamente 55kDa, foi elucidada por eletraferbidimensional onde
verificou-se as subunidadep é&rms — 20kDa e arms — 32kDa). Também
constataram a presenca de varios peptideos de 1B kia, provavelmente
produtos da degradacdo gerados pela acdo de mmtedlem disso, apés
realizarem o alinhamento de sequencias de protei@emazenamento com
outras codificadas por dois cDNA de globulinalb$arabica, verificou-se 23
variacOes. As diferencas, as quais incluernga®g adicdo de nucleotideos, bem
como mudancas nos aminoacidos, podem explicar sempga de isoformas
(Rogers et al. 1999).

A proteina de armazenamento 11S é a principak fdet peptideos e
aminoacidos encontrados principalmente no endoeatan fruto. O acumulo
dessas proteinas ocorre ao longo do desenvolvingenfato com um pico de
abundéancia na primeira metade do periodo de mdiwralp fruto, que
corresponde a fase de maxima expansao do endorpesrgraos (Rogers et al.
1999).

Estudos mostram que ocorre acumulo de sacarosgr&os de café no

periodo final da maturacdo (Geromel 2006), e assimconjunto com grandes
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quantidades de proteina globulina 11S, fonte den@édmidos livres, podemos
sugerir que essa condicdo pode ser um fator impertna geracdo de sabor e
aroma da bebida. Uma vez que, durante a torracAaydms de café muitos
compostos gerados favorecem o sabor e aroma ddabebésses compostos sao
provenientes da Reacado de Maillard, que ocorre estaclcares redutores e 0s
aminodacidos livres (Reineccius 1995).

As proteinas deidrinas foram selecionadas a pattis géis
bidimensionais dos gréos desmucilados, tanto maema quanto na segunda
avaliacdo comparativa.

As deidrinas sao proteinas LEA do tipo Il, altateemduzidas sob
condicBes especificas de estresse, tais como eitdéfirico e salinidade,
conferindo uma relativa tolerancia a desidratacélolar e minimizando os
efeitos negativos de processos oxidativos, e arsgar acumulo diante dessas
condi¢bes tem sido muito relatado (Kosova et all12Mowla et al. 2006;
Shinozaki et al. 2007).

Normalmente estas proteinas agem sinergicamenteaceacarose na
formacéo do estado viscoso da matriz citoplasm@arantindo a estabilidade
celular em organismos tolerantes a dessecacaakBarg Pammenter 2007).

Diante destas informacgdes, levando-se em contgda eonjunta da
sacarose e deidrinas, podemos inferir que o eletesialessa proteina e a maior
concentracdo de sacarose presente nos grédos paswatnibuir para a
estabilidade da membrana celular e, consequergsemacao dos compostos
guimicos precursores de sabor e aroma, tdo pedldidebida proveniente de
graos desmucilados.

Na andlise de proteomas dos grdos de café natuddsmucilado,
provenientes de plantio mantidos acima de 1200mpldservado um aumento
significativo de um fragmento de baixo peso molacda protein&leat Shock

(Hsps)no perfil dos grdos desmucilados.
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Hsps séo proteinas geralmente envolvidas em @imteegparo e
degradacdo de componentes danosos a célula, ésmet@ durante muitos
estresses abioticos (Parsell and Lindquist 1994yri3oet al. 1999; Hamilton
and Heckathorn 2001). Hsps sdo sintetizadas e dadasiem tecidos muito
desidratados e auxiliam na estabilizacdo da corggio terciaria das proteinas
(Schoffl et al 1998). Sua sintese é aumentada quando proteinasatdo
corretamente formadas (enovelamento incorreto) guantidade de ATP é
limitada (Kabakov and Gabai 1997).

Um crescente nimero de estudos sugere que as iHBRgem com
outros mecanismos de resposta a estresses, agiedgiGamente para prevenir
danos celulares e restabelecer a homeostase q®ldag et al. 2004).

Estudos recentes tém reportado a presenca de e$Perfis protéicos
de diferentes espécies sob diferentes estressexamplo, géis bidimensionais
revelaram cinco distintas sub-familias de HSPsédiaadas de acordo com seu
peso molecular: HSP70, HSP60, HSP90, Hsp100 e pagu¢SPs) em maiores
quantidades em frutos de citros sob efeito de b&xaperatura durante a
estocagem, em relagdo aos estocados em tempeeahlniante (Yun et al.
2012). Por outro lado, sob condi¢cdes de alta temtper, o aumento de trés
HSPs (HPS100, HSP70 e HSPs) foram sistematicanmrdervadas em
diferentes trabalhos com folhas de arrdzarissa spinarume Populus
euphratica(Lee et al. 2007; Zhang et al. 2010; Ferreira .€2@06). Além disso,
HSPs, foram observadas em maiores quantidades wtas famadurecidos de
banana apés analise protedbmica comparativa desfartoduas diferentes fases
fisiolégicas (Toledo et al. 2012).

Em nosso trabalho, o aumento das proteinas H8E®lgnas em gréos
desmucilados pode ser relacionada ao préprio psanento via Umida, que
envolve diversas etapas e, consequentemente, tijguestresses as células dos

gréos, gerando diferentes respostas fisiol6gicas cemparacdo aos graos
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naturais. Estudos posteriores devem ser realizadfi de se determinar o
guanto a acéo dessa proteinas podem afetar figiatognte os gréos e alterar o

sabor e aroma da bebida de café.

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram, pela primeira vez fé@ gae as condicdes
ambientais das diferentes altitudes estudadasativerm impacto significativo
para diferentes proteinas durante o desenvolvindogaréos e processamento,
alterando substancialmente sua presenca no p@tdipo dos graos.

Este trabalho abre caminho para uma analise gdoalsistema
abrangente da qualidade de bebida do café. A atégrdos dados gerados com
transcriptdmica, metabolémica e outros de grandelas-dmicas" pode abrir
novos caminhos no sentido de entender as alterapfedas dentro dos graos
antes, durante e depois da colheita. E assim,reviémejos indesejaveis que
possam prejudicar a produtividade e a qualidadeydioss.

Além disso, os resultados gerados servirdo de Ipasa estudos
posteriores a respeito do metabolismo do café alidas alteracdes climaticas.
Uma vez que, o estudo da genémica funcional podeder uma percepgéo
fundamental para relacionar organismo e suas resp@0 estresse. E a
abordagem proteoma mostrou-se ser uma ferramentep rpaderosa para

estudar os padrfes de proteinas que resultam dese#p diferencial de genes.
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