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Resumo:

A recente introducdo de tecnologias protedmicas e metabolémicas na analise e pesquisa da qualidade de
alimentos inaugura uma nova era de caracterizagdo e identificagdo molecular. A pesquisa com café, em particular,
experimenta um incrivel desenvolvimento nas areas de caracterizacdo de sabor, aroma e qualidade de frutos. O
presente estudo demonstra os beneficios da integracdo de estratégias proteémicas e metabolémicas para avaliar dois
tipos de grdos de café pré-selecionados por critérios de sele¢do sensoriais. Os resultados até agora claramente indicam
a existéncia de proteinas diferenciais e pequenas moléculas que podem ser utilizadas na identificagdo de marcadores
moleculares associados a qualidade.
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Abstract:

The recent introduction of proteome and metabolome technologies into food quality research and analysis
inaugurate a new era of molecule screening and characterization. Coffee research, in particular, experienced a massive
boost in the areas of taste, flavor and fruit quality characterization. The present work demonstrates the benefits of
integrating proteome and metabolome strategies to evaluate two types of pre-selected coffee beans by sensorial quality
criteria. The results so far clearly indicate differential proteins and small molecules that may be used to produce
molecular fingerprints relevant to quality control.

Key words: Mass Spectrometry, Proteins, Liquid Chromatography, Gas Chromatography, Quality and Coffea.

Introducdo

Relevantes alteragfes quantitativas e qualitativas acompanham o desenvolvimento do fruto de café, ilustrando a
importancia do seu estudo para melhor compreender as caracteristicas finais dos gréos. Essas alteracdes morfoldgicas
sdo acompanhadas também por mudancas bioquimicas que contribuem para determinar a qualidade do produto final,
que é o café servido comercialmente (De Castro et al., 2006).

Atualmente os mercados procuram plantas e graos de café com caracteristicas peculiares que as distinguem dos
demais (maior ou menor quantidade de cafeina, presenca de metabolitos que atuem como antioxidantes, etc.) que sdo
definidos como padrdes de qualidade (Farah et al., 2006). Contudo, é necessario o estudo detalhado dos compostos
presentes nas diversas fases de desenvolvimento do fruto de café para conhecermos as moléculas que estdo direta ou
indiretamente relacionadas a obtengdo de um café de boa ou de mé qualidade. Para estudar essas mudancas e suas
consequéncias a andlise de proteinas e metabdlitos presentes no grdo de café sdo fundamentais para distingédo dos tipos
e qualidades dos graos de café (De Castro et al., 2005).

Com o avanc¢o de métodos analiticos como cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa, € possivel a identificacdo de varias moléculas em misturas complexas oriundas de animais ou plantas (Vaast et
al., 2006). A partir de um banco de dados de informac6es do genoma de determinada espécie é possivel caracterizar
sua composi¢do protéica por meio da extracdo, purificacdo e seqlienciamento de peptideos e proteinas presentes na
mistura.

Hoje ja é possivel contar com um vasto banco de informagdes oriundas do projeto genoma do café brasileiro
que dispbe de mais de 200 mil seqiiéncias de ESTs de Coffea spp., 0 que possibilita o cruzamento de informacgdes do
genoma para identificacdo de proteinas que sdo expressas no fruto em diferentes fases de formacdo (Vieira et al.,
2006). A partir dessas informac@es € possivel identificar e localizar onde determinadas proteinas estdo em maior ou
menor concentracdo e em que tecido elas sdo produzidas, gerando assim uma metodologia poderosa para os estudos de
genbmica funcional do café, através da integracéo de informacdes de seu protedma e metaboléma.

Material e Métodos

Amostras de frutos em diferentes estagios de desenvolvimento e graos de café foram pulverizadas em
nitrogénio liquido e passaram por processo de extracdo de proteinas em 50% ACN. As mesmas foram concentradas em
centrifuga a vacuo (SpeedVac, LabConco) e resuspensas em agua acidificada para separagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) em cromatégrafo da marca Shimadzu (Shimadzu Co, Japan) com
uma coluna semipreparativa C18 218TP54 (4,6 x 250 mm; Grace-Vydac, USA) com fluxo de 2 mL/min e um
gradiente de acetonitrila:TFA (99.9:0.1) de 0 a 100% em 60 minutos. As fragdes obtidas na separacdo foram analisadas
em espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltoniks) para identificacdo das massas



moleculares. Para caracterizacdo de estrutura e funcdo as proteinas foram submetidas a reducdo em 50mM de
ditioteriol (DTT) e alquilagdo em 50 mM de iodoacetamida para posterior digestdo com tripsina (Promega, wt_wt
1:50). Os peptideos tripticos foram fragmentados e seqiienciados para postarior confronto com o banco de dados do
genoma do café brasileiro.

Para a analise por GC/MS as amostras de grao verde foram pulverizadas em nitrogénio liquido. Em seguida
pesou-se 1,0 g de cada amostra em um tudo falcon de 15 mL, adicionou-se 7,0 mL da solucdo de extracdo
(dgua/metanol e acetato de etila, metanol puro e n-hexano), com agitacdo overnight. Em seguida o sobrenadante (5,0
mL) foi coletado e separado em outro tubo falcon e evaporado com um fluxo de gas nitrogénio, para reducéo de
volume. Apos a evaporacao, o residuo foi dissolvido em n-hexano e centrifugado a 12.000 rpm. Foram injetados 2,0
pL da amostra no GC/MS Shimadzu modelo QP-2010 (Shimadzu Co, Japan) equipado com um injetor do tipo split-
splitless e ionizacdo por impacto de elétrons. A coluna utilizada foi uma Rtx-5MS de silica (30 m x 0,25 mm; Restek,
USA), utilizando hélio como géas de arraste (1 mL/min). A temperatura do forno foi programada de 50° a 295° C com
uma rampa de 8° C/min.

Resultados
As diversas fragdes proteicas separadas por RP-HPLC sdo mostradas em cromatograma da figura 1 onde esta
em evidéncia o peptideos de massa 1327,88 Da, fragmento da proteina mostrado em espectro de massa na figura 2.
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Figura 1: Cromatograma de RP-HPLC de extrato protéico digerido de grdo verde de café mostrando em asterisco a fragdo correspondente a
peptideo 1327,88 Da .
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Figura 2: Espectro de massa de MALDI-TOF/TOF MS mostrando a massa molecular da peptideo em evidéncia no cromatograma da figura 1
(fragdo em asterisco).



Com a digestdo das fracfes protéicas separadas do extrato de endosperma de grdo de café foi possivel a
fragmentacdo por espectrometria de massa em tandem (MS/MS) e o sequenciamento dos peptideos como ilustra a
figura 3.
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Figura 3: Espectro de MS/MS com seqiiéncia de peptideo triptico de proteina da familia das dehydrins.

As figuras 4 e 5 representam os cromatogramas obtidos no sistema de LC/MS, com a andlise em triplicata de
uma amostra de grdo verde. Neste experimento avaliou-se qualitativamente a presenca dos metabdlitos secundarios
ndo volateis.
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Figura 4: Cromatograma de LC/MS com analise em triplicata para uma amostra de café de boa qualidade.
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Figura 5: Cromatograma de LC/MS com andlise em triplicata para uma amostra de café de qualidade inferior.

Para cada tipo de solvente utilizado nos procedimentos de extracdo, estdo listadas as figuras com os respectivos
cromatogramas comparativos entre as mesmas amostras (Figuras 1 e 2).
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Figura 6: Sobreposicdo dos cromatogramas para a amostra de grdo riado. Trago Preto: extracdo com metanol; Trago Azul: extracdo com
4gua/metanol e acetato de etila; e Trago Rosa: extragdo com n-hexano.

Observando-se os perfis cromatograficos das amostras de café riado (Fig.6), mas com a utilizagdo dos
diferentes solventes de extracdo pode-se constatar significativas diferencas, principalmente relacionadas a quantidade
de fracBes presentes.
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Figura 7: Sobreposi¢do dos cromatogramas para a amostra de gréo estritamente mole. Trago Preto: extracdo com metanol; Tragco Azul: extracdo
com agua/metanol e acetato de etila; e Trago Rosa: extragdo com n-hexano.

0.00-}

Discusséo e Concluséo

A metodologia utilizada nas analises de caracterizagdo do perfil protéico de gréos de café permitiu a deteccao e
caracterizacdo de varios fragmentos tripticos presentes no extrato protéico das amostras. Os resultados do
seqlienciamento De novo desses peptideos por MS/MS permite a identificacdo da proteina correspondente através de
andlises de tBlastn na Base de Dados do Genoma Café.

As andlises do perfil de metabdlitos ndo volateis, utilizando-se a espectrometria de massa por LC-MS, foram
eficientes em detectar diferencas significativas entre amostras de grdos de café com qualidade diferenciada.

Dos trés solventes utilizados nas extracdes para as analises do perfil de metabdlitos volateis por GC-MS, o que
apresentou melhor rendimento no processo de extracdo foi 0 n-hexano, em um nivel intermedidrio o metanol, e com
resultado mais satisfatorio a mistura de agua/metanol e acetato de etila. Pela comparacdo dos perfis cromatograficos
entre as amostras de grdos de café com qualidade diferenciada (riado v.s estritamente mole) pode-se observar algumas
fracdes diferenciais entre as amostras.

As andlises integradas do proteoma e do metaboloma de café apresentam grande potencial de aplicagdo nos
estudos de gendmica funcional para a identificagdo e caracterizagdo de macromoléculas associadas e/ou determinantes
da qualidade nos diferentes estagios de desenvolvimento do fruto. Entretanto, verifica-se ainda a necessidade de
aprimoramento da metodologia, com a pesquisa de novos métodos de extragdo, purificacdo e analises com vistas a
permitir a identificacdo inequivoca do maior nimero de proteinas e metabdlitos que possam estar direta ou
indiretamente envolvidos com a qualidade dos graos de café.
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