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RESUMO

POSSIGNOLO, A. A. Perfil protéico de sementes de acessos de cacaueiro no
desenvolvimento do sabor de chocolate. 2010. 116f. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

O tipico sabor de chocolate é unico, obtido somente de sementes fermentadas, secas e torradas
de cacau, ndo podendo ser sintetizado artificialmente. O desenvolvimento desse sabor é
influenciado pela constituicdo genética das sementes, processamento pos-colheita e
manufatura. Proteinas dos cotilédones sdo potencialmente precursores do sabor e aroma de
chocolate. O presente trabalho teve como objetivo analisar diferencas qualitativas e
quantitativas nas proteinas de sementes de trés gendtipos de Theobroma cacao apos a colheita
e durante a fermentacdo, de forma a correlacionar estes resultados com diferengas na
qualidade (sabor e aroma) obtidas por anlise sensorial. Um dos desafios foi o isolamento de
proteinas das sementes, evitando o alto teor de polifendis e polissacarideos que interferem na
separacdo das proteinas e na analise do proteoma. A metodologia de extracdo composta por
filtracdo em Miracloth, solubilizacdo e precipitacdo em acido ticloroacético (TCA) apresentou
géis de maior resolucdo e repetibilidade, tendo sido escolhida como metodologia de extracdo
protéica para estudo das alteragdes no proteoma das sementes de cacau durante a fermentacéo.
Foi necessaria também a utilizacdo de kit comercial de purificacdo de proteinas e utilizacdo de
método de coloracdo com nitrato de prata para garantir géis com resolucdo dos spots e
repetibilidade satisfatérias. Os spots foram isolados e apds digestdo triptica, submetidos ao
sequenciamento por cromatografia liquida associado ao espectrometro de massas. Os
espectros foram analisados pelo programa MASCOT MS/MS lon Search, utilizando bancos
de dados do NCBI. Analises dos mapas 2-D mostraram variacdo no nimero de spots entre as
variedades. Ao final da fermentacdo, as proteinas ainda presentes nas sementes das variedades
SIAL 70 e Catongo eram acidas, e o processo de degradacdo foi caracterizado pelo
desaparecimento de quase todas as proteinas neutras ou basicas e também de algumas
proteinas &cidas; as proteinas com massa molar acima de 35 kDa também foram todas
degradadas. Na variedade CCN 51, ndo ocorreu o mesmo perfil degradativo, havendo
proteinas até pl 6,5 e massa molar acima de 100 kDa. Dos cem spots submetidos ao
sequenciamento, 89 foram identificados. As proteinas 21kDa e vicilina foram as proteinas
mais abundantes nos cotilédones. Correlacionando os resultados da analise sensorial e a
protebmica concluiu-se que existe correlagdo tanto quantitativa como qualitativa das proteinas
dos cotilédones de cacau e possivelmente com as proteinas precursoras de sabor de chocolate.

Palavras-chave: Cacau. Precursores de sabor. Proteoma. Degradagdo proteica. Analise
sensorial.



ABSTRACT

POSSIGNOLO, A. A. Proteic profile from different accessions of cocoa seeds on the
chocolate flavor development. 2010. 116f. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Typical chocolate flavor is unique, only obtained from fermented, dried and roasted cocoa
seeds, and can not be synthesized artificially. The flavor development is influenced by the
genetic constitution, post-harvest processing and manufactures. Cotyledons proteins are
believed to be the precursors of the chocolate flavor. The aim of the present work was to
analyze qualitative and quantitative protein differences in seeds of three cocoa genotypes after
harvesting and during the fermentation and to correlate these results with differences in
quality (flavor and aroma) obtained by sensorial evaluation. One of the challenges was the
isolation of proteins from cocoa seeds, avoiding the high content of polyphenols and
polysaccharides which disturb protein separation and proteome analysis. The methodology of
extraction by filtration in Miracloth, solubilization and precipitation in trichloroacetic acid
showed the highest gel resolution and reprodutivity, and, thus, was chosen to be used in the
analyses of the proteome of cocoa seeds during the fermentation. It was also necessary to use
commercial kit for protein purification and a silver-based staining method with nitrate to
guarantee gels with spots resolution and satisfactory reproducibility. Proteins were excised
from de gels and after tryptic digestion, MS analysis was conducted by on line
chromatografhy using a Cap-LC coupled to a mass spectrometer. The spectra were processed
using MASCOT MS/MS lon Search, and the sequences searched against NCBI databases.
The 2-DE maps analysis of cocoa seeds showed significant variation of the spots number
among the genotypes. At the end of fermentation, proteins still present in the Sial 70 and
Catongo genotypes were acid and the degradation process was characterized by the
disappearance of almost all the neutral or basic proteins and also some acid proteins. The
genotype CCN 51 did not show the same degradation profile. Of the spots submitted to the
mass spectrometer, 89 were identified. The 21kDa protein and vicilin were the most abundant
proteins in the cocoa cotyledons. Correlating sensorial analysis and the proteomic results we
could observe the existence of quantitative as qualitative correlation of proteins from cocoa

cotyledons and possibly with the precursors proteins of chocolate flavor.

Key-words: Cocoa. Flavor precursors. Proteome. Protein degradation. Sensorial evaluation.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN Acetonitrila

AMBIC Bicarbonato de aménio

BSA Albumina de soro bovino

CHAPS Chloroamidopropyl dimethylammonio propano sulfonate
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DTT Ditiotreitol
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ESI Electrospray lonization

EST Etiqueta de sequéncia expressa (Expressed Sequence tag)
HNO; Acido nitrico
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HPLC High Performance Liquid Chromatography

IAA lodoacetamida

IEF Focalizacdo isoelétrica

IPG Gradiente imobilizado de pH

kDa kiloDaltons

LC-MS/MS  Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
LTQ Quadrupolo triplo linear

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption lionization

MS Espectrometria de massas

pl Ponto isoelétrico

PMF Peptide mass fingerprinting

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonil

psi Libra por polegada quadrada; unidade de pressdo no sistema inglés/americano
PVPP Polivinilpolipirrolidona

SDS Dodecil sulfato de sddio

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida

TCA Acido tricloroacético

TEMED Tetrametiletilenodiamina
TOF Time-of-flight



TFA Acido trifluoroacético
V.h Volts hora

2-DE Eletroforese bidimensional
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1. INTRODUCAO

O género Theobroma é um dos mais importantes da familia Malvaceae sensu lato,
devido a relevancia econdmica do cacaueiro, Theobroma cacao L. As sementes do cacaueiro
consistem na Unica fonte de manteiga de cacau e solidos (liquor), matérias-primas
fundamentais da industria de chocolates, confeitos e cosméticos (MENEZES; CARMO-
NETO, 1993). O cacau é uma importante commodity: mais de 20 milhGes de pessoas
dependem diretamente do cacau para a sua subsisténcia, e cerca de 90% da producdo €
exportada sob a forma de améndoas ou derivados de cacau semimanufaturados para a Europa
e Estados Unidos (FAO, 2010).

O tipico sabor ou aroma de chocolate € unico e exclusivo, obtido somente de sementes
fermentadas, secas e torradas de T. cacao, ndo podendo ser sintetizado artificialmente. O
desenvolvimento desse aroma é influenciado pela constituicdo genética das sementes,
processamento pos-colheita (fermentacdo e secagem) e manufatura (torracdo). O sabor de
chocolate é desenvolvido na etapa da fermentacdo e torragdo. As proteinas existentes nos
cotilédones sdo supostamente um dos precursores do sabor de chocolate. As sementes de T.
cacao apresentam de 15 a 20% de proteinas em peso seco (BIEHL; WEWETZER,
PASSERN, 1982; SPENCER; HODGE, 1991). A fracdo albumina representa a maior
porcentagem (52%), enquanto que a fracdo de globulina representa 43% (VOIGT; BIEHL,;
KAMARUDDIN, 1993).

Varios estudos tém sido conduzidos para identificar as proteinas de sementes de cacau,
das quais derivam os precursores do aroma de chocolate. Este aroma foi obtido quando a
classe vicilina (7S) da globulina foi degradada sucessivamente pela endoprotease aspartica e
pela carboxipeptidase, e os produtos subseqiientes resultantes da protedlise passaram pela
etapa de torrefacdo, na presenca de agUcares redutores e manteiga de cacau desodorizada
(VOIGT; BIEHL, 1995; LERCETEAU et al., 1999).

O genotipo também influéncia tanto a qualidade do sabor quanto a intensidade do
chocolate, pois possivelmente determina a quantidade de precursores e atividade das enzimas
proteoliticas e assim contribui para a formagéo do sabor (TAYLOR, 2002; LUNA et al., 2002;
COUNET et al., 2004; TAYLOR; ROBERTS, 2004).

A protebmica € o estudo sistematico de um proteoma, ou seja 0 conjunto de proteinas
expressas pelo genoma de um organismo numa condicdo biologica especifica (WASINGER et
al., 1995), que permite avalia¢cbes quantitativas e qualitativas de proteinas que atuam no
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metabolismo celular (PARK, 2004; CHEN; HARMON, 2006). Consequentemente, a
identificacdo de proteinas expressas durante o desenvolvimento vegetal permite a
caracterizacdo de diferentes eventos fisioldgicos que ocorrem nas células, tecidos e 6rgdos das
plantas (KORMUTAK et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo analisar diferencgas qualitativas e quantitativas
nas proteinas de sementes de trés gendtipos de Theobroma cacao apos a colheita e durante a
fermentacdo, de forma a correlacionar, por andlise sensorial dos produtos, estes resultados
com diferencas na qualidade do sabor e aroma de chocolate.

Os resultados gerados pela abordagem protedmica e pela analise sensorial poderdo
fornecer mais informagfes sobre o efeito genotipico nos precursores de sabor de chocolate.
Portanto, a hipotese deste trabalho é que diferencas qualitativas e quantitativas nas proteinas
de sementes de cacau influenciam no desenvolvimento dos precursores de sabor de chocolate,

sendo consequientemente relacionadas ao perfil do sabor e aroma de chocolate.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econdmica do género Theobroma

Theobroma é um dos géneros de maior importancia da familia Malvaceae sensu lato
(BAYER et al., 1999), devido a relevancia econémica do cacaueiro, Theobroma cacao L.
(PURSEGLOVE, 1968). O género possui 22 espécies (CUATRECASAS, 1964), sendo que T.
grandiflorum (cupuacu), T. obovatum, T. subincanun, T. speciosum, T. sylvestre, T.
microcarpum, T. bicolor, T. cacao, T. glaucum e T. canumanense, estdo representadas no
Brasil (CUATRECASAS, 1964; SILVA; FIGUEIRA, 2005). As espécies T. grandiflorume T.
cacao sdao as unicas cultivadas comercialmente (SILVA; FIGUEIRA; SOUZA, 2001). O
cacau tem importancia econdmica no contexto internacional por ser um commodity de
participacdo relevante no comércio mundial de produtos agricolas, tanto em importacdes
quanto exportacdes (GUYTON, 2003). As sementes do cacaueiro constituem a Unica fonte de
manteiga de cacau e de sélidos (liquor), matérias primas fundamentais da industria de
chocolates e confeitos, farmacéutica e cosmética (PIRES et al., 1998). Sua améndoa €
insubstituivel na fabricacdo de produtos como chocolates e confeitos (SILVA; FIGUEIRA,
2005).

A producéo de cacau no mundo é estimada para safra 2009/2010 de 3,6 milhdes de
toneladas (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2010), cultivadas por entre 3 a 4
milhGes de agricultores. Nos ultimos 100 anos, 0 aumento anual da demanda por cacau foi de
3% ao ano (WORLD COCOA FUNDATION, 2009).

2.2 O cacaueiro

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) é uma planta nativa das matas equatoriais da
regido amazbnica. O nome da planta € de origem asteca: cacahuatl (cacau) ou
cacahuaquahuitl (cacaueiro); o nome chocolate vem da bebida, tchocoatl, de origem maia,
gue ja era consumida ha mais de trés mil anos (LAJUS, 1983; EFRAIM, 2004). A partir das
flores pequenas, avermelhadas, inodoras, unidas ao tronco, se originam os frutos, que medem
até 25cm de comprimento. Quando maduros, adquirem tonalidade alaranjada ou amarela
(dependendo do geno6tipo). Os frutos (bagas) contém até cinglienta sementes envoltas por uma

polpa mucilaginosa. O cacaueiro pode viver mais de cem anos, comegando a frutificar com
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trés, produzindo abundantemente a partir do oitavo ano e mantendo a producdo satisfatoria até
os trinta anos. RegiBes com temperaturas médias anuais entre 24 e 28°C possuem as melhores
condicdes para o cultivo. Temperaturas inferiores a 12°C impedem ou reduzem a frutificacdo
(LAJUS, 1983; EFRAIM, 2004).

2. 2.1 Grupos genéticos

Tradicionalmente, os dois principais grupos genéticos, Criollo e Forastero, tém sido
definidos dentro de cacau com base em caracteristicas morfologicas e origens geograficas
(CHEESMAN, 1944; MOTAMAYOR, et al., 2008). Um terceiro grupo, Trinitario tem sido
reconhecido e consiste de um hibrido entre Criollo e Forastero (CHEESMAN, 1944,
MOTAMAYOR et al.,, 2008). Em paralelo, os botanicos descreveram duas sub-espécies:
cacau e sphaeorocarpum, correspondentes a Criollo e Forastero (CUATRECASAS, 1964;
DE-LA-CRUZ et al., 1995; MOTAMAYOR et al., 2008), os quais, de acordo com alguns
autores, evoluiram nas Américas Central e do Sul, respectivamente. Para outros autores,
Criollo e Trinitario, devem ser considerados como cultivares tradicionais, ao invés de dois
grupos genéticos (MOTAMAYOR, et al, 2002). Dois outros cultivares tradicionais tém sido
descritos: Nacional e Amelonado (MOTAMAYOR et al, 2003). No entanto, a classificagcdo
das populacdes de Theobroma cacao L., com base em dados genéticos, é falha para a criacdo
e gestdo de seus recursos genéticos. Motamayor et al., (2008) sugere uma nova classificacdo
que reflete melhor a diversidade genética, ao invés da tradicional classificacdo relatada. Estes
autores propdem a classificacdo do germoplasma de cacau em 10 grupos: Marafion, Curaray,
Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado, Purls, Nacional e Guiana, ao invés da

classificacdo tradicional em Criollo, Forastero e Trinitario.

2.2.2 Composicdo das sementes

A casca (testa) representa 10-14% do peso seco da semente do cacau. O cotilédone,
representa cerca de 86-90% (Tabela 1), confere sabores e aromas caracteristicos do chocolate
(ROHAN; STEWART, 1967; OSMAN et al., 2004; AFOAKWA et al., 2008), os mesofilos
cotiledonares contém células com reservas polissacarides e lipide-proteicas (MARTINI et al.,
2008a). A microscopia eletrénica de transmissdo mostra a precipitagdo pouco densa das

proteinas no vacuolo central das células jovens do mesofilo de T. cacao. Nas células maduras,
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a proteina de reserva estd densamente entremeada por globulos lipidicos; poucos grdos de
amido ocorrem no mesofilo cotiledonar desta espécie. As células polifendlicas estdo dispersas
no mesofilo cotiledonar ou alinhadas proximas ao feixe vascular. As células imaturas
demonstraram capacidade de sintese de todas as reservas, mas gradualmente as células
predeterminadas, produzem principalmente reservas lipide-proteicas (MARTINI et al.,
2008a).

Os polifendis de sementes apresentam, juntamente com outros elementos de reserva, o
sabor e a cor de chocolate (PORTER et al., 1991; MARTINI et al., 2008b) e representam de
12 % a 20 % do peso seco das sementes desengorduradas (KIM; KEENEY, 1984,
WOLLGAST; ANKLAM, 2000; MARTINI et al.,, 2008b). Os polifendis pigmentados
conferem uma coloracdo purpura aos cotilédones de Forastero e células lipide-proteicas, por
outro lado, tém citoplasma bem embalado com mdltiplos e pequenos vacutolos de proteinas e
lipidios, além de outros componentes como granulos de amido, os quais desempenham papéis
importantes na definicdo do sabor de cacau e caracteres de aroma (KIM; KEENEY, 1984;
NAZARUDDIN et al. 2001; AFOAKWA et al., 2008). Teores mais elevados de polifendis
proporcionar maior adstringéncia ao chocolate (MARTINI et al., 2008b).

Epicatequina, pro-antocianidinas e catequinas sdo os principais compostos fendélicos
(WOLLGAST; ANKLAM, 2000; MARTINI et al., 2008b).

Polifendis de Forastero sollveis em gordura e secos isentos de gordura fresca
formam de 15 a 20%, decaindo para aproximadamente 5% ap0s a fermentacdo. O contedo de
10% ou mais é considerado sinal de baixa fermentacdo. Concentracdes mais elevadas de
polifendis conduzem a um sabor muito adstringente no chocolate. Cacau Criollo tem
aproximadamente dois tercos deste contetdo de polifendis (HANSEN et al., 2000;
AFOAKWA et al.,, 2008). Reagdes de polifenol oxidases com aglcar e aminoacidos
contribuem com sabor e cor nas sementes de cacau, e alcaldides a amargura (AFOAKWA et
al., 2008).
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Tabela 1 - Composicgéo de sementes ndo fermentadas de cacau (Forastero) do leste africano

Constituintes Sementes Sementes sem
secas (%) gordura (%)
Cotilédones 89.60 -
Casca 9.63 -
Gérmen 0.77 -
Gordura 53.05 -
Agua 3.65 -
Cinzas (Totais) 2.63 6.07
Nitrogénio
Total nitrogenado 2.28 5.27
Proteina nitrogenada 1.50 3.46
Teobromina 1.71 3.95
Cafeina 0.085 0.196
Carboidratos
Glicose 0.30 0.69
Sacarose 1.58 3.86
Amido 6.10 14.09
Pectinas 2.25 5.20
Fibras 2.09 4.83
Pentosanas 1.27 2.93
Mucilagens e gomas 0.38 0.88
Polifenois 7.54 17.43
Acidos
Acético (livre) 0.014 0.032
Oxalico 0.29 0.67

Fonte: ROHAN, 1963; REINECCIUS et al., 1972; AFOAKWA et al., 2008.

Reineccius et al. (1972) relataram que sementes de cacau frescas e ndo fermentadas
continham 15,8 mg/g de sacarose e tragos de frutose, sorbose, manitol e inositol. Berbert

(1979) encontrou um teor de sacarose de 24,8 mg/g em sementes ndo fermentadas, formando
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cerca de 90% de acUcares totais (27,1 mg/g), com os agucares redutores frutose e glicose
formando cerca de 6% (0,9 e 0,7 mg/g, respectivamente) e outros (incluindo manitol e
inositol) em concentracdo menor que 0,50 mg/g. As diferencas relatadas foram atribuidas ao
método e hora da colheita, o tipo e a origem das sementes de cacau. Nas sementes, 0S
componentes do tecido permanecem compartimentalizados, separando os componentes de
sabor, que por sua vez, sé podem interagir apos a quebra ou rompimento das membranas e

parede celular posteriormente a fermentacéo.

2.3 Desenvolvimento do sabor e aroma de chocolate

O tipico sabor e aroma de chocolate sdo obtidos exclusivamente de sementes
fermentadas, secas e torradas de T. cacao, ndo podendo ser sintetizados artificialmente. No
processamento das sementes (também conhecidas comercialmente como améndoas de cacau),
duas etapas sdo essenciais para 0 desenvolvimento da qualidade do sabor e aroma: (a)
fermentacdo das sementes de cacau apés a colheita e a subseqiiente secagem; e (b) a torracéo.
O sabor de chocolate é desenvolvido na etapa da fermentacdo e torrefacdo, portanto o0s
precursores essenciais do sabor sdo gerados durante o processo de fermentacdo (VOIGT,;
BIEHL, 1995).

Para melhor compreenséo do que se passa no interior das sementes de cacau durante a
fermentacao e nas outras etapas subseqientes, torna-se importante examinar sua constituicdo
e histologia. As sementes tém forma de améndoas, sendo por esta razdo denominadas
améndoas de cacau. Em geral, esta denominacdo é reservada as sementes que ja perderam sua
capacidade de germinacdo, o que ocorre durante a fermentagdo. A semente é composta de
casca, membrana prateada ou endosperma, dois cotilédones e eixo embrionario. Possui, em
geral, 2,5 cm de comprimento em média (LAJUS, 1983). Segundo Bradeau (1970), o tecido
dos cotilédones é constituido por dois tipos de celulas: o primeiro apresenta pigmentos
compostos de polifenois e o segundo, séo células de reserva, que contém amido, gorduras,
proteinas e enzimas (BECKETT, 1988). As matérias primas para a producdo do chocolate
(manteiga de cacau e liquor) sdo extraidas dos cotilédones, comercialmente chamados nibs.
Antes da fermentacdo, apresentam coloracdo violacea e aspecto compacto; apos a
fermentacdo e secagem, devem apresentar coloracdo marrom, sulcos e muito friaveis
(EFRAIM, 2004).
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Durante a fermentacdo, a polpa envoltoria das sementes é degradada pela acéo
sucessiva de microrganismos (leveduras e bactérias acido-lacticas e acido-acéticas) naturais
do ambiente, com a elevacdo da temperatura para cerca de 50°C (LOPEZ, 1986). Esses
microrganismos atuam nos acgucares e acidos organicos da polpa, que sdo transformados em
etanol, acido, lactico e especialmente, o acido acético (SCHWAN; WHEALS, 2004). Os
acidos organicos gerados penetram nas sementes, e juntamente com a elevagdo da temperatura
causada pela fermentacdo aerobica, causam a morte do embrido e acidificacdo no tecido
armazenado. Com a morte do embrido, é perdida a permeabilidade seletiva de membranas,
permitindo o contato entre enzimas e substratos, normalmente separados em tecidos Vvivos
(LOPEZ, 1986).

A qualidade do cacau é fortemente dependente do grau e o tempo de curso de
acidificacdo dos cotilédones durante o processo de fermentacdo. Embora a acidificacdo dos
tecidos seja um pré-requisito para a formacdo dos precursores do aroma de cacau, uma
acidificacdo excessiva (pH 4,5 - 4,0) resulta em lotes de cacau comerciais com potencial de
sabor reduzido, as vezes com excesso de &cido latico, considerado um elemento indesejavel
(LOPEZ, 1986). O alto potencial de sabor pode ser correlacionado com moderada
acidificacdo (pH 5,5 - 5,0) durante a fermentacdo (VOIGT; BIEHL, 1995; AMIN et al.,
2002).

Apos a fermentacdo, as sementes passam pela secagem preferencialmente ao sol, com
revolvimento regulares das sementes até um conteddo de umidade menor que 8%, durando
entre uma a quatro semanas. A proxima etapa é a torracdao das sementes por 5 a 120 minutos a
uma temperatura de 120 a 150°C, dependendo da natureza das sementes e produto requerido,
nesta etapa ocorre uma segunda série de reacGes quimicas que dao origem ao sabor do
chocolate (SCHWAN; WHEALS, 2004).

O sabor de chocolate deriva da interacdo de centenas de compostos (mais de 400
foram descritos), incluindo pirazinas, tiazois, oxazois, derivados de pirrois, piridinas e
furanos, sendo que o desenvolvimento de métodos analiticos resulta num aumento de
substancias reconhecidamente associadas ao sabor de chocolate (BONVEHI, 2005). Nem
todos os componentes individuais identificados devem ser considerados como componentes
significativos de sabor e aroma, ja que o impacto depende da concentragdo e da intensidade
do odor (BONVEHI, 2005). Os substratos afetados durante a fermentacio e secagem
(acucares reduzidos, amino&cidos e oligopeptideos) geram precursores que durante a torragdo
geram centenas de compostos volateis (VOIGT; BIEHL, 1996). Os acucares redutores
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glicose e frutose derivam da hidrélise da sacarose do cotilédone e possivelmente internalizado
a partir da polpa. Diversos oligopeptideos e aminoacidos sdo produzidos durante a hidrélise
por &cidos e acdo das proteases das sementes durante a fermentacdo. Estes compostos passam
por reacdes ndo enzimaticas durante a secagem e a torracdo. As reacfes de Maillard, com a
formacédo de compostos Amadori e degradacdo Strecker de aminoécidos produzem um grande
namero de compostos quimicos volateis, dependendo das condigdes de secagem e torracéo, e
essencialmente da composicdo de aminoacidos, oligopeptideos e acgucares redutores
provenientes da fermentacdo, gerando os compostos de sabor do cacau (VOIGT; BIEHL,
1996). As reagdes de Maillard sdo condensagdes entre grupos a-amino e aminoacidos,
proteinas ou aminas e o grupo terminal carbonil de aclcares redutores (SCHWAN;
WHEALS, 2004), e um das consequéncias principais da reacdo é producdo do sabor
(BONVEHI, 2005). Dentre todos os processos de geracdo do aroma, o da degradacio de

proteinas parece ser um dos mais importantes na formac&o do aroma e sabor do chocolate.

2.4 Proteinas de sementes de T. cacao

As sementes de cacau apresentam de 15 a 20% de proteinas em peso seco (BIEHL;
WEWETZER; PASSERN, 1982; SPENCER; HODGE, 1992), onde a fracdo albumina
representa a maior parte (52%) do total de proteinas na semente, enquanto que a fragcdo de
globulina representa 43% (VOIGT; BIEHL; KAMARUDDIN, 1993).

Em T. cacao, o gene codificador da principal proteina da fracdo albumina (o
polipeptideo inibidor de tripsina de 21 kDa) correspondente a 21% do total de proteinas das
sementes) foi o primeiro gene a ser clonado e seqlienciado, e com alta similaridade com
inibidores de tripsina tipo Kunitz, sugerindo tratar-se de um inibidor de proteases (SPENCER;
HODGE, 1991; TAl et al., 1991, PAULILLO, 2004). Posteriormente, utilizando-se a proteina
de 21 kDa das sementes de cacau purificada, confirmou-se tratarem-se realmente de um
inibidor de tripsina com atividade inibitoria duas vezes maior que o inibidor de tripsina de
soja do tipo Kunitz (DODO et al., 1992; PAULILLO, 2004). A fungdo natural desses
inibidores é desconhecida, mas parecem atuar na digestdo das proteinas de reserva da
semente, por insetos e/ou funcionando como uma fonte de reserva de enxofre devido ao seu
alto contetdo de cisteina (SPENCER; HODGE, 1992; PAULILLO, 2004).

Dos polipeptideos mais abundantes das sementes de cacau revelados por analises
SDS-PAGE  mono-dimensional, quatro  foram  caracterizados  bioguimicamente
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(LERCETEAU et al., 1999). Bandas de 47, 31 e 14,5 kDa foram estudadas e mostraram-se ser
componentes produzidos a partir de modificagbes pos-traducionais de uma proteina
precursora de reserva do tipo vicilina (7S), o que também ocorre in vivo como um trimero de
139 kDa (LERCETEAU et al., 1999). Analises dos polipeptideos e da seqiiéncia do cDNA
revelaram considerdvel homologia com outras classes de proteinas de reserva 7S, e em
particular, uma a-globulina de sementes de algoddo (SPENCER; HODGE, 1991;
MCHENRY; FRITZ, 1992). O gene que codifica o precursor pertence a uma familia
multigénica (KIRCHHOFF; BIEHL; CRONE; 1989). Da fracdo globulina das proteinas de
sementes, foi clonado o gene codificador dos polipeptideos de aparente peso molecular de 31
e 47 kDa, a partir de uma proteina precursora de 62 kDa (SPENCER; HODGE, 1991,
MCHENRY; FRITZ, 1992). Esses genes foram seqlienciados a partir de diversas espécies de
Theobroma num estudo de filogenia do género (WHITLOCK; BAUM, 1999). Genes
codificadores de outras proteinas de semente também j& foram caracterizados e clonados a
partir de T. cacao, como no caso do gene de um peptideo de albumina 2S (KOCHHAR et al.,
2001). Também, o cDNA de duas asparto-proteinases (TCAP1 e TcAP2), possivelmente
associadas com o desenvolvimento de precursores de sabor de chocolate, também foram
clonados e caracterizados (LALOI et al., 2002).

Mohr et al. (1976) extrairam e fracionaram os precursores do aroma especifico de
chocolate de sementes fermentadas e secas, e relataram que o aroma foi obtido quando a
fracdo oligopeptidica isolada das sementes de cacau passou pela torrefacdo na presenca de
aminoéacidos livres e agUcares redutores, concluindo que estes precursores sao formados por
processos proteoliticos. Kirchhoff, Biehl e Crone, (1989) observaram que o acumulo de
aminoacidos livres nos nibs estd correlacionado com a geracdo dos precursores de aroma
essenciais. Estes autores concluiram também que os precursores do aroma de cacau sdo
formados por processos proteoliticos dependentes do pH. Portanto, a geracdo dos precursores
do aroma de cacau parece ser devido a protedlise acido-induzida das proteinas das sementes
de cacau pela acdo de proteases endogenas, desde a acidificacdo dos nibs, ndo sendo essencial
a participagdo de microorganismos para que este processo aconteca (VOIGT; BIEHL, 1995).
A degradacdo de proteinas de sementes e a liberacdo de peptideos e aminoécidos livres estdo
entre 0s processos mais importantes para a formacao dos precursores de sabor (LERCETEAU
etal., 1999).

A protease aspartica enddgena € a predominante nas sementes maduras de cacau e nao
germinadas com atividade Otima por volta do pH 3,5 (PASSERN, 1979; BIEHL,;
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WEWETZER; PASSERN, 1982; BIEHL et al., 1993, 1994; VOIGT et al., 1994a;
HEINRICHS, 1995). Estudos imunoldgicos revelaram que a endoprotease é acumulada na
fracdo globulina da classe vicilina (7S) durante o amadurecimento das sementes de cacau
(VOIGT et al., 1993, 1994a). Quando os oligopeptideos formados pela acdo da endoprotease
aspéartica em pH 3,5 de sementes de cacau acetone dry power foram incubados na presenca de
carboxipeptidase A, foram detectados aminoécidos, e peptideos hidrofobicos foram
transformados em hidrofilicos (VOIGT et al., 1993, 1994a). Essa mistura de peptideos
hidrofilicos e oligopeptideos hidrofébicos obtidos apds tratamento com carboxipeptidase,
revelaram que o sabor chocolate se eleva quando a torracdo € feita na presenca de aglcares
redutores e a manteiga de cacau desodorizada. Isto indicou que uma carboxipeptidase estaria
envolvida na formacao dos precursores do sabor de chocolate (VOIGT et al., 1993, 1994a).

A hipotese que os precursores especificos do aroma de chocolate seriam derivados da
digestdo de proteinas das sementes por acdo cooperativa de uma endoprotease aspartica e da
atividade da carboxipeptidase foi corroborada usando proteases purificadas e proteinas das
sementes (VOIGT et al., 1994b). Precursores especificos do aroma de chocolate e/ou cacau
ndo foram obtidos quando as proteinas das sementes de cacau foram degradadas somente por
acdo de endoproteases de diferentes origens e especificidades (VOIGT et al., 1994b;
MACDONALD; MASTER; PETTIPHER, 1994; VOIGT; BIEHL, 1995). Estudos sobre a
geracdo dos precursores do aroma especifico de chocolate enfatizaram a formacdo de
produtos de Amadori a partir dos aminoacidos livres durante o processo de secagem
(ARNOLDI et al., 1988; HEINZLER; EICHNER, 1991; VOIGT; BIEHL, 1995). Porém, os
tipicos aromas de chocolate ndo foram obtidos quando misturas de aminoacidos livres
sintéticos adaptados para o espectro de amino acidos presentes na fermentacdo de sementes de
cacau (ou extratos dos precursores de aroma) passaram pelo processo de torracdo na presenca
de acgUcares redutores (VOIGT et al., 1993b, 1994a).

Outra indicagéo que corrobora com a hipdtese de Mohr et al. (1976) seria que a adi¢do
de uma fracdo isolada de oligopeptideos da fermentacéo e secagem das sementes de cacau aos
aminoéacidos livres é absolutamente requerida para se obter aroma de cacau e chocolate na
torracdo (VOIGT; BIEHL, 1995). E reconhecido que depois de uma fermentagio em Gtimas
condicdes, alguns polipeptideos predominantes nas sementes de cacau sdo seletivamente
degradados (BIEHL; WEWETZER; PASSERN, 1982). Esta seletividade na degradacéo dos
polipeptideos foi identificada nas subunidades polipeptidicas da classe vicilina (7S) da
globulina nas sementes de cacau (VOIGT et al., 1993a, 1995).
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Desde a obtencdo dos precursores do aroma de chocolate e/ou cacau por autolise in
vitro das proteinas (ndo fracionadas) de sementes de cacau (VOIGT et al., 1993b, 1994a),
varios experimentos tém sido conduzidos para identificar as proteinas de sementes, das quais
derivam os precursores do aroma especifico de chocolate. Para esta finalidade, globulina da
classe vicilina (7S) e a albumina predominante (21 kDa), as duas principais proteinas de
sementes de T. cacao foram submetidas a proteolise por endoprotease aspértica e atividade da
carboxipeptidase parcialmente purificada de sementes de cacau maduras e ndo germinadas. O
aroma de chocolate foi obtido quando a classe vicilina (7S) da globulina foi degradada
sucessivamente pela endoprotease aspartica e pela carboxipeptidase, e 0s produtos
subseqlientes resultantes da protedlise passaram pela etapa de torracdo, na presenca de
acucares redutores e manteiga de cacau desodorizada. Ndo foram obtidos precursores do
aroma de cacau quando a albumina 21 kDa foi degradada por algumas enzimas proteoliticas
ou quando a globulina 7S (vicilina) foi somente digerida por endoprotease aspértica.
IncubacBes da globulina 7S (vicilina) com endoprotease aspartica para sementes nao
germinadas de cacau resultaram num modelo complexo de oligopeptideos hidrofobicos. Estes
peptideos hidrofobicos foram transformados em misturas de oligopeptideos hidrofilicos e
aminoacidos hidrofébicos livres parecidos com o modelo de produtos de protedlise
encontrados nas sementes fermentadas de cacau (VOIGT; BIEHL, 1995; LERCETEAU et al.,
1999).

2.5 Efeito genotipico no desenvolvimento de sabor

O gendtipo influencia tanto a qualidade quanto a intensidade do sabor chocolate
(TAYLOR, 2002, LUNA et al., 2002; COUNET et al., 2004; TAYLOR; ROBERTS, 2004),
pois possivelmente determina a quantidade de precursores e atividade das enzimas
envolvidas, e assim suas contribuicbes para o desenvolvimento do sabor. A falta de um
método padronizado na avaliacdo do efeito genotipico restringia o progresso de estudos nesta
area, pois requeria grandes quantidades de sementes de um unico gendétipo, necessarias para
uma fermentagdo apropriada. Com o desenvolvimento de um procedimento onde pequenas
quantidades podem ser utilizadas na fermentacdo, um Unico genoétipo pode ser examinado
quanto ao potencial do aroma (CLAPPERTON et al., 1994b). Como pioneiro nesta area,
Clapperton (1994a) investigou a possibilidade dos efeitos genéticos no aroma do cacau e

encontrou diferengas consistentes em atributos de aroma, especialmente intensidade do sabor
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e aroma de chocolate, acidez, amargor e adstringéncia entre as variedades Amelonado (AML),
quatro clones de Forastero Amazonas (IMC67, NA 33, PA 7 e Scavina 12) e um Trinitario
(U1T1) crescidos em Sabah, Malasia. O aroma de U1T1 foi diferente dos padrdes africanos,
sendo caracterizado pelo intenso amargor e adstringéncia associados com cafeina e polifendis,
e maior acidez. Os resultados demonstraram uma significante contribui¢do do geno6tipo para o
aroma em adicdo a os efeitos do processamento. O desenvolvimento do aroma foi
independente da composicdo e da fermentacdo da polpa (CLAPPERTON et al., 1994b).
ComparacOes diretas de aromas de genitores e progénie mostraram que caracteristicas de
aroma sdo hereditarias (CLAPPERTON et al., 1993).

Figueira et al. (1997) confirmou a similaridade do sabor e aroma de cacau de sementes
fermentadas de genoOtipos de cacaueiro provenientes do Brasil e da Malasia, corroborando a
hipdtese de uma forte contribuicdo genética para o aroma. Neste estudo, perfis similares de
aroma foram desenvolvidos de cacau dos mesmos genétipos cultivados no Brasil e Malésia e
sujeitos as mesmas condicdes de processamento pos-colheita. Efeitos genéticos sdo
historicamente reconhecidos em termos de diferencas no aroma entre cacau finos (cacau do
Equador do tipo Nacional, ou certos tipos de Trinitarios e Criollos) e comerciais (bulk)
disponiveis no mercado convencional, e pelo fato que certas qualidades sdo classificadas pela
origem, com material vegetal especifico e atributos de aroma.

Os quatro principais tipos de cacau: Forastero (sabor basico), Criollo (sabor fino),
Trinitario (sabor fino) e Nacional, produtor das sementes Arriba com distintas notas de sabor
florais e picantes (sabor fino), demonstraram uma ampla variacdo no sabor final (BECKETT,
2000; AWUA, 2002; AMOYE, 2006). Variedades basicas predominam misturas enquanto
graus finos, utilizados em menor quantidade, sdo selecionados para fazer especificas
contribuicbes para o perfil global de sabor (AFOAKWA et al., 2008). Cacau bésico
normalmente mostra fortes caracteres de sabor, cacau fino é percebido como suave ou
aromatico (KATTENBERG E KEMMING, 1993; JINAP et al., 1995, LUNA et al., 2002).

2.6 Analises de perfis de proteinas por abordagem protedmica

A protedbmica é o estudo sistematico de um proteoma, ou seja um conjunto de
proteinas expressas pelo genoma de um organismo numa determinada condicéo bioldgica ou
ontogenética (WASINGER et al., 1995), que permite avaliac@es quantitativas e qualitativas de
proteinas que atuam no metabolismo celular naquela situacdo (PARK, 2004; CHEN;
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HARMON, 2006). Consequentemente, a identificacdo de proteinas expressas durante o
desenvolvimento vegetal permite a caracterizacdo de diferentes eventos fisiolégicos que
ocorrem nas células, tecidos e 6rgaos das plantas (KORMUTAK et al., 2006). Em geral, a
protedmica possui diversas aplicagdes como: a) estudo da expressao diferencial de proteinas;
b) estudo de modificacdes pds-traducionais; c¢) estudos de interacdo proteina-proteina; d)
estudo estrutural; e e) estudo da funcéo das proteinas (DIAS et al., 2007). Com o0s recentes
avancos nas técnicas de eletroforese bidimensional (2-DE), como o aumento da
reprodutibilidade pelo uso de gradientes imobilizados de pH, a visualizacdo de imagens e
aumento de sensibilidade de deteccdo; e nas andlises por espectrometria de massas, como 0
aumento de sensibilidade, resolucdo e velocidade de aquisi¢do de dados, a protedmica tem se
tornado uma estratégia alternativa no estabelecimento de marcadores bioquimicos e uma das
mais utilizadas para analises metabdlicas e de expressao génica global (SHEORAN et al.,
2005; PAWLOWSKI, 2007).

A 2-DE foi desenvolvida no inicio da década de 1970 e ainda € uma das técnicas mais
utilizadas para o fracionamento protéico (CHEN; HARMON, 2006), permitindo a separacéo,
deteccdo e quantificacdo de centenas de proteinas simultaneamente presentes em uma amostra
biolégica complexa. A primeira etapa do processo consiste na separacdo das proteinas de
acordo com seus pontos isoelétricos (pls), pela focalizagdo isoelétrica (IEF) e, posteriormente,
de acordo com suas massas moleculares relativas (Mr), pela eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Esta situacdo permite o fracionamento de milhares
de proteinas, além da obtencdo de informacdes fisico-quimicas das mesmas (CHEN;
HARMON, 2006).

O uso da espectrometria de massas por muito tempo ficou restrito a um pequeno
namero de moléculas capazes de resistir a0 método de ionizacdo e ao processo de analise,
sendo um obstaculo no estudo de biomoléculas como as proteinas. No final dos anos 1980,
com o desenvolvimento de dois novos métodos de ionizacdo, 0 MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization) e o ESI (Electrospray lonization) houve uma revolugdo na
andlise de biomoléculas. No inicio dos anos 1990, as novas técnicas de ioniza¢do branda,
associadas com o desenvolvimento de novos algoritmos computacionais, permitiram
correlacionar dados obtidos de um espectro de massas de biomoléculas com sequéncias
existentes em bancos de dados. Este evento marcou a transformacdo da MS no estudo em
larga escala e das técnicas usadas na genémica funcional (MANN; WILM, 1995; MANN;
HENDRICKSON, 2001; ANDRADE et al., 2006). O sucesso dos métodos de ionizacdo
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MALDI e ESI, e o desenvolvimento de analisadores de massa em seqiéncia (tandem) levaram
a um grande aumento na resolucdo e sensibilidade do método, tornando-o uma ferramenta
obrigatdria nas analises estruturais e quimicas de peptideos e proteinas. Os espectrémetros de
massa atuais permitem selecionar uma sé molécula ionizada, fragmenta-la por colisdo com
um gas inerte e, através da analise das massas dos fragmentos, conhecer a molécula original,
permitindo determinar, por exemplo, a sequéncia de aminoacidos de um peptideo ou uma
alteracdo quimica especifica em algum residuo de aminoacido (PIMENTA, 2003;
PATTERSON; AEBERSOLD, 2003; STEEN; MANN, 2004; ANDRADE et al., 2006).
Normalmente, o MALDI-TOF-MS é usado primeiramente para determinar a massa da
proteina e apds a sua digestdo com tripsina, seus peptideos sdo separados, normalmente por
cromatografia liquida acoplada diretamente no espectrémetro de massas (ESI-TOF-MS/MS) e
sequenciados (GIORGIANNI, 2003).

Os programas utilizados na busca de dados baseiam-se na comparacao entre o padrao
de fragmentacdo tedrico de uma proteina e o0 espectro de fragmentacdo obtido
experimentalmente. A estratégia de identificacdo por MS/MS, que permite a determinacao
precisa da sequéncia experimental de aminoacidos, € mais precisa do que a identificacdo de
proteinas baseada somente na comparacao entre as massas dos fragmentos tripticos, chamada
de peptide mass fingerprinting (PMF) (CHEN; HARMON, 2006). Alternativamente, 0s
espectros do tipo MS/MS também permitem buscas por similaridade de sequéncias entre
organismos proximos, através da reconstrucdo da sequéncia de aminoacidos manual ou
automaticamente. Essa estratégia € muito interessante quando o organismo estudado possuli
baixa representatividade nos bancos de dados (CHEN; HARMON, 2006).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo analisar diferencas qualitativas e quantitativas
nas proteinas de sementes de trés gendtipos de Theobroma cacao apds a colheita e durante a
fermentacdo, de forma a correlacionar estes resultados com diferengas na qualidade (sabor e
aroma) obtidas por analise sensorial dos produtos obtidos. Foram propostos 0s seguintes

objetivos especificos:

e Estabelecimento de uma metodologia de extracdo de proteinas cotiledonares,
focalizacdo isoelétrica e coloracdo de géis bidimensionais compativeis com a
protedmica.

e Estudo dos perfis protéicos de trés gendtipos de Theobroma cacao apos a colheita,
numa fase intermediéria e final da fermentacé&o;

e Identificacdo por meio da espectrometria de massas as proteinas comuns e
diferenciais dos gendtipos;

e Realizacdo de analises sensoriais dos produtos obtidos com estas sementes e
comparacéo destes resultados com os resultados da protedmica;
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Melhoramento de Plantas do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), em conjunto com o Laboratorio Max Feffer de
Genética de Plantas (ESALQ/USP), Piracicaba, SP, com o Laborat6rio de Microbiologia do
Solo (ESALQ/USP) e com a Fazenda Almirante, Mars Center for Cocoa Studies, Itabuna,
BA. Foram estudados os perfis protéicos das trés genotipos de T. cacao, apos a colheita e
durante a fermentacdo e realizadas analises sensoriais a partir dos liquors obtidos dos mesmos

genotipos.

4.1 Material Vegetal

Foi montado um experimento na Fazenda Almirante, Mars Center for Cocoa Studies,
Itabuna, BA. Os frutos maduros (160 a 180 dias apds a polinizacdo) foram colhidos e
partidos no dia seguinte a colheita para iniciar a etapa de fermentacdo, realizada em caixa de
madeira de 60 cm®, permitindo a fermentagdo de em média, 50 Kg de sementes com polpa por
cinco dias (Figura 1). As fermentacdes foram realizadas na sede da fazenda em triplicata.
Devido a disponibilidade de frutos, os genétipos empregados foram:

SIAL 70 (da variedade Forastero, derivado de selecdo nas populagdes de cacau
“Comum da Bahia”;

Catongo:um mutante albino identificado na fazenda Catongo derivado de cacau
“Comum da Bahia”;

CCN51: (um hibrido entre diversos materiais que envolvem Trinitario, € um clone
muito cultivado recentemente, devido a sua alta producdo e tolerdncia a enfermidade
vasssoura-de-bruxa, mas conhecido comercialmente por possuir baixo potencial de sabor.
Aparentemente, trata-se de uma selecdo feita numa familia derivada de cruzamento entre
planta hibrida de IMC 67 x ICS 95 com uma variedade equatoriana, denominada “Canellos”
(também denominado CCN 1) (INTERNATIONAL COCOA GERMPLASM DATABASE,
2010).

As sementes dos trés gendtipos utilizados ficaram separadas por meio de redes (em
triplicata), mas dentro das caixas de fermentacédo, junto com as demais sementes de material
Comum (Figura 2). Apbs 48 horas de fermentacdo, as sementes contidas nas caixas de

fermentacgdo foram revolvidas diariamente bem como as sementes contidas dentro das redes.

29



As redes contendo as amostras dos gendtipos apds 48 horas de fermentacdo, também foram
trocadas de posicdo diariamente para que pudessem representar todos 0s pontos de

fermentacdo (fundo, meio, lateral e topo da caixa de fermentacao).

Figura 1 - (A) Caixas de madeira utilizada na fermentagéo e (B) as redes contendo as
sementes das variedades testadas

Figura 2 - Amostras dos genotipos separadas por redes

Cerca de 50 gramas de amostra das sementes de cada triplicata foram coletadas antes
do inicio da fermentagdo, durante a fermentacdo a cada 24 h até o quinto dia, representando 0s
tempos, 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h. As sementes foram entdo armazenadas a -80°C. Apds o
término da fermentacéo, as sementes foram secas em barcaga por trés dias (Figura 3) e depois

em estufa a 35°C até alcancarem umidade entre 7 e 8%. Neste ponto, mais uma amostragem
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foi realizada e entdo as sementes foram armazenadas em local apropriado, onde foi dada a
continuidade com a fabricacdo dos liquors e analises sensoriais dos trés genotipos.

Figura 3 - Processo de secagem individual das sementes separadas por genétipo, nas barcacas

para cada gendtipo

4.2 Preparacao das sementes para extracao de proteinas:

As sementes estocadas a -80°C foram parcialmente descongeladas para retirada da
testa e foram liofilizadas por 48 h. Posteriormente, foram transferidas para as instalacfes do
CENAJ/USP, onde foram maceradas na presenga de nitrogénio (N) liquido e 1% de polivinil-
polipirrolidona (PVPP) em almofariz e pistilo, obtendo-se uma “farinha” homogénea, a qual
foi armazenada em tubos de centrifuga de 50 mL em freezer a -80°C. Apds a maceracgdo, as
amostras foram tratadas com éter de petréleo (3:1) sob agitacdo em temperatura ambiente
(TA) para a remogéo de gorduras por 20 min, e cada amostra foi posteriormente centrifugada
a 10.000 g durante 15 min sob TA. O éter de petréleo foi descartado apropriadamente, € 0
precipitado foi macerado e tratado novamente nas mesmas condi¢es por pelo menos mais
duas vezes. Para finalizar, as amostras foram liofilizadas para retirada de qualquer residuo de

éter de petréleo.
4.3 Extracao das proteinas de semente:
As amostras anteriormente preparadas foram pesadas, e 1g de cada extrato protéico foi

empregada na extragdo de proteinas, avaliando dois métodos de extracéo.
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4.3.1 Metodologia 1: Precipitagdo em solug&o de &cido tricloroacético (Extragdo acida).

Essa metodologia foi baseada naquela descrita por DAMERVAL et al. (1986), com
pequenas modificaces. As amostras foram maceradas em almofariz por cerca de 2 mina TA
utilizando-se tampdo de extracdo [200 mM NaCl pH 7,0; 175 mM Tris-HCI pH 8,8; 2 mM
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF); 5% SDS; 15% glicerol (v/v); 300 mM DTE; 1% (p/v)
PVPP]. Em seguida, a solucéo foi filtrada em Miracloth (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha)
para retirada de polissacarideos. O filtrado foi usado para a extracdo &cida, onde para cada 1
mL do filtrado foram adicionados 6 mL de solugdo 7% (p/v) de &cido tricloroacético (TCA) e
0,07% (v/v) B-mercaptoetanol em acetona a —20°C. As amostras foram homogeneizadas em
vortex por 5 min e mantidas a -20°C por 12h, e em seguida centrifugadas a 16.000 g a 4°C por
15 min. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets lavados com acetona contendo
0,07% (v/v) B-mercaptoetanol a -20°C. Apds 1 h a -20°C, os materiais foram centrifugados a
16.000 g por 20 min e os sobrenadantes descartados. O processo de lavagem foi repetido
duas vezes. Os pellets resultantes foram submetidos a secagem em dissecador de silica a 4°C
por 24 h.

4.3.2 Metodologia 2: Extracdo em tampao fenol e precipitacdo em acetato de aménio.

Essa metodologia foi realizada como descrito por CARPENTIER et al. (2005).
Amostras de sementes contendo manteiga de cacau (gordura) e sem manteiga, foram testadas.
Para tal procedimento, utilizou-se 1 g de material vegetal macerado em nitrogénio liquido,
adicionando-se 15 mL de solucdo de extracdo (0,7 M sacarose; 0,5 M Tris-HCI pH 7,5; 0,1 M
KCI; 50 mM 4&cido etilenodiaminotetracético (EDTA); 1 mM PMSF; 1% p/v PVPP; 2% v/v 3-
mercaptoetanol) pH 7,5 a 4°C. Depois de homogeneizar as amostras em vortex por 30 min ,
adicionou-se 15 mL de tampéo Tris-fenol (pH 8,0; GE Healthcare), e as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 g por 30 min a 4°C. Apds centrifugacgdo, coletou-se
0 sobrenadante. Em seguida, adicionou-se novamente 15 mL de solucdo de extracdo. Apds
repetir o procedimento acima por duas vezes, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g
por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e posteriormente,
acrescentou-se cinco volumes de 0,1 M de acetato de amonio em solugdo de metanol. A

solucéo foi mantida por 12 h a -20°C, e em seguida centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C.
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O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante, lavado com metanol (100% v/v). Apo6s
centrifugagdo a 16.000 g por 30 min, o pellet foi submetido a secagem em dissecador a 4°C
por 24 h.

4.4 Solubilizacdo das proteinas extraidas e quantificacéo:

Os pellets secos extraidos nas duas metodologias foram ressuspendidos em uma
solucdo contendo 7 M Uréia; 2 M Tiouréia e 4% CHAPS, e armazenadas a -80°C até o
momento da focalizagdo. A quantificacdo das proteinas em ambos os métodos foi realizada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando-se um kit comercial de
quantificacdo de proteinas (Protein Assay - BioRad, Hercules, EUA). Aliquotas de 5 a 10 pL
de amostra, juntamente com 3,5 mL do corante diluido (3:1), foram incubadas por 10 minutos
a TA, tendo suas absorbancias determinadas a 595 nm em espectrofotdmetro. As
concentracOes das proteinas foram calculadas através da comparagdo com uma curva-padrao

de albumina de soro bovino (BSA).

4.5 Purificacao utilizando kit comercial:

Os extratos proteicos foram purificados utilizando-se o kit 2-D Clean-Up (GE
Healthcare, Little Chalfort, England) conforme especificacbes do fabricante. Apds a

purificacdo os extratos foram novamente quantificados como descrito anteriormente.

4.6 Focalizacao isoelétrica (IEF):

As amostras descongeladas, foram adicionados 100 mM ditiotreitol (DTT) e 1% IPG -
Buffer. As proteinas foram primeiramente separadas por IEF, usando o sistema IPGphor Strip
Holder (Immobilized pH Gradient strips — Amersham Biosciences). As amostras foram
separadas utilizando-se fitas IPG de 18 cm com gradiente de pH imobilizado de 3-10 linear ou
4-7 (GE Healthcare). As fitas IPG foram reidratadas passivamente durante 10 h a 20°C no
aparato de focalizacao isoelétrica com 350 pL de tampéo (7 M Uréia; 2 M Tiouréia; 100 mM
DTT; 4% (v/v) CHAPS; 1,0 % anfolitos e 0,005% (p/v) azul de bromofenol) contendo 600 g

de proteina solubilizada para coloracdo com Coomassie Brilliant Blue G 250 ou 150 pg de
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proteina para a revelacdo com nitrato de prata. Sobre as fitas IPG, acrescentou-se 1,2 mL de
6leo mineral (Fluid Cover, Amersham Biosciences).

Na focalizacao isoelétrica, quando as fitas foram carregadas com 600 pg de proteinas,
foram realizadas as seguintes condi¢cfes: 20°C e 50 YA, reidratacdo ativa de 30 V por 12 h;
200 V por 1 h; 500 V por 1 h; 1.000 V por uma h; e 5.000 V até atingir 75 kV h™. Apés a
focalizacdo, as fitas foram lavadas com &gua Milli-Q e armazenadas a -80°C. Para a
focalizacdo isoelétrica, onde a quantidade de proteinas carregada foi de 150 pg, foram
utilizadas as seguintes condicGes: 20°C e 50 WA, reidratacdo passiva = 10 h, S1 =0 - 250 V
por 1 h (gradiente); S2 = 150 V por 2 h (step—n-hold); S3 = 150 - 250 V por 1 h (gradiente);
S4 =250 - 1200 V por 4 h (gradiente); S5 = 1200 V por 1,5 h (step-n-hold), S6 = 1200 — 3500
V por 6 h (gradiente); S7 = 3500 V até voltagem acumulada 40 kV h™. Apés a focalizacio, as

fitas foram retiradas do aparato, lavadas com agua destilada e armazenadas a —80°C.

4.7 Segunda Dimenséo (SDS-PAGE):

Antes de iniciar a segunda dimensdo, as proteinas foram reduzidas utilizando-se o
tampdo [50 mM Tris-HCI pH 8,4; 6 M Uréia; 30% Glicerol; 2% SDS e 2% DTT]. As fitas
ficaram em contato com este tampao por 30 min e depois foram transferidas para o tampéo 50
mM Tris-HCI, pH 8,4; 6 M Uréia; 30% Glicerol; 2% SDS; 3.0% iodoacetamida (IAA) e 70
uL de 0.5% azul de bromofenol, para alquilacdo onde ficaram incubadas por 30 min. Apds o
equilibrio das fitas, as extremidades foram cortadas e as fitas colocadas nos géis verticais de
2D-PAGE.

A eletroforese de segunda dimensdo foi realizada em gel vertical (180 x 160 x 0,75
mm) homogéneo de 12,5% (p/v) de acrilamida, em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE). As
tiras foram inseridas sobre o gel de acrilamida e fixadas com uma solucéo pré-aquecida de
0,5% (p/v) de agarose solubilizada em tampao de corrida [25 mM Tris-HC1; 192 mM glicina;
0,1% (p/v) SDS]. A separagéo eletroforética das proteinas foi realizada a 10°C, em uma cuba
modelo PROTEIN 11 X1 2-D Cell (BioRad). No primeiro estagio utilizou-se uma corrente fixa
de 16 mA por gel por 30 min e no segundo estagio, utilizou-se uma corrente fixa de 24 mA
por gel durante aproximadamente 5 h. Apos a eletroforese, os géis foram lavados com agua
Milli-Q e corados com solucdo de coloracdo Coomassie Brilliant Blue G 250, realizada
segundo o protocolo de Candiano et al. (2004) ou nitrato de prata de acordo com Blum et al.,
(1987).
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4.8 Extracdo e Resolucdo da Proteina Total em SDS-PAGE:

As sementes liofilizadas e armazenadas a -80°C foram maceradas na presenca de
nitrogénio (N) liquido e 1% p/v de PVPP em almofariz e pistilo, obtendo-se uma “farinha”
homogénea, a qual foi armazenada em tubos de centrifuga de 50 mL em freezer a -80°C.
Pesou-se 200 mg desta “farinha” para cada amostra, as quais foram colocadas em tubos. Para
extracdo das proteinas totais, adicionou-se em cada tubo 500ul do tampéo (0,5 M Tris-HCI
pH 6,8; 18% de glicerol; 20% de SDS e 0,6 M de f-mercaptoetanol). Os tubos foram agitados
por 5 min e centrifugados a 12.000 g por 10 min, e os sobrenadantes foram retirados e
transferidos para novos tubos. Uma aliquota foi retirada para a quantificacdo destas proteinas
realizadas como descrito anteriormente. Foi calculado o volume de sobrenadantes necessario
para 6 pg de proteina em cada amostra, e apds aliquotagem, 0 mesmo volume do tampéo de
dissociagdo (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 18% de glicerol; 20% de SDS; 0,6 M de B-
mercaptoetanol e 0,05% de azul de bromofenol) foi adicionado em cada tubo. As amostras
foram entdo fervidas por 1 min e aplicadas nos géis SDS-PAGE (12,5%), montado com 0s
seguintes reagentes: solugdo Acrilamida e Bis-acrilamida (30:1); 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8;
Persulfato de amonio; TEMED; e H,O Milli-Q, e o gel 4% (stacking) com o0s seguintes
reagentes: Acrilamida e Bis-acrilamida (30:1); 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; Persulfato de aménio;
TEMED; e H,O Milli-Q. As amostras correram em cuba vertical, em sistema de tampédo
descontinuo e desnaturante, utilizando-se mini-gel no tamanho de 8,3 x 10,2 cm (mini-
Protean Il - BioRad). A corrida foi realizada em corrente fixa inicial de 50 V e apds 30 min a
corrente foi alterada para 70 V por placa por aproximadamente 4 h, quando foram corados

com Coomassie Brilliant Blue G 250, conforme o protocolo de Candiano et al., (2004).

4.9 Coloracao com Coomassie Brilliant Blue G 250:

As solugOes foram preparadas imediatamente antes do uso, conforme descrito a seguir.
Os geis foram submetidos por 60 min a uma solucédo fixadora [40% (v/v) etanol; 10% (v/v)
acido acético], lavados duas vezes com agua Milli-Q e mantidos por 24 h em solugdo de
coloracgéo [0,1% (p/v) Coomassie Brilliant Blue G 250; 10% (v/v) acido orto-fosforico; 10%
(p/v) sulfato de aménio; 20% (v/v) metanol]. Depois de corados, os géis foram lavados em
agua Milli-Q até a completa remocao excedente do corante.
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4.10 Revelagdo com Nitrato de prata:

As proteinas foram visualizadas pela coloracdo com nitrato de prata conforme Blum et
al., (1987), com algumas modificacfes. Inicialmente, os géis foram fixados por 1 h em
solucdo de fixacdo contendo 50% de metanol e 10% de &cido acético. Apds uma lavagem por
15 min em solucdo de 30% de etanol, os géis foram incubados por 2 mim em solugédo de
0,02% de tiossulfato de sodio e, posteriormente, lavados em agua. Em seguida, os géis foram
incubados por 25 mim em solu¢do de 0,2% de nitrato de prata e 0,08% de formaldeido. Apds
lavagem em 4&gua, a revelacdo foi realizada durante 5 mim pela incubacdo dos géis em
solucdo de 6% de carbonato de sddio, 0,16% de tiossulfato de sodio e 0,05% de formaldeido e
interrompida utilizando uma solucdo de 10% de acido acético. Apos os géis foram mantidos

em camara fria em solugdo com 15% de metanol.

4.11 Obtencédo e Analise das Imagens:

Os géis de poliacrilamida bidimensionais corados triplicados foram digitalizados com
resolucdo de 200dpi com auxilio do programa LabScan versdo 6.0 (GE Healthcare). Os
parametros adotados para a obtencdo das imagens foram constantes para todos os géis
referentes as amostras dos trés gendtipos e dos trés tempos de amostragem durante a
fermentacao.

Posteriormente, as imagens foram analisadas pelo programa Image Master Platinum
7.0 (GE Healthcare). Os parametros para deteccdo automatizada de spots foram otimizados
por meio de andlise em diferentes regides dos géis 2-D. O contorno de cada spot foi avaliado
manualmente para isolamento, remoc¢do ou adicdo dos mesmos, quando necessario. Para a
caracterizacdo dos géis, mapas 2-D foram obtidos, contendo apenas o0s spots detectados em
todas as repeticOes. Para tanto, os géis analisados foram alinhados visando atribuir identidades
comuns entre os spots das diferentes repeticdes. Os mapas criados foram utilizados na

caracterizagdo do perfil eletroforético das proteinas detectadas.
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4.12 Obtencédo de extratos peptidicos:

A digestao de proteinas foi realizada in gel conforme o protocolo de Shevchenko et al.,
(2006), com algumas modificacdes. Para tanto, spots selecionados foram isolados dos geéis 2-
D, cortados em pequenos fragmentos, e em seguida tiveram o SDS removido e descorados por
meio da adicdo de solu¢do com 50% metanol e 2,5% &cido acético, e incubagdo por 2 h a TA.
A solucéo foi entdo descartada e adicionada novamente com incubacdo por mais 1 h a TA.
Posteriormente, as amostras foram desidratados por meio de adicéo de acetonitrila (ACN) por
5 min. Em seguida, as proteinas foram reduzidas e alquiladas em solugdes de 100 mM de
bicarbonato de aménio, contendo 10 mM de DTT por 30 mim a TA, e 50 mM de 1AA por 30
mim a TA no escuro, respectivamente. Posteriormente, as amostras foram lavadas com
solucdo de 100 mM de bicarbonato de amoénio (AMBIC), desidratados por meio de adicdo de
ACN por 5 min, e rehidratados com solu¢cdo de 100 mM de AMBIC. A digestdo enzimatica
foi realizada pela adicdo de 20 ng L™ de tripsina (grau de sequenciamento, Promega,
Madison, EUA). Os fragmentos foram reidratados na solu¢do contendo tripsina por 30 min
em banho de gelo e apéds, a 37°C por 16 h. Finalmente, os peptideos foram extraidos em
solucdo contendo 5% de éacido férmico por uma vez, e 5% de &cido formico mais 50% ACN
por 10 min a TA por duas vezes. Os sobrenadantes foram coletados e adicionados no mesmo

tubo, sendosecos, e 0s peptideos ressuspendidos em 0,05% de acido trifluoroacético (TFA).
4.13 Fracionamento e analise dos peptideos:

As misturas peptidicas resultantes do processo de digestdo foram solubilizadas em 1%
de &cido férmico, e transferidas para tubos especificos para realizacdo da espectrometria de
massas. O sequenciamento das proteinas foi conduzido em plataforma LC-MS/MS em
espectrometro de massas com fonte de ionizacdo por ESI e analisador de massas hibrido Q-
TOF Ultima API (Waters, Micromass, Massachusetts, EUA), acoplado a um sistema on-line
de HPLC capilar CaplC XE Pump (Waters). Os peptideos resultantes da digestao in-gel foram
separados por coluna Symmetry C18 em tampdo A (0,1% de acido férmico; 5% ACN em
agua Milli-Q) com um gradiente linear de 90 min com 0-80% do tampéo B (0,1% de acido
formico; 5% ACN em agua Milli-Q). A ionizacdo por ESI foi realizada com a voltagem da

fonte ajustada para 3,0 KV e temperatura do cone igual a 90°C, na presenca de 5 psi de
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Nitrogénio. A energia de colisdo por gas Argbnio foi mantida em 15 psi. Todos os pardmetros
foram definidos através do programa MassLynx 4.1 SCN662.

4.14 Anédlise dos espectros de massa e identificacdo de proteinas:

Os espectros MS/MS gerados pelo sequenciamento dos peptideos obtidos em cada
ciclo de analise foram convertidos em um unico arquivo tipo .mgf e processados pelo
programa MASCOT MS/MS ion Search (Matrix Science, Londres, Reino Unido), Este
programa calcula uma pontuacdo para cada proteina encontrada a partir da probabilidade
daquela identificacdo ser um evento aleatdrio. As buscas foram realizadas nos bancos de
dados NCBI através do programa MASCOT v.2.2 (Matrix Science) instalado nos servidores
locais. As configuracdes de busca foram: 50 ppm para tolerancia de massas do ion precursor e
0,2 Da para os fragmentos. Foi permitido uma falha na fragmentacéo e carbamidometilagdo

da cisteina e oxidacdo de metionina foram adicionadas como modifica¢Ges variaveis.

4.15 Quantificacdo dos Flavanols:

A quantificacdo dos flavanols foi realizada pela mesma empresa (Mars Incorporated)
onde a fermentacdo para este experimento foi conduzida. O procedimento foi realizado
conforme o protocolo desenvolvido por Kelm et al., (2006) em HPLC d fase normal e

espectrdmetro de massas.

4.16 Andlise sensorial:

4.16.1: Preparacdo dos liquors (realizada na Fazenda Almirante, Mars Center for Cocoa
Studies, Itabuna, BA) :

As améndoas fermentadas e secas dos diferentes clones foram separadamente
guebradas em pequenos fragmentos (nibs) em moinho apropriado. Posteriormente foram
separados testa, germe e cotiledones, por diferenca de densidade, com auxilio de coluna de ar
e por peneiragem. Os nibs obtidos foram torrados e moidos (triturados) em moinho

apropriado e refinados para a obtengdo dos liquors de cacau.
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4.16.2: Anélise sensorial:

A analise sensorial foi realizada por um provador perito (expert assessor Ed Seguine)
da empresa Mars Incorporated (EUA), sendo este um provador qualificado com um alto grau
de sensibilidade sensorial e experiéncia na metodologia de andlise sensorial, capaz de realizar
ensaios consistentes e repetiveis em chocolates, tendo desenvolvido uma tabela (mostrado nos
resultados) com os atributos a serem testados para qualidade do sabor de chocolate. Os liquors
foram identificados por meio de cddigos de trés digitos numéricos aleatdrios, apresentados de
forma monédica seqiiencial e segundo um delineamento de blocos incompletos casualizados

totalizando 5 repeticdes de prova para cada amostra (MEILGAARD et al, 1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Experimento de fermentacdo na Fazenda Almirante, Mars Center for Cocoa Studies:

Em outubro de 2008, foi montado um experimento na Fazenda Almirante (Barro
Preto, BA), pertencente ao Mars Center for Cocoa Studies, onde foi realizado o processo de
fermentacdo e as amostragens necessarias. Os genotipos foram escolhidos baseados na
disponibilidade de frutos em quantidades suficientes para realizar as fermentacfes. Esses
genotipos supostamente contrastam para qualidade do sabor e aroma de chocolate em anélises
conduzidas pela empresa previamente, sendo SIAL 70 com os melhores atributos para
qualidade e sabor e aroma de chocolate, 0 Catongo com atributos intermediarios, e o clone
CCN 51 com valores inferiores quanto a qualidade do sabor e aroma de chocolate.

As sementes dos trés gendtipos foram fermentadas por cinco dias (120 h), o processo
de fermentacdo ocorreu de forma normal, com elevacdo de temperatura nos dias esperados.
Em relacdo a mudanca de cor, as sementes indicam que a fermentacdo ocorreu normalmente
com as alteracdes esperadas. As sementes violaceas de SIAL 70 e CCN 51 (Figuras 4 e 6) se
tornaram marrons, enquanto que a de Catongo (brancas; Figura 5) se tornaram marron mais
claro. A intensificacdo da coloragdo marrom com a fermentacdo e secagem devem-se as

reacOes de oxidagdo que ocorrem nestas etapas.

0Oh l4h 48 h 72 h
‘- lZOL '

Figura 4 - Amostras de sementes da variedade SIAL 70 liofilizadas e sem testa. Sem

fermentagdo (Oh); 24; 48; 72; 96; 120 h de fermentagdo e sementes ap0os a secagem
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Figura 5 - Amostras de sementes da variedade Catongo liofilizadas e sem testa. Sem
fermentacdo (Oh); 24; 48; 72; 96; 120 h de fermentagdo e sementes ap0os a secagem

Figura 6 - Amostras de sementes da variedade CCN 51 liofilizadas e sem testa. Sem

fermentagdo (Oh); 24; 48; 72; 96; 120 h de fermentag&o e sementes ap0s a secagem

5.2 Selecéo de metodologia de extracdo de proteinas de cotilédones de Theobroma cacao
e sistema de eletrotorese bidimensional:

Em trabalho anterior do nosso grupo (dados ndo publicados), foi desenvolvido um
método de extracdo de proteinas baseado na extracdo acida com TCA descrita por Damerval
et al., 1986, com algumas modificacdes. Esse protocolo foi entdo testado para as novas

amostras de T. cacao, mas se revelaram com um perfil protéico de qualidade inferior ao
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esperado, com uma quantidade de spots menor e com menor resolucdo do que as j& analisadas
(Anexo A). Proteinas, lipidios e amido sdo as principais fontes de reserva de energia em
sementes, sendo sintetizadas em abundéncia durante o desenvolvimento dos cotilédones
(YANG et al., 2007). Carboidratos, como o amido, podem bloquear os poros dos geis de
acrilamida, causando precipitacdo, aumento no tempo de focalizagdo, rastros e perda de
proteinas durante a focalizacédo isoelétrica (CARPENTIER et al., 2005).

Segundo Alfenas et al., (1998), um dos problemas encontrados na extracdo de
proteinas e enzimas de plantas é a presenca de compostos fenolicos liberados durante a
maceracdo do tecido. Tais fendis, quando descompartimentalizados, sdo prontamente
oxidados a quinonas por enzimas da propria planta (polifenoloxidases e peroxidases). Tanto
0s compostos fendlicos ndo oxidados quanto as quinonas reagem com as proteinas, e inativam
as enzimas ou alteram a mobilidade das moléculas de proteinas, o que resulta em artefatos no
gel. Em estudos com cacau, Pirovani et al., 2008, também relataram problemas para definir
boas condi¢cBes na preparacdo de proteinas antes do IEF ou gel 2-DE gel, pois 0s
polissacarideos interferiam nas analises contaminando o extrato de proteinas. Para superar
este problema, desenvolveram um novo protocolo de extracdo de proteinas de cacau que
tentavam minimizar a presenca de tais compostos, o protocolo desenvolvido permitiu a
extracdo de proteinas de cacau sob condi¢cdes de desnaturacdo usando fenol em combinacao
com uma etapa de sonicacao.

Estudos comparativos do proteoma de um organismo por 2-DE requerem a
maximizacdo no nimero de spots detectados e a obtencdo de géis reprodutiveis. Existem
varios protocolos de extracdo de proteinas de plantas publicados, e quase sempre estes sdo
adaptados conforme o tecido analisado, a espécie e a proteina de interesse. As recomendacdes
sd0 que o método tenha como principio basico: ser o mais simples possivel, com
reprodutibilidade, e as modificacGes durante o preparo da amostra devem ser minimizadas,
pois podem resultar em artefatos no gel bidimensional (DUNN, 1993; GORG et al., 2004).

Varios protocolos publicados para analisar tecidos de plantas recalcitrantes, contendo
altos niveis de compostos interferentes, foram testados anteriormente e ndo demonstraram ser
eficazes em extratos de sementes de cacau. Entdo, duas metodologias de extracdo de proteinas
de cotiledones de T. cacao foram analisadas: a) solubilizacdo e precipitacdo em acido
tricloroacético (TCA) (Damerval et al., 1986), que ja estava sendo realizada, mas algumas
modifica¢Oes foram incorporadas e; b) extracdo bifasica em fenol, seguido de precipitacdo em
acetato de amonio CARPENTIER et al. (2005).
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Amostras de sementes ndo fermentadas de Catongo foram entdo utilizadas para
extracdo pelo método da extracdo acida onde é usado TCA (ANEXO B — painel A) e na
fenolica (Anexo B — painel B), e testadas por meio de gel bidimensional.

Embora ndo tenham sido verificados diferentes padrdes de distribuicdo da massa
molar (Mm) e pl entre as metodologias de extracdo avaliadas (Anexo B), houve variagdo no
nimero total de spots. Além disso, foram verificadas diferentes quantidades de spots
especificos, indicando que tais variacdes podem refletir a heterogeneidade fisico-quimica das
proteinas, e as distintas propriedades de solubilizacdo das metodologias testadas. O fenémeno
de comigracao de spots, ou padréo similar de distribuicdo eletroforética, € comum em anélises
bidimensionais de amostras protéicas complexas, e pode resultar em géis 2-D de baixa
resolucdo. Tal fato, associado as impurezas e rastros presentes nos géis, podem interferir na
visualizacdo e deteccdo dos mesmos, gerando mapas 2-D com baixo nimero de spots.

Os resultados mostrados no Anexo B confirmaram melhor eficiéncia na extracdo de
proteinas pelo método da extracdo &cida onde é usado TCA, pois com esta metodologia a
presenca de rastros foi menor do que a encontrada pelo método da extracdo fendlica e também
a resolucdo dos spots se mostrou melhor. Esta auséncia de rastros é de extrema importancia
para a analise dos spots pelo programa Image Master 7.0 onde cada spot deve ser identificado
para PM e pl, e onde também é determinado seu volume, sendo assim a presenca destes
rastros influenciaria na determinacdo destes resultados. A minimizacdo dos rastros é
importante também para a retirada dos spots e posterior digestdo com tripsina para o
sequenciamento das proteinas atraveés da espectrometria de massas. Portanto, optou-se entdo
pela extracdo de proteinas de reserva pelo método da extracdo acida.

Apesar da melhoria na eficiéncia na eliminagcdo de compostos interferentes, que geram
os rastros durante a segunda dimenséo, a quantidade e resolucdo dos spots, e reprodutibilidade
dos géis continuavam sendo insuficientes,.Para tentar resolver estes problemas, foram
estudadas novas concentracdes de reagentes, utilizacdo de kit comercial de limpeza de
proteinas, e outras condicdes de focalizacdo das fitas e coloracdo dos geis. Para melhorar a
solubilizacdo e visualizagdo das proteinas focalizadas nas fitas, o tempo de exposi¢do ods
extratos proteicos na solugdo de reducéo antes de ser transferida para a segunda dimenséo foi
aumentado de 15 min para 30 min. Houve uma melhora significativa na resolugdo dos spots
(Anexo C), mas ainda ndo foi satisfatoria para a sequéncia das analises. A separacdo das
proteinas totais pela focalizacdo isoelétrica, revelou que a faixa de pH muito ampla diminui a

eficiéncia de separacdo dos spots, além de prejudicar o sequenciamento, uma vez que mais de
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uma proteina poderia ser encontrada por spot. Pode ser observado (Anexo C) que o0 maior
namero de spots bem corados localizam-se entre os pHs 4 e 8. Portanto, fitas que abrangiam
somente a regido de pH 4-7 foram testadas para separacdo das proteinas, o que melhorou a
separacdo dos spots.

As condicBes necessérias para coloragdo dos géis com Coomassie Brilliant Blue G-
250 ndo foram satisfatdrias para identificacio de um nlmero expressivo de spots,
reprodutibilidade e repetibilidade dos géis, assim sendo, para aumentar a sensibilidade do
método, foi utilizada a coloracdo com prata que é mais sensivel, requerendo uma menor
quantidade de proteina durante a focalizacdo. A coloracdo utilizando o método que contém
nitrato de prata mostrou-se superior aos géis corados com Coomassie Brilliant Blue G-250
(Anexo D).

Estas novas condicfes de separacdo e coloracdo ainda revelaram a presenca de rastros
verticais, possivelmente devido ainda a presenca de compostos fendlicos e/ou polissacarideos
contaminantes ainda presentes nas amostras. Para minimizar estes interferentes, as amostras
passaram por um processo de limpeza com a utilizacdo do kit 2D- Clean-up (GE Healthcare).
Apbs este processo, ainda foram observados (como visualizados no Anexo E) a presenca de
rastros, que poderiam ser devidos a um choque eletrosmético provocado pela auséncia de
compostos anteriormente presentes nas amostras, que interferiam na migracdo das proteinas
durante a focalizagcdo. Assim uma diminui¢do gradativa da voltagem total acumulada de 62
kV h™ foi testada. Com o resultado obtido (Anexo F), onde a voltagem acumulada de 40 kV
h™* foi considerada satisfatoria, ja que os géis ndo apresentavam mais rastros e a resolucéo dos
spots estava adequada. As analises foram entdo conduzidas em triplicata bioldgica para cada
um dos genotipos e nos trés momentos escolhidos para o estudo, a figura 7 exemplifica uma
das triplicatas obtidas, neste exemplo, a triplicata obtida para o genotipo SIAL 70 antes do

inicio da fermentacdo.
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Figura 7 - Géis bidimensionais (em triplicata) de proteinas totais de sementes de cacaueiro SIAL 70
sem fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE
(12,5%), seguido de coloragdo com nitrato de prata

5.3 Avaliacéo da degradacao protéica por SDS-PAGE durante a fermentacéo:

Ap0s otimizaces dos protocolos de extracdo de proteinas, IEF e segunda dimenséao
para as sementes de Catongo antes da fermentagdo, foram realizadas extracdes das proteinas
totais dos trés genotipos (SIAL 70, Catongo e CCN 51) em todos 0s tempos de amostragem
(0, 24, 48, 72, 96 e 120 h), como também das sementes secas pos-fermentacdo. Os perfis
protéicos totais foram visualizados em SDS-PAGE (Figura 8) para que o0 momento inicial da
degradacdo protéica pudesse ser observado e entdo analisado por gel bidimensional. As
analises das proteinas totais de sementes das trés variedades indicaram que a fermentacéo foi
concluida ao final de 120 h (Figura 8), com uma tipica degradacdo total de proteinas. Nas trés
variedades estudadas, as proteinas totais de peso molecular acima de 20 kDa foram
aparentemente degradadas apds 120 h de fermentacdo, enquanto que proteinas menores que
15 kDa e/ou oligopeptideos resultantes da digestdo permaneceram. A maior degradacdo das
proteinas foi detectada apds 72 h de fermentagdo, 0 mesmo periodo descrito por Amin et al.
(1997). Diferentemente, Biehl, Wewetzer e Passern (1982) relataram a ocorréncia de
proteolise na fermentacdo das sementes de cacau apos 48 horas. Estas diferencas de tempo
podem derivar de varia¢Bes nas praticas de fermentagdo, tais como o regime de revolvimento
das sementes e/ou fatores de pré-fermentacdo, como o tempo de colheita e grau de maturidade
das sementes (BIEHL; WEWETZER; PASSERN, 1982; AMIN et al., 1997). Durante a
fermentacao, as proteinas de reserva da classe vicilina entre 42 e 56 kDa aparentemente foram
degradadas ap6s 96 h (Figura 8), similarmente ao observado por Spencer & Hodge (1991),

que relataram a degradacdo das proteinas de 40 e 55 kDa neste mesmo periodo de
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fermentagdo. Particularmente, a albumina inibidora de tripsina tipo Kunitz de 21 kDa,
caracterizada por Spencer & Hodge (1992), foi mais resistente a protedlise, corroborando com
o relatado anteriormente por AMIN et al. (1997). As proteinas comecaram a ser degradadas
com 72 horas de fermentacdo (Figura 8), sendo entdo o tempo escolhido na fase intermediaria

da fermentacdo para analises em géis bidimensionais.
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Figura 8 - Andlise de gel SDS-PAGE de proteinas totais de sementes de cacaueiro indicando a
evolugdo da degradagdo protéica durante a fermentacdo e secagem das sementes dos gendtipos SIAL
70 (A), Catongo (B) e CCN 51 (C). Linhas representam: peso molecular padrdo (P); amostras
coletadas (0, 24, 48, 72, 96 e 120 h durante a fermentagdo) e apds a secagem. Como referéncia foi
usada uma classe de proteinas com peso molecular similar a uma vicilina (47 kDa) e uma albumina
(21 kDa)

5.4 Variacdo no conteudo de proteinas e caracterizacdo dos mapas protéicos:

Foram conduzidas as andlises dos géis bidimensionais com pH 4-7 L em triplicata
bioldgica para proteinas de sementes dos trés genotipos amostrados antes do inicio da
fermentagdo, com 72 e 120 h do processo de fermentacdo. Os géis foram analisados pelo
programa Image Master 2D 7.0 Platinum. As areas extremas dos géis que possuiam apenas
rastros ou streaking foram recortadas pelo programa para facilitar nas analises das imagens,
evitando-se assim a deteccdo de falsos spots. Antes da detecgdo automaética, a intensidade,
volume e saliéncia dos spots (grande, pequeno, intenso, fraco) foram observados em area
delimitada do gel (prevéem modo), e os parametros foram modificados para melhor
visualizacdo dos spots, antes de sua deteccdo final (numero de smooths, 2-3, salience em
torno de 10-30 e maximum minimal area). Foi realizada também uma edi¢cdo manual, com
remocdo dos spots que ndo apresentaram repetibilidade e adi¢cdo de spots que ndo foram

idenficados pelo programa. Para a determinacdo da quantidade relativa de cada spot foi
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utilizada a ferramenta de normalizagdo do volume, quando cada spot normalizado representa a
porcentagem que a proteina ocupa no gel, e o volume de cada spot foi dividido pelo volume
total de todos os spots no gel e multiplicado por um fator constante de valor 100, que produz
uma porcentagem de volume de cada spot. Pelo programa foram estimados as massas
moleculares e os pontos isoelétricos. Em todos os géis analisados, os pardmetros do programa
aplicados no ajuste da anélise foram mantidos constantes.

A comparacao entre géis foi feita de forma automatica, apds o estabelecimento de um
gel de referéncia, e depois de identificar varios pontos de referéncia nos géis. Nessa
ferramenta do programa, o gel de referéncia se sobrepde aos outros géis, alinhando os spots,
mas algumas corre¢Bes manuais nesta etapa também foram necesséarias em decorréncia das
deformidades intrinsecas de cada gel. O software permitiu localizar, quantificar e fazer
matching dos spots de proteinas entre os géis.

Para processamento, foi gerada uma lista de todos os spots visualizados contendo
dados como intensidade normalizada (% de cada spot), background e os valores
experimentais do pl da primeira dimensdo e massa molecular da segunda dimenséo de todos
os spots (pl e PM tedricos), permitindo a comparacdo dos dados obtidos entre os géis e

identificacdo dos spots diferenciais e comuns.

5.4.1 Andlise das proteinas totais das sementes dos genotipos de T. cacao durante a

fermentacao:

5.4.1.1 SIAL 70:

As analises dos mapas 2-D das proteinas de sementes de SIAL 70 antes da fermentagdo das
sementes (0 h) mostra a presenga de um grande numero de proteinas, com cerca de 698 spots
(Figura 9). Apo6s 72 h de fermentacdo, foram detectados 86 spots, representando uma reducédo
de 87,6 % no nimero total de spots (Figura 10), e com 120 h de fermentacdo foram detectados
30 spots (Figura 11), representando uma reducdo de 95,7 % quando comparado com 0 inicio
da fermentacéo, e de 31,2 % quando comparado com 72 h de fermentacdo, com uma grande
reducdo de spots , mais acentuada até as 72 h de fermentacdo. O diagrama de Venn (Figura
12), ilustra a relacdo dos spots comuns entre os periodos de amostragem. Pelo diagrama, nota-
se que dos spots encontrados durante todo o periodo de fermentagdo, 12 spots sdo comuns aos
trés periodos analisados, estes spots estdo presentes somentes nas faixas mais acidas de pH
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(até 5) e com pesos moleculares entre 15 e 25 kDa, indicando portanto a presenca da albumina

de 21 kDa até o final da fermentacgdo, 623 sdo exclusivos do inicio do processo (0h), 24 spots

somente aparecem com 72 h de fermentacéo e 5, somente com 120 h (Figura 12). O fato de

alguns spots estarem presentes somentes com 72 e 120 h de fermentacdo deve-se

provavelmente ao fato da degradacdo protéica que ocorre durante a fermentacdo, gerando sub-

produtos (oligopeptideos) com pl e peso molecular distintos.
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Figura 9 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro SIAL 70 sem fermentacéo,

analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de

coloragdo com nitrato de prata
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Figura 10 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro SIAL 70 com 72 horas de
fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),
seguido de colora¢do com nitrato de prata
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Figura 11 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro SIAL 70 com 120 horas de
fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),
seguido de coloragdo com nitrato de prata
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Figura 12 - Diagrama de Venn de T. cacao da variedade SIAL 70 entre os periodos de amostragem

durante a fermentagdo (0, 72 e 120 h)

5.4.1.2 Catongo:

As andlises de imagens dos perfis protéicos das sementes nos cotilédones de Catongo
antes da fermentacdo das sementes (0 h) mostraram a presenca de cerca de 589 spots (Figura
13). Apds 72 horas de fermentacdo, foram detectados apenas 90 spots, representando uma
reducdo de 84,7 % no numero total de spots (Figura 14), e com 120 h de fermentacdo, foram
detectados 34 spots (Figura 15) representando uma reducdo de 94,2 % quando comparado
com o inicio da fermentacdo e de 37,7 % quando comparado com 72 h de fermentag&o,
semelhante a encontrada para a variedade Sial 70. O diagrama de Venn (Figura 16) representa
a relacdo dos spots durante a fermentacdo, 17 spots sdo comuns aos trés periodos analisados e
estdo na mesma localizacdo dos spots encontrados en SIAL 70, 407 pertencem ao inicio do
processo de fermentagdo (Oh), 8 spots somente aparecem com 72 h de fermentagdo e 7,
somente com 120 h.
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Figura 13 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Catongo sem fermentagé&o,

analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de

coloragdo com nitrato de prata
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Figura 14 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Catongo com 72 horas de

fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),

seguido de coloragdo com nitrato de prata
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Figura 15 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Catongo com 120 horas de

fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),

seguido de coloragdo com nitrato de prata

Figura 16 - Diagrama de Venn de T. cacao da variedade Catongo entre os periodos de amostragem

durante a fermentacéo (0, 72 e 120 h)
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5.4.1.3 CCN 51:

Os mapas 2-D das sementes dos cotilédones de CCN 51 antes da fermentacdo das
sementes (0 h) revelaram a presenca de 373 spots (Figura 17). Apds 72 h de fermentacéo,
foram detectados 226 spots, 39, 4 % menor que o numero total de spots (Figura 18), e com
120 h de fermentacdo foram detectados 178 spots, 47,7 % menor comparado com o inicio da
fermentacdo e 78,7 % quando comparado com 72 h de fermentacdo (Figura 19), mostrando
reducdo no numero spots, mas ndo tanto grande quando comparado com as outros dois
genotipos analisados. Nesta variedade, o diagrama de Venn (Figura 20) ilustra a presenca de
47 spots comuns aos trés periodos analisados; 174 pertencem exclusivamente ao inicio do
processo de fermentacdo (0 h); 62 spots estdo presentes somente com 72 h de fermentacgéo; e
94, somente com 120 h. O genotipo CCN 51 foi o que apresentou maior variacdo na relacao
de spots durante o processo de fermentacdo. Alguns dos spots que estdo presentes somentes
com 72 e 120 h de fermentacdo sdo possivelmente consequéncias do processo degradativo que

ocorre com as proteinas durante a fermentacéo.
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Figura 17 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro CCN 51 sem fermentagé&o,
analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de
coloragdo com nitrato de prata
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Figura 18 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro CCN 51 com 72 horas de

fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),

seguido de colora¢do com nitrato de prata
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Figura 19 - Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro CCN 51 com 120 horas de
fermentacdo, analisadas 150 pg de proteina em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%),

seguido de coloragéo com nitrato de prata
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Figura 20 - Diagrama de Veen de T. cacao da variedade CCN 51 entre os periodos de amostragem

durante a fermentagdo (0, 72 e 120 h)

Durante a fermentacdo das sementes dos trés genotipos estudados houve reducdo
importante no numero de spots, sendo mais acentuada nas variedades SIAL 70 e Catongo. A
evolucdo dos mapas 2D-PAGE demonstram que algumas proteinas sdo protegidas contra a
proteolise, particularmente aquelas com pl acido. Biehl et al. (1982) forneceram evidéncias de
que a proteina de 21 kDa inibidora de tripsina ndo seria degradada durante a fermentagéo. Os
resultados presentes sugerem que a protedlise da proteina ocorre, mas apenas de forma
limitada. Inimeros fatores podem contribuir para produzir uma protecdo contra a proteolise,
incluindo as propriedades moleculares e funcbes da proteina, a sua localizagdo celular e a
influéncia do pH ou reacdes de escurecimento enzimatico. No caso dos inibidores de protease,
estes sdo geralmente conhecidos por serem resistentes a pH extremos e enzimas proteoliticas
(RICHARDSON, 1991; LERCERTEAU, 1999). Inibidores de tripsina do tipo Kunitz
geralmente tém sido descritos como sensiveis ao calor (VOGEL et al., 1968; LERCERTEAU,
1999), mas podem resistir a temperatura de fermentacéo.

Localizacdo espacial pode explicar o rapido desaparecimento dos componentes das
proteinas de reserva localizadas proximas a epiderme e possivelmente, a protecdo de outras
gue podem estar localizadas no centro da semente (BIEHL et al., 1982). A protedlise que
ocorre durante a fermentacdo depende do estado de biossintese celular e dos aparelhos
catabdlicos. OpiniGes divergem quanto ao inicio deste processo, que pode comecar a ocorrer
antes morte do embrido (BAREL e VINCENT, 1983; LERCERTEAU, 1999) ou somente
apos (BIRCH, 1941; FORSYTH et al., 1958). O inicio de fermentacdo esta associado com o
aumento da temperatura e acidez. Foi relatado que sdo necessarias de 24 a 36 horas de
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fermentagdo para atingir uma temperatura de 45°C (BIEHL e PASSERN, 1982). A producao
dos acidos latico e acetico ocorre durante os primeiros 2 e 3 dias de fermentacdo da polpa
(ROELOFSEN, 1958; LERCERTEAU, 1999), e estes acidos sdo subsequentemente
absorvidos pelas sementes. Isto estd associado a uma fase de desagregacéo celular, perda de
compartimentalizacdo e absor¢do de agua, que sdo esperados facilitar a quebra de proteinas
por proteases. O processo de descompartimentalizacéo, no entanto, tem também sido relatado
na liberagdo de compostos polifenolicos, tornando possiveis reacBes entre 0s compostos e
proteinas, tornando insollvel o Gltimo por escurecimento fendlico (ZAK e KEENEY, 1976;
LERCERTEAU, 1999). Um processo bifasico é assim sugerido durante o qual o inicio da
degradacdo celular é seguido por uma estabilizacdo de certas proteinas devido ao fenémeno

de escurecimento.

5.4.2 Anélise dos gendtipos de T. cacao em cada momento da fermentacéo:

5.4.2.1 Sementes frescas:

A 2-DE permite a deteccdo de propriedades fisico-quimicas das proteinas fracionadas,
como por exemplo a massa molecular relativa (Mr) (CHEN e HARMON, 2006). Antes da
fermentacdo houve diferencas entre o nimero de spots detectados, mas os perfis de
distribuicdo dos spots ndo diferiram para o peso molecular entre 0s genotipos.

As analises 2-D antes da fermentacdo (0 h) mostram variacdo no nimero total de spots
detectados entre genotipos, SIAL 70, Catongo e CCN 51. O SIAL 70 foi o que apresentou 0
maior nimero de spots detectados (698 spots), enquanto que Catongo apresentou 589 e CCN
51 apenas 373 spots. Esta variacdo no nimero de spots ocorreu dentro de cada gendtipo em
todas triplicatas, mostrando que n&o houve problemas com o processo de fermentagdo na
degradacéo de proteinas.

Pela analise de imagens, antes do inicio da fermentacdo foram detectados 296 spots
(42,4 %) comuns aos trés gendtipos (Figura 21, spots em verde). As proteinas totais de
sementes de SIAL 70 demonstraram 291 spots exclusivos (Figura 22, spots em verde),
enquanto que Catongo apresentou 96 exclusivos (Figura 23, spots em verde), e CCN 51
apresentou apenas 25 spots exclusivos (Figura 24, spots em verde). O diagrama de Venn
(Figura 25) ilustra a relagdo dos spots exclusivos e comuns entre 0s gendtipos antes do inicio
da fermentacéo.
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Figura 21 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a
deteccdo de spots comuns (em verde) aos trés gendtipos para trés genotipos, baseada na imagem de

SIAL 70 antes do inicio da fermentacao
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Figura 22 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a
detec¢do de spots exclusivos de SIAL 70 (em verde), baseada na imagem de SIAL 70 antes do inicio

da fermentagdo
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Figura 23 - Anélise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgdo de spots exclusivos (em verde) em Catongo antes do inicio da fermentacédo
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Figura 24 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a
detecgdo de spots exclusivos (em verde) em CCN 51 antes do inicio da fermentacéo
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Sial 70

Catongo

Figura 25 - Diagrama de Venn indicando o nimero de spots de proteinas de sementes de cacaueiro

comuns e/ou exclusivas aos trés genotipos de T. cacao antes do inicio da fermentacao

As sementes de T. cacao contém duas fracGes proeminentes de proteinas de sementes
(VOIGT, 1993). A primeira, a fracdo albumina, com uma aparente componente principal de
massa molecular de 21 kDA . O gene codificador da principal proteina da fracdo albumina (o
polipeptideo inibidor de tripsina de 21 kDa) correspondente a 21% do total de proteinas das
sementes) foi o primeiro gene a ser clonado e seqlienciado, e com alta similaridade com
inibidores de tripsina tipo Kunitz, sugerindo tratar-se de um inibidor de proteases (SPENCER,;
HODGE, 1991; TAl et al., 1991, PAULILLO, 2004). Posteriormente, utilizando-se a proteina
de 21 kDa das sementes de cacau purificada, confirmou-se tratarem-se realmente de um
inibidor de tripsina com atividade inibitoria duas vezes maior que o inibidor de tripsina de
soja do tipo Kunitz (DODO et al., 1992; PAULILLO, 2004). Inibidores de proteases estdo
presentes em sementes de muitas espécies de plantas, onde possam atuar como compostos
anti-herbivoro, como armazenamento de enxofre; como reguladores de proteases enddgenas,
ou qualquer combinagdo destas funcdes (BAEK et al. 1994, HAMMOND et al. , 1984,
SILVA et al., 2005). Os inibidores serina-proteinase sdo uma classe bem caracterizada de
inibidores, que podem ser classificados em pelo menos 16 familias com base no mecanismo
de ligacdo a proteina-alvo e na sequiéncia de similaridade (BODE; HUBER, 1992; SILVA et
al., 2005). Entre os inibidores serino-proteinase, os inibidores da soja Bowman-Birk e
inibidores de tripsina Kunitz sdo dois dos melhores caracterizados (RYAN, 1990; SILVA et
al., 2005). De acordo com o Dodo et al. (1994), existem entre 5-7 cdpias do gene inibidor de
tripsina em T. cacao detectados pela analise Southern. Os genes codificadores do inibidor de

trpisina do tipo séo codificados por uma pequena familia génica em outras espécies de plantas
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(GARCIA-OMELDO et al. 1987; JOFUKU; GOLDBERG, 1989; RYAN, 1990; SILVA et
al., 2005). Silva et al., (2005) encontrou maltiplos alinhamentos de presumida sequéncia de
aminoacidos de um presumivel inibidor de tripsina em espécies de Theobroma e Herrania e
que demonstraram uma alta similaridade entre estas sequéncias, com as de T. cacao. A
seqliéncia de nucleotideos do clone obtido neste estudo de cacau foi idéntico ao anteriormente
caracterizado cDNA, validando a abordagem para identificar o gene inibidor de tripsina de
sequéncias de outras espécies. Nenhuma das seqliéncias nucleotidicas apresentou introns,
como descrito para o gene de T. cacao (SPENCER; HODGE 1991; TAI et al. 1991) e outros
genes de vegetais do inibidor de tripsina (ISHIKAWA et al. 1994; JOFUKU E GOLDBERG,
1989; SILVA et al., 2005).

A fracdo globulina é composta principalmente por proteinas do tipo vicilina, que
contém duas subunidades, com aparentes massas moleculares de 47 e 31 kDa e pequenos
constituintes com aparente massa molecular entre 15 e 14.5 kDa. Todos esses polipeptideos
sdo gerados por processos proteoliticos do precursor de 66 kDa (KRATZER et al, 2009).
Whitlock et al., (1999) concluiu que a falta de diversidade intra-individuais em seqtiéncias da
vicilina sugerem que esta é codificada por uma Unica seqiiéncia génica o que corrobora com a
observacdo de Spencer; Hodge (1991) de que apenas uma Unica banda é detectada pela
hibridagdo de analise Southern de DNA gendmico de T. cacao com uma sonda vicilina.

Similarmente ao encontrado na literatura, foi observado uma grande quantidade de
spots nas faixas de massa molecular descritas previmente. Também foi possivel notar
diferencas nos volumes dos spots em duas faixas de PM (47 e 31 kDa) onde os estudos
mostram ser da proteina vicilina responsavel pelos precursores de aroma de chocolate,
evidenciando assim diferencas nas quantidades da proteina vicilina entre os genotipos. Os
gendtipos SIAL 70 e Catongo possuem volumes mais proximos nestas duas faixas de pH
enguanto que em CCN 51 este volume foi consideravelmente menor e com auséncia de alguns

spots desta regido identificados nas outras duas variedades.

5.4.2.1 Apos 72 horas de fermentagéo:

Ap0s 72 horas de fermentacdo, as analises das proteians totais em gel bidimensional
mostraram que as sementes oriundas de SIAL 70 e Catongo apresentaram 0 mesmo numero
de spots detectados, 86. J& CCN 51 apresentou 214 spots revelando importante variacdo do
namero de spots quando comparada as outras duas variedades.
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Ap0s 72 horas de fermentacdo, foram detectados 52 spots comuns as sementes dos trés
genotipos (Figura 26, spots em verde), representando 16,5% de spots comuns. SIAL 70
apresentou 15 spots exclusivos (Figura 27, spots em verde); Catongo apresentou 28 spots
exclusivos (Figura 28, spots em verde), enquanto que CCN 51 apresentou 143 spots
exclusivos (Figura 29, spots em verde). O diagrama de Venn (figura 30) ilustra a relacdo dos
spots comuns ou exclusivos entre genotipos. Quando sdo comparadas, apenas as sementes de
SIAL 70 e Catongo possuem um maior percentual (31,9 %) de spots comuns com 72 horas de
fermentacdo, demostrando uma similaridade maior quanto a degradacdo de proteinas nesta
etapa da fermentacdo. Houve grande reducdo no volume de de proteinas maiores do que 25
kDa, sendo esta reducdo mais acentuada nos genétipos SIAL 70 e Catongo na faixa onde
estdo as globulinas entre 40 e 55 kDa (SPENCER; HODGE, 1992). Para CCN 51, esta
reducdo dos spots foi menor quando comparado aos outros dois genotipos estudados.

H& um grande nimero de spots (214) presentes na variedade CCN 51 nesta etapa da
fermentacdo sugerindo diferencas importantes entre o potencial de degradacdo das proteinas
de sementes entre os genoOtipos. Essa diferencas foram acentuadas e poderiam estar

associadas ao desenvolvimento do sabor e aroma de chocolate.
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Figura 26 - Andlise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a
deteccdo de spots comuns (em verde) para as trés variedades de T. cacao estudadas baseada na

imagem de SIAL 70 antes do inicio da fermentacéo
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Figura 27 - Anélise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgdo de spots exclusivos (em verde) em SIAL 70 com 72 h de fermentacéo
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Figura 28 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgéo de spots exclusivos (em verde) em Catongo com 72 h de fermentacao
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Figura 29 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a
deteccdo de spots exclusivos (em verde) em CCN 51 com 72 h de fermentacédo
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Figura 30 - Diagrama de Venn para as variedades de T. cacao com 72 horas de fermentacéo
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5.4.2.1 Apos 120h de fermentacéo:

As analises das imagens dos géis bidimensionais das proteians totais de sementes

apos 120 horas de fermentacdo demostram variacdo no nimero de spots detectados entre os

tres gendtipos.Foram detectados 30 spots para SIAL 70, 34 spots em Catongo e 178 spots

foram detectados em CCN 51.

Ap0s 120 horas de fermentacdo, foram detectados 16 spots comuns aos trés genotipos

(Figura 31, spots em verde),. As sementes fermentadas por 120 h de SIAL 70 apresentou 8

spots exclusivos (Figura 32; spots em verde), Catongo possuia 10 spots exclusivos (Figura

33; spots em verde), enquanto que CCN 51 apresentou 158 spots exclusivos (Figura 34; spots

em verde). O diagrama de Venn (figura 35) ilustra a distribuicdo de spots comuns entre

gendtipos ou exclusivos. A variacdo no numero de spots entre os genoétipos e a variagdo do

namero destes durante 0s momentos de fermentagdo estudados estdo exemplificados (Figura

36) e ressaltam as evidéncias ja descritas anteriormente.
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Figura 31 - Andlise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

deteccdo de spots comuns (em verde) para as trés variedades de T. cacao estudadas baseada na

imagem de SIAL 70 com 120 h de fermentacédo
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Figura 32- Andlise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgdo de spots exclusivos (em verde) em SIAL 70 com 120 h de fermentagéo
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Figura 33- Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgéo de spots exclusivos (em verde) em Catongo com 120 h de fermentacao
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Figura 34 - Anélise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro, indicando a

detecgdo de spots exclusivos (em verde) em CCN 51 com 120 h de fermentagéo
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Figura 35- Diagrama de Venn para as variedades de T. cacao com 120 horas de fermentacdo

Durante a fermentacédo, as proteinas de reserva da classe vicilina (para 0s genotipos
SIAL 70 e Catongo) aparentemente foram degradadas ap6s 120 h (Figuras 32 e 33),
similarmente ao observado por Spencer & Hodge (1992), que relataram a degradacdo destas
proteinas. Particularmente, a albumina inibidora de tripsina tipo Kunitz de 21 kDa,
caracterizada por Spencer & Hodge (1992), foi mais resistente a protedlise, corroborando com

o relatado anteriormente por AMIN et al. (1997).
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Figura 36 - Grafico do comportamento do numero de spots entre 0s gendtipos e em relacdo aos tempos
de fermentagdo (0, 72 e 120 h)

Quando sdo comparadas apenas as proteinas das sementes dos gendtipos SIAL 70 e
Catongo em termos de percentagem de spots comuns no final da fermentacdo, houve um
aumento (32,8 %), demostrando uma maior similaridade quanto a degradacdo de proteinas
durante a fermentacdo nesses genotipos. Houve uma maior quantidade de spots restantes na
variedade CCN 51 no final da fermentacdo. As proteinas ainda presentes nas variedades SIAL
70 e Catongo tendem a ser mais acidas, com a degradacdo caracterizada pelo desaparecimento
de quase todas as proteinas neutras ou basicas (pl > 5.5), e também da poucasproteinas acidas.
Na variedade CCN 51 ndo ocorre o mesmo perfil de degradacdo, havendo proteinas na faixa
de pl 6,5.

Esta menor degradacdo proteica pode estar relacionada com uma menor atividade
enzimatica de proteases nas sementes do genotipo CCN51 durante o processo de degradagéo.
Outra possibilidade pode ser devido as caracteristicas da testa, afetando o tempo de entrada
dos &cidos organicos formados durante a fermentagdo, e em consequéncia retardar, a ativacao
de enzimas, como por exemplo a endoprotease aspartica que tem seu pH étimo a 3,5. Em um
estudo sobre diferencas na atividade enzimatica entre alguns genétipos de T. cacao, Hansen et
al. (2000) concluiram que existem diferengas significativas nas atividades enzimaticas em
certos gendtipos. Entretanto, ndo foi estabelecida uma relacéo geral entre o potencial de sabor
de um gendtipo e niveis de enzimas chaves em sementes ndo fermentadas. Estes mesmo
autores também concluiram que em geral o nivel de atividade enzimatica presente em

sementes ndo fermentadas ndo é um fator limitante para uma 6tima formacéo dos precursores
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de aroma durante a fermentagdo. Outros fatores, como a sequéncia e acessibilidade das
proteinas de reserva, destruicdo da compartimentalizacdo celular, mobilizacdo enzimética e
mudancas na polpa e testa durante a fermentacdo podem desempenhar significantes papéis na

formacéo dos precursores de aroma.

5.5 Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas:

Devido a limitacdo de acesso ao equipamento espectrometro de massa, foi necessario
restringir as analises de identificacdo de proteinas a cem amostras. Para tal, optou-se por
selecionar os spots mais abundantes em percentual de volume e intensidade dos mapas 2-D, e
também, a partir de dados sobre degradacdo proteica durante a fermentacdo. Visando a
identificacdo de spots comuns e diferencialmente expressos nos trés genotipos de T. cacao
antes do inicio da fermentacdo, dos 296 spots comuns presentes, 70 spots foram selecionados
(Figura 37). Para a identificacdo dos spots diferencialmente expressos foram selecionados 12
spots exclusivos de SIAL 70 (Figura 38), 2 spots de CCN 51 (Figura 39), 6 spots de Catongo
(Figura 40) e 10 spots presentes em Catongo e CCN 51 (Figura 41). Os spots correspondentes
nos géis 2-D foram excisados, digeridos e analisados em espectrdmetro de massas. Dos spots
selecionados, 89 % tiveram sua identidade estabelecidas em buscas pelo programa MASCOT.
A estratégia adotada mostrou-se bem sucedida.
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Figura 37- Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Sial 70, 0s spots

sequenciados estdo indicados com setas e referem-se as proteinas comuns dos trés genotipos e estdo

descritas na Tabela 2
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Figura 38 - Anélise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Sial 70, 0s spots

sequenciados estdo indicados com setas, sdo exclusivos deste gendtipo e referem-se as proteinas

descritas na Tabela 6
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Figura 39 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Catongo, 0s

spots sequenciados estdo indicados com setas, sdo exclusivos deste genétipo e referem-se as proteinas
descritas na Tabela 7
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Figura 40 - Analise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro CCN 51, os

spots sequenciados estdo indicados com setas, sao exclusivos do genotipo e referem-se as proteinas
descritas na Tabela 8

70



pl
4 7 kDa

=220
i : -100
- .- g - 4 \ \. “ s - . :
.y .' ....o ‘\‘ \ Tes o 1 _ 60
‘o . " m:
96-’.%97 0. - 2 “‘OP
el
9;—»- -‘/,ﬂ . T 98 9%
[=— s o L -30
"‘* ' p A3 7, Q
< W i - » ° ‘ = 20
— R L e 'y -10

Figura 41 - Andlise de gel bidimensional de proteinas totais de sementes de cacaueiro Catongo, 0s
spots sequenciados estdo indicados com setas e referem-se as proteinas descritas na Tabela 9

5.5.1 Identificacdo das proteinas comuns aos tres genétipos em sementes frescas:

Dos 70 spots comuns analisados, foram obtidas identificacdes para 64, representando
23 classes de proteinas. Entre elas foram encontradas 21kDa, vicilina, asparto proteinase;
ascorbato peroxidase, cafeina sintase, entre outras (Tabela 2).

Algumas proteinas, como vicilina e 21 kDa foram identificadas em varios spots. Esse
comportamento protéico é relatado por vérios trabalhos que utilizam a eletroforese
bidimensional para o sequenciamento de proteinas. Mathesius et al. (2001), em anélise
protedmica de raiz de Medicago truncatula, identificaram uma mesma proteina em varios
spots. No proteoma de Pinus, 40% das proteinas identificadas foram encontradas em mais de
um spot (GION et al., 2005). A enzima S-adenosilmetionina Sintetase, por exemplo,
apresentou similaridade a 14 spots (GION et al., 2005).

As espécies de eucariotos superiores utilizam mecanismos de edicdo de RNA, splicing
alternativo, promotores alternativos e modifica¢fes pos-traducionais (PTM) para produzir
multiplas isoformas de proteinas de um mesmo gene (GODOVAC-ZIMMERMANN et al.,

2005). Esses mecanismos ou até mesmo degradacdo das proteinas pela manipulacdo das
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amostras (HERBERT et al., 2001), podem ser apontados como possiveis causadores da
presenca de multiplos spots de uma mesma proteina (JORGE et al., 2005).

Os mecanismos de PTM como a fosforilacdo, acetilacdo, alquilacdo, metilacdo dentre
outras, adicionam grupos funcionais que alteram a atividade, conformacéo e interacdes de um
grande numero de proteinas (MANN e JENSEN, 2003). Mais de 300 sitios de fosforilagcdo
foram encontrados no proteoma de membrana de Arabidopsis (CHEN e HARMON, 2006).
No splicing alternativo, 0 mRNA pode ser seletivamente processado e traduzido em proteinas
com diferencas estruturais e funcionais (MACKNIGHT et al., 2002). Evidéncias mostram que
a maior parte dos genes podem sofrer essas variagdes e resultam em multiplas isoformas
(ROBERTS et al., 2002).

A grande variedade de isoformas transcricionais e pds-traducionais podem
desempenhar diferentes funcdes e, ainda, a expressao de diferentes isoformas de uma mesma
proteina pela célula, um mecanismo central de controle. A expressdo de isoformas é o maior
mecanismo de regulacgéo celular (GODOVAC-ZIMMERMANN et al., 2005).
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Tabela 2: Lista de proteinas identificadas dos spots comuns nas trés variedades de T. cacao.

€L

Continua
Mascot PM (kDa) pl

C(?I'Pﬂ?.;trisa Proteina Acesso” Espécie  Escore® Pgﬁ;[lgidos Col(a(%tyra Tedérico  Observado  Tedrico  Observado
1 21 kDa P32765 T. cacao 3058 66 57 24 21 5,7 4.8
2 21 kDa P32765 T. cacao 2003 32 44 24 21 57 5,0
3 21 kDa P32765 T. cacao 640 15 48 24 21 57 53
4 vicilina Q43358 T. cacao 97 3 4 61 20 6,6 57
5 vicilina Q43358 T. cacao 97 3 4 61 21 6,6 57
6 21 kDa P32765 T. cacao 300 9 8 24 20 50 6,0
7 21 kDa P32765 T. cacao 193 6 36 24 26 57 47
8 aspartico proteinase QB8L6AS T. cacao 60 1 4 56 28 53 5,0
9 aspartico proteinase Q8L6AS8 T. cacao 1120 31 28 56 28 53 51
10 21 kDa P32765 T. cacao 20 1 5 24 24 57 55
11 Presumivel celulose sintase Q3Y9vVvs T. cacao 20 1 10 17 26 9,1 5,6
12 Como triosefosfato isomerase Q3HRV9 tubefbsum 235 4 19 27 26 5,9 5,6
13 ascorbato peroxidase ABYH86 T. cacao 282 9 37 27 27 55 5,7
14 Como triosefosfato isomerase Q3HRV9 S 265 5 19 27 27 5.9 5,8

tuberosum



Continuacao

VL

Mascot PM (kDa) pl
Spots Proteina Acesso® Espécie  Escore¢ " cptideos  Cobertura  Tegrico  Observado —Tedrico  Observado
Comuns anicos (%)
15 manganese superoxide dismutase AACTBA69. . G. 194 4 19 22 25 8,5 6,2
1 hirsutum
16 vicilina Q43358 T. cacao 762 19 30 66 21 6,2 6,7
17 vicilina Q43358 T. cacao 446 14 19 61 23 6,6 6,8
18 vicilina Q43358 T. cacao 97 3 4 61 26 6,6 6,8
19 21 kDa P32765 T. cacao 2796 66 37 24 30 5,7 6,7
ribulose-1,5-bisphosphate
20 carboxylase/oxygenase large AAB§1441' T. cacao 989 37 39 53 31 58 5,0
subunit
21 21 kDa P32765 T. cacao 21 1 8 24 35 57 53
22 vicilina Q43358 T. cacao 514 18 28 66 35 6,2 6,5
23 NBS/LRR reS|stan_ce protein-like Q93VG7 T. cacao 15 1 2 19 39 9.0 5.5
protein
24 caffeine synthase Q2HXLS8 T. cacao 55 2 4 41 41 5,5 5,5
25 vicilina Q43358 T. cacao 1338 28 44 66 44 6,2 6,0
26 aspartico proteinase Q8L6AS8 T. cacao 36 1 4 56 41 53 6,2
27 vicilina Q43358 T. cacao 61 3 6 61 40 6,6 6,5
28 vicilina Q43358  T.cacao 300 11 20 61 41 6,6 6,5



Continuacao

SL

Mascot PM (kDa) pl
Cng:](Ltf]Sa Proteina Acesso® Espécie  Escore® Pgﬁitlgidos CO?;SEU ra  Teérico Observado Teérico Observado
29 vicilina Q43358 T. cacao 372 13 21 66 45 5,2 5,4
30 vicilina Q43358 T. cacao 1473 33 53 66 46 6,2 5,9
31 vicilina Q43358 T. cacao 1501 44 57 66 47 6,2 6,2
32 vicilina Q43358 T. cacao 290 12 24 66 51 6,2 6,3
33 vicilina Q43358 T. cacao 4112 91 59 66 45 6,2 6.5
34 vicilina Q43358 T. cacao 319 9 16 61 38 6,6 6,7
35 NI = 5,3
36 H(+)-transporting ATP synthase CABi4284' T. cacao 61 1 2 52 62 5,2 5,4
37 enolase CAB715428' L. luteus 119 3 7 47 59 5,1 5,6
38 NI S7 5,3
39 pﬁg;g;‘;’teeLdrlzy?t'f;r?ssfeergse QIHPA6  T.cacao 22 1 30 13 60 8.7 5.7
40 pﬁgg;ﬁ;’teeLd:gy?t'r”;r?:firgse QIHPA6  T.cacao 757 29 34 13 59 8.7 5.7
41 NI 59 58
42 F1-ATPase alpha subunit AAB?ZML C. usitatus 127 3 7 45 62 7.8 5,9
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Continuacao

Mascot PM (kDa) pl
Spots Proteina Acesso® Espécie  Escore¢ " cptideos  Cobertura  Tegrico  Observado —Tedrico  Observado
Comuns Unicos (%)

43 NI 61 6,0
44 NI 59 6,0
45 NI 62 6,1
46 aspartico proteinase Q8L6AS8 T. cacao 208 4 7 56 60 53 6,2
a7 vicilin Q43358 T. cacao 34 1 1 61 56 6,6 6,3
48 ATPDIL1 (P_DI—!|ke 1-1); protein  NP_849696. A thaliana 136 5 4 54 25 49 6.2

disulfide isomerase 1
49 disease resistance protein Q941G0 T. cacao 14 1 3 15 66 59 51
50 Putative rub_lsco subunit t_nndlng- XP_0025234 R. _ 816 17 25 63 69 5.6 53

protein beta subunit 04.1 communis

ribulose-1,5-bisphosphate
51 carboxylase/oxygenase large AAB§1441' T. cacao 14 1 2 53 69 58 53
subunit

52 vicilina Q43358 T. cacao 93 4 6 61 70 6,2 5,8
53 vicilina Q43358 T. cacao 28 1 1 61 69 6,6 58
54 vicilina Q43358 T. cacao 27 1 1 61 70 6,6 5,9
55 Pyrophosphate-dependent ABD32662. M. 215 4 7 62 69 5,7 5.9

phosphofructokinase 1 truncatula



Conclusao

Mascot PM (kDa) pl
cjﬁﬁrﬁsa Proteina Acesso? Espécie  Escore® Pgﬁff;gidos CO[()Oe/SEUFa Teérico  Observado  Tedrico  Observado
56 vicilina Q43358 T. cacao 14 1 1 71 66 6,6 59
57 2-isopropylmalate synthase ACBigl%' oIe?a.cea 93 2 3 73 71 6,2 6,1
58 vicilina Q43358 T. cacao 39 1 1 61 68 6,6 6,2
59 21 kDa P32765 T. cacao 312 6 36 24 68 5,0 6,3
60 NI & 5,2
62 ca?rtt))lét);gsleif)/lgzzg:g nge AAB?MM' T. cacao 96 4 15 53 82 5,8 53

subunit
63 vicilina Q43358 T. cacao 28 1 1 61 80 6,6 6,0
64 vicilina Q43358 T. cacao 24 1 1 61 83 6,6 6,1
65 Fator de elongacéo 2 Q1HPA9 T. cacao 51 4 20 86 100 8,9 6,4
66 NBS/LRR res;g’;gf; protein-like  593vG7  T.cacao 15 1 5 19 97 6,1 54
67 chloroplast h;eg:czshock protein B1010 I il 293 6 10 74 80 53 5.0
68 vicilina Q43358 T. cacao 599 15 24 66 21 6,2 5,0
69 21 kDa P32765 T. cacao 451 12 38 24 20 57 50
70 vicilina Q43358 T. cacao 805 18 26 61 30 6.6 6.6

LL
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NI: proteina ndo identificada

a: numeros correspondem aqueles identificados na figura 37

b: nimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL

c. escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT

d: nimero de sequéncias peptidicas Gnicas identificadas pelo MASCOT

e: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT



Dos polipeptideos de sementes de cacau mais abundantes revelados por analises de
SDS-PAGE, quatro foram caracterizados bioquimicamente (LERCETEAU et al.,1999).
Bandas predominantes que ocorrem em 47, 31 e cerca de 14,5 kDa foram mostradas por
serem componentes produzidos a partir de modificacdes pos-traducionais de uma proteina de
66 kDa, precursora da vicilina do tipo (7S), que também ocorre in vivo como um trimero de
139 kDa (BIEHL et al., 1982; LERCETEAU et al., 1999; MACDONALD et al., 1994).
Analises de polipeptideos e seqiiéncia de cDNA revelaram consideravel homologia com
outras proteinas de reserva 7S, ¢ em particular, a uma a-globulina de sementes de algodao
(MCHENRY e FRITZ, 1992; SPENCER e HODGE, 1992; LERCETEAU et al., 1999). O
gene que codifica o precursor pertence a uma familia multigénica (MCHENRY e FRITZ,
1992; FRITZ et al., 1992; LERCETEAU et al., 1999).

Neste trabalho a proteina vicilina, foi encontrada em 26 spots (Tabela 3), com alguns
spots variando quanto ao pl e PM. Estes spots variaram quanto ao pl entre 5,8 e 6,6 e entre 21
e 80 kDa em relacdo ao PM. Também houveram algumas diferencas estatisticas (p<0,05)
guanto ao volume encontrado entre os gendétipos SIAL 70 e CCN 51, o primeiro gendtipo
apresentou 6 spots com volume estatisticamente maior desta proteina (Tabela 3). O programa
Image Master também permitiu uma visualizacdo tridimensional dos spots analisados, a
Figura 42, mostra o volume dos spots da faixa de PM de 47 kDa onde aparecem alinhados
spots de diferentes pls e onde foram identificados dois spots (31 e 33 da tabela 3) como sendo
da proteina vicilina, o genotipo SIAL 70 foi o que apresentou 0s maiores volumes quando

comparados com 0s outros genotipos.

Sial 70 Oh Gel 1(1) CCM 51 Oh Gel 1(1] Catonga Oh Gel 2(1]
-:.'uﬁ-._.'j-:‘ ‘;-_m‘_'_-"_ y .r ‘E'E:_- | I‘.‘:{‘y‘ 1.{'.‘ ~ I%
A EE R il _._ﬂ_f!{?fﬁ;@}jﬁ 6
b R s

Figura 42 - Volume tridimensional dos spots das variedades de T. cacao gerados pelo programa Image Master

79



08

Tabela 3: Lista de proteinas identificadas como vicilina dos spots comuns nas trés variedades de T. cacao.

contiuna
Volumes encontrados PM (kDa) pl

Cjﬁﬁﬁsa Proteina Sial 70 Catongo CCN 51 Tebérico  Observado  Tedrico  Observado
4 vicilina 3,537 2,606 2,289 66 20 6,6 57
5 vicilina 1,222 0,815 1,197 66 21 6,6 5,7
16 vicilina 8,535 5,103 2,731 66 21 6,6 6,7
17 vicilina 4214 3,503 0,433 66 23 6.6 68
18 vicilina 5,207 11,877 1,398 66 26 6,6 6,8
19 vicilina 9,418 5,742 8,594 66 30 6,6 6,7
22 vicilina 1573 1,150 0,524 66 35 6.6 6,5
25 vicilina 5,091 2,463 2,981 66 44 6,6 6,0
27 vicilina 3,296 2,016 0,774 66 40 6,6 6.5
28 vicilina 0,644 0,861 0,273 66 41 6,6 6.5
29 vicilina 3,802 2,808 2,218 66 45 6,6 54
30 vicilina 1,513 1,438 1,594 66 46 6,6 59
31 vicilina 1,976 4,608 9,957 66 a7 6,6 6,2
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conclusdo

Volumes encontrados PM (kDa) pl
Spots
Comuns® Proteina Sial 70 Catongo CCN 51 Tedrico  Observado  Tedrico  Observado
32 vicilina 0,926 1,031 0,090 66 51 6.6 63
33 vicilina 6,422 2,896 4,759 66 45 6,2 6,5
34 vicilina 2,659 6,004 4,597 61 38 6.6 6,7
47 vicilina 0,796 1,227 0,053 61 56 6,6 6,3
52 vicilina 1,102 0,485 0,083 61 70 6,2 58
53 vicilina 1,643 0,431 0,200 61 69 6.6 58
54 vicilina 1,127 0,881 0,415 61 70 6,6 59
56 vicilina 0,626 0,233 0,136 61 66 6.6 59
58 vicilina 1,312 0,123 0,384 61 68 6,6 6,2
63 vicilina 1,271 0,532 0,381 61 80 6,6 6,0
64 vicilina 0,465 0,573 0,078 61 83 6,6 6,1
68 vicilina 0,738 1,170 1,676 66 21 6,2 50
70 vicilina 0,990 0,959 0,443 61 30 6,6 6,6

a: nimeros correspondem aqueles identificados na figura 37



Outra proteina abundante de 21kDa foi caracterizada como uma albumina do tipo
Kunitz inibidora de tripsina, codificada por uma sequéncia de 920 pares de base (DODO e
FURKER, 1994; FRITZ et al., 1992; LERCETEAU et al., 1999). Esta proteina de 21 kDa foi
identificada em 10 spots (Tabela 4) neste trabalho, alguns spots variaram quanto ao pl entre
48 e 6,3 e entre 20 e 68 kDa em relagdo ao PM. O programa Image Master permitiu
visualizar tridimensionalmente os spots analisados, a Figura 43, mostra o volume dos spots da
faixa de PM de 21 kDa onde aparecem alinhados spots de diferentes pls e onde foram
identificados dois spots (2 e 3 da tabela 4) como sendo da proteina 21 kDa, o gendtipo
Catongo apresentou dois spots (2 e 3) com volumes estatisticamente maiores quando

comparados com SIAL 70.

Figura 43 - VVolume tridimensional dos spots das variedades de T. cacao gerados pelo programa Image Master

A proteina aspartico proteinase foi dentificada em quatro spots (Tabela 5), algumas
dessas proteinas apresentaram diferengas na massa molecular e no ponto isoelétrico. A
proteina de nimero 46 (Tabela 5) variou estatisticamente (p<0,05) quanto ao volume quando
sdo comparados 0s gendtipos SIAL 70 e CCN 51, o volume desta proteina en SIAL 70 foi 3,6
vezes maior que em CCN 51, mostrando que este genétipo apresentou menos aspartico
proteinase que o genotipo CCN 51. A figura 44 ilustra a o volume tridimensional da regiéo

onde estdo localizados os spots 8 e 9 (tabela 5) identificados como aspartico proteinase.

Figura 44 - Volume tridimensional dos spots das variedades de T. cacao gerados pelo programa Image Master
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Tabela 4: Lista de proteinas identificadas como 21 kDa dos spots comuns nas trés variedades de T. cacao.

Volumes encontrados PM (kDa) pl
csmﬁsa Proteina SIAL 70 Catongo CCN51 Teobrico Observado  Tedrico  Observado
1 21 kDa 4,338 4,220 3,222 24 21 5,7 4.8
2 21 kDa 3,770 12,537 5,987 24 21 5,7 5,0
3 21 kDa 1,368 0,387 1,225 24 21 5,7 53
6 21 kDa 2,591 1,606 0,806 24 20 5,7 6,0
7 21 kDa 5,318 4,750 4471 24 26 5,7 4,7
10 21 kDa 6,600 4,385 7,821 24 24 5,7 55
21 21 kDa 2,789 1,624 1,940 24 35 5,7 5,3
59 21 kDa 1,271 0,021 0,084 24 68 57 6,3
69 21 kDa 1,806 0,894 0,279 24 20 5,7 5,0

a: nimeros correspondem aqueles identificados na figura 37
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Tabela 5: Lista de proteinas identificadas como aspartico proteinase dos spots comuns nas trés variedades de T. cacao.

Volumes encontrados PM (kDa) pl
C;ﬁ’fi}f\sa Proteina Sial 70 Catongo CCN 51 Tedrico Observado Teoérico Observado
8 aspartico proteinase 6,207 3,143 5,316 56 28 53 5,0
9 aspartico proteinase 5,190 6,520 6,551 56 28 53 51
26 aspartico proteinase 4,045 3,608 2,424 56 41 53 6,2
46 aspartico proteinase 1,948 1,205 0,536 56 60 53 6,2

a: nimeros correspondem aqueles identificados na figura 37



Segundo Barel et al. (1983), a fermentacdo d& origem a polipeptideos de baixo peso
molecular e peptideos que sdo os precursores essenciais do aroma do cacau. Voigt e Biehl.
(1995) consideraram que 0 mais importante grupo de oligopeptideos hidrofilicos e
aminoacidos hidrofébicos sdo produzidos por protedlise especificamente de globulinas da
classe vicilina, e que a protedlise é uma acdo sequencial de duas proteases dependentes do pH
das sementes de cacau, uma aspartico endopeptidase e uma serina exopeptidase.

No presente trabalho a proteina a aspartico proteinase foi identificada em 4 spots
(Tabela 5), e em outros estudos imunoldgicos revelaram que a endoprotease aspartica €
coordenadamente acumulada com a globulina da classe vicilina (7S) durante o
amadurecimento das sementes de cacao (VOIGT et al.,, 1995). Durante a germinacdo, a
atividade desta enzima em particular permanece quase constante e tem um sensivel
diminuicdo ap6s a completa degradacdo das proteinas globulares de estoque (VOIGT et al.,
1995).

5.5.2 Identificacdo das proteinas exclusivas aos trés genétipos em sementes frescas:

5.5.2.1 Spots exclusivos de SIAL 70:

Dos 12 spots exclusivos selecionados para analise, sete proteinas foram identificadas

(Tabela 6), e destas, duas proteinas sdo vicilina e uma aspartico proteinase.
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Tabela 6: Lista de proteinas identificadas dos spots exclusivos da variedade Sial 70 de T. cacao.

98

continua
Mascot PM (kDa) pl
, o] 1 0,
Sial 70 Unicos (%0) Encontrado  volume
aspartico
71 proteinase Q8L6A8 T. cacao 147 5 7 2,480 0,603 56 32 53 51
72 caleosina ABV72237.1 pulr;'ila 193 3 9 3,854 0,937 27 25 53 6,0
Proteina
73 responsavel ABF56173 T. cacao 22 2 26 0,587 0,143 88 26 5,0 5,6
pelo turgor
74~ amidofosforibo - nprog179 T ocacao 29 1 29 1,458 0,354 35 6,1
siltransferase
75 vicilina Q43358 T. cacao 27 1 1 2,283 0,555 61 37 6,6 6,6
76 NI 0,730 0,177 41 53
77 adlfirr']zzgna Q1HPBS8 T. cacao 127 2 16 0,718 0,174 13 40 5,1 5,2
78 NI 1,004 0,244 58 6,0
79 vicilina Q43358 T. cacao 41 3 8 0,246 0,060 61 38 6,6 6,2
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conclusdo

Mascot PM (kDa) pl
Sp_ots 1 b aci ¢ Peptideos Cobertura Volume % do . .
Sial Proteina Acesso Especie  Escore. M e Tedrico Observado Teoérico Observado
70° Unicos (%) Encontrado  volume
80 NI 0,040 0,009 59 6.5
81 NI 0,253 0,061 59 6.4
82 NI 0,860 0,196 57 6.0

NI: proteina ndo identificada

a: nimeros correspondem aqueles identificados na figura 38

b: nimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL

c: escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT

d: nimero de sequéncias peptidicas Gnicas identificadas pelo MASCOT
e: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT



5.5.2.2 Spots exclusivos de sementes de Catongo:

Foram selecionados 6 spots para sequenciamento e destes todos foram identificados, 5
spots representam a proteina vicilina e 1 spot representa a aloumina de 21kDa (Tabela 7). Os
spots identificados como vicilina ndo diferiram quanto ao pl e PM encontrados no genétipo
SIAL 70 e nos spots comuns aos trés clones.
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Tabela 7: Lista de proteinas identificadas dos spots exclusivos da variedade Catongo de T. cacao.

Mascot PM (kDa) pl
Cit%?]tgsoa Proteina  Acesso®  Espécie  Escore. Pgﬁ}lgidos CO?&: ;:eu ra Er?{:glr?trpae 4o v?uorlwge Teorico Observado Teérico Observado
83 Vicilina Q43358 T.cacao 767 19 24 0,375 0,119 61 30 6,6 6,6
84 Vicilina Q43358 T.cacao 690 18 22 0,716 0,227 61 30 6,6 6,7
85 Vicilina Q43358 T.cacao 129 5 11 0,767 0,243 61 38 6,6 6,2
86 Vicilina Q43358 T.cacao 1014 22 33 0,703 0,223 66 45 6,6 6,0
87 Vicilina Q43358 T.cacao 29 1 1 0,698 0,221 61 60 6,6 6,0
88 21 kDa P32765  T.cacao 1908 34 45 1,219 0,385 24 21 5,7 51

68

a: nimeros correspondem aqueles identificados na figura 39

b: nimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL

c: escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT

d: nimero de sequéncias peptidicas Gnicas identificadas pelo MASCOT

e: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT



5.5.2.3 Spots exclusivos de sementes de CCN 51.:
Foram selecionados 2 spots diferenciais os quais foram identificados como sendo uma

proteina vicilina e a outra albumina de 21kDa (Tabela 8). Os PMs e Pis também séo

semelhantes aos ja encontrados.
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Tabela 8: Lista de proteinas identificadas dos spots exclusivos da variedade CCN 51 de T. cacao.

Mascot PM (kDa) pl
Spots . b -~ c Peptideos Cobertura Volume % do - L.
CCN 51° Proteina  Acesso Espécie Escore. Gnicos® (%)° Encontrado volume Teorico Observado Teorico Observado
89 21 kDa P32765 T. cacao 440 11 14 1,398 0,548 24 22 57 6,8
90 vicilina Q43358 T. cacao 78 6 12 0,314 0,123 61 66 6,6 6,8

16

a: nameros correspondem aqueles identificados na figura 40

b: nimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL

c: escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT

d: nimero de sequéncias peptidicas Unicas identificadas pelo MASCOT

e: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT



5.5.2.4 Spots exclusivos dos genotipos Catongo e CCN 51

Dos 10 spots sequenciados todos foram identificados, e destes 6 spots representam a
albumina de 21kDa, dois spots representam a vicilina, um spot uma oxidoreductase e uma
alpha-L-arabinofuronosidase (Tabela 9). Algumas proteinas identificadas como 21 kDa
apresentaram-se em PMs distintos (entre 30 e 42 kDa) e em regies mais acidas. Estes 6 spots
identificados como a 21 kDa inibidor de tripsina, encontrados somente em Catongo e CCN
51, representam um volume importante (somatoria dos volumes spots, 11,213, Tabela 9) no
perfil protéico das duas variedades (Figura 40). Apesar da identificacdo como albumina de 21
kDa, estes spots estdo acima do peso molecular estimado, mas com pl préximo a 5 e podem
representar outro tipo de albumina ndo encontrada na variedade SIAL 70. Pelos perfis
bidimensionais, identifica-se que estes spots ou pelo menos a maior parte deles sdo
degradados durante a fermentacdo, podendo estar relacionado com as diferencas de
intensidade de sabor de chocolate, amargor, adstringéncia e off flavors encontradas nas

analises sensoriais, que serdo discutidas na sequéncia.
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Tabela 9: Lista de proteinas identificadas dos spots presentes nas variedades Catongo e CCN 51 de T. cacao.

Mascot PM (kDa) pl
Spots i b Aci ¢ Peptideos Cobertura Volume % do
Catongoe  Proteina Acesso Especie  Escore.”  TEHE e Teérico Observado  Tedrico Observado
CCN 51° unicos (%) Encontrado  volume
91 21 kDa P32765 T. cacao 992 22 48 0,722 0,225 24 29 5,7 5,0
92 21 kDa P32765 T. cacao 170 5 25 0,494 0,154 24 29 57 5,0
93 21 kDa P32765 T. cacao 121 2 11 0,534 0,188 24 34 57 4,8
94 21 kDa P32765 T. cacao 37 2 10 0,523 0,163 24 32 57 51
95 OX":gsrsduc NP_641034.1 axonﬁbo -7 11 37 0,427 0,133 38 34 6,0 4,9
96 21 kDa P32765 T. cacao 922 21 52 1,937 0,606 24 42 5,0 49
97 21 kDa P32765 T. cacao 1140 29 55 3,193 0,999 24 42 57 5,0
98 Vicilina Q43358 T. cacao 265 10 18 0,888 0,277 66 39 6,2 6,7
99 Vicilina Q43358 T. cacao 246 19 23 1,976 0,618 54 41 6,0 6,7
alpha-L-
100 arabinofur ~ BAE02565.1  T.maritima 74 1 2 0,519 0,159 55 36 52 4.9
onosidase

€6

a: nameros correspondem aqueles identificados na figura 41

b: nimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL
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c: escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT
d: nimero de sequéncias peptidicas Unicas identificadas pelo MASCOT

e: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT



5.6 Determinagéo de flavanols em sementes de T. cacao durante a fermentagéo:

As concentracdes de flavonols forma estiamdas das amostras de sementes durante a
fermentacdo (Figura 45). Houve decréscimo na concentracdo total de flavanols durante a
fermentacdo. As sementes frescas de SIAL 70 possuiam 235,4 mg/g do peso das sementes
desengorduradas de flavanols, Catongo continha 295,3 mg/g, e CCN 51 possuia 312,2 mg/g.
No final da fermentacdo, as sementes de SIAL 70 possuiam 113,86 mg/g, Catongo 146,8, e
CCN 51 186,0 mg/g. As sementes dos genotipos tiveram uma reducdo na quantidade de
flavanols de 51,8, 50,3 e 40,4%, respectivamente. Os genotipos estudados apresentaram
quantidades iniciais de flavanols similares, sendo que a variedade CCN 51 possuia a maior
guantidade, e a reducdo de flavanols foi semelhante para SIAL 70 e Catongo, sendo menos
acentuada na CCN 51.
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Figura 45 - Efeito da fermentacdo nos flavanols das sementes de cacau

O conteudo de polifendis na semente de cacau pode variar dependendo da regido onde
é cultivado, da diversidade de cultivo e das praticas apds a colheita, e outras caracteristicas
como o tipo de solo, safra e préaticas de manufaturamento também irdo influir no conteudo de
polifendis (OLIVEIRA, 2005). Segundo Kattenberg e Willensen (1993), a semente de cacau
possui, dependendo da variedade e da regido onde é cultivada, aproximadamente 10% de
polifendis da fracdo seca da semente sem a gordura. Os polifenois soltveis encontrados nas
sementes frescas, secas e livre de gordura estdo em torno de 15-20% (WOLLGAST,;
ANKLAM, 2000; EFRAIM, 2004).
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Sanbongi et al. (1998) encontraram que h&a uma perda de aproximadamente 50% de
polifendis totais, 85% de catequinas e 90% de epicatequinas durante a fermentacdo das
sementes de cacau. Segundo Brito (2000) o teor de fendis totais diminui cerca de 70% na
etapa de fermentacdo, sendo que a (-)-epicatequina sofre reducdo de 90% em sua
concentracdo inicial. Isso tem ligagdo com a formacdo do sabor desejavel do chocolate; ou
seja, a degradacdo dos compostos fendlicos, seja por complexagdo com as proteinas, ou por
modificacdo bioquimica é uma das responsaveis pelo desenvolvimento do sabor desejavel do
chocolate, sendo, portanto, precursora de sabor no pré-processamento do chocolate.

Os polifenois se combinam com as proteinas por complexacgdo reversivel por meio de
pontes de hidrogénio e da oxidacdo irreversivel dos polifendis a quinonas, que por sua vez
sofrem condensacdo covalente com 0s grupos reativos de aminoacidos, peptideos, proteinas e
fibras. Ao longo da fermentacdo, o teor de antocianinas decresce chegando a 7% do valor
inicial, sendo que a maior parte dessa destruicdo ocorre entre 0 primeiro e o terceiro dias
(BRITO, 2000; CROSS et al., 1982; EFRAIM, 2004).

Ainda durante esta etapa, o teor de fendis totais diminui cerca de 70%, sendo que a
degradacdo da (-)-epicatequina, principal substrato da polifenoloxidase existente, provoca

diminuigéo de 90% em sua concentrag&o.

5.7 Anélise sensorial:

Foi realizada por um provador treinado analise sensorial, a partir das triplicatas dos
liquors das mesmas trés variedades estudadas por abordagem protedmica (SIAL 70, Catongo
e CCN 51). Foram conduzidas cinco repeti¢es de prova para cada amostra.

Na avaliagdo do provador (Tabela 10), a variedade SIAL 70 possui uma acidez
moderada caracteristica, mais acido citrico/ascorbico, sendo o carater acido ascérbico mais
pronunciado que a intensidade normalmente observada. O sabor de chocolate é muito
modesto, a uma intensidade de aproximadamente 4 (Tabela 10). O provador comparando
estes liquors com outros, notou que a intensidade de sabor de chocolate desta variedade é
incomumente baixa e a adstringéncia é muito mais alta.

Ha uma gama de notas de fruta em todas as amostras, que incluem frutas citricas,
vermelhas, tropicais e também notas de frutas torradas. H4 um baixo nivel de notas florais
(flores com tracos herbais) em todas as repeticdes, as vezes sentido, as vezes nao, percebido
muito tarde no gosto quando percebido e ndo pronunciado. Algumas repeticGes parecem ter
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um pouco de caracteristicas de peles de noz, que levam a uma adstringéncia que é
modestamente alta.

Os liquors de Catongo sdo mais claros devidos as suas sementes brancas, e estes
liguors tém uma falta notdvel de chocolate/sabor de cacau. Os liquors tém sabores
pronunciados de caramelo e agucar dourado/cozido. A adstringéncia € notavelmente alta e
fora de equilibrio em todos os liquors, tém um fundo de sabor de fruta semelhante com uma
notavel fruta tropical que é a casca de banana verde (que também contribui a adstringéncia).
Uma nota de pele de noz também contribui a adstringéncia ou a alta adstringéncia contribui a
uma impresséo de pele de noz.

O liquor CCN 51 tem maior amargor e acidez, que sdo associados com um teor mais
elevado de off flavors. Globalmente, estas amostras sdo tipicas dos problemas presentes em
CCN 51 no mundo comercial, acidez acentuada que € mineral em carater com notaveis notas
de off flavors dirigidos por isto. Existem algumas trocas internas nas caracteristicas de frutas,

mas ndo sdo significantes no esquema principal.

Tabela 10: Médias das notas de intensidade dos atributos avaliados por andlise sensorial.

(continua)

Intensidade dos atributos® (média das repeticoes)

Atributo Sial 70 Catongo CCN51  Controle
Cacau 3,7 1,3 2.7 3,8
Acidez total 30 2,8 4,8 4,2
Acidez - acidez frutada 2,4 2,5 2 2,4
Acidez - acética 0,6 0,2 1,7 1,8
Acidez - lactica 0 0 0 0
Acidez - mineral 0 0 1 0
Amargor 3,4 3,0 3,6 44
Adstringéncia 6,6 7 8,3 7,4
Torrado
Flavor torrado 3,7 2,5 3,5 4
Caramelo/Acucar torrado 0 0 0 0
Grau de torracdo: 0 = cru; 10 = queimado 4 3 3,7 4
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(continuagéo)

Intensidade dos atributos® (média das repeticdes)

Atributo Sial 70 Catongo CCNS51 Controle
Florais
Floral - amadeirado 0 0 0 0
Floral - graminea (grama verde) 0 0 0 0
Floral - vegetal verde 0 0 0 0
Floral - terroso 0 0 0 0
Floral - herbal 0,2 0 0 0
Floral - cogumelos 0,1 0 0 0
Floral - flor de laranjeira 0 0 0 0
Floral - flores 0,7 0 0 0
Floral - perfume 0 0 0 0
Floral — casca de madeira 0,1 0,1 0,5 0
Floral — madeira clara 0 0 0 0
Floral — madeira escura 0 0 0 0
Floral — resina de madeira 0 0 0 0
Floral - tabaco 0 0 0 0
Floral - apimentado (tipo pimenta preta) 0 0 0 0
Floral — outras especiarias 0 0 0 0
Frutados
Frutas - vermelhas 0 0 0 0
Frutas - citricas 1 0,8 1,2 1
Frutas — vermelhas escuras (como cerejas) 1,3 0 0,4 0,6
Frutas - tropicais (amarelas) 1 1,7 1,6 0,8
Frutas - frutas secas 0,2 0,4 0,1 0,8
Frutas - frutas secas torradas 1 0,1 1 1,4
Frutas — frutas muito maduras 0,3 0,1 0,5 1
Amendoado 0,6 2,5 0 2,2
Outros flavors positivos 0 3,1 0 0
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(concluséo)

Intensidade dos atributos® (média das repeticoes)

Atributo Sial 70 Catongo CCN51  Controle

OFF FLAVORS

Fumagca 0 0 0 0
Mofado 0 0 0 0
Cru 0 0 0 0
Couro 0 0 0 0
Muito fermentado — fruta podre 0 0 0,1 0,4
Muito fermentado - patrido 0 0 0 0
Muito fermentado - estrume 0 0 0 0
Sujo 0 0 1,4 0,4

a: Intensidade: 1-2 = Fraco; 3-4 = Moderadamente fraco; 5-6 = Moderado; 7-8 = Pronunciado; 9-10= Forte.

O liquor de SIAL 70 apresentou, apesar de baixo, mais intensidade quanto ao sabor de
cacau quando comparada as outras duas variedades. Em Catongo foi encontrado alguns
flavors positivos (ndo especificados na tabela 10) e um sabor mais amendoado, néo
encontrado ou com menor intensidade nas outras duas variedades. A variedade CCN 51
revelou os problemas comercialmente encontrados como maior acidez e amargor devido a
presenca de off flavors.

Comparando os dados da anélise sensorial com os resultados da protebmica observou-
se que a variedade SIAL 70 teve maior intensidade de sabor de cacau, acidez e amargor
intermediarios, menor quantidade de flavanols, maior nimero de spots e identificacdo de
algumas proteinas ndo encontradas nas outras duas variedades. A variedade Catongo teve a
mais baixa intensidade de sabor de cacau, acidez e amargor, quantidade intermediaria de
flavanols e numero de spots nas analises dos géis bidimensionais, e um maior nimero de
spots (6) identificados como a proteina de 21 kDa, encontrados somente nas variedades
Catongo e CCN 51 podendo estar relacionado com a diferenca de sabor de chocolate
encontrada entre as variedades estudadas, estas proteinas podem estar associadas ha um
desenvolvimento de off flavors nestas variedades. A variedade CCN 51 apresentou uma
intensidade intermediaria de sabor de cacau, e foi a variedade que apresentou as maiores
intensidades de acidez, amargor e adstringéncia, a variedade apresentou a maior quantidade

de flavanols e menor reducdo destes durante a fermentacdo (40,42 %), este fato pode estar
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associado as maiores intensidades encontradas nos atributos amargor e adstringéncia, estes
flavors sdo devidos aos polihidroxifendis como catequinas, flavan-3-6is, antocianinas e
proantocianidinas presentes nas sementes de cacau que Sdo responsaveis por parte destes
atributos encontrados no chocolate. A variedade também teve o menor nimero de spots
encontrados antes da fermentacdo e menor reducdo deste numero durante o processo de
fermentagdo, o que demonstra deficiéncia na degradacdo de proteinas responsaveis pelos
precursores do sabor de chocolate.

Reineccius (2006) concluiu que diferencas varietais eram principalmente devido as
diferengas de quantidade (em oposi¢do a qualidade) nos precursores de sabor e contetdo de
polifendis. Os teores de aglcares e as quebras enzimaticas dos polissacarideos formam uma
importante fonte de precursores. No entanto, processos pés-colheita (fermentacdo e secagem),
e torracdo tém uma forte influéncia no sabor final (CLAPPERTON et al.,, 1994;
KATTENBERG E KEMMING, 1993; LUNA et al., 2002; COUNET E COLLIN, 2003).

Clapperton et al. (1994) observaram diferengas consistentes nos atributos de sabor,
especificamente intensidade global do sabor de cacau, acidez, amargura, e adstringéncia. As
origens das sementes incluem o Oeste Africano variedade Amelonado (AML), quatro clones
da Alta Amazonia [lquitos Misturadas Calabacillo 67 (IMC67), Nanay 33 (NA33), Parinari 7
(PA7), e Scavina 12 (SCA12) e Unidentified Trinitario (UIT1) crescido em Sabah, na
Malésia. Caracteres de sabor diferiram entre UIT1 e o Oeste Africano Amelonado,
caracterizado por um intenso amargor e adstringéncia associado com cafeina e o contetudo de
polifendis. Sementes fermentadas do sudeste asiatico e do Pacifico Sul sdo caracterizadas por
uma maior acidez (mais acidos lactico e acético) que as sementes do oeste africano
(Clapperton et al. 1994), devido as diferencas varietais, caixas de fermentagdo e rapida
secagem artificial.

Counet et al. (2004) relataram variedades finas com curtos processos de fermentacao
com altos teores de procianidinas, enquanto sementes de Trinatario da Nova Guiné e
Forastero foram especificamente maiores no aroma total. Compostos de aroma formados
durante a torracdo foram encontrados por variar diretamente na quantidade com o tempo de

fermentacgdo e inversamente com o teor de procianidinas de liquors de cacau.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho foi caracterizado o proteoma de sementes de variedades de T.
cacao. As caracteristicas deste sistema vegetal, associado ao numero limitado de estudos com
esse material exigiram a adequecdo de metodologias iniciais. Sementes de T. cacao s&o ricas
em polissacarideos, gorduras e compostos fendlicos, os quais podem bloquear os poros dos
géis de acrilamida, causando precipitacdo, aumento no tempo de focalizacdo, rastros e perda
de proteinas interferindo na obtencdo de géis reprodutiveis e da alta resolugdo. Portanto, foi
necessaria a selecdo da metodologia de extracdo ideal de proteinas para analises em
eletroforese bidimensional. Dentre as condi¢fes avaliadas, a extracdo de proteinas em solucéo
Tris-HCI, filtragem; precipitacdo em solucdo acida (TCA), resultou em melhor fracionamento
protéico. A utilizacdo de kit comercial de limpeza e modificacbes nas condigcdes de
focalizacdo isoelétrica, tempo de reducdo e alquilacdo e método de coloracdo, ajudaram na
obtencdo de géis bidimensionais (2-D) com maior resolucdo e maior nimero de spots.

O banco de dados disponivel no NCBI especifico para proteinas de T. cacao colaborou
com a maior parte das proteinas identificadas, as proteinas que ndo foram identificadas no
banco de cacau tiveram a busca feita principalmente na homologia com outras espécies
vegetais, pelo fato de T. cacao ser uma espécie cujo genoma ainda ndo é conhecido. A
utilizacdo da técnica de eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massas
permitiu a identificacdo de 89 spots, correspondendo a 28 proteinas diferentes. A maior parte
dos spots identificados correspondem as proteinas de reserva 21kDa e a vicilina, sendo esta
ultima a responsavel pelos precursores do sabor de chocolate.

A anélise sensorial evidenciou diferencas nos atributos de sabor de cacau, amargor,
acidez e adstringéncia nos trés genotipos.

Correlacionando as analises sensorial e a protebmica concluiu-se que existe correlagao
tanto quantitativa como qualitativa das proteinas dos cotilédones de cacau e possivelmente

com as proteinas precursoras de sabor e aroma de chocolate.
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Anexo A:
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Anexo A: Géis bidimensionais de proteinas totais de sementes de cacaueiro SIAL 70, Catongo e CCN 51
(respectivamente) sem fermentagdo (600 pg) analisados em IEF pH 3-10 linear, resolvidos em 2D-PAGE
(12,5%), seguido de coloragdo Coomassie Brilliant Blue G-250.

Anexo B:
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Anexo B. Géis bidimensionais de proteinas totais de sementes de Catongo sem fermentagéo (600 pig) analisados
em IEF pH 3-10 linear, resolvidos em 2D-PAGE (12,5%), seguido de coloracdo Coomassie Brilliant Blue G-

250, (A) método da extracao acida, (B) método da extracdo fenolica com a semente desengordurada.
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Anexo C:
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Anexo C: Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de Catongo sem fermentacéo (600p.g) analisado em
IEF pH 3-10 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de coloracdo Coomassie Brilliant Blue G-250.
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Anexo D: Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de Catongo sem fermentacéo (150 pg) analisado em
IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de colorag&o nitrato de prata.
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Anexo E:
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Anexo E: Gel bidimensional de proteinas totais de sementes de Catongo sem fermentac&o (150 pg) analisado em
IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de coloracéo nitrato de prata.

Anexo F:

pl pl
4 7 4 > 7 kDa

fi - Y
7 A=50kVh' — B=40kV h'

-220

- 100

-60

-30

-20

-10

Anexo F: Géis bidimensionais de proteinas totais de sementes de Catongo sem fermentagdo (150 pg) analisado
em IEF pH 4-7 linear, resolvido em 2D-PAGE (12,5%), seguido de coloragéo nitrato de prata.
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