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RESUMO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, € um produto muito
importante para a economia de paises em desenvolvimento. Por muito tempo as
pesquisas na area de melhoramento genético da cultura se concentraram em
caracteristicas agronébmicas como produtividade, resisténcia a estresses bidticos e
abioticos e uniformidade de maturacdo. Nas ultimas duas décadas, a qualidade da
bebida passou a ser estudada também no melhoramento genético e em areas
correlatas, visto ser uma caracteristica multifatorial, influenciada pelo ambiente, pelo
processamento pré e pos-colheita e pelo gendtipo. Recentemente, com o avango de
ferramentas das areas de quimica analitica e “Omicas”, diferentes pesquisas tém
sido implementadas. Este trabalho objetiva estudar a composigdo quimica nao-
volatil e o perfil proteémico de graos de café. de materiais genéticos do programa de
melhoramento do Incaper, na identificacdo de possiveis marcadores quimicos e
bioldgicos relacionados a melhor qualidade da bebida. Inicialmente foi realizada uma
revisdo sistematica da literatura em busca de possiveis biomarcadores da qualidade
da bebida café ja descobertos, retornando 44 artigos. Essa revisdo possibilitou
observar que a maioria dos trabalhos se concentram em marcadores moleculares do
metabolismo de carboidratos, cafeina e acidos clorogénicos, e ha uma lacuna nos
marcadores das vias de lipidios. Na sequéncia, foram realizadas analises da
composi¢ao quimica e da atividade antioxidante de trés gendétipos de café conilon de
diferentes épocas de maturacdo (clones D101, J205, C306, componentes das
cultivares Diamante, Jequitiba e Centenaria, respectivamente) e uma cultivar de café
arabica (Catuai Vermelho IAC81), oriundas de amostras coletadas em trés estagios
de maturagdo. Ou seja, com 60, 80 e 100% de frutos maduros. Os gendtipos D101 e
J205 tiveram as maiores atividades antioxidantes. Catuai Vermelho AC 81 e C306 as
maiores notas gobais na analise sensorial e se correlacionaram com os demais
atributos. Os resultados sugerem que o genotipo prevalece sobre todas as variaveis
analisadas, tanto em relacdo a atividade antioxidante, quanto a qualidade da bebida.
Na safra 2021 avaliou-se 10 gendtipos de café conilon quanto a qualidade sensorial,
as médias globais variaram de 78,75 a 80,38 Os de maior e menor pontuagao foram
estudados quanto ao perfil proted6mico “label-free” D105 e J205, respectivamente.
Para tal, utilizou-se os graos dos frutos colhidos na fase verde expandido (inicio da
maturagdo) e cereja (maduro). A via glicolitica e de biossintese de acidos graxos foi
down-acumulada em D105 na fase de maturacao verde expandido, e proteinas de
resisténcia ao estresse oxidativo e biossintese de aminoacidos e de metabdlitos
secundarios foram up-acumuladas. No estagio de maturagao cereja permaneceram
down-acumuladas em D105 a via glicolitica e de reagéo a estimulos, como tubulinas
e chaperonas, e foram up-acumuladas asproteinas da via de biossintese do amido
e da sacarose, e de metabdlitos secundarios. Os resultados conjuntos mostraram
que que as maiores notas sensoriais de D105, se devem a uma maior forgca de
dreno, responsavel pelo maior acumulo de reservas de carboidratos e aminoacidos,
maior producao de metabdlitos secundarios e de proteinas de resisténcia a estresse



oxidativo, que poderia alterar as reservas acumuladas, precursoras do aroma e
sabor da bebida.

Palavras-chave: café; qualidade sensorial; composicdo quimica; protedmica;
Conilon.
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ABSTRACT

Coffee, a globally cherished beverage, significantly impacts the economies of
developing nations. Traditionally, research on crop genetic enhancement prioritized
agronomic traits like productivity, resistance to biotic and abiotic stressors, and
maturation uniformity. However, the past two decades have witnessed an increased
focus on the quality of the coffee beverage, a complex trait influenced by
environmental factors, pre- and post-harvest processing, and genotype. Recent
studies have explored the non-volatile chemical composition and proteomic profile of
coffee beans to identify potential chemical and biological markers of superior coffee
quality. An initial systematic literature review yielded 44 articles, revealing a
concentration of molecular markers of carbohydrate, caffeine, and chlorogenic acid
metabolism, with a noticeable absence of lipid pathway markers. Subsequent
analyses of the chemical composition and antioxidant activity were conducted on
three Conilon coffee genotypes at different maturation stages and one Arabica coffee
cultivar. The findings underscored the genotype’s significant role in determining the
drink’s antioxidant activity and quality. Genotypes D101 and J205 exhibited the
highest antioxidant activities, while Catuai Vermelho AC 81 and C306 scored the
highest in sensory analysis. In the 2021 harvest, ten Conilon coffee genotypes were
evaluated for sensory quality, with global averages ranging from 78.75 to 80.38. The
genotypes with the highest and lowest scores, D105 and J205 respectively, were
further studied for their ‘label-free’ proteomic profile. The study revealed that D105’s
higher sensory notes could be attributed to a greater drain force, leading to an
increased accumulation of carbohydrate and amino acid reserves, enhanced
production of secondary metabolites, and proteins resistant to oxidative stress.
These factors could modify the accumulated reserves, which are precursors to the
aroma and flavor of the beverage. In conclusion, this research provides valuable
insights into the complex interplay of genetic and environmental factors that
contribute to coffee quality, paving the way for future advancements in coffee genetic
improvement.

Keywords: coffee; sensory quality; chemical composition; proteomics; Conilon.
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1 INTRODUGAO

O cafeeiro € uma planta de origem africana com uma histéria milenar repleta
de lendas. Das 124 espécies listadas do género Coffea (David et al., 2012), Coffea
arabica (café arabica) e Coffea canephora (café conilon e robusta) sdo responsaveis
por quase todo o café produzido no mundo (Ferrdo et al., 2019). As duas espécies
diferem em relagao aos aspectos agronémicos, bioquimicos e sensoriais, bem como
no mercado e uso dos respectivos produtos, sendo consumidos de diversificadas
formas, como bebidas quentes e frias, cappuccino, café expresso, café soluvel,
capsulas, entre outros. com crescimento constante nos ultimos anos e na ordem
2,2% (Ferrao et al., 2019; ICO, 2019).

O café arabica tem origem na Etiopia, mas a evidéncia mais antiga de cultivo
€ no atual Iémen, antes do século XV. O primeiro contato com os europeus foi em
1615, chegou a América do Norte em 1668 e foi introduzido na América pelos
holandeses através da colénia do Suriname em 1718. Em 1899, os holandeses o
levaram a lugares na india, atual Indonésia. Chegou ao Brasil da Guiana Francesa
em 1727, introduzido pelo estado do Para e depois foi para o Maranhdo e regides
sudeste e sul do Brasil (Ferrdo et al., 2019). C. canephora, representada pelas
variedades Robusta e Conilon, se originou na regido de Guiné, na bacia do Congo.
O café conilon tem seu nome derivado do rio Kouillou no Congo, ou do rio Kwilu na
Republica Democratica do Congo (anteriormente Zaire), e foi introduzido no Brasil
pelo estado do Espirito Santo (CONAB, 2022; Ferrao et al., 2019; 1ICO, 2019).

O mercado externo se refere aos cafés robusta e conilon como um so,
denominado robusta, no entanto sdo mateiais genéticos com caracteristicas
distintas. O café robusta é caracterizado por ter porte maior e habito de crescimento
ereto, caules maiores e menos ramificados, folhas maiores com uma cor verde mais
intensa, frutos maiores, com mais mucilagem e com amadurecimento mais tardio,
plantas mais vigorosas, mais tolerantes a ferrugem (Hemileia vastatrix) e com menor
tolerancia a seca (Ferrdo et al., 2019). O conilon apresenta planta de crescimento
arbustivo, com caules mais ramificados, folhas menores, mais alongadas e de cor
verde claro, frutos menores com menor mucilagem e amadurecimento mais precoce,
alto potencial de produgado, maior suscetibilidade a ferrugem e maior tolerancia a
seca quando comparada ao grupo anterior (Ferrao et al., 2019).
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O Brasil € o maior produtor de café do mundo, com uma producdo estimada
de 64,3 milhdes de sacas de 60 kg no ano safra 2022/2023 (USDA, 2022a). O
Vietna, o segundo maior produtor, teve uma produgao estimada de 29,75 milhdes de
sacas (USDA, 2023). A Colébmbia, em terceiro lugar, manteve sua produgado em 13
milhdes de sacas (USDA, 2022b). A Indonésia, o quarto maior produtor, teve um
aumento na produgao de 11,35 milhdes de sacas (USDA, 2022d). A Etidpia, por sua
vez, teve uma producdo estimada de 8,25 milhdes de sacas (USDA, 2022c). Neste
cenario, C. canephora representa 35% da producdo de café brasileira, com uma
area plantada de 425.846 hectares (ha) produzindo 17.716.000,4 sacas beneficiadas
anualmente, sendo o Espirito Santo € maior produtor nacional desta espécie.
(CONAB, 2022).

Muitos estudos apontam sobre os beneficios do consumo de café de
qualidade para a saude humana (ICO, 2019). Beber café, mesmo uma xicara por
dia, foi associado a um risco reduzido de mortalidade por todas as causas, e
especificamente de derrame vascular cerebral (DVC), doencgas infecciosas,
digestivas, sindromes metabdlicas e a diminuicdo da frequéncia cardiaca de repouso
(Freedman et al., 2012; Nohara-Shitama et al., 2019; Yamakawa et al., 2019). Esses
beneficios sao atribuidos a capacidade da composi¢cdo quimica da bebida em
combater o estresse oxidativo (Lemos et al., 2022; Narita; Inouye, 2015).

Esse grédo produzido nas regides tropicais do planeta, que sustenta milhdes
de cafeicultores em todo o mundo e cuja a bebida é consumida pela humanidade ha
séculos, podera ter sua produg¢ao impactada pelas mudangas climaticas (ICO, 2019).
Pesquisas indicam que a area de plantio em algumas regides podera ser reduzida
em mais de 50%, bem como a qualidade da bebida (Bunn; Castro; Lundy, 2018;
Davis et al., 2019; Gomes et al., 2020). Paises produtores vém discutindo e
pesquisando estratégias importantes de pesquisas para mitigar os efeitos do clima e
para garantir a sustentabilidade da atividade.

No Brasil, o Consércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café -
CBP&D/Café (Consorcio Pesquisa Café), coordenado pela Embrapa Café, é
responsavel por executar o “Programa Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento do
Café — PNP&D/Café”, sendo este o maior do mundo (Consoércio Pesquisa Cafe,
2022). O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(Incaper), uma das instituigdes fundadoras do consoércio, iniciou o programa de

melhoramento genético de Coffea canephora em 1985, com diferentes linhas e
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estrategias de pesquisa. Como resultado aplicado para os produtores, foram
desenvolvidas e disponibilizadas 10 cultivares clonais e duas de propagagao por
sementes (Ferrao et al., 2021). As ultimas cinco cultivares apresentam além de
potencial produtivo, tolerancia a seca e caracteristicas agronémicas relevantes,
qualidade de bebida.

Vale destacar, que a qualidade de bebida, é fator prioritario no programa de
melhoramento e vem sendo investigado em diferentes projetos, coordenados por
diferentes equipes e instituicbes, por meio de pesquisas colaborativas e
multidisciplinares.

O presente trabalho ¢é fruto da parceria entre o Incaper, a Universidade Vila
Velha (UVV), a Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) e o Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (Ifes).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho objetiva estudar a composicdo quimica nao-volatil e o perfil
protedmico de graos de café. de materiais genéticos do programa de melhoramento
do Incaper, na identificagcdo de possiveis marcadores quimicos e bioldgicos

relacionados a melhor qualidade de bebida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Analisar e quantificar a composi¢céo quimica nao volatil de graos
verdes e torrados de gendtipos de café do programa de melhoramento do Incaper,
sua atividade antioxidante e qualidade sensorial.

. Revisar na literatura a composigdo quimica de diferentes gendtipos ja

estudados, com foco em Coffea canephora.

. Definir os gendtipos para o trabalho em conjunto com melhoristas do
Incaper
. Colheita das amostras de trabalho em campo, processamento.

secagem e preparo.

. Separacdo das amostras em duas partes, para analises sensoriais e
quimicas.

. Realizar a avaliagao sensorial.

. Preparar as amostras para as analises de composi¢ao quimica: moer,

peneirar e armazenar a -20°C para retardar a oxidagao das substancias do grao;

. Analisar quantitativamente o percentual de umidade, cinzas, proteinas,
lipidios, e carboidratos;

. Analisar quantitativamente a atividade antioxidante dos graos pelos
métodos ABTS, DPPH e a composic¢ao fendlica total,

. Analisar quantitativamente o conteudo de cafeina, trigonelina e acidos
clorogénicos;

. Analisar quantitativamente o teor de metais e metaldides.
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Objetivo 2: Analisar qualitativa e quantitativamente o perfil protedbmico do
endosperma de graos de frutos nas fases de maturacédo verde expandido e cereja
(100% maduros), de dois genoétipos contrastantes.

. Selecionar, junto aos melhoristas do Incaper e com auxilio dos
resultados obtidos ap6s o cumprimento do objetivo 1, 10 gendtipos relevantes e
potencialmente contrastantes na analise sensorial da safra 2021 para a analise
protedmica.

. Coletar os frutos dos genotipos selecionados em dois estagios de

maturacgao, verde expandido e cereja, e armazenar a -20°C até a analise;

. Extrair, digerir e analisar o perfil protéico das amostras em um
UPLC/MS;
. Processar os dados de protedbmica verificando as proteinas

diferencialmente acumuladas (DAPs) e unicas em dois gendtipos contrastantes, dos
conjuntos de 10 gendtipos estudados. ;

. Realizar analises das vias KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) e de ontologia genética (GO) das vias metabdlicas mais representativas
do perfil protedbmico das amostras;

. Realizar analises de interagao proteina-proteina (IPP) das proteinas

diferencialmente acumuladas (DAPs) e unicas nos dois gendtipos analisados.
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3 CAPITULO 1 - FATORES QUE INFLUENCIAM A QUALIDADE SENSORIAL DA
BEBIDA CAFE

O comércio e o consumo do café giram em torno de suas caracteristicas de
qualidade de xicara, e essas caracteristicas organolépticas s&o altamente
multifatoriais. Elas dependem tanto do manejo pré-colheita, como a adubacao,
irrigacao e aplicagao de agrotdxicos, quanto do processamento pds-colheita, como a
microbiota e condi¢gdes de fermentacdo do gréo, torra e todas as suas variaveis,
moagem, formas de preparo da bebida, e de fatores abidticos, como o clima, além
do proprio genétipo do café (HAMEED et al., 2018).

Uma das preocupacgdes recentes € com o aumento da insolagdo em regides
produtoras no contexto das mudancas climaticas. Pesquisas no mundo todo buscam
alternativas para esse problema, uma delas sdo os sistemas agroflorestais (SAF),
que podem conciliar a producado de café com as areas de conservacido da natureza
e atuar como um tampao de fronteira entre as areas agricolas de manejo mais
intensivo e essas areas (Gomes et al., 2020). No Brasil, em um SAF de café robusta
com as espécies florestais Gliricidia sepium e Inga edulis, os compostos
responsaveis por destacar a qualidade sensorial das amostras foram principalmente
os acidos clorogénicos (Correia et al., 2020). Os SAFs contribuem com o teor de
matéria organica do solo, e mesmo com baixa disponibilidade de fosforo produzem
cafés especiais, com pontuagédo de 80 a 84 no Peru (Marquez et al., 2020). Apesar
dessas vantagens, assim como na monocultura, os atributos e nuances sensoriais
sdo modificados pelos anos de colheita e ndo conseguem evitar o efeito da
bienalidade nos SAFs (Freitas ef al., 2021). Esse efeito é a variagdo sazonal entre o
alto e o baixo rendimento alternado do cafeeiro ano apés ano. E um evento
fisiolégico que afeta principalmente a produtividade do café arabica (Carvalho et al.,
2020).

Existem poucos estudos sobre a influéncia do modo de colheita, da poda, do
espacamento de plantio do cafeeiro e da aplicagcdo de pesticidas sobre a qualidade
da bebida. Segundo Kazama et al. (2020), em um estudo feito no Brasil, ha
dependéncia espacial para producdo e maturacao de frutos de café. O terco superior
de um cafeeiro apresenta variabilidade espacial diferente em relagdo aos tergos
meédio e inferior. A colheita do tergco superior produziu melhor qualidade de bebida e

menos café, mas ndo cobriu os custos operacionais, no entanto, no estudo de
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Cheng et al. (2020) realizado na Australia, com C. arabica assim como o de Kazama
et al., o dossel inferior produziu graos de café de alta qualidade com aroma de café
mais intenso (melhoria na qualidade organoléptica do café) associado a um melhor
acumulo de sacarose, trigonelina e cafeina no grdo. O aumento de componentes
quimicos em graos no dossel inferior foi associado a um periodo mais longo de
acumulo e aumento da expressao de genes candidatos nas vias metabdlicas da
trigonelina (CTgS2) e da sacarose (CIN, SPS2_2, SPS1, SUS2_2, VINI_2 e VIN_2).

Alguns estudos sugerem que a poda e o espagamento nao interferem
significativamente nessa qualidade, exceto pelo fato de tornar os frutos com a
maturacdo mais homogénea, aumentando o numero de frutos cereja, o que é
relacionado a uma maior qualidade da bebida segundo a literatura (GRACIANO et
al., 2019; ASSIS et al.,, 2018; PEREIRA et al., 2007). Porém, & possivel que a
aplicacao de pesticidas influencie a nota sensorial dos cafés. O herbicida “Roundup”,
cujo principio ativo é o glifosato, € capaz de provocar a redugado nos teores foliares
de N, P, K, Cu, Zn e Mn apés a floragao (Franga et al., 2010), e o café organico
apresenta uma quantidade diferente de compostos fendlicos em relacdo ao
convencional (Gérecki; Hallmann, 2020). No entanto mais estudos sdo necessarios
para saber se essa influéncia existe, e qual a sua extensao sobre a qualidade.

Novas tecnologias de manejo agricola estdo sendo empregadas em todo o
mundo, no que vem sendo chamado de “agricultura de precisdo” ou “agricultura 4.0”.
Sistemas de visdo computacional ja sdo amplamente empregados em diferentes
segmentos da producédo agricola e produgdo industrial de alimentos (Patricio;
Rieder, 2018). E possivel que essas novas tecnologias também auxiliem a
cafeicultura no incremento da qualidade sensorial da bebida café.

Ainda durante o manejo pré-colheita, o cafeeiro esta sujeito a varios tipos de
estresse, que podem ser bidticos ou abidticos, incluindo seca, frio, calor, pragas e
plantas concorrentes pelos nutrientes e agua do solo. Assim como em outras etapas
do manejo cultural do cafezal, trabalhos relacionando diferentes tipos de estresse a
qualidade da bebida também sao escassos. Seca, frio e calor, sozinhos ou
combinados, inibem o crescimento e a atividade fotossintética de cafeeiros e afetam
a expressao dos genes de cloroplastos, onde ha vias metabdlicas importantes para
a qualidade do grdo (Nguyen Dinh et al., 2016). C. canephora é em geral mais
tolerante a seca que C. arabica (Ferrao et al., 2019), possuindo maior eficiéncia no

controle do fechamento estomatico e transpiracédo, envolvendo uma rede complexa
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de respostas que provavelmente inclui a via de sinalizagado do acido abscisico (ABA)
(MARRACCINI et al.,, 2012). No entanto, o gendtipo brasileiro de C. arabica
variedade (vr) Icatu vermelho superou o clone de C. canephora Conilon 153 (CL153)
em relacado a resisténcia a seca e concentragao de CO, atmosférico (GUEDES et al.,
2018), demonstrando que essa tolerancia é dependente do gendtipo.

O aumento dos metabdlitos secundarios € relatado como resposta a
diferentes estresses, como o causado pelos elicitores Rhizopus oligosporus e
Aspergillus niger, e metil jasmonato (MJ) e acido salicilico (AND.) em C. canephora,
que aumentou em até 42% a cafeina, 39% a teobromina e 46% a trigonelina,
juntamente com 32% de elevagao do teor de cafestol e kahweol, o que € importante
do ponto de vista da qualidade (Vaddadi; Parvatam, 2015). Porém, proteinas de
defesa constitutiva, como as glico-hidrolases, proteases e proteinas relacionadas a
patdgenos (proteinas PR), se tornam importantes no stress bidtico provocado pela
doenga mais importante de C. arabica, a ferrugem do café, causada pelo fungo
Hemileia vastatrix (Guerra-Guimarées et al., 2015), que pode diminuir a qualidade
organoléptica da bebida (Documet-Petrlik et al., 2022).

Apdés realizado todo o manejo do cafezal, a qualidade dos graos, e por
consequéncia, a qualidade da bebida café, ainda pode ser influenciada pelo pés-
colheita. Nessa etapa ocorre o processamento dos frutos e dos gréos, que podem
ser divididos em café seco/natural, lavado e semilavado/descascado natural
(Hameed et al., 2018). No processamento umido o fruto é descascado e deixado
imerso em sua mucilagem e agua durante um tempo antes da continuagdo do
processamento. Dependendo da cepa e do tempo utilizados para a fermentacéo,
esse processamento € capaz de destacar a acidez do café, melhorando os
resultados sensoriais (Ribeiro et al., 2017).

No processamento umido o grdo de café arabica perde frutose e glicose,
enquanto esses agucares sdo concentrados no processamento seco (Knopp; Bytof;
Selmar, 2006), e tem um aumento de acidos clorogénicos e trigonelina (Duarte,
Giselle S.; Pereira; Farah, 2010). No entanto, o menor conteudo de glicose e frutose
geralmente presente em graos de café processado umido em comparagdo com 0s
processados a seco sdo, pelo menos em parte, devido a processos metabdlicos e
nao estao relacionados a lixiviagado de agucares no curso do processamento umido
(Kleinwachter; Selmar, 2010). O teor de sacarose permanece 0 mesmo em ambos

os tipos de processamento (Knopp; Bytof; Selmar, 2006).
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O armazenamento de graos de café verde é importante para evitar a perda
rapida da qualidade, deve ser feito com umidade uniforme de 11% a 12%, em
embalagens herméticas, com injecdo de gas carbdnico a 60%, em temperatura de
20 a 25°C por no maximo 6 meses (HAMEED et al., 2018). Caso as condi¢des de
armazenamento nao sejam adequadas ocorrem processos oxidativos no gréo,
causando perda de estrutura celular, viabilidade das sementes e alteracbes
sensoriais. Esses processos indicam o envolvimento de espécies redutoras de
oxigénio (ROS) que oxidam lipidios e proteinas durante o periodo de
armazenamento. A casca dos frutos do café também é importante para a
preservacdo da qualidade da bebida, pois protege o endosperma contra essa
oxidagao, bem como da perda de acido 5-cafeoilquinico (5CQA) (Rendodn; De Jesus
Garcia Salva; Bragagnolo, 2014).

Para otimizar a qualidade da bebida, os grdos de café verdes devem ser
torrados em nivel médio-claro, ndo devem ser moidos e devem ser armazenados em
temperaturas reduzidas. Se possivel, € melhor introduzir um sistema capaz de
armazenar e transportar gréos torrados com pergaminho intacto, pois oferece um
efeito de blindagem contra a oxidagao de lipidios e perda de volateis (HAMEED et
al., 2018).

Os processos de torrefagdo e moagem estao interligados, pois a umidade, a
porosidade e a fragilidade dos grados de café torrados s&o definidos pelo nivel de
torra (Hameed et al.,, 2018). Classes altamente volateis de odores sao perdidas
durante a moagem, que também estd relacionada com a infusdo devido ao
fendbmeno do rendimento de extracado e ao tipo de café. O tempo de torra tem um
efeito importante na qualidade e quantidade de compostos bioativos nas bebidas de
café (Gorecki; Hallmann, 2020; Hameed et al., 2018), causando a diminuigdo da
atividade antioxidante e do teor de polifendis conforme progride (Duarte, Stella Maris
da Silveira et al., 2005). Além disso, dependendo do modo de preparo, o café pode
ser uma valiosa fonte de magnésio, manganés, cromo, cobalto, potassio e silicio, e
seu potencial antioxidante e qualidade também ¢é afetado por essa variavel (Janda et
al., 2020).

A combinacdo de gendmica, transcriptdmica e metaboldbmica permite uma
compreensao mais profunda dos mecanismos subjacentes a complexa arquitetura
de muitas caracteristicas fenotipicas de relevancia agricola (Scossa; Alseekh;

Fernie, 2021), e pode auxiliar a desvendar como manter ou aumentar a qualidade
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dos graos de café. Do ponto de vista da pesquisa, uma abordagem interdisciplinar é
critica, onde os especialistas em biotecnologia que desenvolvem culturas
geneticamente editadas (GE) trabalhem em estreita colaboragdo com cientistas de
outras disciplinas para fornecer os beneficios tecnoldgicos e socioeconémicos da
agricultura de precisao (Toledo-Hernandez et al., 2021).

No artigo 1 a relagdo entre varios marcadores quimicos da qualidade é
discutida em conjunto com seus marcadores biolégicos. O conhecimento dessa
relagdo é importante para que seja possivel manter ou aumentar a qualidade da
bebida café em resposta aos estresses ambientais que ja comecaram a ser
impostos pelas mudangas climaticas, com o uso da biotecnologia vegetal. Este

artigo ainda nao foi publicado.
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RESUMO

Os programas de melhoramento genético do café tem o o desafio de incluir
em seus parametros de selecado a qualidade da bebida e sustentabilidade da cultura
frente aos diferentes cenarios de mudancgas climaticas. A qualidade de bebida é uma
caracteristica multifatorial complexa Com os conhecimentos e avangos das
ferramentas “6micas” nos ultimos anos, as pesquisas nesta area estdo sendo
incorporadas nos programas de melhoramento com foco em qualidade. Nesta
revisdo forneceremos um panorama do que ja foi realizado até aqui, com base em
44 artigos selecionados, em relagcdo aos marcadores moleculares ligados a
composi¢cao quimica relacionada aos atributos sensoriais da bebida café.
Observamos que esse tipo de estudo possui mais resultados relacionados aos
principais metabolitos secundarios, metilxantinas e acidos clorogénicos, do que aos

metabdlitos primarios e secundarios minoritarios, como taninos e flavondides.
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Sugerimos que as ferramentas “Omicas”, como a metabolémica, lipidédmica e
protedmica, sejam mais utilizadas para desbravar a qualidade do café, em uma

abordagem multidisciplinar.

Palavras-chave: coffea; qualidade sensorial; omicas; melhoramento.

3.1.1 INTRODUGAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, € o comércio desse
produto € importante para a economia dos paises em desenvolvimento, por isso,
programas de melhoramento do café em todo o mundo investem na pesquisa com
cafeeiros (Thierry Leroy et al. 2011 ; Ferrao et al. 2019), sendo as duas espécies de
maior valor comercial Coffea arabica e Coffea canephora. Os desafios que esses
programas enfrentam se encontram, principalmente, na origem multifatorial da
qualidade dessa bebida, que sofre a interferéncia de fatores ambientais (Alves et al.
2018; Decazy et al. 2003), do grau de maturagao (Marin-Lopez et al. 2003; Yadessa
et al. 2020), da forma de beneficiamento no pos colheita (Kleinwachter and. Selmar
2010; Knopp, Bytof, and. Selmar 2006) e do gendtipo (Lopez-Garcia et al. 2016;
Sobreira, Sobreira, and. Sakyiama 2015).

Bunn et al. (2015) alertam sobre o impacto das mudangas climaticas na
producédo global de café, que pode levar a diminuicdo de 50% da area prépria para
essa cultura, especialmente no Brasil e no Vietna, dois grandes produtores. O
aquecimento de areas mais baixas diminuira a area de plantio para Coffea arabica,
gue necessitara de maiores altitudes para se desenvolver. O impacto sera menor
em Coffea canephora, por ser uma espécie mais resistente as mudancgas
ambientais, no entanto, essa espécie também depende das variagdes de
temperatura para a producgao de seus frutos. Cerca de 60% das espécies selvagens
de café correm risco de extingdo no processo (Davis et al. 2019). Na contramé&o
dessa previsdo, a demanda por café no mundo aumenta progressivamente (ICO
2022).

Ha evidéncias de que o aumento da temperatura global podera reduzir a
qualidade da bebida, modificando a expressao e atividade de proteinas importantes

nas vias metabodlicas das substancias envolvidas nessa qualidade (Abreu et al.
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2012; Yadessa et al. 2020), portanto, a melhoria genética das culturas é uma
estratégia essencial para se adaptar as mudancgas climaticas (Henry 2020). Embora
o melhoramento classico da qualidade da bebida café seja possivel sem prejuizo do
rendimento do cafeeiro (Montagnon et al. 1998), o melhoramento baseado em
ferramentas de manipulagdo genética € mais vantajoso. Um esquema classico de
melhoramento de café € composto basicamente por métodos de genealogia e
retrocruzamento, que sao comumente aplicados em culturas anuais de diploidia
autopolinizada. Os criadores exploram o sistema de acasalamento para selecéo
efetiva de linha pura a partir de autofecundagao e teste de gendtipos superiores
(Clifford and. Willson 1985). Por ser uma cultura perene com longo periodo juvenil,
os ciclos de melhoramento sdo caros e demorados, resultando em avaliagdo de
longo prazo e baixos ganhos genéticos por unidade de tempo. Além disso, as
avaliacdes de produtividade sdo comumente afetadas pela bienalidade presente na
cultura, o que se torna um desafio para selecionar genoétipos superiores (Carvalho et
al. 2020), e a introgress&o de genes de resisténcia a estresses bidticos e abioticos
pode também levar para os gendtipos superiores genes que comprometem a
qualidade da bebida (Bertrand et al. 2003).

A espécie C. arabica (2n = 4x = 44) é um alotetrapléide contendo dois
genomas que se originaram de dois ancestrais selvagens diploides diferentes, C.
canephora e C. eugenioides Moore. Essa espécie é caracterizada por uma baixa
diversidade genética, que é atribuivel a sua biologia reprodutiva e evolugéo. Entre
outras coisas, a baixa variabilidade se reflete em sua suscetibilidade a maioria das
doengas (Lashermes et al. 1999). Em contraste, C. canephoraé uma espécie
diploide (2n = 2x = 22) com consideravel variabilidade (Bertrand et al. 2003). Devido
a todas essas caracteristicas, modificacbes genéticas em C. arabica tém sido
buscadas, com o intuito de criar cafeeiros resistentes a pragas e variaveis
ambientais, sem, no entanto, diminuir a qualidade de sua bebida.

Desde a segunda metade do século 20, a maioria dos programas de
melhoramento implementados em todo o mundo (Brasil, Coldbmbia, Quénia, Etidpia,
Costa Rica, Honduras) transferiu resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. E
Br.), nematodides das galhas (Meloidogyne sp.) e doenga do café (Colletotrichum
kahawae sensu Hindorf) do Hibrido do Timor, que é derivado de um cruzamento
interespecifico selvagem entre C. arabicae C. canephora, a cultivares de C.
arabica (Bertrand et al. 2003).
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Segundo Bertrand et al. (2003) a maioria dos compradores de café afirma que
as novas variedades introgredidas tém uma qualidade da bebida inferior ao
padrdo C. arabica da var. Caturra. E possivel que a introgressdo de genes de
resisténcia possa interferir na qualidade da bebida. No entanto, os autores
concluiram que esse problema pode ser contornado com uma selecdo adequada de
genotipos para evitar acompanhar a introgresséo de genes de resisténcia com uma
queda na qualidade sensorial, ressaltando o fato de que utilizar genes altamente
correlacionados a composi¢cdo quimica da qualidade da bebida tornaria o

melhoramento mais eficiente.

Embora a publicagdo a respeito da qualidade da bebida café na area de
quimica e ciéncia de alimentos seja vasta, até o0 momento, ndo foram encontradas
revisdes de literatura relacionando as substancias que afetam essa qualidade aos
marcadores gendmicos do cafeeiro. Permanece uma lacuna em nossa compreensao
da relacdo do perfil de sabor a composicdo quimica e, especialmente, a sua
impressédo geneética (Cheng et al. 2020), portanto, nesta revisdo foi sintetizado o
histérico da producado cientifica que relaciona as substancias envolvidas na
qualidade da bebida café com a expressao génica dessas vias metabdlicas, de
forma a auxiliar o melhoramento genético do cafeeiro com foco na qualidade da
bebida.

3.1.2 METODO

Este é um artigo de revisdo sistematica, revisado e executado
independentemente pelos autores Daniele Alves Marinho, Lian de Souza Silveira,
Mariane Fatima de Azevedo Rincon, Arthur Merigueti de Souza Costa, Vanildo
Silveira e Rodrigo Scherer com uso da ferramenta Start (Fabbri et al. 2016). As
buscas foram realizadas seguindo as recomendagdes do Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and. Meta-Analyses (PRISMA) (Haddaway et al. 2022). A
pergunta norteadora foi a seguinte: os resultados da literatura sobre os marcadores
quimicos e “Omicos” de qualidade da bebida café ja podem contribuir

significativamente para o melhoramento genético dessa caracteristica tdo complexa?
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O critério de selegao das fontes foi o de bases de dados com periddicos
indexados que tinham revisao por pares, e as bases escolhidas foram Scielo, Web of
Science e Scopus. Optou-se pela busca em portugués do Brasil e inglés, partindo da
premissa que poderia haver artigos publicados em portugués que se enquadrasse
nos critérios de selegdo. As palavras-chave escolhidas na lingua portuguesa foram:
analise sensorial, café, genes, genoma, perfil sensorial, proteoma e qualidade
sensorial. As palavras escolhidas na lingua inglesa sao: coffee, genome, proteome,
QTL, sensory analysis, sensory profile, sensory quality e SNP. A palavra “Coffea” foi
inserida para ambas as linguas. As strings de busca que mais se adequaram as
bases de dados, e trouxeram os melhores resultados foram: Scielo, (café ) OR
(Coffea) AND. (“qualidade sensorial” ) OR (“perfil sensorial” ) OR (“analise
sensorial” ) AND. (snp) OR (QTL) OR (genes) OR (proteoma) OR (genoma) no
campo “Todos os indices”; Web of Science, ( coffee OR Coffea) AND. (“sensory
quality” OR “sensory profile” OR “sensory analysis” ) AND. ( snp OR QTL OR genes
OR proteome OR genome) no campo “Topico”; e na base Scopus, (TITLE-ABS-KEY
( coffee OR Coffea ) AND. ALL (“sensory quality” OR “sensory profile” OR “sensory
analysis” ) AND. ( snp OR QTL OR genes OR proteome OR genome).

Os critérios de elegibilidade foram os seguintes: apenas fontes primarias,
publicadas em periddicos revisados por pares, que tenham dados da quimica do
café relacionados a algum biomarcador molecular (genes, RNA, SNP, QTL, etc)
(inclusédo) e que nao incluam a qualidade sensorial da bebida café em sua discusséo

(excluséo).

3.1.3 RESULTADOS

O fluxograma Prisma para e os estudos selecionados por meio dele estao dispostos

sdo mostrados na figura 1 e no quadro 1, a seguir.

FIGURA 1 — FLUXOGRAMA PRISMA PARA SELECAO DOS ESTUDOS (PRISMA = PREFERRED
REPORTING ITEMS FOR SYSTEMATIC REVIEWS AND META-ANALYSES).
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Identificacdo de novos estudos via bases de dados e cadastros

Registros identificados de:
Bancos de dados (n = 3)

Identificacéo

Registros removidos antes da triagem:
Registros duplicados (n = 49)
Registros marcados como inelegiveis por

Registros {n = 382) ferramentas de automacao (n = 0)
Registros removidos por outros motivos (n = 0)
Registros selecionados Registros excluidos
(n=337) (n =261)
Artigos procurados para recuperacao Artigos ndo recuperados
(n=176) (n=0)
[

Artigos avaliados para elegibilidade
(n=76)

Artigos excluidos:
Sem foco na qualidade da bebida do café
(n=1)
Nao relaciona marcadores gendmicos com
marcadores de qualidade da bebida de café
(n=31)

Novos estudos incluidos na revisdo
(n=44)
Novos estudos adicionados
(n=0)

Incluidos

Fonte: a autora (2022).




QUADRO 1 - ESTUDOS SELECIONADOS SEGUNDO O FLUXOGRAMA PRISMA.
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
CaCP, CcCP, CaAP, . Coffea arabica cv. Obatd | Immature and mature
Abreu etal,, (2012) CafEST CcAP Protein IAC 1669-20 fruits, endosperms. )
C. pseudozanguebariae
Bridson x C. canephora
Pierre F1 hybrids.
Fructification time Mature fruits 4F1 hvbrids
Akaffou et al., (2012) Akaffou et al., (2003) ft, caf, het Caffeine BC, (C. endosperms wet 83 gC
Heteroside pseudozanguebariae processed !
Bridson x C. canephora
Pierre) X C. canephora
Pierre F; hybrids.
Sugar derivatives, Coffea arabica, Coffea Young leaves (DNA)
L . abeokutae, Coffea .
SNP organic acids, amino o Reddish matured
Anagbogu et al., (2019) . - . . liberica, Coffea . 48
Metabolomic acids, amines, Unknown (ripened), coffee bean
. , stenophylla, Coffea
compound ‘6404 endosperm.
canephora
Young leaves (DNA)
SNP Reddish matured
Anagbogu et al., (2021) e - Fat Coffea canephora elomed), wottiee bem 30
endosperm.
Introgressed Coffea
Caffeine arabica
Chlorogenic acids .
Bertrand et al., (2003) AFLP - Fat Coffea arabica Caturra, Matured (ripened), 25
. . ) .| coffee bean endosperm.
Trigonelline Coffea arabica Catuai,
Sucrose Coffea arabica Villa-
Sarchi
Fruits in different stages
~ In ilico EST’s . Coffea arabica L cv. of ripening: Roots,
Cagre i, (A2 identification Cisis SolEmediErds IAPAR-59 Branches, Leaves, E
Flower buds, Flowers
XMT1, MXMT1, . . . .
Chen v, @01 e | womouwri, | Giene | Coearbionlr | s et g
DXMT?2, SS1 )
Cheng et al., (2018) DEGs SDP Polysaccharides Coffea arabica L. cv. K7 | Cherries of different 3
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
ripening stages (green,
yellow and red).
Timmmayoms] Polyphenols Endocarp, perisperm
HEGs f Lipids (seed coat), endosperm
actors .
Proteins and embryo
(encapsulated by
endosperm).
XMT, MXMT, DXMT,
CTgS2, SUS, VIN,
CIN, CWIN, VINI, | Protein, Sucrose, Lipids,
Cheng et al., (2020) DEGs CWINVI1, SPS, SPP, | Caffeine, Chlorogenic Coffee arabica L. K7 Mature cherries. 4
C4H4, C3’H, acids
CCoAOMT1,
CCoAOMT5, HCTa
CcXMT, CcMTL,
Denoeud et al., (2014) WGS CcNMT3, CcDXMT, Caffeine, Lipids Coffea canephora - -
FAD2, CcFAD2.3
ABAS3, ARF, ASN1,
GN, SCR, STM, AAT, Protein. Caffeine C. arabica cultivars:
CHS, CS, Chlorog’enic acids: Mundo Novo IAC 388- Ovary, Fruit: Pinhead
CCoAOMT1, 4CL, Peroxidase ’ 17, Catuai Vermelho Exp.’:msion' Green ’
Gaspari-Pezzopane et al., (2012) ESTs GAL, IFS, MAN-B, Carbohy dratés IAC 144, Icatu Vermelho Yellowish—gre’en Che’rr‘ 10
MS, PAL, TS, ACO, Maturation ’ TIAC 4045, Obata IAC En dosper;n ]
ACS, CAT, CSP1, Theobromir;e 1669-20, Icatu Precoce
DH, AND.3, ER5, IAC 3282
ERF, ETR, GR, ICL
Fruit: pinheads (60
DAF), Green 1 (130
Coffea arabica cv DAY Gl (6
Geromel et al., (2006) ESTs CaSUS1, CaSUS2 Sucrose ’ DAF), Mature (234 DAF -
IAPAR 59
Tissues: perisperm,
endosperm, pericarp
CaSUS1 . Fruits were harvested
Geromel et al., (2008) Northern blot Sucrose Coffea arabica L. every four weeks after 3
CaSUS2 . .
flowering until cherry
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Coffea canephora

(Pericarp, Seed)
G — Whole fruit

(Pericarp, Seed)

References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
fruit maturity.
Tissues: Pericarp,
Perisperm, Endosperm
Ivamoto et al., (2013) Inps;izyc;gre;l;ci?;j PAL, C4IéI§f1§L, CQr, Chlorogenic acids Coffea spp. - -
DV703215, EE200220
EE199490, susl, SPS,
SPP, CS, MGT, MS,
GMGT, MIPS, MIOX,
UDP, UGDH, GalAT,,
RFO, GPAT, LPAAT, Sugar p , Seeds ti)n ldevetlopm)ental
. PAP, DAGAT, CPT, Coffea arabica L. cv. |stages below (DAF): 45,
Jogtetal., (2009) ESTs KCS, FATb, KASII, Chlom;a;ic cids Laurina 75, 105, 135, 180, 225, 20
SAD, FaTA, PAL1, 255
PAL2, C4H, 4CL,
CCoAOMT, C3H,
HCTI1, HQT, CCR,
F5H, CCoAOMT1,
HCTI1, CAD, POD
CCR4, CHR, C3Hc1,
CCoAOMT, F5H2, Seeds in developmental
. CCR1, CCR2, PAL2, S Coffea arabica cv stages below (DAF):
Jogtetal., (2010) QTTs C4H, PAL2, 4CLs, |  Chlorogenicacid et 90-120, 120—1(50, e 3
HQT, F5H1, POD, 210, 210-240, >240
OMT
Maturity stages: A —
Whole fruit, B — Whole
CmXRS Coffee arabica cv. fru1t,V(\37h—0}/§lf1rcﬂiet fgnt, b
CTS2 Caffeine Mokka (MA2-7) Whole fruit (Pe’ricarp
Koshiro et al., (2006) (RT)-PCR CCS1 - . Coffee arabica cv. -
MS Trigonelline Catimor (T5175-7-1), Seed)
. F — Whole fruit
a-tubulin
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
St PALI Coffea arabica cv. Tall | Fruit growth stages: I —
. .. , . . Mokka Green, II — Green, III —
Koshiro et al., (2007) reverse transcription C3’H Chlorogenic acids h ik -
(RT)-PCR CCOAMT Coffea canephora Green, IV — Pink, V —
(#6621) Red
Coffea
. . pseudozanguebariae X
Ky et al., (2001) AFLP QTL Trigonelline Coffea liberica var. Mature beans 42
dewevrei hybrid
Real-time RT-PCR HCT C. canephora BP409 Cherries
expression HQT L Coffea canephora Branch )
Lepelley et al., (2007) C3H1 Chlorogenic acid (robusta) FRTOS and. Roots
RACE CCoAOMTI1 FRT64 Flowers
Young leaves,
High-resolution Branches, R.OOtS’
. Flowers, Cherries beans
mapping CePALL Coffea canephora Pierre and pericarp in
Lepelley et al., (2012) CcPAL2 Phenolics p P P -
. . BP409 development stages:
Differential CcPAL3 -
. Small green fruit, Large
expression .
green fruit, Yellow
fruit, Red fruit ®.
BAC library
Leroy et al., (2005) CeSUSI Sugar Ciejjiom Gl Young leaves -
SSR markers genotype 126
RFLP
Caffeine
Genetic mapping QTLs .
Leroy et al., (2011) ESTs SSR markers Chlorogenic acids Coffea canephora Leaves -
Sugar
Semi-quantitative and Coffea arabica AC1 Coffee fruit in
uan(gi tative RT—PCIi CmXRS1 Coffea arabica cv. development stages: 1 —
Maluf et al., (2009) d CTS2 Caffeine Mundo Novo, pinhead, 2 -expansion, 3 -
CCS1 Coffea eugenioides — green, 4 — yellowish-
ESTs
Coffea canephora green, 5 — cherry
Coffee fruit in
(RT-PCR) Caffeine development stages: GF
Mizuno et al., (2002) CtCS Coffea arabica — green fruits, IS — -
RACE Theobromine immature seeds, OS —

pulps and outer skins
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
YL - young leaves, ML
— mature leaves, OL —
old leaves, FB — flower
buds
Seml—quantltaFlvg . DE — developing
reverse transcription CLCS renamed Xanthosine -
Mizuno et al., (2003) (RT)-PCR Coffea arabica L. -
CmXRS1. . YL — young leaves
Ceiitaine FB — flower buds
RACE
FB — flower buds, CL —
. Semi-quantitative RT- CTgS1 Nicotinic acid, . closed leaves, YL —
Mizuno et al., (2014) PCR CTgS2 Trigonelline Coffea arabica young leaves, ML — )
mature leaves
CesAs, InvI3, RS, | Cerpohydrate, Amino :
Mondego et al., (2011) ESTs CaContig, CcContig, aCId.’ Caffeme, Coffea arabica In silico -
SE2 Trlgone}lne, . Coffea canephora
Chlorogenic Acid
BAC, Reverse
Transc}iption—PEZR, CaMXMT . Stems
Ogawa et al., (2001) GFP Fusion Plasmid, CaMTLI Caffeine Coffea arabica L. var. Young leaves -
Fluorescence CaMTL2 caturra Roots
. ’ CaM13 Old leaves
Microscopy
cab Theobromine COffeaC(Zl:ﬁ?rl; o
Ogita et al., (2004) RNAi CaXMT1 Caffeine e Young leaves -
CaDXMT1 . ’
Conilon
Cc-Man-S§, Cc-
Ogutu et al., (2020) DNA sequencing GMGT, Cc-alpha Gal, Polysaccharides Coffea canephora Seeds at mature stage 23
Cc-UGA4E, Cc-MGT
CaHMGR, CaMVD,
CaDXR, CalDS, .
.. .. CaCYP82C2, . Coffea arabica L. cv. Euits) at 30 and 2.10
Oliveira et al., (2021) Quantitative RT-Qpcr CaCYP71A25, Isoprenoid IAPARS9 DAF, green agd ripe 3
CaCYP74A1, fruits, respectively.
CaCYP701A3
Perrois et al., (2015) Quantitative real time | CcXMT1, CcMXMT1, Caffeine Coffea arabica L. cv. SG — small green fruit 1
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
CcDXMT, CaXMT1, Caturra CCCA12 and.
CaXMT2, CaMXMT1, CCCAO02 LG — large green fruit

PCR CaMXMT2, Coffea canephora var. Y — yellow fruit
CaDXMT1, robusta FRTO5 and. R —red fruit
CaDXMT2 FRT64
HQT, HCT, CYP, Caffeine, Trigonelline,
Pinto et al., (2021) RNA-seq XMT, DXMT, MXMT, Chlorogenic acids, C. canephora In silico -
CIgS Diterpenes
CcSPI, CePs2, Coffea (C;:l(tlllljrer: e Ez‘ag giggz guui: EE((% 2 Coffea Arabica
Privat et al., (2008) RT-PCR, Calnv3, Cclnv4, Sugar ge green ’
Coffea canephora var. yellow fruit (Y), red 2 Coffea Canephora
Cclnvll,2,3,4 .
Robusta fruit ®
s CAF . Coffee beans without
Sant’Ana et al., (2018) GWAS SNP markers KAH Coffea arabica e s e 107
Whole seeds (Green,
. Yellowish-green,
Santos et al., (2014) RT-PCR CATS, SOD, PPO, maturation Coffea arabl'ca L.cv Cherry, Over-ripe, Dry 4
UBQ Rubi
stage), Endosperms,
Embryos
. Whole seeds,
o-galactosidase, Coffea arabica L. cv Endosperms (Green
Santos et al., (2015) Qrt-PCR TUB, MAN, UBQ | caffeine, isocitrate lyase . ’ p 4
Rubi stage), Embryo (Over-
and. ethylene receptor 3 .
ripe stage)
Coffee fruit in
Hydrogen peroxide Coffea arabica cv (ie::)iloell;?éi)mété—lgerséeix
Santos et al., (2018) Qrt-PCR (H202), MDA, SOD, | Phenological analysis ’ P ’ 8 ? 6
Bourbon amarelo YG - yellow-green, C —
CAT, APX .
cherry, C —raisin, D —
dry
Caffeine,trigonelline COﬁEeCCTI Z[;"I;'b(i}czn%ypes Gl
Spinoso-Castillo et al., (2022) GWAS SNP markers g ’ ' > Leaves C. canephora (n = 3)
and. 5-CQA canephora, and. C. o _
o C. liberica (n = 1)
liberica)
CaPHOT?, CaPHY, C. arabica var. Caturra
Toniutti et al., (2019) RNAseq, Qrt-PCR CaCRY, CaLHCBI, Sugar ’ ) ’ Leaves -

CaLHCB4, CaLHCBS

Arabica clone GPFA124
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References Genomic method Genomic marker Coffee quality marker Coffee genotype Organ/Development Total distinct
stage measurement
Tran, Furtado et al., (2018?%) XP-GWAS SNP markers (;affeln? C caneght?ra Leaves 72
Trigonelline C. eugenioides
Tran, Ramaraj et al., (2018b) DNA sequencing, PCR SNP markers caffeine Coffea arabica var. K7 Leaves 18
Young leaves, Old
CaXMT1 CaMXMT1 leaves, Floral buds,
Uefuji et al., (2003) RT-PCR CaMXMT2 Caffeine Coffea arabica Immature fruits (green, -
CaDXMT1 stage 6-7), Mature fruit

(red, stage 10)

Fonte: a autora (2022)
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3.1.4 DISCUSSAO

Embora a definicdo de metabolismo primario e metabolismo secundario nao
seja totalmente clara, para certos compostos representa essencialmente substancias
que sdo produzidas de forma ubiqua por todas as espécies de plantas e outros
organismos e geralmente sdo essenciais para a sobrevivéncia (metabolismo
primario), ou aquelas geradas exclusivamente por espécies ou taxons especificos de
plantas e sdo estruturalmente muito diversas (metabolismo secundario) (Aharoni and
Galili 2011). Nesta revisdo usaremos essa divisdo para discutir os resultados

apresentados no quadro 1 e na figura 1.

3.1.4.1 METABOLISMO PRIMARIO

O metabolismo primario inclui principalmente os blocos de construgcao
universais e essenciais de acucares, aminoacidos, nucleotideos, lipidios e fontes de
energia. As vias metabdlicas desses metabdlitos e os compostos reais produzidos
por esses processos fundamentais sdo muito semelhantes, embora em alguns casos
nao idénticos, entre animais, bactérias, fungos, plantas e outros organismos
(Aharoni; Galili, 2011).

3.1.4.1.1 Carboidratos

Em plantas superiores, o metabolismo do agucar tem se mostrado essencial
para o controle do desenvolvimento das sementes, principalmente através da
regulagcao do processo fonte/dreno (Geromel et al. 2006). O perfil de agucar no grao
de café verde estd sujeito a grande variabilidade, pois é influenciado por
caracteristicas genéticas e condigdes climaticas, e principalmente pela maturacéo,
quando o teor de agucares redutores diminui e o teor de sacarose aumenta (Barbosa
et al. 2019). De fato, os carboidratos representam cerca de metade do peso seco da
semente e, entre eles, a sacarose € considerada o precursor mais importante do

sabor e aroma do café (Clifford and Willson 1985).
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A sacarose tem um papel central nas mudangas quimicas que ocorrem
durante a torra. A degradacdo da sacarose e polissacarideos da parede celular
geram agucares redutores, que reagem com aminoacidos através de reagdes de
glicacédo de Maillard (Mondego et al. 2011), que levam a uma ampla gama de
compostos (ou seja, acidos alifaticos, hidroximetil furfural e outros furanos, pirazina e
compostos de carbonila, melanoidinas, agua e didxido de carbono) considerados em
conjunto como contribuintes essenciais para o sabor do café (Craig et al. 2018;
Clifford and Willson 1985). Mono e dissacarideos sao consumidos, e a sacarose é
hidrolisada e pirolisada. Os polissacarideos, exceto a celulose, sdo amplamente
alterados em termos de graus de ramificacdo e de polimerizagéo, sendo assim
parcialmente solubilizados (Craig et al. 2018). Além da contribuicdo para a dogura da
bebida do café, a sacarose e os acgucares redutores contribuem para a formacéo de
sua cor e aroma (Barbosa et al. 2019).

Ky et al. (2000) pesquisou hibridos da cultivar antiga Coffea
liberica (Dewevrei), que tém baixos niveis de sacarose, com a especie
selvagem Coffea pseudozanguebariae, que possui teores de sacarose proximos a C.
arabica, demonstrando que a heranga dessa caracteristica possui aditividade
genética, isso significa que o teor médio de sacarose de uma progénie deve estar
préximo dos valores meédios parentais. Os resultados também sugeriram que € uma
heranca do tipo poligénica com genes independentes e um alto nivel de
heterozigosidade parental, concluindo que Coffea pseudozanguebariae poderia ser
usado com C.canephora na reproducao para esta caracteristica.

T. Leroy et al. (2005), pesquisando a espécie C.canephora, verificou que a
sacarose sintase (SuSy) foi codificada por pelo menos dois genes, sendo um
deles CcSUS1T. E interessante notar que nessas plantas, esses genes estdo
diretamente relacionados ao controle da funcdo de dreno, conforme deduzido por
seus padrbes de expressdo. Este também parece ser o caso do gene SUST em
Arabica, onde sua expressdo foi observada no momento da rapida expansao dos
tecidos do perisperma e do endosperma durante o desenvolvimento do grao, na fase
verde da maturagdo. Juntos, isso sugere um papel fundamental do CaSUST na
definicdo do volume do espaco locular e, portanto, no tamanho final dos graos de
café. No entanto, entre varias enzimas do metabolismo do acgucar pesquisadas por
Geromel et al. (2006) em C. arabica, a sacarose sintase mostrou as atividades mais

altas durante o ultimo estagio do desenvolvimento do endosperma e do pericarpo e



38

essa atividade acompanhou de perto o acumulo de sacarose nesses tecidos neste
estagio.

O metabolismo dos acgucares no cafeeiro € um assunto complexo. A
homeostase da sacarose e a acumulagao liquida em 6rgaos drenos (como flores e
frutos) envolvem a interagdo de varios ciclos ‘futeis’ incorporando importagao,
degradacado e ressintese e englobando reag¢des no citosol, vacuolo e apoplasto
(Privat et al. 2008). Em Privat et al. (2008), nove novos genes de Coffea que
codificam enzimas do metabolismo da sacarose foram identificados: sacarose
fosfato sintase (CcSPS1, CcSPS2), sacarose fosfato fosfatase (CcSP1),
citoplasmatica (Calnv3) e invertases de parede celular (Cclnv4) e quatro inibidores
de invertase (Cclnvl1, 2, 3, 4).

As mudancgas de desenvolvimento na atividade de SuSy foram diferentes nos
graos Robusta e Arabica. Embora a atividade de SuSy ndo tenha sido
significativamente diferente durante o desenvolvimento de grdos de Arabica, ela
mostrou um aumento acentuado entre os estagios small green (SG) e large green
(LG), em ambas as variedades de Robusta, diminuindo no estagio amarelo, mas
aumentando novamente no final do desenvolvimento (Privat et al. 2008). Assim, a
alta atividade de SuSy esta associada a fase de crescimento do desenvolvimento do
fruto do café e, mais especificamente, ao desenvolvimento do endosperma (Castro
and Marraccini 2006; Geromel et al. 2006; Privat et al. 2008).

Dos dois genes SuSy caracterizados por Privat et al. (2008), CcSS2 é
altamente expresso no inicio do desenvolvimento do gréo e, em seguida, diminui em
todos os quatro genotipos pesquisados, dois de Arabica e dois de Robusta, sendo a
diminuicdo mais pronunciada nos genotipos Robusta. Em contraste, o mRNA
de CcSS1 esta presente em niveis muito baixos em todos os estagios. Esses
resultados sugerem que CcSS2 codifica a isoforma predominante implicada no
desenvolvimento do endosperma do café. E essa dindmica demonstra que a
resisténcia do dreno € maior em Robusta do que em gréos Arabica no inicio do
desenvolvimento (Privat et al. 2008). Embora Geromel et al. (2006) tenha observado
um aumento maci¢co na atividade de SuSy no final do desenvolvimento do grao
arabica o mesmo nao foi observado por Privat et al. (2008), sendo esse fato
atribuido as diferencas de localizacdo e da maturacdo do fruto. Nesse contexto, é
importante ressaltar que a atividade de SuSy é regulada por varios parametros,

particularmente disponibilidade de substrato (Nguyen-Quoc and Foyer 2001) e
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modificagdo pods-traducional por meio de modificagdo covalente (Anguenot et al.
2006).

A sacarose é transferida dos tecidos de origem fotossintética para os tecidos
de dreno através do apoplasto (entre as células) e das vias do simplasto (através do
citoplasma). Nos tecidos dreno, a sacarose € degradada por varias invertases
especificas do tecido em hexoses. Essas invertases incluem invertase da parede
celular (CWIN, apoplasto), invertase citosodlica (CIN) e invertase vacuolar (VIN). No
citoplasma especificamente, a sacarose € degradada pela sacarose sintase (SUS)
em UDP-glicose, que pode ser usada para a sintese de polissacarideos da parede
celular ou ressintese de sacarose por sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose
fosfato fosfatase (SPP) (Cheng et al. 2020).

A resisténcia do dreno também ¢é impulsionada pela atividade das invertases
celulares, especialmente as isoformas vacuolares (Nguyen-Quoc and Foyer 2001). A
atividade da invertase acida soluvel foi muito maior no Robusta do que no genétipo
Arabica, particularmente nos estagios iniciais do desenvolvimento do gréo (Privat et
al. 2008). Em Arabica, a atividade da invertase acida foi baixa e relativamente
constante em todos os quatro estagios de desenvolvimento de grdos analisados.
Esses resultados mostram que a resisténcia ao dreno (determinada pela invertase
acida em associagdo com SuSy) é maior em Robusta do que em Arabica durante os
estagios iniciais de desenvolvimento de gréos, que dependem da importagdo de
sacarose simplastica. Esses dados mostram que a degradacdo da sacarose é
consideravelmente maior nos gendétipos Robusta do que nos Arabicas (Privat et al.
2008).

A invertase vacuolar & codificada por um unico gene, Ccinv2, no café. As
atividades da invertase neutra (isoforma citoplasmatica) e vacuolar sdo semelhantes
em ambos os gendtipos de Arabica. No entanto, a atividade da isoforma vacuolar é
predominante em ambos os genotipos de Robusta (Privat et al. 2008). Apesar
disso, Cclnv2 € um transcrito de alta abundancia durante o desenvolvimento inicial
de graos em Arabica CCCA12 e em ambas as variedades Robusta (Privat et al.
2008). Com isso os autores deduziram que as diferengas observadas nas atividades
da invertase acida entre os genodtipos Arabica e Robusta ndo podem ser atribuidas a
diferengas na expressao do gene Cclnv2.

Privat et al. (2008) entdo exploraram a possibilidade de controles pés-

traducionais da atividade da invertase vacuolar em café. Os
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inibidores Cclnvi2 e Ccinvi3 mRNA foram mais abundantes nos gendtipos de
Arabica do que em Robusta, com expressao altamente restrita aos estagios iniciais
de maturagcdo do grao, e transcritos de CclnvI2 atingindo o maior acumulo. Dessa
forma os autores demonstraram uma ligagao direta entre a expressao de inibidores
especificos da invertase e a atividade de inibicao da invertase.

Mondego et al. (2011) n&do detectaram ESTs de C. arabica codificando Invi3,
segundo os autores, provavelmente devido a baixa cobertura de bibliotecas de
frutos/sementes desta espécie. A presenca de tal /nv/ particular no café poderia
indicar novos mecanismos moleculares de regulagdo da invertase. No entanto, a
presenca de Invl3 foi confirmada no trabalho de Privat et al. (2008), genes da
invertase de parede celular e vacuolar (DV703215 e EE200220, respectivamente)
em Joét et al. (2009) e atividade de invertase acida em Geromel et al. (2006).

Segundo Privat et al. (2008) altas atividades de sacarose fosfato sintase
(SPS) sdo acompanhadas pelo acumulo de sacarose durante a maturagdo dos
gréos Arabica e Robusta. A atividade da SPS aumentou entre os estagios SG e LG
e diminuiu drasticamente entre os estagios LG e yellow (Y). No geral, as atividades
de SPS foram maiores em Robusta do que em Arabica nos estagios iniciais de
desenvolvimento de graos, porém, maiores transcricoes de
SPS, CcSPS1e CcSPS2, e atividades de SPS no final do desenvolvimento séo
responsaveis pelo conteudo final de sacarose dos grdos maduros de Arabica.

Privat et al. (2008) elucidam a diferenca do teor de sacarose entre C.
arabica e C. canephora atribuindo a duas causas, as maiores atividades de SuSy e
invertase no inicio do desenvolvimento do grdo que previnem o acumulo de
sacarose em Robusta; e atividades SPS mais baixas em Robusta do que em
Arabica mais tarde no desenvolvimento de graos. Curiosamente, ambos, Geromel et
al. (2006) e Privat et al. (2008), verificaram uma diferenca na distribuicdo das
atividades de enzimas que sintetizam sacarose em C. arabica e C. canephora ao
longo do processo de maturagdo, aparentemente C. canephora possui uma
distribuicdo unimodal dessa atividade, e C. arabica, bimodal, com dois picos de
atividade, uma durante a fase de expansao do grao, e outra no final da maturagéo. A
diferenga entre ambos € que em Geromel et al. (2006), a enzima € a SUS, e em
Privat et al. (2008), a SPS.

Geromel et al. (2008) investigaram o impacto da luminosidade nos teores de

sacarose relacionados a SUS e SPS, e verificaram que os niveis de transcritos do
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gene CaSUS2 foram maiores na sombra do que no sol. Como nenhum aumento de
sacarose acompanhou essas mudancgas, isso demonstra claramente uma relagao
entre o maior desenvolvimento do perisperma ocorrendo no inicio do
desenvolvimento do fruto e o maior tamanho dos grdos maduros comumente
observados em condigdes de sombra. Geromel et al. (2008) sugerem que ha um
redirecionamento do metabolismo da sacarose para outras vias metabdlicas, por
exemplo, polissacarideos complexos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Cheng et al. (2020), em seu trabalho que compara a qualidade de graos de café da
parte superior e inferior do cafeeiro. Este estudo revela que o dossel inferior
produziu graos de café de alta qualidade com aroma de café mais intenso (melhoria
na qualidade organoléptica do café) associado a melhora no acumulo de sacarose,
trigonelina e cafeina no grdo. O aumento dos componentes quimicos nos graos no
dossel inferior foram acompanhados por uma maturidade mais longa (Cheng et al.
2020).

Segundo Cheng et al. (2020), no estagio verde, a degradagcdo da sacarose
leva principalmente a biossintese dos principais componentes do gr&o. Isso inclui
galactomanana (polissacarideos da parede celular principal), triacilglicerol (principais
lipidios) e 11S, a principal proteina de reserva (Cheng et al. 2020). A expressao de
genes nas vias do metabolismo da sacarose sugeriu fluxo de expressédo génica da
parede celular (principalmente no estagio verde) para o citoplasma (estagio amarelo
e vermelho) e depois para o vacuolo (estagio vermelho). Os principais genes que
regulam o aumento da concentracdo de sacarose através da via metabdlica
incluem CIN, SPS2_2, SPS1, SUS2 2, VINI_2 e VIN_2 (Cheng et al. 2020).

Moschetto et al. (1996) relatou diferengas entre os grupos genéticos de seu
estudo relacionadas a preferéncia do consumidor, aroma, acidez, corpo e amargor.
Além disso, o0 mesmo estudo concluiu que os gendtipos guineenses eram em média
inferiores aos gendtipos congoleses para preferéncia e aroma. No trabalho de
Thierry Leroy et al. (2011), com 0os mesmos grupos genéticos, cinco zonas de QTL
foram co-localizadas com genes candidatos relacionados a biossintese das
caracteristicas analisadas: dois genes que codificam a biossintese de cafeina, um
gene implicado na biossintese de acidos clorogénicos e dois genes implicados no
metabolismo do agucar (Thierry Leroy et al. 2011). Em um mapa genético com 236
marcadores moleculares, Thierry Leroy et al. (2011) descobriu que as principais

colocagdes de QTL para sacarose de diferentes anos foram no grupo de linkage |,
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co-localizado entre amargor, acidez, conteudo de 3-CQA, 4CQA e 5-FQA, teor de
cafeina e rendimento.

Genes de sacarose foram usados para investigar a diversidade de sequéncias
do transcriptoma do sistema de poliploidia por Cheng, Furtado, and Henry (2017).
Para o gene da sacarose sintase 1 (SS7), um dos genes importantes no
metabolismo da sacarose, nove variantes de transcricdo foram identificadas. Essas
variantes revelaram diversidade de transcricdo que resultou em grande parte de
diferentes coépias dos progenitores. Quando alinhados a G-CcSS17 (sequéncia
genObmica de C. canephora SS1), as quatro principais variantes de transcrigao
de SS17 putativas mostraram alta identidade e variantes de nucleotideos
consistentes, sugerindo que estas eram coépias do C. subgenoma canephora. Todas
as variantes de transcricdo de sacarose estudadas nesta pesquisa foram estendidas
na regiao 5’UTR em relacéo a relatos anteriores, exceto SPS1 (Cheng, Furtado, and
Henry 2017). Os autores atribuiram esse avango ao uso do método Long-read
sequencing (LRS), que explora sequéncias ainda nao concluidas ou publicadas. Por
exemplo, quatro variantes de transcricao foram identificadas a partir desta pesquisa,
enquanto SPS2 foi identificado apenas em C. canephoraem vez de C.
arabica (Cheng, Furtado, and Henry 2017).

As transcricbes completas geradas por LRS neste estudo forneceram um
transcriptoma de referéncia poliploide de grdos de café em nivel de isoforma.
Comparado com seus progenitores de subgenoma, o transcriptoma do grao de café
arabica era mais diversificado e complicado, com mais isoformas, enzimas e vias.
Estudos de caso com cafeina e sacarose identificaram que essa diversidade e
complexidade eram resultado de splicing alternativo, poliadenilagédo, extensdo 5’UTR
e copias de subgenoma. A descoberta de novos genes e transcrigbes longas
também foi uma vantagem do uso da tecnologia LRS (Cheng, Furtado, and Henry
2017).

Os polissacarideos de armazenamento da parede celular (CWSPs) sao
compostos principalmente de mananas, glucomananas, galactomananas,
xiloglucanas e galactanas. Esses polissacarideos variam estruturalmente na cadeia
principal, residuos de ramificagao e agucares nucleotideos, e sua biossintese requer
diferentes enzimas hidroliticas (Ogutu et al. 2020). Mondego et al. (2011)
encontraram em seu trabalho que havia prevaléncia de proteinas da superfamilia de

celulose sintase (pfam 03552; CesA) em C. arabica em relagdo a C. canephora,
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revelando que a presenga de genes especificos/prevalentes da espécie no café
pode ajudar a explicar caracteristicas particulares dessas duas culturas.

A familia CesA inclui os genes “verdadeiros” da celulose sintase e oito outras
familias denominadas genes ‘semelhantes a celulose sintase’ CslA-CslH. Verificou-
se que algumas proteinas CslA atuam na sintese de mananas e xiloglucanas
(Mondego et al. 2011). Os ortélogos desses genes Cs/ foram encontrados em tags
de sequéncia expressa (ESTs) em C. arabica por Mondego et al. (2011). As
proteinas CesA interagem em um complexo de celulose sintase, e acredita-se que
cada tipo de célula contém trés tipos de subunidades CesA em um Unico complexo.
Portanto, a origem mais ampla das (ESTs) de C. arabica podem ser a razéo para a
prevaléncia de CesAs em C. arabica em comparagao com C. canephora (Mondego
et al. 2011).

Segundo Joét et al. (2009), diferente de outras plantas, no cafeeiro os
oligossacarideos da familia Raffinose (RFOs) estdo presentes transitoriamente
durante a fase de armazenamento e s&o remobilizados durante os estagios
intermediarios de desenvolvimento para suprir a extensa demanda por galactose na
sintese de galactomanana. As rafinose sintases (RS; EC 2.4.1.82) catalisam a
sintese de rafinose a partir de sacarose e galactinol. Um dos maiores precursores do
galactinol € o mio-inositol, Joét et al. (2009) também forneceram evidéncias de uma
via de oxidagao funcional de mio-inositol durante a biossintese da parede celular
(CWP) em café. Esta via foi caracterizada em nivel molecular em plantas superiores
e acredita-se que desempenhe um papel importante na biossintese de
polissacarideos hemiceluldsicos (Kanter et al. 2005).

As analises de Joét et al. (2009) indicaram que C. arabicatem maior
quantidade de RS do que C. canephora. Tais dados parecem corroborar analises
bioquimicas que mostraram que graos de C. canephora contém niveis reduzidos de
rafinose em comparagao com arabica (Mondego et al. 2011). No entanto, a inspegao
cuidadosa dos autores sobre os aglomerados de RS C. arabica revelou que essas
sequéncias eram derivadas de diversas bibliotecas de tecidos. A presenca de mais
bibliotecas EST de plantas estressadas em C. arabica pode ser a causa desse viés,
pois 0 acumulo de RFOs tem sido associado a respostas a estresses abidticos,
protegendo o metabolismo celular de danos oxidativos e seca. Portanto, a rafinose
pode exercer fungdes duplas no café: reservatoérios de galactose nos graos de café e

papéis protetores no desenvolvimento vegetativo (Mondego et al. 2011).
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Supbe-se que a diminuicdo de RFOs nos estagios finais do desenvolvimento
do gréao de café seja causada pela atividade da -D-Galactosidase (-Gal; EC
3.2.1.22). Mondego et al. (2011) identificaram trés genes codificadores de -Gal como
mais expressos nos estagios finais do desenvolvimento de sementes de C.
canephora (Mondego et al. 2011). Juntamente com -Gal, -manosidases (EC
3.2.1.25) e endo -mananase (MAN; EC 3.2.1.78), sao enzimas envolvidas na
degradagcdo de galactomananas durante a germinagdo de sementes, onde MAN
armazena polissacarideos da parede celular, como mananas, galactomananas e
glucomananas para o embrido, e auxilia no rompimento do endosperma micropilar
quando ele esta pronto para emergir (Santos et al. 2015). Ha também uma maior
expressdo de MAN em sementes inteiras e endosperma de C. arabica durante a
fase verde, sugerindo a participagdo desse gene em outros processos no gréao
(Santos et al. 2015). As -manosidases sdo expressas preferencialmente em
sementes em germinagdo de C. arabicae C. canephora (CaContig 3009,
CcContig6678), um padrao semelhante em comparagdo com -Gal de C.
canephora (CcContig 6678) (Mondego et al. 2011).

Ogutu et al. (2020) estudaram as taxas das variagdes evolutivas nos genes de
polissacarideos de armazenamento da parede celular de endosperma em C.
canephora. Segundo os autores a selegdo positiva detectada no gene de edi¢ao de
ramificaggo GM Cc-alpha Gal provavelmente explica o motivo da variagdo da
propor¢cao de manose para galactose em sementes de café. Os genes altamente
conservados de uridina difosfato (UDP)-glicose 4’-epimerase (Cc-UG4E) e manose-
1P guanilitransferase (CcMGT) sugerem uma forte selecdo negativa, que elimina
alteragbes que causam efeitos deletérios no fitness devido ao papel crucial desses
genes no fluxo de carbono da sacarose para o acumulo de galactomanana em

sementes de café (Ogutu et al. 2020).

3.1.4.1.2 Lipidios

Os atributos sensoriais aroma e sabor sao importantes para a qualidade do
café e critérios criticos para a aceitagdo do consumidor. Se a qualidade/gosto do
aroma puder ser melhorada, pode ser possivel aumentar a aceitagao do consumidor
de café e de produtos a base desse grao (Mahmud et al. 2022; Shahidi and Oh
2020). Os lipidios s&o uma importante fonte de sabor nos alimentos, tanto
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desejaveis quanto indesejaveis, ambos os efeitos podendo ser gerados no
processamento de alimentos por meio do envolvimento da degradacgao de Strecker e
da reacéo de Maillard, bem como dos processos oxidativos (Shahidi and Oh 2020).
A percepcdo do aroma e o gosto sdo significativamente afetados pelo nivel de
gordura do café. Portanto, a proporgao de lipidios precisa ser otimizada para manter
e/o melhorar o sabor caracteristico dessa bebida (Mahmud et al. 2022).

Os cafés arabicas geralmente possuem teores lipidicos de 15%, o que é
maior do que os robustas, que sdo em média 10%. No entanto, apesar de sua
importancia sensorial e fisiolégica, ndo ha estudos extensos de lipidios entre os
gendtipos de C. canephora. A lipiddmica em plantas ainda esta em sua infancia em
comparagdo com o perfil metaboldbmico mais amplo, e os dados para C.
canephora sao comparativamente menores do que os disponiveis para C. arabica.
(Anagbogu et al. 2021).

O triacilglicerol (TAG) é o principal carreador de aroma no gréo torrado, sua
composi¢cado de acidos graxos (FA) determina a geragao de produtos de oxidagao
induzida termicamente, em particular aldeidos, que reagem prontamente com
intermediarios de Maillard, dando origem a compostos de aroma adicionais (Joét et
al. 2009). Segundo Anagbogu et al. (2021) os TAGs C52 apresentaram grande
diversidade estrutural em cafeeiros de C. canephora da Nigéria, contendo até seis
triacilglicer6is de cadeia dupla, ou seja (52:1) a (52:6), mas, embora tenham
encontrado alguns lipidios divergentes, em geral, a diversidade lipidica foi baixa
entre os gendtipos estudados, e sera necessario iniciar a aquisicdo genética de
outros paises produtores de café por meio da colaboracao.

Oliveira et al. (2021) verificaram, em relagdo ao teor de lipidios, que foi maior
em frutos cultivados a pleno sol do que em agrofloresta (cerca de 11% a mais), o
que corrobora com (Geromel et al. 2008), que observou que as condigdes de luz
tiveram efeito significativo no teor de lipidios, onde valores maiores foram
observados a pleno sol em relagdo a condigdo agroflorestal. Isso provavelmente
ocorre devido aos resultados observados por Cheng et al. (2020), em que no estagio
verde da maturagdo, que é mais prolongada em condi¢des de sombreamento, a
degradagdo da sacarose leva principalmente a biossintese dos principais
componentes do grao, incluindo os triacilglicerois.

Em um estudo com Coffea arabica L. cv. ‘Laurina’ cultivado na Franca, Joét et

al. (2009) observou que a semente de café madura apresenta a caracteristica
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bastante incomum de conter as mesmas altas concentracdes de acidos palmitico e
linoleico (ou seja, cerca de 40%), resultados semelhantes foram encontrados por
Anagbogu et al. (2021), porém esses acidos graxos representam 50% do total. Das
7.000 espécies para as quais a composigcado de acidos graxos do 6leo de semente foi
registrada no banco de dados SOFA (Aitzetmdiller, Matthaus, and Friedrich 2003),
apenas 38 contém mais de 30% de 16:0 e 18:2. Joét et al. (2009) Presumem que o
alto teor de 16:0 do endosperma do café resulta de sua alta taxa de transcricéo
de FATb durante a sintese de lipidios.

Pensava-se que o colesterol era importante apenas no metabolismo animal
com baixas quantidades encontradas no perfil lipidico vegetal, no entanto, essa
molécula agora foi identificada como um precursor chave para milhares de
metabdlitos bioativos de plantas, e os fosfolipidios sdo potencialmente importantes
para a percepg¢ao sensorial dos alimentos (Anagbogu et al. 2021). Os citocromos
P450s participam da biossintese e do metabolismo de esterdis, grupo de lipidios do
qual o colesterol faz parte, e hormdnios esterdides, bem como no metabolismo de
varios lipidios. No estudo de Oliveira et al. (2021), um aumento no nivel
transcricional de CaCYP82C2 durante a maturagao dos frutos foi observado para
pleno sol em relagdo a agrofloresta, o que indica a influéncia da luz na regulagao
desse gene, no entanto, Ivamoto et al. (2017) n&o observou esse aumento
significativo de expressao no mesmo gene.

Sant'Ana et al. (2018) identificaram 5 Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) associados ao conteudo lipidico, a maioria desses SNPs estdo localizados
dentro ou proximos a genes candidatos relacionados as vias metabdlicas desses
compostos quimicos em graos de café, além de uma grande influéncia da origem
geografica nos teores de lipidios nos graos. Os acessos silvestres apresentaram
maiores teores de lipidios do que as cultivares. Esses resultados reforcam a
importancia de preservar o germoplasma de C. arabica do centro de origem (Etidpia)
(Sant’Ana et al. 2018), o que também poderia auxiliar a diversidade genética de
cafeeiros de C. canephora da Nigéria, do estudo de Anagbogu et al. (2021).

Entre os SNPs identificados por Sant’Ana et al. (2018), um é associado a
lipidios (S8_25559761) e co-localizado com o gene Cc08_g10680, que codifica uma
dessaturase de acido graxo (FAD2). As enzimas dessaturase regulam a insaturagao
de acidos graxos através da introducao de ligagdes duplas entre carbonos definidos

da cadeia de acil graxo (Sant'/Ana et al. 2018). Os autores relatam que outro SNP,
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S2 45775221, é co-localizado com Cc02_g33380, gene que codifica uma acil-CoA
sintetase de cadeia longa (LACS). As proteinas LACS ocupam uma posigao critica
nas vias biossintéticas de quase todas as moléculas derivadas de acidos graxos. As
proteinas LACS esterificam acidos graxos livres em acil-CoAs, uma etapa chave de
ativacdo necessaria para a utilizagcdo de acidos graxos pela maioria das enzimas
metabdlicas de lipidios. A LACS também foi identificada como associada ao teor de
lipidios em outras espécies (Sant’Ana et al. 2018).

A N-Aciltransferase catalisa a transferéncia de um grupo acil para um
substrato. Todos os membros da superfamilia das N-aciltransferases tém um
mecanismo catalitico semelhante, mas variam nos tipos de grupos acil que
transferem, incluindo os das trés principais substancias nutrientes, sacarideos,
lipidios e proteinas (Sant’Ana et al. 2018). Essas substancias participam de uma via
metabodlica comum mediada pelo acetil-CoA no ciclo do acido tricarboxilico e nas
reacoes de fosforilagdo oxidativa. Os acillipidios tém varias fungdes nas plantas, e
as estruturas e propriedades dos acillipidios variam muito, embora sejam todos
derivados da mesma via de biossintese de acidos graxos e glicerolipidios. Alguns
acil lipidios, incluindo o acido jasmoénico, participam das vias de sinalizagao. Acil-
CoA e acil-CoA N-aciltransferase estdo envolvidas nessas vias metabdlicas,
incluindo piruvato desidrogenase e piruvato, e estdo envolvidas no metabolismo de
agucares no ciclo do acido citrico e no metabolismo de acidos graxos e gorduras
necessarios para a sintese de flavondides e policetideos relacionados para o
alongamento de acidos graxos envolvidos em sesquiterpenos, brassinosteréides e
esterois de membrana (Sant’/Ana et al. 2018).

Segundo Sant’Ana et al. (2018), entre todos os SNPs associados a tragos
detectados por GWAS, trés mostraram fortes sinais de selecao direcional,
S4 3861777, S2 45775221, e S11_29778697. Os acessos silvestres de C.
arabica apresentaram frequéncias muito baixas dos alelos de referéncia nesses loci
quando comparados as cultivares domesticadas. Essas observagdes indicam que a
domesticacdo e o processo de reproducdo de C. arabica podem ter alterado as
frequéncias alélicas desses loci para modular o teor de lipidios e diterpenos,

possivelmente resultando em bebidas diferenciadas (Sant’Ana et al. 2018).

3.1.4.1.3 Proteinas
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Aminoacidos e peptideos livres sdo necessarios para a geragao do aroma do
café. O desenvolvimento do aroma do café e seu escurecimento sdo essencialmente
considerados consequéncias das reagdes de Maillard (Montavon, Mauron, and
Duruz 2003). Essas reag¢des sao iniciadas pela interagdo do grupo carbonila de um
acgucar redutor e o grupo amino livre de um aminoacido, um peptideo ou mesmo
uma proteina. Apds as reagdes de condensacgao, polimeros nitrogenados marrons
chamados melanoidinas sdo produzidos, assim como compostos volateis de baixo
peso molecular (Montavon, Mauron, and Duruz 2003; Craig et al. 2018; Barbosa et
al. 2019). Nesse contexto, as proteinases desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento da qualidade da bebida, pois alteram o perfil proteico da semente,
0 que provavelmente esta relacionado ao sabor e aroma (Abreu et al. 2012), bem
como as proteinas de armazenamento.

O nivel de sintese de proteinas durante os estagios iniciais da fruta, a
quantidade de proteinas de armazenamento de sementes (SSPs) no endosperma e
a relacao entre proteinases e seus inibidores durante o desenvolvimento da semente
s&o fatores que determinam o teor de aminoacidos em graos maduros (Mondego et
al. 2011). A principal proteina de armazenamento no endosperma de sementes de
café foi identificada como globulina 11S, da familia Cupin, e representa 45% da
proteina total no endosperma (correspondendo a 5-7% do peso seco do grao de
café) sendo provavelmente uma das principais fontes de nitrogénio durante a torra
do grao de café (Castro and Marraccini 2006; Mondego et al. 2011). Além disso,
Cheng, Furtado, and Henry (2018) sugeriram a presenga de outras proteinas de
armazenamento potenciais, a 7S-like, SDP1, SDP1-like, glutelinA2, A3 e Patatin 6.

Mondego et al. (2011) examinaram o perfil de expressdo da biblioteca SE2,
que foi construida com ESTs de frutos inteiros de C. canephora, em estagio de
desenvolvimento de 18 e 22 semanas apods a polinizagao, e encontraram uma série
de proteinas ribossomais expressas indicando um intenso esforgo celular na
traducdo. Muitas SSPs sado enriquecidas em cisteinas, que conferem alta
estabilidade a essas proteinas, fator importante para proteinas de armazenamento.
Essas cisteinas também sdo uma fonte de enxofre usada na germinagdo de
sementes.

Abreu et al. (2012) avaliaram aspectos quantitativos e qualitativos
relacionados as proteinases de graos de café das regides de Adamantina (regido

mais quente, e que produz graos de menor qualidade) e Mococa (regidao mais fria e
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produtora de grdos de melhor qualidade), para estabelecer uma relagdo entre
proteinases endoégenas de café, qualidade da bebida e temperatura na regido de
plantio.

Os ensaios de proteases demonstraram maior atividade no endosperma de
frutos imaturos quando comparados com frutos maduros, o que explica parcialmente
a maior quantidade de aminoacidos livres presentes em endospermas imaturos
(Abreu et al. 2012). Em ensaios de atividade de gel, Abreu et al. (2012) identificaram
as cisteina proteases como o tipo predominante de endopeptidase no endosperma
do café, mas as serina proteinases também foram detectadas. No entanto, Mondego
et al. (2011) encontraram proteinas da familia das cistatinas, inibidoras de
proteases, em C. arabica (21) e em C. canephora (6). Os aminoacidos livres podem
estar em maior quantidade no endosperma imaturo devido a expressao diferencial
de dois genes envolvidos no metabolismo da cisteina, envelhecimento proteico e
metabolismo do enxofre. Esses genes codificam uma cisteina sintase (O-acetilserina
(tiol) liase) (EC 4.2.99.8), enzima que sintetiza o aminoacido cisteina, e uma proteina
dissulfeto isomerase (PDI), enzima que catalisa a formagdo e quebra de ligagdes
dissulfeto entre residuos de cisteina dentro de proteinas, a medida que se dobram,
respectivamente (Mondego et al. 2011).

Houve diferenca na expressdo dos genes de cisteina proteases
(CP), CcCP1 e CcCP4, entre os trabalhos de Abreu et al. (2012), em que houve
maior expressdo de ambos os genes no estagio maduro, e Lepelley et al. (2012), em
que CcCP1 foi expresso gradualmente durante a maturagdo e CcCP4 durante a
germinagao tardia. Os autores sugerem que essa diferenga foi causada por se
tratarem de espécies diferentes. Mondego et al. (2011) também identificaram a
expressao de uma cisteina e uma protease aspartica preferencialmente na ultima
fase de maturacdo das sementes de Arabica.

Cheng, Furtado, and Henry (2018) argumentam que ha menos componentes
acumulados nos dois ultimos estagios de maturacdo investigados em seu trabalho
com frutos de Coffea arabica cv. K7 (amarelo e vermelho), sugerindo uma possivel
mudanga para modificacdo, como degradacédo da parede celular (degradagao de
pectina e celulose). Alguns ou todos os arabinogalactanos do grao de café foram
combinados com proteinas e apresentados como proteina arabinogalactana (AGPs).
Essa estrutura é tipica nas paredes celulares das plantas e tem um papel importante

na sinalizagéo intercelular e no selamento de feridas (Cheng, Furtado, and Henry
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2018). Toda essa reconfiguragdo demanda a atividade de proteases, o que poderia
explicar a maior expressao de genes CP no final da maturagdo e inicio da
germinacao em Abreu et al. (2012), Lepelley et al. (2012) e Mondego et al. (2011).
Abreu et al. (2012) constataram que a maior atividade de proteinase foi nos
frutos de Adamantina, e sugeriram que isso pode decompor proteinas importantes
para o desenvolvimento do aroma e sabor do café, justificando a sua menor
qualidade. A maturagdo € mais lenta em regides com temperaturas mais baixas, e
esta propriedade tem sido relacionada a maior qualidade do café. Os gréos de café
cultivados em altitudes mais elevadas em Honduras produziram uma bebida com
qualidade superior (Decazy et al. 2003), o que pode ser explicado pela relagao
inversa entre altitude e temperatura. A temperatura modula a atividade e a
expressao de proteinases no endosperma de frutos de café, o que leva a variagdes

nas quantidades e composi¢ao de aminoacidos e proteinas. (Abreu et al. 2012).

Uma analise de agrupamento hierarquico de expressao realizado por
Mondego et al. (2011) indicou que dois genes de globulina 11S foram
preferencialmente expressos em bibliotecas de frutos de C. arabica, e um foi mais
altamente expresso nos estagios finais do desenvolvimento de sementes de C.
canephora (ou seja, 42 semanas apoOs a polinizagdo). A coincidéncia de perfis de
expressdo de importantes proteinas de armazenamento como globulina 11S e
albumina 2S juntamente com proteinases € um indicio de que a liberacdo de
aminoacidos livres ou pequenos peptideos que contribuem para a qualidade da
xicara de café podem ocorrer no estagio final de maturagédo do café (Mondego et al.
2011). Os autores também verificaram a prevaléncia de proteinas relacionadas ao
metabolismo de acucares em C. arabica e transducado de sinal em C. canephora,
sugerindo que isso pode estar correlacionado com caracteristicas agronémicas de
cada espécie, devido a melhor qualidade de xicara de C. arabica e a alta tolerancia
a estresses especificos em C. canephora (Mondego et al. 2011).

3.1.4.2 METABOLISMO SECUNDARIO

O metabolismo secundario das plantas as protege contra infecgoes
microbianas (fungos e bactérias) e virais, herbivoria, radiagdo UV, atracdo de

polinizadores e frugivoros, e também sdo usados na alelopatia e sinalizagdo. As
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principais classes de metabdlitos secundarios (SM) produzidas pelas plantas podem
ser divididas em trés grupos principais: primeiro, compostos fendlicos; em segundo
lugar, terpendides/isoprenoides; e em terceiro lugar, compostos contendo nitrogénio
ou enxofre, como os alcaloides e glucosinolatos, respectivamente (Aharoni and Galili
2011). Nos cafeeiros os compostos mais estudados séo alcaldides (metilxantinas) e

compostos fendlicos (acidos clorogénicos).

3.1.4.2.1 Metilxantinas

As metilxantinas possuem a capacidade de estimular o sistema nervoso
central por antagonismo aos receptores A1 e A2 de adenosina. A adenosina é um
nucleosideo enddégeno que, entre outras coisas, induz ao sono (Huang, Zhang, and
Qu 2014). Cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina
(1,3-dimetilxantina) s&o as principais metilxantinas consumidas pela humanidade (de
Paula Lima and Farah 2019). Dentre essas substancias a mais conhecida e utilizada
é a cafeina.

A cafeina é sintetizada por varias plantas eudicotiledéneas, incluindo cafe,
cacau (Theobroma cacao) e cha (Camellia sinensis), e é sintetizada tanto em folhas
de café, onde possui propriedades inseticidas (Nathanson 1984), quanto em frutos e
sementes, onde inibe a germinagcdo de sementes de espécies concorrentes
(Pacheco, Pohlan, and Schulz 2008). A trigonelina e a teobromina sdo metilxantinas
também presentes no café, em menor concentracdo que a cafeina. A teobromina é
um substrato intermediario na biossintese da cafeina, e a trigonelina, durante a torra,
da origem aos principais compostos de aroma do café (varias alquil-piridinas e
pirrdis) (Ky et al. 2001).

Embora apreciada por ser um estimulante, existem consumidores cuja
resposta a cafeina é indesejavel, ou, por algum motivo, precisam se privar dela
eventualmente. Para esse publico o mercado criou cafés descafeinados, em que a
cafeina é retirada do gréo ainda verde por meio de solventes como o cloreto de
metileno, o acetato de etila e agua, que acabam retirando também boa parte dos
acidos clorogénicos (Veracruz-Délera et al. 2022), afetando a qualidade da bebida e
seus beneficios para a saude.

A ftrigonelina esta envolvida na formacédo do &acido nicotinico (niacina ou

vitamina B3), € um importante contribuinte para o sabor do café e € nutricionalmente
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importante, por isso, ao contrario da cafeina, um dos objetivos dos programas de
melhoramento é aumentar o seu teor nos graos (Ky et al. 2001).

Ha uma grande concentragdo de cafeina entre as diferentes espécies do
género Coffea sendo que nas duas comercialmente mais relevantes, Coffea
arabica e Coffea canephora, a diferenga pode chegar a ser o dobro (Perrois et al.
2015), de 0,8-1,4% e 1.7-4.0% respectivamente (Lim, Zwicker, and Wang 2019). No
entanto, os padrdes de flutuacdo da atividade biossintética da cafeina e da
trigonelina em todas as plantas de Coffea sdao semelhantes (Koshiro et al. 2006). A
biossintese de cafeina parece estar relacionada ao tempo de frutificacdo e ao
crescimento do cafeeiro (Akaffou et al. 2012; Cheng et al. 2020). Ha maior teor de
cafeina nas folhas jovens de ambas as espécies, em relagao aos frutos (Perrois et
al. 2015). No fruto, o gene da cafeina sintase (CS), foi igualmente expresso em
todos os gendtipos analisados por Gaspari-Pezzopane et al. (2012) na mesma fase
fenoldgica, de verde a amarelo, podendo ser considerado um gene candidato. A
trigonelina é sintetizada principalmente no pericarpo e depois € translocada para o
endosperma (Koshiro et al. 2006).

Mesmo apods a torra, a cafeina permanece aproximadamente na mesma
concentracido devido a sua termoestabilidade, o que pode auxiliar a diferenciar pos
de café das duas espécies (Ogutu et al. 2022). O amargor da bebida esta altamente
relacionado ao grau de torra e surge da cafeina, alguns compostos heterociclicos e
peptidicos, acidos clorogénicos e produtos de degradacao do agucar (Clifford and
Willson 1985). Embora a cafeina esteja relacionada ao amargor da bebida, a
composicao real do composto amargo das bebidas contendo café € enormemente
variavel dependendo da cultivar usada e dos processos de torrefagao e fermentacao
(Lang et al. 2020).

Ha mais de 40 anos, os primeiros estudos analiticos e sensoriais sistematicos
revelaram que as metilxantinas cafeina e trigonelina, ja presentes nos graos de café
cru, representam no maximo 10-30 e 1%, respectivamente, da intensidade total do
sabor amargo de uma bebida de café Frank et al. (2007). Lang et al. (2020)
descobriram que o amargor do café é determinado por uma interagdo complexa de
varios compostos amargos com varios receptores humanos para esse sabor. Prewo
et al. (1990) em um estudo sobre a substancia mozambiosideo, presente no cafe,
principalmente o arabica, demonstrou que seu valor de amargor é cerca do dobro da

cafeina. Embora essa molécula ndo seja termoestavel, e provavelmente se degrade
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na torra (Lang et al. 2020), isso demonstra que ha mais substancias envolvidas
nesse atributo sensorial que demandam mais atenc¢ao dos pesquisadores.

A via biossintética da cafeina tem sido intensamente estudada nas ultimas
décadas, e foi estabelecido que ela é sucessivamente sintetizada a partir de
nucleotideos de adenina por meio de multiplas etapas catalisadas por varias
enzimas (Mizuno et al. 2003). A série final de etapas envolve a metilagdo da
xantosina pela N-metiltransferase, produzindo 7-metilxantosina, cujo residuo de
ribose € removido pela 7-metilxantosina nucleosidase. A 7-metilxantina (7mX)
resultante € metilada na posigcdo 3-N- por N-metiltransferase, produzindo 3,7-
dimetilxantina (teobromina), que € novamente metilada na posi¢ao 1-N para dar 1, 3,
7-trimetilxantina (cafeina) (Ogawa et al. 2001), entdo, pelo menos trés N-
metiltransferases sdo capazes de contribuir para esta via. Todas as reacgdes
requerem S adenosil-L-metionina (AdoMet) como doador de metil.

Algumas vias de passagem, por exemplo, com paraxantina, também foram
sugeridas, mas em plantas de café e cha, foi confirmado que a principal via é
através da teobromina. A 7-metilxantina predomina sobre a paraxantina como
substrato com uma afinidade 3 vezes maior e uma velocidade de reacido 20 vezes
maior para as enzimas CaMXMT1 e CaMXMT2, indicando que a 7-metilxantina é o
substrato genuino Uefuji et al. (2003).

A trigonelina é sintetizada a partir do acido nicotinico pela SAM-dependente
nicotinato N-metiltransferase. O substrato, acido nicotinico, € formado a partir de
nicotinamida produzida pelo ciclo nucleotidico da piridina (PNC) e/ou
mononucleotideo de acido nicotinico produzido pela biossintese de novo de
nucleotideos piridinicos (Koshiro et al. 2006). A trigonelina possui uma forte
herdabilidade nao-aditiva, nuclear e também materna (cloroplastos e mitocéndrias)
(Ky et al. 2001), e os genes da trigonelina sintase (CTgS1 e CTgS2), possuem cerca
de 80% de semelhanca com os da cafeina sintase, sendo a similaridade
entre CTgS1 e CCS1 acima de 82% (Mizuno et al. 2014).

Mizuno et al. (2003) publicaram o primeiro relato sobre a clonagem da
primeira N-metiltransferase da biossintese de cafeina em café, CmXRSI. A
expressao dessa enzima foi detectada em todos os 6rgéos analisados (endosperma
em desenvolvimento, folha jovem e botdo floral), porém foi mais forte no
endosperma em desenvolvimento. Como as plantas de café tém um sistema ativo de

degradacao de xantosina em CO e amoénia por toda a via catabdlica das purinas
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(Lazar 2005), Mizuno et al. (2003) consideram que a producéo de plantas de café
transgénicas com expressao suprimida desse gene pode ser um método mais util
para preparar grédos de café descafeinados do que genes relatados anteriormente,
como CCS1, pois a xantosina acumulada nas plantas transgénicas pode ser
facilmente removida (Uefuji et al. 2003).

Uefuji et al. (2003) descreveram o isolamento de trés genes que
codificam XMT, MXMT e DXMT em plantas de café. Os autores confirmaram que,
em plantas de café, a xantosina é metilada passo a passo nas posi¢des 7-, 3- e 1-N
para produzir o produto final, cafeina, como descrito por Ogawa et al. (2001). Essas
variagcbes sugerem que as plantas de café possuem multiplas enzimas com
afinidades distintas para substratos, catalisando assim a biossintese de cafeina em
uma ampla gama de concentragdes de substrato disponiveis (Uefuji et al. 2003), de
fato, uma cafeina sintase bifuncional de cafeeiros (CCS1) foi isolada por Mizuno et
al. (2002). CCS1 tem atividade de metilagdo dupla como o TCS1 das folhas de cha
(Mizuno et al. 2002).

As metiltransferases s&o reguladas por uma mistura de transcri¢gao diferencial
e evolugdo genémica (Maluf et al. 2009; Perrois et al. 2015), e a principal via de
sintese de cafeina é mediada pela teobromina sintase, CaMXMT1 (Ogita et al.
2004). A teobromina € o principal intermediario na biossintese da cafeina por meio
dessa via Ogita et al. (2004) produziram cafeeiros de ‘Arabica’ (C. arabica) e
‘Robusta’ (C. canephora) 100% descafeinados em tecidos embriogénicos € 70% em
plantulas utilizando RNA de interferéncia RNAI.

Em um cruzamento interespecifico entre Coffea Pseudozanguebariae Bridson
(sem cafeina) e C. Canephora Pierre, Akaffou et al. (2012) verificaram que o teor de
cafeina é produzido por um gene majoritario com efeito multiplicativo, indicando que
essa caracteristica € poligénica, ou seja, na presenga do gene caf2 outros genes
intrinsecos a cada espécie devem ser expressos, e individuos recessivos para esse
gene nao possuem cafeina, fato também observado por Tran et al. (2018) por meio
de SNPs.

Genes relacionados a cafeina e trigonelina estdo geneticamente relacionados
ao teor de acidos clorogénicos em regides de loci de tragos quantitativos (QTL),
responsaveis pela acidez e amargor da bebida (Thierry Leroy et al. 2011). Spinoso-
Castillo et al. (2022) investigaram a relagdo entre cafeina, trigonelina e 5CQA

utilizando SNPs, ndo encontrando marcadores significantes para esse acido. Pinto et
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al. (2021) observaram, que a relagao entre essas metilxantinas ocorre por meio de
uma 450 monooxigenase envolvida na biossintese de acidos clorogénicos.

O primeiro genoma estrutural de Coffea spp foi publicado por Denoeud et al.
(2014), com a espécie C. canephora. Realizando analises comparativas de NMTs de
cafeina os autores demonstraram que esses genes se expandiram através de
duplicagdes sequenciais em tandem, independentemente de genes de cacau e cha,
sugerindo que a cafeina em eudicotiledéneas é de origem polifilética (Denoeud et al.
2014). Em 2017 o genoma de C.arabicafoi publicado na base Phytozome
(Goodstein et al. 2012). Posteriormente um SNP, localizado no cromossomo de café
(Chr) 8, foi significativamente associado a cafeina e dois SNPs, localizados em Chr
4 e 5, foram significativamente associados a trigonelina (Spinoso-Castillo et al.
2022).

3.1.4.2.2 Acidos clorogénicos

Os acidos do café sao geralmente divididos em duas categorias: acidos
organicos (OAs) e acidos clorogénicos (CGAs). Trinta e oito acidos organicos foram
previamente identificados e quantificados em cafés torrados, sendo os acidos citrico,
malico e quinico os mais proeminentes no café verde (Yeager et al. 2021). CGAs
sdo ésteres de certos acidos trans-cindmicos e acido quinico. Os &acidos
cafeoilquinicos (CQA), que s&o derivados do acido cafeico e do acido quinico, sao
os principais polifendis em frutos de cafeeiros (Lemos et al. 2022). O complexo CGA
pode entdo ser dividido em subgrupos, que contém cerca de trés isbmeros cada,
com base no numero e composigdo dos residuos de acilagdo. Esses subgrupos
incluem acidos cafeoilquinicos (CQA), acidos dicafeilquinicos (diCQA), acidos
feruloilquinicos (FQA) e acidos p-cumaroilquinicos (CoQAs) (Clifford and Willson
1985). Dentro de cada subgrupo, cada isbmero é geralmente marcado com a
posicao de esterificagdo no anel de acido quinico, como 4-0-CQA (4-CQA) (Yeager
et al. 2021).

Do ponto de vista sensorial, os acidos sdo indiscutivelmente um dos
componentes mais importantes do café. Eles compreendem uma grande fragdo da
massa total, chegando a 11% do gréo verde e 6% do grdo torrado. Até onde
sabemos, um teor tdo alto nunca foi observado em nenhuma outra planta,

definitivamente elevando a semente de Coffea como modelo para a biossintese e
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acumulo de CGA (Joét et al. 2009). Esses compostos contribuem para os atributos
de acidez e amargor da bebida (Thierry Leroy et al. 2011), e as quantidades
absolutas e relativas de acidos especificos presentes nos gréos torrados afetam
fortemente a qualidade final da xicara (Yeager et al. 2021). Do ponto de vista da
saude humana, esses compostos tém um importante efeito antioxidante, e seus
beneficios sdo amplamente divulgados na literatura (Freedman et al. 2012; Nohara-
Shitama et al. 2019; Kim, Je, and Giovannucci 2019).

A biossintese de acidos clorogénicos parece ser controlada pela atividade da
familia multigénica fenilpropandide em plantas (Koshiro et al. 2007; Lepelley et al.
2007). A fenilalanina amoénia liase (PAL) é a primeira enzima de entrada da via dos
fenilpropandides, produzindo fendlicos (Lepelley et al. 2012). Transcritos
de PAL1, C3’H e CCoAMT trés genes relacionados a biossintese de acido
clorogénico foram detectados em todas as fases de crescimento do fruto, embora as
quantidades fossem significativamente menores no estagio de maturagdo completa
(Koshiro et al. 2007). lvamoto et al. (2013), em um estudo in silico, encontrou duas
isoformas das proteinas do gene C3'H.

O gene PAL1 possui dois paralogos, CcPAL2 e CcPAL3, apresentando
estruturas genbmicas semelhantes e codificando proteinas com sequéncias
proximas (Lepelley et al. 2012). No entanto, apresentam niveis e padrbes de
expressdo distintos, com seis isoformas (lvamoto et al. 2013). Os transcritos
de CcPALZ2 apareceram predominantemente em flores, pericarpo de frutas e tecidos
vegetativos/lignificantes como raizes e galhos, enquanto CcPAL1 e CcPAL3 foram
altamente expressos em frutas imaturas (Lepelley et al. 2012).

Segundo Lepelley et al. (2012) a analise da expressao do gene PAL em
varios tecidos do café mostrou que dois ou trés genes PAL do café sao
frequentemente expressos em um unico tecido ou 6rgdo, mas ndo necessariamente
no mesmo estagio de desenvolvimento. A alta expressado de CcPAL1 e CcPAL3 no
estagio de fruto verde pequeno se correlaciona com a alta co-expressao
de HQT (hidroxicinamoil-CoA quinato hidroxicinamoil transferase), um gene também
envolvido na biossintese de CGA (Lepelley et al. 2012), e seus niveis de transcricao
tendem a cair a medida que a quantidade de CGA cai nos estagios posteriores do
desenvolvimento do gréo, sugerindo que os genes séo co-regulados (Lepelley et al.
2012).
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Essa expressao génica relacionada a queda da biossintese de CGA durante a
maturagdo € corroborada pelos niveis de diCQA, que cairam significativamente,
enquanto os de CQA permaneceram relativamente estaveis, e essa queda é
atribuida mais especificamente ao 3,5diCQA (Lepelley et al. 2007). Lepelley et al.
(2007) sugerem que ha uma redugao da sintese de 3,5diCQA a partir de 5CQA, uma
vez que os niveis de CGA, como porcentagem da massa seca, permanecem
relativamente constantes durante o desenvolvimento do grdo, enquanto os niveis de
acido quinico caem significativamente. Os resultados de CGA e diCGA sugerem que
um nivel constante de CQA é mantido durante o ultimo periodo de desenvolvimento
do grdo Robusta. Koshiro et al. (2007) também encontraram uma alta atividade
biossintética de 5CQA em frutos jovens (perisperma e pericarpo) e identificaram a
sintese de 5CQA por meio da via fenilalanina > acido cindmico > 4 acido cumarico >
acido cafeico > cafeoil-CoA > 5CQA em plantas de café.

Uma busca pela presenga de acido chiquimico nesses extratos sugere que
essa molécula esta presente, mas em niveis muito mais baixos do que os
observados para o acido quinico (Lepelley et al. 2007). Além disso os niveis de
5FQA séo relativamente baixos no estagio inicial do desenvolvimento do grao, mas
aumentam de 5 a 10 vezes conforme o desenvolvimento progride (Lepelley et al.
2007). Koshiro et al. (2007) sugerem que, o alto acumulo de 5SFQA em sementes de
café apos o estagio Il (formacdo do endosperma) se deve a expressao génica
de CCoOAMTT nesses tecidos. Farah et al. (2006) relataram que os niveis de
3,4diCQA em café verde e torrado se correlacionam fortemente com alta qualidade,
e os de FQA, e seus produtos de oxidagao estdo associados a ma qualidade da
bebida. Koshiro et al. (2007) encontraram um teor muito maior de 5FQA em
sementes de C. canephorado que em sementes de C. arabica. Para linhagens
introgredidas de C. arabica com hibrido de Timor, a heranga da caracteristica de
acidez proporcionada pelos acidos clorogénicos pode, de fato, diminuir a qualidade
da bebida, como ocorreu na linhagem T17924 em Bertrand et al. (2003). Esses
resultados apontam para a reducdo da qualidade de xicara com o aumento dos
acidos clorogénicos, especialmente o 5SFQA.

A maioria dos transcritos relacionados aos CGAs atinge o pico de sua
expressao génica no estagio amarelo, com um aumento significativo desde o estagio
verde e diminui dramaticamente no estagio vermelho. As exceg¢des sao fenilalanina

amonia-linase (PAL) e 4-coumarato CoA ligase (4CL), que aumentam dos graos de
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café verde até a maturidade (Cheng, Furtado, and Henry 2018). E possivel que essa
via seja a responsavel pelo aumento dos niveis de 5FQA observado por Lepelley et
al. (2007) e Koshiro et al. (2007).

A expresséao elevada de HCT e CCoAOMT1 nos tecidos dos ramos da planta
sugere fortemente que os produtos desses genes estdo associados ao aumento da
sintese de lignina, enquanto a maior expressao de HQT parece estar mais
correlacionada com o acumulo de CGA (Lepelley et al. 2007) fato corroborado por
Joét et al. (2009) no nivel transcricional, demonstrando que os CGA s&o
parcialmente remobilizados para a sintese de lignina durante o endurecimento da
parede celular. O acumulo de transcritos de HCT1 durante os estagios finais do
desenvolvimento da semente sugere o envolvimento dessa enzima no catabolismo
de CQA (Joét et al. 2009), o que foi demonstrado por Lepelley et al. (2007) com a
hidrélise de 5CQA por uma enzima HCT recombinante de C. canephora tendo como
um dos subprodutos cafeoil-CoA.

Embora CcPAL1 e CcPAL3 paregam estar mais fortemente ligados a um alto
acumulo de CGA no grdo de café, parece que CcPALZ2 pode contribuir mais
significativamente para o acumulo de flavondides. A evidéncia para esta hipdtese
vem do nivel substancial de expressdo de CcPAL2 na flor, um érgéo conhecido por
ter uma taxa relativamente importante de sintese de flavonodides (Lepelley et al.
2012). E importante notar que os trés genes PAL do café sdo expressos quando o
pericarpo da cereja do café é vermelho, sugerindo que eles podem participar da

coloragao do fruto (Lepelley et al. 2012).
3.1.4.2.3 Diterpenos

Todos os diterpendides vegetais sdo derivados de apenas dois isoprendides
de cinco carbonos (C5), difosfato de isopentenil (IPP) e difosfato de dimetilalil
(DMAPP), produzidos através do mevalonato citosélico (MVA) e da via plastidial 2-C-
metil-D-eritritol -4-fosfato (MEP) (Sant'Ana et al. 2018; Oliveira et al. 2021). Diversos
beneficios a saude , incluindo anti-inflamatorios, imunomoduladores, antitumorais,
anti-diabéticos, hepato, cardio e neuroprotetores sio atribuidos a ao teor de
diterpenos do café (Islam et al. 2018). Kahweol (KAH) e cafestol (CAF) sé&o
diterpenos exclusivos do género Coffea, eles tém uma estrutura quimica muito

semelhante, com uma diferenga de ligagdo dupla no hidrocarboneto aromatico
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composto por vinte carbonos (Sant'’Ana et al. 2018; Oliveira et al. 2021). No café,
proporcdées mais altas dos diterpenos cafestol/kahweol estdo associadas a uma
melhor qualidade da xicara (Barbosa et al. (2019)).

No café, os diterpenos estdo presentes principalmente nas raizes, flores e
acumulados nos frutos durante o seu desenvolvimento atingindo um pico em torno
de 120 DAF (SantAna et al. 2018). Em contraste com outros compostos
bioquimicos, a quantidade total de diterpenos ndo muda significativamente entre os
anos de cultivo e os ambientes, sugerindo que a produgdo desses compostos esta
sob forte controle genético (Sant’Ana et al. 2018). As etapas finais da biossintese de
diterpenos do café, apdés a formagao do mevalonato 5-pirofosfato em difosfato de
isopentenil (IPP), ndo foram bem elucidadas. Ha indicios do envolvimento de
citocromos (P450) (Ivamoto et al. 2017), que s&o a terceira maior familia de genes
em plantas (Oliveira et al. 2021).

Os citocromos P450s participam da biossintese e metabolismo de esteréis e
hormoénios esteroides, bem como no metabolismo de varios lipidios (Oliveira et al.
2021). Segundo Sant’Ana et al. (2018) a diversificagdo de terpeno € impulsionada
pela maquinaria que consiste em genes TPSs e monooxigenases dependentes de
citocromo P450 (CYP). Este ultimo é importante para modificar e diversificar as
estruturas de terpendides por modificacdo redox. Uma relacdo CAF/KAH esta
significativamente correlacionada com o perfil lipidico, e isso pode explicar porque
que alguns SNPs associados a esses diterpenos também estdo co-localizados com
genes relacionados ao metabolismo lipidico (Sant’Ana et al. 2018).

Sant’Ana et al. (2018) identificaram 4 SNPs com cafestol, 3 com kahweol e 9
com relagdo cafestol/lkahweol. A maioria desses SNPs esta localizada dentro ou
perto de genes candidatos relacionados as vias metabdlicas desses compostos
quimicos em graos de café arabica. Entre esses SNPs, Sant’Ana et al. (2018)
identificaram um associado ao CAF (S11_29778697) co-localizado com o gene
Cc11_g12750, que codifica um citocromo P450 704 (CYP704). Varios genes P450
estdo envolvidos na biossintese de metabdlitos secundarios, incluindo terpendides.
Outro SNP associado ao CAF esta posicionado proximo a uma monooxigenase. A
monooxigenase foi descrita como estando diretamente envolvida na biossintese de
terpeno vegetal (Sant'/Ana et al. 2018).

Oliveira et al. (2021) observaram maior expressao do gene CaCYP71A25 em

210 DAF no tratamento de sol pleno, lvamoto et al. (2017) relataram maior
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expressao no perisperma em 90 DAF, e que CaCYP71A25 pode estar envolvido na
formacao de CAF e KAH em vez de monoterpenos (Oliveira et al. 2021). Em plantas
de café, a expressdao de CaCYP71A25 pode ser explicada pela resposta ao
ambiente de sol pleno em relagédo ao sistema de plantio agroflorestal (lvamoto et al.
2017; Oliveira et al. 2021), o que o torna um potencial gene candidato de adaptagao
em condi¢cbes de muita insolagdo. O gene CaCYP701A3 também é mais expresso
em sol pleno, no perisperma e endosperma (lvamoto et al. 2017; Oliveira et al.
2021), esse gene pertence a familia CYP701, cujos membros s&o descritos como
ent-caureno oxidase, realizando trés reagdes cataliticas nos estagios iniciais da
biossintese de giberelina e brassinosteroides, e seu ultimo produto é considerado o
precursor dos diterpenos CAF e KAH (Morrone et al. 2010; Oliveira et al. 2021).
Sant’/Ana et al. (2018) observaram que, provavelmente, a domesticagdo e o
processo de criacdo de C. arabica pode ter alterado as frequéncias alélicas
desses loci para modular o teor de lipidios e diterpenos, possivelmente resultando
em bebidas diferenciadas, pois o0s acessos cultivados apresentaram maior
frequéncia desses em relacédo aos acessos silvestres.

Embora a concentragao de lipidios, cafestol e kahweol seja maior a pleno sol
em relagdo ao sistema agroflorestal, apenas o aumento do teor de lipidios foi
estatisticamente significativo (Oliveira et al. 2021). Da mesma forma, Geromel et al.
(2008) e Delaroza et al. (2017) também observaram maior teor de lipidios em
plantas de café sob maior intensidade de luz. O sistema de cultivo desempenha um
papel importante na expressao dos genes, principalmente no que diz respeito a
incidéncia de luz (Oliveira et al. 2021). Genes em vias metabdlicas isoprenoides s&o
mais altamente expressos em sol pleno (Oliveira et al. 2021).

Segundo Oliveira et al. (2021) os genes da via MVA tiveram um padrao de
expressao diferente relacionado tanto ao desenvolvimento do fruto quanto ao
sistema de cultivo. A expressao de CaHMGR foi a mais baixa de todos os genes
estudados, principalmente em sol pleno. Houve um aumento em CaHMGR apenas a
210 DAF no sistema agroflorestal. A expressao de HMGR é regulada por fatores
bidticos e abidticos, incluindo a intensidade da luz que regula negativamente sua
expressdo (Oliveira et al. 2021). Além disso, varios fotorreceptores estao envolvidos
na repressao de HMGR em mudas de Arabidopsis (Rodriéguez-Concepcioén et al.
2004), o que significa que quanto menor a incidéncia de luz sobre esses genes, mais

expressos eles seriam (Oliveira et al. 2021).
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Ivamoto et al. (2017) ndo encontraram diferenca no perfil transcricional de
CYP74A1, porém Oliveira et al. (2021) observou maior expressdao em 210 DAF em
ambos os sistemas de cultivo, sol pleno e agroflorestal. CYP74A1 foi descrito tanto
em Arabidopsis quanto em soja, e esta associado em ao metabolismo primario da
splantas e sintese de 6xido de aleno (AOS). AOS é uma das principais enzimas da

biossintese de acido jasmonico (JA).

CaMVD foi mais expresso nos frutos no 90 DAF em sol pleno, no entanto, em
agrofloresta a maior expressao foi em 210 DAF (Oliveira et al. 2021). Esta é a
primeira evidéncia de regulacdo da expressdo de CaMVD em café devido ao
sistema de cultivo, e estagio de desenvolvimento do fruto (Oliveira et al. 2021).
Ainda segundo os autores, CaDXR e CalDS mostraram o mesmo padrdo de
expressao, sugerindo mecanismos de regulagdo comuns. Em sol pleno esses genes
mostraram alta expressdo nos estagios finais do desenvolvimento do fruto (210
DAF) (Oliveira et al. 2021). Ambos os genes CaDXR e CalDS s&o da via MEP
encontrada em plastidios, portanto, provavelmente sdo altamente responsivos a luz
e podem ser importantes para a formacdo de pigmentos fotossintéticos, como

clorofila e carotendides.
3.1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os programas de melhoramento genético do café conilon do Incaper Nos
ultimos anos devido a avangos tecnoldgicos em varias areas a pesquisa sobre a
qualidade se iniciaram na década de 80, utilizando o melhoramento classico. Tendo
em vista que o cafeeiro € uma planta perene, de ciclo de vida longo, inicialmente o
foco desses programas era o rendimento das colheitas e resisténcia a estresses
bidticos e abidticos. A qualidade da bebida é uma caracteristica multifatorial,
portanto complexa de ser alvo desses programas, embora os atributos sensoriais da
bebida café sempre tenham sido levados em consideragdo pelos melhoristas.
Recentemente, com os avangos das ferramentas “Omicas”, a possibilidade de
melhoramento com foco na qualidade se tornou mais tangivel, o sequenciamento e
publicagdo dos genomas das duas espécies comercialmente mais importantes, C.
arabica, em 2017, e C. canephora, em 2014, facilitaram esse caminho e a ameaca

do aquecimento global a cafeicultura o tornaram necessario.
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A esse respeito, esta revisao sistematica se propds a fornecer um panorama
do que ja foi realizado até aqui, abordando os marcadores moleculares ligados a
composi¢cdo quimica relacionada aos atributos sensoriais da bebida café.
Observamos que esse tipo de estudo possui mais resultados relacionados aos
principais metabdlitos secundarios, metilxantinas e acidos clorogénicos, do que aos
metabolitos primarios e secundarios minoritarios, como taninos e flavondides.
Sugerimos que as ferramentas “Omicas”, como a metabolémica, lipidémica e
protedmica, sejam mais utilizadas para desbravar a qualidade do café. E importante
ressaltar que a qualidade, essa caracteristica complexa, ndo podera ser aprimorada
sem uma abordagem multidisciplinar, incluindo a quimica de alimentos e a

biotecnologia.

Embora os marcos temporais dessa trajetéria cientifica na busca pelo
melhoramento genético da qualidade da bebida café sejam muito recentes, a
resposta a pergunta nortedora dessa revisdo € sim, os primeiros cafeeiros com
genoma editado pelo método CRISPR/CAS9 surgiram ha pouco tempo (Breitler et al.
2018), por isso acreditamos que os genes candidatos apontados aqui em breve

serdo utilizados no melhoramento da cafeicultura.

REFERENCIAS

Abreu, Hellen Marilia Couto de, Paula Macedo Nobile, Milton Massao
Shimizu, Paula Yuri Yamamoto, Emerson Alves Silva, Carlos Augusto Colombo, and
Paulo Mazzafera. 2012. “Influence of Air Temperature on Proteinase Activity and
Beverage Quality in Coffea Arabica.” Brazilian Journal of Botany 35 (4): 357-
76. https://doi.org/10.1590/S0100-84042012000400009.

Aharoni, Asaph, and Gad Galili. 2011. “Metabolic Engineering of the Plant
Primarysecondary Metabolism Interface.” Current Opinion in Biotechnology, Food
biotechnology Plant biotechnology, 22 (2): 239-
44. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2010.11.004.

Aitzetmuller, Kurt, Bertrand Matthdaus, and Holger Friedrich. 2003. “A new
database for seed oil fatty acids the database SOFA.” European Journal of Lipid
Science and Technology 105 (2): 92—-103. https://doi.org/10.1002/ejlt.200390022.



63

Akaffou, Doffou Sélastique, Perla Hamon, Sylvie Doulbeau, Jules Keli,
Hyacinthe Legnate, Claudine Campa, Serge Hamon, Alexandre de Kochko, and Bi
Irié Arséne Zoro. 2012. “Inheritance and Relationship Between Key Agronomic and
Quality Traits in an Interspecific Cross Between Coffea Pseudozanguebariae Bridson
and C.  Canephora Pierre.” Tree  Genetics & Genomes8 (5): 1149-
62. https://doi.org/10.1007/s11295-012-0503-x.

Alves, André Luiz, Marcio Solino Pessoa, Paulo Eduardo Narcizo de Souza,
Fabio Luis Partelli, Paulo Sérgio Moscon, Edson Correa da Silva, André Oliveira
Guimaraes, et al. 2018. “Influence of Environmental and Microclimate Factors on the
Coffee Beans Quality (C. Canephora): Correlation Between Chemical Analysis and
Stable Free Radicals.” Agricultural Sciences 09 (09): 1173—
87. https://doi.org/10.4236/as.2018.99082.

Anagbogu, Chinyere F., Christopher O. llori, Ranjana Bhattacharjee, Olufemi
O. Olaniyi, and Diane M. Beckles. 2019. “Gas Chromatography-Mass Spectrometry
and Single Nucleotide Polymorphism-Genotype-By-Sequencing Analyses Reveal the
Bean Chemical Profiles and Relatedness of Coffea Canephora Genotypes in
Nigeria.” Plants 8 (10): 425. https://doi.org/10.3390/plants8100425.

Anagbogu, Chinyere F., Jiaqi Zhou, Festus O. Olasupo, Mohammed Baba
Nitsa, and Diane M. Beckles. 2021. “Lipidomic and Metabolomic Profiles
of Coffea Canephora L. Beans Cultivated in Southwestern Nigeria.” Edited by Ch
Ratnasekhar. PLOS ONE 16 (2):
€0234758. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234758.

Anguenot, Raphaél, Binh Nguyen-Quoc, Serge Yelle, and Dominique
Michaud. 2006. “Protein Phosphorylation and Membrane Association of Sucrose
Synthase in Developing Tomato Fruit.” Plant Physiology and Biochemistry 44 (5):
294-300. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2006.06.009.

Barbosa, Mayara de Souza Gois, Maria Brigida dos Santos Scholz, Cintia
Sorane Good Kitzberger, and Marta de Toledo Benassi. 2019. “Correlation Between
the Composition of Green Arabica Coffee Beans and the Sensory Quality of Coffee
Brews.” Food Chemistry 292 (September): 275—
80. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.04.072.

Bertrand, B., B. Guyot, F. Anthony, and P. Lashermes. 2003. “Impact of

the Coffea Canephora Gene Introgression  on Beverage  Quality  of C.



64

Arabica.” Theoretical and Applied Genetics 107 (3): 387—-
94. https://doi.org/10.1007/s00122-003-1203-6.

Breitler, Jean-Christophe, Eveline Dechamp, Claudine Campa, Leonardo
Augusto Zebral Rodrigues, Romain Guyot, Pierre Marraccini, and Hervé Etienne.
2018. “CRISPR/Cas9-mediated Efficient Targeted Mutagenesis Has the Potential to
Accelerate the Domestication of Coffea Canephora.” Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC) 134 (3): 383-94. https://doi.org/10.1007/s11240-018-1429-2.

Bunn, Christian, Peter Laderach, Oriana Ovalle Rivera, and Dieter Kirschke.
2015. “A Bitter Cup: Climate Change Profile of Global Production of Arabica and
Robusta Coffee.” Climatic Change 129 (1): 89—101. https://doi.org/10.1007/s10584-
014-1306-x.

Cacao, S. M. B., T. F. Leite, I. G. F. Budzinski, T. B. dos Santos, M. B. S.
Scholz, V. Carpentieri-Pipolo, D. S. Domingues, L. G. E. Vieira, and L. F. P. Pereira.
2012. “Gene Expression and Enzymatic Activity of Pectin Methylesterase During
Fruit Development and Ripening in Coffea Arabica L.” Genetics and Molecular
Research 11 (3): 3186-97. https://doi.org/10.4238/2012.September.3.7.

Carvalho, Humberto Fanelli, Giovanni Galli, Luis Felipe Ventorim Ferrao,
Juliana Vieira Almeida Nonato, Lilian Padilha, Mirian Perez Maluf, Marcio Fernando
Ribeiro de Resende Jr, Oliveiro Guerreiro Filho, and Roberto Fritsche-Neto. 2020.
“The Effect of Bienniality on Genomic Prediction of Yield in Arabica
Coffee.” Euphytica 216 (6): 101. https://doi.org/10.1007/s10681-020-02641-7.

Castro, Renato D. De, and Pierre Marraccini. 2006. “Cytology, Biochemistry
and Molecular Changes During Coffee Fruit Development.” Brazilian Journal of Plant
Physiology 18 (March): 175-99. https://doi.org/10.1590/S1677-04202006000100013.

Charrier, A, and J Berthaud. 1988. “Principles and Methods in Coffee Plant
Breeding: Coffea Canephora Pierre.” Coffee 4: 167-97.

Cheng, Bing, Agnelo Furtado, and Robert J Henry. 2017. “Long-Read
Sequencing of the Coffee Bean Transcriptome Reveals the Diversity of Full-Length
Transcripts.” GigaScience 6 (11). https://doi.org/10.1093/gigascience/gix086.

Cheng, Bing, Agnelo Furtado, and Robert J. Henry. 2018. “The Coffee Bean
Transcriptome Explains the Accumulation of the Major Bean Components Through
Ripening.” Scientific Reports 8 (1): 1-11. https://doi.org/10.1038/s41598-018-29842-
4.



65

Cheng, Bing, Heather E Smyth, Agnelo Furtado, and Robert J Henry. 2020.
“Slower Development of Lower Canopy Beans Produces Better Coffee.” Edited by
Bjorn Usadel. Journal of Experimental Botany 71 (14): 4201-
14. https://doi.org/10.1093/jxb/eraa151.

Clifford, M. N., and K. C Willson. 1985. Coffee: Botany, Biochemistry and
Production of Beans and Beverage. First. Clifford, M.N.; Willson, K.C.

Craig, Ana Paula, Bruno G. Botelho, Leandro S. Oliveira, and Adriana S.
Franca. 2018. “Mid Infrared Spectroscopy and Chemometrics as Tools for the
Classification of Roasted Coffees by Cup Quality.” Food Chemistry 245 (April): 1052—
61. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.11.066.

Davis, Aaron P., Helen Chadburn, Justin Moat, Robert O’Sullivan, Serene
Hargreaves, and Eimear Nic Lughadha. 2019. “High Extinction Risk for Wild Coffee
Species and Implications for Coffee Sector Sustainability.” Science Advances 5 (1):
eaav3473. https://doi.org/10.1126/sciadv.aav3473.

de Paula Lima, Juliana, and Adriana Farah. 2019. “Methylxanthines in
Stimulant Foods and Beverages Commonly Consumed in Brazil.” Journal of Food
Composition and Analysis 78: 75—-85. https://doi.org/10.1016/j.jfca.2019.02.001.

Decazy, F., J. Avelino, B. Guyot, J. J. Perriot, C. Pineda, and C. Cilas. 2003.
“Quality of Different Honduran Coffees in Relation to Several Environments.” Journal
of Food Science 68 (7): 2356-61. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2621.2003.tb05772.x.

Delaroza, Fernanda, Miroslava Rakocevic, Galileu B. Malta, Patricia M.
Sanchez, Roy E. Bruns, and leda S. Scarminio. 2017. “Factorial Design Effects of
Plant Density, Pattern and Light Availability on the Caffeine, Chlorogenic Acids,
Lipids, Reducing Sugars and Ash Contents of Coffea Arabica L. Beans and
Leaves.” Analytical Methods 9 (24): 3612—18. https://doi.org/10.1039/C7AY00721C.

Denoeud, France, Lorenzo Carretero-Paulet, Alexis Dereeper, Gaétan Droc,
Romain Guyot, Marco Pietrella, Chunfang Zheng, et al. 2014. “The Coffee Genome
Provides Insight into the Convergent Evolution of Caffeine
Biosynthesis.” Science 345 (6201): 1181-
84. https://doi.org/10.1126/science.1255274.

Fabbri, Sandra, Cleiton Silva, Elis Hernandes, Fabio Octaviano, André Di
Thommazo, and Anderson Belgamo. 2016. “Improvements in the StArt Tool to Better

Support the Systematic Review Process.” In Proceedings of the 20th International



66

Conference on Evaluation and Assessment in Software Engineering, 1-5. Limerick
Ireland: ACM. https://doi.org/10.1145/2915970.2916013.

Farah, A., M. C. Monteiro, V. Calado, A. S. Franca, and L. C. Trugo. 2006.
“Correlation Between Cup Quality and Chemical Attributes of Brazilian Coffee.” Food
Chemistry 98 (2): 373-80. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.07.032.

Ferrao, R. G., L. H. De Muner, A. F. A. da Fonseca, and M. a. G. Ferréo.
2019. Conilon Coffee. Vitoria, ES : Incaper, 2019.

Frank, Oliver, Simone Blumberg, Christof Kunert, and Gerhard Zehentbauer,
and Thomas Hofmann*. 2007. “Structure Determination and Sensory Analysis of
Bitter-Tasting 4-Vinylcatechol Oligomers and Their Identification in Roasted Coffee
by Means of LC-MS/MS.” Research-Article. ACS Publications.
https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/jf0632280; American Chemical
Society. https://doi.org/10.1021/jf0632280.

Freedman, Neal D., Yikyung Park, Christian C. Abnet, Albert R. Hollenbeck,
and Rashmi Sinha. 2012. “Association of Coffee Drinking with Total and Cause-
Specific Mortality.” The New England Journal of Medicine 366 (20): 1891—
1904. https://doi.org/10.1056/NEJMo0a1112010.

Gaspari-Pezzopane, Cristiana de, Nemailla Bonturi, Oliveiro Guerreiro Filho,
José Laércio Favarin, and Mirian Perez Maluf. 2012. “Gene Expression Profile
During Coffee Fruit Development and Identification of Candidate Markers for
Phenological = Stages.” Pesquisa  Agropecuaria  Brasileira47 (7).  972-
82. https://doi.org/10.1590/S0100-204X2012000700014.

Geromel, Clara, Lucia Pires Ferreira, Fabrice Davrieux, Bernard Guyot,
Fabienne Ribeyre, Maria Brigida dos Santos Scholz, Luiz Filipe Protasio Pereira, et
al. 2008. “Effects of Shade on the Development and Sugar Metabolism of Coffee
(Coffea Arabica L.) Fruits.” Plant Physiology and Biochemistry 46 (5-6): 569—
79. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2008.02.006.

Geromel, Clara, Lucia Pires Ferreira, Sandra Maria Carmelo Guerreiro, Aline
Andréia Cavalari, David Pot, Luiz Filipe Protasio Pereira, Thierry Leroy, Luiz
Gonzaga Esteves Vieira, Paulo Mazzafera, and Pierre Marraccini. 2006.
“‘Biochemical and Genomic Analysis of Sucrose Metabolism During Coffee (Coffea
Arabica) Fruit Development.” Journal of Experimental Botany 57 (12): 3243-
58. https://doi.org/10.1093/jxb/erl084.



67

Goodstein, David M., Shenggiang Shu, Russell Howson, Rochak Neupane,
Richard D. Hayes, Joni Fazo, Therese Mitros, et al. 2012. “Phytozome: A
Comparative Platform for Green Plant Genomics.” Nucleic Acids Research 40 (D1):
D1178-86. https://doi.org/10.1093/nar/gkr944.

Haddaway, Neal R., Matthew J. Page, Chris C. Pritchard, and Luke A.
McGuinness. 2022. “PRISMA2020: An R Package and Shiny App for Producing
PRISMA 2020-Compliant Flow Diagrams, with Interactivity for Optimised Digital
Transparency and Open Synthesis.” Campbell Systematic Reviews 18 (2):
€1230. https://doi.org/10.1002/cl2.1230.

Henry, Robert J. 2020. “Innovations in Plant Genetics Adapting Agriculture to
Climate Change.” Current Opinion in Plant Biology, Biotic interactions AGRI 2019, 56
(August): 168-73. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2019.11.004.

Huang, Zhi-Li, Ze Zhang, and Wei-Min Qu. 2014. “Roles of Adenosine and lIts
Receptors in Sleep.” In International Review of Neurobiology, 119:349-71.
Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801022-8.00014-3.

ICO, International Coffee Organization. 2022. “Coffee Market Report 2022.”

Islam, Muhammad Torequl, Shams Tabrez, Nasimudeen R. Jabir, Murtaza Ali,
Mohammad Amjad Kamal, Lidiane da Silva Araujo, Jose Victor De Oliveira Santos,
Ana Maria Oliveira Ferreira Da Mata, Rai Pablo Sousa De Aguiar, and Ana Amelia
de Carvalho Melo Cavalcante. 2018. “An Insight into the Therapeutic Potential of
Major Coffee = Components.” Current Drug  Metabolism 19  (6): 544—
56. https://doi.org/10.2174/1389200219666180302154551.

Ivamoto, Suzana Tiemi, David Pot, Sergio Dias Lannes, Douglas Silva
Domingues, Luiz Gonzaga Esteves Vieira, and Luiz Filipe Protasio Pereira. 2013.
“‘Diversidade nucleotidica de genes envolvidos na biossintese de &cidos
clorogénicos de cafeeiros.” Coffee Science - ISSN 1984-3909 8 (2): 148-56.

Ivamoto, Suzana T., Leonardo M. Sakuray, Lucia P. Ferreira, Cintia S. G.
Kitzberger, Maria B. S. Scholz, David Pot, Thierry Leroy, Luiz G. E. Vieira, Douglas
S. Domingues, and Luiz F. P. Pereira. 2017. “Diterpenes Biochemical Profile and
Transcriptional Analysis of Cytochrome P450s Genes in Leaves, Roots, Flowers, and
During Coffea Arabica L. Fruit Development.” Plant Physiology and Biochemistry 111
(February): 340-47. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2016.12.004.

Joét, Thierry, Andréina Laffargue, Jordi Salmona, Sylvie Doulbeau, Frédéric

Descroix, Benoit Bertrand, Alexandre de Kochko, and Stéphane Dussert. 20009.



68

“Metabolic Pathways in Tropical Dicotyledonous Albuminous Seeds: Coffea Arabica
as a Case Study.” The New Phytologist 182 (1): 146—
62. https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2008.02742.x.

Joét, Thierry, Jordi Salmona, Andréina Laffargue, Frédéric Descroix, and
Stéphane Dussert. 2010. “Use of the Growing Environment as a Source of Variation
to ldentify the Quantitative Trait Transcripts and Modules of Co-Expressed Genes
That Determine Chlorogenic Acid Accumulation.” Plant, Cell & Environment 33 (7):
1220-33. https://doi.org/10.1111/j.1365-3040.2010.02141 .x.

Kanter, Ulrike, Bjorn Usadel, Frangois Guerineau, Yong Li, Markus Pauly, and
Raimund Tenhaken. 2005. “The Inositol Oxygenase Gene Family of Arabidopsis Is
Involved in the Biosynthesis of Nucleotide Sugar Precursors for Cell-Wall Matrix
Polysaccharides.” Planta 221 (2): 243-54. https://doi.org/10.1007/s00425-004-1441-
0.

Kim, Youngyo, Youjin Je, and Edward Giovannucci. 2019. “Coffee
Consumption and All-Cause and Cause-Specific Mortality: A Meta-Analysis by
Potential  Modifiers.” European  Journal of  Epidemiology 34  (8): 731-
52. https://doi.org/10.1007/s10654-019-00524-3.

Kleinwachter, Maik, and Dirk Selmar. 2010. “Influence of Drying on the
Content of Sugars in Wet Processed Green Arabica Coffees.” Food Chemistry 119
(2): 500-504. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2009.06.048.

Knopp, Sven, Gerhard Bytof, and Dirk Selmar. 2006. “Influence of Processing
on the Content of Sugars in Green Arabica Coffee Beans.” European Food Research
and Technology 223 (2): 195-201. https://doi.org/10.1007/s00217-005-0172-1.

Koshiro, Yukiko, Mel C. Jackson, Riko Katahira, Ming-Li Wang, Chifumi Nagai,
and Hiroshi Ashihara. 2007. “Biosynthesis of Chlorogenic Acids in Growing and
Ripening Fruits of Coffea Arabica and Coffea Canephora Plants.” Zeitschrift Fur
Naturforschung. C, Journal of Biosciences 62 (9-10): 731—
42. https://doi.org/10.1515/znc-2007-9-1017.

Koshiro, Yukiko, Xin-Qiang Zheng, Ming-Li Wang, Chifumi Nagai, and Hiroshi
Ashihara. 2006. “Changes in Content and Biosynthetic Activity of Caffeine and
Trigonelline During Growth and Ripening of Coffea Arabica and Coffea Canephora
Fruits.” Plant Science 171 (2): 242-50. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2006.03.017.

Ky, C.-L., B. Doulbeau, B. Guyot, S. Akaffou, A. Charrier, S. Hamon, J.

Louarn, and M. Noirot. 2000. “Inheritance of Coffee Bean Sucrose Content in the



69

Interspecific  Cross Coffea  Pseudozanguebariae  Liberica‘dewevrei’.” Plant
Breeding 119 (2): 165-68. https://doi.org/10.1046/j.1439-0523.2000.00464 .x.

Ky, C.-L., B. Guyot, J. Louarn, S. Hamon, and M. Noirot. 2001. “Trigonelline
Inheritance in the Interspecific Coffea Pseudozanguebariae C. Liberica Var.
Dewevrei  Cross.” Theoretical and  Applied  Genetics 102 (4):  630-
34. https://doi.org/10.1007/s001220051690.

Lang, Tatjana, Roman Lang, Antonella Di Pizio, Verena Karolin Mittermeier,
Verena Schlagbauer, Thomas Hofmann, and Maik Behrens. 2020. “Numerous
Compounds Orchestrate Coffee’s Bitterness.” Journal of Agricultural and Food
Chemistry 68 (24): 6692—-6700. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.0c01373.

Lashermes, P., M.-C. Combes, J. Robert, P. Trouslot, A. D’Hont, F. Anthony,
and A. Charrier. 1999. “Molecular Characterisation and Origin of the Coffea Arabica
L. Genome.” Molecular and General Genetics MGG 261 (2): 259-
66. https://doi.org/10.1007/s004380050965.

Lazar, Thomas. 2005. “Biochemistry and Molecular and Biology of Plants B.
Buchanan, W. Gruissem and R. L. Jones (Eds), American Society of Plant
Physiologists (Distribution Through Wiley & Sons), Xxxix + 1367 Pp., ($175), ISBN 0-
943088-37-2 (Hardback); ($135), ISBN 0-943088-39-9 (Paperback) (2002).” Cell
Biochemistry and Function 23 (2): 148—48. https://doi.org/10.1002/cbf.1131.

Lemos, Mayara Fumiere, Nathacha de Andrade Salustriano, Mariana
Merigueti de Souza Costa, Karla Lirio, Aymbiré Francisco Almeida da Fonseca,
Henrique Poltronieri Pacheco, Denise Coutinho Endringer, Marcio Fronza, and
Rodrigo Scherer. 2022. “Chlorogenic Acid and Caffeine Contents and Anti-
Inflammatory and Antioxidant Activities of Green Beans of Conilon and Arabica
Coffees Harvested with Different Degrees of Maturation.” Journal of Saudi Chemical
Society 26 (3): 101467. https://doi.org/10.1016/j.jscs.2022.101467.

Lepelley, Maud, Mohamed Ben Amor, Nelly Martineau, Gerald Cheminade,
Victoria Caillet, and James McCarthy. 2012. “Coffee Cysteine Proteinases and
Related Inhibitors with High Expression During Grain Maturation and
Germination.” BMC Plant Biology 12 (March): 31. https://doi.org/10.1186/1471-2229-
12-31.

Lepelley, Maud, Gerald Cheminade, Nicolas Tremillon, Andrew Simkin,
Victoria Caillet, and James McCarthy. 2007. “Chlorogenic Acid Synthesis in Coffee:
An Analysis of CGA Content and Real-Time RT-PCR Expression of HCT, HQT,



70

C3H1, and CCoAOMT1 Genes During Grain Development in C. Canephora.” Plant
Science 172 (5): 978-96. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2007.02.004.

Leroy, Thierry, Fabien De Bellis, Hyacinthe Legnate, Edmund Kananura,
Gustavo Gonzales, Luiz Felipe Pereira, Alan Carvalho Andrade, et al. 2011.
‘Improving the Quality of African Robustas: QTLs for Yield- and Quality-Related
Traits  in Coffea Canephora.” Tree  Genetics & Genomes7 (4): 781-
98. https://doi.org/10.1007/s11295-011-0374-6.

Leroy, T., P. Marraccini, M. Dufour, C. Montagnon, P. Lashermes, X. Sabau,
L. P. Ferreira, et al. 2005. “Construction and Characterization of
a Coffea Canephora BAC Library to Study the Organization of Sucrose Biosynthesis
Genes.” Theoretical and Applied Genetics 111 (6): 1032—-
41. https://doi.org/10.1007/s00122-005-0018-z.

Lim, Loong-Tak, Matthew Zwicker, and Xiuju Wang. 2019. “4.22 - Coffee: One
of the Most Consumed Beverages in the World.” In Comprehensive Biotechnology
(Third  Edition), edited by Murray Moo-Young, 275-85.  Oxford:
Pergamon. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-64046-8.00462-6.

Lopez-Garcia, Francisco Javier, Esteban Escamilla-Prado, Alfredo Zamarripa-
Colmenero, and J. Guillermo Cruz-Castillo. 2016. “Yield and Quality of Coffee
Cultivars (Coffea Arabica L.) In Veracruz, México.” Revista Fitotecnia Mexicana 39
(3): 297-304.

Mahmud, M. M. Chayan, Russell Keast, Mohammadreza Mohebbi, and Robert
A. Shellie. 2022. “Identifying Aroma-Active Compounds in Coffee-Flavored Dairy
Beverages.” Journal of Food Science 87 (3): 982-97. https://doi.org/10.1111/1750-
3841.16071.

Maluf, Mirian Perez, Carla Cristina da Silva, Michelle de Paula Abreu de
Oliveira, Aline Gomes Tavares, Maria Bernadete Silvarolla, and Oliveiro Guerreiro
Filho. 2009. “Altered Expression of the Caffeine Synthase Gene in a Naturally
Caffeine-Free Mutant of Coffea Arabica.” Genetics and Molecular Biology 32 (4):
802-10. https://doi.org/10.1590/S1415-47572009005000090.

Marin-Lépez, Sandra M, Jaime Arcila-Pulgarin, Esther C Montoya-Restrepo,
and Carlos E Oliveros-Tascén. 2003. “Relacion entre el estado de madurez del fruto
del café y las caracteristicas de beneficio, rendimiento y calidad de la bebida.” 19.

Mizuno, Kouichi, Misako Kato, Fumi Irino, Naho Yoneyama, Tatsuhito

Fujimura, and Hiroshi Ashihara. 2003. “The First Committed Step Reaction of



71

Caffeine Biosynthesis: 7-Methylxanthosine Synthase Is Closely Homologous to
Caffeine Synthases in Coffee (Coffea Arabica L.).” FEBS Letters 547 (1-3): 56—
60. https://doi.org/10.1016/s0014-5793(03)00670-7.

Mizuno, Kouichi, Masahiro Matsuzaki, Shiho Kanazawa, Tetsuo Tokiwano,
Yuko Yoshizawa, and Misako Kato. 2014. “Conversion of Nicotinic Acid to
Trigonelline Is Catalyzed by N-methyltransferase Belonged to Motif B’
Methyltransferase Family in Coffea Arabica.” Biochemical and Biophysical Research
Communications 452 (4): 1060—66. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2014.09.043.

Mizuno, Kouichi, Akira Okuda, Misako Kato, Naho Yoneyama, Hiromi Tanaka,
Hiroshi Ashihara, and Tatsuhito Fujimura. 2002. “Isolation of a New Dual-Functional
Caffeine Synthase Gene Encoding an Enzyme for the Conversion of 7-
Methylxanthine to Caffeine from Coffee (Coffea Arabica L.).” FEBS Letters 534 (1-3):
75-81. https://doi.org/10.1016/s0014-5793(02)03781-x.

Mondego, Jorge MC, Ramon O Vidal, Marcelo F Carazzolle, Eric K Tokuda,
Lucas P Parizzi, Gustavo GL Costa, Luiz FP Pereira, et al. 2011. “An EST-based
Analysis Identifies New Genes and Reveals Distinctive Gene Expression Features
of Coffea Arabica and Coffea Canephora.” BMC Plant Biology 11 (1):
30. https://doi.org/10.1186/1471-2229-11-30.

Montagnon, C., B. Guyot, C. Cilas, and T. Leroy. 1998. “Genetic Parameters
of Several Biochemical Compounds from Green Coffee, Coffea Canephora.” Plant
Breeding 117 (6): 576—78. https://doi.org/10.1111/j.1439-0523.1998.tb02211 .x.

Montavon, Philippe, Anne-France Mauron, and Eliane Duruz. 2003. “Changes
in Green Coffee Protein Profiles During Roasting.” Journal of Agricultural and Food
Chemistry 51 (8): 2335—-43. https://doi.org/10.1021/jf020832b.

Morrone, Dana, Xiaoming Chen, Robert M. Coates, and Reuben J. Peters.
2010. “Characterization of the Kaurene Oxidase CYP701A3, a Multifunctional
Cytochrome P450 from Gibberellin Biosynthesis.” The Biochemical Journal 431 (3):
337-44. https://doi.org/10.1042/BJ20100597.

Moschetto, D., Christophe Montagnon, Bernard Guyot, Jean-Jacques Perriot,
Thierry Leroy, and Albertus Eskes. 1996. “Studies on the Effect of Genotype on Cup
Quality of Coffea Canephora.” Tropical Science.

Nathanson, J. A. 1984. “Caffeine and Related Methylxanthines: Possible
Naturally Occurring Pesticides.” Science (New York, N.Y.) 226 (4671): 184—
87. https://doi.org/10.1126/science.6207592.



72

Nguyen-Quoc, Binh, and Christine H. Foyer. 2001. “A Role for ‘Futile Cycles’
Involving Invertase and Sucrose Synthase in Sucrose Metabolism of Tomato
Fruit.” Journal of Experimental Botany 52 (358): 881—
89. https://doi.org/10.1093/jexbot/52.358.881.

Nohara-Shitama, Yume, Hisashi Adachi, Mika Enomoto, Ako Fukami, Sachiko
Nakamura, Shoko Kono, Nagisa Morikawa, et al. 2019. “Habitual Coffee Intake
Reduces All-Cause Mortality by Decreasing Heart Rate.” Heart and Vessels 34 (11):
1823-29. https://doi.org/10.1007/s00380-019-01422-0.

Ogawa, M., Y. Herai, N. Koizumi, T. Kusano, and H. Sano. 2001. “7-
Methylxanthine Methyltransferase of Coffee Plants. Gene lIsolation and Enzymatic
Properties.” The Journal  of  Biological =~ Chemistry 276 (11): 8213—
18. https://doi.org/10.1074/jbc.M009480200.

Ogita, Shinjiro, Hirotaka Uefuji, Masayuki Morimoto, and Hiroshi Sano. 2004.
“Application of RNAIi to Confirm Theobromine as the Major Intermediate for Caffeine
Biosynthesis in Coffee Plants with Potential for Construction of Decaffeinated
Varieties.” Plant Molecular Biology 54 (6): 931—-41. https://doi.org/10.1007/s11103-
004-0393-x.

Ogutu, Collins, Sylvia Cherono, Charmaine Ntini, Mohammad Dulal Mollah,
Lei Zhao, Mohammad A. Belal, and Yuepeng Han. 2020. “Evolutionary Rate
Variaton  Among  Genes  Involved in  Galactomannan Biosynthesis
in Coffea Canephora.” Ecology and Evolution 10 (5): 2559
69. https://doi.org/10.1002/ece3.6084.

Ogutu, Collins, Sylvia Cherono, Charmaine Ntini, Lu Wang, and Yuepeng Han.
2022. “Comprehensive Analysis of Quality Characteristics in Main Commercial
Coffee Varieties and Wild Arabica in Kenya.” Food Chemistry: X 14:
100294. https://doi.org/10.1016/j.fochx.2022.100294.

Oliveira, Fernanda Freitas de, Juarez Pires Tomaz, Bruna Silvestre Rodrigues
da Silva, Tiago Benedito dos Santos, lvamoto-Suzuki, Maria Brigida dos Santos
Scholz, and Luiz Filipe Protasio Pereira. 2021. “Coffea Arabical. Genes from
Isoprenoid Metabolic Pathways Are More Expressed in Full Sun Cultivation Systems
Than in Agroforestry Systems.” Plant Gene 26 (June):
100287. https://doi.org/10.1016/j.plgene.2021.100287.

Pacheco, A., Juergen Pohlan, and Margot Schulz. 2008. “Allelopathic Effects

of Aromatic Species Intercropped with Coffee: Investigation of Their Growth



73

Stimulation Capacity and Potential of Caffeine Uptake in Puebla, Mexico.” Allelopathy
Journal 21 (January): 39-56.

Perrois, Charléne, Susan R. Strickler, Guillaume Mathieu, Maud Lepelley,
Lucie Bedon, Stéphane Michaux, Jwanro Husson, Lukas Mueller, and Isabelle Privat.
2015. “Differential Regulation of Caffeine Metabolism in Coffea Arabica (Arabica) and
Coffea Canephora (Robusta).” Planta 241 (1): 179—
91. https://doi.org/10.1007/s00425-014-2170-7.

Pinto, Renan T., Thiago B. Cardoso, Luciano V. Paiva, and Vagner A.
Benedito. 2021. “Genomic and Transcriptomic Inventory of Membrane Transporters
in Coffee: Exploring Molecular Mechanisms of Metabolite Accumulation.” Plant
Science 312 (November): 111018. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2021.111018.

Prewo, Roland, Armin Guggisberg, Annalaura Lorenzi-Riatsch, Thomas W.
Baumann, and Marianne Wettstein-Battig. 1990. “Crystal Structure of Mozambioside,
a Diterpene Glycoside of Coffea Pseudozanguebariae.” Phytochemistry 29 (3): 990—
92. https://doi.org/10.1016/0031-9422(90)80065-O.

Privat, Isabelle, Séverine Foucrier, Anneke Prins, Thibaut Epalle, Magali
Eychenne, Laurianne Kandalaft, Victoria Caillet, et al. 2008. “Differential Regulation
of Grain Sucrose Accumulation and Metabolism in Coffea Arabica (Arabica)
and Coffea Canephora (Robusta) Revealed Through Gene Expression and Enzyme
Activity Analysis.” New Phytologist 178 (4): 781-97. https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2008.02425.x.

Rodriéguez-Concepcioén, Manuel, Oriol Foreés, Jaime F. Martiénez-Garciéa,
Viector Gonzaélez, Michael A. Phillips, Albert Ferrer, and Albert Boronat. 2004.
“Distinct Light-Mediated Pathways Regulate the Biosynthesis and Exchange of
Isoprenoid Precursors During Arabidopsis Seedling Development.” The Plant Cell 16
(1): 144-56. https://doi.org/10.1105/tpc.016204.

Sant’Ana, Gustavo C., Luiz F. P. Pereira, David Pot, lvamoto, Douglas S.
Domingues, Rafaelle V. Ferreira, Natalia F. Pagiatto, et al. 2018. “Genome-Wide
Association Study Reveals Candidate Genes Influencing Lipids and Diterpenes
Contents in Coffea Arabica L.” Scientific Reports 8 (1):
465. https://doi.org/10.1038/s41598-017-18800-1.

Santos, F. C., F. Caixeta, A. C. S. Clemente, E. V. Pinho, and S. D. V. F.

Rosa. 2014. “Gene Expression of Antioxidant Enzymes and Coffee Seed Quality



74

During Pre- and Post-Physiological Maturity.” Genetics and Molecular Research 13
(4): 10983-93. https://doi.org/10.4238/2014.December.19.21.

Santos, F. C., A. C. S. Clemente, F. Caixeta, and S. D. V. F. Rosa. 2015.
‘Endo--Mannanase and -Tubulin Gene Expression During the Final Phases of Coffee
Seed Maturation.” Genetics and  Molecular Research14 (4). 11719-
28. https://doi.org/10.4238/2015.0ctober.2.5.

Santos, Meline Oliveira, Helbert Rezende de Oliveira Silveira, Kamila
Rezende Dazio de Souza, André Almeida Lima, Lissa Vasconcellos Vilas Boas,
Barbara Castanheira Ferrara Barbosa, Horllys Gomes Barreto, José Donizeti Alves,
and Antonio Chalfun-Junior. 2018. “Antioxidant System Differential Regulation Is
Involved in Coffee Ripening Time at Different Altitudes.” Tropical Plant Biology 11 (3):
131-40. https://doi.org/10.1007/s12042-018-9206-2.

Shahidi, Fereidoon, and Won Young Oh. 2020. “Lipid-Derived Flavor and Off-
Flavor of Traditional and Functional Foods: An Overview.” Journal of Food
Bioactives 10 (June). https://doi.org/10.31665/JFB.2020.10224.

Shibamoto, Takayuki, Kimihiro Harada, Satoru Mihara, Osamu Nishimura,
Kenji Yamaguchi, Akiyoshi Aitoku, and Tatsuo Fukada. 1981. “APPLICATION OF
HPLC FOR EVALUATION OF COFFEE FLAVOR QUALITY.” In The Quality of Foods
and Beverages, edited by George Charalambous and George Inglett, 311-34.
Academic Press. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-169102-8.50028-3.

Sobreira, Fabricio Moreira, Francisca Coelho Sobreira, and Ney Sussumu
Sakyiama. 2015. “Sensory Quality of Arabica Coffee (Coffea Arabica) Genealogic
Groups Using the Sensogram and Content Analysis,” 8.

Spinoso-Castillo, José Luis, Pérez-Rodriguez Paulino, Jerico Jabin Bello-
Bello, Escamilla-Prado Esteban, Aguilar-Rincon Victor Heber, Corona-Torres
Tarsicio, Garcia-de los Santos Gabino, and Morales-Ramos Victorino. 2022. “SNP
Markers Identification by Genome Wide Association Study for Chemical Quality
Traits of Coffee (Coffea Spp.) Germplasm.” Molecular Biology Reports,
April. https://doi.org/10.1007/s11033-022-07339-8.

Toniutti, Lucile, Jean-Christophe Breitler, Charlie Guittin, Sylvie Doulbeau,
Hervé Etienne, Claudine Campa, Charles Lambot, Juan-Carlos Herrera Pinilla, and
Benoit Bertrand. 2019. “An Altered Circadian Clock Coupled with a Higher

Photosynthesis Efficiency Could Explain the Better Agronomic Performance of a New



75

Coffee Clone When Compared with a Standard Variety.” International Journal of
Molecular Sciences 20 (3): 736. https://doi.org/10.3390/ijms20030736.

Tran, Hue T. M., Thiruvarangan Ramaraj, Agnelo Furtado, Leonard Slade Lee,
and Robert J. Henry. 2018a. “Use of a Draft Genome of Coffee (Coffea Arabica) to
Identify SNPs Associated with Caffeine Content.” Plant Biotechnology Journal 16
(10): 1756-66. https://doi.org/10.1111/pbi.12912.

Tran, Hue T. M., Agnelo Furtado, Carlos Alberto Cordero Vargas, Heather
Smyth, L. Slade Lee, and Robert Henry. 2018b. “SNP in the Coffea Arabica Genome
Associated with Coffee Quality.” Tree  Genetics & Genomes 14  (5):
72. https://doi.org/10.1007/s11295-018-1282-9.

Uefuji, Hirotaka, Shinjiro Ogita, Yube Yamaguchi, Nozomu Koizumi, and
Hiroshi Sano. 2003. “Molecular Cloning and Functional Characterization of Three
Distinct N-methyltransferases Involved in the Caffeine Biosynthetic Pathway in
Coffee Plants.” Plant Physiology 132 (1): 372—-
80. https://doi.org/10.1104/pp.102.019679.

Veracruz-Délera, Cristina, Pedro Andreo-Martinez, Nuria Garcia-Martinez,
Salvadora Martinez-Lépez, and Luis Almela. 2022. “Contenido En Metilxantinas y
Estabilidad Oxidativa de Diferentes Muestras Comerciales de Bebida de
Café.” Afinidad. Journal of Chemical Engineering Theoretical and Applied
Chemistry 79 (595): 264—71.

Yadessa, Abebe, Burkhardt Juergen, Bekele Endashaw, Hundera Kitessa,
and Goldbach Heiner. 2020. “The Major Factors Influencing Coffee Quality in
Ethiopia: The Case of Wild Arabica Coffee (Coffea Arabica L.) From Its Natural
Habitat of Southwest and Southeast Afromontane Rainforests.” African Journal of
Plant Science 14 (6): 213-30. https://doi.org/10.5897/AJPS2020.1976.

Yeager, Sara E., Mackenzie E. Batali, Jean-Xavier Guinard, and William D.
Ristenpart. 2021. “Acids in Coffee: A Review of Sensory Measurements and Meta-
Analysis of Chemical Composition.” Critical Reviews in Food Science and Nutrition 0
(0): 1-27. https://doi.org/10.1080/10408398.2021.1957767.

Fonte: a autora (2022).



76

4 CAPITULO 2 — COMPOSIGAO QUIMICA NAO-VOLATIL DO GRAO E SUA
RELAGAO COM A QUALIDADE DA BEBIDA

C. canephora historicamente foi descrito como um café de baixa qualidade em
comparagao com C. arabica, no entanto, o conilon e o robusta brasileiros mostraram
uma evolucao nos padrbes de qualidade nos ultimos anos, com varios fatores,
incluindo cultivo, processamento e poés-colheita, contribuindo para melhorar sua
qualidade. Eles s&o classificados com qualidade sensorial igual ou maior quando
comparado ao café arabica especial (Baqueta et al., 2023), demonstrando que a
exploracdo dessa qualidade ainda nédo estad esgotada. A diferengca de qualidade
entre esses dois cafés em boa parte foi atribuida ao maior teor de &acidos
clorogénicos (CGAs) encontrado em C. canephora em relagdo a C. arabica. E
possivel que devido a esses avangos, em uma meta-analise realizada por (Yeager et
al., 2021) a concentracdo de CGAs em arabica e robusta seja semelhante, embora
essas concentragdes variem muito com o nivel de torra. Recentemente, com mais
pesquisas sendo feitas e o avango tecnoldgico, resultados inesperados como esses
tém sido obtidos e publicados, assim como a descoberta de novas substancias
moduladoras do sabor da bebida (Sittipod et al., 2019).

O gendtipo parece predominar na expressao da qualidade da bebida e ter
uma tendéncia em manter sua superioridade genética em diferentes ambientes.
Dessa forma, ele interage com outras variaveis, dando origem a diferentes fenotipos,
como resultado dessa interacdo (Souza et al., 2021). No Brasil, maior produtor
mundial de café, o trabalho dos 6rgaos de pesquisa, assisténcia técnica e extensao
rural, como o Incaper, € o responsavel pelo desenvolvimento dos gendtipos de maior
qualidade da bebida nos ultimos anos. Este trabalho utiliza quatro cultivares
desenvolvidas e registradas pelo Incaper e visa contribuir com o melhoramento de
suas qualidades. As cultivares de C. canephora sdo compostas de diferentes clones
compativeis entre si. Essa estratégia é necessaria para o cultivo dessa espécie pois
ela apresenta auto-incompatibilidade, ou seja, é incapaz de gerar sementes quando
se auto-fecunda. A criacdo de cultivares com varios clones para C. arabica nao é
necessaria, pois € uma espécie auto-compativel, embora isso seja feito com o
objetivo de melhorar as caracteristicas dos novos genétipos (Ferrao et al., 2019).

As cultivares Diamante ES8112, Jequitiba ES 8122 e Centenaria ES 8132

foram registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
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em 2013, e sdo formadas por nove clones elite compativeis entre si, que apresentam
épocas diferenciadas de maturagdo (precoce, intermediaria e tardia,
respectivamente), estabilidade de produgao, alto vigor vegetativo, boa uniformidade
de maturagdo do frutos, graos grandes, tolerancia a seca, moderada resisténcia a
Hemileia vastatrix, qualidade superior de bebida e produtividades médias de 84,00
sacas/ha e 120,00 sacas/ha em condi¢des néao irrigada e irrigada, respectivamente
(Ferrao et al., 2015). A acidez € o atributo com maior impacto sobre a qualidade
global da bebida dos clones das cultivares 'Diamante’, 'ES8122' e 'Centenaria
ES8132' e classificam-se como na faixa de qualidade tradicional, porém préxima a
categoria superior (Mori et al., 2018).

Além das cultivares de café conilon, também é analisada neste trabalho a
cultivar Catuai Vermelho IAC 81, registrada pelo instituto agronémico de Campinas
(IAC) em 1999. E uma das cultivares mais plantadas no Brasil, e originou-se como
produto de recombinagcdo a partir de um cruzamento artificial entre cafeeiros
selecionados, pela produtividade, das cultivares Caturra Amarelo, IAC 476-11 e
Mundo Novo IAC 374-19, de C. arabica. Possui boa qualidade da bebida e
maturagao tardia (Consorcio Pesquisa Café, 2022).

O artigo 2 apresenta a relagdo entre a composicdo quimica e atividade
antioxidante dos grdos dos genotipos selecionados, antes e apds a torra, com a
qualidade sensorial de sua bebida. Devido ao grande numero de variaveis
quantificadas, essa relagao foi analisada com o uso de estatistica multivariada. Esse

artigo ainda nao foi publicado.

4.1 ARTIGO 2: A QUALIDADE DA BEBIDA E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
CAFE SAO INFLUENCIADAS PRINCIPALMENTE PELO GENOTIPO E NAO
PELA MATURACAO.

A qualidade da bebida e a atividade antioxidante do café sao

influenciadas principalmente pelo genétipo e nao pela maturacgao.
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ABSTRACT

O estudo dos fatores envolvidos na qualidade e nas propriedades
antioxidantes da bebida produzida por gendétipos de café conilon brasileiro em
relacdo ao café arabica sao de fundamental importancia para o melhoramento de
novas cultivares de C. canephora. Foram avaliados a composi¢do quimica, a
atividade antioxidante e o perfil sensorial da bebida de trés gendtipos de café conilon
e um de café arabica, antes e apds a torra, de amostras com trés percentuais de
maturagao, 60%, 80% e 100%. Realizou-se analises de composi¢ao centesimal, de
atividade antioxidante, de compostos fendlicos totais, analise elementar, e de acidos
clorogénicos, cafeina e trigonelina por UHPLC - DAD. Catuai Vermelho IAC 81 e
clone 306 da cultivar Centenaria tiveram as maiores médias sensoriais, e se
correlacionaram com os atributos da analise sensorial. Os genoétipos D101 e J205
tiveram as maiores atividades antioxidantes. Os dados conjuntos mostraram
diferengas entre os gendtipos e nao diferengas entre as amostras com diferentes
percentuais de graos maduros. Os resultados sugerem que o gendtipo prevalece
sobre todas as variaveis analisadas, tanto em relacédo a atividade antioxidante,

quanto a qualidade da bebida.
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4.1.1 INTRODUGAO

No ano safra 2020/2021 a producédo de café arabica na América do Sul
reduziu enquanto a de robusta aumentou e essa tendéncia permanece em
2021/2022 (ICO, 2022). Esses numeros refletem a safra do Brasil, que é o maior
exportador de café da América. Bunn et al. (2015) alertam sobre o impacto das
mudancgas climaticas na producao global de café, que pode levar a diminuicao de
50% da area propria para essa cultura, especialmente no Brasil e no Vietna, dois
grandes produtores. O aquecimento global podera levar a diminuigdo das areas de
plantio para Coffea arabica, que necessitara de locais de maiores altitudes, com
temperaturas mais baixas. Os cenarios atuais apontam menores impactos
em Coffea canephora, por ser uma espécie mais rustica e com maior adaptagcao a
temperaturas mais elevadas. Estudos recentes, realizados por Davis et al. (2019),
mostram que cerca de 60% das espécies selvagens de café estdo no processo de
risco de extingdo (Davis et al., 2019). Na contramao dessa previsao, a demanda por
café no mundo aumenta progressivamente (ICO, 2022).

A espécie Coffea canephora € mais conhecida no mercado internacional
como café Robusta, com excec¢do do Brasil, que se destaca como Café Conilon.
Frequentemente considerada uma sinonimia da variedade robusta, a variedade
conilon é composta por plantas de crescimento arbustivo, caules mais ramificados,
folnas menores e mais alongadas de cor verde claro, frutos menores com menos
mucilagem e amadurecimento precoce, alto potencial de produgdo, maior
susceptibilidade a ferrugem (Hemileia vastatrix), e maior tolerancia a seca, quando
comparadas as plantas da variedade robusta (Ferrdo et al.,, 2019; Ferrédo et al.,
2021).

Embora existam muitos dados publicados sobre a composi¢do quimica do
café e sua qualidade sensorial, ainda ndo podemos dizer que a correlagdo entre
esses dados ja foi plenamente obtida. A qualidade da bebida café é a resultante de
um sistema multifatorial complexo, cujos componentes recebem a influéncia do

genotipo do cafeeiro (Lemos et al., 2020), do ambiente (Sarmiento-Soler et al.,
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2020), do manejo agrondmico pré e pés-colheita (Kazama et al., 2020; Ribeiro et al.,
2018) e da forma de preparo dos graos (Hu et al.,, 2020). No manejo agronémico
pré-colheita, especificamente, a nutricdo mineral parece exercer um papel
modulador na qualidade e na atividade antioxidante, fornecendo metais que atuam
como cofatores na sintese proteica, na formagao da membrana e da parede celular,
na fotossintese e em outras rotas biossintéticas (Lacerda et al., 2018; Martin et al.,
1998; Rossi et al., 2019).

A literatura sugere que para muitas cultivares de café o grau de maturagéo
dos frutos na hora da colheita € um dos fatores que mais interfere na qualidade da
bebida. Em geral, durante a maturagdo ha alteragbes em substancias precursoras
do aroma que resultam em notas maiores na analise sensorial, sendo o estado
“cereja”, 100% maduro, o que resulta em maior qualidade (Nascimento et al., 2020).
Nas lavouras de café arabica do Brasil € comum que os produtores facam a colheita
com uma parte dos graos ainda nao totalmente maduros, pois sua maturagao nao &
uniforme, o que pode depreciar o valor do café produzido (Smrke et al., 2015).

Os gréos de café possuem uma composicdo metalica que influencia
diretamente a qualidade da bebida resultante. Estudos recentes tém demonstrado
que a presenca de micronutrientes, incluindo boro, cobre e zinco, pode modificar a
composi¢cao quimica dos graos de café, consequentemente afetando a qualidade da
bebida (Clemente et al., 2018). Além disso, é imperativo considerar que a presenga
de metais pesados, como chumbo e cromo, pode ter um impacto substancial na
qualidade da bebida de café, e, de fato, algumas amostras exibiram concentragbes
desses metais que excedem os limites permitidos (Silva et al., 2017).

Os compostos fendlicos, principalmente os acidos clorogénicos, além de
participarem da formacado de sabor da bebida, sdo antioxidantes naturais e estao
presentes em grande quantidade no grédo (Lemos et al., 2022; Narita e Inouye,
2015). A capacidade antioxidante no café ja foi amplamente relatada na literatura,
como, por exemplo, em diferentes espécies (Babova et al.,, 2016), diferentes
técnicas de processamento e torra (Somporn et al., 2011), diferentes solventes de
extragdo (Oliveira et al., 2019) e técnicas diferentes de preparo da bebida (Jea et al.,
2020), além de diferentes partes da planta (Hasanah e Suwasono, 2016).

Esse interesse deve-se a propriedade que esses compostos possuem de
atuar na prevencao de doengas e comorbidades relacionadas ao estresse oxidativo,

como aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos, cancer e
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danos cardiovasculares (Hu et al., 2019). Os compostos fendlicos sdo os agentes
antioxidantes naturais mais consumidos por humanos, e o café € uma importante
fonte desses compostos na dieta devido ao alto teor presente na xicara e, também,
pela cultura de consumo diario da bebida (Upadhyay & Rao, 2013).

Para contribuir com as lacunas que existem acerca da qualidade do café
conilon, foram avaliados dados da composicdo quimica, sensorial e atividade
antioxidante de diferentes gendtipos da espécie, do programa de melhoramento do
Incaper, em diferentes estagios de maturagdo, antes e apds a torra dos graos e

analisadas as correlagdes existentes.

4.1.2 METODOS

4.1.2.1 AMOSTRAS DE CAFE

Foram utilizados quatro gendétipos de café, trés de café conilon e um de café
arabica, provenientes do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extens&o Rural (Incaper).

Os gendtipos de café conilon estudados foram: D101 - clone 101,
componente da cultivar clonal “Diamante ES8112”, de maturacao precoce, composta
do agrupamento de 9 clones; J205 - clone 205, componente da cultivar clonal
“Jequitiba ES8122”, de maturagdo média, composta do agrupamento de 9 clones e;
C306 - clone 306, componente da cultivar clonal “Centenaria ES8132", de
maturagao tardia, composta agrupamento de 9 clones. E para café arabica, avaliou-
se a cultivar Catuai vermelho IAC 81 (C81).

As amostras de café conilon foram coletadas na Fazenda Experimental de
Bananal do Norte, localizada em Cachoeiro de Itapemirim, ES (Lat.: 20°45'21.30”S
Long.: 41°17°4.33”"W) e, a de café arabica, na Fazenda de Venda Nova, municipio de
Venda Nova do Imigrante - ES (Lat.: 20°22’38.56”S Long.: 41°11°54.24”W).

A colheita das amostras foi realizada em trés percentuais de maturacgao,
correspondendo a 60%, 80% e 100% de grdos maduros (estagio cereja), utilizando
5,0 kg/amostra. Realizou-se o processamento via natural, com secagem em terreiro

suspenso e coberto até atingirem 11-12 % de umidade e armazenados.
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Cerca de 30 dias apdés a secagem, as amostras foram beneficiadas,
totalizando 12 tratamentos: combinagdo dos quatro gendtipos (D101, J205, C306 e
C81) e dos trés percentuais de frutos maduros (60, 80 e 100).

No estudo foram avaliados o café verde e o café torrado. Para tanto, metade
das amostras foram moidas, em moinho de facas e de bolas, e depois peneiradas
em peneira com abertura da malha de 50 mesh, e armazenadas em sacos plasticos
de polipropileno a -20 °C até as analises quimicas. A outra metade foi encaminhada
para o laboratorio de analise e pesquisa em café (LAPC) do IFES campus Venda
Nova do Imigrante, para a torra e analises do perfil sensorial, sendo que do café
torrado, foram também separadas amostras para analises quimicas nos laboratoérios

credenciados da UVV.

4.1.2.2 AVALIACOES SENSORIAIS, QUIMICAS E DE ATIVIDADES
ANTIOXIDANTE

4.1.2.2.1 Analise sensorial

As analises de torra e sensoriais foram realizadas no Laboratoério de Pesquisa
e Analise em Café, LAPC, do Instituto Federal de Espirito Santo, Venda Nova do
Imigrante. Foram retirados todos os defeitos das amostras de café conforme
metodologia COB — Classificagao Oficial Brasileira (Brasil, 2003). Para cada amostra
os graos foram separados em peneiras e apenas 0s graos com granulometria acima
de 13 (conilon) e 16 (arabica) foram submetidos ao processo de torrefagéo,
conforme metodologia UCDA - Uganda Coffee Development Authority (UCDA,
2010). O processo de torra foi realizado em um torrador modelo Probatino da marca
Probat© 24 horas antes da analise sensorial, segundo metodologia da SCA (SCAA,
2015). Para cada amostra torrada, foram utilizados 200g de café verde submetido a
torra média, utilizando o sistema de disco de cor de classificagdo de torra Agtron /
SCAA para determinar o grau de torra. A torra durou de 10-11 minutos, a 180°C com
padrdao de disco Agtron 55. Para cada amostra foi separado 100g de café torrado
para analise sensorial e 100g de café torrado para posteriores analises quimicas. O
teste de xicara foi realizado por 06 provadores (Q-Graders), de acordo com o
método proposto por Louzada et al. (2018). Cinco xicaras de cada amostra de café

foram preparadas na propor¢ao de 8,25 g de café moido para 150 mL de agua a 94—
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95 °C. Os parametros sensoriais do café consistiram em diferentes atributos: aroma,
sabor, acidez, dogura/amargor, equilibrio, retrogosto, sensacdo na boca/corpo,

uniformidade, xicara limpa, defeitos, conjunto e média.

4.1.2.2.2 Composigéo centesimal

A composicao centesimal dos cafés foi determinada de acordo com as
instru¢cdes da AOAC (2016). A umidade foi realizada pelo método de secagem em
estufa; cinzas, pelo método de incineragdo em mufla; proteinas, pelo método de
Kjeldahl e lipidios, pelo método de Soxhlet. As analises foram realizadas em

triplicata.

4.1.2.2.3 Composicao fendlica total

Para a quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais (TPC), foram
preparados extratos etanolicos das amostras utilizando alcool 80% (1 g amostra em
10 mL de solvente). A extragao foi realizada em 3 ciclos de 30 minutos em ultrassom
(Elmasonic P 80 Hz - Elma®), homogeneizando as solugbes entre cada ciclo,
seguida por uma filtragdo utilizando papel filtro. Por ultimo, os extratos foram
armazenados em frasco ambar a -20 °C. A determinacdo do teor de compostos
fendlicos totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau de acordo com Singleton
et al. (1999), adaptado para microplacas. Em placa de 96 pocos, 30 uL de cada
extrato diluido em etanol 80% e uma aliquota dos reagentes Folin 10% (150 uL) e
carbonato de sédio 7% (120 pL) foram adicionados em cada pogo. A placa
permaneceu em repouso no escuro por 90 minutos e, posteriormente, foi lida em
espectrofotobmetro a 740 nm. Os resultados foram expressos em equivalentes de

acido clorogénico (mg CAE/g) através de curva de calibragcédo externa.

4.1.2.2.4 Sequestro do radical livie DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método DPPH, de
acordo com Scherer e Godoy (2009). A eliminagao de radicais foi calculada como se

segue:
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, onde AbsQ é a absorbancia do branco e Abs1 é a absorbancia na presenca
do composto de teste em diferentes concentragdes. O IR50 (concentragao capaz de
reduzir em 50% os radicais livres) foi calculado usando uma curva de calibragdo na
faixa linear tragando a concentracao final do extrato versus o efeito de eliminagao

correspondente.

4.1.2.2.5 Sequestro do radical livre ABTS

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com Re et al. (1999), com
modificagdes. O cation do radical ABTS (ABTS-+) foi formado pela reagéo entre 7.0
mM ABTS (em 50% de etanol) e 2.45 mM persulfato de potassio (em agua
destilada). Este reagente foi armazenado sob refrigeragdo por pelo menos 24 h.
Antes do uso, o reagente foi diluido com etanol a 50% até que a absorbancia medida
a 734 nm fosse 1.0 (x 0.02). ABTS++ (270 pL) e os compostos (30 ul de cada
concentragcao) foram adicionados em microplacas de 96 pogos. O branco foi de 30 pl
de etanol. Depois de reagir por 10 minutos no escuro, a leitura foi realizada a 734
nm usando um leitor de microplacas (SpectraMax 190 Microplate Reader, Molecular

Devices, California, USA). A eliminagao do radical foi calculada como no DPPH.

4.1.2.3 ANALISE ELEMENTAR POR ICP-MS

Os metais e metaldides dos gréos crus e torrados moidos foram
quantificados, apods extracdo acida, por Espectrometria de Massa por Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS), empregando um espectrometro modelo ELAN
DRC Il (Perkin Elmer-Sciex, Norwalk, CT, USA). Apos digestdo das amostras em
meio acido, sob aquecimento a 100 °C durante aproximadamente 4 horas, ocorreu o
resfriamento das mesmas e o volume foi ajustado adequadamente com agua
ultrapura (resistividade > 18 M cm) para as analises. A verificagdo da exatidao da
metodologia foi realizada a partir da analise do material de referéncia certificado
DORM-4 (NRC, Canada). O sistema padréo fornecido pelo fabricante do ICP-MS,
composto de nebulizador tipo Meinhard com cémara ciclénica e twister, foi utilizado

para a introducdo da amostra no plasma. A qualidade analitica do teste
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fundamentou-se na analise em batelada de brancos das amostras e uso de material
de referéncia certificado DORM-4 (NRC, Canada).

4.1.2.4 ANALISE DE CAFEINA, TRIGONELINA E ACIDOS CLOROGENICOS POR
UHPLC-DAD

O protocolo de extracéo foi feito de acordo com Belguidoum et al. (2014)
modificado. Inicialmente, foram pesados 35 mg de cada amostra de café e
adicionados 50 mL de agua ultrapura aquecida a 95°C por 5 min. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em banho ultrassénico a 40 kHz por 20 min a
temperatura ambiente, compondo um extrato aquoso de pé das amostras de café.
Finalmente, os extratos foram transferidos para um baldo volumétrico e o volume
ajustado com agua ultrapura até a concentracao de 0,7 mg/mL, filtradas (0,45 ym) e
injetadas no UHPLC. As analises dos compostos 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 3,4-diCQA,
3,5-diCQA e 4,5-diCQA, trigonelina e cafeina foram realizadas em um UHPLC
(Dionex Ultimate 3000rs - Thermo Scientific) equipado com bomba quaternaria,
desgaseificador, injetor automatico e forno de coluna, acoplado a um detector DAD.
Para separagao, foi usada uma coluna C18 (100 x 2.1 mm, 1.8 ym - ACE Generix) a
35°C. A fase mével utilizada foi uma solugéo de acido acético 1% (A), e metanol (B),
em um fluxo de 0,2 mL/min na propor¢cao 75A:25B, em modo isocratico. A deteccao
dos compostos foi feita em um detector de arranjo de diodos (DAD) nos
comprimentos de onda 325 nm para os acidos clorogénicos, e 270 nm para cafeina
e trigonelina. A quantificagcao foi realizada por curva de padronizagao externa com 7
pontos em ftriplicata. As curvas de calibracdo também foram utilizadas na avaliagcao
da faixa de linearidade. Os limites de detecgdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ)
foram calculados pela relagdo sinal/ruido, onde o LOD foi definido como a
concentracdo do analito que produz sinal de trés vezes a amplitude do ruido, e seis

vezes para o LOQ.

4.1.2.5 ANALISES ESTATISTICAS

O software R (Team, 2021) foi usado em todas as analises. A ANOVA de

duas vias foi utilizada para avaliar as diferencas entre as amostras, com os
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testes post hoc adequados para comparagcédo de médias. Para os dados conjuntos,
foi realizada a analise multivariada, utilizando o dataset completo para avaliacdo de
tendéncia de agrupamento, e, com as médias, uma analise fatorial de dados mistos
(FAMD). Para isto foram utilizados os pacotes FactoMineR (L& et al., 2008) e

fatoextra (Kassambara e Mundt, 2020).

4.1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de cinzas, proteinas e carboidratos ndo foram diferentes entre as
maturagdes, porém, aumentaram percentualmente apos a torra, e somente o de
lipidios diminuiu (p<0.05) (Tabela 1). A perda de massa do gréo, por meio de
substancias que se transformam em compostos volateis durante a torra, como vapor
de agua e substancias formadoras do aroma, fazem com que o restante da
composi¢ao centesimal aumente percentualmente. Parte da massa do grao na forma
de lipidios forma os compostos volateis da bebida, resultando em seu decaimento
apos a torra (Shahidi e Oh, 2020).

O gendtipo D101 teve o maior teor de proteinas. O teor de cinzas desse
genotipo também é superior, exceto em relagdo ao C306, cuja diferenga nao foi
significativa (p>0.05). O teor de proteinas totais ficou em torno de 15.2 e 14.6% nos
conilons antes e apds a torra, respectivamente, e 13.5 e 14% no arabica (Tabela 1).
Esses numeros estdo um pouco acima do reportado na literatura para arabicas e
robustas verdes segundo Clifford e Willson (1985), que é ao redor de 12% para
ambas as espécies.

O gendtipo Catuai tem maior teor de lipidios que os conilons (p<0.05). O teor
de lipideos foi de 8.7 e 5.8% nos cafés conilon antes e apos a torra,
respectivamente, e de 14.4 e 12.8% no café arabica (Tabela 1). Esse teor esta
dentro do intervalo encontrado na literatura, e é correlacionado a caracteristica mais
aromatica da bebida extraida dos cafés arabicas (Barbosa et al., 2019; Clifford e
Willson, 1985).

O café arabica possui menor teor de carboidratos totais em relagdo a C306 e
J205 nos graos verdes, e menor que todos os conilons apds a torra (p<0.05) (Tabela
1). Vérios trabalhos de literatura apontam maiores valores desse componente para
café arabica em relagéo a espécie C. canephora (Clifford e Willson, 1985; Fischer et
al., 2001; Liu et al., 2019). Com relagdo as concentragcbes de glicose e sacarose,
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Lemos et al. (2020) encontraram resultados semelhantes, porém, no gendtipo D108
a proporcao desses acgucares foi maior no trabalho citado, inclusive comparado ao
Catuai 81. Os carboidratos totais foram quantificados em 61 e 63.7% nos conilons
antes e apos a torra, respectivamente, e em 57 e 58,2% no arabica (Tabela 1).
Esses numeros estdo cerca de 4,7% abaixo da média divulgada por Clifford e
Willson (1985), para graos verdes de café arabica, e cerca de 11,4% acima para
graos verdes de conilon. Esse maior teor de carboidratos colabora para uma menor
diferenca entre as notas sensoriais de conilons e arabicas (Tabela 1).

A anadlise sensorial revelou diferengas significativas entre gendtipos e
porcentagem de frutos maduros para o atributo média global. Destacaram com
maiores pontuagdes (acima de 79) os tratamentos C81 100%, C81 80% , J205 60%
e J205 100%. A amostra J205 100% obteve pontuagcdo muito baixa (28) e n&o foi
descartada da pesquisa pois serve como padrao para comparar os demais
resultados com uma amostra de qualidade tao inferior. Provavelmente essa nota é
resultado de um erro durante a amostragem desse café, que ja foi caracterizado com
pontuacdo acima de 79 pela equipe de melhoristas no desenvolvimento da cultivar
(Ferrao et al., 2013; Ferrao et al., 2021), sendo um café de qualidade superior, com
sabor e aroma que o remete ao chocolate, cacau, adocicado, caramelo e frutas
vermelhas, assim como as cultivares Diamante e Centenaria (Lani et al., 2015).

Durante a torra alguns agucares, como a glicose e arabinose, diminuem por
participarem das reacdes de Maillard, Strecker e da pirdlise, contribuindo para a
formacédo de melanoidinas e compostos volateis. Outros acucares, como a manose,
a ramnose e a galactose, tem seu teor aumentado apos a torra (Kim et al., 2021),
devido a sua maior estabilidade térmica e a perda de umidade do gréo, que faz com
que a quantidade de carboidratos totais medido em percentual de massa seca do
café se eleve.

O teor de compostos fendlicos totais foi maior nas amostras antes da torra e
menor no genotipo Catuai (p<0.05) (Tabela 1). Segundo Farah e Donangelo (2006),
esses valores estdo dentro do intervalo da literatura para graos verdes de C.
canephora. No caso dos conilons, variaram de 7 a 14,4%, mas um pouco acima para
o arabica, 4 a 8.4%.

A composigdo elementar aumentou apds a torra, como esperado, devido a
perda de umidade e de compostos volateis dos graos, no entanto, Al, Fe, Zn e Na

diminuiram significativamente (p<0,05). Tal resultado foi também relatado por outros
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autores (Arvay et al., 2019; Singh et al., 2020) indicando que ha uma perda desses
elementos por volatilizagao (Tabela 2). Em relagdo a maturagdo dos graos verdes,
nota-se uma diminuig&o significativa dos elementos Mg, K, Mn e Fe, principalmente,
do menor percentual de maturagao (60%) para o maior (100%). Segundo Malavolta
et al. (2002), as flores do cafeeiro constituem um forte dreno de nutrientes,
demandados pelos frutos em formagdo. Ao longo da maturagdo a distribuicao
desses elementos recebe a influéncia de outros fatores, como a adubag¢éo mineral, a
carga pendente de frutos, e a competicdo folha-fruto, que tende a ser maior em
menores altitudes (Laviola et al., 2007), caso do presente trabalho, e que pode ter
levado a uma saida e redistribuicido desses elementos para outros tecidos durante o
processo.

O potassio esta envolvido em muitos processos fisioldgicos que influenciam o
metabolismo, como na concentragdo de carboidratos, o volume de agua, a
fotossintese e o transporte de seus produtos, e a ativacdo de enzimas. Em muitas
frutas, um suprimento alto de K pode aumentar a concentracido de acucar e,
portanto, influenciar a sua qualidade sensorial (Marschner, 2011). Clemente et al.
(2015), pesquisando diferentes dosagens de K em C.arabica, demonstrou que a
razao N:K de 1:1.56 produzia uma melhor qualidade da bebida de café, e os graos
possuiam uma maior atividade de polifenoloxidase (PPO), cafeina, indice de
coloragdo, agucares e menores acidez total titulavel, pH, condutividade elétrica e
lixiviacdo de potassio.

Entre os gendtipos, o café arabica apresentou menor concentracdo dos
elementos Na, Ni e Co e maior dos elementos Cr, Ca e Al, exceto para o clone
C306, para o qual ndo houve diferenca. C81 e C306 apresentaram maiores
concentragcbes de Co (p<0,05) (Tabela 2). O Co é parte da coenzima cobalamina
(vitamina Bi2), importante para plantas fixadoras do nitrogénio, além disso, esse
elemento esta relacionado a germinagdo de sementes, contribuindo com o
crescimento do embrido. Até a escrita deste trabalho, ndo foram encontrados
estudos relacionando esse elemento com a qualidade do café.

H4& uma maior concentragao de B no gendtipo J205 e de S, Ni e P em D101
(p<0,05) (Tabela 2). O B afeta uma série de processos metabdlicos para os quais o
mecanismo subjacente ainda n&do foi adequadamente resolvido. Marschner (2011)
relata que o acumulo de fendis € uma caracteristica tipica de plantas com deficiéncia

de boro, cujo mecanismo desconhecido parece estar relacionado ao papel desse
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micronutriente na formacédo de complexos cis-diol com certos acucares e fendis, os
quais colaboram na formacao da parede celular, resultando em paredes celulares
mais frageis. A integridade da membrana e da parede celular esta relacionada a
manutengdo do conteudo lipidico, que permanece protegido da peroxidagao caso
extravase no apoplasto, e da torra, evitando que se perca muito na forma de
compostos volateis.

Nao houve diferenca entre os teores de cafeina, trigonelina, 3-CQA, 3,4-
diCQA, 3,5-diCQA, 4-CQA, 4,5-diCQA, 5-CQA e acidos clorogénicos totais em
relagdo aos percentuais de maturacédo de 60, 80 e 100%. O teor percentual de
trigonelina foi reduzido com a torra, e o de cafeina aumentado levemente (p<0,05)
(Tabela 3). A cafeina é termicamente estavel, no entanto algumas quantidades sao
perdidas durante a torrefacdo devido a capacidade da cafeina de sublimar acima de
178°C (Lang et al., 2013). Neste trabalho, ela se manteve estavel, se concentrando
mais nos graos apos a torra, o que produziu o pequeno aumento observado. A perda
de trigonelina depende fortemente da temperatura da torra, e esta associada a
formacgao de acido nicotinico, aumentando apds a temperatura de 200°C (Casal et
al., 2000). O teor de todos os acidos clorogénicos foram reduzidos com a torra,
inclusive o teor total desses acidos (p<0,05), exceto o 5-CQA (p>0,05) (Tabela 3).
Esse resultado também foi apontado pela redugdo do TPC (Tabela 1). Durante a
torra esses acidos sao degradados em compostos fendlicos menores e/ou
participam da formacédo de outras moléculas (Mufoz et al., 2020), o que causou a
diferenca observada.

O café arabica (C81) possui menores teores de cafeina, 3,4-diCQA, 4-CQA,
4,5-diCQA, 5-CQA, de acidos clorogénicos totais e maior teor de trigonelina que os
cafés conilons analisados (p<0,05) (Tabela 3). Tais resultados estdo de acordo com
Lemos et al. (2022) e contrarios a parte dos dados de Yeager et al. (2021), onde
observaram concentragcdes semelhantes de CGAs entre arabicas e robustas.

J205 destacou-se com maior teor de cafeina entre todos os cafés, maior teor
de trigonelina e menor teor de 4-CQA entre os conilons. D101 conta com maior teor
de 3,4-diCQA e 5-CQA (Tabela 3). Embora a trigonelina esteja associada a uma boa
qualidade, a nota sensorial dos clones C306 e D101 foram superiores a do clone
J205 (Tabela 1). O isébmero 5-CQA foi cerca de trés vezes maior nos genotipos de

conilon em relagdo ao de arabica. Yeager et al. (2021) também indicam o 5-CQA
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como um marcador importante da qualidade sensorial do café, mas seu impacto,
positivo ou negativo, depende do café analisado.

Os acidos clorogénicos sao parte importante da composigao do gréo para a
qualidade da bebida. Adicionalmente, possuem atividade antioxidante, e seus
beneficios a saude tém sido pesquisados ha muito tempo (Hu et al., 2019). Quanto
mais intensa a torra dos graos, mais essas substancias sao destruidas (Souza et al.,
2020) e, segundo Lemos et al. (2022), a maturagcdo € capaz de afetar sua
concentracdo e sua atividade antioxidante de forma ainda nao conhecida. A
atividade antioxidante das amostras antes e apds a torra, nos trés niveis de
maturagao, 60, 80 e 100% mostraram que, similar a composi¢ao quimica, o genétipo
€ a variavel mais importante para as diferencas encontradas na atividade
antioxidante, uma vez que a torra e a maturagao, isoladas, ndo alteraram a atividade
significativamente. No entanto, em alguns casos, houve interagao significativa entre
a torra e a maturacgao e os gendétipos, dependendo do método de analise, sendo que
o meétodo ABTS se mostrou mais sensivel a essas interagdes.

Entre as interagdes, a torra diminuiu a capacidade antioxidante dos gendtipos
Catuai, Centenaria e Diamante nos ensaios com ABTS, e somente em Diamante
nos ensaios com DPPH. Em relagao ao estagio de maturagéao dos frutos, o gendtipo
Centenaria mostrou leve redugao da atividade antioxidante da fase 60 para 100%,
em ambos os ensaios. O genotipo Diamante mostrou um leve aumento entre esses
mesmos percentuais extremos de maturacao, porém somente no ensaio com DPPH.
O gendtipo Jequitiba também mostrou reducdo da atividade antioxidante, nos
percentuais 60 e 80% de maturagdo, e somente no ensaio com ABTS (p<0,05)
(Tabela 1).

O gendtipo Catuai apresentou a menor atividade antioxidante entre todos os
cafés. No grupo dos conilons, Centenaria apresentou a maior no método ABTS, e
Diamante a maior no método DPPH (p<0,05) (Tabela 1). A diferenga entre a
atividade antioxidante encontrada entre arabicas e conilons corrobora com a
literatura (Babova et al., 2016; Cid e de Pefa, 2016; Stelmach et al., 2015).

Mesmo com a redugao apontada de TPC (Tabela 1) e de acidos clorogénicos
(Tabela 3) apos a torra, a atividade antioxidante se manteve relativamente estavel.
Na literatura, encontram-se estudos em que gréos verdes possuem maior atividade
antioxidante e polifendis (Souza et al., 2020) e estudos em que graos torrados

possuem valores superiores (Liang et al., 2016). Durante a torra os acidos
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clorogénicos sao degradados em compostos fendlicos menores e/ou participam da
formacao de outras moléculas (Munoz et al., 2020), o que causou a diferenca
observada. Ainda segundo Mufoz et al. (2020), os produtos da degradacao desses
acidos tém potencial antioxidante, que pode compensar a atividade nos graos
torrados. Scholz e Maier (1990) comegaram a identificar a produgado de lactonas
como subproduto da hidrdlise de acidos clorogénicos durante a torra, e o trabalho de
Farah et al. (2005) identificou lactonas formadas a partir de seus correspondentes
acidos clorogénicos, durante o processo. Essas lactonas s&o molecularmente muito
semelhantes a seus precursores, possuem propriedades antioxidantes (Castillo et
al., 2019), e podem explicar o fato de a atividade antioxidante nao ter se alterado
significativamente apds a torra, ainda que o teor de acidos clorogénicos tenha sido
reduzido.

Em busca de correlagdes entre a composicao e a atividade antioxidante das
amostras dos genotipos, especialmente o de menor nota sensorial, J205, e os de
maior nota sensorial, Catuai e C306, foi realizada a analise fatorial de dados mistos
(FAMD). A FAMD é um tipo de analise capaz de integrar as variaveis categoricas e
quantitativas, mostrando sua correlagao positiva e negativa em varios graus de
significancia, ou a auséncia de correlagao.

Antes da abordagem multivariada, para verificar se os dados poderiam ser
agrupados em uma classificagdo hierarquica, foi utilizada a estatistica de
agrupamento de Hopkins adotando-se H=0,5 como limite (Lawson e Jurs, 1990). O
resultado para os cafés verdes foi H=0.60, e, apds a torra, o resultado do teste foi
H=0.63. Tais resultados indicam uma tendéncia de agrupamento das amostras de
café verde, que permanece semelhante apos a torra, porém, essa tendéncia esta
fora do intervalo de confianga de 0,90 (H = 0,75) (Han et al., 2012).

A andlise fatorial de dados mistos (FAMD) resultou em cinco dimensdes que
explicam no total, para o café verde, 84,2% da variancia dos dados. Apos a torra o
resultado aumenta para 86,4%. No café verde, as duas primeiras dimensdes
representam 59,9% da variancia dos dados, e no torrado, 63,3%. Isso significa que
cerca de 59,9% da variabilidade total da nuvem de dados obtida do gréo verde, e
63,3% obtida apdés sua torra, sdo explicadas pelo plano formado pelas duas
primeiras dimensdes. O limite minimo de variancia explicada ainda € objeto de
discussédo na literatura, € comum utilizar o minimo de 60% de variancia para a

exploragao dos dados.
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A FAMD mostrou que as analises sensoriais, elementar, de composi¢ao
centesimal, atividade antioxidante, e polifenéis por UHPLC-DAD foram eficazes para
descrever as amostras. Os quatro genoétipos foram bem discriminados antes e apés
a torra dos graos, mas os graus de maturagdo, no entanto, se sobrepuseram
(Figura. 1). Além disso, a variavel gendtipo tem uma contribuicdo importante nas
dimensdes 1, 2 e 3 da analise fatorial antes e apds a torra, enquanto a variavel
maturagcdo s6 tem uma pequena contribuicdo para a variancia dos dados na
dimensao 3, independente da torra. Esses dados sugerem que amostras com 60%,
80% e 100% de graos maduros nao podem ser discriminadas apenas com as
analises realizadas, ou que, de fato, a maturagao entre 60% e 100%, das cultivares
e da safra deste trabalho, produziu uma bebida de qualidade homogénea.

Estes resultados se assemelham aos obtidos por outro estudo do grupo, que
também utilizou as cultivares Catuai 81 e Diamante 101 e n&o encontrou correlagao
entre as analises feitas em graos verdes de diferentes maturagdes e a qualidade da
bebida (Lemos et al., 2020). Smrke et al. (2015), analisando amostras de café
arabica, detectou uma diminuicdo na concentragdo de di-CQAs com o aumento do
grau de maturagdo. Nas amostras deste estudo ndo houve o mesmo padrao, e as
concentracbes se mantiveram mais ou menos constantes, mesmo no gendétipo
arabica C81.

No café arabica, observou-se correlagdo positiva entre trigonelina, ABTS,
equilibrio, sensagao na boca, lipidios, DPPH, 3,5-diCQA, Al e Zn, e negativa entre
proteinas, TPC(CGA), 4,5-di-CQA, cinzas, 3,4-diCQA, cafeina, total CQA, 5-CQA e
4-CQA na dimenséao 1 antes da torra (Figura. 2a). A correlagéo positiva de ABTS e
DPPH com a cultivar C81 indica uma menor atividade antioxidante nesta amostra.
Farah et al. (2006) identificou uma alta correlacédo entre o 3,4-diCQA e uma boa
qualidade sensorial em graos de café arabica verdes. No presente estudo o arabica
Catuai se relacionou inversamente com esse acido, mas obteve uma boa correlagao
com 3,5-diCQA.

Barbosa et al. (2019) encontraram relagao entre proteinas e uma menor nota
sensorial em graos verdes de café arabica, de diferentes safras e processamento
pos-colheita. Nas amostras de C81 a mesma tendéncia foi verificada. Os autores
verificaram também que os lipidios separaram amostras na analise de componentes
principais (PCA), mas nao houve contribuicdo significativa dessa variavel para

separar cafés de qualidade alta e baixa. Neste trabalho a variavel lipidios somente
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contribuiu significativamente para a dimensao 1, de forma positiva, assim como o
arabica C81, participando da separagdo desse genodtipo do restante do grupo,
juntamente com as duas nuances sensoriais correlacionadas aos lipidios, equilibrio
e sensacao na boca, e a menor atividade antioxidante dessa cultivar.

O gendtipo C306 se correlacionou positivamente na dimensdo 2 com as
variaveis sabor, retrogosto, conjunto, aroma, amargor/dogura, acidez, média,
uniformidade, limpeza e 3-CQA e negativamente com os elementos Co, Cu, K, Mg e
B, antes da torra (Figura. 2a). Dos trés gendtipos de conilon, Centenaria obteve a
maior média na analise sensorial em todas as maturagdes (Tabela 1). Observou-se
que a dimensado de ligagcdo desse gendtipo inclui todos os atributos da analise
sensorial, exceto sensagdo na boca e equilibrio, intimamente relacionados aos
teores de lipidios e trigonelina nessa analise (Figura 2a).

Clemente et al. (2015) e Martinez et al. (2018), em seus trabalhos com K e
Cu, descreveram que a relacido entre esses elementos e a qualidade sensorial da
bebida café obedecia a uma fungdo quadratica, sendo assim, a concentragdo 6tima
para essa qualidade esta entre dois pontos, minimo e maximo, e quanto mais nos
afastarmos da concentracido 6tima em direcdo a esses pontos, pior € a qualidade da
bebida. A extrapolacao desses dados para 0s nossos resultados nao € possivel pois
os autores citados mediram a concentragdo dos elementos K e Cu nas folhas do
cafeeiro, e em nosso trabalho essa concentragéo foi analisada nos graos. Porém, a
maior parte dos minerais nos graos verdes, se opuseram aos atributos da analise
sensorial (Figura 2a), levando a supor que suas concentragcdes neste trabalho nao
foram ideais em relacédo a qualidade da bebida. Apds a torra essa oposi¢cdo diminui,
aproximando esses elementos do grupo de acidos clorogénicos (Figura 2b).

Apés a torra, C81 se correlacionou negativamente a Total CQA, 4-CQA, 5-
CQA, 3-CQA, cafeina, 3,5-diCQA, Ca, 3,4-diCQA, carboidratos, Na, Fe, 4,5-di-CQA,
Ni, TPC e K (Figura. 2b). Apos a torra a correlagao entre lipidios e seus atributos
sensoriais relacionados, sensac¢ao na boca e equilibrio, permanece estreita e oposta
aos compostos fendlicos totais. Assim como antes da torra, as variaveis cinzas e
proteinas continuaram se opondo ao arabica Catuai 81 na dimensao 1, reforcando
os achados de Barbosa et al. (2019) para o café arabica.

Na dimensdo 2 Centenaria 306 se correlacionou positivamente com
amargor/dogura, retrogosto, sabor, conjunto, aroma, uniformidade, acidez, média,

limpeza e Co e negativamente com proteinas e Zn (Figura. 2b). O elemento Co
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esteve negativamente correlacionado ao gendtipo Centendria e aos atributos
sensoriais da dimensao 2 antes da torra, mas positivamente apds a torra, em uma

completa inverséo de correlagéo (Figura 2a e 2b).

A FAMD se mostrou eficaz para discriminar os genétipos antes e apés a torra.
Yeager et al. (2021) relataram que somente as concentragdes individuais das
substancias dos cafés ndo sao suficientes para relaciona-las a sua qualidade, e
sugere que, de acordo com a forma como essas substancias se combinam no gréo,
a qualidade da bebida se altera. Os resultados do presente trabalho adicionam a
contribuicdo de que essa combinagdo de substancias no grao, capaz de alterar a
qualidade da bebida, também altera sua capacidade antioxidante, e tem a influéncia
preponderante do gendtipo.

4.1.4 CONCLUSOES

Os clones D101 e J205 tém uma maior atividade antioxidante e teor de
polifendis. Somente o gendtipo, isoladamente, alterou a atividade antioxidante,
enquanto a torra e a porcentagem de frutos maduros tiveram efeito de interagdo com
0 gendtipo provocando uma leve queda ou aumento da atividade em alguns casos.
TPC e acidos clorogénicos foram reduzidos apds a torra e sugere-se que sua
hidrélise e transformacdo em lactonas causem essa diminuicdo pelos métodos de
determinacgao utilizados, mantendo a atividade antioxidante estavel, pois as lactonas
tém essa propriedade.

Dos gendtipos de conilon investigados, C306 destacou-se com maior
correlacdo nos atributos da analise sensorial, exceto sensagcao na boca e equilibrio,
mais relacionados ao arabica, provavelmente devido ao seu maior teor de lipidios.

Os minerais que se destacaram se correlacionaram negativamente com todos
os atributos sensoriais e outras variaveis relacionadas a uma boa qualidade
sensorial. Da mesma forma, cinzas e proteinas se correlacionaram negativamente
com as variaveis relacionadas a uma boa qualidade sensorial, como lipidios,
trigonelina, e os atributos sensacédo na boca e equilibrio, e com a cultivar arabica.

Esse resultado foi similar para o genétipo de Conilon C306.
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Os dados obtidos mostraram que o gendtipo é a variavel preditora mais
importante para os agrupamentos dos cafés em relagédo a sua composi¢gao quimica,

e, por consequéncia, a sua capacidade antioxidante e qualidade.
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TABELA 1 — COMPOSICAO CENTESIMAL, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (TPC) E ANALISE SENSORIAL DE
AMOSTRAS DE CAFE. GRAOS VERDES: DIAMANTE VERDE (GD); JEQUITIBA VERDE (GJ); CENTENARIA VERDE (GC); CATUAI VERDE (GCAT).
GRAOS TORRADOS: DIAMANTE TORRADO(RD), JEQUITIBA TORRADO (RJ), CENTENARIA TORRADO (RC), CATUAI TORRADO (RCAT). RIP_60:
60% DE GRAOS MADUROS, RIP_80: 80% DE GRAOS MADUROS, RIP_100: 100% DE GRAOS MADUROS. MEDIAS DA PONTUACAO SENSORIAL
SEGUIDAS PELAS MESMAS LETRAS EM MAIUSCULO NAO DIFEREM PELO TESTE DE KRUSKAL-WALLIS SEGUIDO DE POST HOC DE CONOVER-
IMAN (P20,5%) NOS PERCENTUAIS DE MATURACAO, E EM MINUSCULO EM RELACAO AO GENOTIPO. NO RESTANTE DAS COLUNAS AS LETRAS
EM MAIUSCULO COMPARAM OS MESMOS NIVEIS DE MATURAGCAO, ANTES E APOS A TORRA, E AS MINUSCULAS COMPARAM OS NIVEIS DE
MATURACAO NO MESMO GENOTIPO.

Genotipos Umidade Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos DPPH ABTS TPC Pontuacgdo
(%) (%) (%) (%) (%) (IR50 pg/mL) (IR50 pg/mL) (g CAE/100g) sensorial
Grdos verdes
GD60 12,4+0,2 4,7+0,2 Aa 16,59 £ 0,47 Aa 7,91+£0,35Aa 59,47 £ 0,02 Ac 97,1£6,5 Aa 52,3+2,6 Aa 11,6 £ 0,3 Ab -
GD80 13,0+0,1 4,6 +0,1 Aa 16,33 £ 0,00 Aa 7,97 £ 0,39 Aa 59,69+0,11Ab  73,8+2,8 Aa 47,6 £ 2,8 Aa 8,8+0,2 Ac -
GD100 11,8+0,1 4,6 £0,02 Aa 15,12 £ 0,42 Aa 9,14+ 0,29 Aa 60,42 £ 0,37 Aa 76,9+ 7,0 Aa 51,0+ 0,4 Aa 14,0+ 0,4 Aa -
GJ60 12,9+0,1 4,5+0,03 Aa 15,08 £ 0,13 Aa 9,45 £ 0,26 Aa 59,37 10,11 Ac 91,1+2,3Ac 48,8+3,0Aa 13,4+ 0,6 Aa -
GJ80 12,2+0,2 4,1+0,07 Aa 13,81 £ 0,24 Ac 8,72+ 0,22 Aa 62,42 £ 0,26 Aa 107 £1,9 Aa 56,4 £ 2,4 Aa 12,6 £ 0,4 Aa -
GJ100 12,2+0,2 4,2+ 0,08 Aa 14,16 + 0,06 Ab 9,05+ 0,40 Aa 61,72 +0,22 Ab 104 £ 2,8 Aa 56,0+ 1,7 Aa 13,3+0,0 Aa -
GC60 11,9+0,1 4,2 +0,02 Ab 14,68 £ 0,14 Aa 9,36 £ 0,21 Aa 61,11+0,36 Aa 84,1+4,2Aa 45,3+ 1,4 Ac 15,0+ 0,9 Aa -
GC80 11,6 +0,4 4,4 + 0,06 Aab 14,73 £ 0,19 Aa 9,01+0,26 Aa 61,49 + 0,03 Aa 100 £ 2,5 Aa 58,6 + 3,0 Aa 11,9+0,3 Ab -
GC100 11,3+0,2 4,5+0,19 Aa 13,29+ 0,33 Aa 8,28 £ 0,31 Aa 63,77 £ 0,45 Aa 100+ 4,2 Aa 49,8+ 2,9 Ab 12,5+0,4 Aa -
GCAT60 11,8+0,2 4,1+0,02 Aa 13,54+0,48 Aa 11,21+0,61Aa 59,16+0,23 Aa 128 + 4,9 Aa 86,51 2,2 Aa 9,17+ 0,1 Aa -
GCAT80 11,5+0,2 3,9+0,05 Aa 13,26 £ 0,22 Aa  14,56+0,21 Aa 56,29 £ 0,45 Ab 122 £ 3,8 Aa 83,9+1,6 Aa 8,68 £ 0,5 Aa -
GCAT100 12,0+0,1 4,0+0,03 Aa 13,69+0,27Aa 14,41+0,36 Aa 55,46+ 0,35 Ab 125+ 2,3 Aa 85,4+1,9 Aa 9,05+0,2 Aa -
Grdos torrados
RD60 3,22+0,2 5,01+0,0 Aa 15,68 £ 0,01 Aa 5,39+0,1 Aa 62,9 £ 0,5 Aa 95,1+0,9 Aa 59,6 £ 2,6 Aa 11,3+0,4 Aa 75,5 Aa
RD80 2,96+0,1 4,94+0,1Aa 15,64 £ 0,24 Aa 5,58+0,1 Aa 62,8+0,5Aa 96,9+0,1 Aa 57,1+1,6 Aa 11,5+0,3 Aa 74,6 Aa
RD100 2,64+0,1 4,9010,1Aa 15,84 £ 0,14 Aa 5,67 £0,2 Aa 62,5+0,7 Aa 95,3+0,4 Aa 55,9+ 2,6 Aa 12,1+0,6 Aa 70,0 Ab
RJ60 2,84+0,1 4,601+ 0,0 Aa 15,24 £ 0,18 Aa 5,26 £0,1 Aa 64,4 £ 0,4 Aa 105+ 3,2 Aa 49,8 £2,0 Aa 11,0+0,3A 75,9 Aa
RJ8O 3,14+0,1 4,46 £ 0,0 Ab 14,87 £ 0,40 Aa 5,32+0,1Aa 65,0 £ 0,8 Aa 103+ 2,6 Aa 52,8+ 2,6 Aa 10,3+1,0A 77,3 Aa
RJ100 2,88+0,2 4,37+0,1Ab 14,73 £ 0,30 Aa 5,80+ 0,4 Aa 63,8+ 0,7 Aa 96,9+ 0,4 Aa 51,7+1,6 Aa 12,2+0,3A 28,0 Bc
RC60 3,31+0,1 4,47 £0,1 Aa 13,98 £ 0,05 Aa 6,32£0,1 Aa 63,1+£0,2 Aa 90,0 £ 2,3 Aa 43,4+ 4,1 Aa 12,7 +0,3 Aa 79,4 Aa
RC80 3,07+0,1 4,3910,1Aa 13,97 £ 0,35 Aa 5,79+0,1Ac 64,3+1,1 Aa 88,2+ 2,0 Aa 40,4+ 1,5Aa 12,9+1,2 Aa 78,5 Aa
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Gendtipos Umidade Cinzas Proteinas Lipidios Carboidratos DPPH ABTS TPC Pontuacao
(%) (%) (%) (%) (%) (IR50 ug/mL) (IR50 pg/mL) (g CAE/100g) sensorial
RC100 3,45+0,1 4,37+0,1Aa 13,39 £ 0,64 Aa 6,11+ 0,1 Ab 64,5+0,2 Aa 93,1+3,4 Aa 51,4+1,3 Aa 11,8+ 0,1 Aa 79,0 Aa
RCAT60 3,28+0,1 4,41+0,1Aa 14,42 £ 0,39 Aa 12,1+0,1 Ab 59,2 £ 0,6 Aa 117 £ 4,8 Aa 68,8 £ 3,1 Ab 9,27 £ 0,4 Aa 76,2 Aa
RCAT80 4,01+0,0 4,20+ 0,2 Aa 13,34 £ 0,20 Aa 12,8+ 0,2 Ab 59,3+0,3 Aa 132+ 11 Aa 77,0+ 0,2 Aa 9,05+ 0,0 Aa 80,9 Aa
RCAT100 3,91+0,1 4,28 +0,1 Aa 14,54 + 0,43 Aa 13,6 +0,2 Aa 56,2 £ 0,5 Aa 113+ 3,2 Aa 61,1+2,4 Ac 10,6 + 0,3 Aa 80,2 Aa

Fonte: a autora (2022).
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TABELA 2 — COMPOSICAO ELEMENTAR DAS AMOSTRAS DE CAFE (MG/KG). GRAOS VERDES: DIAMANTE VERDE (GD); JEQUITIBA VERDE (GJ); CENTENARIA
VERDE (GC); CATUAI VERDE (GCAT). GRAOS TORRADOS: DIAMANTE TORRADO (RD), JEQUITIBA TORRADO (RJ), CENTENARIA TORRADO (RC), CATUAI
TORRADO (RCAT). RIP_60: 60% DE GRAOS MADUROS, RIP_80: 80% DE GRAOS MADUROS, RIP_100: 100% DE GRAOS MADUROS. MEDIAS SEGUIDAS DA MESMA
LETRA EM MAIUSCULA NA COLUNA NAO DIFEREM ENTRE SI PELO TESTE DE KRUSKAL-WALLIS, SEGUIDO DE POST HOC DE CONOVER-IMAN (P=0,05), E
COMPARAM OS MESMOS NiIVEIS DE MATURAGAO, ANTES E APOS A TORRA. MEDIAS SEGUIDAS DA MESMA LETRA EM MINUSCULA NA COLUNA NAO DIFEREM
ENTRE SI PELOS MESMOS TESTES E COMPARAM OS NiVEIS DE MATURAGAO NO MESMO GENOTIPO.

Gendtipos B Na Mg Al P S K Ca Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
Gréos

verdes

GD60 4,9+0,6 Aa  14,7+0,8 Aa 1.834+87 Aa  1,8+0,6 Aa 948+141 Ac 1.597+185 Aa  13.759+347 Aa 1.097+69 Aa  0,3+0,0 Aa 37,1+2,0Aa 39,4+45Aa 0,3%0,0 Aa  3,99+0,3Ac 11,7+0,6 Aa 6,2+0,4 Aa
GD80 3,2¢1,0Aa 20,4+13Aa 1.891+110Aa 2,8+0,4 Aa 1.148+182Ab  1.811#313Aa 12.560+572 Aa 1.027+76 Aa  0,4+0,1 Aa 37,9+2,6 Aa  44,243,3 Aa 0,2+0,0 Aa 8,90+0,8 Aa  12,9+0,8 Aa 6,5+0,5 Aa
GD100 5,4+0,8 Aa 14,6+1,1 Aa 1.657+63 Aa  2,7+0,5Aa 1.292+159 Aa  1.643+263 Aa  12.593+245Aa  971+39 Aa 0,4+0,1 Aa 33,5¢3,0Aa 41,1+2,6 Aa 0,2+0,0 Aa 6,94+0,4 Ab  11,5+0,4 Aa 4,7+0,2 Aa
GJ60 6,3+0,8 Aa  13,7+0,5 Aa 1.761+91 Aa  1,940,2 Aa  1.262+157 Aa  1.603+111Aa 13.214+586 Aa 1.096+34 Aa 0,29+0,0 Ac  36,3*+1,4Ab 56,1*1,7 Aa 0,1+0,0 Aa 4,91+0,1 Aa  12,5%#0,2 Aa  13,6+0,4 Aa
GJ80 6,910,6 Aa  7,88+0,7 Ac  1.893+143 Aa 1,1+0,3Aa 1.285+229 Aa  1.417+#115Aa 13.985+893 Aa 1.110+84Aa 0,34+0,0Ab 41,6%¥2,6 Aa 33,9+1,6 Ab  0,1+0,0 Aa 3,55+0,2 Ab  11,8#0,5Ab  4,25+0,2 Ac
GJ100 8,4+0,4 Aa  11,2+0,5 Ab 1.794+98 Aa  2,0+0,2 Aa  1.253+88 Aa 1.537+217 Aa 12.311+507 Aa 899464 Aa 0,40+0,0 Aa  25,8%5,8 Ac  47,5%+2,6 Aa 0,1+0,0 Aa 3,25+0,1 Ac  12,9+0,6 Aa  4,79+0,2 Ab
GC60 4,1+0,2 Aa  11,8+0,7 Aa  1.264+103 Aa 1,5%0,3Aa  1.121+52 Ab 1.287+128 Aa 9.299+538 Ab 831481 Ab 0,4+0,2 Aa 23,0+1,6 Ab 56,6+t1,9Aa 0,60+0,0Ab 3,07£0,0Ac 10,3+0,4 Aa  4,37+0,2 Ac
GC80 5,4+0,4 Aa  26,6+1,6 Aa 143774 Aa 2,6%0,4 Aa  1.248%63 Aa 1.477+231 Aa  11.047+623 Aa 1.406+80 Aa  0,3+0,1 Aa 24,92, 5Aa 50,9+3,8Aa 0,67+0,0Aa 4,61%0,2Aa 14,2+0,3Ac 5,92+0,2 Ab
GC100 LoQ 25,4+0,8 Aa  1.024+67 Ab  1,3#0,3Aa 907463 Ac 1.300£272 Aa  7.441+364 Ac  646+40Ac  0,2+0,0Aa  18,7+1,1Ac 20,0+2,3Aa 0,69+0,0Aa 4,00+0,1 Ab 12,602 Ab  7,57+0,9 Aa
GCAT60  3,3t0,5Aa 10,2t0,8 Aa  2.033+81Aa 3,7+0,2Aa  1.355#95Aa  1.528+129Aa 13.366#240Aa 1.179+51Aa 1,42+0,2Aa 26,7+1,1Aa 97,44#56Aa 0,12+0,0Ab  2,9t0,2Aa  14,7t0,4A  7,21+0,3 Ab
GCAT80  5,5+1,3Aa 4,67+0,3Ac  1.464+92Aa  2,6+0,4Aa  969+79 Aa 1.510+198 Aa  10.273+393 Aa  837+58 Aa  0,53+0,1Ac  30,1#2,1Aa 41,4+35Ab 0,11+0,0Ac  2,5%0,2 Aa 9,6+t0,5A  13,20,6 Aa
GCAT100 3,7+0,7Aa 6,66+0,6 Ab  1.649+63 Aa  6,9+0,6 Aa  1.260+76 Aa  1.411+157 Aa  12.844+601 Aa 1.083+6,0Aa 0,68+0,1Ab 32,5¢2,5Aa 459+54Ab 0,13+0,0Aa  2,8t0,2Aa  11,9+0,5A  6,50+0,4 Ac
Roasted

coffee

RD60 6,95+0,5Aa 18,2+1,1 Aa 1.240+67 Aa  1,7+0,3 Aa 910+63 Aa 1.624+169 Aa  12.000+364 Ab 1.124+40Ab  0,2+0,0 Aa 18,2+1,1 Aa  41,8+1,8 Aa 0,3+0,0 Aa 1,22+0,1 Aa  14,7+0,1 Aa 6,6+0,2 Aa
RD80 6,19+0,8 Ab 16,0+0,9 Aa 1.829+89 Aa  1,1+0,1 Aa  1.333+105 Aa 1.580+67 Aa  13.342+346 Aa 1.201+30Aa  0,2%#0,0 Aa 35,2+1,7Aa  37,9%1,5Aa 0,3+0,0 Aa 1,09+0,0 Ab  13,3+0,2 Aa 6,2+0,3 Aa
RD100 4,21+0,6 Ac  16,2+1,2 Aa 1.502+93 Aa  1,5+#0,2 Aa 1.049+111 Aa  1.806+x120Aa 10.764+558 Ac ~ 950+15 Ac 0,2+0,0 Aa 58,9+2,6 Aa  38,3%1,5Aa 0,3+0,0 Aa 1,02+0,0 Ac  12,7+0,6 Aa 7,1+0,4 Aa
RJ60 3,6940,5Ac 12,740,5 Aa 1.914+71 Aa 0,9+0,2 Aa  1.328%68 Aa 1.486x120 Aa  10.452+616 Ab 1.132+#47 Aa  0,10,0 Aa 38,4+2,5Ab 33,4+1,8Aa 0,58%0,0Aa 1,00+0,0Ab 11,0+0,3Aa 4,45+0,1 Ac
RJ80O 9,48+1,1 Aa 12,3%1,2 Aa 1.731+66 Aa  1,1+0,2 Aa  1.338+122 Aa  1.576*267 Aa  9.763%485 Ac 928+52 Aa 0,2+0,0 Aa 44,4+1,8 Aa  29,9#3,1Ab 0,20+0,0Ab  1,54%0,1 Aa  13,2#0,9 Aa  5,71+0,4 Ab
RJ100 7,66+0,8 Ab 10,8+0,5 Aa 1.949+73 Aa 1,5+0,2 Aa  1.294+121 Aa  1.604+185Aa 11.484+707 Aa  959+56 Aa 0,3+0,0 Aa 26,0+2,4 Ac  39,7¢3,1Aa 0,14#0,0 Ac 1,03+0,1 Ab  13,1+0,5Aa 6,43+0,2 Aa
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Genotipos B Na Mg Al P S K Ca Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn

RC60 4,77+1,1 Ac 11,0+0,3 Aa 1.836176 Aa  3,210,8 Aa 1.368+77 Aa 1.339£337 Aa  13.359+684 Aa 1.063+82 Aa  0,1%0,0 Aa 27,2+2,1 Aa 36,0¢4,2 Aa  0,15%0,1 Ac 1,3+0,1 Aa 12,7+0,7 Aa 6,0£0,6Aa
RC80 8,83+1,7Aa 12,0+1,5Aa  1.760+91Aa 2,7+0,5Aa 1.262+157 Aa  1.317+162Aa 13.214+586Aa 1.096+34 Aa  0,1+0,0Aa  26,3t1,4Aa 32,8+3,4Aa 0,78+0,0Aa 1,0+0,1Aa 13,2#0,3Aa  5,00,5Aa
RC100 6,6610,4 Ab  9,7+0,4 Aa 1.720+¢82 Aa  0,810,2 Aa 1.1714£72 Aa 1.772+130 Aa  13.574+727 Aa 1.075t39 Aa  0,2#0,0 Aa 37,9+2,2 Aa 31,331,0Aa 0,58t0,0 Ab 0,710,0 Aa 10,7+0,4 Aa 3,910,2 Aa
RCAT60  2,94#0,1Aa 6,0+0,4Aa  1.478+106Aa 0,7+0,3Aa  1.122#62 Aa  1.371#128 Aa 10.044#623Aa 791#45Aa  0,1¥0,0Aa  36,5#0,8 Ab  24,7+0,9Aa 0,1#0,0Aa  0,4+0,0Aa 11,1*0,4Aa  4,7+0,2 Aa
RCAT80  2,9+0,7Aa 55+0,2Aa  1.357#27Aa 1,2+0,1Aa 937101 Aa  1.356+101Aa 10.735+226Aa 883+41Aa  0,1+0,0Aa 55,7+1,3Aa 23,1¥1,1Aa 0,1¥0,0Aa  0,5t0,0Aa 9,97+0,3Ab  5,2+0,2 Aa
RCAT100 3,4%0,5 Aa 6,310,5 Aa 1.745+101 Aa  1,1+0,3 Aa 1.301+104 Aa 1.568+189 Aa 8.315+635 Ab 664182 Ab 0,210,0 Aa 28,7+1,5 Ac  27,5+1,6 Aa 0,1+0,0 Aa 0,410,0Aa 11,740,4 Aa 5,2+0,2 Aa

Fonte: a autora (2022)..
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GRAOS VERDES: DIAMANTE VERDE

(GD); JEQUITIBA VERDE (GJ); CENTENARIA VERDE (GC); CATUAI VERDE (GCAT). GRAOS TORRADOS: DIAMANTE TORRADO (RD), JEQUITIBA TORRADO (RJ),
CENTENARIA TORRADO (RC), CATUAI TORRADO (RCAT). RIP_60: 60% DE GRAOS MADUROS, RIP_80: 80% DE GRAOS MADUROS, RIP_100: 100% DE GRAOS

MADUROS.
Gendtipos Cafeina Trigonelina 3-CQA 3,4-diCQA 3,5-diCQA 4-CQA 4,5-di-CQA 5-CQA CQA Total

Grdos verdes

GD60 2,10+0,00 Aa 0,63+0,00 Ab 4,63+0,09 Aa 0,58+0,01 Aa 0,38+0,01 Aa 0,98+0,02 Aa 0,27+0,00 Aa 1,27+0,04 Aa 8,11+0,16 Aa
GD80 2,14+0,03 Ba 0,64+0,00 Aa 4,62+0,01 Aa 0,59+0,01 Aa 0,3910,00 Aa 0,99+0,01 Aa 0,26+0,00 Ab 1,28+0,04 Aa 8,12+0,06 Aa
GD100 2,10+0,01 Ba 0,61+0,01 Ac 4,29+0,01 Aa 0,54+0,00 Aa 0,3610,00 Ab 0,98+0,00 Aa 0,22+0,00 Ac 1,35+0,00 Aa 7,73£0,02 Aa
GJ60 2,31+0,01 Aa 0,73+0,01 Aa 4,56+0,10 Aa 0,42+0,01 Aa 0,41+0,00 Aa 0,84+0,02 Aa 0,30+0,17 Aa 1,12+0,04 Aa 7,65+0,34 Aa
GJ80 2,14+0,03 Ba 0,72+0,01 Ab 4,48+0,01 Aa 0,39+0,01 Aa 0,39+0,00 Ac 0,82+0,00 Aa 0,3240,01 Ab 1,13+0,02 Aa 7,5310,04 Aa
GJ100 2,14+0,03 Ba 0,66%0,01 Ac 4,62+0,00 Aa 0,41+0,00 Aa 0,40%0,00 Ab 0,83+0,00 Aa 0,32+0,00 Ab 1,14+0,02 Aa 7,72+0,03 Aa
GC60 2,04+0,03 Ab 0,64+0,01 Ab 5,13+0,01 Aa 0,45+0,01 Aa 0,31+0,00 Ac 0,90%0,00 Ac 0,30+0,00 Ab 1,09+0,02 Aa 8,15+0,05 Aa
GC80 2,15+0,02 Ba 0,67+0,01 Aa 5,10+0,00 Ab 0,46+0,01 Aa 0,34+0,00 Aa 0,91+0,01 Ab 0,34+0,01 Aa 1,09+0,03 Aa 8,24+0,06 Aa
GC100 2,07+0,03 Bb 0,62+0,01 Ab 5,14+0,00 Aa 0,47+0,01 Aa 0,3240,00 Ab 0,92+0,00 Aa 0,3040,00 Ab 1,07+0,02 Aa 8,23+0,03 Aa
GCAT60 1,31+0,01 Ab 0,9240,01 Aa 4,53+0,03 Ab 0,2240,01 Ab 0,55+0,00 Aa 0,22+0,01 Aa 0,21+0,01 Aa 0,3040,04 Aa 6,0310,11 Ab
GCAT80 1,29+0,01 Bc 0,85%0,00 Aa 4,90+0,09 Aa 0,19+0,00 Ac 0,45+0,00 Ac 0,22+0,01 Aa 0,22+0,03 Aa 0,29%0,02 Aa 6,28+0,15 Aa
GCAT100 1,34+0,00 Ba 0,93+0,01 Aa 4,28+0,02 Ac 0,24+0,00 Aa 0,53%0,00 Ab 0,22+0,00 Aa 0,19+0,01 Aa 0,2940,02 Aa 5,74+0,06 Ac
Grdos torrados

RD60 2,20+0,00 Aa 0,60%0,01 Ba 2,54+0,01 Ba 0,23%0,00 Ba 0,15%0,00 Ba 0,87+0,01 Aa 0,13+0,00 Ba 1,18+0,05 Aa 5,05+0,07 Ba
RD80 2,21+0,01 Aa 0,59+0,01 Ba 2,47+0,01 Bb 0,2210,00 Ba 0,14+0,00 Ba 0,90+0,08 Aa 0,12+0,01 Ba 1,07+0,09 Aa 4,92+0,19 Ba
RD100 2,24+0,01 Aa 0,59+0,00 Ba 2,42+0,00 Bc 0,2310,00 Ba 0,14+0,00 Ba 0,83+0,00 Aa 0,13+0,00 Ba 1,12+0,04 Aa 4,87+0,05 Ba
RJ60 2,41+0,00 Aa 0,7040,02 Bb 2,46+0,00 Bb 0,18+0,00 Ba 0,13+0,00 Ba 0,76+0,00 Ab 0,13+0,02 Ba 1,03+0,02 Aa 4,68+0,05 Bb
RJ80 2,30+0,00 Ac 0,73%0,00 Ba 2,35+0,01 Bc 0,17+0,01 Ba 0,12+0,00 Ba 0,73%0,00 Ac 0,11+0,00 Ba 1,01+0,04 Aa 4,48+0,07 Bc
RJ100 2,33+0,00 Ab 0,63%0,00 Bc 2,52+0,09 Ba 0,17%0,00 Ba 0,13%+0,00 Ba 0,79+0,02 Aa 0,12+0,07 Ba 1,05+0,02 Aa 4,79+0,20 Ba
RC60 1,99+0,00 Ac 0,57+0,00 Bc 2,39+0,01 Ba 0,15+0,00 Bc 0,11+0,00 Ba 0,78+0,00 Ac 0,09+0,00 Bc 1,02+0,04 Aa 4,54+0,06 Ba
RC80 2,30£0,01 Aa 0,64+0,01 Ba 2,40+0,11 Ba 0,16+0,01 Bb 0,1240,00 Ba 0,80+0,00 Ab 0,10+0,00 Bb 1,05+0,03 Aa 4,63+0,15 Ba
RC100 2,23+0,00 Ab 0,59+0,00 Bb 2,73+0,00 Ba 0,19+0,00 Ba 0,14+0,00 Ba 0,90+0,00 Aa 0,13+0,00 Ba 1,16+0,03 Aa 5,26+0,05 Ba
RCAT60 1,34+0,00 Ab 0,84+0,00 Bb 1,62+0,07 Ba 0,11+0,00 Ba 0,08+0,00 Bc 0,42+0,05 Ab 0,08+0,00 Ba 0,82+0,05 Aa 3,27+0,18 Ba
RCATS80 1,31+0,00 Ac 0,82+0,00 Bc 1,81+0,00 Ba 0,11+0,00 Ba 0,10%0,00 Ba 0,54+0,00 Aa 0,09+0,00 Ba 0,80+0,01 Aa 3,59+0,01 Ba
RCAT100 1,44+0,00 Aa 0,88+0,00 Ba 1,55+0,07 Ba 0,10%0,00 Bb 0,09+0,00 Bb 0,45+0,01 Aab 0,08+0,00 Ba 0,80+0,06 Aa 3,19+0,15 Ba

Fonte: a autora (2022)..
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FIGURA 2 — ANALISE FATORIAL DE DADOS MISTOS (FAMD), A) GRAOS VERDES, GD:
DIAMANTE VERDE; GJ: JEQUITIBA VERDE; GC: CENTENARIA VERDE; GCAT: CATUAI VERDE,
B) GRAOS TORRADOS, RD: DIAMANTE TORRADO, RJ: JEQUITIBA TORRADO, RC:
CENTENARIA TORRADO, RCAT: CATUAI
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FIGURA 3 - FAMD MOSTRANDO A POSIGCAO DAS VARIAVEIS PREDITORAS (GENOTIPOS E MATURACOES) ACIMA, E AS VARIAVEIS RESPOSTA
(COMPOSIGAO CENTESIMAL, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ANALISE ELEMENTAR, ACIDOS CLOROGENICOS,

CAFEINA E TRIGONELINA).
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Fonte: a autora (2022)
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5 CAPITULO 3 - PERFIL PROTEOMICO E QUALIDADE DA BEBIDA CAFE

Os sistemas agricolas sempre enfrentaram muitos desafios, e precisam de
investimento tecnolégico para supera-los. A combinagdo de gendmica,
transcriptobmica, protedbmica e metaboldmica permite uma compreensdo mais
profunda dos mecanismos subjacentes a complexa arquitetura de muitas
caracteristicas fenotipicas de relevancia agricola. (VARSHNEY et al.,, 2020;
SCOSSA; ALSEEKH; FERNIE, 2021). A aplicacado dessas ferramentas na area de
ciéncia de alimentos se tornou um novo campo de pesquisa, “foodomic” (Cifuentes,
2009; Rodriguez-Carrasco, 2022).

A protedmica “label-free” € um método em espectrometria de massas (MS)
que determina a quantidade relativa de proteinas em duas ou mais amostras
biolégicas, mas, diferente de outros métodos quantitativos, ndo usa um isétopo
estavel que liga quimicamente e rotula a proteina (Chen et al., 2018). Varias areas
do conhecimento, como a da saude (Manna et al., 2023), ambiental (Gajahin
Gamage et al., 2022) e agrondmica (Kaur et al., 2021) utilizam esse método. Ela
também é utilizada na area de ciéncia de alimentos, para o controle de qualidade de
vinho e cerveja (Liu et al., 2022), na investigagao de alimentos de origem aquatica
(“Blue foods”) e na descoberta de marcadores da qualidade, autenticidade e
segurancga de alimentos (Afzaal et al., 2022).

Na cafeicultura essas ferramentas estdo sendo utilizadas para pesquisa da
resisténcia a estresse hidrico (Stavrinides et al., 2020), da acumulacdo de
substancias no grdo durante a maturagado (Cheng; Furtado; Henry, 2018), do efeito
da secagem do grao no pos-colheita (Livramento et al., 2017) etc, mas ainda sao
pouco exploradas para a investigacdo da qualidade da bebida.

No artigo 3 a protedbmica “label-free” foi utilizada para comparar o perfil
protedmico do endosperma de dois gendtipos de médias sensoriais distintas, uma
maior e outra menor, em dois momentos da maturagao do fruto, verde expandido e

cereja (100% maduro).

5.1 ARTIGO 3: A QUALIDADE SENSORIAL DA BEBIDA CAFE DE COFFEA
CANEPHORA VAR CONILON E REFLETIDA NA EXPRESSAO DIFERENCIAL
DE SUAS PROTEINAS.
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A qualidade sensorial da bebida café de Coffea canephora cv Conilon é

refletida na expressao diferencial de suas proteinas.
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RESUMO

Ha muito tempo pesquisadores buscam desvendar as moléculas
responsaveis pela qualidade da bebida café, uma das bebidas mais consumidas do
mundo, esse esforgo se torna mais urgente com a crise climatica, que colabora para
a diminuigdo dessa qualidade. Neste trabalho revelamos o perfil proteébmico de dois
gendtipos de café conilon, um com média sensorial superior e outro com média
inferior, Diamante 105 e Jequitiba 205, respectivamente. Os frutos foram colhidos
em dois graus de maturagdo, verde expandido e cereja (100% maduro). As
proteinas “transcetolase”, “frutose bisfosfato aldolase” e a “proteina relacionada a
dessecacao semelhante a PCC13-62”, foram UP acumuladas em Diamante 105
(gendtipo 5), e as proteinas “homdlogo da proteina 48 do ciclo de divisdo celular” e
“tubulinas de cadeia beta” no Jequitiba 205 (gendtipo 14). Os resultados apontam
para uma menor eficiéncia no acumulo de amido e sacarose, bem como uma menor

resisténcia ao estresse oxidativo no gendtipo de média sensorial inferior, com
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possivel participacdo da “proteina ribossébmica 60S L13a-4”. A busca de uma

qualidade sensorial ideal é intrinseca a cada gendétipo.

Palavras-chave: café, Coffea, quality, protedbmica, frutose bisfosfato aldolase,

proteina ribossémica 60S L13a-4.

5.1.1 INTRODUGAO

O café é uma tradicional bebida consumida em todo o mundo (Lim, Zwicker,
and Wang 2019). O seu consumo proporciona muitos beneficios a saude, como um
menor indice de mortalidade geral e menor mortalidade especifica por doencgas
cardiovasculares, infecciosas, do trato digestorio (Nohara-Shitama et al. 2019;
Yamakawa et al. 2019), cancer (Grosso et al. 2016) e parkinson (Hernan et al.
2002). O comércio do café é importante para a economia dos paises em
desenvolvimento, por isso, programas de melhoramento do café em todo o mundo
investem na pesquisa com cafeeiros, sendo as duas espécies de maior valor
comercial Coffea arabica e Coffea canephora (Thierry Leroy et al. 2011; Ferrao et al.
2019).

Até o final da década de 80, parametros como rendimento e resisténcia a
doengas foram prioridade para os programas de melhoramento, enquanto a
qualidade da bebida de C. canephoraficou em segundo plano (Charrier and
Berthaud 1988). Apds essa década a qualidade sensorial do café ganhou a atencéo
dos melhoristas, mas eles enfrentam grandes desafios, como a origem multifatorial
dessa caracteristica (Kleinwachter and Selmar 2010; Lopez-Garcia et al. 2016; Alves
et al. 2018; Yadessa et al. 2020), a previsdo da diminuigdo de até 60% da area
propria para essa cultura devido as mudancas climaticas, especialmente no Brasil e
no Vietna, dois grandes produtores (Bunn et al. 2015; Bunn, Castro, and Lundy
2018; Gomes et al. 2020; Harvey et al. 2021), bem como o risco de extingdo de
cerca de 60% das espécies selvagens de café, importantes para nossos bancos de
germoplasma desse género vegetal (Davis et al. 2019).

Existem poucos trabalhos que abordam a qualidade da bebida café na
perspectiva do melhoramento genético, embora existam a respeito de outras
caracteristicas agronémicas, como a produtividade e a resisténcia a pragas. No
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entanto, alguns marcadores moleculares relacionados a qualidade sensorial ja foram
descobertos, ou estdo sendo explorados, como polimorfismos de nucleotideo unico
(SNP's) relacionados ao teor de cafeina e trigonelina (Spinoso-Castillo et al. 2022;
Santoso, Sisharmini, and Syafaruddin 2022).

Entre os carboidratos, a sacarose é considerada o precursor mais importante
do sabor e aroma do café (Clifford and Willson 1985). Em C. canephora, a sacarose
sintase (SuSy) é codificada por pelo menos dois genes, sendo um deles CcSUST,
e CaSUS1 em C. arabica (T. Leroy et al. 2005). A heranga dessa caracteristica
possui aditividade genética e € uma heranga do tipo poligénica com genes
independentes e um alto nivel de heterozigosidade parental em Coffea
liberica (Dewevrei) e Coffea pseudozanguebariae (Ky et al. 2000). Outros genes
relacionados ao metabolismo dos carboidratos como o da sacarose fosfato sintase
(SPS), sacarose fosfato fosfatase (SP), invertases (Inv), e os da superfamilia de
celulose sintase (CesA) (Privat et al. 2008; Mondego et al. 2011) também foram
relacionados a qualidade da bebida.

Os lipidios também sdo uma importante fonte de sabor e aroma nos
alimentos, e carecem de mais estudos sobre a sua regulagdo génica em cafeeiros.
O triacilglicerol (TAG) é o principal carreador de aroma no gréo de café torrado. O
teor dessa substancia recebe a influéncia da luminosidade sobre o cafeeiro (Oliveira
et al. 2021; Geromel et al. 2008), e sua expressao envolve os genes da acil-ACP
tioesterase tipo B (FATD) (Joét et al. 2009), gene enddégeno de A12-dessaturase
(FAD2) e genes da N-acetiltransferase de lipidios (Sant’Ana et al. 2018).

As proteinas e aminoacidos livres sdo necessarios para a geragao da cor e do
aroma do café. A principal proteina de armazenamento (SSPs) no endosperma de
sementes de café foi identificada como globulina 11S, da familia Cupin, e representa
45% da proteina total no endosperma (Castro and Marraccini 2006). Além disso, ha
outras proteinas de armazenamento potenciais, a 7S-like, SDP1, SDP1-like, glutelin
A2, A3 e Patatin 6 (Cheng, Furtado, and Henry 2018). As proteinases também
podem alterar o perfil proteico do grao alterando consequentemente sua qualidade
(Abreu et al. 2012).

As substancias do metabolismo secundario do cafeeiro influenciam na acidez
e amargor da bebida, e os compostos mais estudados desse metabolismo sé&o os
alcaldéides (metilxantinas) e compostos fendlicos (acidos clorogénicos) (Lemos et al.

2020). Dentre as metilxantinas a mais conhecida e utilizada é a cafeina, cuja via
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biossintética tem sido intensamente estudada nas Uultimas décadas. Ela é
sucessivamente sintetizada a partir de nucleotideos de adenina por meio de
multiplas etapas catalisadas por varias enzimas (Mizuno et al. 2003). A série final de
etapas envolve a metilagdo da xantosina pela N-metiltransferase, produzindo 7-
metilxantosina, cujo residuo de ribose € removido pela 7-metilxantosina
nucleosidase. A 7-metilxantina (7mX) resultante é metilada na posicado 3-N- por N-
metiltransferase, produzindo 3,7-dimetilxantina (teobromina), que €& novamente
metilada na posicdo 1-N para dar 1, 3, 7-trimetilxantina (cafeina) (Ogawa et al.
2001). Essas enzimas sao codificadas pelos genes XMT, MXMT e DXMT (Uefuji et
al. 2003).

A biossintese de acidos clorogénicos parece ser controlada pela atividade da
familia multigénica fenilpropandide em plantas, e envolve os genes da fenilalanina
amoénia liase (PAL), C3'H, CCoAMT, hidroxicinamoil-CoA quinato hidroxicinamoil
transferase (HQT) e da 4-coumarato CoA ligase (4CL) (Koshiro et al. 2007; Lepelley
et al. 2007, 2012; Cheng, Furtado, and Henry 2018)

Neste trabalho, exploramos o perfil diferencial das proteinas acumuladas do
endosperma de dois gendtipos de café conilon (C. canephora) com médias

sensoriais distintas, em dois estagios de maturagéo, verde e cereja.

5.1.2 MATERIAIS E METODOS

5.1.2.1 AMOSTRAS DE CAFE

Foram utilizados 10 gendtipos de Coffea canephora variedade Conilon: 101,
102, 105, 108, 201, 205, 306, 307, 83 e 31. Esses gendtipos foram indicados pelos
melhoristas do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (Incaper) pela alta qualidade da bebida que eles produzem. Os genétipos
foram cultivados na Fazenda Experimental de Venda Nova do Imigrante
(41°11'24.0°W, 20°23'01.1”S), no estado do Espirito Santo, Brasil, seguindo um
delineamento de blocos casualizados, com 4 repeticbes, 8 plantas por parcela,

espacamento de 3,0 x 1,0 m e 3 hastes por planta.
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Os frutos para a analise protebmica foram colhidas em dois estagios de
maturacgao, verde expandido e cereja, e mantidos congelados a -20 °C até a analise.
Os frutos colhidos para a analise sensorial passaram por processamento natural em
terreiro suspenso. A umidade dos graos foi normalizada para aproximadamente
12%, as amostras foram codificadas e passadas na peneira 16 para padronizagao
dos cafés, em seguida foram catadas para retirada dos defeitos, sendo pesado 100
g para realizagdo das avaliagdes sensoriais. Somente os genotipos com a maior e
menor média sensorial tiveram seus grdos congelados submetidos a analise
protedmica, Diamante 105 (classificado no Incaper como gendtipo 5) e Jequitiba 205

(classificado no Incaper como gendétipo 14), respectivamente.

5.1.2.2 ANALISE SENSORIAL

As avaliagdes sensoriais foram realizadas por quatro profissionais
credenciados, para a avaliagdo de cafés especiais (Q-Graders), seguindo a
metodologia da Specialty Coffee Association — SCA (SCA, 2015). A torra do café foi
realizada em torradores de amostras modelo Probat TP2- Leogap, de acordo com o
protocolo de analise sensorial da SCA, cuja coloragéo correspondeu a 58 pontos da
escala Agtron para o grao inteiro e 63 pontos para o grao moido, com tolerancia de
+1 ponto. Foram torrados 100 g de grédos de cada amostra, sendo a torragao
realizada dentro do prazo maximo de 24 horas antes da degustagdo e o ponto de
torra determinado visualmente, utilizando-se um sistema de classificacdo de cor por
meio de discos padronizados (SCA/Agtron Roast Color Classification System).
Durante a torracao, fatores que afetam o ponto de torra, como temperatura e tempo
de torra, foram monitorados por termdémetros e crondémetros, respectivamente,
respeitando-se a faixa de tempo entre 8 minutos e 12 minutos.

Para realizagcdo da moagem, foi realizada a limpeza do equipamento e
trituracdo de um pequeno volume da amostra a ser avaliada, para que néao
ocorresse contaminagdo com residuos de outras amostras moidas anteriormente. O
moinho (modelo Carmomaq) foi regulado para que o tamanho das particulas moidas
de café torrado passasse 70% do volume em peneira de furos de 20 meshs. Cada
lote de café foi degustado com 5 xicaras, sendo adotada a concentragcédo 6tima de
8,25 g de café moido em 150 ml de agua, em conformidade com o ponto médio do
grafico de equilibrio, 6timo para obtengdo do Golden Cup (SCA, 2015).
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O processo de analise sensorial dos cafés foi realizado de acordo com a
metodologia SCA, e os atributos fragrancia, sabor, retrogosto, acidez, dogura,
sensagao na boca, uniformidade, equilibrio, limpeza, conjunto e nota final foram

determinados.

5.1.2.3 ANALISE PROTEOMICA

Toda a analise protedmica foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Federal do Norte Fluminence Darcy Ribeiro (LBT-UENF).

5.1.2.3.1 Extragéo das proteinas

O endosperma de trés réplicas biolégicas de cada gendtipo foi separado com
o auxilio de um bisturi, macerado com nitrogénio liquido até o maximo de
pulverizagcdo possivel, e trés réplicas biologicas (300 mg de matéria fresca - FM
cada) foram acondicionados em microtubos de 1,5 mL. As proteinas foram extraidas
pelo método do acido tricloroacético (TCA)/acetona (Damerval et al. 1986), com
modificagdes. As amostras foram ressuspensas em 1 mL de tampao de extragao a
frio contendo 10% (p/v) TCA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) em acetona com
20 mM de ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare) e agitadas no vortex por 5 mina 8 °C. A
mistura foi mantida a — 20 °C por 1 h e depois centrifugada a 16.000g por 30 min a 4
°C. Os pellets resultantes foram lavados trés vezes com acetona fria e DTT 20 mM,
e centrifugados por 5 min/lavagem. Os pellets foram secos ao ar e ressuspensos em
tampé&o contendo ureia 7 M, tioureia 2 M, Triton X-100 2%, DTT 1% e fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM (Sigma-Aldrich), agitados em vortex por 30 min a 8
°C e centrifugados por 20 min a 16.000 g. Os sobrenadantes foram coletados e as
concentragbes de proteina foram determinadas usando um 2-D Quant Kit (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA).

5.1.2.3.2 Digestao das proteinas

Aliquotas de 100 ug de proteinas/amostra foram utilizadas para digestdo de
proteinas com tripsina. Primeiro, as proteinas foram precipitadas usando um

protocolo de metanol/cloroférmio para remogao de resquicios de detergente e
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compostos fendlicos (Nanjo et al. 2012). A digestdo triptica das proteinas
(enzima:proteina 1:100, V5111, Promega, Madison, EUA) foi subsequentemente
realizada usando o método modificado de preparacdo de amostra assistida por filtro
(FASP) conforme descrito por (Pinto et al. 2021). Os peptideos resultantes foram
quantificados de acordo com o método de proteina e peptideo Azpsnm Usando um

espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

5.1.2.3.3 Analise de espectrometria de massa

A espectrometria de massas foi realizada usando um UPLC nanoAcquity
conectado a um instrumento Q-TOF SYNAPT G2-Si (Waters, Manchester, Reino
Unido). As corridas consistiram em trés réplicas bioldgicas de 2,0 ug de amostras de
peptideos. Durante a separagéo, as amostras foram carregadas em uma coluna trap
nanoAcquity UPLC M-Class Symmetry C18 5 ym (180 ym x 20 mm) a 5 L
min~ durante 3 min e depois em uma coluna analitica de fase reversa (75um x
150mm) nanoAcquity M-Class HSS T3 1,8 ym a 400 nLmin™', com uma temperatura
de 45 °C. Foi utilizado um gradiente binario para eluicdo de peptideos com fase
movel A composta por agua (Tedia, Fairfield, Ohio, EUA) e 0,1% de acido formico
(Sigma-Aldrich) e fase mével B composta por acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1% de
férmico acido. O gradiente de eluigdo comegou em 5% B, aumentando para 43,8%
até 101, 12 min, e de 43,8% B para 99% B até 105,12 min, sendo mantido em 99%
até 109,12 min, depois diminuindo para 5% B até 111, 12 min e mantida a 5% B até
o final do experimento a 127,00 min. A espectrometria de massas foi realizada no
modo positivo € no modo de resolugcdo (modo V), com 35.000 de FWHM e
mobilidade i6nica, e no modo de aquisicdo independente de dados (DIA). A
separagao por mobilidade ibnica (IMS) usou uma velocidade de onda IMS de 800
ms~'(HDMSF); a energia de colisdo de transferéncia aumentou de 19 para 55V no
modo de alta energia; as voltagens do cone e capilar foram 30V e 3000V,
respectivamente; e a fonte de temperatura era de 100 °C. Para os parametros de
tempo de véo (TOF), o tempo de varredura foi definido como 0,5 s no modo continuo
e o intervalo de massa foi de 50 a 2.000 Da. O fibrinopeptideo B humano [Glu1]
(Sigma-Aldrich) a 100 fmoluL™ foi usado como um calibrante externo e sua
aquisicao foi realizada a cada 30 s. A aquisicdo dos espectros de massas foi
realizada pelo software MassLynx (versao 4.0, Waters).
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5.1.2.4 ANALISES DOS DADOS

O processamento dos espectros e as condicdes de busca no banco de dados
foram realizados usando o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) (versao
3.02, Waters). A analise HDMSF seguiu os parametros: Apex3D de 150 contagens
para limiar de baixa energia; 50 contagens para limiar de energia elevada; 750
contagens para limite de intensidade; uma clivagem perdida; fragmentos minimos de
ions por peptideo igual a trés; fragmentos minimos de ions por proteina igual a sete;
peptideos minimos por proteina igual a dois; modificagdes fixas de carbamidometil
(C) e modificagbes variaveis de oxidagao (M) e fosforil (STY); taxa de descoberta
falsa padrdo (FDR) de 1%; tolerancia automatica a peptideos e fragmentos. A
identificacdo da proteina foi realizada usando o banco de dados de proteinas Coffea
canephora (ID: UP000295252, 05 de setembro de 2014) disponivel no UniProtKB
(www.uniprot.org). A analise de quantificagdo label-free foi realizada usando o
software ISOQuant v.1.881. Os parametros utilizados foram: peptideo e proteina
FDR 1%; comprimento de sequéncia de pelo menos seis residuos de aminoacidos; e
escore peptidico minimo igual a seis. As amostras foram normalizadas por um
processo de normalizacdo multidimensional, que corrige intensidades de pico com
base nos dominios de intensidade e tempo de retencdo. O software realizou a
quantificacado relativa de proteinas com base no método TOP3. Com base nas
abundancias relativas de peptideos atribuidos exclusivamente, as abundancias de
peptideos compartilhados foram redistribuidas para as respectivas proteinas de
origem, seguidas pela quantificacdo baseada em top3. Para garantir a qualidade dos
resultados apds o processamento dos dados, apenas as proteinas presentes nas
trés corridas foram aceitas para analise de abundancia diferencial. Proteinas com
um valor de p<0,05 foram consideradas up-acumuladas se o valor de log, do fold
change (FC) for maior que 0,60 e down-acumuladas se o valor do log.do FC for
menor que -0,60. A analise de enriquecimento funcional foi realizada usando o

software OmicsBox 1.2.4 (https://www.biobam.com/omicsbox).

Para a predicao das interagdes proteina-proteina, os dados brutos foram
carregados na plataforma STRING e os processos biologicos e vias do KEGG foram
enriquecidos atraveés do software Cytoscape.
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5.1.3 RESULTADOS

5.1.3.1 ANALISE SENSORIAL

Analisando os dois conjuntos de dados no experimento de campo, destacam-
se as diferencas significativas nos atributos de fragréncia e equilibrio (p<0,05).
Todos os outros atributos, apresentaram notas estatisticamente equivalentes
(p>0,05). O bloco 4 demonstrou médias superiores para fragrancia e equilibrio em
comparagdo com 0O bloco 2, registrando médias de 73,1 e 71,0 pontos,
respectivamente, contra 71,6 e 70,1 (dados n&o publicados). Analisando os quatro
provadores na analise, verificou-se diferenga na nota da fragrancia entre dois deles,
nos cafés colhidos no bloco 2, mas o0 mesmo n&o ocorreu no bloco 4, sendo esta a
fonte de variagdo significativa entre os blocos para este atributo (dados n&o
publicados). Os atributos acidez e sensagado na boca mostraram diferenga entre um
dos provadores e outros dois. O atributo equilibrio, que, assim como a fragrancia,
recebe efeito da diferenga entre blocos, ndo teve diferenga significativa entre os
provadores, indicando que ndo sao eles que causaram a diferengca entre blocos
nesse atributo. Nado houve diferengca entre os atributos dos gendtipos, portanto a
causa da diferenca entre blocos no atributo equilibrio € desconhecida.

Segundo os provadores, ainda que a estatistica ndo aponte diferenca
significativa, a menor diferenga apontada pela média atribuida as bebidas ja &
significativa em sua metodologia. Neste trabalho pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo
houve diferenga significativa comparando-se as notas sensoriais dos atributos dos
genadtipos, e nem mesmo na nota final (p = 0,05). Portanto, seguindo a orientagao
dos provadores, para realizar as analises protebmicas, optou-se por escolher os
genadtipos 14 e 5, respectivamente o Jequitiba 205 e o Diamante 105, com notas
finais de 78,75 e 80,38, por serem os fendtipos com a menor e maior média

sensorial, respectivamente (Tabela 4).

5.1.3.2 ANALISE PROTEOMICA

5.1.3.2.1 Proteinas diferencialmente acumuladas entre os estagios de

maturacéao
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Um total de 504 proteinas foram identificadas em endosperma de café sob
dois niveis de maturacdo em ambos os gendtipos. Desse total, 83 proteinas
diferencialmente acumuladas (DAPs) foram observadas na maturagéo verde e 59 na
maturacdo cereja, ambas comparando-se o0s genotipos 5/14 (Figura 4). Na
maturacao verde, 5 DAPs foram up-acumuladas e 68 foram down-acumuladas,
enquanto na maturagéo cereja, 35 DAPs foram up-acumuladas e 16 foram down-
acumuladas. Esses dados indicam que na maturacdo verde existe um maior
acumulo de proteinas no gendtipo 14, enquanto na maturagédo cereja foi possivel
observar um maior acumulo de proteinas no gendétipo 5. Comparando-se os graos
dos frutos verdes dos gendtipos 5 e 14, é perceptivel um maior numero de
proteinas down-acumuladas, enquanto graos de frutos maduros possuem um maior
numero de proteinas up-acumuladas (Figura 4). Um total de 13 proteinas foram
diferencialmente acumuladas para ambos os estagios de maturagao (Figura 4). As
proteinas “Proteina contendo o dominio Bet_v_1” , “Piruvato descarboxilase” (PDC),
“Chaperona”, “Cadeia beta da tubulina” (TBB) e duas isoformas da “Alcool
desidrogenase” (ADH) foram down-acumuladas em ambos os estagios (Tabela 5).
Enquanto somente a proteina “Transcetolase” (TKT) apresentou-se up-acumulada
em ambos os estagios de maturagao (Tabela 5). Ja a proteina “ Subunidade beta do
componente E1 da piruvato desidrogenase” (PDH-E1 BETA) foi identificada down-
acumulada no estagio verde e up-acumulada no estagio maduro (Tabela 5).

Em relagdo ao estagio de maturacao verde, foi possivel identificar 8 proteinas
unicas para o genotipo 14: “proteina induzida por auxina isoforma X1 semelhante a
PCNT115” (A115), TBB, PDC, “Proteina contendo dominio 14_3 3", “ADP/ATP
translocase”, “2-alquenal redutase (NADP(+)-dependente)” (DBR) e “Proteina
ribossbmica 60S L13a-4” (Tabela 5). As proteinas “Proteina relacionada a
dessecagao semelhante a PCC13-62” (DRPE) e “Proteina ribossébmica 30S S3,
cloroplastica” foram identificadas como unicas para o gendtipo 5 (Tabela 5).

Para a maturagao cereja, as proteinas “Proteina contendo dominio G tipo Tr”,
“Subunidade beta da ATP sintase” (ATPB), TBB e “ Homdlogo da proteina 48 do
ciclo de divisao celular” (CDC48) foram observadas como unicas para o genétipo 14,
enquanto as proteinas A115, “ UDP-arabinopiranose mutase 1” (RGP1), TBB e
DRPE foram unicas para o gendtipo 5 (Tabela 5).

5.1.3.2.2 Proteinas unicas para os genotipos 5 e 14
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Levando-se em consideracado as proteinas que podem estar relacionadas as
caracteristicas exclusivas de cada gendtipo, nés podemos destacar a proteina
DRPE que foi identificada como unica para o gendtipo 5 em ambos os estagios de
maturacdo e a A115 e RGP1 que foram exclusivas para o genaétipo 5 no estagio
cereja (Tabela 5). Para o gendtipo 14, a proteina TBB foi identificada como unica em
ambos os estagios de maturagdo . Algumas proteinas foram acumuladas somente
em um dos gendtipos, em um ou em ambos os graus de maturagcédo. Elas podem
estar envolvidas em vias e processos que culminam nas notas sensoriais obtidas por
esses genodtipos. No gendtipo 14, é notavel a expressado de proteinas relacionadas
ao processo de divisao celular e de crescimento, como o “Homdlogo da proteina 48
do ciclo de divisdo celular’, “Tubulinas de cadeia beta”, constituintes dos
microtubulos, e a tradugdo, como a “Proteina contendo dominio G tipo Tr’ e a
“Proteina ribossbmica 60S L13a-4”, todas, exceto esta ultima, foram down-
acumuladas em graos de frutos maduros comparando-se o genétipo 5 com o 14
(Tab.2).

5.1.3.2.3 Classificagdo funcional das proteinas diferencialmente acumuladas e

interagdo proteina-proteina (IPP)

Uma analise da via KEGG foi realizada para investigar a fung¢ao biolégica das
DAPs. As sequéncias das maturagdes foram mapeadas em varias vias. As vias
metabdlicas na comparagdo nos grdos de frutos verdes foram em geral mais
diversas e representadas por um maior numero de sequéncias. A via da glicélise e
gliconeogénese apresentou o maior numero de sequéncias em ambas as
maturagdes, seguida da via das pentoses fosfato, fixagdo de carbono em
organismos fotossintéticos, do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e do metabolismo
do piruvato. As vias de biossintese e degradacdo de acidos graxos sé foram
encontradas nos graos de frutos ainda verdes (Fig.3). Os graos de frutos maduros
superaram os verdes no numero de sequéncias da via de amino acucares e
agucares nucleotideos, foram semelhantes no metabolismo do amido e da sacarose,
tirosina, frutose e manose, e somente eles acumularam sequéncias da via do
metabolismo do metano.

A analise de IPP das proteinas down-acumuladas na maturacdo verde 5/14

em conjunto com as proteinas unicamente acumuladas em 14 apresentou 5
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agrupamentos de proteinas relacionados as seguintes vias KEGG: processamento
de proteinas no reticulo endoplasmatico (RE), glicolise/gliconeogénese, biossintese
de acidos graxos, um que reune proteinas das vias do ciclo do TCA, da fosforilagdo
oxidativa e da tradugdo concomitantemente, e um grupo formado por SUS3 e
AT3G59480 nao conectado a uma via (Fig. 3). Todos esses agrupamentos, exceto o
de processamento de proteinas, estdo conectados a via de biossintese de
metabdlitos secundarios. A IPP de proteinas up-acumuladas na maturagao verde
5/14 apresentou um unico grupamento, em que a proteina transcetolase
(AT2G45290) interage com a frutose bifosfato aldolase (FBAS) pela via das pentoses
fosfato, com a proteina contendo o dominio Aconitase C (AT2G43090) , com a
Enoil-[proteina transportadora de acilo] redutase [NADH] 1 cloroplastica (MOD1) e
FBAS por meio da via de biossintese de metabdlitos secundarios, e com a
AT2G43090 e FBAS5 na via de biossintese de aminoacidos.

A IPP das proteinas down-acumuladas na maturagéo cereja 5/14 e unicas no
genadtipo 14, resultou em dois agrupamentos de proteinas, um relacionado a via de
glicélise/gliconeogénese, conectado a outro grupo por meio da via de resposta a
estimulos (Fig. 5). As proteinas up-acumuladas na maturacéo cereja 5/14 e unicas
em 5, formaram dois agrupamentos, um deles é relacionado a via de processos
biossintéticos de amidas. Dessa mesma via faz parte uma “Proteina contendo o
dominio 2-oxoacido_dh” (LTA2) e “Subunidade beta do componente E1 da piruvato
desidrogenase” (MAB1) que interagem com um segundo grupo formado por
proteinas relacionadas as vias do metabolismo do amido e da sacarose, glicélise e
gliconeogénese, processamento de proteinas no RE e biossintese de metabdlitos

secundarios (Fig. 6).

5.1.4 DISCUSSAO

Em relagdo a analise sensorial, os resultados apontam que os gendtipos
selecionados possuem notas razoavelmente homogéneas, considerando a
significancia estatistica de 5%, no entanto, suficientemente distintas de acordo com
a metodologia empregada. Para rastrear as mudangas protedmicas nesses graos de
café, foi realizada uma analise proteGmica “shotgun label-free”. As DAPs
compartilhadas em ambas as maturagdes de ambos os gendtipos (Tabela 5) podem
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ser uteis como alvos potenciais para estudos funcionais que visem entender como a
qualidade é regulada.

Em relagdo a maturagédo, a analise da via KEGG produzida pelos grédos dos
frutos verdes nos remetem ao seu desenvolvimento fenoldgico, cujas intensas
transformagdes mediadas por reagdes bioquimicas interferem diretamente no gréao
em seu interior, mais pronunciadamente nas vias biossintéticas dos carboidratos,
nos genotipos de Coffea canephora var. Conilon analisados neste estudo. Nos gréos
dos frutos maduros o papel dos aminoacidos parece se destacar por meio de sua
ligacdo com acgucares do grdo. Os amino agucares sao moléculas de extrema
importancia para os seres vivos, podem ser produzidos pelo metabolismo primario e
secundario, e possuem fungdes muito variadas, como antioxidante, antibidtica,
antimicotica, antiproliferativa, antitumoral e cardioténica (Moura et al. 2019).

Embora ainda n&o haja um consenso entre os pesquisadores, recentemente o
metano vem sendo apontado como uma nova molécula sinalizadora em plantas. Ele
pode ser produzido por uma via aerobica e n&do microbiana, e desempenha papéis
importantes como o0 aumento da tolerancia contra estresses abidticos e o
desenvolvimento radicular, além de atrasar a senescéncia e o escurecimento dos
tecidos (Li, Wei, and Shen 2020). E possivel que a producéo desse gas nos graos
de frutos maduros que foi apontada na analise das vias KEGG possua uma fungao
protetora para todo o 6rgéo vegetal.

As redes IPP mostraram que o gendtipo 5, de maior qualidade sensorial da
bebida, possui menos proteinas relacionadas ao metabolismo energético da glicose
e de biossintese de acidos graxos, de processamento de proteinas no RE e da
traducao, indicando uma reducdo em todas essas vias metabdlicas, em relagdo ao
gendtipo 14, na fase verde expandido da maturagdo do grdo. A transcetolase, up-
acumulada em ambas as maturagdes do gendtipo 5, estd envolvida na via das
pentoses fosfato e na fase de regeneracdo da ribulose no ciclo de Calvin,
participando da fotossintese nas plantas. No entanto, acreditamos que essa
expressao diferencial ndao tem a ver com a fotossintese, uma vez que o tecido
analisado é o do endosperma, com embrido imaturo, que nao é fotossinteticamente
ativo. Segundo Zhang and Bartels (2016), a transcetolase pode catalisar a reagao de
producdo de monossacarideos de oito carbonos (D-g-D-i-oct-8-fosfato) usando
glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato como substrato para proteger a planta das

espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o estresse hidrico. A “proteina
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relacionada a dessecacao semelhante a PCC13-62” € uma proteina unica nos graos
do gendtipo 5, em ambas as maturagdes. Essas proteinas, down-acumuladas e
ausentes no genotipo 14, sdo muito importantes durante o desenvolvimento da
semente, na fase de dessecacdo, onde o estresse hidrico € extremo e muitas
espécies reativas de oxigénio (ROS) sao produzidas. As ROS diminuem a qualidade
sensorial da bebida café, devido ao estresse oxidativo que afeta os lipidios,
proteinas e aminoacidos, além de outras substancias precursoras para o
desenvolvimento dos atributos sensoriais dos graos durante a torra (Renddn, de
Jesus Garcia Salva, and Bragagnolo 2014).

A “proteina ribossébmica 60S L13a-4” faz parte da subunidade ribossémica
maior. Seu funcionamento € interessante pois ela ndo parece ser essencial para a
traducdo, no entanto é capaz de silencia-la, em um mecanismo em que ela é
liberada de forma regulada do ribossomo e posteriormente se liga ao seu mRNA
alvo (Mazumder et al. 2003). Essa “proteina de interferéncia” € unica nos graos de
frutos verdes do gendtipo 14 (Tab.2), sugerindo que parte da tradugéo esta sendo
silenciada. Este silenciamento pode interferir no desenvolvimento das fases de
maturagdo do grao, impedindo a tradugédo de proteinas de vias que culminam nos

precursores necessarios para a qualidade.

Nos gréos de frutos maduros (cereja), foram down-acumuladas em 5/14 e
unicas em 14 proteinas glicoliticas, como a (ADH1) e a FAB6, e da via de
sinalizagdo a estimulos, como as tubulinas (TUB6) e chaperonas (SHD), indicando
que a quebra de glicose para o fornecimento de energia para a histodiferenciagéo da
semente estaria finalizando no gendtipo 5, mas ndo no 14. As proteinas up-
acumuladas e unicas no gendétipo 5, em graos de frutos maduros, demonstram um
redirecionamento do metabolismo energético para o acumulo de amido e sacarose,
as principais substancias de reserva das sementes, e, em especial a sacarose, uma
importante precursora dos atributos sensoriais do café (Clifford and Willson 1985).
Em conjunto esses dados sugerem que a degradagdo da sacarose € menor no

gendtipo 5 do que no 14.

5.1.5 CONCLUSAO
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Este trabalho selecionou dois gendtipos de diferentes médias sensoriais, do
programa de melhoramento de C.canephora var Conilon, do Incaper, no estado do
Espirito Santo, Brasil. Foram comparados seus perfis diferenciais de proteina, em
graos de frutos verdes e maduros. Embora os gendtipos tenham revelado um
montante pequeno de proteinas diferenciadas, podemos destacar alguns pontos que
convergem para uma melhor qualidade de xicara do gendtipo 5, em relagdo ao

genotipo 14.

Os resultados obtidos nos possibilitam sugerir que a diferenga sensorial entre
0s gendtipos se deve ao seguinte: o gendtipo 5 diminui a acumulagdo de proteinas
responsaveis pelo consumo de glicose e pela fase de crescimento da
histodiferenciagcao do endosperma na fase verde expandido, aumenta a acumulagao
de acucares de reserva, como a sacarose e 0 amido, essenciais para uma boa
qualidade da bebida gerada por esse grao, assim como de proteinas que oferecem
protecao contra o estresse oxidativo da ultima fase de desenvolvimento da semente,
a fase de dessecacgao, como a transcetolase e a PCC13-62, esta ultima ausente no
gendtipo 14. Tudo isso faz com que as substancias precursoras do sabor e aroma
da bebida café estejam presentes e ndo oxidadas assim que o exocarpo do fruto
alcangca a cor vermelha, no ponto de colheita. No gendtipo 14, mesmo que o
exocarpo do fruto aparente estar maduro, ha uma menor acumulagéo de proteinas
que indiguem a mobilizacdo de substancias como carboidratos e lipidios que
tipicamente ocorre na fase de maturagcao do endosperma, e sua protegcao na fase de
dessecacgado. Isso pode ter a ver com a “proteina ribossbmica 60S L13a-47,
unicamente encontrada no genoétipo 14, na maturagdo verde, que é capaz de

silenciar a traducao.
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TABELA 4 — NOTAS DAS ANALISES SENSORIAIS DOS GENOTIPOS SELECIONADOS EM CONJUNTO COM O INCAPER. FORAM REALIZADOS

OS TESTES ESTATISTICOS DE KRUSKAL WALLIS, E POST HOC DE DUNN E WILCOXON COM CORRECAO DE BENJAMINI-HOCHBERG (P=0,05).
A MAIORIA DOS TESTES NAO RESULTOU EM DIFERENGCA SIGNIFICATIVA (P<0,05), POR ISSO OPTOU-SE POR INCLUIR AS POUCAS
DIFERENCAS ENCONTRADAS NO TEXTO.

Atributos
Genotipos Fragrancia Sabor Retrogosto Acidez Dogura Sensacdo Uniformidade Equilibrio Limpeza  Conjunto  Nota final
na boca
101 72,2+0,27 71,3+0,18 69,4+0,28 70,0+0,18 100+0,00 70,0+0,31 100+0,00 70,3+0,11 100+0,00 70,0+0,35 79,31+0,96
102 719+0,13 71,9+0,13 70,3+0,11 70,9+0,21 100+0,00 71,3+0,00 100+0,00 71,3+0,18 100+0,00 70,9+0,21 79,84 +0,76
105 72,5+0,25 71,6+0,11 716+0,21 71,2+0,18 100+0,00 73,1+0,28 100+0,00 72,8+0,11 100+0,00 72,2+0,11 80,38+0,77
108 73,1+0,13 70,6+0,41 69,7+0,21 68,7+0,47 100+0,00 69,1+0,45 100+0,00 71,7+0,27 100+0,00 70,9+0,27 79,31+1,59
201 73,1+0,41 72,5+0,25 70,3+0,27 70,9+0,48 100+0,00 71,2+0,53 100+0,00 72,3+0,40 100+0,00 71,9+0,22 80,12 +1,90
205 719+0,22 70,6+0,13 68,7+0,18 68,1+0,41 100+0,00 69,4+0,52 100+0,00 72,9+0,18 100+0,00 70,0+0,18 78,75+0,73
306 71,2+0,18 70,6+0,38 68,7+0,40 68,7+0,40 100+0,00 69,4+0,41 100+0,00 71,9+0,27 100+0,00 70,3+0,11 78,87 +1,90
307 71,6+0,32 71,2+0,18 68,7+0,18 69,7+0,21 100+0,00 70,3+0,41 100+0,00 71,7+0,35 100+0,00 70,6+0,13 79,22 +1,04
83 73,8+0,28 71,3+0,31 70,0+0,21 70,0+0,32 100+0,00 71,9+0,37 100+0,00 71,3+0,28 100+0,00 71,9+0,21 80,31+1,82
31 73,8+0,13 72,5+0,13 70,6+0,00 71,9+0,18 100+0,00 70,6+0,00 100+0,00 71,3+0,00 100+0,00 71,3+0,13 79,81+0,51

Fonte: a autora (2022).
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TABELA 5 — PRINCIPAIS PROTEINAS DIFERENCIALMENTE ACUMULADAS NOS GENOTIPOS 5 E 14 EM GRAOS DE FRUTOS VERDE EXPANDIDOS E

MADUROS (CEREJAS), NA COMPARAGAO 5/14. *IPP — INTERAGCAO PROTEINA-PROTEINA, FIGURAS 3, 4, 5 E 6.

ID da proteina Descricao log2 FC5 DAP 5 log2 FC 14 DAP 14 Abreviagdo na IPP*
AOA068VH71 Proteina contendo dominio Aldo_ket_red 1,4239 UP_5V - - ATB2
AOA068V1B5 Frutose bisfosfato aldolase 1,1742 UP_5V - - FBAS
AOAO68V9Q7 Enoil-[proteina transportadoralde.acﬂo] redutase [NADH] 1, 12561 UP 5V _ _ MOD1
cloroplastica
AOAO68UNU1 Proteina contendo o dominio Aconitase_C 0,8515 UP_5V - - AT2G43090
AOA068U576 Proteina relacionada a dessecagdo semelhante a PCC13-62 - 3:::32—?'\//' - - AT1G47980
1,6603 UP_5V
AOAO068TNZ0 Transcetolase 12418 UP_SM AT2G45290
AOA068U3L8 Proteina ribossomica 30S S3, cloroplastica - Unique_5V - - AT5G35530
AOA068UP52 Proteina induzida por auxina isoforma X1 semelhante a PCNT115 - Unique_5M - - ATB2
AOA068VH96 UDP-arabinopiranose mutase 1 - Unique_5M - - RGP1
AOA068UGQ6 Tubulina de cadeia beta - Unique_5M - Unique_14V TUB1
AOA068V5X8 Proteina contendo dominio 14_3 3 2,0264 UP_5M - Unique_14V At2g42590
. .. -0,6388 DOWN_5V
AOA068UP63 Proteina contendo o dominio Bet_v_1 -0,7085 DOWN_5M
-1,7091 DOWN_5V
AOA068UGP7 Chaperona 11,8049 DOWN_5M SHD
AOAO068UKE9 2-alquenal redutase (NADP(+)-dependente) -0,8587 DOWN_5M - Unique_14V AT5G17000
. . -1,4447 DOWN_5V
AOA068UD85 Piruvato descarboxilase 1.4582 DOWN_5M AT5G01320
. . . -0,7438 DOWN_5V
AOA068TQV6 Subunidade beta do componente E1 da piruvato desidrogenase 0,6106 UP_SM MAB1
. . -1,0780 DOWN_5V
AOAO68UAT2 Alcool desidrogenase 1 10,7769 DOWN 5M ADH1
. . DOWN_5V
AOA068UUMS Alcool desidrogenase -1,9122 DOWN_5M ADH1
AOA068VIS3 Proteina induzida por auxina PCNT115 - - - Unique_14V ATB2
AOA068TVI6 Piruvato descarboxilase - - - Unique_14V AT4G33070
AOA068TQ30 Tubulina de cadeia beta - - - Unique_14V TUB6
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ID da proteina Descrigdo log2 FC5 DAP 5 log2 FC 14 DAP 14 Abreviagdo na IPP*
Unique_14M
AOA068V2T9 Translocase ADP/ATP - - - Unique_14V AAC3
AOA068U5V5 Proteina ribossémica 60S L13a-4 - - - Unique_14V AT3G24830
AOA068UKZ7 Proteina contendo dominio G tipo Tr - - - Unique_14M At1g07940
AOA068U2H4 Subunidade beta da ATP sintase - - - Unique_14M AT5G08680
AOA068UGL5 Homologo da proteina 48 do ciclo de divisdo celular - - - Unique_14M AtCDC48B

Fonte: a autora (2022).
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FIGURA 4 — VOLCANO PLOTS E GRAFICO DE VENN, COMPARANDO OS GENOTIPOS 14 E 5 0 MESMO GRAU DE MATURACAO. A: DAPS
ACUMULADAS EM GRAOS DE AMBOS OS GENOTIPOS VERDES E MADUROS, RESPECTIVAMENTE (5V/14V, 5M/14M) B: NUMERO DE DAPS
ACUMULADAS EM GRAOS DE AMBOS OS GENOTIPOS VERDES E MADUROS, RESPECTIVAMENTE (5V/14V, 5M/14M).
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Fonte: a autora (2022).



FIGURA 5 - ANALISE DO NUMERO DE SEQUENCIAS KEGG.
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FIGURA 6 — REDE DE INTERAGAO PROTEINA -PROTEINA (IPP) ENTRE PROTEINAS DOWN-ACUMULADAS EM RELAGAO AO GENOTIPO 14, E

UNICAS DO GENOTIPO 14, NO ESTAGIO VERDE EXPANDIDO
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Fonte: a autora (2022).
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FIGURA 7 — REDE DE INTERAGAO PROTEINA -PROTEINA (IPP) ENTRE PROTEINAS UP-ACUMULADAS E UNICAS DO GENOTIPO 5 EM RELAGAO
AO GENOTIPO 14 NO ESTAGIO VERDE EXPANDIDO.

Up-acumuladas 5V/14V + Unicas em 5V

Biosynthesis of amino acids

[ Biossintese de metabdlitos secundarios
Biossintese de amino acidos
Via das pentoses fosfato

Fonte: a autora (2022).
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FIGURA 8 — REDE DE INTERAGAO PROTEINA -PROTEINA (IPP) ENTRE PROTEINAS DOWN-ACUMULADAS DO GENOTIPO 5 EM RELAGAO AO
GENOTIPO 14, E UNICAS DO GENOTIPO 14, NO ESTAGIO CEREJA (100% MADURO).

Down-acumuladas 5M/14M + Unicas em 14M

— A
Glycolysis / Gluconeogenesis \—v

B Resposta a estimulo
Glicdlise / Gliconeogénese

Fonte: a autora (2022).
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FIGURA 9 — REDE DE INTERAGAO PROTEINA -PROTEINA (IPP) ENTRE PROTEINAS UP-ACUMULADAS E UNICAS DO GENOTIPO 5 EM RELACAO
AO GENOTIPO 14 NO ESTAGIO CEREJA (100% MADURO).
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Fonte: a autora (2022).
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6 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, devido a avangos tecnoldgicos em varias areas, a pesquisa
sobre a qualidade, autenticidade e seguranga na area de ciéncias de alimentos tem
crescido. Entre esses avangos, a combinagao da cromatografia e da espectrometria
de massas resultou em um salto de desenvolvimento no campo das “6micas”, um
conjunto de ferramentas cada vez mais utilizada em todas as areas. Essa expansao
se desdobrou na criacdo de outros campos do conhecimento, como a “foodémica”,
que engloba a aplicagado de todas as ferramentas 6micas na ciéncia de alimentos.
Apesar disso, esse campo ainda esta em crescimento, com muitas descobertas a
serem feitas e lacunas a serem preenchidas. A pesquisa da qualidade sensorial de
muitas bebidas e alimentos se encaixa nesse contexto.

Com a intencdo de descobrir marcadores quimicos e biologicos, em nivel
molecular, dos precursores da qualidade em graos verdes de café e o perfil sensorial
de sua bebida apods a torra, foi utilizada a estratégia de unir o conhecimento sobre a
composi¢cao quimica do café conilon, com a protebmica “label-free”, em uma
abordagem do campo da foodémica. Essa estratégia possibilitou a descoberta de
que, no caso dos gendtipos de conilon Diamante, Jequitiba e Centenaria,
desenvolvidos pelo Incaper, o gendtipo se sobrepde ao percentual de maturacgao,
em relacdo ao efeito sobre a qualidade da bebida e atividade antioxidante, caso
haja no minimo 60% de frutos completamente maduros. A diferenga entre a as notas
sensoriais dos conilons em relacdo ao gendtipo de arabica foram pequenas, apesar
de suas maiores atividades antioxidantes e maiores teores de acidos clorogénicos e
de cafeina, o que diminui a qualidade da bebida. A variavel que mais contribuiu para
a diferenca sensorial entre os conilons e o arabica investigados foi o teor de lipidios.
As variaveis que se correlacionaram negativamente com a qualidade da bebida
foram os minerais, em sua maioria, cinzas e proteinas. As que se correlacionaram
positivamente foram lipidios e trigonelina.

Os resultados da protedbmica mostraram que o genotipo 5 (D105) diminui a
glicolise, a biossintese de acidos graxos e a maior parte da biossintese de
metabdlitos secundarios na fase verde expandido, e ativa as vias de biossintese de
amido e sacarose, em oposigdo ao que ocorre no gendtipo 14 (J205). Na fase de

maturacdo cereja (100% maduro) a glicdlise permanece diminuida, assim como a



142
resposta a estimulos, e a produgdo de metabdlitos secundarios, sacarose, amido e
amidas, aumenta. Isso pode representar uma maior acumulagao de carboidratos em
ambas as fases de maturagcdo e de metabdlitos secundarios e trigonelina, por meio
da via biossintética das amidas, na fase cereja. Além disso, na fase verde
expandido, foi encontrado no gendétipo 5 um maior acumulo de transcetolases, e a
proteina PCC13-62, que nao foi encontrada no gendtipo 14. Ambas atuam na
protecdo do endosperma contra o estresse oxidativo causado pela dessecacao, que
ocorre na ultima fase de desenvolvimento da semente. Isso representa uma maior
resisténcia do grédo do gendtipo 5 a oxidagdo, que compromete a qualidade dos
precursores da bebida café.

Esse conjunto de eventos metabdlicos pode responder porque o gendtipo 5
tem uma bebida de qualidade superior ao genoétipo 14, e uma das maiores da série
histérica de analises sensoriais entre os gendtipos desenvolvidos pelo Incaper,
segundo seus melhoristas. Para os gendétipos analisados, os marcadores quimicos
de qualidade, que os aproximam da média sensorial do arabica Catuai 81, sédo a
sacarose, o amido, metabdlitos secundarios, trigonelina e proteinas de resisténcia
ao estresse oxidativo. Cada um desses marcadores quimicos possui varios genes
que expressam proteinas de suas vias biossintéticas. Alguns genes candidatos
interessantes para o melhoramento das cultivares estudadas nesse trabalho seriam,
portanto, os genes da transcetolase (GSCOC_T00015118001), sacarose sintase 3
(GSCOC_T00005027001), sacarose sintase 4 (sus1?), Frutose-bisfosfato aldolase 5
(GSCOC_T00038693001), 2-oxiacido desidrogenase acil transferase
(GSCOC_T00032599001), subunidade beta do componente E1 da piruvato
desidrogenase (GSCOC_T00022847001), fosfoglucomutase (alfa-d-glicose-1,6-
bifosfato dependente) (GSCOC_T00032908001) e o da proteina relacionada a
dessecacao semelhante a PCC13-62 (GSCOC_T00015253001).
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