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RESUMO
O extrato natural de baunilha tem grande importancia econdémica, sendo a vanilina um de
seus principais componentes. A producdo desse extrato € cara, laboriosa e demorada para
a demanda mundial. Atualmente, existe uma grande perda de variabilidade genética das
espécies de Vanilla. Fatores como o desmatamento, mudancas climaticas, doencas e
extrativismo predatorio impactam na sobrevivéncia das espécies de Vanilla. Com isso, a
caracterizacdo bioquimica dessas espécies tem se mostrado uma alternativa para a
conservagao, producdo e desenvolvimento de individuos mais resistentes. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar a expressdo proteica dos frutos maduros de Vanilla
bahiana, avaliando a melhor metodologia de extracdo. Seis solucbes foram selecionadas:
Vb1 -Tris-HCI; Vb2 — solugdo Vbl + 0,5% de pB-mercaptoetanol (B-MT); Vb3 -Vb2 + 1%
de dodecil sulfato de sédio (SDS); Vb4 — Vb2 + 0,1% de SDS; Vb5 - Vb1l + 1% de SDS e
Vb6 -Vbl + 0,1% de SDS. Apos a extracdo, as proteinas digeridas foram analisadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas. O software Progenesis QI foi
utilizado resultando na identificacdo de 2326 proteinas, sendo 135 relacionadas a floracéo
e frutificacdo e 65 a biossintese de metabdlitos ligados ao aroma e sabor de baunilha. A
maior diversidade de proteinas foi obtida nas extragdes com 1% de SDS. As proteinas
identificadas nos frutos de V. bahiana confirmam o potencial enzimatico dessa espécie na
producdo de compostos, ja descritos na literatura, como responsaveis pelo aroma e sabor
do extrato natural de baunilha, potencial esse validado pela quantificagdo de vanilina nos

frutos da espécie estudada.

Palavras-chave: Vanilla bahiana Hoehne; compostos fenélicos; Bottom-up; Vanilina;
Dodecil sulfato de sédio, s-mercaptoetanol



ABSTRACT

The natural extract of vanilla has great economic importance, being vanillin one of its main
components. The production of this extract is expensive, laborious and time consuming for
world demand. Currently there is a countless loss of genetic variability of the producer
species. Factors such as deforestation, climatic changes, diseases and predatory extractivism
impact the survival of Vanilla spp. Thus, the biochemical characterization of these species
has shown to be an alternative for the conservation, production and development of more
resistant individuals. Therefore, the objective of this work is to characterize the protein
expression of mature fruits of Vanilla bahiana, evaluating the best extraction methodology.
Six solutions were selected: Vb1-Tris-HCI; Vb2 - Vbl + 0.5% B-mercaptoethanol solution
(B-MT); Vb3 -Vb2 + 1% sodium dodecyl sulfate (SDS); Vb4 - Vb2 + 0.1% SDS; Vb5-Vbl
+ 1% SDS and Vb6 -Vb1 + 0.1% SDS. After extraction, the digested proteins were analyzed
by liquid chromatography coupled to a mass spectrometer. The Progenesis QI software was
used resulting in the identification of 2326 proteins, 135 related to flowering and fruiting,
and to the biosynthesis of metabolites linked to the aroma and flavor of vanilla. The highest
protein diversity was obtained in extractions with 1% SDS. The proteins identified in the
fruits of V. bahiana point to the enzymatic potential of this species in the production of
compounds, already described in the literature, as responsible for the aroma and flavor of
the natural extract of vanilla, potential validated by the quantification of vanillin in fruits of
the studied species.

Key-words: Vanilla bahiana Hoehne; Bottom up; Vanillin; phenolic compounds; sodium

dodecyl sulfate; f-mercaptoethanol
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Introducéo
Cultivo e producao de baunilha

A tribo Vanilleae pertence a familia Orchidaceae e contém 10 géneros, incluindo o
género pantropical Vanilla Miller, popularmente conhecida como baunilha (Pansarin,
Aguiar, and Ferreira 2012). As espécies de Vanilla sdo monofiléticas e representadas por
aproximadamente 120 espécies, até entdo descritas (Ormerod and Cootes 2013). A maior
diversidade dessas espécies estd concentrada em regides tropicais, principalmente nos
biomas brasileiros (Chase et al. 2015; Pansarin, Aguiar, and Ferreira 2012). Muitas espécies
deste género sdo consideradas raras ou ameacadas devido ao: desmatamento de seu habitat
original (tipicamente subcosmopolita), mudancas climaticas, exploracdo predatoria e
agentes patogénicos pandémicos (Divakaran et al. 2015; Divakaran, Babu, and Peter 2006).
No entanto, esse género € economicamente importante devido a presenca de vanilina
produzida nos frutos das Vanilla spp. (Rain and Group 2004).

A vanilina é o principal componente do sabor e aroma da baunilha, que por sua vez é
um dos sabores naturais mais populares do mundo, devido a sua importancia na inddstria de
alimentos, farmacéutica, perfumaria e cosmeticos (Pansarin, Aguiar, and Ferreira 2012).
Estudos vém mostrando a eficiéncia da vanilina, e outros compostos derivados do extrato de
baunilha, contra diversas doencas devido a suas caracteristicas antioxidantes,
anticancerigenas, antimutagénica, dentre outras (Anuradha, Shyamala, and Naidu 2013). A
vanilina (4-hydroxy-3-methoxybenzal- dehyde) é um aldeido aromético, que pertencente ao
grupo de compostos fendlicos simples (C6-C1) (Figura 1) e € encontrada em uma

concentracdo mais elevada nos frutos maduros de V. planifolia (Palama 2014).

Figura 1. Estrutura quimica da Vanilina. Fonte:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/vanillin#section=2D-structure


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/vanillin#section=2D-structure

Baunilha é o condimento cultivado mais valioso e o terceiro mais caro do mundo ap6s
0 acafrdo e o cardamomo (Hrazdina 2006). Devido a sua alta demanda, a producéo global
chega a 5600 toneladas de frutos curados e o extrato natural de vanilina custa cerca de US$
1.200 a US$ 4.000/kg (Rubert et al. 2016). A producdo natural de baunilha é cara, laboriosa
e demorada (Divakaran et al. 2015) (Figura 2). A polinizacdo das flores de Vanilla €
realizada a mao, onde para se obter 1 Kg de vanilina sdo necessarios aproximadamente 500
kg do fruto, correspondente a 40.000 flores de V. planifolia polinizadas (Gallage and Mgller
2018). O cultivo clonal é geralmente aplicado a duas espécies: Vanilla planifolia G. Jackson
(syn. Vanilla fragrans Andrews) e Vanilla tahitensis Moore, com V. planifolia fornecendo
95% da produgdo mundial (Kahane et al. 2008). Apesar da grande importancia, a producao
clonal de V. planifolia provocou uma reducéo na variabilidade genética e deixou as espécies
vulnerdveis a doencas, que atualmente afetam negativamente a producdo mundial de
baunilha em 50-90% (Gallage and Mgller 2018; Pinaria, Liew, and Burgess 2010). O preco
do extrato natural vem sendo elevado devido a alta demanda e fontes naturais limitadas
(Greule et al. 2015). Atualmente, o extrato natural de baunilha chega a custar em média
US$600/Kg, preco que vem aumentando devido ao desmatamento e as catéstrofes naturais,
como ciclones, que destroem milhares de hectares de cultivos de V. planifolia no principal
pais produtor, Madagascar (Strong 2017).

Uma alternativa mais barata ao extrato natural € o uso da vanilina sintética, que usa o
guaiacol e a lignina como compostos de partida para a producdo de vanilina sintética
(Gallage and Mgller 2018). Sendo mais barata, essa é usada por cerca de 50% do mercado
mundial para as mais diversas finalidades, como na indudstria alimenticia (Walton, Mayer,
and Narbad 2003). A sintese quimica da vanilina tem suas desvantagens, que atualmente ndo
se encaixam na demanda consciente do uso de recursos e preservacdo ambiental. A sintese
qguimica da vanilina via lignina gera 160 Kg de residuos por 1 Kg de vanilina obtida,
consequentemente provocando um impacto ambiental negativo (Hocking 1997). O extrato
natural de baunilha possui uma qualidade de sabor e aroma superior ao sintético, relacionado
a uma mistura de diversos compostos. Até entdo, 200 compostos aromaticos foram
identificados nos frutos curados de Vanilla spp. (Medina, Rodriguez Jiménes, and Garcia
2009). Vinte e seis compostos fenolicos, com concentracdes acima de 1 mg/Kg, foram
identificados como responsaveis pelo aroma e sabor caracteristico da baunilha, dentre os
quais os mais frequentemente citados pela literatura sdo: vanilina (4-hidroxi-3-

metoxibenzaldeido), alcool de vanilina, &cido vanilico, alcool 4-hidroxibenzilo, 4-



hidroxibenzaldeido, &cido 4-hidroxibenzdico, alcool anisilico, anisaldeido e &cido anisico
(Sharma et al. 2007; Pérez-Silva et al. 2006).

Os frutos fermentados, ou curados, de V. planifolia contém aproximadamente 2% de
vanilina, dependendo do seu local de origem: México com cerca de 1,75%, Sri Lanka 1,5%
e Indonésia 2,75% (Parthasarathy, Chempakam, and Zachariah 2008). Foi possivel constatar
que além da espécie, outros fatores podem interferir com a qualidade do extrato de baunilha
natural como: o processo de cura, estagio de maturacdo do fruto, os nutrientes do solo, calor,
incidéncia luminosa, regime de chuvas, microrganismos presentes no processo de cura dos
frutos, dentre outros (Palama 2014; Gu et al. 2017; Baqueiro-Pefia and Guerrero-Beltran
2016). A maior concentracdo de vanilina e outros compostos fendlicos ligados ao sabor e
aroma de baunilha podem ser usados como indicadores de sua qualidade para fins comerciais
ou até mesmo marcadores de estagio de desenvolvimento (Sharma et al. 2007; Pérez-Silva
et al. 2006; Greule et al. 2015).

Frutos maduros produzem uma concentracdo superior de compostos fenodlicos
(Medina, Rodriguez Jiménes, and Garcia 2009). O processo de verificacdo da maturacdo dos
frutos de V. planifolia deve ser feito de duas a trés vezes por semana, uma vez gque os frutos
imaturos e maduros apresentam praticamente a mesma coloracdo e nao apresentam nem
tamanho, nem aroma distintos (Medina, Rodriguez Jiménes, and Garcia 2009).

Com base nos argumentos acima relacionados a dificil producdo, a susceptibilidade
das espécies, a alta demanda e ao aumento dos precgos, existe um esforco mundial para
procurar novas espécies de Vanilla. Essas espécies poderiam melhorar a cultura, o sabor e o
aroma de baunilha, visando aumentar a producéo de ingredientes ativos e ampliar os recursos
genéticos (Virol et al. 2016; Anuradha, Shyamala, and Naidu 2013). Para isso, é necessaria

uma caracterizacdo quimica dos frutos das Vanilla spp.
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Figura 2. Processo de produgdo e cura dos frutos de baunilha natural. Fonte:

http://www.provagourmet.us/the-vanilla-process

A espécie brasileira: Vanilla bahiana

Vanilla bahiana Hoehne é uma espécie endémica da Floresta de Mata Atlantica
brasileira, e ainda cientificamente e economicamente inexplorada (Figura 3). Existem
poucos trabalhos publicado com V. bahiana, em geral estes estudos descrevem sua
reproducdo, filogenia e localizagdo (de Fraga, Couto, and Pansarin 2017; Villanueva-
Viramontes, Hernandez-Apolinar, Fernandez-Concha, et al. 2017; Sambin and Chiron 2015;
Moreira, Barberena, and Lopes 2014; Odoux 2011). Esta espécie é filogeneticamente
préxima a V. planifolia e ocorre nas regides do Para, Pernambuco, Bahia, Espirito Santo e
Rio de Janeiro, especialmente em restingas, em areas de caatinga, cerrado e na borda da
Floresta Atlantica (Villanueva-Viramontes, Hernandez-Apolinar, Carnevali Fernandez-
Concha, et al. 2017; Gigant et al. 2011; Bouetard et al. 2010).

A V. bahiana é autogamica, como a maioria das Vanilla spp., mas depende de
polinizadores para a reproducédo. A V. bahiana, assim como grande parte das Vanilla spp., é
hemiepifita (herbaceas). Essa apresenta flores com sépalas verdes e pétalas brancas
levemente amareladas e oblanceoladas de apice agudo (Figura 3). A floracdo dessa espécie


http://www.provagourmet.us/the-vanilla-process

se estende por oito meses (de novembro a junho), com um pico em abril (Anjos, Barbarena,
and Pigozzo 2016).

Como outras espécies do género, a V. bahiana enfrenta problemas quanto a reducéo
da populacdo, o que enfatiza a urgéncia de sua caracterizacdo quimica, ainda ndo publicada
(Moreira, Barberena, and Lopes 2014).

\ " e A

]

Figura 3. Flor e fruto de Vanilla bahiana no Monumento Natural do P&o de Acucar e Urca,
cidade do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). Foto por: Ellen Lopes e Roberta Linhares.

Estudos protedmicos de Vanilla spp.

Recentes avancos em biotecnologia permitiram uma alternativa ao método de sintese
quimica da vanilina, a bioengenharia de vanilina natural (Gallage and Mgller 2015; Busconi
et al. 2017; Gallage and Mgller 2018; Chee et al. 2017). Embora, existam muitos esfor¢os
para estudar as Vanilla spp. e desenvolver a bioengenharia de vanilina, de acordo com
Gallage e Mgller (2018), ainda persiste a necessidade de se caracterizar e conhecer as vias
de biossintese, ndo apenas de vanilina, mas dos demais compostos caracteristicos do aroma
e sabor de baunilha (Gallage and Mgller 2018). De acordo com o mesmo, as Vanilla spp.
produzem em seus frutos vanilina em concentracfes elevadas e até entdo, ndo existe outro
organismo biologico conhecido na natureza, que consiga produzir vanilina nessa
concentracédo (Gallage and Mgller 2018, 2015).

A protedmica colabora no entendimento do funcionamento celular, permitindo a
compreensdo da fungdo das proteinas nas células, fornecendo as informacbes das
modificagdes pds-transducionais dos genes. O objetivo final da protedmica é identificar

todas as proteinas em uma celula e determinar a funcao de cada uma, assim desvendando as
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vias de biosintese de compostos de interesse de um organismo em um determinado momento
(Wilson and Walker 2010).

No presente trabalho, foi utilizado o método “bottom-up” que identifica proteinas
digeridas por processo enzimatico ou quimico antes da analise por LC-MS. As proteinas
foram digeridas diretamente em uma mistura complexa, e 0s peptideos resultantes foram
analisados (Martins Ferreira, Guest, and Martins-de-souza 2017; Bond et al. 2013).

Até entdo, os estudos protedmicos sobre o género Vanilla estdo restritos ao
desenvolvimento de calos através da cultura de tecidos, revelando o ineditismo e a
importancia do presente trabalho (Guerrero et al. 2011; Tan et al. 2013; Tan et al. 2014
Palama et al. 2010;). Especificamente, o estudo de Gallage et al. (2014) utilizou uma analise
combinada de transcriptdmica e protedmica em frutos de V. planifolia, com foco em algumas
enzimas sugeridas pela literatura, com o intuito de propor uma via de biossintese de vanilina
mais completa (Gallage et al. 2014). De acordo com esse estudo, existe uma enzima chave,
a vanilina sintase, responsavel por catalisar a clivagem da dupla ligacdo de carbono do &cido
fertlico e de seu glicosideo em vanilina e seu glicosideo, respectivamente (Figura 4). A
vanilina sintase, de acordo com o estudo, pertence a familia de proteases de cisteinas, que
sdo conhecidas por possuirem funcdes fisioldgicas versateis (Gallage et al. 2014). Apesar de
trabalhos mais recentes terem sidos publicados, de acordo com Kundu (2017), a via
biosintética proposta por Gallage et al (2014) continua sendo a mais aceita (Kundu 2017).
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Figura 4. Parte final da via de biossintese de vanilina nos frutos de V. planifolia proposta por
Gallage et al. (Gallage et al. 2014).

Solucdes de extracdo de proteinas

A necessidade de entender melhor a producéo de composto do aroma e sabor dos frutos
de Vanilla spp. é possivel através do estudo das suas vias bissintéticas (Palama 2014). O
perfil protebmico de uma espécie identifica os componentes reguladores que medeiam as
diversas vias de biossintese sendo assim, as proteinas podem servir como marcadores para
melhorar a qualidade nutricional, sabor, resisténcia/tolerancia a doenca e a vida util das
moléculas de interesse (Kilambi et al. 2016).

Contudo, estudos do perfil protedmico tem um grande desafio, a variada amplitude
dindmica das proteinas que constituem o complexo proteico (Kilambi et al. 2016). Embora
varios protocolos de extracdo de proteinas de tecidos de frutos estejam disponiveis como:
tomate (Kilambi et al. 2016), pimenta (Choi and Hwang 2011), morango (Bianco et al.
2009), uva (Negri et al. 2015), banana (Toledo et al. 2012), macéd e péra (Kiemer and
Cesareni 2007), a maioria deles ndo esta relacionado a extracdo tipo shotgun. Atualmente,
esse método é o mais indicado para analise de perfis proteémicos apresentando grande
amplitude dindmica de proteinas (Garrido et al. 2016). A extracdo de proteinas t&o diversas

em concentracdes tambeém variadas, presentes nos frutos ou em outros tecidos vegetais,



apresenta substancias interferentes como o0s pigmentos, carboidratos, polifendis,
polissacarideos e amido, que podem levar a desnaturacdo, inativacdo de proteinas e
atrapalhar a extracdo das mesmas (Song and Braun 2008).

Entre os tampdes de extracdo de proteina mais comuns estdo: os reguladores de pH
(por exemplo, o Tris), agentes redutores (por exemplo, ditiotreitol - DDT, B-mercaptoetanol)
e 0s desnaturantes (por exemplo, uréia, dodecil sulfato de s6dio, CHAPS) (Song and Braun
2008). No presente estudo, foi sugerido o uso de um agente regulador de pH (Tris-HCI), um
agente redutor (B-mercaptoetanol) e um detergente iénico (dodecil sulfato de sédio — SDS)
com o intuito de aumentar a capacidade extratora das proteinas do fruto de V. bahiana. De
acordo com Wilson & Walker (2010), o B-mercaptoetanol reduz as pontes de dissulfeto, que
mantém a estrutura terciaria das proteinas, e 0 SDS se liga fortemente as proteinas auxiliando
na solubilizacdo das mesmas.

Protocolos de extracdo de proteinas que utilizam solucdes de fenol também foram
relatados como adequados para a extracdo de baixas concentracdes de proteinas em frutas
(Vincent, Wheatley, and Cramer 2006). Contudo, protocolos de extracdo de proteinas de
membrana baseados no uso de fenol também precisam dos detergentes (como o SDS) para
otimizar a extracdo de proteinas (Sun, Wang, and Li 2012; Lin et al. 2012; Hurkman and
Tanaka 1986; Botelho et al. 2010; Wu and Wang 1984). O uso de SDS em anélise de
espectrometria de massas pode ser problematico, pois sua presenca nas amostras pode
ocasionar supressdo de ions, assim reduzindo significativamente o numero proteinas
identificadas. Porém alguns estudos apontam, que apds a retirada do SDS das amostras, esse
desnaturante pode auxiliar e melhorar a extracéo de proteinas (Hurkman and Tanaka 1986;
Sun, Wang, and Li 2012; Liu et al. 2012; Lin et al. 2012; Botelho et al. 2010; Song and
Braun 2008).

Método HDMSE

Para as andlises protebmicas de diferentes condi¢Ges de extracdo realizadas no
presente estudo, e para alcancar a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados,
utilizamos uma abordagem 2D nano-UPLC-HDMSE (de alta definigo), livre de marcadores
com Aquisicio de Dados Independentes (ADI). Os formatos multiplex de alta resolugdo MSE
e HDMSE sdo métodos recomendados para protedmica de amostras complexas. No método
HDMSE os ions sdo separados com base na onda de voltagem da mobilidade i6nica, e sdo

submetidos a fragmentagdo, onde serdo analisados os ions precursores e seus ions filhos,



garantindo maior confiabilidade nas identificagdes (Martins Ferreira, Guest, and Martins-
de-souza 2017; Bond et al. 2013).

Objetivo Geral

Segundo a nossa hipdtese de que V. bahiana pode apresentar potencial para produzir
vanilina e outros fendis relacionados ao aroma e sabor da baunilha, o objetivo desse trabalho
¢ caracterizar a expressao proteica dos frutos maduros de Vanilla bahiana da Mata Atlantica

do Rio de Janeiro.

Obijetivos especificos

Avaliar qual solucdo é capaz de extrair: A) maior conteddo de proteinas totais; B)
maior diversidade de proteinas; C) maior nimero de proteinas ligadas a biossintese de
vanilina e outros fendis encontrados no extrato natural de baunilha. Identificar, de acordo
com a literatura, quais proteinas estdo relacionadas a floracdo, amadurecimento do fruto,
aroma e sabor de baunilha. E, finalmente, validar os dados proteémicos quantificando trés

compostos de interesse: vanilina, acido p-coumarico e pirogalol.
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Conclustes Gerais

As proteinas identificadas nos frutos de V. bahiana confirmam o potencial enzimatico
dessa espécie para a producao de compostos, j& descritos na literatura, como responsaveis
pelo aroma e sabor do extrato natural de baunilha.

Nos frutos de V. bahiana foram identificadas proteinas ligadas a floragéo, frutificagdo e
amadurecimento de frutos, proteinas essas que podem servir como indicadores de
amadurecimento dos frutos de Vanilla spp.

Foi possivel identificar proteinas relacionadas a biossintese de fendis de importancia
econdmica como: acido cafeico, acido coumarico, &cido ferulico e vanilina.

O uso de SDS na concentracdo de 1% foi essencial para extrair mais proteinas totais com
grande amplitude dindmica nos frutos maduros.

1% de SDS também se mostrou eficaz na extracdo de uma diversidade maior de proteinas,
principalmente das proteinas de interesse.

A metodologia desenvolvida neste trabalho se mostrou eficaz e fundamental para extrair
e identificar uma grande diversidade proteinas, reduzindo a interferéncia de
contaminantes como o SDS.

As analises de quantificacdo absoluta comprovaram a presenca da vanilina, pirogalol e
acido cumarico nos frutos maduros de V. bahiana, que ja forma encontrados nos extratos
de V. planifolia e V. tahitian ligados ao aroma e sabor de baunilha caracteristico.

Os resultados e a metodologia apresentados podem colaborar com a conservacdo das
Vanilla spp. e na caracterizacdo quimicas de seus frutos, podendo o perfil proteico
identificado servir como um marcador de origem do extrato assegurando a qualidade do

produto ao consumidor.

Perspectivas Futuras

Uma vez que o extrato natural de baunilha possui uma qualidade de sabor e aroma superior

ao sintetico, e essa relacdo de qualidade estd ligada a mistura complexa de metabolitos

presentes no fruto, uma das perspectivas futuras desse trabalho é realizar estudo

metaboldmico dos frutos de V. bahiana coletados.

Outra perspectiva desse trabalho é continuar os estudos dmicos das espécies de Vanilla

localizadas na cidade do Rio de Janeiro, principalmente de V. chamissonis, que ja foi

coletada. Futuras extragdes de proteinas serdo realizadas utilizando o SDS nas solugdes, com

0 intuito de obter uma maior diversidade de proteinas.
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