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Todos os compostos envolvidos nas vias de sintese e degradagao de cafeina em café ja foram
elucidados, além da maioria das enzimas participantes. Entretanto, as atividades das enzimas
que realizam as demetilacbes da cafeina até a formagdo de xantina ainda nao foram
detectadas. Em animais a demetilagdo da cafeina é realizada por enzimas do grande grupo
dos citocromos P450. A partir dessa informagéo e de evidéncias indiretas conseguidas a partir
de ensaios com inibidores especificos de citocromo P450, procurou-se no banco de dados do
Projeto Genoma Café informagbes sobre sequéncias relacionadas a enzimas do grupo das
P450, com particular atencdo a FMOs. As seqliéncias de interesse foram entado utilizadas para
a producgao de primers especificos para 5 vetores diferentes: pET28, pET29, pET32, pSV282 e
pETSUMO. A realizagdo dos processos de clonagem e expressao com 5 vetores diferentes
permitira a comparacgdo e escolha do sistema de expressdo mais eficiente para a proteina em
questdo. Para determinar a melhor temperatura de anelamento dos primers, realizou-se uma
PCR com gradiente térmico, cuja variagdo de temperatura foi de 46°C a 68°C. Ao final desta
etapa de testes, o objetivo é iniciar a clonagem e expressao da proteina, bem como testar sua

possivel funcdo na degradagao de cafeina.
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