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RESUMO

O café é uma das principais bebidas consumidas em todo o0 mundo, sendo o Brasil o maior
produtor e exportador de café. As espécies mais utilizadas sdo Coffea arabica e C. canephora,
sendo a primeira com maior producdo. Essas espécies possuem aromas, composi¢do quimica
e sensorial e valores comerciais distintos. Assim na comercializacao, cafés arabica torrados e
moidos podem ser misturados com café robusta, muitas vezes para obtencdo de uma bebida
com caracteristica especifica e outras com objetivo de reduzir os custos de produgdo. A fim
de obter padrdo de rotulagem, faz-se necessaria a elaboracdo de material de referéncia (MR)
que permita a identificacdo e ratificacdo da composicdo percentual dos blends de café, para
dar suporte a uma possivel legislacdo. O MR é um material suficientemente homogéneo e
estavel com propriedades especificadas, para ser utilizado em um processo de medic¢éo, como
instrumento para garantia, qualidade e autenticidade das proporcdes das espécies em cafés. O
objetivo do estudo foi obter e disponibilizar um MR para caracterizar blends de cafés
comerciais e diferenciar as espécies C. arabica e C. canephora (arabica e robusta). Os graos
de café verde foram processados separadamente, utilizando torra média (240 °C por 14
minutos) e moagem (< 600 um). O MR foi constituido com os seguintes percentuais: 0 e 100,
5e95 25e75 50e50 75€e 25 95e5 e 100 e 0%, de C. arabica e C. canephora,
respectivamente. Foram avaliados a perda de massa durante a torra, a cor instrumental, o
tamanho e a distribuicdo de particulas por difratometria laser. Para a diferenciacdo e
quantificacdo de DNA das espécies de café nos MR, foram submetidos a extracdo de DNA e
analise por PCR em tempo real. Os resultados obtidos de homogeneidade e o potencial da
técnica de PCR para descriminar tais percentuais dos MR permitiram inferir que os MR
produzidos apresentaram homogeneidade quanto a perda de massa e tamanho e distribuigédo
de particulas. A anélise de cor instrumental indicou maior luminosidade para o C. canephora,
ou seja, mais claro que o C. arabica. Os MR apresentaram uma tendéncia a tonalidade
amarela, de acordo com as coordenada b* e angulo hue, e vermelha, segundo os valores de a*.
A anélise por PCR em tempo real usando primer sintetizado ARA mostrou-se promissora na
deteccdo das espécies de cafes para 0 MR, pois o primer utilizado apresentou especificidade
para C. arabica.

Palavras-chave: Coffea arabica, Coffea canephora, material de referéncia, mescla, analise de
PCR.



ABSTRACT

CANDIDATE COFFEE REFERENCE MATERIAL FOR THE EVALUATION OF
BLENDS FROM COFFEA ARABICA AND C. CANEPHORA.

Coffee is a major beverage consumed worldwide, and Brazil is the great protagonist on its
production and exportation. The most commonly coffee species are Coffea arabica and C.
canephora, namely, arabica and robusta, respectively, the first one with the larger production.
These species have different chemical composition, however C. arabica, has flavor and body
higher than C. canephora, In this sense, the price of robusta is lower than arabica ones.
Roasted and ground coffees marketed as Arabica are commonly mixed with robusta, in many
cases to give a characteristic blend in others to reduce production costs. In Brazil, there are no
Arabica and Robusta percentiles restrictions in commercial coffee, only for the gourmet and
superior coffees. Thus, each brand produces its blend with different percentages of species.
However, there is evidence of the need for the blend composition on the label. To identify and
ratify composition of commercial blends is necessary to prepare reference material (RM) as
an instrument to guarantee authenticity and quality of Arabica and Robusta proportions in
coffee blends. In this way the aim of this work was to prepared RM with different proportions
of C. arabica var. Catuai and C. canephora to be differentiate at specie level by PCR. The
green coffee beans from both species was roasted, separately to the level medium at 240°C for
14 minutes; and milling to the < 600 um granulation. The RM was constituted with Arabica
and Robusta coffees according to the following percentages: 0 and 100, 5 and 95, 25 and 75,
50 and 50, 75 and 25, 95 and 5 e 100 and 0%, of arabica and robusta, respectively. The weight
loss and the instrumental color analysis were realized before roasting and milling,
respectevely. For DNA differentiation and quantification in RM, the extracted DNA was
performed by real-time PCR. The data were statically analyzed to verify the homogeneity of
RM and the potential of the PCR technique to differentiate such percentages. The results
indicate the produced RM presented homogeneity regarding particle size and distribution, and
weight loss. The color instrumental analysis showed greater luminosity for the coffee
Robusta, lighter than coffee Arabica. The RM presented a tendency to yellow, according to
coordinates b* and hue angle, and red, according to values of a*. Real-time PCR using an
ARA primer shows a promising technique for the detection of coffee species in MR, since it
presented specificity for Arabica ones.

Keywords: Coffea arabica, Coffea canephora, reference material, blends, PCR analysis
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café em todo o mundo. Segundo
o0 Informe Estatistico do Café de dezembro de 2016, no ultimo ano o pais produziu cerca de
51,4 milhdes de sacas de café, mostrando a maior producdo de café nos Ultimos 15 anos
(MAPA, 2016). Logo em seguida o Vietham com a segunda maior producdo mundial em
2015/2016, passando de 28,7 milhGes de sacas. Na terceira posicdo do ranking estd a
Colémbia, depois da queda na producdo em 2011/12 (7,7 milhdes de sacas), houve um
aumento para 14,5 milhdes. A producdo global de café no ano-safra de 2016/17 é de 151,6
milhdes de sacas, similarmente ao volume obtido em 2015/16 (OIC, 2016).

O principal café produzido e exportado no mundo é da espécie Coffea arabica,
responsavel por cerca de 70% da producdo, enquanto a espécie C. canephora (robusta)
responde pelos 25%, e 5% corresponde as demais espécies. De uma forma geral, a espécie
arabica tem aroma e sabor superiores ao café robusta, sendo mais valorizada comercialmente
(ALVES, CASAL, OLIVEIRA, 2009). Entretanto, a demanda por café robusta tem crescido.
Essa espécie € mais produtiva e resistente, e custos com a producao sdo menores, despertando
interesse de industrias para este de tipo de grdo ndo s6 para compor blends (UFLA, 2015)
como também para producédo de cafés especiais.

Com o crescimento do mercado de café no mundo inteiro e a demanda por maior
qualidade, devido a alta competitividade, € necessaria a participacdo de fontes de informacao
de inovacdo para empresas, tais como 6rgdos de pesquisa, algumas industrias e entidades
fiscalizadoras, plblicas ou ndo para producdo (ALVES, CASAL, OLIVEIRA, 2009; CESAR,
MORI, BATALHA, 2010). Sobre a qualidade do café, é importante considerar todos 0s
aspectos da cadeia produtiva desde o plantio até o mercado. A uniformidade do grau de
maturacdo dos frutos na colheita, a secagem, o armazenamento dos gréos crus, a torrefacdo e
0 armazenamento do café torrado sdo etapas criticas de producéo nas quais cuidados especiais
devem ser tomados para garantir a qualidade final do produto (ABRAHAO et al., 2010;
MENDONCA et al., 2007).

Os cafés torrado e moidos comercializados possuem diferentes teores das espécies
arabica e robusta, sendo que cada marca produz o seu blend, com as caracteristicas adequadas
para 0 mercado consumidor (ABRAHAO et al., 2010). Os cafés considerados Superior ou
Premium devem ser constituidos por café arabica “blendados” ou ndo com café robusta,

contendo no maximo 15% em volume fisico no blend, de bebida dura ou mole. E o gourmet
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constituido por gréos de café 100% arabica, de origem tnica ou “blendados”, de bebida suave,
preferencialmente apenas mole ou mole ou estritamente mole (SAA, 2007a, 2007b). No
momento, a legislacdo brasileira sobre as caracteristicas e composicdo de cafés comerciais
ndo restringe a proporcdo do blend nem a rotulagem de café torrado e moido Tradicional.
Fazer link com a importancia do MR (café robusta é adicionado intencionalmente a fim de
reduzir os custos da producao).

Para a cafeicultura de arabica, o café robusta representa um substituto aos graos de
baixa qualidade. Sabe-se que o “consumidor padrdo” de café ndo consegue distinguir blends
com baixa e alta porcentagem de robusta. Diante dessas circunstancias, uma estratégia de
longo prazo para a cafeicultura de arabica continua sendo o investimento em qualidade,
produtividade certificacdo, com um controle preciso dos custos (UFLA, 2015).

Ha um indicio de que a composicdo do blend sera necessaria na rotulagem. Sendo
assim, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) vai requerer a
avaliacdo desses produtos para identificacdo e ratificacdo desses percentuais. Para isto, é
necessario o desenvolvimento de material de referéncia (MR) de café arabica e robusta e sua
caracterizacdo como instrumento para garantia da qualidade e autenticidade das proporcdes
das espécies em cafés. Desta forma auxiliar na analise de proporcdes das espécies de café que
compde os blends comerciais.

O material de referéncia consiste em um “material suficientemente homogéneo e
estavel em relacdo a propriedades especificas, preparado para se adequar a uma utilizacao
pretendida numa medigdo ou num exame de propriedades qualitativas” (INMETRO, 2012).

O servico de certificacdo de MR, disponibilizado pelo Inmetro a sociedade, contribui
decisivamente para o aumento da confianca das medigcdes, com objetivo de prover
rastreabilidade aos laboratérios com material de referéncia certificado (MRC) usados para
calibrar instrumentos, atribuir valor as propriedades fisicas/quimicas de materiais, validar
métodos de medicdo e garantir a qualidade de processos, fundamentais para assegurar a
confiabilidade metroldgica.

Para a elaboracdo de um MR € essencial que haja um adequado sistema de qualidade
implantado, que assegure a confiabilidade desses materiais, além oferecer ao cliente e usuario
valores atribuidos as propriedades de interesse com evidéncia clara da confiabilidade (SIU et
al., 2005; ULRICH, 2011).

Comumente, laboratérios de analises quimicas necessitam de padrdes cujas
propriedades devem apresentar valores proximos ao esperado. A producdo do MR deve ser

precedida de um planejamento experimental detalhado, pois a qualidade dos materiais de
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referéncia tem impacto direto na qualidade dos resultados analiticos obtidos pelos laboratérios
(CARDOSO et al., 2010; SIU et al., 2005).

A tecnologia do DNA (deoxyribonucleic acid) recombinante tem sido utilizada para a
determinacdo da autenticidade de alimentos processados (ARLOTIO et al., 2007;
CASTELLA, CABANES, 2011; COSTA, MAFRA, OLIVEIRA, 2012; GERMINI et al.,
2004; LAUBE et al., 2010; PAFUNDO, GULLI, MARMIROLI, 2009). A PCR (polymerase
chain reaction) em tempo real vem sendo amplamente utilizada para a analise da presenca de
sequéncias especificas de DNA em diferentes matrizes alimentares para deteccdo de
patdgenos e deteccdo e quantificacdo de organismos geneticamente modificados (OGM).
Além disso, ja existem andlises por PCR em tempo real para a deteccdo de gluten em
alimentos destinados aos portadores de doenca celiaca (OLEXOVA et al., 2006; PIKNOVA;
BREZNA; KUCHTA, 2008). No entanto, esta abordagem analitica apesar de ja ter sido
reportada no trabalho de Tornincasa et al. (2010), ainda ndo é conclusiva para deteccdo em
uma mesma amostra de sequéncia de café arabica e robusta, necessitando de ajustes
adicionais metodologicos para 0 uso para este fim. O desenvolvimento de métodos utilizando
PCR com marcadores de qualidade para diferenciacdo intra-especifica € uma ferramenta que
tende a se tornar cada vez mais usual, devido a especificidade, sensibilidade, rapidez,
praticidade e baixo custo. A disponibilidade de métodos analiticos mais especificos e
sensiveis para a analise da qualidade do café torrado e moido poderd dar suporte aos
laboratdrios de analise de alimentos e as agéncias regulamentadoras no que se refere ao
cumprimento da legislacdo. Além disso, 0 MRC café podera contribuir para a caracterizacdo

do produto (rotulagem), aumentando a credibilidade de cafés certificados.
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2 JUSTIFICATIVA

O café é a bebida mais consumida em todo o mundo, representando grande
importancia econémica dentre as industrias de alimentos. Os gréos de café verde podem ser
diferenciados quanto a sua espécie, arabica e robusta, pelo seu tamanho e forma. Durante o
processo de torra é produzido o aroma, cor e sabor caracteristicos do café, sendo o café
arabica responsavel pelo aroma e sabor agradaveis, enquanto o café robusta confere corpo a
bebida. Entretanto ap6s o processo de torra e moagem a diferenciacdo das espécies €
eliminada. Além disso, por apresentar um alto valor comercial, o café alvo de acOes
fraudulentas. Assim, aumenta a possibilidade do uso indiscriminado das espécies,
provavelmente priorizando a de menor custo, robusta, sendo necesséria a realizacdo de
andlises para diferenciar essas duas espécies. (CIZKOVA, 2007; Martin, 2001).

No Brasil, a fiscalizacdo de adulteracdo do café é realizada por microscopia Optica,
que permite a visualizacdo histologica caracteristica de outros vegetais, permitindo a
avaliacdo do grau de pureza do cafe.

Atualmente ndo existe uma legislacdo que determine o percentual das duas principais
espécies no café torrado e moido. A falta de padronizacdo da quantidade de cada espécie no
café altera sua qualidade, o que pode causar prejuizos de ordem econémica ao consumidor.
No entanto, ha um indicio de que 0 MAPA pode requerer a avaliacdo desses percentuais na
rotulagem para identificagéo e ratificacdo desses percentuais.

O uso de métodos analiticos (quimico, fisico ou bioldgico) para deteccdo de espécies
de café requer um material com caracteristicas conhecidas e padronizado, permitindo maior
precisdo e exatiddo em seus resultados. Para isso faz-se necessario o desenvolvimento de um
MR de café compostos pelas espécies arabica e robusta, o qual contribuird para a qualidade e

autenticidade das proporgdes das espécies em café comerciais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Preparar material de referéncia para caracterizar blends de cafés comerciais e

diferenciar as espécies de café arabica e robusta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢+ Obter material de referéncia composto por C. arabica e C. canephora em diferentes
proporgoes.

+ Diferenciar propor¢des de blends de C. arabica e C. canephora usando a técnica PCR
em tempo real.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CAFE

4.1.1 Aspectos gerais do cafe

O cafeeiro provém da familia Rubiaceae e pertence ao género Coffea, sendo este o
mais importante economicamente. O café possui um aroma Unico e efeitos estimulantes,
sendo uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, e por isso tem despertado o
interesse da comunidade cientifica (ALVES, CASAL, OLIVEIRA, 2009). As espécies Coffea
arabica (C. arabica) e C. canephora (robusta) destacam-se pela sua alta utilizacdo comercial
(FARAH, SANTOS, 2015; MONAKHOVA et al., 2015). A tabela 1 mostra algumas
diferengas em relacdo a essas duas espécies (EMBRAPA, 2004a).

Tabela 1. Principais diferencas entre café arabica e café robusta

Café arabica Café robusta
Menos resistente aos ataques de pragas Mais resistente aos ataques de pragas
Maior valor comercial Menor valor comercial
Tetraploide (44 cromossomos) Dipldide (22 cromossomos)
Menor teor de sélidos soltveis Maior teor sélidos sollveis
Menor teor de cafeina Maior teor de cafeina
Menor rendimento apds torrefacédo Maior rendimento apos torrefacéo

Adaptado de: EMBRAPA, 2004a

Os gréos de café verde das espécies arabica e robusta podem ser distinguidos pelo seu
tamanho e forma. Apos a torrefacdo e a moagem, ndo se pode distinguir as espécies por esses
critérios macroscopicos (CIZKOVA et al., 2007). Comparando o café arabica com o robusta,
0 primeiro possui um sabor e aroma preferivel ao segundo, e por isso possui maior valor
comercial (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009; MONAKHOVA et al., 2015). Além disso, 0
café robusta é mais resistente aos ataques de pragas durante o cultivo, aumenta o corpo e a
espuma de algumas bebidas, é utilizado para producdo de café solivel (com granulos
dissolvidos em agua quente), devido ao maior teor de sélidos soltveis (ALVES; CASAL,;
OLIVEIRA, 2009; MENDONCA et al., 2007). Por apresentarem essas caracteristicas, cafés
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comerciais rotulados como “Arabica” podem ser misturados com “Robusta”, diminuindo o
custo do produtor, lesando as organizacdes de importacdo de café e, por fim o consumidor
(MONAKHOVA et al., 2015).

4.1.2 Producéo e consumo do café

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café com preco médio de
exportacdo estimado em US$ 159,46 em 2016. O primeiro levantamento de safra de café de
2017 feito pela CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) indica que a produgéo
brasileira estara entre 43,65 a 47,51 milhdes de sacas de 60 kg (CONAB, 2017a). Segundo
dados do Informe estatistico do café, da producdo total de 2016 cerca de 43,4 milhdes de
sacas de 60 kg correspondem ao café arabica e restante (8,0 milhGes de sacas) ao café robusta.
Assim observa-se uma possivel queda na producgdo de 15 a 7,5% , quando comparado com a
producdo do ciclo anterior, que chegou a 51,4 milhdes de sacas (CONAB, 2017b; MAPA,
2016). Segundo este informe, o consumo interno de café em 2016 foi em torno de 21 milhdes
de sacas.

De acordo com o Sistema de Inteligéncia Estratégica da EMBRAPA, o Agropensa, a
producdo total de gréos de café apresentou uma variacdo de producédo ao longo dos ultimos 20
anos. Neste periodo, entre os anos de 2000 e 2003 apresentou uma queda brusca de 1813 mil
toneladas (EMBRAPA, 2017). Em 2015 a producdo foi de 2645 mil toneladas, como mostra a
Figura 1.
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Figura 1. Producdo total de graos de café nos altimos 20 anos

Dados provenientes do Embrapa Agropensa, referentes aos anos de 1997 a 2015 (EMBRAPA, 2017)
---------- Dados provenientes do Informe Estatistico do Café (MAPA), referentes aos anos de 2016 e
estimativa de 2017

Ao analisar a producdo de grdos por espécies, verifica-se que o café robusta
apresentou maior producao em 2014, com 791,9 mil toneladas, e a menor em 2015 com 651,7
mil toneladas. Ja o café arabica obteve maior producdo em 2013, com uma producéo de 2320
mil toneladas, reduzindo para 1993 mil toneladas em 2015 (EMBRAPA, 2017).

De acordo com o Bureau de Inteligéncia Competitiva do Café (BICC, 2017) o
consumo de café solivel aumentou na Asia e no Leste Europeu no Gltimo ano. Atualmente, o
mercado de café soltvel é avaliado em US$ 28 bilh6es, com previsdo de crescimento de US$
8,3 bilhdes até 2020. O aumento do consumo deste tipo de café se deve ao fato ao modo
répido e facil de preparo, bem como também pela sua associagéo ao estilo de vida ocidental.
A expectativa para 2020 é de que juntos, os mercados asiaticos do Pacifico, Oriente Médio e
Africa ultrapassem o consumo do Leste Europeu. No entanto, o consumo de café soltvel tem
apresentado queda no consumo. Neste mesmo relatério ha um destaque para o aumento de
producdo da cafeicultura chinesa e insercdo no mercado internacional, com um rapido
crescimento no mercado externo, enquanto o mercado interno é suprido pelas importagdes. A

China visa aumentar também a exportacdo de cafés industrializados.
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O consumo da bebida de café vem aumentando em todo o mundo, principalmente dos
cafés especiais. E importante ressaltar que as principais tendéncias para as torrefadoras no
Brasil, na Europa e nos EUA, sdo os cafés especiais e as monodoses. O segmento de doses
unicas, por exemplo, tem apresentado constante crescimento, pois oferece diversas
possibilidades para preparar diferentes tipos de bebidas, tanto em cafeterias como em casa.
Para atender esse mercado as empresas investem em gréos de melhor qualidade, tecnologia e
novos produtos para atrair 0 consumidor. Entretanto, os consumidores mostram preocupacao
com a sustentabilidade do produto, que se insere no caso das capsulas, pois estas representam
uma fonte geradora de residuos. Assim, as indUstrias se mantém empenhadas em encontrar
alternativas que diminuam o0s impactos ambientais, tais como, o recolhimento do material

utilizado e a oferta de suporte para o descarte correto das capsulas (BICC, 2017)

4.1.3 Composicdo quimica do café

A composicao quimica do café verde pode variar de acordo com a composicéo do solo
e sua fertilizacdo, altitude, tempo de plantio, cultivo, métodos de colheita (descafeinizacéo) e
de secagem (via seca, Umida ou mista), processamento armazenamento, torrefacdo e moagem,
que podem afetar diretamente a qualidade da bebida do café. Além disso, os diferentes blends
também estdo relacionados a qualidade da bebida (ALVES, CASAL, OLIVEIRA, 2009;
CONTl et al., 2013; FARAH, SANTOS, 2015; MENDONCA et al., 2007).

O grau de maturacdo também influencia a qualidade do café. Os grdos maduros ou
“cereja” produzem uma bebida de melhor qualidade, enquanto que os frutos imaturos sao de
baixa qualidade. Entretanto, os frutos ndo amadurecem ao mesmo tempo. Desta forma,
normalmente, a colheita acontece quando a maioria dos grdos ja amadureceram. A colheita
pode ser manual, com os frutos colhidos um a um ou por derri¢a, ou ainda mecénica com
auxilio de uma colheitadeira ou por derrica mecanizada, através da agitagdo das arvores ou
corte dos galhos. Durante a colheita deve-se evitar o contato do fruto com solo, ou a colheita
de varricdo, devido a presenca de fungos produtores de micotoxinas (EMBRAPA, 2004b;
FARAH, SANTOS, 2015; FRANCA, MENDONCA, OLIVEIRA, 2005).

O café verde é caracterizado por conter substancias potencialmente bioativas tais
como, acidos clorogénicos, trigonelina, cafeina, entre outras. Outros componentes presentes

sdo os polissacarideos, proteinas e lipideos (WEI, TANOKURA, 2015a). Com relacdo aos

23



minerais, o café verde é rico em potassio, além de conter quantidade consideravel de
manganés (CLARKE, MACRAE, 1988).

Durante o processo de torrefacdo do café ocorrem diversas modificacbes na
composicdo quimica e na atividade biologica do café, como a degradacdo da proteina, que
reage com outros compostos, como o agucar redutor, gerando compostos derivados da reacdo
de Maillard (ALVES, CASAL, OLIVEIRA, 2009; WEI, TANOKURA, 2015b). A torrefagéo
também promove alteracGes que conferem o sabor agradavel e o aroma do café, que tem
como precursores 0s acgucares e a trigonelina (FRANCA, MENDONCA, OLIVEIRA, 2005).
Apos o processo de torrefacdo, os &cidos clorogénicos tem como produto do processo de
torrefacdo os &cidos cinamicos, que participardo de reagGes subsequentes envolvidas na
formacéo do flavor (WEI; TANOKURA, 2015b). Os acidos cindmicos (substancia fendlicas)
e a cafeina irdo contribuir para o gosto amargo da bebida (CONTI et al., 2013; FRANCA,
MENDONCA, OLIVEIRA, 2005). Os lipideos tém importante papel na retencdo do flavour
do café torrado, pois atuam como peneira seletiva na retengdo das substancias aromaticas do
grdo, melhorando a qualidade do produto (CONTI et al., 2013).

4.2 MATERIAL DE REFERENCIA

4.2.1 Aspectos gerais

A experimentacdo cientifica geralmente requer algum tipo de medicéo, a qual deve ter
credibilidade através de resultados rastredveis, confidveis e com todas as incertezas
declaradas, a uma referéncia confiavel. Esses resultados proporcionam comparabilidade e
equivaléncia em nivel mundial (KATO, 2014).

Frequentemente, laboratdrios de ensaio e calibracdo, incluindo laboratorios quimicos
analiticas, s&o solicitados a fornecer evidéncias sobre a qualidade de suas operagdes. Quando
limites legislativos estdo envolvidos isso € obrigatorio, por exemplo, no caso de comercio
internacional de alimentos, analise ambiental, quimica clinica, entre outros (IAEA, 2003).
Desse modo, faz-se necessario a comparagdo do(s) analito(s) em questdo com um MR.

O material de referéncia pode ser uma substancia pura ou uma mistura na forma de
gas, liquido ou solido. Eles séo divididos em duas classes: material de referéncia (MR) e
material de referéncia certificado (MRC) (IAEA, 2003).
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O vocabulério internacional de metrologia (VIM) (INMETRO, 2012) define MR como
um “Material, suficientemente homogéneo e estavel em relacdo a propriedades especificas,
preparado para se adequar a uma utilizacdo pretendida numa medicdo ou num exame de
propriedades qualitativas”. Enquanto 0 MRC consiste no “material de referéncia acompanhado
de uma documentacdo emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um ou mais
valores de propriedades especificadas com as incertezas e as rastreabilidades associadas,
utilizando procedimentos validos”. Alguns outros 6rgaos e entidades formularam diferentes

conceitos sobre MR e MRC, conforme a Tabela 2.
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Tabela 2. Conceituacdo sobre MR e MRC de acordo com as normas nacional e Internacional

MR MRC Organizacdo  Referéncia
bibliografica
Material, suficientemente homogéneo e estavel com Caracterizado por um procedimento metrologicamente 1SO  GUIDE (ISO, 2015a)
uma ou mais propriedades especificadas, que foi Vvalido para uma ou mais propriedades especificadas, 30
estabelecido para ser apto para a sua utilizacdo acompanhados de um certificado MR que fornece o
prevista, em um processo de medicao valor da propriedade especificada, sua incerteza
associada, e wuma declaracdo de rastreabilidade
metrologica”.
Material ou substancia que tem uma ou mais MR acompanhado por um certificado, com um ou mais |AEA (IAEA, 2003)
propriedades suficientemente homogéneas e bem valores de propriedades, e certificados por um .
) o . - +  (International
estabelecidas para serem usados na calibracdo de um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a
aparelho, na avaliacdo de um método de medicdo, ou obtencdo exata da unidade na qual os valores da Atomic Energy
atribuicdo de valores a materiais propriedade sdo expressos, e cada valor certificado é Agency)
acompanhado por uma incerteza para um nivel de gency
confianca estabelecido
Materiais suficientemente homogéneos e estaveis com CETEM (CETEM,
respeito @ uma ou mais propriedades espe(:lflcadas,,q_ue (Centro de 2016)
foram caracterizados por uma rede de laboratorios
nd e . . .
qualificados, usando uma variedade de métodos com Tecnologia
exatiddo demonstravel. .
Mineral)
Substancias ou artefatos com uma ou mais IPT (Instituto  (IPT, 2017)

propriedades suficientemente bem determinadas, e
que podem ser utilizados na calibracdo de
equipamentos, no acompanhamento e na avaliacdo
de operadores, no controle e atribuicdo de valores a
outros materiais e para o desenvolvimento de
metodologias

nd

de Pesquisas
Tecnologicas)

*nd-ndo disponibilizado
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De acordo com a norma ISO Guide 33 (ISO, 2015b), os MRC séo aplicados para a
calibracdo de um aparelho, validacdo do método, avaliagdo do método e desempenho do
instrumento, estabelecendo a rastreabilidade dos resultados de medicdo e determinagdo da
incerteza dos resultados.

A elaboragdo de um MRC requer, antes do inicio de qualquer atividade, um
planejamento experimental detalhado, para o qual deve ser prevista uma quantidade suficiente
de material a ser utilizado para execucdo de todos os estudos de caracterizacdo (ISO, 2006).
De acordo com a ISO 35 (ISO, 2006) as principais etapas de producdo de um MR consistem
basicamente em: definicdo das propriedades a serem certificadas e seus rescpetivos niveis de
incerteza; elaboracdo de procedimentos de amostragem, de preparacdo de amostras e
caracterizacdo de amostras; preparo do material; selecdo de métodos adequados para testes de
homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo; aplicacdo dos testes de homogeneidade e
estabilidade; e certificacdo dos dados obtidos (1SO, 2006).

Os materiais, que serdo utilizados no MR, devem ser processados de diferentes
maneiras para se adequarem ao uso como MRC. Os processos de producdo podem abranger
secagem, trituracdo, moagem, peneiracdo, mistura combinacdo de materiais, entre outros. No
caso de MRC, deve-se pensar no tipo de frasco a ser utilizado, pois ird contribuir para
integridade do material e de seus valores certificados por longo periodo de tempo, durante
todo o periodo despendido no transporte e armazenamento (CARDOSO et al., 2010;
ULRICH, 2011).

A garantia da manutencao das propriedades fisico-quimicas do MR €é determinada
pelos testes de homogeneidade e estabilidade. O termo “homogeneidade”, de acordo com a
norma ISO Guide 30, ¢ definido como “uniformidade de um valor de propriedade
especificado ao longo de um segmento definido de um material de referéncia” (1SO, 2015a).
Sendo assim, é necessario nimero de recipientes representativo em relacdo ao quantitativo
final. Alem disso, devem-se considerar as variabilidades da amostra dentro do recipiente, bem
como entre 0s recipientes que contém os materiais que contém o mesmo lote, previamente
envasados. Para minimizar a variabilidade dos resultados, o teste de homogeneidade deve ser
executado em condicBGes de estrita repetitividade (mesmo laboratério, mesmo analista e
desempenho dos testes no mesmo dia) (CARDOSO et al., 2010).

Ja a estabilidade, segundo a norma ISO Guide 30, ¢ definida como “caracteristica de
um material de referéncia, quando armazenados sob condicdes especificas, para manter um
valor de propriedade especificado dentro dos limites especificados para um determinado

periodo de tempo” (1ISO, 2015a). O estudo da estabilidade ¢ essencial na producdo MR, pois 0
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mesmo pode sofrer degradacdo com o tempo atraveés de alguns fatores, tais como:
temperatura, luz, oxigénio, umidade, atividade microbiolégica, etc (CARDOSO et al., 2010).

A certificacio do MR representa a melhor estimativa do valor verdadeiro da
propriedade estudada, que servird para conferir a rastreabilidade a medicGes geradas em
processos metrologicos. Durante o processo de medi¢do ocorrem efeitos causais e
sistematicos, além da variabilidade entre as amostras (homogeneidade) e o tempo de validade
do material (estabilidade) que devem ser considerados na incerteza declarada no valor
certificado da propriedade (CARDOSO et al., 2010; SIU et al., 2005).

4.2.2 MR para café

Para o café os parametros mais importantes a serem considerados na elaboracdo do
MR sdo secagem, moagem, peneiracdo, mistura, além da embalagem que é importante para a
retencdo dos aromas do café. Atualmente, poucos materiais de referéncia com café foram
desenvolvidos.

Algumas institui¢cdes produzem MRC, no Reino Unido, uma das mais conceituadas, a
FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme) produz e comercializa materiais de
referéncia incluindo de café para diferentes analitos (Tabela 2).

A Tabela 3 mostra uma lista de materiais de referéncia elaborados com café para

avaliacdo de diferentes analitos.

Tabela 3. MR elaborados com café para avaliacdo de diferentes analitos

Matriz Analitos Método* Referéncia**
Café Acrilamida - FAPAS
Café Furano - FAPAS
Cafe (moido) Cafeina - FAPAS
Café sollvel Ocratoxina A - FAPAS
Café torrado Ocratoxina A - FAPAS
Cafeé verde Trigonelina HPTLC MUFLIHAH
BUCHARI, 2013
Café torrado Ocratoxina A HPLC-MS/MS KOCH etal., 2011
Cafe verde organico Minerais (Br, Ca, ko-INAA TAGLIAFERRO,
Co,Cs, Fe, K, Na, FERNANDES,
Rb, Sc, Zn) BACCHI, 2006
Café verde Ocratoxina A HPLCe TLC MAPA, 2006

*HPTLC - high performance thin layer chromatography; HPLC-MS - liquid chromatography—mass
spectrometry; TLC- thin-layer chromatography; INAA - instrumental neutron activation analysis;

**EAPAS - Food Analysis Performance Assessment Scheme
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Algumas instituicdes também produzem MRC para alimentos, sendo 2 brasileiras e 9
internacionais, conforme Tabela 4. No entanto, apenas duas institui¢des produziram MRC
para café, a FAPAS e USP, a primeira ja disponibiliza o MRC para comercializacdo, enquanto

a segunda ainda esta desenvolvendo o MRC para extrato seco de café.

Tabela 4. Produtores de MRC

Produtor Produtor MRC para MRC para
Nacional Internacional alimento café
INMETRO - Sim Né&o
IPT - Néo Né&o
CETEM - Néo Né&o
INCQS - N&o Né&o
IAL - Sim Né&o
SENAI CETEPO - Né&o Né&o
- LMARSA Sim Nao
- R-BIOPHARM Sim Nao
- SGS Néo Né&o
- USP Sim Sim
- FAPAS Sim Sim
- NIST Sim Nao
- LGC STANDARDS Sim Né&o
- ERM Sim Né&o
- IAEA Sim Nao
- ACCUSTANDARDS Sim Nao

O Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo
(CENA/USP) desenvolveu um MRC para café para determinacdo do contetdo de elementos
inorganicos. Para a elaboracdo deste material utilizou-se a metodologia descrita na norma ISO
Guide 34 e 35 (TAGLIAFERRO et al., 2003).

Como parte de um estudo desenvolvido pela FAO e MAPA em 2005, foi produzido
um MR com amostras de café verde contaminadas artificialmente com ocratoxina A (OTA).
Além de seu desenvolvimento, neste estudo, houve um teste de avaliacdo do MR com a
adesdo voluntéria 10 diferentes laboratorios, nacionais e internacionais para a determinacéo

de OTA em café verde (MAPA, 2006). No resultado de avaliacdo deste MR com OTA, trés
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laboratérios apresentaram relatos acima de 80% dos resultados satisfatorios, e os demais
laboratdrios em torno de 50%.

Atualmente, os MR disponiveis para comercializacdo visam identificar a presenca de
contaminantes que podem colocar em risco a saude humana. Com o café nédo é diferente, os
MR comercializados para essa matriz alimentar tem como principais analitos a OTA, cafeina
e acrilamida (Czichos, 2011).

A acrilamida, substancia formada durante a torra de alimentos ricos em carboidratos,
representa um risco a salide humana por ser neurotxica e carcinogénica (ABRAHAO et al.,
2012).

A OTA, um metabdlito comumente produzido pelos fungos Penicillium e Aspergillus
comum tanto em café verde quanto em torrado, é classificada como substancia do grupo 2B
pela International Agency for Research on Cancer (IARC), pois é conhecida por estar
relacionada a carcinogénese em humanos (CAMPQOS et al., 2009).

A cafeina é conhecida por ser o principal componente psicoativo do café, cujos efeitos
sdo diversificados, desde melhora na performance cognitiva e psicomotora do consumidor,
guando ingerida em doses baixas a moderadas, até efeitos adversos (taquicardia, insénia,
ansiedade, tremores etc) em altas quantidades (Alves, Casal, Oliveira, 2009). Atualmente,
estudos tem analisado também a relacdo da cafeina com a perda de peso (ONAKPOYA,
TERRY; ERNST, 2011).

Recentemente, a USP (US. Pharmacopeial Convention) vem desenvolvendo um MR
de extrato de café classificado no grupo de suplementos alimentares. Esta inovacdo tem se
tornado uma necessidade devido a expansdo da utilizacdo do extrato seco de café verde como
suplemento para emagrecer. Segundo Onakpoya, 2011 e Samidi (2015) ha indicios de que o
consumo de extrato de café verde promova a perda de peso. No entanto, esse efeito €
considerado pequeno e sua relevancia clinica ainda é incerta, sendo necessaria a realizacéo de
ensaios mais rigorosos e por um periodo de tempo maior (ONAKPOYA; TERRY; ERNST,
2011; SAMADI; MOHAMMADSHAHI; HAIDARI, 2015).

Apesar de existirem materiais de referéncias de café disponibilizados em institui¢oes
de pesquisa e para comercializagcdo, como apresentados na Tabela 2, ainda ndo existe nenhum
MR para verificacdo da autenticidade em cafés torrado e moido quanto aos teores de cafes

arabica e robusta na mistura.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ORIGEM E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Os gréos de café utilizados para analise foram: Coffea arabica, variedade Catuai e C.
canephora. As amostras foram adquiridas de regides produtoras dos estados do Rio de Janeiro
(C. arabica) e do Espirito Santo (C. canephora), nos municipios de Machado e Castelo,
respectivamente. O local de armazenamento das amostras foi nos laboratdrios de Diagnostico
Molecular e Micologia da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos.

5.2 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE PRODUCAO DO MR

5.2.1 Determinacéo do grau de torra

Inicialmente, amostras teste foram torradas em seis replicatas para as duas espécies de
café em torrador de bancada (Gene Café, modelo CBF-101, Kyungki-Do, Korea), Figura 2, a
fim de se determinar a perda de massa e o rendimento apds a torrefagdo. O nivel de torra da
produgdo do MR foi padronizado para torra média na condigdo de temperatura a 240°C por 14

minutos. Esta avaliacdo também foi feita ap6s a sele¢do dos graos para composicao do MR.

¥ .‘a._.\ MR S

2t Tl

- 4 Rdi == R AL TS >
Figura 2. Torrador de bancada Gene Café
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5.2.2 Escolha do moedor e determinacdo da granulometria para o MR

As amostras teste foram moidas em diferentes moedores para escolha do tipo de
moedor. As marcas dos moedores testadas foram PROBAT LEOGAP Gourmet (M50), IKA
(A11) e Cuisinart (DBM&8). Para a escolha do moedor e verificacdo da granulometria ideal
para compor o MR, as amostras torradas e moidas foram submetidas aos testes de agitagao de
peneiras em agitador de peneiras ROTAP (modelo RX-29, EUA), Figura 3, onde foram
verificados diferentes tempos (10 e 20 minutos) de agitacdo e a necessidade ou ndo do uso de
pincel para auxiliar a peneiragem. Foram testadas peneiras de abertura 0,850; 0,710; 0,600;
0,500; 0,425; 0,300; 0,250; 0,212 mm a fim de caracterizar o material quanto a granulometria.
Tal procedimento estd de acordo com a classificacio baseada na retencdo em peneiras
granulométricas n. 1,68; 1,19; 0,850; 0,595 mm e fundo das Normas de Qualidade
Recomendavel ABIC/PQC (ABIC, 2012).

Figura 3. Agitador de peneiras
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5.2.3 Andlise de cor instrumental dos cafés torrados e moidos

A andlise instrumental de cor foi realizada por reflectancia no aparelho Color Quest
XE, escala CIELab E CIELCh, com abertura de 25 mm de didmetro, com iluminante D65/10.
Foram analisadas as amostras teste de café arabica e robusta antes da producdo do MR e todos
0s percentuais dos MR obtidos.

Foram avaliados 0s seguintes parametros de cor:

v" L* = luminosidade, variando de 0 (preto) a 100 (branco)

v/ a* = coordenada cromatica, variando de -80 até zero (verde), do zero ao +100
(vermelho)

v' b* = coordenada cromética, variando de -100 até zero (azul), do zero ao +70
(amarelo)

v’ C* = chroma, define a intensidade ou saturacdo de cor, sendo definido pela
distancia do angulo hue no centro do diagrama tridimensional. Valores préximos a zero
sdo indicativos de cores neutras (branco e/ou cinza) e valores ao redor de 60 indicam
cores vividas e/ou intensas (FERNANDES et al., 2010).

v" h° = angulo hue, mostra a localiza¢do da cor em um diagrama tridimensional,
onde o angulo 0° representa o vermelho puro, o 90° representa 0 amarelo puro, o de
180° o verde puro e 0 270° 0 azul (MCGUIRE, 1992).

O célculo do valor de croma (C*) e angulo hue (h°) sdo dados pelas férmulas a e b,
respectivamente:

(a) C*=(a*?+Db *2)1/2

(b) h° =arctan (b*/a*)

As amostras de cafe foram dispostas em cubeta de Quartzo de 10 mm para a realizacéo
do teste. Foram realizadas 4 repeti¢fes para cada amostra.
As analises estatisticas foram realizadas através do programa Excel (Microsoft Office, 2007)
Statistica (versdo 8.0). As médias referentes aos parametros L*, a*, b*, C* e h°, quando

significativas foram comparadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.3 PRODUCAO DO MR

Com as condi¢des preestabelecidas deu-se inicio a producdo do MR. As amostras
foram preparadas de acordo com a norma ISO 43 (ISO, 1997) e IUPAC (IUPAC, 1993,
1995). Para tanto, os graos de caf¢ das duas espécies foram selecionados, descartando-se
graos malformados e/ou defeituosos.

O nivel de torra do MR foi padronizado para torra média, na condi¢do de temperatura
a 240°C por 14 minutos. Essa condicdo foi escolhida por assemelhar ao utilizado em cafés
comerciais. A torrefagdo dos graos selecionados foi realizada individualmente em um torrador
de bancada.

Apos a torrefagdo, os graos de café passaram pelo processo de moagem em moedor
automatico em aco escovado Cuisinart (DBMS), Figura 4, na moagem mais fina, sendo um

para cada espécie de caf€.

Figura 4. Moedor automatico em ago escovado

Para a padronizagdo da granulometria as amostras moidas foram submetidas ao
processo de agitacdo em peneiras por 20 minutos contendo cerca de 150 g de amostra por
batelada. Para a peneiragem foram utilizados dois conjuntos de peneiras (Bertel, Sdo Paulo,
Brasil), Figura 5, de granulometria 0,850, 0,600, 0,500 mm e fundo, um para cada espécie de

café para evitar contaminacao cruzada. As amostras foram peneiradas no agitador de peneiras
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ROTAP. Foram utilizadas 3 esferas de porcelana para auxiliar na passagem de particulas. Para

a composi¢ao do MR foi utilizado o material retido na granulometria < 600 pm.

Figura 5.Peneiras de aco inox

As amostras torradas, moidas e peneiradas das duas espécies de café foram
homogeneizadas em homogeneizador do tipo Y (TECNAL, TE 201/05), Figura 6, nas
seguintes propor¢des: 100:0; 95:5; 75:25; 50:50, 25:75, 5:95 e 0:100, de café¢ arabica e
robusta, respectivamente. O processo de homogeneizagdo foi realizado por 6 horas
ininterruptas a 30 £2 rpm. O tempo de homogeneizacao foi adaptado de MR de café verde
contaminado artificialmente com OTA (VARGAS et al., 2005). Apds cada homogeneizagio o
MR foi armazenado em embalagens laminadas com ziper, separadamente. As amostras de

MR foram pesadas e armazenadas a —20 °C em embalagens laminadas.
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Figura 6. Homogeneizador em Y

A produgédo de um MR foi realizada segundo a 1SO Guide 35, conforme apresentado

na Figura 7.

Selegdo gréos de café verde

A 4

Torrefacdo (nivel de torra média — 240°C, 14 min)

A 4

Moagem (Primeiro ponto “fine”)

A 4

Torrador doméstico (Gene
Café, modelo CBF-101,
Kvunaki-Do, Korea)

\ 4

Peneiragéo (granulometria — < 600 pm)

v

Moedor automético em ago
escovado (Cuisinart, DBM8)

\ 4

Homogeneizagdo dos blends

A\ 4

Peneiras em ago inox (Bertel,
Séo Paulo, Brasil)

\ 4

Envasamento das amostras
(embalagens laminadas com ziper)

Homogeneizador em Y
(TECNAL, TE 201/05)

\ 4

Material de referéncia

v

Armazenamentoa—-20°C

Figura 7. Fluxograma para produgdo do MR de blends de café, segundo a norma ISO guide 35
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As amostras foram codificadas conforme o percentual das espécies no MR, seguido

pelo numero cardinal, conforme mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Composicéo e codificagdo do MR segundo o percentual de espécies

Composicdo da amostra Cadigo Numeracao
PONTO 1 (100% ARABICA E 0% ROBUSTA) P1.100A 1-24
PONTO 2 (95% ARABICA E 5% ROBUSTA) P2.95A 1-24
PONTO 3 (75% ARABICA E 25% ROBUSTA) P3.75A 1-24
PONTO 4 (50% ARABICA E 50% ROBUSTA) P4.50A 1-24
PONTO 5 (25% ARABICA E 75% ROBUSTA) P5.25A 1-24
PONTO 6 (5% ARABICA E 95% ROBUSTA) P6.5A 1-24
PONTO 7 (0% ARABICA E 100% ROBUSTA) P7.0A 1-24

Para verificar da homogeneidade do MR foram realizadas coletas uma amostra de 25 g
aleatoriamente de cada material e analisada em triplicata para determinacdo do tamanho de

particula dos cafés torrados.

5.4 ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULA E DA DISPERSAO
GRANULOMETRICA DO MR

A determinacdo do tamanho das particulas foi avaliada pela técnica de difratrometria a
laser através do analisador, MICROTRAC S3500 (Microtrac Inc., Montgomery Ville, USA),
pelo principio da técnica do espalhamento de luz, que consiste na medicdo dos angulos de
difracdo de raio laser e a relagdo com o didametro da particula, de acordo com a norma I1SO
13320-1 Particle Size Analysis — laser diffraction methods. A andlise foi realizada no
Laboratorio de Andlises Fisicas da Planta Piloto 4 de Cereais da EMBRAPA Agroinddstria de
Alimentos, RJ.

A andlise foi conduzida em triplicata e em trés ciclos de leitura (totalizando 9 leituras),
utilizando alcool isopropilico P.A. como dispersante/fluido carreador (indice de refracdo de
1,37 a 20°C), segundo metodologia proposta por GUEVARA-BARRETO; CASTANO-
CASTRILLON, 2004. Para o tamanho de particula analisado foi adotado o indice de refracio
de 1,50.
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Entre as réplicas da mesma amostra, o &lcool isopropilico foi drenado e o
equipamento foi preenchido com novo meio dispersante. Entre cada amostra, além da
drenagem do alcool, o circuito foi lavado (4 ciclos) com agua deionizada e novamente
preenchido com o dispersante (&lcool isopropilico). As analises foram feitas nas seguintes
amostras: MR P1.100A 14, MR P2.95A 9, MR P3.75A 14, MR P4.50A 25, MR P5.25A 22,
MR P6.5A 3, MR P7.0A 24.

Os resultados foram obtidos dentro da faixa de leitura de 0,02 a 2800 um e coletados
do software do proprio equipamento. Os dados de difracéo a laser foram avaliados utilizando
o valor D-[4,3], que representa o didmetro médio baseado no volume da particula e, ainda, 0s
valores de 10, 50 e 90% da distribui¢do (D10, D50 e D90, respectivamente) que indicam a
percentagem de particulas possuindo didmetro igual ou inferior ao valor determinado
(SANTOS et al., 2012). O valor do Span (indice de polidispersdo) foi empregado como a
medida de dispersdo granulométrica, cuja férmula relaciona os valores encontrados de
didmetro das particulas correspondentes a D10, D50 e D90 da distribuicdo acumulada para a
amostra (DOMINGUES et al., 2008). Ou seja, esta medida avalia a variacdo do volume de
distribuicdo das particulas em relacdo ao diametro médio volumétrico (D50) (CHEN; DAVIS,
2002; CUNHA et al., 2004). A formula matematica para célculo do valor do Span estd
descrita a seguir:

Span = D90 - D10
D 50

Onde:

D10 — 10% do volume da amostra possuem particulas com didmetro abaixo desse
valor.

D50 — 50% do volume da amostra possuem particulas com diametro abaixo desse
valor — medida conhecida como didmetro médio volumétrico.

D90 — 90% do volume da amostra possuem particulas com didametro abaixo (ou 10%

acima) desse valor.

O tratamento dos dados foi feito através do programa Excel (Microsoft Office, 2007) e
Statistica (verséo 8.0, EUA).

As médias referentes aos diametros de particulas (D-[4,3]; D10; D50; D90) foram
comparadas através do teste de Tukey (p < 0,05).
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5.5 ANALISE POR PCR EM TEMPO REAL DO MR

5.5.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Diagnostico Molecular da
Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Preparo de amostras

Para a obtencdo de solucdes de DNA para serem utilizadas na analise de PCR em
tempo real, foram realizadas a extracdo e quantificacdo de DNA das seguintes amostras: MR
P1.100A 14; MR P4.50A 25; MR P7.100A 24.

A pesagem foi feita em triplicata em balanga analitica (Bioprecisa, modelo FA-2104N,
Brasil), para ser submetida ao processo de extracdo de DNA.

Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita através do protocolo CTAB (Anexo 1), que possibilita a
lise celular, precipitacéo e a purificagdo do DNA.

Algumas adaptacdes foram aplicadas ao protocolo convencional do método CTAB,
cujo objetivo foi melhorar o rendimento e qualidade do DNA final obtido a partir de café
torrado e moido, séo elas: a) pesagem de 150 mg de amostra; b) adicdo de 1% de f-
mercaptoetanol e 4% PVP (Polivinilpirrolidona — PVP-K 30) ao tampdo de lise CTAB c)
eluicdo do DNA para um volume final de 100 pL.

A concentracdo de DNA dos extratos foi determinada através de leitura da absorbancia
a 260 nm no nano-espectrofotémetro Genova Nano (JENWAY - Stffordshire, UK), Figura 8.
Adicionalmente, foram determinadas as razdes das leituras de absorbancias a 260 e 280 nm
para presenca de proteinas; e a 260 e 230 nm para compostos fendlicos, que sdo parametros

para analise da qualidade do DNA isolado.
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Figura 8. Nano-espectrofotdmetro Genova Nano

5.5.2 PCR em tempo real

Para construcdo da curva padrdao foram utilizadas solucdes de DNA extraidas de
diferentes cultivares de café verde das espécies arabica e robusta. Diferentes percentuais de
DNA de café arabica foram obtidos apds diluicdo em solucdo de DNA de café robusta (0%,
25%, 50% 75% e 100%). Posteriormente, as reacdes (PCR em tempo real) foram conduzidas
usando os oligonucleotideos iniciadores (primers) ARA R e ARA_F (selecionados
previamente pelo grupo de pesquisa do Laboratdrio de Diagnostico Molecular da Embrapa) e
o corante/intercalante de DNA SYBR Green como reporter. As analises foram realizadas
usando 12 replicas de cada percentual.

As reacOes de amplificacdo foram preparadas em cémara de fluxo laminar. Os
reagentes utilizados na PCR em tempo real foram: SYBR Green PCR Kits (Qiagen,
QuantiTect), os primers ARA F [240 nM] e ARA R [240 nM] e DNA (50 ng). Como
controle negativo da reacédo foi utilizada a agua Milli-Q. O volume final da reagéo foi de 25
pL quando utilizou-se DNA de café verde como molde enquanto que, para 0 DNA obtido a
partir de café torrado e moido, o volume final foi de 50 pL.
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Para construcdo da curva padrdo foram utilizadas solu¢des de DNA extraidas de cafés
arabica e robusta verde. A diluicdo da solucdo de DNA de café arabica em solucdo de DNA
de café robusta foi feita nos seguintes percentuais: 0%, 25%, 50% 75% e 100%.
Posteriormente, foi realizada a PCR em tempo real com as solu¢bes de DNA extraidas das
amostras MR P1.100A 14; MR P4.50A 25; MR P7.100A 24. Todas as andlises foram feitas
em quintuplicata.

As reacdes foram realizadas no termociclador Abi 7500 (Applied Biosystems, USA),

Figura 9, nas condicdes descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes de reacdo da analise de PCR em tempo real

Desnaturacao Anelamento
Temperatura 95 °C 60 °C
Tempo 15s 60 s

45 ou 50 ciclos (café verde ou torrado e moido, respectivamente)

Figura 9. Termociclador ABI 7500

Apo6s o término da reacdo, foram coletados e analisados os dados gerados pelo
software do termociclador Abi 7500 (Applied Biosystems, USA), tais como os gréaficos com
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as curvas de amplificacdo e de dissociagdo (melt curve), além dos CT (threshold cycle) e Tm
(melting temperature / temperatura de dissociacao) de cada réplica da reacéo.

5.6 ANALISE DE DADOS
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistica, versdo 8.0

da Stat Soft Inc (EUA, 2007). Apos a analise de variancia, as médias, quando significativas

(p<0,05), foram comparadas utilizando-se teste de Tuckey a 95% de probabilidade.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 NIVEL DE TORRA DOS GRAOS DE CAFE ARABICA E ROBUSTA

Inicialmente foram feitos testes para padronizagdo das condi¢des de producdo do MR.
O nivel de torra do MR foi estabelecido para a torra média na condi¢ao de temperatura a
240°C por 14 minutos. A perda de massa durante a torra nao apresentou diferenca
significativa entre as amostras de café¢ arabica e robusta, mostrando-se em torno de 13%, tanto
para o café arabica quanto para o café robusta, conforme descrito na Tabela 7. Este resultado

também foi encontrado por (WEL; TANOKURA, 2015b).

Tabela 7. Perda de massa apo6s torra de café robusta e café arabica

Perda de massa (%0) Arabica Robusta p valor
Matéria prima 13,38+0,31 13,63+0,80 0,4787
MR 1401+0,50 13,6+0,54 0,385861

Médias com p valor < 0,05 ndo diferem entre si, pela ANOVA.

Durante a torra dos gréos selecionados para compor o0 MR foi verificada a perda de
massa para a garantia da homogeneidade da torra. Foi observado que a média do percentual
de perda de massa das duas espécies foi semelhante ao encontrado nos testes, permitindo
assim uma homogeneidade da torra durante a elaboracdo do MR. No estudo desenvolvido por
FARAH et al., 2006 foi observado uma perda de massa de café em torno de 12,5, 15 e 17%
apos 6, 7 e 8 minutos, respectivamente. J& Edzuan et al. (2015) encontraram uma perda de
massa para café arabica Timor de 28% apds 16 minutos de torra. Hernandez et al. (2007),
relataram uma perda de massa variando de 3 a 12% para café arabica colombiano,
dependendo da temperatura empregada. No entanto, a torra convencional varia de 200 a 230
°C, de 12 a 20 minutos, gerando diferentes intensidades de torra: clara, média e escura. Essas
variagfes podem ocorrer devido as caracteristicas de cada espécie, o tempo e temperatura de
torra e torrador utilizado (MENDES et al., 2001).

Para obtencdo de uma torra homogénea, os graos de café¢ foram previamente
selecionados a fim descartar aqueles com defeitos. Foi observado que o café robusta

apresentou maior quantidade de defeitos que o café arabica.
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A qualidade do café é determinada por varios aspectos, dentre eles o tamanho, forma e
cor do gréo, sabor, métodos de colheita, processamento e armazenamento e presenca de
defeitos (FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005; MENDONGCA,; PEREIRA; MENDES,
2005).

Em termos de comercializacdo do café um dos critérios mais importantes € a presenca
de defeitos. Na pratica comercial entende-se por defeito o grdo com caracteristicas como
preto, azedos ou castanhos, imaturos, danificados por insetos ou queimados, quebrados etc,
bem como a presenca de matérias estranhas, tais como, cascas, pau, pedras (FRANCA,
MENDONCA; OLIVEIRA, 2005).

De acordo com a Associacdo Brasileira da Indastria do café (ABIC), os defeitos do
café podem ser divididos em extrinsecos e intrinsecos. Os primeiros podem ser incorporados
durante a colheita, tais como pedra, cascas, galhos etc. Ja os intrinsecos estdo relacionados ao
grau de maturacdo dos grdos, sendo conhecidos como PVA (preto, verde e ardido) O defeito
preto € caracterizado por frutos que passaram do ponto de maturacdo e que foram danificados
pela chuva ou queda no solo durante a colheita. O defeito verde ocorre devido a presenca de
frutos imaturos, 0s quais contribuem com sabor adstringente da bebida. J& o defeito ardido
tem origem na fermentacdo indesejavel nas sementes maduras e verdes devido a problemas na
irrigacdo ou no processamento pds-colheita (TOCI; FARAH, 2008; TOLEDO et al., 2016).

Para fins de exportacdo o café ndo é comercializado com gréos defeituosos, pois
durante o processo de torra a qualidade da bebida é afetada. No Brasil, estima-se que
20% da producdo total do café correspondem aos grdos defeituosos, 0s quais sdo incorporados
no mercado interno, produzindo assim um café torrado e moido de baixa qualidade (TOCI;
FARAH, 2008; TOLEDO et al., 2016).

6.2 ESCOLHA DO MOEDOR

Dentre os moedores testados, o moedor Probat Leogap Gourmet (M50) apresentou
maior percentual de reteng¢do a partir da peneira de abertura 600 pm, seguido pelo IKA e

depois Cuisinart, conforme mostra a Tabela 8.
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Tabela 8. Percentual de retengdo de particulas em peneiras, de acordo com diferentes
moedores

Peneira abertura Probat Leogap Gourmet IKA (A11) Cuisinart
(um) (M50) (%) (%) (DBMS) (%)
850 2,73 9,78 10,42
710 6,91 3,77 13,51
600 11,29 25,77 15,60
425 44,43 51,89 48,48
300 14,97 1,28 6,62
250 8,46 6,15 2,26
212 6,75 0,50 1,74
Fundo 4,47 0,86 1,36
Retencio a partir 79,07 60,68 60,46
da abertura 600 pm

No entanto, apesar de os moedores Probat Leogap Gourmet (M50) e IKA (All)
apresentarem maior percentual de retengdo a partir da peneira de abertura 600 pum, havia
apenas uma unidade de cada moedor para realizagdo das analises. Assim, preferencialmente
foi escolhido o moedor Cuisinart (DBMS), sendo utilizado um para cada espécie a fim de
evitar contaminacao cruzada. Além disso, visualmente sua moagem também se assemelhou
mais aos cafés comerciais. Em virtude da alta quantidade de amostragem a ser utilizada para
compor o MR, o moedor IKA (A1ll) foi descartado também por suportar uma pequena

quantidade de café.

6.3 DEFINICAO DO TAMANHO DE PARTICULA DO MR

Foram comparados os tempos de 10 e 20 minutos no agitador de peneiras, com e sem

pincel, conforme mostra a Tabela 9.

Tabela 9. Percentual de retengdo de particulas em peneiras, segundo o tempo (minutos) e
auxilio de pincel

Abertura (um) 10 com pincel (%) 10 sem pincel (%) 20 sem pincel (%)

850 5,04 5,56 6,12

710 8,94 12,13 10,48

600 15,48 14,84 14,29

425 38,92 32,75 32,03

300 6,49 10,56 10,56

250 4,76 4,12 4,10

212 2,35 4,64 3,32
Fundo 18,03 15,40 19,10
Retencio de 70,54 67,47 69,11

particulas <600 pm
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Foi observado que houve maior retencao de particulas na peneira de abertura 425 pum,
tanto para café arabica quanto para café robusta, bem como para os diferentes tempos
testados. Sendo assim, optou-se por utilizar particulas de granulometria inferior a 600 um na
produ¢do do MR. Além disso, estudos de desenvolvimento de MR de café¢ também
padronizam a granulometria, como relatado por Vargas et al. (2005) e Koch et al. (2011), que
utilizam uma granulometria inferior 500 um para café¢ verde, enquanto Tagliaferro et al.
(2003) utiliza um tamanho de particula menor que 80 um. Outros trabalhos de producdo de
MR com matrizes alimentares também relatam a padronizacdo de particulas a fim de
caracterizar o material em po, tais como: MR de mexilh&o, com granulometria menor que 150
um; MR de leite, com granulometria inferior a 177 um; MR de peixe da espécie Dourada,
com tamanho de particula na faixa de 90 — 150 um (MOREIRA, 2010; REGO et al., 2017,
ULRICH, 2011).

N&o houve diferenca na quantidade de particulas retidas nas peneiras na granulometria
< 600 um. Entdo foi estabelecido o tempo de agitacdo para 20 minutos sem o auxilio do
pincel, sendo utilizado 150 g por batelada.

A Figura 10 apresenta a retencdo de café torrado e moido, submetido a analise

granulométrica nas diferentes peneiras.

85(0) 710 GN) 425

300 25(0) 212 Fundo '

Figura 10. Analise granulométrica de café robusta torrado e moido

A partir da defini¢cdo do tamanho de abertura das peneiras (< 600 um), foi verificado o
percentual de retencdo de particulas em cada uma delas de acordo com cada especie,

conforme mostra a Tabela 10.
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Tabela 10. Percentual de retencdo de particulas em peneira segundo as espécies de café

Abertura da peneira (um) Meédia de particulas retidas (%o)
Arabica Robusta p valor
850 19,49 £ 13,38b 34,61 +4,29a 0,046449
600 2512+161  28,58+8,82 0,469108
500 10,91+2,21b  8,19+0,52a 0,030726
Fundo 4449 +10,80 28,61+10,61 0,062400
Retencdo a partir da abertura 600 um 55,40 36,81 -

Meédias quando significativas foram submetidas ao teste de Tukey, letras iguais dentro de cada linha ndo diferem
entre si (p valor < 0,05), a auséncia de letras indica que ndo houve significancia.

A retencdo de particulas por peneira apresentou diferenca significativa nas peneiras de
abertura 850 e 500 um. Este resultado mostra que o café arabica apresentou mais particulas
finas durante a moagem comparado ao café robusta, retendo mais particulas na peneira de
abertura 850 para o café robusta. Desse modo, o rendimento final determinado para uma
granulometria inferior a 600 um é maior para café arabica (55,4%) do que para o robusta
(36,81%). O material retido nas demais peneiras foi de 44,60% e 63,19%, para café arabica e
café robusta, respectivamente.

O rendimento do MR selecionado, torrado, moido e peneirado foi de

aproximadamente 5,4 e 5,7 kg de café robusta e café arabica, respectivamente.

6.2 ANALISE DE COR DOS GRAOS TORRADOS E MOIDOS DE CAFE
ARABICA E ROBUSTA

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores médios dos parametros colorimétricos CIE
L*a*b*. Esses resultados apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre a torra média

de café arabica e café robusta.

Tabela 11. Cor instrumental (L*, a* e b*) de cafés arabica e robusta

Arabica Robusta p valor
L* 41,80+0,78b 47,48 £ 0,86a 0
a* 4,64 + 0,69b 7,52+0,32a  0,000003
b* 3,74+0,98b  11,25+0,91a 0

M¢édias seguidas pela mesma letra dentro de cada linha nao diferem entre si
(p valor < 0,05), pelo teste de Tukey.
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O grau de escurecimento do café estd relacionado & coordenada que indica a
luminosidade (L*), cuja variacdo vai de 0 (preto) a 100 (branco), isto é, o valor de L* e o grau
de torra possuem correlacao inversa (LIMA et al., 2010) . Assim, foi observado maior grau de
escurecimento para o café arabica do que para o café robusta. O estudo de Oliveira et al.
(2014), ao comparar as duas espécies de café, também encontrou diferenca significativa para
0 pardmetro L* para diferentes granulometrias. Sacchetti et al. (2009) também encontraram
diferencas significativas entre as espécies de café arabica e robusta, no entanto,
numericamente os valores encontrados para o parametro L* foi inferior ao encontrado no
presente estudo. Contudo foi observado que o café arabica também apresentou menores
valores de L* comparado ao café robusta.

O carboidrato mais abundante nos gréos de café verde é a sacarose, uma das maiores
fontes de acucares redutores livre, 0s quais participam das reacdes de Maillard e Strecker e
caramelizacdo do agUcar durante a torra dos gréos de café. Além disso, os agUcares redutores
interagem com o grupo amino de um aminodcido, peptideo ou proteina na reacdo de
Maillard,, gerando polimeros nitrogenados de coloracdo marrom chamados melanoidinas
(WEI;, TANOKURA, 2015b). Alguns estudos que compararam a composi¢do quimica das
duas principais espécies de café, arabica e robusta, também relatam um maior percentual de
sacarose em café arabica comparado ao café robusta (KY et al., 2001; ROGERS et al., 1999).
Assim, provavelmente a tonalidade mais escura do café arabica se deve ao maior teor de
sacarose e de proteina que o café robusta.

Com relacdo a coordenada cromatica a*, o café arabica mostrou menor valor para este
parametro, indicando que esté relacionado com a tonalidade verde. O café robusta apresentou
maior valor de a* comparado ao café arabica, mostrando uma tendéncia ao vermelho. Apesar
de o café arabica apresentar valor de a* menor que o café robusta, para um grau de torrefacéo
maior ha uma contribuigdo da tonalidade vermelha para as duas espécies, conforme relatado
por (BICHO et al., 2012).

Foi observado que o café robusta apresentou maior valor de b* em comparacéo ao café
arabica. Isso mostra que a torra média para o café robusta tem uma tendéncia a tonalidade
amarelada. Enquanto o café arabica apresentou valor de b* significativamente menor que o
café robusta, indicando maior escurecimento do café arabica. Essas diferencas para este
parametro também foram encontradas por Bicho et al. (2012).

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores médios dos parametros colorimétricos CIE
L*a*b* para as amostras de MR produzidos. Esses resultados apresentaram diferenca

significativa (p < 0,05) entre os MR.
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Tabela 12. Cor instrumental (L*, a* e b*) dos MR

L* ax b*
P1100A 39,30 £ 0,19 2,93+0,08d 1,48 +0,15c
P295A 39,78 £ 0,10d 3,32+£0,10c  2,00+0,12b
P375A 39,75+£0,08cd 3,43+£0,05bc 2,23+0,04b
P450A 40,30 £0,07ab 3,76 £0,07a 2,75+ 0,09
P525A 40,08 £0,09bc 3,58 +0,07ab 2,61 +0,09a
P65A 40,31 +0,23ab 3,55+£0,17ab 2,71 +0,24a
P70A 40,48 £0,08a 3,55+0,06ab 2,80+ 0,10a

p valor 0 0 0

Meédias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna nio diferem
entre si (p valor < 0,05), pelo teste de Tukey.

Foi observado que o MR P1.100A (100% arabica) apresentou-se mais escuro que as
demais amostras, indicando assim que a adi¢do de > 5% de café robusta apresenta diferenca
significativa na coordenada L*, tendendo a uma maior luminosidade conforme o aumento do
percentual de café robusta.

Ao analisar a coordenada cromatica a*, todas as amostras situaram-se na faixa do
vermelho. O MR P1.100A também apresentou diferenca significativa comparado as demais
amostras, apresentando o menor valor para a*.

Os MR P2.95A e P3.75A apresentaram-se semelhantes entre si, bem como P4.50A,
P5.25A, P6.5A e P.70A. Além disso, o MR P3.75A apresentou diferenga significativa
quando comparado aos MR P4.50A e P1.100A. A presenca de mais de 50% de café robusta
na amostra de café arabica nao apresenta diferenca significativa para a coordenada a*.

Com relacao a coordenada cromatica b*, todas as amostras encontraram-se na faixa do
amarelo, porém com valores perto de 0, sendo o MR P1.100A o que apresentou o menor
valor, com diferenga significativa comparado aos demais. A adi¢do de 5% (P2.95A) ou 25%
(P3.75A) de café robusta em café arabica ndo mostra diferenca significativa entre as amostras.
No entanto, quando se acrescenta 50% ou mais de café robusta ha diferenca significativa
quando estas sdo comparadas a amostras com maior percentual de café arabica.

Os valores médios dos parametros colorimétricos de C* (Croma) e h°® (angulo Hue)
estdao descritos na Tabela 13. Estes parametros apresentaram diferenca significativa (p < 0,01)

em relacdo a diferenca entre as espécies de café.
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Tabela 13. Cor instrumental (C* e h°) de cafés arabica e robusta
Arabica Robusta p valor
Cc* 597+1,15b 13,54 +0,93a 0
h° 38,33 +3,26b 56,18 + 1,05a 0

Meédias seguidas pela mesma letra dentro de cada linha ndo
diferem entre si (p valor < 0,05), pelo teste de Tukey.

Para estes dois parametros, o café robusta apresentou-se numericamente superior ao
café arabica. Para o valor de C* este resultado indica maior pureza da cor para o café robusta.

O valor do angulo Hue, um parametro da tonalidade da cor, representa o vermelho
puro quando o angulo for 0° e amarelo puro em 90°. Assim, valores maiores de 45° denotam
predominancia da cor amarela em relacdo a vermelha. O café¢ arabica mostra uma tendéncia
ao vermelho, enquanto o café robusta ao amarelo. Este resultado é semelhante ao encontrado
por Oliveira et al. (2014) para torra moderadamente escura, a0 comparar as duas espécies de
café também encontrou diferenca significativa para o parametro h°, além de o café robusta
apresentar um angulo de Hue maior que o café arabica. No entanto, para amostra de café
robusta o angulo de Hue apresentou uma tendéncia a cor amarela (36,0). Resultados similares
também foram encontrados por Sacchetti et al. (2009) somente para o café robusta, ou seja,
todas amostras avaliadas, cafés arabica e robusta, apresentaram tendéncia ao amarelo,
provavelmente devido a menor intensidade da torra.

Os valores médios dos pardmetros colorimétricos de C* (Croma) e h® (angulo Hue)
dos MR produzidos estdo descritos na Tabela 14. Estes parametros apresentaram diferenca

significativa (p < 0,01) entre os MR.

Tabela 14. Cor instrumental (C* e h°) dos MR

Cc* he
P1100A 3,29 £ 0,08c 26,72 + 2,50c
P295A 3,87 +£0,13b 31,12 £ 1,50b
P375A 4,09 £ 0,06b 32,95 + 0,44b
P450A 4,66 + 0,08a 36,22 £ 0,97a
P525A 4,44 + 0,10a 36,05 £ 0,42a
P65A 4,47 £0,27a 37,28 + 1,26a
P70A 4,52 +£0,09a 38,32 £ 0,95a

p valor 0 0

Meédias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna nao diferem entre si (p valor <
0,05), pelo teste de Tukey.
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Ao analisar os parametros C* (Croma) e h® em conjunto, observou-se que com 0
aumento do percentual de café robusta maior era a intensidade da cor, considerando a
coordenada o Croma, neste caso a cor mais intensa corresponde ao amarelo, utilizando como
parametro o angulo hue. Quanto maior os valores de C* e h°, mais vivida e mais amarela ¢ a
tonalidade, respectivamente

As amostras apresentaram similaridade de tonalidades em 3 blocos, em ordem
crescente, ou seja, quanto maior os valores de C* e h°, mais vivida e mais amarela ¢ a
tonalidade, respectivamente: (1) o MR P1.100A; (2) P2.95A e P3.75A ; (3) P4.50A, P5.25A,
P6.5A e P70A.

Para todos os parametros de cor analisados, foi observado que houve diferenga
significativa entre as amostras de café¢ arabica e café robusta, provavelmente devido a

variagdo da composi¢do quimica de ambas as espécies, também relatado por Agnoletti, 2015.

6.5 OBTENCAO DOS MR

De acordo com os parametros de processamento do café definidos, foi iniciada a
producdo dos MR a partir da selegdo dos graos. Foram selecionados cerca de 7 kg de gréos de
café verde manualmente de cada espécie a fim de serem descartados aqueles com defeitos,

conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11. Sele¢do de gréo de café arabica (A) e café robusta (B), & esquerda graos selecionados e a direita
grdos com defeitos.

Apos a selegdo dos grdos de café, as espécies foram torrados separadamente na
condicdo de 240°C por 14 minutos, contendo cerca de 250g por batelada, quantidade maxima
permitida pelo torrador.

Em seguida as amostras foram moidas em diferentes moedores automéaticos em ago
escovado (Cuisinart) e peneiradas em agitador de peneiras por 20 minutos, sem auxilio de
pincel.

Ap0s a peneiragem, as amostras foram submetidas ao processo de homogeneizacao
por 6 horas ininterruptas, contendo um total 800g por batelada nas proporgdes de blends de
café arabica e robusta determinadas, conforme mostra a Tabela 15.

Tabela 15. Proporcdo de café arabica e robusta para cada MR

Proporcdo do blend (%) Café arbica () Café robusta (g)

100e0 800 0

95e5 760 40
75e 25 600 200
50e 50 400 400
25e 75 200 600
5e95 40 760
0e 100 0 800
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Apo6s cada homogeneizacdo, o material era recolhido, guardado em embalagens
laminadas e codificados para serem armazenados a — 20°C, Figura 12.

Figura 12. MR em embalagem laminada com ziper (~25g)

A Tabela 16 mostra a média da quantidade de material contida em cada embalagem de
cada ponto do MR, variando de 25,0 (P2.95A) a 25,18 (P3.75A).

Tabela 16. Média de massa contida em cada embalagem, segundo cada ponto do MR
Média (g) Minimo (g) Maximo (g) Desvio Padréo

P1.100A 25,06 25,01 25,11 0,03
P2.95A 25,08 25,00 25,16 0,05
P3.75A 25,08 25,01 25,18 0,05
P4.50A 25,06 25,01 25,14 0,03
P5.25A 25,08 25,01 25,17 0,05
P6.5A 25,08 25,02 25,16 0,04
P7.0A 25,07 25,03 25,14 0,03

A Figura 13 mostra a evolugdo da producdo do material, da sele¢do a finalizagdo da

producao.
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Figura 13. Evolugdo do processamento de cafés arabica (A) e robusta (B) para obtengéo do MR.

Apbs a producdo e acondicionamento do MR nas embalagens o material foi avaliado

quanto ao seu tamanho de particula, cor e identificagdo das espécies.

6.5.1 Analises fisicas dos MRs

6.5.1.1 Determinagdo do tamanho e distribuicdo de particulas

Os resultados do tamanho e da distribuicao de particulas dos diametros (D [4,3], D10,
D50, D90 e o valor de Span) do MR analisados pela técnica de difratometria laser estdo

apresentados na tabela 17.

Tabela 17. Distribui¢do granulométrica dos MR em micrémetros e valores de Span obtidos
por difratometria a laser

P1.100A P2.95A P3.75A P4.50A P525A P6.5A P7.0A pvalor

D [4,3] 408,9 430,1 426 440,4 4452 3928 4171 0,457211
D10 28,37 26,53 28,18 2293 27,11 31,32 29,83 0,749382
D50 431,7 465,8 4417 4644 4653 3916  439,7 0,205061
D90 727,9 7247 738,77 7753 7421 7465 732,4 0,526874
Span 1,62 1,50 1,61 1,62 1,54 1,83 1,60 -

Meédias com p valor < 0,05 ndo diferem entre si, pela ANOVA.
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Os didmetros D10, D50 e D90, utilizados para calcular o valor de Span, ndo
apresentaram diferenca significtiva entre os pontos do MR, o que denota um tamanho de
particula semelhante entre as amostras ou inferior ao mesmo valor.

Os valores de Span, que avalia a dispersdo granulométrica, de todos os pontos do MR
foram relativamente baixos, indicando uma estreita distribuicdo de tamanho de particula dos
MR, pois quanto mais proximo de zero estiver o valor de Span, mais homogénea é a
distribuicdo (ou menor serd a faixa de tamanho de particula) (CUNHA et al., 2004;
JUNYAPRASERT; MANWIWATTANAKUL, 2008; SANTOS et al., 2012).

O diametro médio de Brouckere (D [4,3]), que reflete o tamanho de particulas que
constituem a maior parte do volume da amostra (SANTOS et al., 2012), ndo apresentou
diferenca significativa entre as medias dos pontos do MR, indicando que as amostras
apresentaram um volume médio similar, variando de 408,9 um (P1.100A) a 445,2 ym
(P5.25A).

O percentual de particula de cada ponto do MR segundo cada tamanho mensurado
pode ser observado na Figura 14. Ndo houve diferenca significativa (p valor > 0,05) entre os

pontos do MR quanto aos tamanhos de particulas mensurados.
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Figura 14. Percentual de particula de cada ponto do MR, segundo cada ponto mensurado
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Foi observado uma concentragdo de tamanho de particula entre 418,6 um e 704 pm,
representando em média de 10 a 17% ao avaliar todos os pontos do MR. Além disso, houve
predominancia de particulas com tamanho em torno de 600 pum (17,3%). Estes resultados
reforcam que o MR produzido apresentou homogenidade quanto ao tamanho e distribuicédo de
particulas para todos os pontos.

A utilizacdo de isoprapanol como meio dispersante propiciou a leitura de maior
quantidade de particulas finas de café, pois este fluido umedece as particulas rapidamente, que
vao para fundo, o que proporcionou um resultado fidedigno para os MR avaliados
(GUEVARA-BARRETO; CASTANO-CASTRILLON, 2004)

No estudo de Oliveira et al. (2014), no qual foram utilizados dois tipos de torra (média
clara e moderadamente escura) para C. arabica e C.canephora, foi observado que ndo houve
diferenca entre os tamanhos de particula quando comparada as duas espécies, similarmente ao

encontrado neste estudo.

6.5.2 Analises moleculares

Para a analise do percentual da espécie arabica dos MR, trés primers foram
previamente definidos e testados no LDM-CTAA. As reacbes (PCR em tempo real) usando o
par de oligonucleotideos iniciadores (primers) ARA apresentaram melhores resultados e este
par de primers foi selecionado para as anélises subsequentes de deteccdo da espécie arabica
em café verde e torrado e moido.

Na Figura 15 estdo apresentadas as curvas de amplificacdo e melting (usando o par de
primers ARA e SYBR Green) das amostras de DNA isoladas de café verde (arabica e robusta)
nas seguintes proporcoes: 100% de arabica + 0% de robusta (P1); 75% de arabica + 25% de
robusta (P2); 50% de arabica + 50% de robusta (P3); 25% de arabica + 75% de robusta (P4);
0% de arabica + 100 % de robusta (P5).

As amostras de café verde da espécie arabica apresentaram Cts menores, em torno de
22, e mais replicas amplificaram conforme o percentual de arabica aumentava. Em
contrapartida, foi observado que as amostras que continham 0% da espécie arabica nao
amplificaram. Esses dados confirmaram que o par de primers ARA é mais especifico para
DNA de café arabica.
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Figura 15. Curvas da analise de PCR em tempo real de amostra de café verde
(A) Curva de amplificacdo: —— café arabica, —— café robusta. (B) Curva de dissociacdo: — café arabica, —— café robusta, - Tm arabica, — Tm robusta
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Na tabela 18 e possivel observar a proximidade dos valores médios de Ct e Tm das
amostras de café verde.

Tabela 18. Ct e Tm médios para amostras de café verde

Concentracéao (%) Ct Tm (°C)
25 24,30 £ 0,87 75,89 +£0,11
50 22,45+0,31 76,10 £ 0,11
75 21,73+0,52 76,22 £ 0,25
100 21,11+ 0,45 76,31 + 0,60

Analisando a curva de dissociacdo das amplificacdes das amostras de café verde,
observou-se que a temperatura de melting (Tm) para a espécie arabica foi de 76,42 °C e para a
espécie robusta foi aproximadamente 80 °C, tabela (Figura 15), mostrando a diferenciacdo na
deteccdo das espécies.

Posteriormente, as solucdes de DNA dos MR, a saber P1.100A (100% arabica),
P3.75A (75% arabica), P4.50A (50% arabica), P5.25A (25% arabica) e P7.0A (0% arabica),
foram analisadas por PCR em tempo real usando o par de primers ARA. Similarmente aos
dados obtidos com as amostras de café verde, as solugdes de DNA do MR 0% da espécie
arabica (P7.0A) também ndo amplificaram.

Os demais MR apresentaram Cts em torno de 35 (Figura 16), maiores que 0S
apresentados pelo café verde.

Alguns estudos relatam que o processo de torra do café pode inibir a PCR, pois 0s
acidos nucléicos se decompdem rapidamente em altas temperaturas, ocorrendo a degradacao
do DNA (MANZANO et al., 2003; MARTELLOSSI et al., 2005; MISHRA et al., 2008).
Além disso, a producdo de compostos, tais como os polifenois e polissacarideos que podem
inibir a Taq polimerase, varios outros metabolitos secundarios (alcaldides, flavondides e
fenois) também apresentam-se como interferentes durante o isolamento do DNA
(MANZANO et al., 2003; MARTELLOSSI et al., 2005; MISHRA et al., 2008). Outros
estudos em café, como o de Sene e Admassu (2013), ressaltam quer os mecanismos de
inibicdo da PCR ainda ndo estéo claros, sugerindo algumas hipdteses como modificagfes do
DNA molde ou da enzima PCR.

Em nosso trabalho foi observado que a amplificagdo de café torrado é mais tardia
quando comparada com o café verde. Apesar das amplificacdes serem tardias, a maior parte
das réplicas amplificaram em Cts préximos, indicando que para os MR, desenvolvidos com

grau de torra média, € possivel detectar a presenca de café arabica (Figura 16).
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Figura 16. Curvas da analise de PCR em tempo real de amostra dos MR
A) Curva de amplificacdo: —— café arabica, —— café robusta. (B) Curva de dissociacdo: ——café arabica, ——café robusta, - Tm arabica.



Na tabela 19 estdo apresentados os valores médios de Ct e Tm correspondente a cada

amostra de MR.

Tabela 19. Ct e Tm médios para 0s MR analisados

Amostra Ct Tm (°C)
P5.25A 36,78 + 4,33 75,65 + 0,39
P4.50A 35,18 + 1,18 76,14 £ 0,19
P3.75A 34,95 + 0,59 76,20 £ 0,13
P1.100A 35,82+ 0,24 75,85 + 0,62

Ao analisar a curva de dissociacdo dos MR, Figura 16, e os dados da tabela 19, a
temperatura de melting ficou muito proxima da apresentada pelas amostras de café verde, com
uma diferenca de menos que 1 °C para as amostras MR P1.100A (100% arabica) e MR
P4.50A (50% arabica), com temperaturas de 75,97 °C e 76,03. Este resultado indica que a
torra e a mistura das duas espécies ndo impede a deteccdo do café arabica, confirmando a
especificidade do par de primers ARA.

Foi relatado por Tornincasa et al. (2010) a diferenciacdo das espécies arabica e robusta
em café por PCR em tempo real - Multiplex, utilizando sonda universal para café, especifica
para arabica e especifica para robusta. Os autores ndo deixam claro se as amostras séo de café
verde ou café torrado e moido, bem como ndo foi apresentada a eficiéncia das reacdes. O
sistema de deteccédo (primers e sonda) ndo foi disponibilizado, por se tratar de uma patente.

Um método de deteccdo de adulterantes (milho, cevada e arroz) em café torrado por
PCR mostrou-se eficiente, segundo Ferreira et al. (2016). A mistura de matérias primas mais
baratas para reduzir os custos de producdo do café merece uma maior atencdo das autoridades
e provavelmente podera ser utilizada técnicas moleculares para detec¢cdo dos mesmaos.

As analises para quantificacdo do percentual de café arabica em blends de café torrado
e moido se encontra em desenvolvimento pela equipe do Laboratério de Diagndstico

Molecular da Embrapa Agroindustria de Alimentos.
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7 CONCLUSAO

A torrefacdo do café foi similar para as duas espécies quando utilizou-se uma torra
média (240 °C por 14 minutos), garantindo uma torra padronizada ao longo do
desenvolvimento do MR.

A utilizagdo de dois moedores e de dois conjuntos de peneiras, um para cada espécie
de café, garantiu que ndo houvesse contaminacdo cruzada, proporcionando a construcdo de
um MR 100% café arabica e outro 100% café robusta, bem como a proporcao de cada espécie
para os blends de café.

Na analise granulométrica dos grdos torrados e moidos foi possivel observar que a
utilizacdo de um tamanho de particula inferior a < 600 um permite a constru¢do de um MR
com particulas que se apresentam em sua maioria retidas na peneira de abertura 425 pm,
similar ao produto comercial. Além disso, as amostras de café arabica e robusta apresentaram
diferenca significativa quanto a retencdo de particulas na peneira de abertura 500 pum, sendo o
café arabica com maior percentual de retencdo para esta peneira e quando analisado o
percentual < 600 pm.

Ao avaliar os MR pelo CIELAB, foi observado uma tendéncia a um maior grau de
luminosidade conforme o aumento do percentual de café robusta em café arabica. Os MR das
amostras com 50% ou mais de café robusta em café arabica ndo apresentam diferenca
significativa entre si.

A cor instrumental na escala CIECh, apresentou uma tonalidade mais intensa para o
café robusta, tendendo ao amarelo, quando comparado ao café arabica.

A distribuicdo granulométrica e o tamanho de particula analisados por difratometria a
laser apresentaram valores de Span em torno de 1, apresentou uma estreita distribuicdo de
tamanho de particula de todos os MR, indicando uma homogeneidade quanto ao tamanho e a
distribuicdo de particulas para todos os pontos.

A andlise da curva padrdo de DNA de café verde permitiu concluir que o par de
primers sintetizado ARA foi mais especifico para DNA de café arabica, visto que ndo houve
amplificagcdo para as amostras 100% robusta, com temperatura de melting que de 76,42 °C
para o café arabica e cerca de 80 °C para o café o robusta.

Foi possivel detectar DNA de café arabica nos MR analisados, porem em Cts mais
tardios (35) que os da curva padrdo (22), provavelmente devido a degradacdo do DNA e a

producdo de compostos que podem inibir a reacdo durante a torra do café.
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A deteccdo de espécies de café por PCR em tempo real se mostrou promissora para o
café verde e torrado. Certamente, os estudos desenvolvidos até entdo irdo nortear ensaios
adicionais determinantes para a finalizacdo do estabelecimento de metodologia para a

separacdo das de cafés de C. arabica e C. canephora torrado e moido.
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ANEXO |

Protocolo CTAB:

1. Pesar 100 mg de amostra homogénea, em triplicata, em tubo de reacdo de 1,5 mL
esterilizado;

2. Adicionar 1000 pL de tampdo CTAB, misturar com um loop;

3. Adicionar 20 pL de proteinase K 20 mg/mL;

4. Incubar em banho termostatico a 65 °C durante 90 minutos, homogeneizando em
vortex a cada 15 minutos;

5. Adicionar 20 pL de RNase 10ng/mL, verter para homogeneizar, incubar por 5
minutos a temperatura ambiente e 5 minutos a 65 °C;

6. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm em centrifuga ndo refrigerada;

7. Transferir 500 pL do sobrenadante para um tubo contendo 500 pL de cloroférmio,
misturar por 30 segundos em vortex;

8. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm em centrifuga nao refrigerada;

9. Transferir 500 pL do filme superior para outro micro tubo;

10. Adicionar 2 volumes da solugéo de precipitacdo de CTAB;

11. Incubar por 90 minutos a temperatura ambiente;

12. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm em centrifuga nédo refrigerada;

13. Descartar o sobrenadante;

14. Dissolver o precipitado em 350 pL de NaCl 1,2 M;

15. Adicionar 350 pL de cloroférmio e misturar por 30 segundos em vértex;

16. Centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm em centrifuga ndo refrigerada, ou até
ocorrer separacao de fases;

17. Transferir o filme superior para um micro tubo novo;

18. Adicionar igual volume de isopropanol gelado;

19. Homogeneizar por inverséao e deixar a — 20 °C por uma noite;

20. Homogeneizar por inversdo e centrifugar por 10 minutos a 1300 rpm em centrifuga
néo refrigerada;

21. Descartar o sobrenadante;

22. Secar os pellets, invertendo os tubos em papel absorvente, durante 15 minutos a
temperatura ambiente;

23. Adicionar 500 pL de etanol 70% gelado;

24. Agitar cuidadosamente;
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25. Centrifugar por 5 minutos em centrifuga ndo refrigerada;
27. Descartar o sobrenadante e secar os pellets por 1 e % hora;

27. Dissolver em 50 a 100 pL de agua MilliQ esterilizada.

A solucdo de DNA pode ser estocada em um refrigerador por, no méaximo, duas

semanas, ou no freezer a — 20 °C por maximo seis meses.
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