UNIVERSIDADE FEDERAL DOS RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO CAFE POR MEIO DE ANALISE
MOLECULAR USANDO PCR EM TEMPO REAL.

THIAGO FERREIRA DOS SANTOS

RIO DE JANEIRO

2019



™
2%
> B/ INIC

MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO CAFE POR MEIO DE ANALISE
MOLECULAR USANDO PCR EM TEMPO REAL.

Thiago Ferreira dos Santos

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Nutricdo (PPGN), do Instituto de Nutri¢do Josue de Castro da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao do titulo de doutor em Ciéncias
Nutricionais.

Orientadores: Profé, Dr. 2Adriana Farah de Miranda

Pereira

Dr2. Edna Maria Morais Oliveira



MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO CAFE POR MEIO DE ANALISE
MOLECULAR USANDO PCR EM TEMPO REAL.

Thiago Ferreira dos Santos

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM NUTRICAO DO INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM CIENCIAS
NUTRICIONAIS.

Examinada por:

Profd. Dr2. Adriana Farah de Miranda Pereira, Dr.Sc.

Prof2. Dr2. Edna Maria Moraes Oliveira, Dr.Sc.

Prof Dr2, Eliane Lopes Rosado, Dr.Sc.

Profé. Dr?. Silvia Regina Magalh&es Couto Garcia, Dr.Sc.

Prof® Dr2, Janaina Japiassu de Vasconcelos Cavalcante, Dr.Sc

Dr2. Anna Beatriz Robottom Ferreira, Dr.Sc.

Profé. Dr2, Bianca Cruz Neves, Ph.D.

RIO DE JANEIRO, RJ - BRASIL
FEVEREIRO DE 2019



Santos, Thiago Ferreira dos
Monitoramento da qualidade do café por meio de analise
molecularusando PCR em tempo real/Thiago Ferreira dos
Santos. —Rio de Janeiro: UFRJ/INJC, 2019.
XX, 140 p.:67 il.; 29,7 cm.
Orientador: Adriana Farah de Miranda Pereira. Edna Maria
Morais Oliveira.
Tese — UFRJ/INJC/Programa de Pés-graduacao em
Nutri¢do,2019.
Referéncias Bibliograficas: p. 89-95.
1. Autenticidade e qualidade do café. 2. PCR em tempo real.
3. Desenvolvimento de método. I. Pereira, Adriana Farah de
Miranda et al. Il. Universidade Federal do Rio de Janeiro, INJC,
Programa de P6s-graduacdo em Nutricao Clinica. I11.
Monitoramento da qualidade do café por meio de analise

molecular usando PCR em tempo real.




Dedico esse trabalho a minha heroina, minha mée Jorgina Santos (inmemoriam)
+ 16 de Janeiro de 2016.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer ao meu melhor amigo e salvador, o Senhor Jesus Cristo. Obrigado
por transformar minhas lagrimas em combustivel, dor em alegria e medo em coragem, Tu €s 0
motivo e a razdo de tudo. A minha dignissima esposa Jéssica Santos, por ser simplesmente a
melhor esposa que um doutorando poderia ter. A minha familia por ter tido bastante paciéncia
qguando eu ndo podia estar junto a eles por causa da tese. As minhas queridas orientadoras Dr?
Prof. Adriana Farah e Dré, Edna M. M. Oliveira. Deus permitiu que a minha mée fosse levada,
porém, Ele deixou duas mdes cientificas maravilhosas. Vocés duas marcaram a minha vida para
sempre. A equipe do Lab. do Diagndstico Molecular, o que dizer? Vocés também s&o a minha
familia também! Em especial gostaria de reconhecer a amizade e o esforco de duas pessoas
muito especiais, e minhas madrinhas de casamento lvanilda Lima e Tatiane Franca, com a ajuda
de vocés posso dizer que tenho seis bracos. A Juliana de Paula, por compartilhar das aflicdes e
alegrias da Pés-graduacéo. Agradeco também aos colegas do NUPECAFE, obrigado por terem

paciéncia comigo!



Resumo da tese apresentada ao PPGN/UFRJ como parte dos requisitos necessarios para a

obtenc¢éo do grau de doutor em Ciéncias Nutricionais.

MONITORAMENTO DA QUALIDADE DO CAFE POR MEIO DE ANALISE
MOLECULAR USANDO PCR EM TEMPO REAL.

Thiago Ferreira dos Santos
Marg¢o/2019

Orientadores:Prof2Dr2. Adriana Farah de Miranda Pereira; Dr2. Edna Maria Morais Oliveira

RESUMO.

O café é uma das principais bebidas comercializadas em todo 0 mundo. Durante o seu
processamento, este produto pode ser intencionalmente adulterado com materiais de baixo
custo, principalmente cereais, como também espécies de café com menor valor de mercado (ex.
Coffea canephora). Além disso, a ndo conformidade com os padrdes de producdo, produz
defeitos intrinsecos como o café brocado. Os métodos existentes apresentam baixa
sensibilidade e especificidade ou dependem de equipamentos sofisticados e de alto custo.
Técnicas de Biologia Molecular possuem eficacia e sdo uma alternativa promissora para
determinar a autenticidade de café torrado e moido. O objetivo do presente trabalho de tese foi
desenvolver sistemas de deteccdo (primers e sondas) para a identificacdo de adulterantes,
diferenciar entre as principais espécies de café (Coffea arabica e Coffea canephora), e detectar
a presenca de broca de café (Hypothenumushampei). Utilizando as ferramentas de
bioinforméatica foi possivel identificar e selecionar trés sequéncias (NM_001049010.2,
AB016121.1 e NM_001112418.1, para arroz, cevada e milho, respectivamente. Os Limites de
deteccdo e quantificacio para arroz, cevada e milho foram de 4,0 x 10-ng/uL e 1,31 x 10°
ng/uL; 4,0 x 10“*ng/uL e 9,76 x 10-4 ng/uL; 4,0x10 e 3,25x10ng/uL, respectivamente. Com
relacdo a diferenciagéo das espécies de café, o primer Ara foi capaz de diferenciar a espécie C.
arabica de C. canephora. Através de analises de seletividade e especificidade in silico e in vitro
foi possivel desenvolver um sistema de deteccdo espécie especifica para a broca do café H.

hampei.
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ABSTRACT.

It is well known that coffee is one of the main food products commercialized in the world.
During processing, coffee can be intentionally adulterated with cheaper materials, including
grains and cereals, such as barley, corn and rice, as well other coffee species with lower value
market (eg.Coffea canephora). In addition, the non-compliance with production standards may
lead to intrinsic defects such as bored coffee.Many techniques have been developed in order to
establish suitable parameters and markers to assess coffee authenticity and quality. However,
these methods may present low sensitivity and specificity. Molecular Biology Techniques have
efficacy and are a promising alternative to determine the authenticity of roasted and ground
coffee.The goal of the present thesis was the development system of detection (primers and
probes) to identify coffee adulteration, to discriminate the main coffee species and the methods
to detect and estimate the concentrations of contaminants commonly found in commercial
Brazilian coffees, using gPCR technique. Using bioinformatics tools, it was possible to identify
and select three sequences (NM_001049010.2, AB016121.1, and NM_001112418.1, for rice,
barley, and corn, respectively. The detection and quantification limits for rice, barley and maize
were 4.0 X 10-2ng / pL and 1.31 x 10-1 ng / pL; 4.0 x 10-4 ng / pL and 9.76 x 10-4 ng / pL;
4.0x10-4 and 3.25x10-2ng / puL, respectively. Regarding the differentiation between the coffee
species, the Ara primer was able to differentiate C. arabica from C. canephora. It was possible
to develop a specific species detection system for coffee borer (H. hampei) by using selectivity

and specificity analysis - in silico and in vitro.
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1 INTRODUCAO

Cultivado em cerca de 80 paises, o café é responsdvel por um importante negdcio
financeiro em todo o mundo (ICO, 2019). E uma das bebidas mais populares do mundo, sendo
0 produto alimenticio mais consumido apds a agua e a segunda maior commaodity, superada
apenas pelo petréleo (MURTHY; NAIDU, 2012). O Brasil é o principal produtor e exportador,
sendo também responsavel por mais de um terco de toda a producdo mundial, trés vezes mais
do que o segundo maior exportador (CONAB, 2019). A espécie Coffea arabica (café Arabica),
conhecido também como café Arabica, é a mais comercializada e consumida no mundo, sendo
responsavel por cerca de 65% da producdo, enquanto a espécie Coffea canephora, conhecida
no Brasil como Conilon e internacionalmente como Robusta, responde pelos outros 35% (1CO,
2019). De uma forma geral, a espécie Arabica tem aroma e sabor superiores ao café
Conilon/Robusta. Por isso, seu preco no mercado é superior (SPANIOLAS et al, 2008;
PACETTI et al, 2012).

Com o crescimento do mercado cafeeiro no mundo inteiro e demanda por maior qualidade
devido a alta competitividade, a qualidade do café produzido no pais vem sendo o foco de
grandes esforcos por parte da industria e do governo, sendo importante considerar todos 0s
aspectos da cadeia produtiva, desde o plantio até o mercado (PACETTI et al, 2012). A ndo
conformidade com os padrdes de qualidade durante este processamento se traduz em defeitos
classificados como intrinsecos e extrinsecos, classificados segundo o Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2003). Entre os defeitos intrinsecos, os considerados
capitais por prejudicarem mais fortemente a qualidade sensorial da bebida séo o preto, o verde,
o ardido e o brocado. Por isso, a mistura de gréos defeituosos é conhecida como preto, verde e
ardido (PVA), embora contenha também outros defeitos que podem prejudicar a qualidade da
bebida. Cerca de 20-40% da producdo de graos crus de café brasileiro corresponde a PVA
(COOXUPE, 2013). Geralmente, gréos de boa qualidade sdo exportados enquanto a maior parte
dos defeitos sdo aproveitados no mercado interno brasileiro como forma de diminuir o preco
do produto. Assim, a realidade do mercado interno é que existem blends comerciais com até
70% de PVA (TOCI; FARAH, 2008), embora a Associacdo Brasileira do Café (ABIC)
recomende a inclusdo de no maximo 20% (ABIC, 2019). Além da inclusdo de defeitos
intrinsecos no café, a préatica de adulteracéo pela adi¢do de outros alimentos de menor valor de
mercado é tradicionalmente observada no mercado cafeeiro do Brasil (MENEZES JUNIOR;
BICUDO, 1958; JHAM et al, 2007; NOGUEIRA; LAGO, 2009).
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Apesar de muitas vezes ndo causar prejuizo ao valor nutricional, a adulteragdo, que
geralmente é praticada durante a etapa de torrefagdo, leva a concorréncia desleal, e a ilusdo do
consumidor, sendo crime previsto em lei nacional (NOGUEIRA; LAGO, 2009).

Atualmente, no Brasil, os métodos existentes para controlar as adulteragdes em café com
outros alimentos ndo possuem grande eficécia e especificidade ou dependem de equipamentos
de ultima geracdo e alto custo. As técnicas empregadas pela Associacdo Brasileira da Industria
de Café (ABIC), que concedem selo de pureza a industrias de café do Brasil, sdo microscopia
e macroscopia, de acordo como a Resolugdo da ANVISA (RDC n° 175, de 08 de julho de 2003,
sendo republicada no D.O.U de 10/07/2003). A inspe¢do visual também ¢é tradicionalmente
usada para detectar a adi¢do de substitutos baratos para o café verde (BLANC et al, 1989;
DAVIS et al, 1990; BRASIL, 2010).

Estes métodos convencionais de identificacdo de adulterantes utilizando técnicas de
reconhecimento de padrdes de cores e imagens caracteristicas sdo subjetivos e,
consequentemente, dependentes da experiéncia do analista e sujeito a erro humano
(WINKLER-MOSER et al, 2015). Atualmente no Brasil ndo ha tecnicas oficiais para
determinacéo da adicdo de PVA ou de Café Conilon.

Técnicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas tém sido desenvolvidas ao longo do tempo
para substituir a analise visual de adulterantes. Embora elas tenham alcancado resultados
significativos, na maioria das vezes estas apresnetam efeito de matriz aléem de serem
dispendiosas e demoradas (SPEER; MONTAG, 1989; SPEER; TEWIS; MONTAG, 1991,
PIZARRO; ESTEBAN-DIEZ; GONZALEZ-SAIZ, 2007; REIS; FRANCA; OLIVEIRA, 2012;
PACETTI et al, 2012).

O uso de tecnologia do DNA tem sido também utilizado para analise da autenticidade de
alimentos processados e geneticamente modificados (BARROS; OLIVEIRA; MARIN, 2008;
MAFRA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2008). Recentemente, métodos baseados em DNA tém
fornecido ferramentas viaveis para detectar alérgenos em uma ampla gama de alimentos
(MAFRA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2008; PAFUNDO; GULLI; MARMIROLI, 2009;
FUCHS; CICHNA-MARKL; HOCHEGGER, 2012), devido a sua alta sensibilidade e
especificidade. Em 2016, Ferreira et al. publicou um estrudo utilizando PCR em tempo com o
objetivo de detectar cevada, milho e arroz. O estudo provou que é possivel obter extratos de
DNA de amostras processadas suficientemente puras para a analise de PCR em tempo real.

Atualmente, a técnica mais utilizada para a detecgdo de DNA é a QuantitaivePolymerase
Chain Reaction (QPCR) (MAFRA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2008). Esta técnica baseia-se nos

principios da replicagdo do DNA fita dupla, o mecanismo responsavel pela transmisséo da
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informacdo genética nas células. Esta técnica permite o monitoramento da reacdo de
amplificagdo em tempo real (ciclo a ciclo), em sistema fechado, sem interferéncias externas no
progresso da reacdo. Um sinal fluorescente é detectado em proporc¢édo ao aumento da quantidade
do produto de amplificacdo (DNA dupla-fita) (BARROS; OLIVEIRA; MARIN, 2008).

Neste trabalho de tese buscamos desenvolver métodos baseados em gPCR para analisar

a autenticidade e qualidade do café.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ORIGEM E CLASSIFICAGAO BOTANICA DO CAFE

A bebida do café, apreciada por milhGes de pessoas em todo 0 mundo, ¢ o resultado da
torra das sementes do cafeeiro, pertencentes a familia botanica Rubiaceae, género Coffea.
Atualmente, mais de 120 espécies dentro do género Coffea foram catalogadas (DAVIS et al,
2006; DAVIS, 2010; DAVIS et al, 2011). A descoberta do género Coffea, ocorreu no continente
Africano e, desde entdo, este foi disseminado para paises em todo o mundo. Ao longo desta
jornada, novas cultivares mais produtivas, resistentes a doencas e qualidade superior foram
criadas a partir de variedades selvagens para atender & demanda mundial por café (FERREIRA
et al, 2019).

Desde a sua descoberta, o café atraiu a atencdo de exploradores e botanicos em todo o
mundo, especialmente na segunda metade do século XIX, quando muitas novas espécies foram
descobertas (FERREIRA et al, 2019). Devido a grande variagao nos tipos de plantas e sementes
de café, boténicos tiveram dificuldade para classificar algumas plantas como membros
verdadeiros do género Coffea (FARAH; FERREIRA, 2015).

O conhecimento do cafeeiro e suas caracteristicas € fundamental para compreender
topicos praticos sobre o cultivo do café, bem como questbes relacionadas a interacdo com o
meio ambiente e suas reacOes a fatores bidticos e abidticos do ambiente (FERREIRA et al,
2019). O café faz parte do sub-reino de plantas conhecidas cientificamente como Angiosperma,
plantas produtoras de sementes (DAVIS et al, 2006; KRISHNAN et al, 2015). Este pertence a
familia botanica Rubiaceae, que tem cerca de 500 géneros e mais de 6000 espécies, subfamilia
Ixoroideae. A classificacdo atual do género Coffea resulta de fusBGes recentes de varios
subgéneros e géneros (KRISHNAN et al, 2015). De acordo com Leroy (1967) e Bridson (1982),
dois géneros existiam nesta subfamilia, Coffea L. e PsilanthusHook.f. (um género da
Australasia), com o género Coffea dividido em dois subgéneros, Coffea e Baracoffea. Apds
estudos morfoldgicos e moleculares de Davis, Brisdom e Rakotonasolo (2005) e Maurin et al.
(2007) foi concluido que uma relagéo filogenética entre ambos era improvavel. Posteriormente,
0 subgénero Coffea e género Psilanthus foram fundidos de acordo com analise filogenética
(através de ferramentas moleculares e analises morfoldgicas), levando ao atual género Coffea,
que € o membro mais importante economicamente da familia Rubiaceae (ANTHONY et al,
2010; DAVIS et al, 2011; MURTHY; NAIDU, 2012). A classificacdo boténica do café esta

apresentada na Figura 1.
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Figura 1: Classificacdo botanica do café de acordo com Anthony et al. (2010) e do Servigo de
Conservacao de Recursos Naturais dos Estados Unidos (USDA, 2016).

A maior parte das espécies do subgénero Coffea estdo presentes no continente Africano,
embora sejam endemicamente encontradas nas zonas tropicais do globo terrestre (FERREIRA
et al, 2019). No total, existem 41 espécies provenientes da Africa (de Guiné a Tanzania e da
Etiopia a Mocambique), 59 de Madagascar e 4 de ilhas proximas (1 do Grande Comore e 3 de
Ilhas Mauricio e Reunido) (DAVIS, 2006; DAVIS, 2010; ANTHONY et al, 2010). Atualmente,
existem pelo menos 125 especies do género Coffea. considerando a fusdo entre subgénero
Coffea e género Psilanthus, localizado na Asia e na Australasia (DAVIS, 2006; KRISHNAN et
al, 2015; DAVIS; RAKOTONASOLO, 2005).

De todas as espécies catalogadas do género Coffea, apenas trés possuem importancia
econdmica: C.arabica, C.canephora e, em menor escala, C.liberica, sendo a primeira a espécie

mais cultivada (ICO, 2019). C.arabica € uma espécie tetrapldide (2n = 4x = 44) originada da
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hibridacdo natural entre as espécies C. canephora e C. eugenioides ou ecdétipos relacionados
com estas duas espécies diploides (2n = 2x = 22) (DAVIS, 2006; MAURIN et al, 2007). Esta
ultima, € a espécie com maior qualidade em comparacdo com outras espécies conhecidas.
Entretanto, é menos resistente aos fatores bidticos e abioticos (GUERREIRO-FILHO; MALUF,
2019). Apesar da qualidade inferior, C. canephora é mais resistente por manter a sua
heterozigosidade através da polinizagdo cruzada, ao contréario da espécie C.arabica (DAVIS,
2006; MAURIN et al, 2007). C. liberica € uma espécie diploide, menos cultivada,
principalmente devido a sua sensibilidade a doencas, especialmente a provocada pelo fungo
Fusariumxyloriodes (N'DIAYE et al, 2005).

Devido a quantidade de espécies e variedades de café, alguns erros de nomenclatura séo
encontrados na literatura. Por exemplo, "Coffea canephora” foi descrito como "Coffea
robusta”, quando "robusta” é na verdade a variedade ou subvariedade da espécie Coffea
canephora. Da mesma forma, a palavra "robusta” tem sido utilizada popularmente para fins
comerciais. Outro sinénimo como o “Kouilouensis” (também denominado “Kouillon” ou
“Conilon”), ¢ uma variedade diferente de Coffea canephora, que é amplamente cultivada no
Brasil com diferentes caracteristicas quimicas e sensoriais (FARAH; FERREIRA, 2015).

As espécies do subgénero Coffea colonizaram muitos tipos de florestas ao longo de uma
ampla distribuicdo e elevacdo no continente africano. Até 70% das espécies do subgénero
Coffea estdo presentes em florestas imidas e perenes, e pelo menos 13% séo adaptadas a seca
sazonal. As outras 17% sdo adaptadas a varios outros tipos de floresta, incluindo florestas
umidas, florestas de galeria, florestas sazonalmente secas (perenifélia e caducifélias), bosques
de savana e matagal (ANTHONY et al, 2010; ANTHONY et al, 2011).

Os cafeeiros sdo naturalmente encontrados desde o nivel do mar até 2.500 metros (m) de
altitude, embora nenhuma espécie seja capaz de se adaptar em todos os niveis. A maior nimero
de espécies endémicas da Africa colonizam regides entre 200 e 1000 m acima do nivel do mar,
incluindo C. canephora e C. liberica sub sp Dewevrei (NOIROT et al, 2015). Essa magnitude
é alcancada principalmente por variagcdes na latitude. Por exemplo, em Uganda, um pais
equatorial onde as temperaturas minimas sdo quentes e relativamente estaveis, C. canephora
cresce acima de 1000 m. O intervalo de altitude para o crescimento 6timo da espécie C. arabica
é entre 1200 a 1950 m, com crescimento médio ocorrendo a 1575 m (ANTHONY et al, 2011,
NOIROT et al, 2015).

Com relagdo a sua origem, a historia evolutiva do café provavelmente ocorreu entre 150
mil e 350 mil anos atrds no continente africano (ANTHONY et al, 2011). Analises

Biogeograficas indicam que o centro de origem do subgénero Coffea ocorreu no Quénia
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(ANTHONY et al, 2011). No entanto, novas analises de DNA e registros botanicos sugerem
Guiné no oeste da Africa equatorial como o centro da origem e especiacdo do subgénero
Coffea(ANTHONY et al, 2011). Esta regido provavelmente desempenhou um papel de refugio
para os cafeeiros durante o ultimo periodo arido (18.000 anos atras) e em outros periodos de
escassez. Na Africa Central, uma cadeia de pequenos refligios foi localizada perto do Oceano
Atlantico: no oeste e no sul dos Camardes, nas montanhas Cristal e Chaillu, no Gab&o, e nas
Montanhas Mayombe, no Congo. Estas areas sdo ricas em espécies de café e, por isso, sdo
conhecidas por serem “hotspots” (area de relevancia ecolégica) da biodiversidade do café
(DAVIS, 2006; NOWAK; DAVIS; YODER, 2012; ANTHONY et al, 2010). A Figura 2 mostra
a distribuicdo original do género Coffea, incluindo o subgénero Coffea na Africa e o Psilanthus

na Australasia.

Figura 2: Distribuicdo endémicas das espécies na classificacdo atual do género Coffea L.

(extraido de FERREIRA et al, 2019). Area de cor cinza: distribuicio do subgénero Coffea no
continente africano (DAVIS, 2011). A area de cor verde escura: distribuicdo atual do género
Coffea, ap6s a inclusio do subgénero Psilanthus spp., no género Coffea, na Asia e Australasia
(DAVIS, 2011). Circulo vermelho: provéavel local de origem do subgénero Coffea na Africa
Centro-Ocidental (Guiné) antes da Pangea. E considerado um hotspot da biodiversidade do

género Coffea.



25

A espécie C. arabica teve a sua origem no sudoeste das terras altas da Etiopia (em
altitudes entre 1000 e 2000 metros), no Planalto Boma do Sud&o e no Monte Marsabit do
Quénia (ANTHONY et al, 2002; ANTHONY et al, 1987). Sua localizagéo estrita se deu devido
ao seu processo de especiacdo, como explicado anteriormente. Por outro lado, C. canephora
colonizou varias regides da Africa Central, que se estendem desde a Africa Ocidental através
dos Camardes, Republica Central da Africa, Congo, Republica Democréatica do Congo, Uganda
e norte da Tanzania até o norte da Angola. A origem e distribuicdo das espécies C. liberica e
C. canephora é a mesma.

A historia do cultivo do café é incompleta e a sua domesticacio e dispersdo da Africa
para 0 mundo nao é bem documentada.De acordo com Welman (1961), o cultivo de variedades
de C. arabica comecou quando mudas selvagens foram levadas da Etiopia para o 1émen, em
575 antes de Cristo (A.C), embora outros autores tenham relatado um possivel cultivo antes
disso (SMITH, 1985). No entanto, tais dados foram baseados em mitos e lendas, ndo em textos
cientificos. Com base em dados histéricos e cientificos, o café da espécie C. arabica divergiu
de duas bases genéticas, que foram descritas como duas variedades botanicas distintas, sao elas
Coffea arabica var. arabica (geralmente chamada de Coffea arabica var. TypicaCramer) e
Coffea arabica var. Bourbon (B.Rodr.) (CHARRIER; BERTHAUD, 1985). A partir destas
duas variedades originaram-se a maioria dos cultivares comerciais de C. arabica no mundo
(ANTHONY et al, 2002).

Dados historicos indicam que a variedade Typica originou-se de uma Unica planta que foi
levada do 1émen para a india (WILLIAN; UKERS, 1922; VAN DER VOSSEN; BERTRAND;
CHARRIER, 2015). Geracdes subsequentes desta planta foram levadas para as ilhas de Java
em 1690 e, em seguida, para Amsterdam, em 1706 ou 1710, onde as plantas eram cultivadas
nos jardins botanicos (ANTHONY et al, 2002; LECOLIER et al, 2009). De Amsterdam, o café
foi introduzido nas Américas quando as mudas foram levadas ao Suriname em 1718. Neste
mesmo periodo, o café foi introduzido nas indias Ocidentais (Martinica) em 1720 ou 1723. Em
1727, as sementes foram levadas para o estado do Pard, no norte do Brasil, aparentemente da
Guiana Francesa (Figura 3). As sementes de cafeeiros do Suriname também se tornaram as
progenitoras de numerosos espécimes que foram disseminadas nas Américas (Jamaica, Porto

Rico, Haiti, Cuba, América Central, as Guianas, etc).
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Figura 3: Origem e disseminacdo para o0 mundo da espécie de café C. arabica L (circulo
amarelo) (extraido de FERREIRA et al, 2019): origem da espécie C. arabica L. (Entre o
sudoeste da Etidpia, sul do Sud&o e norte do Quénia). 1: introducdo da espécie C. arabica no
Iémen, ja em 575 (depois de Cristo) (ANTHONY et al, 2002). 2: Dispersao do café para as
ilhas La Réunion e a india. Da india para Java (Indonésia) (VAN DER VOSSEN; BERTRAND;
CHARRIER, 2015). 3: de Java, o café foi introduzido na Europa (Amsterdd) em 1710
(ANTHONY et al, 2002; LECOLIER et al, 2009). 4: do continente Europeu, o café foi levado
para a América do Sul (Suriname) em 1718. De |4, foi introduzido na ilha Martinica (1720 ou
1723) e Brasil via Guiana francesa (1727) (LECOLIER et al, 2009). Da América do Sul, o café
foi espalhado pelo mundo. As cores indicam apenas 0s paises e ndo regides especificas de
cultivo de café nos paises.

A propagacdo da espécie C. canephora da Africa Central para 0 mundo é mais recente.
Por ser naturalmente resistente, esta foi inicialmente levada para a Indonésia no século XX
como uma solugdo para a ferrugem do café que atacava as plantacdes de café da espécie C.
arabica (ANZUETO et al, 2005). Existem muitas variedades de C. Canephora na Africa. No
entanto, apenas duas foram comercialmente disseminadas para o mundo: C.
canephorakowillon, da Guiné, e C. canephora robusta, do Congo (CUBRY et al, 2013).
Cultivares de C. canephora, como Laurenti (originadas do Congo Belga), Apod e Guarani
(produzidas pelo Instituto Agrondémico Campinas, IAC) sdo menos importantes
economicamente (CUBRY et al, 2013a; CUBRY et al, 2013b).

Todos os lugares onde o café da espécie C. canephora é cultivado relatam a sua

introducgdo devido a presenca de ferrugem e a necessidade de programas de reproducdo. Além
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disso, C. canephora prospera em ambientes mais quentes onde as variedades de C. arabica ndo
sdo bem adaptadas (CUBRY et al, 2013a; CUBRY et al, 2013Db).

Atualmente, o café é cultivado no mundo inteiro entre os dois trépicos, sendo amplamente
encontrado nas regides tropicais da América do Sul (Brasil e Coldmbia), Asia, Oceania, Africa,

América Central e México.

2.2 APRODUCAO DO CAFE

O café é uma planta de dia curto e, portanto, a iniciacéo floral ocorre em condigdes de 8-
11 h de luz do dia. Tecnicamente, as flores se formam nos galhos a partir de 1 ano de idade. A
polinizacdo ocorre dentro de 6 horas apds a floragdo. O processo de fertilizacdo é concluido
dentro de 24-48 horas ap0s a polinizacdo. Depois da polinizacgéo, a fruta se desenvolve na forma
de uma cereja de 10 a 15 mm de comprimento, contendo duas sementes (0s grdos de café)
(MURTHY; NAIDU, 2012; FAO, 2014). A semente ¢ formada pela casca (epicarpo ou
exocarpo), a polpa (mesocarpo) que compreende uma polpa carnuda em frutos maduros, o
pergaminho (endocarpo), que € um revestimento fino de polissacarideo, a pelicula prateada ou
silverskin, que € o revestimento das sementes e a semente (endosperma) Figura 4 (FARAH;
FERREIRA, 2015; MURTHY; NAIDU, 2012; FAO, 2014).

Exocarpo v
Mesocarpo V

Endocarpo

Endosperma

Embrido

Figura 4: Corte transversal de uma fruta de café. O café e considerado uma drupa (um tipo de
fruto carnoso contendo apenas uma semente), que possui um exocarpo, mesocarpo e endocarpo
claramente definido (FERREIRA et al, 2019).
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2.2.1 ACOLHEITA

A colheita é uma etapa importante para produzir café de boa qualidade. O grau de
maturacao dos frutos é critico. Enquanto os frutos de café cereja tendem a produzir uma bebida
de melhor qualidade, j& os frutos imaturos e os graos defeituosos diminuem a sua qualidade
(TOCI; FARAH, 2008). Como os frutos de café geralmente ndo atingem a maturagdo ao mesmo
tempo, a colheita comeca quando a maioria das frutas estdo maduras. Esse processo pode
ocorrer manualmente ou mecanicamente (FARAH et al, 2006).

A colheita manual pode ser realizada colhendo os frutos cerejas um a um ou derricando
(desnudando) os galhos e coletando todos os frutos, incluindo os maduros e os imaturos. A
colheita mecénica € feita por por movimentos abruptos das &rvores, associados a pentes
flexiveis rotatérios com coletores automaticos dos frutos (FARAH, 2009).

Comparado com os demais métodos de colheita, a colheita a dedo, “fruto a fruto”, pode
ser demorada e custosa em locais onde a mao de obra necessaria ndo estd prontamente
disponivel. Contudo, tende a produzir um café de melhor qualidade em comparagdo aos demais
métodos, que podem gerar uma série de defeitos extrinsecos e intrinsecos derivados de frutos
de diferentes graus de maturacdo, bem como fermentados ou oxidados (TOCI; FARAH, 2008;
FARAH, 2009).

De acordo com Saldafia, Mazzafera e Mohamed (1997) e Toci e Farah (2008) os defeitos
extrinsecos sdo: pedras, paus, cascas, galhos, etc., que podem ser incorporados aos frutos na
colheita. J& os defeitos intrinsecos, considerados relevantes para a qualidade da bebida, s&o:

o Defeito Verde: é originado de fruto imaturo e confere grande adstringéncia a bebida e
notas de folhas verdes desagradaveis.

e Defeito ardido: pode ser gerado por problemas de irrigacdo durante o plantio, ou por
problemas na conducdo do processo de beneficiamento, que ocasionam fermentacao
indesejavel nos grdos maduros e verdes.

e Defeito Preto: é mais comumente originado por frutos passados do ponto de maturacao,
e pode ocorrer por amadurecimento excessivo natural no cafeeiro, pela acao de chuvas
ou por quedas dos frutos no chdo durante a colheita. O contato do fruto com o solo
favorece a ocorréncia de fermentagdo microbiana indesejavel. Os grdos pretos podem
também ser originados por deficiéncia de carboidratos no cafeeiro ou por fermentacdes
microbianas no processo de beneficiamento. Estes grdos produzem notas de fumo

queimado.
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e Defeito Preto-Verde: o grdo preto-verde é originado do gréo verde pela acdo de altas
temperaturas, decorrente de processos inadequados de secagem ou possivelmente, por
fermentacdo do gréo ardido.

e Defeito Stinker: é aparentemente normal a olho nu. Porém, é proveniente de processos
inadequados de despolpamento via Umida e que compromete seriamente a qualidade da
bebida, podendo ser identificado por fluorimetria. Alguns classificadores consideram o
gréo stinker e o preto-verde os mesmos defeitos.

e Defeito Mal-Granado& Concha: O gréao elefante é um gréo de grande tamanho. Porém
com ma formacdo. O Mal-Granado ou concha € parte de um gréo elefante, geralmente
separado pelo processo de descascamento ou despolpamento.

e Defeito Coco: Este tipo de grdo é formado por um processo incorreto de descascamento,
permitindo que frutos secos inteiros passem pela peneira de separagéo.

e Defeito Chocho: O grdo chocho é enrugado por problemas genéticos ou fisioldgicos,
por deficiéncia nutricional, ou estresse do cafeeiro.

e Defeito Brocado: O grdo brocado é aquele atacado na lavoura ou no beneficiamento
pelo inseto da espécie Hypothenemushampei, conhecido como broca do café.

e Defeito Casca: Pedacos de cascas oriundos do processo de descascamento que nao
foram separados adequadamente.

Os defeitos intrinsecos (considerados 0s mais relevantes) afetam diretamente a qualidade
do café na xicara. Embora ndo seja possivel detectar a presenca dos defeitos preto verde e ardido
por técnicas baseadas em DNA, é possivel detectar a presenca da broca.

N&o somente o grau de maturacdo do café é importante, mas também é necessario evitar
a contaminacdo indesejavel de microorganismos, especialmente mofo, durante a colheita,
secagem e armazenamento das sementes. Tal contaminacdo pode ser prejudicial ndo somente
para a qualidade sensorial da bebida final, mas também a producdo de micotoxinas pode afetar
a satde humana. Consequentemente, quando o café é colhido do chédo (varrido) também produz
um café de baixa qualidade e de menor valor de mercado devido a contaminagdo e o
crescimento de microorganismos (CODEX, 2010; FARAH, 2009).

2.2.2 BENEFICIAMENTO DO CAFE
Apbs a colheita, os frutos precisam ser processados com o objetivo de separar as sementes
do resto da fruta, a partir desta etapa, eles sdo classificados de acordo com o nimero e tipos de

defeitos, tamanho, etc. Os métodos mais comuns para esta finalidade sdo conhecidos como
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métodos seco e tmido (CODEX, 2010). H& muitas varia¢fes de ambos os métodos, dependendo
do pais e do produtor, mas, em geral, no método seco (0 mais conhecido), as sementes colhidas
sdo secas pela exposicdo ao sol em grandes terreiros (que pode levar de 1 a 2 semanas) e / ou
por secadores de ar, até que o teor de umidade chegue a 10 - 12% , para evitar o crescimento de
microorganismos (FARAH, 2009; FARAH; FERREIRA, 2015).

Alternativamente, as sementes podem ser lavadas e aquelas que ultrapassaram o estagio
de maturacdo (overripe) sdo separadas em tanques de flutuacdo. Apds a secagem, os frutos sdo
limpos e o pericarpo é mecanicamente removido, deixando a mucilagem. O produto obtido ap6s
0 processo primario ¢ o café verde “natural”. O método seco € comumente utilizado no Brasil
e na Africa, onde o sol e 0 espago s&o abundantes (FARAH, 2009; FARAH; FERREIRA, 2015).

O processamento Umido é mais sofisticado e tende a gerar uma bebida de melhor
qualidade. H& muitas diferentes e variacGes deste método, mas, em geral, apenas os frutos
maduros sdo usados. Eles podem ser escolhidos seletivamente e separados mecanicamente ou
em tanques de flutuacdo. Em seguida, ocorre o processo de despolpamento mecénico por
imersdo em tanques de fermentacao por um periodo de 12 a 36h (FLAMENT, 2002; FARAH,
2009; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006).

Durante a fermentacdo, que pode ocorrer naturalmente ou com a adicdo de
microorganismos ou enzimas, o restante da polpa e a pelicula prateada sdo removidos, € a acidez
¢ aumentada levando a um pH em torno de 4,5. Os grdos (endosperma) sdo entdo
extensivamente lavados em tanques de agua limpa ou em maquinas de lavar especificas. Depois
disso, estes sdo secos em patios ou mesas suspensas e ventiladas, e as vezes em combinacao
com secagem por ar quente (KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006; FARAH, 2009).

Apo0s a secagem, qualquer resquicio restante no grdo é removido mecanicamente. O
processamento umido é frequentemente usado em locais onde o café é colhido manualmente,
como na Coldémbia, na Asia e na América Central (KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006;
FARAH, 2009).

A principal diferenca entre os dois processos é que no umido a maioria dos tecidos que
envolvem a semente sdo removidos antes da secagem. No Brasil, foi desenvolvido um método
intermediario conhecido como o semi-seco (ou semi-umido) que combina ambos os métodos.
Este método consiste em lavar, selecionar e despolpar as sementes em tanques de flotagdo como
no processo umido, excluindo o passo de fermentacdo (BEE et al, 2005; KNOPP; BYTOF;
SELMAR, 2006; TOCI; FARAH, 2008).

Depois que os graos sdo processados, eles sdo armazenados ou mecanica, manual e/ ou

eletronicamente dimensionados e classificados para separar e contar os gréos defeituosos. Esse
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processo pode ser seguido por uma classificagdo adicional, utilizando excitagdo ultravioleta
para detectar defeitos que poderiam ser produzidos durante o processamento (CODEX, 2009;
BEE et al, 2005; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006). Apés a sua comercializacdo, o café verde,
comumente comercializado em sacas de 60kg, esta pronto para ser torrado. Pode também ser
descafeinado, tratado com vapor para diminuir a acidez ou armazenado antes da torrefacéo. E
no processo de torrefacdo que podem ser adicionados sementes e grdos de menor valor de
mercado com o objetivo de aumentar a producdo assim como o lucro financeiro (BEE et al,
2005; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006).

2.3 PRODUCAO DO MERCADO CAFEEIRO E O SEU CONSUMO

De acordo com 0 USDA, a previsdo para a producdo mundial de café entre 2018/2019 é
de 10,4 milhdes de toneladas, um aumento de 8,9%em compara¢do com 0 mesmo periodo do
ano anterior (USDA, 2019). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o
Brasil, o maior produtor mundial, produziu um total de 3,7 milhdes de toneladas de café
beneficiado (35,3% da producdo mundial) (CONAB, 2019). Esse resultado representa um
aumento de 37,1% na producdo brasileira, quando comparado a temporada passada. A producéo
de cafe brasileira é duas vezes maior que o segundo maior produtor (o Vietnd), representando
um volume 4 vezes maior que o terceiro maior produtor mundial, a Colémbia (ICO, 2019)
(Figura 5). O Brasil também é responsavel por 29.5% de todo café consumido na Europa
(EuropeanCoffeeReport 2017/2018).
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Figura 5: Producdo anual de café nos principais paises produtores. Figura adaptada do ICO
2019.

O consumo mundial estimado para 2018/19 é de 9,9 milhdes de toneladas, um aumento
de 2,1% quando comparado com 2017/18. Também, estima-se que 0 consumo interno nos
principais paises exportadores (Brasil, Vietnd, Colémbia, etc.) aumente cerca de 1,4%. Com
relacdo aos paises importadores, um aumento de 2,5% é previsto. Além disso, a demanda de
paises importadores ndo tradicionais continua a crescer, representando cerca de 18% em 2018
(ICO, 2019).Entre 10 dos maiores importadores de café do mundo, destacam-se a Europa,
Estados Unidos e o Japdo (Figura 6).
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Figura 6: Evolucao do consumo de café nos 10 principais paises e regides importadores de café
durante o periodo 2015-2017, com base nos dados da Organizacdo Internacional do Café
(EUROPEAN COFFEE REPORT, 2018).

Este valor pode aumentar ainda mais devido ao aumento no consumo de 4,1% tanto na
Africa quanto na Asia e na Oceania. Considerando que o consumo de café na Asia e Africa ndo
é tradicional, a demanda global pelo café pode aumentar ainda mais (ICO, 2019). Os Estados
Unidos sdo o pais que mais consome café no mundo, seguido pelo Brasil (ABIC, 2019,). Porém,
guando é considerado o consumo per capita, dois paises da Europa se destacam (Figura 7), a
Suica e a Noruega (EUROPEAN COFFEE REPORT, 2018).
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Figura. 7: Principais paises consumidores per capita de café do mundo. Imagem adaptada do
relatério da EuropeanCoffee Federation(2018).
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2.4 A ADULTERACAO

Desde o inicio da comercializagdo na historia da humanidade, esta foi acompanhada por
fraudes e as suas evidéncias sdo relatadas desde o Império Romano (SPINK; MOYER, 2011).
A autenticidade alimentar estd relacionada com a identidade do alimento em relacdo as
informagdes da embalagem (FSA, 2018), caracterizando o produto de acordo com leis nacionais
e internacionais (EUROPEAN COMMISSION, 2018). Ja o termo “fraude alimentar” é uma
expressao usada para caracterizar a substituicdo intencional, a adulteracdo ou deturpacdo do
alimento, ou os ingredientes alimenticios, ou ainda embalagens de alimentos com declaracdes
falsas ou enganosas feitas sobre um produto com o objetivo de ganho econémico (SPINK;
MOYER, 2011).

As principais caracteristicas da fraude em alimentos sdo o ndo cumprimento da legislacdo
e / ou induzir ao erro o consumidor, isto é feito intencionalmente e por razbes de ganho
financeiro (FLCP, 2017).

De acordo com a Grocery Manufacturers Association - GMA, (2014), o custo total da
fraude para a inddstria global de alimentos € estimado em 49 bilhGes de dolares anualmente,
afetando aproximadamente 10% de todos os produtos alimenticios comercializados.

Como uma subcategoria de fraude, a adulteracdo alimentar economicamente motivada é
definida pela Food and Drug Administration, (FDA), como a substitui¢do ou adicédo intencional
e fraudulenta de uma substancia em um produto com a finalidade de aumentar o valor aparente
do produto ou reduzir o custo de sua producdo. (CRS, 2014; FDA, 2018). Esta prética é
realizada, por exemplo, para tentar melhorar a qualidade percebida dos produtos, imitar uma
marca estabelecida e reduzir os custos da fabricacdo (CRS, 2014; MANNING; SOON, 2014).

Além disso, na sociedade atual, a fraude vai além da adulteracdo motivada pela economia.
Os consumidores estdo mais informados e preocupados ndo apenas com a seguranga com
também com a qualidade do produto (DEFRA, 2013; WOOLFE; GURUNG; WALKER, 2013).
Nichos especificos do mercado exigem também especificidade de espécies (e as vezes
variedades ou cultivares), e a origem de determinados alimentos. Considerando todas as
questdes acima, sua rastreabilidade é uma questdo de importancia primordial na sociedade
moderna (WOOLFE; GURUNG; WALKER, 2013).

No decorrer da historia, varios métodos foram desenvolvidos para detectar as diversas
variedades de fraudes. E estes métodos evoluiram conforme o aumento da demanda, e novas

tecnologias foram criadas.
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Até 2005, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo contemplava
andlises relativas a identificacdo de adulterantes em café. Ja em 2010, O MAPA, na Instrucéo
normativa n® 16 de maio de 2010 publicou as seguintes resolugdes:

Do anexo I, Capitulo 11, sobre as tolerancias do café comercializado.

Art. 9° O percentual maximo em conjunto de impurezas, sedimentos e matérias estranhas
permitido no café torrado em gréo e no café torrado e moido sera de 1,0% (um por cento).

O Art. 5° prevé a desclassificacdo e proibicdo comercial, quando o café torrado em gréo e o
café torrado e moido apresentar uma ou mais das situagdes indicadas a seguir:

Il - percentual de impurezas, sedimentos e matérias estranhas iguais ou superiores a 1,3% (14a).

Mais recentemente, a ANVISA revogou a Instru¢cdo Normativa n° 16, de 24 de maio de
2010 (Instrucdo normativa N° 7, de 22 de Fevereiro, 2013) equiparando a legislacéo brasileira
com a legislacdo internacional, segundo a Coopération Internationaleen Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD), International Coffee Organization (10C) e
Food and AgricultureOrganization (FAO).

2.4.1 DADOS HISTORICOS SOBRE ADULTERAGAO DE CAFE

Desde a sua introducdo na sociedade, o café tem sido um dos produtos alimenticios mais
importantes do mundo, adotando diferentes papéis em momentos historicos da economia, da
politica e na religido (UKERS, 1922; SMITH, 2001). De acordo com o Parlamento Europeu, 0
café € atualmente um dos alimentos mais adulterados, juntamente com o azeite, peixe/carne,
mel, alimentos organicos, e entre outros (SPINK; MOYER, 2011; EPRS, 2014). Relatos de
adulteracdo foram publicados sobre o café, mencionando a existéncia da préatica desde o inicio
do século XVIII. (ACCUM, 1820; HASSAL, 1855; SIMMONDS, 1864; UKERS, 1922;
SMITH, 2001). Em um determinado momento, tal pratica passou a ser uma regra e ndo uma
excecao, especialmente em marcas de baixo valor comercial (HASSALL, 1855).

De acordo com Accum, (1820), ao longo da historia, nenhum item da dieta humana foi
tdo adulterado ou manipulado como o café. As adulteracbes eram primariamente ligadas a
aparéncia, ndo imitando o seu sabor (UKERS, 1922). A espécie mais adulterada foi a espécie
C. arabica, devido a sua oferta limitada e alto valor comercial (WALSH, 1894).

Além da reducédo do custo de producéo, ha relatos de adulteracdo por imitacdo de cafes
considerados superiores naquela época, mascarando danos causados aos gréos pela agua do mar
durante o transporte (uma vez que 0s canais maritimos eram uma das principais rotas comercias)
(DRAPER, 1869; USDA, 1892; WALSH, 1894).
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A chicoria, seguida do milho e outros cereais, era um dos principais adulterantes usados,
porém, o nimero de outros alimentos manipulados para imitar o café incluia uma lista longa,
entre eles os cereais (trigo, centeio, aveia, trigo sarraceno, arroz, como também farelo de aveia,
malte, com ou sem impregnac¢do com acgucar caramelizado, melaco ou amido), as leguminosas
(soja, ervilhas, tremocos, grdo de bico, cassia, alfarroba, feno-grego), as raizes (chicoria,
beterraba, dente de ledo, batata doce, batata, nabo, cenoura), outras sementes (semente de
girassol, semente de algodédo, sementes de uva), nozes (améndoas, amendoim, castanhas, nozes
de cola, castanhas-da-india) e frutas (figos, ameixas secas, bagas de zimbro, bananas, péras
secas, cascas de frutas citricas, cascas de cacau, frutos da palmeira). Além de substancias néo
comestiveis como pedras e serragens (STEVENSON, 1830; SIMMONDS, 1864; DRAPER,
1869; WALSH, 1894; UKERS, 1922) e substancias prejudicias a salde tais como corantes de
chumbo e zinco, azul da Prussia, oxido férrico, arsenito de cobre, alcatrdo de carvdo, e carvao
vegetal (THURBER, 1881; USDA, 1892; UKERS, 1922).

Com o objetivo de esconder os grdos de caféinferiores e/ou os danificados, eram
utilizados manteiga, parafina, 6leo vegetal, margarina, etc., para dar brilho e polimento aos
grdos verdes e torrados (WALSH, 1894).

Outros procedimentos eram realizados com o café danificado ou inferior, por exemplo,
polimento por rotacdo em cilindros com pedra sabdo, ou descoloragdo com agua de cal, lavado,
seco e colorido por uma ligeira torrefacdo ou com corantes artificias. Até mesmo gréos de café
artificiais, moldados na forma da semente de café verdadeiro e aromatizados com uma solucéo
de caramelo ou chocolate, também eram realizados (WALSH, 1894). Estas praticas duraram
até serem restringidas por leis em diferentes paises.

O uso de raiz de chicdria torrada como substituto ou adulterante do café originou-se na
Holanda em 1750 (UKERS, 1922). O seu uso permaneceu em segredo até 1801 e devido as
guerras napolebnicas (1799-1815), esta pratica foi introduzida na Franca como um substituto
de produtos coloniais caros e para superar o bloqueio inglés dos portos (SIMMONDS, 1864;
DAHLGREN, 1938). A chicdria se popularizou na Europa, devido tanto a preferéncia do
consumidor quanto as praticas fraudulentas (CRAWFORD, 1852; SIMMONDS, 1864). O
consumo de chicoria assumiu propor¢des colossais - somente na Franga, 6.000 toneladas foram
consumidas anualmente (WANKLYN, 1874) - até um ponto em que a propria chicdria passou
a ser amplamente adulterada (WALSH, 1894).

A prética de misturar café com adulterantes ndo era proibida no Reino Unido (1853),
desde que esta estivesse informada no rotulo. No entanto, apenas 10% das marcas vendidas no

mercado eram genuinamente puras. A quantidade de adulterantes variou muito, chegando a
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cerca de 50% e, as vezes, quase 100%, e essa qauntidade n&o era relatada regularmente no
rotulo, ou, em caso afirmativo, era pequeno ou de dificil leitura, portanto, estas informacdes
ndo eram facilmente acessiveis (HASSALL, 1855; SIMMONS, 1864). Este cenario foi também
relatado que nos Estados Unidos, durante os anos de 1860 a 1870, muitas marcas apresentavam
apenas cerca de 10% de café (THURBER, 1881). Os consumidores foram aconselhados
preferencialmente a comparem o café em grdo para reduzir o risco de serem enganados pelos
comerciantes, embora diferentes sementes também pudessem ser torradas e confundidas com
café (BOWER, 1895).

Dezenas de misturas foram realizadas de varias formas e nomes especificos eram
utilizados com o objetivo de enobrecer os cafés adulterados, por exemplo, "café francés" e "café
egipcio”, embora as embalagens raramente indicassem os ingredientes (USDA, 1892) e,
portanto, também eram considerados adulterantes.

A Revolucdo Industrial, a expanséo da industrializacdo de alimentos e as demandas da
urbanizacdo ajudaram a estimular muitas leis para regular a industria alimenticia.Na segunda
metade do século XIX e nas primeiras décadas do século XX, as préaticas de padronizacao, as
organizacfes normativas e a legislacdo que visa controlar mais rigidamente a composicao dos
alimentos foram impulsionadas em todo o mundo (LASZTITY, PETRO-TURZA & FOLDESI,
2004). Considerando que o café sempre foi altamente sujeito a adulteracdo, foram criadas leis
especificas para manter sua integridade e qualidade.

2.4.2 LEGISLACAO

A primeira lei que restringia especificamente a adulteracéo do café era a Lei Britanica da
Adulteracdo do Café, aprovada em 1718. Esta tornou ilegal adulterar ou manipular o café e
estabeleceu puni¢cdes monetéarias aos infratores. Graos de café queimados, assim como a adicdo
de ervilhas, feijOes, outros grdos, substancias vegetais ou qualquer outra substancia, eram
usadas para imitar ou substituir o café, entretanto, eram proibidos. Atos legislativos sucessivos
em 1725 e 1803 foram realizados para reforgar a lei de 1718 (ACCUM, 1820).

Os oficiais do governo tinham autoridade para procurar adulteragdes e, durante muitos
anos, a torragdo de café em Londres s era permitida em casas de torrefacdo publicas, sob a
inspecéo dos oficiais (NICOL, 1831).

Devido aos interesses pessoais dos parlamentares ingleses, em 1822, no entanto, a
legislatura permitiu o uso de milho, ervilha, feijao e nabos, desde que seus nomes estivessem

informados no rotulo do produto. Em 1840, a venda de café misturado com chicoria (e
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identificado como tal) foi permitida, o que indiretamente estimulou a adulteracéo ilegal. Isso
aumentou ainda mais o interesse na investigagdo cientifica da adulteracdo do café.

Os estudos realizados com o objetivo de identificar adulteracdo no café foram
fundamentais para o surgimento da cultura da legislacdo alimentar. Principalmente usando
métodos microscdpicos (as vezes complementados por testes quimicos), em 1850 o médico
londrino Arthur Hassall (1817-1894) realizou um ensaio com diversasamostras de café
adulterado que estavam comercialmente disponiveis em suas respectivas mercearias, 0 que
atraiu a atencé@o do dono doThe Lancet, Thomas Wankley (1795-1862).

Wankley (1874), publicou um estudo sobre adulteracdo e mais tarde organizou uma
comissdo (Lancet AnalyticalSanitaryCommission), para investigar todos os tipos de
adulteracdo em alimentos. Liderados por Hassall (1855), inumeras analises, predominantes
relacionadas ao café, foram publicadas na revista entre os anos de 1851 e 1854. Este mesmo
pesquisador, publicou um livro, o classico “Food and its Adulterations”. O resultado causou
preocupacéo publica, resultando, em 1855, na atribuicdo da primeira comissao parlamentar para
investigar a autenticidade dos alimentos. Seu trabalho levou a Lei Britanica de Adulteracédo de
Alimentos e Bebidas, em 1860, que inspirou iniciativas mais rigidas e especificas sobre regras
contra a adulteracéo de alimentos em varios outros paises.

No final do século XIX, o reconhecido quimico Harvey Wiley (1844-1930), chefe da
Divisdo de Quimica do USDA (U.S. Department of Agriculture), supervisionou a preparacdo
do marco “Boletim USDA n° 13: Alimentos e adulterantes de alimentos” (publicado em 10
partes entre 1887 e 1901), que definiram a natureza e a extensdo da adulteracdo de todas as
classes de produtos alimenticios e seus métodos de analise, incluindo aqueles para o café.

Como resultado, em 1906, a Lei de Alimentos e Drogas Puras entrou em vigor, banindo
os alimentos adulterados do comércio interestadual e tornando obrigatorio rotular todos os cafés
corretamente. A lei deu ao USDA a tarefa de detectar violagdes e preparar casos para 0S
tribunais; A Divisdo de Quimica imediatamente desenvolveu padrdes para o café (SAYRE,
1906).

A Lei Federal, norte Americana, de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos de 1938
melhorou os critérios de padréo de identidade e classificacdo, e exigiu que todos os alimentos
ndo padronizados que incluissem dois ou mais ingredientes que tivessem seus ingredientes
declarados no rotulo. Sob esta Lei, 0 comércio internacional também foi englobado, e importar
café de baixa qualidade tornou-se ilegal (LASZTITY, PETRO-TURZA & FOLDESI, 2004;
ATKINS, 2013).
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Desde entdo, muitas organizacOes de seguranca alimentar e de alimentos foram criadas
em todo o mundo para pesquisar a qualidade dos alimentos. Um exemplo é a comisséo do
Codex Alimentarius (CODEX), criada em 1963 por duas organizacGes das Nacgdes Unidas, a
Food andAgricultureOrganization (FAO) e a World Health Organization (OMS). O Codex é a
principal organizacdo internacional de definicdo de padrbes para proteger 0s interesses
econdmicos e de saide dos consumidores e incentivar o comércio internacional de alimentos
mais justo (CODEX, 2019). O CODEX procura assegurar que o suprimento mundial de
alimentos seja robusto, saudavel, livre de adulteracéo e corretamente rotulado (CODEX, 2015).

Exemplos de outras agéncias reguladoras ao redor do mundo que regulam a qualidade do
café sdo a European Food Safety Authority (EFSA), Food Standards Agency (FSA - UK), Food
and Drug Administration (FDA - EUA), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA -
Brasil) , Instituto Colombiano Agropecuario (ICA - Colémbia), Center for Food Safety (CFS
- Hong Kong) e a Food Safety and Standards Authority of India (FSSAI). Apenas em alguns
paises produtores e / ou consumidores, como o Brasil e os EUA, tenham regras e regulamentos

especificos para o comércio de café.

2.4.3 ABORDAGENS HISTORICAS APLICADAS A DETEC(;AO DE ADULTERANTES
DE CAFE - OS PRIMEIROS METODOS QUIMICOS E FiSICOS

No século XIX, os primeiros métodos utilizados para a analise da autenticidade do café,
foram baseados em analises da composicdo quimica caracteristica do grdo de cafe,
especialmente em relacdo a cafeina (determinada pela fervura em &gua, precipitacdo com
acetato basico de chumbo, extraida com cloroférmio e secagem); gordura (extraida com éter e
medida num aparelho Soxhlet); nitrogénio albuminoide (com utilizacdo de potassa caustica,
lavagem com uma solucdo de acido acético e pesagem do residuo seco); cinzas sollveis e
insol(veis como também a sua umidade (USDA, 1892; MCGILL, 1918). Acido caféico ou
tanico foi menos utilizado (USDA, 1892).

O conteudo mineral das cinzas - como o fosfato e 0 manganés, analisado em um
refratdmetro, ndo produziu resultados substancialmente uteis (MCGILL, 1918), provavelmente
devido a inacuracia dos métodos. Alguns dos protocolos quimicos foram desenvolvidos e eram
oficiais, porém a maioria dos outros métodos ndo eram (USDA, 1892). Uma questdo relevante,
porém, foi que as numerosas variedades de café exibiam importantes diferencas quimicas entre
elas (MCGILL, 1918), um obstaculo ndo resolvido por muito tempo. Ainda assim, varios
métodos quimicos para a deteccdo de chicodria jd haviam sido desenvolvidos utilizando o

branqueamento com soda clorada (USDA, 1892).
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Para a deteccdo de cereais, as primeiras analises foram conduzidas com o objetivo de
detectar amido utilizando iodo. A média de cinzas também era um bom indicador, j& que nos
cereais as cinzas eram consideravelmente menor do que no café, e também, como muitos dos
adulterantes produziam extratos de sacarina, a presenca de acUcares redutores detectados pelo
teste da reducdo de cobre foi considerada Gtil (USDA, 1892; WALSH, 1894). Outros testes com
0 objetivo de identificar contetdos metélicos ou semi-metélicos (como ferro, chumbo, cromo,
cobre, estanho e arsénico) foram usados para detectar o uso de pigmentos artificiais que
existiam naquela época. Os niveis poderiam ser examinados com bases em precipitados
alcodlicos aquosos ou nas cinzas, das quais cor e composi¢do eram examinados (USDA, 1892;
UKERS, 1922).

Embora longe de ser considerado sofisticado em comparacdo com as anélises atuais de
adulterantes de café, varios métodos visuais considerados relativamente faceis existiam
(WALSH, 1894). A microscopia foi considerada o método mais rapido para detectar
adulteracdes. Mesmo a torrefacdo néo podia destruir algumas peculiaridades distintas do tecido
celular do café (WALSH, 1894; UKERS, 1922; SMITH, 2001). A chicdria pode ser facilmente
identificada através de suas numerosas células parenquimatosas de paredes finas e vasos
lactiferos (HASSALL, 1855). Os cereais, os feijoes e as raizes eram distinguiveis através de
peculiaridades no tamanho e caracteristica dos granulos de amido de cada um, bem como por
suas celulas de forma arredondada, microfibrilas celuldsicas e outras marcas fibrosas em suas
superficies (HASSALL, 1855; SIMMONDS, 1864; USDA, 1892; DRAPER, 1867).

Analises macroscopicas e/ou fisicas também eram disponiveis. Os grdos de café artificiais
podem ser reconhecidos pela sua forma exata (UKERS, 1922). Além disso, a cor das infusdes
produzidas sob condicdes padrdo denunciavam o uso de adulterantes (USDA, 1922). A
gravimetria especifica de um extrato de café feita sob condi¢bes padronizada, poderia ser
comparada com a de um extrato de café com suspeita de adi¢do de chicoria, por exemplo.
Embora a presenca de cereais, gordura ou outras matérias estranhas pudessem tornar o teste
pouco confidvel (USDA, 1892). Outra alternativa era colocar o produto na agua faria onde os
fragmentos de café iram flutuar devido ao seu teor de gordura e os fragmentos de chicoria,
legumes e cereais afundariam, a ndo ser que,alguma substancia gordurosa fosse utilizada
durante a torrefacdo do adulterante (SIMMONDS, 1864; THURBER, 1881; USDA, 1892).
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2.44 METODOS ATUAIS UTILIZADOS PARA DISCRIMINAQAO ENTRE CAFE E
OUTROS ALIMENTOS E ENTRE SEMENTES DE CAFE E OUTRAS PARTES DA
PLANTA

Em geral, os métodos encontrados na literatura sobre a deteccdo de fraudes em café nos
séculos XX e XXI incluem métodos espectroscopicos, seguidos de métodos cromatograficos.
Os métodos baseados em DNA estdo entre 0s mais recentes, junto com aqueles que combinam
abordagens de metabolémica e quimiométria.

Os métodos que utilizam técnicas como cromatografia liquida ou gasosa associada a
detector UV, fluorescente ou de massa geralmente buscam marcadores especificos ou usam
padrbes de imagem ou impressdo digital associados a procedimentos estatisticos, ja 0s métodos
baseados em DNA, consideram os perfis gendmicos ou genes enddgenos para o café e para 0s

adulterantes especificos de alimentos.

2.4.4.1 METODOS ESPECTROMETRICOS: MICROSCOPIA

Em meados do século XIX, na Inglaterra, os trabalhos desenvolvidos por Hassal (1849),
usando microscopia desempenharam um papel importante na legislacdo de pureza de alimentos,
incluindo café (GRAY, 1983; SMITH, 2001).

O Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) é a evolugdo do microscdpio visual. Essa
técnica usa um feixe de elétrons para criar uma imagem do espécime. As vantagens das técnicas
histoldgicas baseadas em microscopia eletrénica combinadas com a analise digital de imagens
permitiram sua aplicacdo na avaliacdo do conteldo celular e na deteccdo de alteracbes
morfolégicas em alimentos processados, onde uma simples inspecdo visual ndo é evidente
(RSC, 2018).

Geralmente, a analise microscopica compreende trés etapas, o desengorduramento com
cloroférmio, a filtracdo usando papéis de filtros para remover particulas finas e o processamento
das imagens.

Considerando esses aspectos, Amboni et al. (1999) propuseram a aplicagdo do (MEV)
para detectar fraudes em café torrado e moido, utilizando centeio, cevada, milho e trigo como
adulterantes, ap6s serem torrados e moidos para alcangar a mesma granulometria do café.
Comparando o método de microscopia Otica coma a microscopia eletronica, nenhuma
porcentagem dos adulterantes foi detectado pelo método de microscopia 6ptica. Por outro lado,
foi possivel detectar facilmente 2,5% dos granulos de amido, o principal componente em todos
0s cereais. Em 2002, Sano et al., propuseram um método de microscopia visual acoplado a um

computador suportado por um software de processamento de imagem. Seu modelo de estudo
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foi capaz de detectar 2,5% de milho, casca e palha de café. A sensibilidade diminuiu de 2,5%
para 5-10% quando os adulterantes foram analisados de forma binaria.

2.4.4.2 METODOS ESPECTROMETRICOS: ESPECTROSCOPIA

Os meétodos espectroscopicos baseiam-se na interacdo entre a amostra e a radiacdo
eletromagnética, como por exemplo, a refletancia, a transmitancia, a absorbancia, a
fosforescéncia, a fluorescéncia e decaimento radioativo. Nas Ultimas décadas, a utilizacdo de
técnicas espectroscopicas em alimentos tem aumentado consideravelmente (ZHANG, 2011;
CUBERON, 2014; BARNIN, 2014). Em geral, as técnicas espectroscopicas sdo consideradas
rapidas, com pouca ou nenhuma preparacdo das amostras, e com capacidade para analisar
maultiplos atributos de uma amostra simultaneamente (BLANCO &VILLARROYA, 2002).

Métodos preliminares baseados em espectrofotometria (KAZI, 1979) e fotocustica
(chamada Espectrometria de Lentes Térmicas - ELT) (CEZAR, et al, 1984), foram utilizados
para detectar niveis de acUcares de cetose, milho e pergaminho. Os métdos foram testados em
amostras controladas com alta concetracdo de adulterantes (48 — 85%) além disso, apresentaram
inespecificidade quando analisados em diferentes condicdes de torra e gauntidade de
adulterantes.

Outras estudos foram propostos utilizando ELT (FONTES et al, 2001; FONTES et al,
2006). Embora os methodos foram capazes discriminar milho de café em 4%, os metodos néo
foram capazes de quantificar o adulterante.

O café solGvel e/ou instantaneo é mais suscetivel a adulteracdo do que o café torrado e
moido. Baseado no fato de que a detec¢do de adulteracdo de café instantaneo ndo é viavel por
meios microscopicos ou outros meios fisicos tradicionalmente usados para identificar
impurezas em graos verdes ou torrados até entdo, Briandet et al. Publicou uma série de estudos
pioneiros utilizando espectroscopia de infravermelho e quimiometria para avaliar a
autenticidade de café instantaneo como uma alternativa mais barata e rapida aos métodos
existentes. Em um desses estudos, Briandet et al., (1996) exploraram dois métodos de
espectroscopia no infravermelho de acordo com o tipo de amostra. Para amostras solidas foi
utilizado o método de refletancia difusa (Diffuse reflectance infrared Fourier transform
spectroscopy - DRIFT) e para as amostras liquidas foi utilizada a refletancia total atenuada
(Attenuated total reflection — ATR).

Abordagens quimiométricas foram crucias para o desenvolvimento do método.

Utilizando amostras da Europa 0s autores assumiram que o desenho do estudo é suficientemente
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robusto e representativo, mesmo considerando as variagfes composicionais das espécies e
também de suas origens e condicGes de crescimento.

Utilizando um Espectrorradiometro, Assad et al. (2002) propuseram um meétodo para
deteccdo e quantificacdo de paus, cascas e milho em café torrado. O método foi capaz de
detectar 5% de milho com R2 = 0,95, ~ 2% de cascas e paus (R?= 0,93).

Near-infraredspectroscopy—NIR e técnicas quimiométricas foram utilizadas por
Ebrahimi-Najafabadi et al. (2012). A granulometria e as condi¢cdes de torra da analise foram
controladas e 0 método foi capaz de discriminar café de cevada em proporcdes 2% a 20%.

Além de NIR, a associacdo de espectroscopia de infravermelho médio e quimiometria
também foi aplicada no café com o objetivo de detectar a adicdo de casca de café em café
torrado. O grau de torra, granulometria foram observados. Contudo o método apresentou
limitaces com relacdo a as misturas de café e casca de café no qual, ndo apresentaram

diferengas visuais (no gréafico espectral).

A partir de entdo, diversos métodos foram desenvolvidos utilizando espectroscopia e
ferramentas quimiométricas. Os autores exploraram modelos de estudo (café da espécie C.
arabica) com limite de deteccdo de 1% (REIS et al, 2013a; REIS et al, 2013b; REIS et al,
2013c; SOUTO et al. 2015; WINKLER-MOSER et al, 2015), e também tentaram quantificar
adulteracdo com multiplos adulterantes (REIS et al, 2013b; REIS et al, 2013c), ao mesmo
tempo. Contudo, os métodos ndo foram suficientemente robustos quando aplicados em
amostras com grau de torra escura € com mais de um adulterante (com concentracdo de
adulterante a partir de 10%). Além disso, algumas amostras de café puro foram erroneamente
classificadas como adulteradas, sugerindo efeito de matriz (SOUTO et al, 2015).

A técnica de Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray (ESI-MS)
associada com andlises quimiométricas (PCA) foi aplicada por Aquino et al (2014) para detectar
casca de café no nivel de 10% (p / p) em trés cultivares de C. arabica: Acaia, Catuai, Topazio,
e em C. canephora (conilon) com igual granulometria. Os acidos quinico e citrico, acido
cafeoilquinico, acido feruloilquinico e alguns outros acidos foram o0s grupos mais importantes
de compostos para discriminagdo dos trés grupos, apresentando a maior influéncia nos dados
de PCA. Os dados da PCA também foram capazes de agrupar as diferentes cultivares de café.
Contudo, as anélises tenham sido realizadas com torra clara que nédo representam a realidade
do mercado cafeeiro que utiliza grau de torra média-escura ou escura. No entanto, algumas
amostras de café puro foram erroneamente classificadas como adulteradas, sugerindo efeito de

matriz.
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A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis), combinado com técnicas quimiométricas
propostas por Souto et al. 2015, para identificar casca e paus de café em café. Através das
ferramentas quimiométricas foi possivel discriminar as amostras de café do adulterante. Os
autores destacaram a necessidade de um teste com maior amostragem e mais variada, para
outros adulterantes com o objetivo de ampliar o alcance do modelo matematico.

Reis et al. (2016) desenvolveram um método de espectroscopia (ATR-FTIR), associado
a quimiometria para detectar e quantificar cascas de café, café, cevada e milho em café torrado
e moido (C. arabica) em diferentes graus de torrefacdo (claro, médio e escuro). Apds a remocao
dos outliers (no modelo final), o modelo apresentou consideravel exatiddo combaixos valores
de calibracdo (Root MeanSquare Erros Calibration - RMSEC) e validacdo (Root MeanSquare
Erros Validation - RMSEP) 0,69 e 2,00, respectivamente, com coeficientes de correlacdo de
0,99 para ambos.

Ribeiro et al (2017) propuseram o uso de spectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN de 'H) para identificacdo e quantificacdo de casca de cevada, milho, soja
(misturas binarias) em café torrado e moido (C. arabica) com grau de torra média (concentracao
minima de 30%). Os dados dos espectros de café e casca de café mostraram ser bastante
semelhantes. Por outro lado, o perfil de adulterantes e café puro foi significativamente diferente.

A Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e FTIR-ATR combinados com anélise
quimiométrica foram propostos por Brondi et al. (2017) para detectar milho (torra escura) em
café torrado e moido (C. arabica), sob mesma granulometria concentracdo minima de 0,5%.
Os dados do DSC mostraram que havia poucas diferencas entre os perfis do grau de torrefacdo.
Isso significa que o grau de torrefagcdo ndo afetaria a deteccdo do milho. No entanto, os dados
de PCA nas misturas com grau médio de torrefacdo foram espacados no gréafico. Além disso,
os dados de PCA da abordagem FTIR-ATR ndo foram robustos o suficiente para identificar
baixas concentrac6es de milho.

Mais recentemente, trés técnicas pioneiras foram utilizadas para avaliar o café devido a
sua relativa simplicidade e baixo consumo de tempo, por exemplo: Eletroforese Capilar-
Espectrometria de Massa em Tandem-CE-MS / MS e analises quimimétricas (Daniel, et al.
2018), técnica MicroNIR (Correia, et al. 2018) e Espectroscopia de Quebra Induzida por Laser
- LIBS (Sezer, et al. 2018).

Daniel et al. avaliaram o perfil de monossacarideos obtidos apds a hidrolise acida das
amostras. O objetivo foi detectar soja e milho com concentracdo minima de 2,5% e grau de

torra média. A fucose foi encontrada apenas em amostras de soja, mas em baixa concentracao
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(0,28%). Esta poderia ser usada como marcador especifico para adulteracdo de café por soja.
No entanto, em misturas com baixa concentracao de soja (5%) ela ndo foi detectada.

Correia et al. propuseram o uso de um novo equipamento (portatil) chamado MicroNIR,
que utiliza a regido do infravermelho proximo e analises quimiométricas. Neste estudo os
autores utilizaram blends de café das duas principais espécies (C. arabica e C. canephora) com
mistura minima de 1% de milho e cascas de café (torra clara). Além disso, dezesseis amostras
comerciais foram utilizadas para verificar a aplicabilidade do método. Os modelos
quimiomeétricos apresentaram um limite deteccédo e quantificacéo satisfatério para milho (LOD
=2,6 e LOQ = 8,7% em peso) e cascas de café (LOD = 1,6 e LOQ = 5,2% em peso) com R? de
0,8589 e 0,9788, respectivamente. No entanto, os valores de desvio relativo para misturas
contendo cascas e milho, foram bastante elevados. O método ndo foi robusto o suficiente para
quantificar os adulterantes nas amostras comerciais. Os autores destacaram que, iSso ocorreu
devido as diferencas de matriz encontradas entre as amostras comerciais e as amostras utilizadas
no estudo.

Sezer et al. avaliaram o potencial de LIBS combinado com ferramentas quimiométricas
para discriminar amostras de C. arabica (de 21 paises) de trigo, milho e gréo de bico (o grau
de torrefacdo ndo foi mencionado) com concentracdo minima de 2,5%. De acordo com a sua
composicdo elementar, todas as amostras foram discriminadas em mistura binéria de café-trigo,
café-milho ou café-grao de bico por anélise de PCA.

Em geral, técnicas espectroscopicas possuem aplicacdo potencial na industria do café para
inspecdo simples de produtos. H& uma evolucdo nas tecnologias baseadas em técnicas
espectroscopicas. No entanto, as técnicas de impressdo digital e de perfil ndo fornecem
informagdes Obvias sobre analitos especificos em uma mistura e também séo suscetiveis a
distorcao dptica e aos efeitos de matriz. Para usar esses métodos rapidos, mas ndo especificos,
é necessario avaliar os conjuntos de dados usando procedimentos matematicos complexos como
a analise de dados multivariada (MVA). Assim, a aplicabilidade dessas técnicas exigira extensa

investigacdo, devido a complexidade quimica do café.

2.4.4.3 METODOS DE CROMATOGRAFIA

Técnicas cromatograficas sdo amplamente empregadas na autenticidade de alimentos e
na analise da sua qualidade (J. PRODOLLIET; C. HISCHENHUBER, 1998). Os equipamentos
de CLAE e Cromatografia Gasosa (GC) consistem em uma fonte de fase moével, bomba de alta
pressao, injetor, coluna analitica (temperatura controlada) e um detector. Com relagdo a CLAE,

os diferentes componentes da mistura passam pela coluna em taxas diferentes devido a
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diferencas em seu comportamento de particionamento entre a fase liquida moével e a fase
estacionéria (material da coluna). Considerando GC, a amostra ¢ volatilizada em uma na porta
de entrada aquecida (injetor) e particionada entre a fase movel gasosa e a fase estacionaria. Os
gases mais utilizados como fases moveis séo nitrogénio, hélio e hidrogénio (FRITZ PRAGST,
2008; ZHANG, 2011).

A primeira andlise de carboidratos em café foi realizada no final do século XX
(STREULI, 1970). Mas somente em 1974, os estudos realizados por Kroplien, (1979),
utilizando cromatografia em camada delgada e quantificacdo densitométrica, confidveis o
suficiente para avaliar o perfil de monossacarideos em amostras de café instantaneo e torrado.

Utilizando uma tecnologia mais moderna, naquela época, Blanc et al, 1989, propuseram
um método de CLAE com derivatizacdo pds-coluna, baseado no perfil de carboidratos (apos
hidrolise &cida) presente em amostras de café instantaneo. O objetivo do estudo foi caracterizar
0 conteudo de monossacarideos (agucares livre e total) em cafés instantaneos para discriminar
café instantdneo puro de amostras adulteradas com casca de café e pergaminho. SolucBes
padrdes de acUcares foram utilizadas como referéncia externa para a quantificacdo. Amostras
comerciais da Australia, Brasil, Canada, Equador, Alemanha, Hungria, Japao, México, Suica,
Reino Unido e Estados Unidos foram avaliadas. A presenca de casca de café e pergaminho foi
correlacionada com o aumento da quantidade de xilose. De longe, a xilose parece ser o
monossacarideo mais estavel, que ndo é influenciado pela torrefacdo. Independentemente das
condicdes de extracdo, os resultados mostraram que o café solavel puro, contém niveis
maximos de monossacarideos a 0,3% do total de xilose e sacarose, sem maltose e cerca de 2%
de glicose total.

Em 1990, Davis et al. propuseram um método de CG para detectar e quantificar alcoois
poliidricos (manitol e inositol) e perfis de carboidratos (arabinose; xilose; frutose; manose +
galactose; glicose; glicose + galactose, sacarose e maltose). PadrGes de manitol e inositole
amostras de café foram analisados, ap6s a reacdo de derivatizacdo. Foram analisados cafés
instantaneos comerciais do Brasil, Canada, Colémbia, Equador, El Salvador, Alemanha, Japéo,
México, Paraguai, Suica, Reino Unido e Estados Unidos.

O manitol permaneceu estavel com baixa perda de recuperagdo. A presenca de manitol
em amostras de café instantaneo em niveis acima de 0,30% indica adulteracdo. Os resultados
mostraram que a quantidade de inositol ndo € um bom parametro para a adulteracdo de café. A
maltose ndo foi detectada em amostras padrdo usando esta metodologia. A xilose foi detectada
em concentracgdes de cerca de 0,20%. Estes resultados estdo de acordo com os dados reportados

por Blanc et. al.
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Bernal et al., 1996, propuseram o uso de um método de cromatografia de troca anidnica
acoplada a deteccdo amperométrica pulsada (PulsedAmperometricDetection - PAD) para
determinar o perfil de carboidratos do vinho e de café solGvel. Essa abordagem é relativamente
mais simples porque ndo requer derivatizacao pos-coluna nem a adicdo de cromoforos.

O limite de deteccdo e o tempo de retencdo foram estabelecidos para manitol, fucose,
arabinose, ramnose, galactose, glicose, sacarose, manose, frutose, xilose e ribose utilizando
solucdes padrdo. Amostras comerciais de café instantdneo da Colémbia, Brasil, Equador e
Espanha foram analisadas. Para verificar a aplicabilidade do método, duas amostras comerciais
classificadas como puras foram misturadas com 5% de extratos de chicoria e mistura de cereais.
O perfil dos carboidratos das amostras de vinho e café instantdneo foi caracterizado com
sucesso com boa separacao e resolugao.

Os teores de glicose, sacarose e frutose foram elevados nas amostras intencionalmente
adulteradas com chicoria e com cereais. A xilose ndo foi detectada em nenhuma das amostras
de café analisadas. Galactose e manose foram detectadas em amostras comerciais.

Em 1998, Prodolliet e Hischenhuber, publicaram uma revisdo bibliografica sobre
autenticacdo de alimentos por cromatografia. Os autores resumiram varios estudos
desenvolvidos para detectar e quantificar a adulteracdo em alimentos, incluindo o café
instantdneo. Em relacdo ao café instantaneo, alguns estudos foram validados utilizando
amostras de uma ampla variedade de produtos comerciais. Embora diversos métodos analiticos
tenham sido aplicados para avaliar o conteudo de carboidratos no café instantaneo, os autores
observaram que a técnicaHigh Performance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed
Amperometric Detection (HPAEC-PAD) é mais simples, precisa e sensivel que a CLAE-UV e
permite uma separacdo completa de todos os principais carboidratos em uma Unica corrida.

Em um estudo preliminar, Stober et. al. (2001), propuseram o uso da técnica de HPAEC
para detec¢do de leguminosas em cafés instantaneos de acordo com a analise do oligossacarideo
e o perfil protéico, com pH elevado. Amostras de café instantaneo (padrdo) e misturas de
diferentes fabricantes foram avaliadas. A identificacdo da estaquiose foi realizada com a
purificacdo da fragdo de oligossacarideo usandocromatografia liquida de alta performance de
fase reversa, seguida de metilacéo e analise por GC-MS. O método proporcionou sensibilidade
variando entre cerca de 0,1 e 0,2 g / 100 g. Picos de estaquiose ndo foram observados nos
cromatogramas para os cafés instantaneos padrdo. Os autores concluiram que a presenca de
estaquiose e a incomum analise do perfil oligossacarideo / proteina € uma nova abordagem

promissora para detec¢do de leguminosas em cafés instantaneos.
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Em 2007, um método de perfil do tocoferol foi proposto para a avaliagdo da
autenticidade do café. Jham et al. desenvolveu um método de CLAE para detectar milho em
cafés torrados e moidos. Foram adquiridas seis amostras brasileiras de C. arabica (Catuali,
Catuca, Burbourn, Mundo Novo, Rubi e Topazio) e café comercial. Uma amostra comercial
identificada como pura foi adulterada com milho torrado em proporcées de 5, 10 e 20% de
milho, para desenvolver o modelo do estudo. Além disso, amostras comerciais foram adquiridas
para verificar a sua aplicabilidade. O grau de torrefacdo ndo foi mencionado.

Para estimar a quantidade de milho adicionada nas amostras comerciais, foi realizada
andlise de regressdo linear de a, p ¢ y-tocoferol. O perfil de tocoferol das variedades de C.
arabica obteve concentragdes de 29,0, 61,7, 3,3 e 6,0% para o, B, v e o-tocoferol,
respectivamente. As amostras de milho forneceram um perfil diferente de tocoferol nas
porcentagens de 3,6, 91,3 ¢ 5,1 para a, y ¢ d-tocoferol. Os autores destacaram os varios fatores
como, variedade, origem da amostra, armazenamento, processamento, etc., poderiam afetar os
tocoferdis, devem ser examinados em detalhes. Uma limitacdo observada pelos autores € a
baixa sensibilidade da anélise dos tocoferais.

No ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisa (JHAM et al, 2008) avaliou o uso do perfil
de &cidos graxos como um marcador potencial para a autenticidade do café através de GC. O
mesmo conjunto de amostras e processamento realizado em seu estudo anterior (JHAM et al,
2007). Embora, a metodologia proposta foi tenha sido adequada para avaliar a qualidade do
café pela composicdo de seus acidos graxos. Esta nao foi capaz de diferenciar adulteracdo com
milho em cafés comerciais.

Em 2009, os perfis de carboidratos de café torrado e moido (C. arabica) foram analisados
por Garcia et al. (2009), através do método HPAEC-PAD para deteccdo de cascas de café e
milho. Até agora, esta técnica sé tinha sido foi aplicada em amostras de café instantaneo. Para
identificacdo e quantificacdo, foram realizadas solucdes padrdo de manitol, arabinose,
galactose, glicose, xilose, manose e frutose. A constru¢do da curva de adulteracdo foi
organizada através de um delineamento simplex-centroide. Todos os modelos lineares foram
ajustados para um nivel de confianca de 95%. Para todos os oligossacarideos, as curvas padrdo
obtiveram coeficientes de correlagdo proximos de 1 com limite de deteccdo adequado. Em
relacdo ao grau de torrefacdo, o teor total de carboidratos das amostras diminuiu de acordo com
0 aumento dograu de torrefagdo (torra escura). As amostras de café puro obtiveram maiores
concentragOes de galactose e manose com niveis de 8,25% e 9,65% (p / p), respectivamente.

No entanto, nas cascas puras, 0s principais carboidratos foram manitol (com nivel de

0,64%), arabinose (com 4,24%) e xilose (com 3,40%). A glicose foi o principal oligossacarideo
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relacionada com o milho (52,53%), p / p. Os resultados sugerem que as amostras de café torrado
e moido obtiveram perfil oligossacaridico similar a aqueles encontrado em cafés instantaneos.

Considerando as técnicas supracitadas, incapazes de identificar constituintes individuais
ou constituintes em misturas de varios adulterantes, Oliveira et al. (2009) propuseram um
método de cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (GC-MS) com Micro-
Extracdo em fase solida (SPME) e andlises quimiométricas (PCA), para detectar a cevada em
café. Foram preparadas misturas de 1%, 5% e 50% de cevada torrada em café torrado. O café
puro e os adulterantes foram submetidos a trés graus de torrefacdo (clara, média e escura). Uma
limitacdo do método foi a incapacidade de detectar a cevada em baixa concentracdo (1%) na
torra escura.

Em 2011, Pauli et al. validaram um método CLAE-UV-Vis com sistema de
derivatizacdo pds-coluna para a determinacdo de carboidratos totais em café instantaneo, com
0 objetivo de detectar a adicdo de adulterantes. Ambas as espécies de café (C. arabica e C.
canephora) foram utilizadas na analise.

A metodologia foi validada com sucesso, uma vez que os resultados indicaram
linearidade (R>> 0,999), especificidade, seletividade, precisio e exatiddo. Também, apresentou
limites de detec¢do de 2,6 a 13,8 pg / mL-1 e quantificacdo de 87,6 a 481,2 ug / mL-1,
respectivamente. A especificidade foi realizada considerando o tempo de retencdo para cada
padrdo.As amostras intencionalmente adulteradas com casca de café e produtos de amido foram
detectadas com sucesso. As amostras com casca de café apresentaram alta concentracdo de
xilose (6,08% p / p), enquanto as amostras com amido obtiveram altos niveis de glicose (19,90%
p/p).

Domingues et al. (2014), aplicou dois métodos cromatograficos, HPAEC-PAD e
derivatizacdo pos-coluna CLASE-UV-Vis, com objetivo de avaliar o desempenho e a
correlacdo entre eles, considerando que, na maioria dos laboratérios, a CLAE é acoplada a
deteccdo UV-Vis. A andlise do PCA foi realizada para classificar as amostras adulteradas de
cada metodo. As amostras de café arabica, triticale e acai foram torradas e moidas para obter
um grau de torra média. Amostras de café foram misturadas com adulterantes usando um
delineamento experimental simplex-centrdide. Os autores concluiram que a determinacdo dos
carboidratos pelo método HPLC-UV-Vis foi mais rapida e facil de se realizar, e poderia ser
usada na maioria dos laboratdrios, embora com menor resolucdo cromatografica, sensibilidade
guando comparado ao método HPAEC-PAD.

No mesmo ano, Pauli, et al. (2014). avaliou a autenticidade do café através do método

HPAEC-PAD baseado no perfil de carboidratos e seus oligossacarideos (manitol, arabinose,
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galactose, glicose, xilose, manose e frutose). Além disso, ferramentas quimiométricas, como
PCA e LDA, foram realizadas com o intuito de construir modelos para discriminagdo dos
adulterantes nas misturas de café. O método de cromatografia e as misturas de café com soja,
trigo foram realizadas segundo Domingues et al. (2014). Independentemente do tipo de mistura,
se binaria ou ternaria, o nivel mais baixo dos adulterantes adicionados foi de 17%.

Um método de Ultra Performance Liquid Chromatography com High Resolution Mass
Spectrometers (UPLC-HRMS) foi proposto por, Cai. T. et al. (2016). Os graos de café foram
obtidos comercialmente de 7 origens diferentes no mundo (Brasil, Jamaica, Italia, Coldmbia,
Peru, Cuba e China). As espécies de café ndo foram identificadas no estudo. Amostras de café
foram intencionalmente adulteradas com soja e arroz de 5 a 50%. A mesma granulometria foi
utilizada para a extracao dos oligossacarideos de café, soja e arroz.

Os cafes de diferentes origens foram analisados apresentaram perfis de oligossacarideos
altamente similares entre eles. Através das analises quimiométricas foram identificados 17
oligossacarideos forneceram diferencas significativas entre o café e os adulterantes. Com base
nesses marcadores oligossacarideos, café puro, soja e arroz foram classificados pela analise
PCA mesmo em baixas concentracdes de adulterantes (5%). O arroz foi detectado (~ 5%) em
todas as amostras comerciais. Esses dados preliminares demonstraram que a metodologia
proposta é mais confiavel e eficiente do que os trabalhos anteriores baseados no perfil de
carboidratos.

Em conclusdo, as metodologias apresentadas a cima apresentaram sensibilidade para
avaliar principalmente cafés solGveis. No entanto, eles também sdo suscetiveis a efeitos de
matriz e baixa especificidade. Portanto, ndo é possivel garantir se a substancia encontrada esta
correlacionada a um tipo especifico de adulterante.

2.4.4.4 METODOS BASEADOS EM DNA

A técnica a técnica de PCR (também denominada PCR convencional) baseia-se na
reacdo em cadeia da DNA polimerase, a enzima responsavel por polimerizar (sintetizar) o DNA
na replicacéo celular (NAVARRO et al, 2015), o mecanismo responsavel pela transmisséo da
informacdo genética nas células. Trechos de DNA genémico podem ser amplificados in vitro,
sob condi¢Oes especificas, nas quais sdo adicionados ao meio reacional a DNA polimerase
termoestavel, deoxinucleotideos e oligonucleotideos curtos - primers ou iniciadores,

(apresentando sequéncia de bases complementares ao DNA molde). Os ciclos dessa reacdo
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produzem fragmentos de DNA da sequéncia-alvo, mesmo a partir de tragos de DNA molde (em
3 horas, obtém-se aproximadamente 1.000.000.000 copias) (YAT; SHAW, 2018).

Poucas metodologias baseadas em biologia molecular foram aplicadas na autenticidade
do café, por exemplo, Spaniolas et al. (2006), desenvolveu um método para diferenciar C.
arabica e C. canephora por PCR Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP. No
entanto, 0 método s6 avaliou sementes de cafés verdes que sdo mais faceis de discriminar em
comparagdo com as torradas moidas. Em 2010, um método de PCR convencional foi patenteado
(PALLAVICINI et al, 2010) também, com o objetivo de diferenciar as espécies C. arabica e
C. canephora, baseados em polimorfismos de DNA do cloroplasto. Contudo, a PCR
convencional se baseia na deteccdo de através de analises de gel de agarose, 0 que pode ser

pouco sensivel além de ser laborioso e demorado.

2.5 PCR EM TEMPO REAL

A PCR em tempo real é uma evolucdo da PCR convencional que permite o
monitoramento da reacdo de amplificacdo ciclo a ciclo, em sistema fechado, sem interferéncias
externas no progresso da reacdo. Isso porque um sinal fluorescente emitido é detectado em
proporcdo ao aumento da quantidade de DNA amplificado. Essa fluorescéncia é emitida por
compostos fluoréforos, que podem estar ligados a sondas tipo TagMan ou intercalados na dupla
fita do DNA amplificado como o SYBR Green (MULLIS et al, 1990; HEID et al, 2011).

Esta técnica tem a capacidade de detectar e quantificar quantidades minimas de acidos
nucléicos em uma ampla gama de amostras de varias fontes e € considerada eficaz por
exceléncia em diagndsticos moleculares, ciéncias da vida, agricultura e medicina (KUBISTA
et al, 2006; BUSTIN et al, 2009).

A gPCR é considerada prética, juntamente com a sua combinacdo de velocidade,
sensibilidade e especificidade de forma homogénea se tornou referéncia com relacdo a
quantificacdo de DNA. Além de seu uso como ferramenta de pesquisa, muitas aplicacdes de
diagnostico foram desenvolvidas, incluindo quantificacdo microbiana, determinacdo da
dosagem génica, identificacdo de transgenia em organismos geneticamente modificados,
avaliacdo de risco de recorréncia do cancer, e aplicacdes para uso forense (BUSTIN et al, 2009;
LUCIUS et al, 20019;NILSEN et al, 2019)

O aumento desse produto nos ciclos iniciais € pouco significativo, mas com o progresso
da reacédo, pode-se observar um aumento exponencial do sinal emitido (fase exponencial ou
linear). Nesse momento da reacgdo, a eficiéncia € méxima, pois os reagentes estdo todos em

concentracdes adequadas que permitem o0 maximo de rendimento da reacao.
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Ap0s essa fase, a curva de amplificacdo comega a perder a linearidade, pois os reagentes
ja ndo estdo totalmente disponiveis, diminuindo a eficiéncia e o rendimento da reagdo (platd).
A faixa linear da curva de amplificacdo, entre a linha de base (baseline) e a mudanca de
curvatura, € usada para a determinacdo do parametro que permitira a realizacdo dos calculos
para quantificacdo da sequencia de DNA alvo. E nessa faixa que é tracada a linha limite
(threshold), e determinado o ciclo da PCR que “cruza” tal linha limite chamado ciclo de

threshold Ct (Figura: 8 ) (HEID et al, 2011).

124

104

84 pr—
Fase

Rn Linear

Threshold
Y —
4 Fase
Exponencial
2 :
Baseline

0

0 é & é é lb ]é 1& 16 15 2b 25 Zh 26 26 50 52 54
Ciclo

Figura 8: Esquematizacdo de um grafico de PCR em Tempo Real. Quatro fazes podem ser
observadas: Baseline: representa os ciclos inicias da reacdo em que ndo ha produto de PCR
suficiente para emitir fluorescéncia. Fase exponencial: quando o produto da PCR aumenta
exponencialmente. Fase linear: a fase linear é caracterizada por um aumento linear no produto
de PCR até que os regentes se tornem limitados. Platd: ocorre quando os reagentes Ssao
consumidos ndo ha mais aumento no produto de PCR. Treshold: linha limite que determina o
ciclo da PCR Ct. (Adaptado de Barros et al, 2008).

A quantificacdo pode ser realizada por comparagéo direta dos valores de fluorescéncia
detectada no Ct (método ACt), ou por comparagdo do numero de copias utilizando-se uma curva

padréo (método da curva padrao) (HEID et al, 2011).

2.5.1 SISTEMAS DE DETECCAO POR PCR EM TEMPO REAL
A chave para a PCR em tempo real é a capacidade de controlar o progresso da

amplificacdo do DNA, em tempo real. E isto so é possivel através de substancias quimicas e
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instrumentacdo. Geralmente, os sistemas de detecgédo sdo corantes especiais ou sondas (Figura
9) (MARK A. VALASEK1; JOYCE J. REPA, 2005).

A SYBR Green | B Tagman probe
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Figura 9: Esquema A: absorcédo e emissdo do fluoréforos SYBR Green ligado superficialmente
a molécula de DNA. Esquema B: hibridizagdo da sonda com o alvo e hidrélise do
fluoréfororepoter(VALASEK; REPA, 2005).

O SYBR Green ¢ um fluoréforo que se liga ao sulco menor da dupla-hélice de DNA
emitindo maior fluorescéncia do que quando esta em solucdo (REISCHL et al, 2002). Portanto,
quanto maior a quantidade de DNA-duplafita presente na reacdo, maior a quantidade de SYBR
Green ligado ao DNA e também maior a emissdo de fluorescéncia. Assim, qualquer
amplificacdo de DNA é traduzida em um sinal fluorescente. Por isso, este sistema de detec¢édo
é considerado menos especifico quando comparado a sistemas de deteccdo tipo sonda. Para
contornar esta limitacdo, é necessario a adicdo de uma etapa extra na reacao conhecida, como
curva de dissociagdo ou Melting Curve (REISCHL et al, 2002).

Apds o término da reacdo de PCR o produto amplificado é submetido a um aumento
gradual de temperatura, fazendo com que as moléculas de DNA se desnaturem gradativamente.
Como a ligacao de hidrogénio entre a guanina e a citosina € mais forte do que a ligacdo entre a
adenina e timina, as regides do produto (amplicon) ricas em guanina e citosina resistem mais
tempo ligadas com o aumento da energia térmica. Como parte da molécula ainda esta ligada,
um sinal fluorescente ainda é emitido, e este sinal luminoso mais fraco é detectado pelo
equipamento de qPCR. Entdo, a diminuicdo da fluorescéncia € plotada (como slope negativo)
versus a temperatura, o que resulta em um pico acentuado de fusdo (meltingtemperature, Tm)

para cada produto de PCR (Figura 10).
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Figura 10: Grafico da curva de dissociacdo demonstrando o DNA dupla-fita submetido ao

aumento de temperatura, gerando a Tm.

Através da curva de dissociacdo, € possivel descriminar com alta sensibilidade todos os
produtos amplificados durante a reacdo, ou seja, qualquer amplificacdo inespecifica. Atraves
da curva de dissociacgdo, é possivel verificar também a qualidade dos primers, a concentracao
do DNA molde e a temperatura de anelamento ideais para a conducéo da reacdo. (VALASEK;
REPA, 2005).

As sondas do tipo TagMan possuem maior especificidade, pois o seu sinal fluorescente
sO é emitido quando ela esta pareada na parte central da regido alvo delimitada pelos primers
(Figura 11). As sondas sdo marcadas quimicamente nas extremidades 5’-3’em uma extremidade
a sonda é marcada com um composto com efeito quenchere em outra com efeito repérter
(VALASEK; REPA, 2005). Quando esses compostos estdo proximos, ligados na sonda, o
guencher através da transferéncia de energia por ressonancia, reduz grandemente a emissao
fluorescente do repdrter. Se a sequéncia alvo estd presente, a sonda se hibridiza na regido

central delimitada pelos primers (Figura 12).
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Figura 11: Esquematizagdo da fung@o 5’ exonucleasica da Taq polimerase. (Adaptado de Yuan
et al 2000).

Ao reconhecer os primers, a DNA polimerase inicia a extensdo da molécula,
acrescentando os nucleotideos trifosfatados, mas ao perceber a presenca da sonda a sua frente
a enzima ativa a sua fungdo 5’ exonucleasica e cliva a sonda separando os corantes quenchere
repdrter possibilitando assim o repoter emitir a sua fluorescéncia (BROEDERS ET AL, 2014).

A cada ciclo da reacdo, as moléculas de corante reporter adicionais sao clivadas a partir
de suas respectivas sondas, o que resulta em um aumento na intensidade de fluorescéncia
proporcional a quantidade de amplicon produzido (BROEDERS ET AL, 2014).

2.6. BIOINFORMATICA

A bioinformatica é uma area multidisciplinar que utiliza abordagens computacionais para
responder questdes bioldgicas (BAXEVANIS, 2001). Ela é a combinagéo de tecnologias de
informatica, estatistica e conhecimento biologico correlacionado ao DNA, RNA e proteinas.
Nas ultimas trés décadas ocorreu uma revolucdo nas tecnologias de sequenciamento de DNA e
RNA permitindo assim, um aumento quase que exponencial, na quantidade de sequéncias de

DNA de inumeras espécies, que sao depositadas em bancos de genomas como o Genebank do
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National Center for Biotechnology Information — NCBI (BAXEVANIS, 2001; WASHIETL;
HOFACKER, 2010). Como exemplo deste avan¢o podemos citar o Projeto Genoma Humano,
que sequenciou e disponibilizou todos os cromossomos da espécie humana.

Assim como nos estudos experimentais com camundongo onde os modelos animais
tentam mimetizar o modelo humano com o objetivo de estudar doencas, caracterizar vias
bioguimicas, etc., a bioinforméatica tem como objetivo geral a comparacdo de sequencias de
DNA, RNA e proteina (WASHIETL; HOFACKER, 2010). A comparacéo é importante devido
aos dominios conservados entre as espécies. Se qualquer sequéncia de DNA ou proteina é
encontrada de maneira conservada em diferentes espécies, isso significa que ela tem
importancia bioldgica, seguindo o raciocinio da evolugdo de Charles Darwin (1809-1882) (He,
2015). Somente apOs a presenca de ferramentas de bioinformatica foi possivel avancar
rapidamente nos estudos de populacéo, filogenia, doencgas genéticas, transgenia, clonagens, etc

O GenBank, banco de dados de sequéncias genéticas do National Institutes of Health
(NIH), é uma colecdo anotada de todas as sequéncias de nucleotideos e proteinas publicamente
disponiveis. Os registros dentro do GenBank representam, na maioria dos casos, trechos
simples e contiguos de DNA ou RNA com anota¢fes (KARSCH-MIZRACHI; OUELLETTE,
2001). Os arquivos do GenBank s&o agrupados em divisdes; algumas dessas divisfes sao
baseadas em filogenia, enquanto outras sdo baseadas na abordagem técnica usada para gerar as
informagdes da sequéncia (KARSCH-MIZRACHI; OUELLETTE, 2001). Este banco de
genomas, foi construido pelo NCBI, e faz parte da Colaboracdo Internacional de Banco de
Dados de Sequéncia de Nucleotideos, junto com seus dois parceiros, 0 DNA Data Bank ofJapan
(DDBJ, Mishima, Japan), a European Molecular Biology Laboratory (EMBL), e 0 European
Bioinformatics Institute (EBI, Hinxton, UK) (KARSCH-MIZRACHI; OUELLETTE, 2001).

Uma das principais ferramentas de comparacdo multipla de sequencias € o Basic Local
AlignmentSearch Tool — BLAST que foi desenvolvida em 1997 by S. Altschul (MADDEN,
2013). O BLAST é um software que pode funcionar de forma online ou ndo, que busca regifes
curtas onde ocorra similaridade entre pares de sequéncias. Ele também identifica sequéncias
gue tém alta similaridade em determinadas regides, mas podem ter pouca similaridade no todo
de sua extensdo. O BLAST utiliza um modelo matematico heuristico. Este modelo produz
resultados rapidamente por estimar previamente quantas sequéncias correspondem com a
sequéncia molde em uma determinada pontuacdo ao acaso. Desta maneira ele ja exclui as
sequéncias que matematicamente sdo diferentes (MADDEN, 2013).

Existem vérias variacdes do método Blast, trés dos quais sdo: megablast, discontiguous

megablast e blastn. O megablast (para comparacdo de sequéncias, intra-espécies) padréo é
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melhor para determinadas tarefas, como identificar a consulta de entrada e pesquisar com
grandes consulta gendmica. O discontiguous megablast é utilizado para comparagdo entre
especies diferentes, funciona melhor em encontrar sequéncias relacionadas com outros
organismos; enquanto blastn (para pesquisar sequencias mais curtas de DNA, comparacao entre
espécies) funciona melhor para consultas curtas de entrada e para identificar correspondéncias
curtas, também funciona melhor para buscas entre espécies do que megablast (NCBI, 2019).
Em nosso estudo prévio (Ferreira et al, 2016), identificamos trés genes que apresentaram
especificidade satisfatdria para cevada, milho e arroz. Neste presente tabalho de tese o0 objetivo
foi avaliar estas sequéncias atravez das ferramentas de bioinformatica e desenvolver sondas do
tipo TagMan. Além disso, buscar sequéncias de DNA que possam ser utilizadas para a
discriminacdo das espécies de café, C. arabica e C. canephora, e detec¢cdo da principal praga

do café, a broca H. hampei.
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3. JUSTIFICATIVA

Com base na importancia do café para a economia brasileira e do cenério atual de
irregularidades na industria cafeeira, incluindo adulteracdes e falsas alegagcdes em rotulagem,
frequentes no mercado nacional, junto a falta de sensibilidade e, principalmente, a
especificidade da maioria das técnicas atualmente empregadas para a avaliacdo da qualidade e
autenticidade do café, justifica-se a aplicacdo de uma ferramenta molecular como a técnica PCR
em tempo real para o desenvolvimento de métodos para tal finalidade. Dessa forma, essa
abordagem metodoldgica sera mais uma alternativa eficaz para utilizacdo por parte de 6rgaos

de fiscalizagdo da industria e do governo como ANVISA e a ABIC.

4, OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e determinar parametros de desempenho de métodos moleculares baseados
na técnica de PCR em Tempo Real para a identificacdo de cereais e broca de cafe, bem como

para determinacdo dos teores das espécies C. arabica e C. canephora nesses blends.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Definir os marcadores moleculares (genes enddgenos) e desenhar as ferramentas de detec¢do
(primers e sondas do tipo TagMan) das sequéncias de DNA especificas dos agentes bioldgicos

usando ferramentas de bioinformatica;

- Obter curvas padrao para determinacédo do Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificacdo
(LQ), além da linearidade do método de arroz cevada e milho;

Os resultados do presente trabalho serdo apresentados na forma de trés capitulos:
Capitulo 1 — Desenvolvimento de sistema de detec¢do por sondas (tagman) para os principais
possiveis adulterantes (arroz, cevada e milho) do cafe.

Capitulo 2 — Diferenciacdo das espécies C. arabica e C. canephora.

Capitulo 3 — Desenvolvimento de método de deteccdo para a broca do café, Hypothenemus
hampei.

CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS
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CAPITULO 1 — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE DETECCAO PARA 0S
ADULTERANTES (ARROZ, CEVADA E MILHO) DO CAFE.

INTRODUCAO.

O café é o produto alimenticio mais consumido no mundo, sendo o Brasil o maior
produtor desta comodity. Além disso, o Brasil também é um grande produtor de cereais como
arroz, cevada e milho. Como a demanda por café tem crescido tanto Brasil quanto no mundo
este cendario poderia estimular adicdo destes cereais mais baratos quando comparados ao cafe,
no mercado brasileiro (CONAB, 2019).

Consequentemente a prética de adulteragdo, muitos métodos utilizando diferentes
técnicas, foram desenvolvidos para estabelecer parametros e marcadores com o objetivo de
identificar adulterantes em café torrado moido e café solivel (REIS; FRANCA; OLIVEIRA,
2013; ASSAD et al, 2002; NOGUEIRA; LAGO,2009; JHAM et al, 2007). No entanto,esses
métodos contam com a experiéncia do analista e, portanto, sdo subjetivos e passivos ao erro
humano como também, ndo permitem a identificacdo de constituintes em misturas de varios
adulterantes.

Em estudo prévio, foram desenvolvidos métodos de deteccdo de adulterantes em café
através do sistema Sybr green (FERREIRA et al, 2016). Embora este sistema de deteccéo seja
mais acessivel financeiramente, ele € menos especifico e demanda mais tempo, por adicionar
uma etapa extra a analise (a curva de dissociacao) quando comparado com o sistema de deteccao
por sondas TagMan.

Neste capitulo sera abordado o desenvolvimento de sistemas deteccdo com sondas
TagMan para arroz, cevada e milho.

MATERIAL E METODOS.

Origem das amostras: Amostras cruas de café C. arabica e C. Canephora foram obtidas
diretamente de produtores dos Estados de Séo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo. Amostras
in natura de cevada (Hordeumvulgare), milho ndo geneticamente modificado (Zea mayz), arroz
agulhinha (Oryza sativa), soja (Glicine max), trigo (Triticum aestivum), centeio (Secale
cereale) e chicoria (Cichorium intybus) foram adquiridas no mercado livre de Santa Cruz, Rio
de Janeiro. Amostras de acai (Euterpe oleracea) foram cedidas pela EMBRAPA — AMAPA,
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Extracdo de DNA: Para o isolamento e purificacdo do DNA das amostras de café, cevada,
milho, arroz e trigo, as mesmas foram acondicionadas em tubo Eppendorf de 1,5 mL (estéril) e
pesadas, em duplicata, em balanca analitica (Bioprecisa FA-2104N, Brasil) até alcangarem
100mg. Em seguida, foram adicionados 1.000 puLL do tampao CTAB (1.4 M NaCl, 20g/L CTAB,
0.1 M Tris-HCI, 20mM Na2EDTA, pH 8.0); e 20 pL de proteinase K (20 mg/mL) (Life
Technologies; Sao Paulo, Brasil), sendo homogeneizados a posteriori e incubados em banho
aquecido a 65 °C por 1:30 h, com agitacdo para homogeneizacdo a cada 30 min. Apds esta
etapa, foram adicionados 20 uL. de RNAse (10mg/mL) (Life Technologies; Sao Paulo, Brasil)
e incubados em temperatura ambiente por 15 min, seguidos de centrifuga¢do por 10 min a
17,950 x g (EppendorfCentrifuge 5417R, Eppendorf, Alemanha). Um volume de 500 pL do
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 500 pL de cloroférmio absoluto,
homogeneizado e centrifugado por 10 min a 17,950 x g. Quinhentos microlitros da fase aquosa
foram transferidos para um novo tubo de 1,5 mL e foram adicionados 2 volumes do tampé&o de
precipitacdo CTAB (5¢g/L CTAB; 0,04M NaCl), sendo incubado por 1:30 h em temperatura
ambiente. Logo em seguida, a solucao foi centrifugada a 17,950 x g por 10 min e o sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi dissolvido com 350 pLL de NaCl 1,2M. Foi adicionado 350 L.
de cloroférmio, agitado em vértex (Vixar KMC -1300V, Brasil) e centrifugado por mais 10 min
a 17,950 x g. O filme superior foi transferido para um novo tubo e adicionado igual volume de
isopropanol e incubado a -20°C por 24h. O precipitado foi centrifugado por 10 min 17,950 x g,
lavado com etanol 70% e posto para secagem em fluxo laminar. Logo ap6s a secagem, as
amostras foram resuspensas em &gua deionizada tipo Milli-Q. Todas as reagdes foram
realizadas em triplicatas.
A concentracdo de DNA dos extratos foi determinada através de leitura da absorbancia

a 260 nm no nano-espectrofotdmetro Genova Nano (JENWAY - Stffordshire, UK).
Adicionalmente, foram determinadas as raz0es das leituras de absorbancias a 260 e 280 nm
para presenca de proteinas; e a 260 e 230 nm para compostos fenolicos, que sdo parametros

para analise da qualidade do DNA isolado.

Analise de bioinformatica e desenvolvimeto dos primers: Com objetivo de encontrar sequencias
de DNA que possam ser utilizadas para o desenho de primers especificos para cevada e milho,
foram feitas buscas no banco de nucleotideos do Genbank para sequencias de RNAm de cevada
(Hordeum wvulgare) e milho (Zea mays), retornando 860892 e 2247055 sequencias,

respectivamente. Destas, 430 e 150 sequéncias, respectivamente foram submetidas a analise
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por BLAST (na modalidade MEGABLAST) contra todo o banco de nucleotideos do Genbank
(excluindo sequencias humanas e de camundongo). Sequéncias que ndo haviam semelhanca
com outras espécies além da original foram novamente submetidos ao BLAST na modalidade
MORE DISSIMILAR SEQUENCE. Em seguida, sequéncias que ndo apresentavam
semelhangas na etapa anterior, foram novamente submetidas ao BLAST na modalidade
BLAST-TN. Ao final desta analise, foram selecionadas sequencias que apresentavam pouca ou
nenhuma semelhanga com outras espeécies. Estas foram editadas no bloco de notas (Microsoft),
para a retirada das pequenas de regides homologas ou similares a regides de DNA de outras
espécies. Regides de repeticdo nas sequéncias selecionadas foram mascaradas pelo programa
ReaptMasker. Por fim, as sequéncias selecionadas e mascaradas foram comparadas com
sequéncias da tribo de café Coffeeae e também com o genoma completo de C. Canephora no
Coffee Genome Hub (CGH).

Em relagéo ao arroz, a sequencia NM_001049010.2, utilizada em Ferreira et al. (2016)
para desenvolver um sistema de deteccdo de arroz em café por sistema Sybr Green, foi
submetida a andlise supracitada para confirmar a especificidade da mesma. As sequencias
selecionadas para as trés espécies foram utilizadas para o subsequente desenho de sistema

Tagman.

Desenho dos primers e sondas tagman: Pares de primers (Tabela 1) foram desenhados pelo
software online Prime3Plus (ROZEN; SKALETSKY, 2000) para produzir amplicons
(quantidade de pares de bases) entre 60 a 90 pares de bases (pb), com temperatura de fuséo
(Tm) entre 60 e 64 ° C, com conteido de guanina e citosina em torno de 50%. A analise de
PCR in silico foi realizada utilizando o iPCR (ARTIMO et al. 2012).

PCR em tempo real: As reacdes de amplificacdo foram preparadas em camara de fluxo laminar.
A reacdo foi realizada em volume final de 25 pL, contendo 1X Tagman PCR Master Mix
(Promega, USA), 50 ng de DNA e 240 nM de cada primer, e 200 nM de sonda. As reagdes
foram realizadas no termociclador Abi 7500 (AppliedBiosystems, USA). As condigdes
térmicas da reacdo foram: 10 min. a 95 C, 45 ciclos de 15 s a 95 Ce 1 min. na temperatura de

anelamento (Tm) de cada par de primers.
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Sensibilidade e linearidade: Para a construcao da curva padréo, foram feitas diluigdes seriadas
com 8 pontos, com concentracdes de DNA de 50 ng diluidos dez vezes em agua ultrapura (Milli-
Q). Os valores dos Ct’s médios foram utilizados para formar a inclinacao e o coeficiente de
correlacdo da reta.

A eficiéncia foi calculada através da equagéo:
Eficiéncia = ((10"(-1/slope))-1) * 100

Slope =y da equacdo de correlacdo da reta.

Baseado na curva padrao, foram utilizados os Gltimos pontos das curvas para a definicao
dos limites de deteccdo (LD), a concentracdo do ultimo ponto foi multiplicada por trés para
determinar o limite de quantificacdo (LQ) (JOINT RESEARCH CENTRE; 2006; CANKAR et
al., 2006).

Os limites de quantificacdo foram calculados a partir da formula CtLOQ = CtLOD - 2
(cCtLOD), onde o CtLOQ e o CtLOD, s&o os Cts relacionados aos limites de quantificacdo e
detec¢do respectivamente, e cCtLOD ¢ o desvio padrdo referente ao limite de deteccdo do
método.

Para melhor compreensao das etapas das analises observe a Figura 12.

c
> BLAST

AT

Resultados

a.’Covffee. Genome Hub

Extracdo
de DNA

> UTed D> <UTnaB”N

=0 2>

Reacao

PUTd D> UTnaB”N

Figura 12: Fluxograma das etapas das analises.
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RESULTADOS

Extracéo e qualidade do DNA: Foi possivel extrair e isolar o DNA de todas as mostras, porem
as amostras de café obtiveram menor rendimento (24,85 ng/uL * 3,55 ng/uL) em comparacgéo
aos adulterantes (42 ng/pL % 6,55 ng/pL). Os isolados de DNA, obtiveram valores da razdo
260/230 € 260/280 nm de 1,9+ 2,1 e 1,7 + 1,3, respectivamente. Estes valores estdo dentro dos
limites estabelecidos na literatura (WAGNER et al, 1987; ZIRMMERMANN et al, 1998).

Resultados in silico: As 430 e 150 analises realizadas identificaram as sequéncias AB016121.1
e NM_001112418.1 como sendo seletivas para cevada e milho, respectivamente. A sequéncia
de cevada apresentou seletividade através do BAST-TN como € apresentado na figura 13.

Apenas duas pequenas regides foram similares a outras espécies.

gil4126529|dbjlAB016121.1| Hordeum vulgare...

RID XAVOMCW2015 (Expires on 07-29 05:20 am)

Query ID Icl|42293 Database Name nr
Description gi|4126529|dbj|AB016121.1| Hordeum vulgare LINE retrotransposon DNA, Description Nucleotide collection (nt)
endonuclease region of BALN3 Program BLASTN 2.2.29+ P Citation

Molecule type nucleic acid
Query Length 414

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

©Graphic Summary

Distribution of 3 Blast Hits on the Query Sequence &

‘Muuse over to see the defline, click to show alignments ‘

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

1 1 | 1
1 20 160 240 320 400

ﬁgufé 13: Analise de seletividade da sequéncia de DNA de cevada (AB016121.1) através do
programa BLAST-TN. A sequéncia apresentou pequenas regides de similaridade (linhas verde
e azul com comprimento de~40 a 80 pb, respectivamente).

Ja a sequéncia de milho, apresentou similaridade com dois organismos: Acetabularia
mediterranea e Neriene emphana com query cover de 92 e 23%, evalor de identidade de 80 e

92%, respectivamente (Figura 14).
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Job title: refilNM_001112418.1]

RID 6SAD6V78015 (Expires on 02-20 23:07 pm)

Query ID NM 001112418.1 Database Name nr
Description Zea mays zein protein (zein), mRMNA Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type rna Program BLASTN 2.8.1+ p Citation

Query Length 863

Other reports: pSearch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

=) Graphic Summary

Distribution of the top 2 Blast Hits on 2 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

W =40 W 40-50 50-80 W 80-200 W ==200
1 | | Q“ulv | |
1 150 300 450 600 750

Figura 14: Analise de seletividade da sequéncia de DNA de milho (NM_001112418.1) através
do programa BLAST-TN. Dois organismos (Acetabularia mediterraneae, Nerieneemphana)
apresentaram similaridade com a sequéncia de milho o com query cover de 92 e 23%, com

identidade de 80 e 92%, respectivamente.

Contudo, quando a anélise do BLAST foi configurada para analisar sequéncias da tribo
Coffeeae, ndo ocorrem nenhuma similaridade com as sequéncias de cevada e milho (Figura 15
e 16).

N L Y

| @ Your search is limited to records that include: Coffeeae (taxid:169640) ; and exclude: Hordeum vulgare (taxid:4513) &Full Entrez Query

Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options & Download

Job title: dbjlAB016121.1]

RID GPZD5VNPO15 (Expires on 02-20 10:53 am)

Query ID AB016121.1 Database Name nr
Description Hordeum vulgare LINE retrotransposon DNA, endonuclease region of BALN3Z Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.1+ B Citation

Query Length 414

| @ No significant similarity found. For reasons why,click here

Other reports: P Search Summary

Figura 15: Anélise de seletividade entre as sequéncias de DNA de cevada e as sequéncias da
tribo Coffeeaea través do programa BLAST-TN. Néo foi possivel encontrar nenhuma regido de

similaridade entre a sequéncia de cevada e as sequéncias da tribo Coffeeae.
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BLAST Results

| @ Your search is limited to records that include: Coffeeae (taxid:169640) ; and exclude: Zea mays (taxid:4577) &Full Entrez Query

Edit and Resubmit Save Search Strategies P Formatting options  » Download

Job title: ref[NM_001112418.1|

RID G6SBHGEMKO014 (Expires on 02-20 23:26 pm)

Query ID NM 001112418.1 Database Name nr
Description Zea mays zein protein (zein), mRNA Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type ma Program BLASTN 2.8.1+ P Citation

Query Length 863

| @ No significant similarity found. For reasons why,click here

Other reports: B Search Summary

Figura 16: Andlise de seletividade entre a sequéncia de DNA de milho (NM_001112418.1) e
as sequéncias da tribo de café Coffeeae. Nenhuma regido de similaridade entre a sequéncia de

milho e as sequéncias da tribo Coffeeae foi encontrada.

Analises adicionais foram realizadas no CGH para verificar se as duas sequéncias
também foram seletivas quando comparadas ao banco de genes de café C. canephora. Como o
esperado ambas as sequéncias foram 100% seletivas no Blast do CGH (Figura 17 e 18).

Home »

Blast

Blast Search

o D

= Oresults)
= View BLAST result
= Download Excel file

Figura 17: Andlise de especificidade com o programa Blast do CGH com a sequéncia de DNA

de cevada (AB016121.1). O programa nao encontrou nenhuma regido similar a sequéncia de
cevada
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Figura 18: Analise de seletividade da sequéncia de DNA de milho (NM_001112418.1) com o

Blast do CGH com. O programa nao encontrou nenhuma regiao similar a sequéncia de milho.

Com as sequéncias selecionadas de cevada e milho foi possivel desenhar primers e

sondas dentro dos padrdes desejaveis (Tabela 2).

Tabela 2: Primers e sondas para deteccdo de cevada e milho.

Hordeumvulgare

Sequéncia <--> TmC  GC% Amplicon
BALN3plus F-CGGCCACTTCCAGGATTTCT 20 pb 57,4 550 71pb
R-GCTGCCACGCAATAAGAATG 20 pb 54,9 50,0
S-CTTCCTCCCCACGAACGACACTC 25 pb 65,0 60,9
Zeamays
ZEIN F-CATCCTTATGCTCCTTGCTCTT 22 pb 59,9 45 87 pb
R-AAGCTCCTATAGCTGCCCTTCT 22 pb 60,0 50
S-GTGTTCTGGACGCGACCATTTTTC 24 pb 67,9 50

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm: temperatura de
anelamento. Amplicon: comprimento em pares de base do produto da amplificagdo.<-->:

comprimento dos primers e sondas.
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Ferreira et al. (2016) desenvolveram um sistema de deteccdo de arroz em café com
intercalante de DNA SybrGreen. A sequéncia NM_001049010.2 (Oryza sativa- arroz) foi
utilizada para o desenho dos primers. Contudo, analises de especificidade com ferramentas de
bioinformatica ndo haviam sido realizadas. Através das analises descritas neste trabalho, foram
identificadas regides de similaridade entre a sequéncia NM_001049010.2 e alguns genes do
banco de genes do NCBI. Contudo, é comum que sequéncias longas DNA tenham regides

similares com outras espécies (Figura 19).

Rearch i Rended 85 70CONEN Mattbing ewirer Guery: ot INbev) NOTIEER 30 JOROMY

refINM_001049010.21 (4110 leters)

wo .
Query 10 2 5 Catabase Mave
Description Oy 1902743 1902243 et ccmg Cescrotiom lociactie cotmtin (o0
e ube trpe - Program BASTN 2.3 31 »
Query Lemgth 4
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Figura 19: Analise de seletividade da sequéncia de DNA de arroz (NM_001049010.2) através
do programa BLAST, modalidade MEGABLAST. As linhas vermelhas representam sequéncias

com regides similares a sequéncia de arroz, com comprimento maior que 200 pb.

Subsequentemente esta sequéncia foi analisada através do programa ReaptMasker com o
objetivo de mascar as regides de repeticdes indiscriminadas (Figura 20). Estas regides
apresentam baixa complexidade e dificultam o desenho do primers (BROOKMAN-AMISSAH
etal, 2015)



68

>gi|2975963 7] |ref|NM_001049010.2| Oryza sativa

ATGGAGTATCTTCACCATGAGCATTATGAGATTGTCCAGCACTGTGACCA
GAAGCCTAGTAATGTGCTATTTGACGAGGAAACGACGGTGCATGTGGCGG
ACTTTGGCATCGCAAAGCTGCTGCTGGGTGATGACACCTCCAAGATCACC
AATCACGGCAAGCATGCCCACCAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGGGAAGCTTGGCGGCAGGATGGCGCAGCG
TATGGGAAGGCGGUCGAATCTGGCGCAGCGCCACGGGAAGGCGGCGGCGAA
GGCTGCGGCGAGGCAGCTCCTGTACAACGCACGGGCAAGCGAGCAGCGAG
CAGCATGGTGCGGCAAGCCGGCAATAGCGACGCACGGCGAGCAGCTCGTIC
CACAAAGACAAACAATGCCATGTCTCTTCACTGGAAAGCGACCTACGGAT
CGATCGTTTGTTCGTTGGAGAAGTGACCATTAGGCAGTGGGTCAATCAAG
CATTTTCGGCGAAGCTTGTTCATGTTCTGGACGACAAGCTACAGCTAGAT
GAGTCCTCTATCGAAGACCTGAATCACCTTICTTTTGCCAATATTTGAGGT
TGGTTTGCTCTGCTCAAGTGACTCGCCTGACCAGAGGATGTCAATGGCCG
ATGTGGTGGTGACACCGAAGAAGATTAGAAAGGATTATGAAAAAAATTGG
CATTATATTAGAGGATGTCAAATTGTCAATGGCCGATGTITGTGCCAATGA
AGGCTGTTTACCAGCAGTCCTGCACACGGCGGAGTTGTITGATCATCTCGC
TGACAGTGACAGCCCTTGCAGCAGGTGCCTCTICTTICTCCATCTCCATCC
ATCAACAGCAGCAGCGGCGGCGGCGCCGCAGCCGACCTCGCGGCGCTGCT
GGCTTTCAAGGCCCAGCTCGCCGATCCTCTCGGCGTCCTCGCCGGCAGCT
GGACGACCAACGTCTCCTTCTGCAACTGGGTCGGCGTCTCCTNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
CGGAGGGGAGCTCACCGCCCACCTCGGTAACCTCTCATTCCTCTACACCC
TCGACCTCACCAACACCAGCCTCGTCGGCCCCGTCCCCGUCCGACCTCGGL
AGGCTACGCCGGCTACGGAGTCTCCTCCTCGGUGACAACCTGCTATCGGC
TGCCATCCCACCCGCCATAGCCAACCTCACGATGCTCGAGCTCCTTCACC
TGGGCAACAACAACCTCTCCGGGGAGATCCCGCCCGACCTGCTGCACGGC
ATGCGCCGCCTCTCGAGGATCGCTCTGCACATGAACCAGCTGACCGGAGA
CCTGCCGCCGCTTCTGTTCAACGGCACGCCCTCGCTGACGTTCGTCAACC
TCGGGAACAACAGCCTGACGGGCGGCGTACCGCACGGCGTGGCGTCGTCG
CCGTCGTCGCTGCCGATGCTCGAGTACCTCAACCTGCGCGGCAACCGCCT
CGCCGGCGLGETGCCGCCGGCCOGTCTACAACATGTCGAGGCTGCGAGGGT
TGGTGCTCTCGCACAACAACCTGACAGGGTGGATCCCGACGACGAGCAAC
GGGAGCTTTCACCTGCCGATGCTGCGCACGTTICTCCATCAGCTCCAACGG
CTTCGCCGGCCGGATTCCGGCAGGGCTCGCGGCATGCCGATACCTGCAAA
CCCTGTCCATTTCGTCGAATAGCTTCGTGGATGTCGTGCCGGCATGGTTG
GCTCAGCTGCCATACCTCACTGAGCTTITTICTTGGGTGGAAATCAGCTCAC
TGGCTCTATCCCTCCTGGTCTCGGCAACCTCACCGGTGTTACCTCGCTGG
ACCTCTCCTTCTGCAACCTGACCGGTGAAATTCCTTCAGAGTTAGGCCTT
ATGAGAAGTC

Figura 20: Analise de mascaramento da sequéncia de DNA de arroz (NM_001049010.2)
através do programa online ReaptMasker. As regifes que apresentavam repeticdo
indiscriminada foram marcadas com a letra N. Desta maneira, 0os programas de desenho de

primers desprezarao estas regides.
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Apb6s a sua edigdo e mascaramento a sequéncia NM_001049010.2 foi analisada
novamente no MEGABLAST (Figura 21). Como é possivel observar, o programa do BLAST

ndo encontrou nenhuma regido similar a sequéncia de arroz ap6s a sua edi¢cdo e mascaramento.

OH29T56637 1 refNM_ 001049010 21 Oryza sativa

i J
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Figura 21: Andlise de seletividade da sequéncia de DNA de arroz (NM_001049010.2)
através do programa BLAST, modalidade MEGABLAST. Apo6s a sua edigdo e anélise de
mascaramento no ReaptMasker, ndo foi encontrado nenhuma sequéncia similar através do
MEGABLAST.

Quando comparado com sequéncias da tribo Coffeeae, a sequéncia de arroz mostrou
pequenos pontos de similaridade (< 40 pb), como apresentado na Figura 22. Além disso, como
0 esperado, nenhuma similaridade foi observada quando a sequéncia de arroz (editada e

mascarada) foi comparada com o genoma de café pelo BLAST do CGH (Figura 23).
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Figura 22: Analise de seletividade com o programa BLAST na modalidade
MEGABLASTentre a sequéncias de DNA de arroz (NM_001049010.2) e as sequéncias da tribo
de café Coffeeae. A sequéncia de arroz apresentou pequenos pontos (< 40 pb) de similaridade
entre a sequéncia de arroz com sequéncias de DNA da tribo de café.
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Figura 23: Analise de seletividade da sequéncia de DNA de arroz (NM_001049010.2) no
programa Blast do CGH. O programa ndo encontrou nenhuma regido similar a sequéncia de

arroz. Chr: cromossomo.
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Apos as andlises de bioinformética foi possivel desenhar um sistema de deteccdo com

sonda tagman (Tabela 1).

Tabela 1: Primers e sonda para deteccdo e DNA de arroz.

Oryza sativa

Sequéncia

arroz1|P3plus F-GGAAATCAGCTCACTGGCTCT
R-AAGGAATTTCACCGGTCAGG
S-AAGGAATTTCACCGGTCAGG

Comprimento Tm°C  GC% Amplicon
21 pb 609 52,0 100 pb
20 pb 61,2 50,0
25 pb 66,3 56,0

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm: temperatura de

anelamento. Amplicon: comprimento em pares de base do produto da amplificacéo.

Analises in vitro: Com o objetivo de avaliar a especificidade dos sistemas para a deteccdo de

arroz, cevada e milho, amostras dearroz, cevada, milho (controles positivos), centeio, orégano,

chicdria, aveia, trigo, soja e acgai foram analisadas. Os sistemas de deteccdo de arroz, cevada e

milho também foram analisados com DNA gendmico de café das espécies C. arabica e C.

canephora.

Na Tabela 13 é apresentado a analise de especificidade do sistema de deteccdo de arroz.

Apenas uma réplica da amostra de centeio amplificou, no entanto com Ct (43,53) muito tardio.

Provavelmente, esta amplificacdo tenha ocorrido devido a contaminacdo cruzada durante a

realizacdo da reacdo de PCR em tempo real. O sistema de detec¢do de arroz com sonda TagMan

apresentou seletividade e especificidade tanto em analises in silico quanto in vitro.

Tabela 3: Analise de especificidade com o sistema TagMan para detec¢do de arroz.

Amostras

1

RéplicasCt

2

Media DP

Arroz

Café arabica
Café conilon
Centeio
Orégano
Chicéria
Aveia

Trigo

Acai
Cevada
Milho

CN

23,69

23,48

43,53

23,54 23,57 0,08

DP: desvio padréo. -: Ct indeterminado. Ct: ciclo de threshold.
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A sensibilidade do sistema de deteccdo arroz1|P3plus foi avaliada através de diluicGes
seriadas de DNA gendmico de arroz: 50, a 0,0005 ng/puL (m/v), em decaplicata. O ponto dois
da curva padrédo foi removido por apresentar um desvio padrao alto (4,43). Apoés a retira do
outliers o sistema obteve linearidade satisfatoria (R? = 0,9723) (Figura 24).

Os Limites de deteccdo e quantificagdo foram de 4,0x10-?ng/uL e 1,31x10 ng/uL,
respectivamente. Com relacédo a eficiéncia, o sistema obteve um valor préximode 100% com

slope de 3,79 (eficiéncia de 83%),préximo ao referencial de -3,32. (Figura 24).

Curva Padrao de Arroz
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Lo 25
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Figura 24: Curva padréo de arroz utilizado para determinacdo de LD/LQ.Slope: -3,796. O

método obteve parametros de desempenhos de acordo com o preconizado na literatura.

Os sistemas de deteccdo para cevada e milho também apresentaram especificidade
guando analisados com os DNAs ndo alvo como: arroz, café (C. arabica e C. canephora),
centeio, orégano, chicoria, aveia, trigo e acai (Tabela 14). Com relagdo ao sistema BALN3 é
possivel observar algumas reacGes inespecificas nas amostras de centeio, orégano e aveia.
Contudo, centeio foi a nica amostra que as trés réplicas apresentaram amplificacdo tardia com
Ct médio de 41,56+2,26 (reagdo com 45 ciclos).

O sistema de detecgéo por sondas é mais especifico, por se tratar de um conjunto de trés
sequéncias que precisam se anelar de forma coordenada para a emissdo do sinal. Como o
produto de PCR do sistema BALN3 € menor (71 pb), isto poderia explicar & amplificacdo ndo

especifica. Além disso a espécie do centeio é proxima geneticamente da cevada.
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Laube et al. (2010) e Fuchs et al (2012), também obtiveram resultados semelhantes no
desenvolvimento de sistemas TagMan para a certificagcdo de origem de mel e deteccdo de aipo
em temperos comercializados na Europa.

O tamanho do amplicom do sistema BALN3 foi propositalmente escolhido por se tratar
de um sistema que sera aplicado em amostras altamente processadas, como no caso do café que
é torrado em altas temperaturas e posteriormente moido. Assim, estas amostras apresentam
DNA de baixa qualidade (fragmentados). O amplicon menor favorece a deteccdo destes
fragmentos e esta de acordo com ALINOR do CODEX.

Tabela 4: Analise de especificidade com o sistema TagMan para deteccdo de cevada e milho.

BALN3
Amostras RéplicasCt Média DP
1 2 3

Cevada 25,20 25,75 25,80 25,58 0,33
Café arabica - - - - -
Café conilon - - - -
Centeio 38,50 42,3 43,9 41,56 2,26
Orégano - - 43,22 - -
Chicoria - -
Aveia - 40,17 - - -
Trigo - - - - -
Acai - - - - -
Arroz - - - - -
Milho - - - - -
CN - - - - -

Milho 20,40 20,21 20,48 20,36 0,11
Cafe arabica - - - - -
Café conilon - - - - -
Centeio - - - - -
Orégano - - - - -
Chicéria - - - - -
Aveia -
Trigo 40,95 - - - -

Acai - - - - -

Arroz - - - - -
Cevada - - - - -

CN - - - - -

DP: desvio padrdo. - Ct indeterminado. CN: controle negativo (agua ultrapura). Ct: ciclo de

threshold
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Através das diluicBes seriadas foi possivel determinar os LOD e LOQ dos sistemas
BALN3 (LOD = 4,0x10*ng/uL ¢ LOQ = 9,76x10-4 ng/uL) ¢ ZEIN (LOD = 4,0x10*ng/puL ¢
LOQ = 3,25x10%ng/pL).

Os coeficientes de correlacdo (R2) das curvas padréo decevada e milhoobtiveram valores
de linearidade de 0,9944 e 0,9989 (Figura 25 e 26). Os sistemas de deteccdo também
apresentaram eficiéncia (BALN3 = 91% e ZEIN = 94%) satisfatoria quando comparadas com
aquelas encontradas na literatura (LAUBE; FUCHS; CICHNA-MARKL; HOCHEGGER,
2012).

Curva Padrao BALN3
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Figura 25: Curva padrdo de cevada utilizado para determinacdo de LD/LQ.Slope: -3,5441. O

método obteve parametros de desempenhos de acordo com o preconizado na literatura.
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Figura 26: Curva padrdo de milho utilizado para determinacédo de LD/LQ.Slope: -3,4697. O

método obteve parametros de desempenhos de acordo com o preconizado na literatura.
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CONCLUSAO

As sequéncias NM_001049010.2, AB016121.1 e NM_001112418.1 de arroz, cevada e
milho, respectivamente, que foram previamente estabelecidas apresentaram resultados
satisfatorios com relacdo a analise da sua seletividade e especificidade. Através delas, foi
possivel desenvolver sistemas de deteccdo para arroz, cevada e milho. Os métodos
apresentaram parametros de sensibilidade, linearidade e eficiéncia dentro dos limites

estabelecidos na literatura.
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CAPITULO 2 - DIFERENCIACAO DAS ESPECIES C. ARABICA E C. CANEPHORA.

INTRODUCAO

As principais espécies comerciais sdo C. arabica e C. canephora sdo popularmente
conhecidas por seus nomes comerciais Arabica e Conilon. A C. arabica é mais apreciada e
lidera o0 mercado mundial (cerca de 70%) devido ao seu rico aroma e sabor caracteristico e,
consequentemente, maior aceitacdo em relacdo a C. canephora (ICO, 2017). Em muitos paises,
as sementes de C. canephora sdo frequentemente incluidas em misturas comerciais de C.
arabica em uma certa proporg¢do de 20-30% no maximo, para aumentar o contetdo de so6lidos
soltveis, melhorar o corpo e diminuir o custo. Quantidades mais altas podem ser usadas na
producdo de cafés sollvel.

As sementes de C. arabica que sdo cuidadosamente cultivadas, colhidas e beneficiadas
(processadas apo6s a colheita) tendem a atingir maior qualidade sensorial e podem ser vendidas
como café do tipo gourmet, com maior valor de mercado em comparacao as misturas de C.
arabica e C. canephora. Para isso, eles sdo rotulados como "café 100% arabica". No entanto,
as agéncias reguladoras frequentemente ndo monitoram a veracidade de tal alegacéo.

Apesar do grande volume de producdo do café, o seu consumo tem aumentado a cada
ano, e uma diminuicdo nos estoques foi observada (USDA, 2017). Esse cenéario tende a
estimular valores de mercado ainda mais altos e, consequentemente, a pratica de diluicdo com
sementes de menor valor econémico, incluindo a espécie C. canephora. Ha excec¢des onde C.
canephora é a principal espécie cultivada e consumida (por exemplo, Costa do Marfim, Vietna
e outros paises orientais).

Até 0 momento, ndo existe um método simples para discriminar as duas espécies. Esta é
uma tarefa dificil, uma vez que elas compartilham a maioria das caracteristicas fisicas, quimicas
e genéticas, 0 que pode ser explicado pelo fato de que a espécie C. arabica € uma planta
alotetrapl6ide originada da hibridizacao natural entre a espécie C. canephora e C. eugenioides
(LASHERMES; ANTHONY 2007). A deteccdo de marcadores quimicos e a comparacao de
perfis quimicos (impressdes digitais) foram as abordagens propostas mais recentemente
(DANKOWSKA ET AL. 2017; PACETTI ET AL. 2012; KEIDEL ET AL. 2010). Embora
esses métodos tenham proporcionado resultados substanciais, eles s@o suscetiveis ao efeito de
matriz, demorados, trabalhosos e muitas vezes dependem de equipamentos caros.

Nas Ultimas duas décadas, grande numero de genomas foram sequenciados e
disponibilizado. Embora o genoma de C. arabica ndo esteja completamente sequenciado até o

momento, o genoma de C. canephora ja foi sequenciado e esta presente na base de dados do
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CoffeeGenome Hub (CGH). No presente estudo, aplicamos uma nova estratégia para

discriminar as espécies de café por analises de bioinformética e PCR em tempo real.

MATERIAL E METODOS

Origem e das amostras: Os grdos de café utilizados para anélise foram: C. 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 laboratorios de
Diagnostico Molecular e Micologia da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos. As amostras
cruas foram torradas em torrador de leito fluidizado de bancada (Gene Café, Coréia) a 240° C,
por 14 min para atingir grau de torrado média. As amostras utilizadas com padrdo foram

processadas e misturadas de acordo com Couto et al. (2017).

Extracéo de DNA: A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Diagnostico Molecular
da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Para a obtencdo de solugbes 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 balanca analitica (Bioprecisa, modelo FA-2104N, Brasil), para ser
submetida ao processo de extracdo de DNA. A extracdo do DNA foi feita através do protocolo
(CTAB, descrito no capitulo 1), que possibilita a lise celular, precipitacdo e a purificacdo do
DNA. Algumas adaptac6es foram aplicadas ao protocolo convencional do método CTAB, com
objetivo de melhorar o rendimento e qualidade do DNA obtido a partir de café torrado e moido,
séo elas:
a) pesagem de 150 mg de amostra;
b) adi¢do de 1% de B-mercaptoetanol e 4% PVP (Polivinilpirrolidona — PVP-K 30) ao tampéao
de lise CTAB
C) eluicao 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-espectrofotdmetro Genova Nano (JENWAY - Stffordshire, UK), Figura 8.
Adicionalmente, foram determinadas as raz0es das leituras de absorbancias a 260 e 280 nm
para presenca de proteinas; e a 260 e 230 nm para compostos fenolicos, que sdo parametros

para analise da qualidade do DNA isolado.
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Analise de bioinformética e desenvolvimeto dos primers: Com objetivo de encontrar sequencias
de DNA que possam ser utilizadas para discriminar as duas espécies de café, analises de
bioinformatica foram conduzidas nesta ordem:

1. Sequéncias de DNA da espécie C. arabica foram comparadas através do BLAST (na
modalidade MEGABLAST) com todas as sequéncias de DNA da tribo Coffeeae, com objetivo
de definir uma sequéncia especifica para a espécie C. arabica. Todas as espécies de café e
outras plantas com proximidade genética ao café estdo agrupados dentro desta tribo. Para evitar
qualquer confundimento na anélise, as sequéncias de DNA da espécie C. arabica foram

excluidas (Figura 27);

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript *’Mouse genomic + transcript ® Others (nr etc.)
Nucleotide collection (nr/nt) Y |Q

Organism -

Optional Coffeeae (taxid 165640) Exclude .+
Coffea arabica (taxid:13443) ¥ Exclude
_———————————

Exclude Models (XM/XP) ! Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to Sequences from type material

Optional

Entrez Query Youll]J Create custom database

Optional Enter an Entrez query to limit search @

Figura 27: Configuracdo do BLAST para diferenciacdo entres as espécies de café, C. arabica
e C. canephora.

2. ApGs a andlise dos BLASTS, as sequéncias que demonstraram especificidade foram
selecionadas e novamente submetidas a analise no BLAST com configuracdo BLAST-TN. Esta
ultima analise teve o objetivo de selecionar as sequéncias mais seletivas.

3. As sequéncias que apresentaram especificidade através do BLAST-TN foram
novamente analisadas no BLAST (MEGABLAST), excluindo a tribo Coffeeae. Esta ultima
analise teve como o objetivo a selecdo de sequéncias de DNA que fossem ndo apenas
especificas entres as espécies geneticamente proximas do café, como também especificas
quando comparadas com o banco de genes do NCBI.

As mesmas sequénciasde analises realizadas para espécies C. arabica, foram também

realizadas para espécie C. canephora, como é representado pela figura 28.
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Figura 28. Apresentacdo do fluxograma das analises de bioinformatica para discriminar as
espécies de café C. arabica e C. canephora através das ferramentas de andlises de similaridade
do NCBI.

Desenho dos primers: Pares de primers foram desenhados pelo software online Primer3Plus
(UNTERGASSER et al. 2007) para produzir amplicons (quantidade de pares de bases) entre 60
a 90 pares de bases (pb), com temperatura de fusdo (Tm) entre 60 e 64 ° C, com contetdo de
guanina e citosina em torno de 50%. A analise de PCR in silico foi realizada utilizando o iPCR
(ARTIMO et al. 2012).

PCR em tempo real: As reagdes de amplificacdo foram preparadas em camara de fluxo laminar.
Os reagentes utilizados na PCR em tempo real foram: SYBR Green PCR Kits (Promega, USA).
A contracdo final de DNA na reacdo foi de 50 ng. A agua ultrapura (Milli-Q) foi utilizada como
o controle negativo da reagdo. O volume final da reagao foi de 25 pL, com concentra¢do dos
primers de 240 nM.

O volume final da reacao foi de 25 pL. quando se utilizou 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.
Apbs o descongelamento dos extratos de DNA, estes foram diretamente homogeneizados em
vortex com posterior centrifugacdo e entdo analisados. As reaces foram realizadas no
termociclador Abi 7500 (AppliedBiosystems, USA). Estas foram as condi¢des térmicas da
reacdo: 10 min. a 95 C, 45 ciclos de 15 s a 95 Ce 1 min. na temperatura de anelamento (Tm) de
cada par de primers. O sistema de deteccdo utilizado foi o sistema intercalante de DNA, SYBR
Green (Promega, USA).
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Para construcdo da curva padréo foram utilizadas soluc6es de DNA extraidas de cafés C.
arabica e C. canephora. 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 solucbes de DNA extraidas das amostras MR
P1.100A 14; MR P4.50A 25; MR P7.100A 24 (CINTIA et al, 2016). Todas as analises foram
feitas com 10 réplicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracdo e qualidade do DNA: As amostras in natura de café C. arabica e C.
canephoraobtiveram rendimento de DNA gendmico satisfatorio de 25,70 ng/pL+3,23 ng/uL
com razdo de Abszeo/Abszeo € Absaeo/Abszzo de 1,6+1,1 e 2,0+2,0, respectivamente. A razéo
entre as absorbancias (Abszeo/Abszgo) caracteriza um isolado de DNA suficientemente puro,
livre de contaminantes proteicos e pronto para aplicacdo em PCR em tempo real, seu valor de
referéncia é 1,8. (MURRAY; THOMPSON, 1980; WAGNER et al, 1987; ZIRMMERMANN
et al, 1998).as absorbancias (Abszeo/Abs230) traduz o quanto o isolado de DNA da amostra
estava contaminado com compostos fendlicos ou outras substancias de baixo peso molecular,
como dissacarideos, peptideos e compostos aromaticos e seu valor de referéncia é 2,2
(MURRAY; THOMPSON, 1980; WAGNER et al, 1987; ZIRMMERMANN et al, 1998). Com
menor rendimento, as mostras torradas e moidas obtiveram concentracdo de 14,23 ng/uL+5,53
ng/uL. A pureza dos isolados de DNA das amostras torradas e moidas foram de baixa qualidade
(Abs2eo/Abs2go = 1,2+3,1; Absaeo/ Abs2zo = 0,8+2,8). Contudo, foi possivel amplificar os extratos
de DNA das amostras processadas.

Analises in silico: Trezentos e quatro sequéncias de DNA da espécie C. arabica foram
analisadas e comparadas com sequéncias de todas as espécies dentro da tribo Coffeeae
(~169.640 sequéncias). Destas 304 sequéncias, 31 sequéncias apresentaram especificidade para
C. arabica, mesmo quando analisadas atraves do BLAST-TN. Foi necesséaria analise adicional
para verificar se tais sequéncias seriam especificas comparando-as com sequéncias de DNA do
banco de genoma do NCBI. Apos esta Gltima analise foi possivel selecionar trés genes: C.
arabica isoflavone (FJ972201.1), C. arabica constitutive (KF975699.1). Figura 29 e 30.
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Figura 29: Sequéncia de DNA C. arabica, isoflavone (FJ972201.1), selecionada através de
andlises de bioinformética de café da espécie C. arabica. As linhas pretas (até 40 pb) e azuis
(entre 40 e 60 pb) representam sequéncias de DNA de outras espécies similares a espécie C.

arabica.
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Figura 30: Sequéncia de DNA C. arabica, constitutive (KF975699.1), selecionada através de
analises de bioinformaética de café da espécie C. arabica. As linhas rosas (entre 80 e 200 pb)

representam sequéncias de DNA de outras espécies similares a espécie C. arabica.

Com relagdo a espécie C. canephora, foram realizadas no total 281 analises de
bioinformética considerando as anélises no MEGABLAST, BLAST-TN e MEGABLAST com
a exclusdo da tribo Coffeeae. Diferente das analises realizadas com C. arabica, na espécie C.
canephora mais ou menos 50 sequéncias de DNA obtiveram bons resultados com relacéo a sua
seletividade. Contudo,ndo significa que as mesmas s@o realmente especificas. Provavelmente,
tais sequéncias apresentem maior quantidade de repeticdo degenerada de bases com AT, AA,

AG, etc. (SCHULER, 2001). Para a escolha das sequéncias mais especificas, analises com
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relacdo a origem da sequéncia com também analises de mascaramento pelo Repeatmasker©
foram realizadas. A partir de ent&o os genes: OLE-4 (AY841274.1) e Galactomannangalactosyl
(EU716313.1) foram selecionados (Figuras 31 e 32).
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Figura 31: Sequéncia de DNA C. canephora OLE-4 (AY841274.1), selecionada através de

analises de bioinformatica para café da espécie C. canephora. Nao foi identificado regifes
similares a sequéncia OLE-4.
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Figura 32: Sequéncia de DNA C. canephora Galactomannangalactosyl (EU716313.1),
selecionada através de andlises de bioinformatica para café da espécie C. canephora. Nao foi

identificado regides similares a sequéncia Galactomannangalactosyl.

Apos a selecdo das sequéncias através das ferramentas de bioinformatica, 5 pares de
primers foram desenhados e entdo sintetizados Tabela 5.
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Tabela 5: Primers especificos desenhados para café da espécie C. arabica e C. canephora.

Coffeaarabica

Sequéncia Comprimento  Tm°C  GC% Amplicon
Isoflavone F-TGATCGTTGATCCAAAGGTTC 21 pb 599 429 88 pb
R- AGCTGGACATGACATGGTTG 20 pb 59,6 50,0
Constitutive F- CCACCAGCGTACTTGTCAGA 20 pb 59,9 55,0 84 pb
R- AATGCTACACGGGAAAGTGC 20 pb 60,0 50,0
Coffeacanephora
ole4 F- CGCAGACACAGCACTCAACT 20 pb 60,0 55,0 81 pb
R- CCGACAGAAGCATGAGTGAA 20 pb 60,3 50,0
Galactomannan F- GCAACGTTTGGGCTAAGGTA 20 pb 60,1 50,0 78 pb
R- CCATCCACCAGATCCACTCT 20 pb 59,9 550

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm:
temperatura de anelamento. Amplicon: comprimento do produto de PCR produzido pelo
primer.

Como preconizado na ALINORM 10/33/23 do CODEX ALIMENTARIUX (2010), o
processamento de alimentos, provavelmente levara a degradacdo do DNA alvo. O comprimento
do produto amplificado pode influenciar o desempenho da PCR. Portanto, a selecdo de
tamanhos menores, como aqueles presentes na tabela 6, aumenta a possibilidade de obter um
sinal positivo na analise de alimentos altamente processados, como no caso do café. Além disso,
0s primers obtiveram quantidade de GC (42,9 — 55,0 %) dentro dos limites aceitaveis para
analises de PCR em tempo real (BROEDRS et al, 2014). Primers com porcentagem de GC
(Guanina-Citosina) muito baixo ou primers muito longos tém tendéncia a formarem primer-
dimer ou self-dimer. Estes Gltimos consomem os reagentes da reacdo diminuindo sua eficiéncia
(BUSTIN et al, 2009).

Analises in vitro: Apds a selecdo das sequéncias e o desenho dos respectivos primers, as reacdes
de seletividade foram conduzidas com DNA de C. arabica e seus respectivos primers e DNA
de café C. canphoratambém com seus respectivos primers. Dos 5 pares de primers, o primer
Isoflavone para C. arabica e Ole-4 para C. canephora foram selecionados. Assim como previsto
nas analises in silico, os primers amplificaram com sucesso. Como esperado, o controle
negativo (agua) nao reagiu. Isso indica que o primer foi apropriadamente desenhado. A curva
de melting caracteristica foi 76,7 °C para o primer Isoflavone e 78,40 °C para o primer ole4
(Figura 33).
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Figura 33: Curva de melting do primer Ole-4 (A) com DNA de café da espécie C. canephora
e primer Isoflavone (B) com DNA de café da espécie C. arabica. Controle negativo agua

ultrapura.

Embora os pardmetros de bioinformética tenham sido observados, quando os primers
Isoflavone e Ole-4 foram analisados com 0 DNA das espécies nao correspondentes (Isoflavone
com DNA de café C. canephora e Ole-5 com DNA de café C. arabica), surpreendentemente
todos amplificaram com temperatura de anelamento muito proxima (Figuras 34 e 35). Embora
na figura 36, é possivel observar uma diferenca na temperatura de anelamento (de ~2,8 °C)
quando o primer Ole-4 (para C. canephora) foi a com DNA de C. arabica, contudo, essa
diferenca é pouca para o objetivo do estudo. O que poderia explicar essa diferenca é o fato de
que, o café C. arabica é um tretaploide que se originou do agrupamento dos cromossomos
diploides dos cafés das espécies C. canephora e eugenoides (DAVIS, 2006; MAURIN et al,
2007). Além disso, a quantidade de genes/sequéncias de DNA das espécies de café depositadas
n banco de genes do NCBI é pouca quando comparada com outras espécies que ja possuem

todo 0 genoma completamente sequenciado.
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Figura 34: A - curva de melting do primer Isoflavone com DNA de café da espécie C. arabica.

B- curva de melting do primer Isoflavone com DNA de café da espécie C. canephora.
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Figura 35: A - curva de melting do primer Ole-4 com DNA de café da espécie C. canephora.
B- curva de melting do primer Ole-4 com DNA de café da espécie C. arabica. Na imagem B,
as linhas vermelhas apresentam a curva de dissociagdo com o DNA de café C. canephora e as

linhas verdes apresentam a curva de dissociacdo com DNA de café C. arabica.
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Como ndo foi possivel a diferenciacdo das espécies como sistemas de detecgdo
supracitado, uma nova estratégia foi planejada para a discriminacdo de ambas as espécies de
café.

Em 2015, um grupo de pesquisa publicou o sequenciamento do genoma de cafe C.
canephora (DEREEPER et al, 2015), e o depositou no banco de genes de café Coffee Genome
Hub (CGH). Este banco de genes para café se tronou publico um ano depois que as analises
foram feitas pelo NCBI.A partir de entdo, analises de similaridades entres as espécies foram
realizadas com o objetivo de diferencia-las. Para tal, uma sequéncia de DNA da espécie C.
arabica (GW4412751) foi analisada na ferramenta de analise de similaridade (Blast) do CGH.
Assim como NCBI esta ferramenta faz analises de comparacdo entre sequéncias de DNA. A
diferenca aqui é que o programa do CGH s0 utiliza como base para comparacao o genoma do
café da espécie C. canephora.

A sequéncia GW4412751 apresentou 8 regides de similaridade quando comparada

cromossomo de C. canpehora (Figura 36).
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Figura 36: Analise de similaridade no Coffee Genome Hub, utilizando a sequéncia de café C.
arabica GW4412751. Oito regides do DNA de café C. canephora apresentaram similaridade
com a sequéncia GW4412751. Os tragos vermelhos indicam onde a regido de similaridade

ocorreu nos Cromossomaos.
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Contudo, cada regido foi analisada e constatou-se que essas regides apresentavam
quantidade significativas de polimorfismos e espagamentos, permitindo o desenvolvimento do
primer Ara (Tabela 6).

Tabela 6: Pardmetros e caracteristicas do primer Ara.

Coffeaarabica

Sequéncia Comprimento Tm°C  GC% Amplicon
Ara F-ACCTTCTTCAAGCCCTTGTG 20 pb 59,3 50,0 72 pb
R-CCTCCTGGCTCTGTGTTTTC 20 pb 59,8 55,0

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm:
temperatura de anelamento. Amplicon: comprimento do produto de PCR produzido pelo
primer.

Alinhamentos utilizando o programa MUSCLE - MultipleSequenceAlignment foram
realizados com o produto de PCR do primer Ara, mais os primers Ara (forward e reverse) e as
sequéncias de café C. arabica e C. canephora para a identificacdo da especificidade do primer
Ara, no qual esta relacionada ao ndo anelamento do primer forward, além de um polimorfismos

encontrado na regido do primer reverse (Figura 37).

CLUSTAL multiple sequence alignment by MuscLE (3.8) AND iPCR 1in silico.

PCR product (amp1icon) JACCTTCTTCAAGCCCTTGTEACATCTCTTCATCTGAAAAAAATTCTCGATGTGAAAACACAGAGCCAGGAGG- (pos=306-377pb length=72pb)
C.arabica CA CCTTCTTCAAGCCCTTGTGACATCTCTTCATCTGAAAAAAATTCTCGATGTGAAAACACAGAGCCAGGAGG
C.canephora ----4--------- AAGCCCCTTTEACATCTCTTCATCTGCAAATAATTCTCGATGTGAAAACACAGAGCCAGGGGG

Primers forward= S'FCCI'FCI'FCAAGCCCITGTG 3" 3" CCTCCTGGCTCTGTGTTTTC 5' reverse (comﬁ:'lement)

C.arabica CTGATC GTAAAGGAAAAAGAGTGGATCGGCAGGGTCCCAAATGAATTGACTTATTCAAAAAGGGCCTGGTTC
C.canephora CTGATC GAATAGGAAAAAGAGTGGATCCGCAGGGTCCCAAATGAATTGACTTATTCGAAAAGGGCCTTGTTC

C.arabica TGGAAGATCTATTTCGTGTCTGGTACTGAATGGTTCCATTCTGCAAAAACTCTGAATCATTCTCTGGAAGCTCATCC
C.canephora TGGAAGATCTATCTCGTGTCTGGTACTGCACGGTTCCATTCTGCAAGAACTCCGAATCATTCTCTTGAAGCTCATCC

C.arabica TCTTCATCACAAGTGATCCACTTGCCCCAAAATGGCCTGGACTTTCAAGTGTGTCTGACTTTCTGTGTC
C.canephora TCTTCATCATAAATGATCCGCTTGCCCCAAAATGGCCTGGAC === ========m=====mmmmmmmmm

Figura 37: Alinhamentos utilizando o programa MUSCLE - MultipleSequenceAlignment
foram realizados com o produto de PCR do primer Ara, mais os primers Ara (forward e reverse)
e as sequéncias de café C. arabica e C. canephora. [ ] regido de especificidade do primer Ara.
* Polimorfismos presentes na sequéncia de DNA.

Foram conduzidas reaces de PCR em tempo real com o primer Ara com DNA de café
C. arabica e C. canephora. Na figura 38, é possivel observar que ocorreu uma diferenca
significativa no numero de Cts (~ 10 ciclos) entre o primer Ara e o DNA de café C. arabica

(controle positivo) e C. canephora.
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Figura 38: Curva de amplificacdodo primer Ara com DNA de café C. arabica e C. canephora.
Linhas laranjas e vermelhas: primer Ara com DNA de café C. arabica. Linhas azuis: primer
Ara com DNA de café C. canephora. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela
referencia interna da reacao.

A estratégia para descriminar as espécies de café com o primer Ara foi estabelecida de
acordo com a alteracdoda curva de amplificacdo de acordo com a diluicdo do DNA alvo. Neste
caso pela adicdo de um diluente (a presenca de DNA de café C. canephora). Para verificar esta
hipotese, foram realizadas misturas de DNA isoladas de café verde (C. arabica e C. canephora)
nas seguintes proporcdes: 100% de C. arabica + 0% de C. canephora (P1); 75% de C. arabica
+ 25% de C. canephora (P2); 50% de C. arabica + 50% de C. canephora (P3); 25% de C.
arabica + 75% de robusta (P4); 0% de C. arabica + 100 % de C. canephora (P5).

Na Figura 39, estdo apresentadas as curvas de amplificacdo e dissociacdo com o primer
Ara. Como o esperado, as amostras P1 amplificaram previamente das amostras que foram
adicionadas de DNA de café C. canephora. Esses dados confirmaram que o par de primers

ARA é mais especifico para DNA de café C.arabica.
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Figura 39: Curva de dissociacdo e amplificagdo com as amostras de DNA de café verde C.
arabica e C. canephora nas seguintes proporg¢des 0, 25, 50 75, 100 % de DNA de café C.
canephora. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da
reacao.

A diferenca de amplificacdo através do Cts médios e temperatura de anelamento (Tm)
das amostres de café verde das espécies C. arabica e C. canephora estdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 7: Valores deCt e Tm médios para amostras de café C. arabica verde adicionada de

café C. canephora.

Concentracéo (%) 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

Ct: cycle threshold. Tm. Temperatura de anelamento.

Ao observar a curva de dissociacdo das amplificacbes das amostras de café verde, a
temperatura de anelamento para a espécie arabica foi especifica para C. arabica (76,42 °C),
diferente da espécie C. canephora (80 °C).

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do método, utilizou-se um material de
referéncia de café torrado e moido contendo 0, 25, 50, 75 e 100% de café C. arabica (n =5 para
cada ponto da mistura) de acordo com Cinthia et al, 2016.

Os valores de Ct das amostras torradas e moidas também aumentaram de acordo com a
quantidade de C. canephoraadicionada na mistura (0; 36,78 + 4,33; 35,18 £ 1,18; 34,95 + 0,59



91

e 35,82 + 0,24). Quando comparada com as misturas de DNA de café verde, foi observado uma
mudanga no perfil de amplificagdo, com inicio mais tardio doCt. Isso provavelmente ocorreu
devido a co-precipitacéo de varios compostos de baixo peso molecular (inibidores da reacédo de
PCR) formados durante o processo de torrefacdo, interferindo na acao da enzima polimerase e,
portanto, 0 método de extracdo de DNA precisa ser melhorado. Essas questdes também foram
relatadas em outros estudos envolvendo matrizes de plantas (DEMEKE; ADAMS 1992;
DICKINSON et al, 1995; WILSON, 1997).

Algumas abordagens foram sugeridas para melhorar o rendimento da reagdo, por
exemplo, a adigdo de facilitadores de amplificagdo, como &cido citrico, sulfito de sodio,
polivinilpirrolidona (PVP), polivinilpolipirrolidona (PVPP), dimetil sulfeto (DMSO), albumina
de soro bovino (BSA) ao tampao de extracdo de DNA (WILSON, 1997). Além disso, a adicdo
de BSA na mistura de PCR, em concentracGes de até 0,8 mg / ml, aumentou a eficiéncia da
amplificacdo de PCR utilizando DNA isolado de amostras complexas como café torrado e
moido (SINGH et al, 1998; MA; MICHAILIDES, 2007).

Apesar da mudanca nos valores de Ct, mesmo quando amostras foram torradas, os primers

Ara mantiveram sua Tm caracteristica (75,9 £ 0,26 ° C) (Figura 40).
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Figura 40: Curva de dissociacdo do primer Ara, do material de referéncia de café torado e

moido contendo 0, 25, 50, 75 e 100% de C. arabica (n = 5 para cada ponto da mistura).
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CONCLUSAO.

Concluindo, neste estudo, foi possivel discriminar as espécies C. arabica e C. canephora,
utilizando ferramentas de bioinformatica e PCR em tempo real. Esta estratégia abre uma nova
janela para o desenvolvimento de um método rapido, simples e de baixo custo que sera acessivel
para aplicacdo em amostras comerciais com especificidade e confianca. Os valores de Ct de
ambas as espécies mostraram que ja é possivel identificar a presenca de C. canephora e estimar
sua quantidade na mistura. O proximo passo serd purificar o extrato de DNA para evitar

interferéncias na reacéo de PCR e validacdo do método.



93

CAPITULO 3: DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA A DETECCAO DA
BROCA DO CAFE

INTRODUCAO

De acordo com a ABIC, o clima e a incidéncia de pragas podem comprometer
radicalmente a producdo de café e, entre as pragas mais temidas do produtor rural est4 a broca
(ABIC, 2017). que é considerada o principal problema da cultura.

Na Cooperativa dos Cafeicultores de Guaxupé, no Sul de Minas Gerais, a classificacdo é
feita com cuidado e o resultado é assustador. Das 3,4 milhdes de sacas de café recebidas, 218
mil vieram com os grdos brocados (ABIC, 2017).

“Quando vocé detecta os efeitos normais, registra em torno de 20% de incidéncia.

Neste ano o indice foi muito mais alto, registrando mais de 30% de incidéncia”, relatou o
gerente de classificacdo da Cooxupé, Carlos César Gomes.”

(ABIC, 2017)

A broca pertence ao género Hypothenemus (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae),
composto por 18lespécies, embora, apenas a espécie H. hampei (Ferrari) é considerada
importante para a agricultura (VEGA et al, 2015). Esta espécie € de origem Africana,
comumente conhecida como a broca do café. Contudo, desde a dispersao do café para 0 mundo
a broca tem sido encontrada nos paises produtores de café. O dano é iniciado por uma fémea
adulta colonizadora de 1,6 a 1,9 mm de comprimento, que perfura um o fruto de café e deposita
0s ovos em galerias dentro das duas sementes (DAMON, 2000).

Apos a eclosdo, as larvas consomem as sementes prejudicando de forma significativa o
rendimento e qualidade da safra. No Brasil, 0 prejuizo com a broca do café é estimado em torno
de 215-358 milhdes de dolares (OLIVEIRA et al, 2013). Mesmo que 0 inseto tenha sido estudo
por mais de 100 anos, ele continua sendo uma grande ameaca a producdo de café.

Além da perda econdmica, o café brocado é classificado dentro dos defeitos intrinsecos
como um dos principais interferente da qualidade global da bebida. O fruto perfurado pela broca
aumenta tambeém a possibilidade de contaminag¢do por microrganismos,devido a exposi¢do do
interior do fruto ao ar livre. Dos microorganismos os fungos sdo 0s mais preocupantes pois,
podem produzir substancias carcinogénicas como as micotoxinas.

A presenca da broca no café ja foi relacionada a compostos volateis de caracteristica
negativa em estudo utilizando espectrometria de massas (TOCI; FARAH, 2009).

Embora alguns estudos tenham utilizado PCR convencional para a identificacdo de
polimorfismos de resisténcia aos defensores agricolas (FRENCH-CONSTANT; STEICHEN;
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BRUN, 1996; BORSA, COUSTAU, 1996; NAVARRO; GONGORA; BENAVIDES, 2010),
ndo foi encontrado na literatura um sistema de detec¢do especifico para a deteccdo da broca do

café (H. hampei)utilizando PCR em tempo real.

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras: A broca foi coletada em seu estagio larval a partir de gréos de café (C.
arabica, variedade Catuai) de amostras que foram adquiridas de regides produtoras dos estados
do Rio de Janeiro, nos municipios de Machado. Para analise de especificidade amostras cruas
de café (espécie C. arabica var. Catuai Acu, Bourbon Amarelo, Icatu Amarelo, e lapar 59 e C.
canephora var. (Conilon, Robusta e BRS) foram obtidas diretamente de produtores dos Estados
de Sao Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo. Amostras in natura de cevada (Hordeum vulgare),
milho ndo geneticamente modificado (Zea mayz) e arroz agulhinha (Oryza sativa), soja (Glicine
max) e trigo (Triticum aestivum), centeio(Secale cereale),e chicoria (Cichorium intybus)foram
adquiridas no mercado livre de Santa Cruz, Rio de Janeiro. Amostras de acai (Euterpe oleracea)
foram cedidas pela EMBRAPA — AMAPA. Além das amostras vegetais, espécimes do reino
animal da classe Insecta (formiga — Iridomyrmexspp, barata — Periplanetaspp e mosca — Musca
spp.) e um da classe Arachnida (aranha — Nephilengys spp.), foram coletadas na EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos, para analises de especificidade.

Extracdo de dna: A extracdo do DNA foi feita através do protocolo CTAB, descrito no capitulo
1. A concentracdo de DNA dos extratos foi determinada através de leitura da absorbanciaa 260
nm no nano-espectrofotdmetro Genova Nano (JENWAY - Stffordshire, UK). Adicionalmente,
foram determinadas as razfes das leituras de absorbancias a 260 e 280 nmpara presenca de
proteinas; e a 260 e 230 nm para compostos fendlicos, que sdo parametros

para analise da qualidade do DNA isolado.

Analise de bioinformatica e desenvolvimeto dos primers: Com objetivo de encontrar
sequencias de DNA que possam ser utilizadas para o desenho de primers especificos para H.
hampei, analises de bioinformatica foram conduzidas nesta ordem:

1. Sequéncias de DNA da espécie H. hampei foram comparadas através do BLAST (na
modalidade MEGABLAST) com sequéncias de DNA que estdo depositadas no NCBI.

2. As sequéncias gque obtiveram especificidade atraves do MEGABLAST, foram novamente
avaliadas através do BIAST na modalidade MORE DISSIMILAR SEQUENCE.
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3. Para selecionar as sequéncias ainda mais especificas, anélises adicionais através do BLAST-
TN foi realizada.

Apdbs esta Gltima analise, as sequéncias foram editadas para a retirada de regides
homologas ou similares a regiGes de DNA de outras espécies e quando necessario analises de

mascaramento da sequéncia foram realizadas pelo ReaptMasker.

Desenho dos primers: Pares de primers foram desenhados pelo software online GeneFisher2
(GIEGERICH; MEYER; SCHLEIERMACHER, 1996) para produzir amplicons (quantidade
de pares de bases) entre 60 a 90 pares de bases (pb), com temperatura de fusdo (Tm) entre 60 e
64 ° C, com contetdo de guanina e citosina em torno de 50%. A andlise de PCR in silico foi
realizada utilizando o iPCR (ARTIMO et al. 2012).

PCR em tempo real: As reagdes de amplificagdo foram preparadas em camara de fluxo laminar.
Os reagentes utilizados na PCR em tempo real foram: SYBR Green PCR Kits (Promega, USA).
A contracdo final de DNA na reacdo foi de 50 ng. A agua ultrapura (Milli-Q) foi utilizada como
o controle negativo da reacdo. O volume final da reagdo foi de 25 pL, com concentragdao dos
primers de 240 nM.

Ap6s o descongelamento dos extratos de DNA, estes foram diretamente homogeneizados
em vortex com posterior centrifugacdo e entdo analisados. As reacdes foram realizadas no
termociclador Abi 7500 (AppliedBiosystems, USA). Estas foram as condi¢des térmicas da
reacao: 10 min. a 95 C, 45 ciclos de 15 s a 95 Ce 1 min. na temperatura de anelamento (Tm) de
cada par de primers. O sistema de deteccdo utilizado foi o sistema intercalante de DNA, SYBR
Green (Promega, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extracdo e qualidade do DNA: As amostras de café obtiveram rendimento de 20,75 ng/pL+6,05
ng/uL e os adulterantes de 42 ng/uL£6,55 ng/uL. As amostras de origem animal também
obtiveram concentracdo de DNA satisfatoria (50,75 ng/uL+8,23 ng/uL). Com relacdo a razdo
entre as absorbancias Abszso/Abszg0 e Abszeo/Abs230, todas as amostras apresentaram razdes

dentro dos padrdes da literatura (1,7+2,0; 2,1+0,9, respectivamente).

Analises in silico: No total, 79 andlises de BLAST foram realizadas para a definicdo de

sequéncias de DNA especificas para H. hampei. Destas sequéncias destacaram-se as sequéncias
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CBB mannanase (GQ375156.1), cytochrome 2-P450 (JN416120.1) e GABA-gatedchloride
(AF037324.1) por sua seletividade (Figura 42, 42 e 43).

E possivel observar nas Figuras 41, 42 e 43 que as sequéncias GQ375156.1, IN416120.1
e AF037324.1 apresentaram regiGes de similaridade com outras espécies. Estas regides nao
foram consideradas para o desenho dos primers.

A sequéncia GQ375156.1 apresentou regides pontilhadas similares a outras espécies.
Como se trata de uma sequéncia longa (~10.000 pb) a mesma foi editada. Apds a sua edicao
esta foi submetida novamente a analise no BLAST-TN com o objetivo de verificar a sua
seletividade. Como observado na figura 44, com a sua edi¢do, a sequéncia GQ375156.1

apresentou melhor seletividade.
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Figura 41: Analise de seletividade da sequéncia de DNA CBB mannase (GQ375156.1), atraves
do BLAST-TN. A linhas verdes, rosas e pontos azuis demonstram as regides similares entre a

sequéncia de broca GQ375156.1 com sequéncias de organismos de outras espécies.
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Figura 42: Analise de seletividade da sequéncia de DNA cytochrome 2-P450 (JN416120),
através do BLAST-TN. A linhas verdes, rosas e azuis demonstram as regifes similares entre a
sequéncia de broca JN416120 com sequéncias de organismos de outras espécies.
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Figura 43: Analise de seletividade da sequéncia de DNA GABA-gatedchloride (AF037324.1),
através do BLAST-TN. A linhas verdes, rosas e azuis demonstram as regides similares entre a
sequéncia de broca AF037324.1 com sequéncias de organismos de outras espécies.
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Query ID Icl|30491 Database Name nr
Description gi|256002458|gb|GQ375156.1| Hypothenemus hampei CBB mannanase (MAN1) gene, complete cds Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.29+ b Citation
Query Length 5250
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Figura 44: Andlise de seletividade da sequéncia de DNA CBB mannase (GQ375156.1), através
do BLAST-TN. Os pontos verdes, rosas e azuis demonstram as regides similares entre a
sequéncia de broca GQ375156.1 com sequéncias de organismos de outras espécies. Apos a sua

edicdo ocorreu a diminuicdo destas regides similares a outras espécies.

Apos a selecdo das sequéncias especificas para H. hampei, atraves das ferramentas de
bioinformatica, 6 pares de primers foram desenhados e entdo sintetizados (Tabela8).

Tabela 8: Primers especificos desenhados para a broca do café H. hampei.

Hypothenemushampei
Sequéncia <--> Tm°C GC% Amplicon
CBB mannase F- TCTGGCGTTTCCTGGATG 18 pb 559 56,0 62 pb
R- AACTTGGGGTCCGTAACG 18 pb 55,6 56,0
2-P450 F- AAATGCGTCGACCAGATG 18 pb 59,9 545 62 pb
R- TCCAAGCCTCATACCAAG 18 pb 50,0 525
GABA-gated F-CTTATGTCTTTCATCGTGTATCGA 28 pb 60,0 56,0 78 pb
CTA 20 pb 60,0 56,0

R- GAGGGGCAAAACTGAAACAA

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm: temperatura de
anelamento. Amplicon: comprimento do produto de PCR produzido pelo primer. F: forward

primer. R: reverse primer. <-->: quantidade de bases do primer

Analises in vitro: De forma inesperada, nenhum dos primers amplificaram quando submetidos

a analise de PCR em tempo real (Figura 45).
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Figura 45: Reacédo de seletividade dos primers para broca CBB mannase, 2-P450 e GABA-
gated com DNA de Broca e com o controle negativo agua ultrapura. com os primers. Como é
apresentado na curva de amplificacdo e curva de dissociagdo os primers ndo amplificaram. ARn:

intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reacao.

H& muitos motivos para a ndo amplificacdo de primer, tais como: mau desenho dos
primers (primers longos com pouca quantidade de bases nitrogenadas guanina e citosina), a
concentracdo do primer na reacdo, a presenca de inibidores da reacdo de PCR, o ajuste na
temperatura de anelamento, diferenca na temperatura de anelamento dos primers como também
a formacéo de hairpins (o dobramento da fita de DNA do primer nele mesmo) (RYCHLIK;
SPENCER; RHOADS, 1990; CLINE; BRAMAN; HOGREFE, 1996; NAVARRO et al, 2014).
Contudo, uma justificativa para a ndo amplificacdo dos primers poderia ser a propria sequéncia
que foi selecionada para o desenho dos primers.Pois a quantidade de sequéncias disponiveis no
NCBI para esta espécie eram poucas (~300 sequéncias). Além disso, deve-se considerar a
fidedignidade das proprias sequéncias.

Ainda assim, em 2015, Vega et al. publicaram um trabalho onde o sequenciamento do
genoma de um espécime de broca fémea foi realizado. Entdo foi utilizado a sequéncia
>scaffoldl 61.4 para o desenvolvimento do método (Figura 46).Foi utilizado o programa
ReaptMasker com o objetivo de mascarar regides de baixa complexidade da sequéncia.
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=scaffold] 61.4
TACATATACATATAGGTATATATACCAGTTGCCTGAGCGAATCTTTTTAAAATCTCGTTAGTTATTG
ATTTTGTTCAACTTCTCTTATACTITCTCAAATTGAACTGCCTGCACCAATATAACAAAACAATTGT
CGCCTTGATTGCTAGAAACACCATACAATAATATTTCCCGTTGCGATCGATGTCTCATTAATTTCTT
CCGATAATCCAGTTACCCCCGCTGTCCACTTITACCGCCCCCCGGGGCGGCCTATCGGTCACGCAC
GTCGCCGTCAACATCAGGCGCTTGCCGGCCGTTTCGGGGGCCCCACGTCGGGCTATAGGCTCGAC
GACGTCGTTCCAAAAATCGATATAGGCTCCACTCATAAATAATGCATCGCAGTAGGCCAGGATCA
CCCCGCCTCTCGCGTCGCCTCGTGCACGCGACTCAATGTAATCTGTATATAGGACGGTACATACA
TATATATGTATATANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNTCTTTTGTTITCGCACTCAATTGTCTATTGTTTGGTTTATTAATTATCGAGTAAATAT
TTGCACGTACTTATTGCTTGTTTTTTICTCGTITGTGTGTGTCTTAAAACAATCATTTTCACAATATACG
GAAAGGCATTAAATTTATTTAATTTAAAAATTGACAAACGCATATTAGAAATTGCCTTACAATTCAT
ACAAMACGAGTTGAATGAAGTTTCCGTAGCTGTTTTTTTITTGACGAATTATATGTCAAGTTTGTATT
TGTATGAATTATACGGACGTAAGATAATATGTTITTICGCCTTTTITCGACTGGGAAAAACGTTAACGT
GCGCCTCTGCCATTACGTATGTAAATTTATGCCTCCATTGTTTATGCACAAACGAAGATAACTGTC
AGGATTATGGTAATCCGACTCGGTGACGGTGTATTTITITCGTTATTITCTCGATTGTTTTGACATATG
GACGAATATGCCGCAAAAAAGTTATTGTCTICTCCATTCCAGACTTIGTITITCTTACAGAAAAAAT
AATAGAAAAAAATTANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTATTTCTT
GCGGTTTTTITTCACAATTGTAGAGCCGCCTCTGTAAATGAATGCCGCCCTCGTGGCATGCAATCG
ACCCATATGTTTCCGTITCGACGGGCCCATTACTCAAATTATCGAGTCGATATTGTTTAATATGTTTA
TCGTAAACGAGTGGTCATTGAAATAAAAATGATGCTCAACTGAAGTAAAATTAGTTTACAGCGAAT
CAGACTGCAAAAAAAAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGAACCGTT
CCATATTATGTATATACGTITGCAATTAACGGGTTATCGACATCTATTCGGAACTTTGTTTGAGCGTT
GTAAATAATAAGAAAAATATTAATATAATTITCCGTGAAAAGGCACGTGAAATTTATTCGAAACGTA
TTTCTAAACGTAGTTTAGCACGGTTACGGTAACGAGAAATTCGTGGCGGCACAATTAGTTCTTGGA
ACGCAGACGGTCGTTTATTTTACGATTACGGCTGCTGCTGTGCCAGATTAAGAGTTAAATTTAAAA
ATCCACAATGTTTGGACCTTGTCCATTGCCAATTCATCTATTTAGTCTAAATTAGACATTGACGGTT
TTCGAGAAATTAATTATTTITCCTACTTGGGCAGTAGTAAATTTTAAAGTAAATACCTGAACAGGAT

Figura 46: Sequéncia de DNA de broca >scaffold1 61.4 utilizada para o desenvolvimento

dos

sistemas de deteccdo de broca. As letras N indicam as regides que foram mascaradas através do

programa ReaptMasker. O mascaramento da sequéncia permite a identificagdo e neutraliza

das regides com repeticGes degeneradas de bases.

cao

Para verificar a especificidade da sequéncia >scaffold1 61.4, foram realizadas analises de

bioinformatica utilizandoo programaBlast do banco de genomas de café CGH etambém o

BLAST do NCBI.
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A sequéncia de broca >scaffoldl 61.4 ndo apresentou qualquer similaridade atravésdo
programaBlast do CGH (Figura4?7).
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Figura 47: Anélise de seletividade da sequéncia de DNA de broca >scaffold1 61.4 através da
ferramenta Blast do banco de genomas de café onde esta depositado 0 genoma completo de café
da espécie C. canephora. A sequéncia >scaffold1 61.4 ndo apresentou qualquer similaridade

com o genoma de café C. canephora.

Subsequentemente, a sequéncia >scaffoldl 61.4 foi analisada través da ferramenta
BLAST do banco de genomas do NCBI.

Quando a sequéncia >scaffold1 61.4 foi comparada com os genes do NCBI (BLAST-
TN), poucas regides foram similares (query cover de 1% com identidade de 87%). Como é
possivel observar na figura 48, que a maioria das espécies que apresentaram similaridade com

o0 DNA de broca sdo do reino animal.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected 0
11 Alignments o
Description sl\‘cqi;(e ;—:::L ?:53 Val\zue Ident Accession
Human DNA sequence from clone RP11-388B24 on chromosome 9. complete sequence 59.0 590 1% Bel4 B7% AL152047.9
Angiostrongylus costaricensis genome assembly A4 costaricensis Costa Rica. scafold ACOC contig0000859 536 536 1% 0036 B87% LK941461.1
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-135H16 in linkage group 23, complete sequence 536 536 1% 0036 85% CR339058.11
Zebrafish DNA sequence from clone CH211-11F6 in linkage aroup 23. complete sequence 536 536 1% 0036 85% BEX5480749
Strongyloides venezuelensis genome assembly S venezuelensis HH1. scaffold SVE scaffold0000095 518 518 1% 012 B80% LM5250841
Stronavloides venezuelensis genome assembly S venezuelensis HH1. scaffold SVE scaffold0000040 518 518 1% 012 80% LM525009.1
Cyprinus carpio genome assembly common carp genome, scaffold: LG32, chromosome: 32 518 518 1% 012 86% LN590696.1
Solanum lycopersicum chromasome ch10. complete genome 518 518 0% 012 97% HGI75522.1
Solanum lycopersicum chromosome ch03, complete genome 518 518 2% 012 78% HGI75515.1
Solanum pennellii chromosome ch10. complete genome 518 518 0% 012 97% HGIT5449.1
Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone hba-172n10 map 10. complete sequence 518 518 0% 012 97% AC2401951
Saccharomyces paradoxus strain UWOPS81-917.1 chromosome XIV. complete seguence 50.0 500 0% 043 94% CP0203231
Saccharomyces paradoxus strain UFRJ50816 chromosome Il sequence 500 500 0% 043 94% CP020304.1
Saccharomyces paradoxus strain YPS138 chromosome XIV. complete sequence 50.0 500 0% 043 94% CP0202891
PREDICTED: Ailuropoda melanoleuca sirtuin 4 (SIRT4). transcript variant X1. mRNA 500 500 0% 043 100% XM 0197927991
Kluyveromyces marxianus strain CBS4857 chromosome 2 sequence 500 50.0 1% 043 86% CP015055.1
PREDICTED: Poecilia mexicana uncharacterized LOC106915532 (LOC106915532) ncRNA 500 500 0% 043 94% XR 0014178101
PREDICTED: Papilio polytes protein PIH1D3 (LOC106099568). mRNA 500 50.0 1% 043 89% XM 0132781361
Strongyloides venezuelensis genome assembly S venezuelensis HH1. scaffold SVE scaffold0000050 500 500 1% 043 86% LM5250211
Clostridium botulinum Prevot 534 genome 500 50.0 0% 043 94% CP006902.1

Figura 48: Andlise de seletividade da sequéncia de DNA de broca >scaffold1 61.4 atraves da
ferramenta BLAST-TN do NCBI. Poucas regides de similaridade foram observadas entre a
sequéncia de DNA de broca em relacéo as sequéncias de DNA depositadas no NCBI. Os pontos
azuis e verdes demonstram as regides de similaridade da sequéncia >scaffold1 61.4 com outras

espécies.

Quando a sequéncia >scaffold1 61.4 foi comparada com tribo Coffeeae através da analise

BLAST-TN também poucas regides foram similares (Figura 49).
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Figura 49: Andlise de seletividade da sequéncia de DNA de broca >scaffold1 61.4 e a tribo

Coffeeae, através da ferramenta BLAST-TN do NCBI. Poucas regides de similaridade foram

observadas entre a sequéncia de DNA de broca e a tribo Coffeeae. Os pontos pretos demonstram

essas pequenas regides de similaridade.

Os resultados das andlises in silico indicam que a sequéncia >scaffold1 61.4 é seletiva

para a broca do cafe.

ANALISESIN VITRO- Trés novos primers foram desenhados e sintetizados utilizando a

sequéncia >scaffold1 61.4 como DNA molde (Tabela 9).

Tabela 9: Primers desenhados para a broca do café H. hampei através da sequéncia >scaffoldl

61.4.
Hypothenemushampei

Sequéncia <--> Tm°C GC% Amplicon

Hham 1 F-GTCGTAATGGCACCGTTCTT 20pb 554  50.0 79 pb
R-GTCCTTTGCAGCAACAACAA 20pb 544 45.0

Hham 2 F-TCGGATCGAGATCGTCGAA 19pb 553 526 73 pb
R-CCTGTCGACGGGCTATAAAAAC 22pb 558  50.0

Hham 3 F-GCCTTGATTGCTAGAAACACCAT 23pb 55,7 430 84 pb
R-GGTAACTGGATTATCGGAAGGAAA 24pb 545 417

Pb: pares de bases. GC%: quantidade em percentual de guanina e citosina. Tm: temperatura de

anelamento. Amplicon: comprimento do produto de PCR produzido pelo primer. F: forward

primer. R: reverse primer.<-->: quantidade de bases do primer

Diferente dos primers previamente desenvolvidos, os primers Hham 1, 2 e 3 9 (n=3)
amplificaram com sucesso (Hham 1Ct= 16,85+0,08; Hham 2 Ct=17,44+0,14; Hham 3
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Ct=16,77+0,06) durante as analises de seletividade (Figura 50). Os primers apresentaram
temperaturas de anelamento especificas de 78,4; 79,2 e 76,4 °C para os primers Hham 1, 2 e 3,

respectivamente (Figura 51).
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Figura 50: Analise de seletividade dos primers Hham 1 (A), 2 (B) e 3 (C) com DNA genémico
de broca (n =3). Controle negativo agua ultrapura. Todas as amostras amplificaram com

sucesso. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reacao.
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Figura 51: Curva de dissociac;éo dos primers Hham 1 (A), 2 (B) e 3 (C), com DNA gendmico
de broca (n=3). Com controle negativo agua ultrapura. Os primers apresentaram temperatura
de anelamento especifico de 78,4; 79,2 e 76,4 °C para os primers Hham 1, 2 e 3,
respectivamente. ARn: magnitude do sinal gerado por um determinado conjunto de condigdes

da PCR.

Como os trés pares de primers amplificaram com sucesso, estes foram entéo submetidos
a andlise de especificidade. A andlise de especificidade foi realizada em duas etapas. Na
primeira,a reacdo foi conduzida utilizando os primers Hham 1, 2 e 3 com DNAs genémicos de
café das espécies C. arabica (var. Catuai Acu, Bourbon Amarelo, Icatu Amarelo, e lapar 59)
e C. canephora(var. Conilon, Robusta e BRS) (n=3). Na segunda etapa, a reacéo foi conduzida
utilizando os primers que foram mais especificos na primeira etapa com DNAs gendmico de
cevada, milho, arroz, soja, trigo, centeio, chicéria e os espécimes do reino animal formiga,
barata, mosca e aranha.

O primer Hham 1 apresentou amplificacGes tardias e ndo especificas com o DNA
genémico de café C. arabica variedade Icatu, Café arabica, Bourbon Amarelo e lapar 59.
Contudo, nestas condigdes ocorreu amplificacdo tardia (Ct=34,5310,26) porem especifica nas

amostras Mundo Novo (Figura 52).
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Figura 52: Curva de amplifica¢doe dissocia¢do com o primer Hhamlcom DNA de C. arabica

var. Mundo Novo. Linhas lilas: primer Hham1 com DNA gendmico de broca. Linhas amarelas:

primer Hham1 com DNA gen6mico de café (Ct=34,5310,26). Através da curva de dissociacao

é possivel observar que ocorreu amplificacdo especifica com esta variedade (Tm igual a 56 C°).
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ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reagdo. ARn:
intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reacéo.

Todas as trés variedades de café da espécie C. canephora também amplificaram
(Ct=30,70+2,81) de forma especifica com o primer Hham1 (Figura 53).
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Figura 53: Curva de amplificacéo e dissociacdo com o primer Hham1 com DNA de C. arabica

var. Mundo Novo. Linhas lilas: primer Hham1 com DNA gendmico de broca. Linhas amarelas
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e verdes: primer Hham1 com DNA gendmico de café (Ct=30,70£2,81). Atraves da curva de

dissociacdo € possivel observar que ocorreu amplificacdo especifica com esta variedade com

(Tm igual a 56 C°). ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna
da reacéo.

Nenhuma das amostras de café C. arabica amplificaram com o primer Hham2 exceto a
variedade Mundo Novo (Figura 54).
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Figura 54: Curva de amplificag&o e dissociagdo com o primer Hham2 com DNA de C. arabica
var. Mundo Novo. Linhas lilas: primer Hham1 com DNA gendmico de broca. Linhas verdes:
primer Hham1 com DNA gendmico de café (Ct=35,75+0,20). Atraves da curva de dissociacdo
é possivel observar que ocorreu amplificacdo especifica com esta variedade com (Tm igual a

56 C°). ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reagéo.
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Com relacdo aos cafés da espécie C. canephora o primer Hham2 apresentou 0 mesmo

perfil de amplificacdo do primer Hham1 (Figura 55).
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Figura 55: Curva de amplificacdo e dissociagdo com o primer Hham2 com DNA de C.

canephora var. Robusta, Conilon e BRS. Linhas lilas: primer Hham1 com DNA genémico de

broca. Linhas verdes e azuis: primer Hham1l com DNA gendmico de café (Ct=31,39+2,87).

Atraveés da curva de dissociagdo é possivel observar que ocorreu amplificagdo especifica com

esta variedade (Tm igual a 56 C°). ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela

referencia interna da reacao.
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Assim como ocorreu com os primers Hhaml e Hham2 o par de primer Hham3 também
amplificou de forma especifica como DNA de café C. arabica var. Mundo Novo e café C.

canephora var. Robusta, Conilon e BRS (Figura 56).
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Figura 56: Curva de amplificacdo e dissociacdo com o primer Hham3 com DNA de Café C.
arabica A (var. Mundo Novo) e C. canephora IB (var. Robusta, Conilon e BRS). Linhas rosas:
primer Hham1 com DNA gendmico de broca. Linhas roxas e azuis: primer Hham1 com DNA
genébmico de café Mundo Novo (Ct=34,90+0,60) e café Robusta, Conilon e BRS
(Ct=30,97+2,67). Atraves da curva de dissociacéo € possivel observar que ocorreu amplificacéo
especifica com estas variedades (Tm igual a 56 C°). ARn: magnitude do sinal gerado por um
determinado conjunto de condi¢gbes da PCR. ARn: intensidade do sinal fluorescente

normalizado pela referencia interna da reagéo.

Dos trés pares de primers desenvolvidos, o primer Hham2 obteve melhor resultado com

relacdo a sua especificidade, considerando as amostras da espécie de café C. arabica. Com
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objetivo de alcancar mais especificidade. novas anélises foram realizadas com temperatura de

anelamentosuperior (58°C).
Mesmo com o aumento da temperatura para 58°C a reacdo com o primer Hham2 ocorreu

com sucesso (Ct = 20,25+0,03). Com o aumento da temperatura nenhuma amostra de café da
espécie C. arabica amplificou (Figura 57).
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Figura 57: Curva de amplificacdo e dissociagédo com o primer Hham2 e DNA de café C.arabica
(Mundo Novo, Catuai Agu, Bourbon Amarelo, Icatu Amarelo, e lapar 59). Linhas rosas: primer
Hham2 com DNA gendmico de broca (Ct = 20,25+0,03). Linhas verdes e amarelas: primer
Hham1 com DNA genémico de café. O primer Hham2 foi especifico para broca com Tm igual

a 58 C°. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reagao.
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Embora os resultados de especificidade com o primer Hham2 tenham sido satisfatorios,
quando analisados com DNA de variedades de café C. arabica, o mesmo perfil de amplificacdo

especifica com as amostras de café C. canephora se repetiu (Figura 58).
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Figura 58: Curva de amplificacdo e dissociacdo com o primer Hham2 e DNA de café C.
canephora (Robusta, Conilon e BRS). Linhas rosas: primer Hham2 com DNA genémico de
broca (Ct = 20,25+0,03). Linhas verdes: primer Hhaml com DNA gendmico de café (Ct =
30,55£2,85). O primer Hham2 néo foi especifico quando a reacdo foi realizada com amostras
de café C. canephora com Tm igual a 58 C° ARn: intensidade do sinal fluorescente

normalizado pela referencia interna da reagéo.
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As analises in vitro parece ser conflitante com as anélises in silico. OBlast do CGH néo
havia apresentado qualquer regido de similaridade entre as espécies de café (C. canephora) e a
sequéncia >scaffold1 61.4 de broca (H. hampei).

Diante deste cenario, novas amostras de café C. canephora foram adquiridas diretamente
da fazenda experimental de café C. canephora da Universidade Federal Rural do Rio Janeiro,
Seropédica, RJ. Novas analises foram conduzidas com o objetivo de verificar se as amostras de
café C. canephora estavam brocadas ou contaminadas com broca. Para estas analises dois tipos
de controles foram assumidos, o controle negativo padrdo (dgua ultrapura, n=3) e dois controles
positivos. Para tal, foi utilizado o primer Cafél com o DNA das novas amostras de cafés, que
foi desenvolvido previamente, e o primer Hham2 com DNA de broca. Desta maneira, si ndo
houver amplificacdo entre 0 DNA de café e o primer para broca, ficard descartada a hipdtese
do falso negativo. A reacéo foi realizada em decaplicata.

Como o esperado os controles negativos (dgua ultrapura) do primer Hham2 e Cafél ndo
amplificaram assim como os controles positivos (Hham2 + DNA de broca e Cafél + DNA de

café) amplificaram perfeitamente (figura 59).
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Figura 59: Curva de amplificac&o e dissociacao dos primers Hham2 e Cafél. A: Primer Hham2
com DNA de broca e 4gua. B: Primer Café1l com DNA de café e agua. Estes resultados indicam
gue ndo ha contaminacdo de DNA na agua utilizada na reacdo e nem dos equipamentos. ARN:

intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna da reacéo.

Com as novas amostras de DNA de café C. canephora o primer Hham2 ndo amplificou
em nenhuma delas (Figura 60). Ao contrario, o primer Cafél amplificou perfeitamente,
indicando a qualidade do DNA isolado e certificando que a ndo amplificacdo do primer Hham2
ndo foi devido a falso negativo.
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Figura 60: Curva de amplificacéo e dissociagdo do primer Hham2 e DNA de café C. canephora
(n=10). Linhas rosas: primer Hham2 com DNA de broca (Ct= 20,83+0,20). Linhas azuis:
primer Hham2 com DNA de café C. canephora. Nao houve amplificacdo entre o primer Hham?2
e 0 DNA de café. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia interna

da reacéo.

Estes resultados indicam que as amostras estavam contaminadas com DNA de broca.
ApoOs estas analises foi observado que as amostras de café continham quantidade consideravel
de gréos brocados. A broca é um inseto pequeno e somente a fémea perfura o grdo. Uma vez
que que o grao € perfurado, ela deposita os seus ovos dentro do fruto. Quando estes eclodem,
somente as fémeas deixam o fruto, os machos permanecem dentro do fruto até que alguma

fémea se aproxime do fruto para acasalar (VEGA et al, 2015).Desta forma, ndo é possivel
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identificar facilmente o grdo brocado com analise visual. Ficou claro o porqué das amostras de
café C. canephora amplificarem.

Além das analises com café a especificidade do sistema de deteccdo com o primer Hham?2
foi avaliada também com de DNA de arroz, centeio, orégano, chicoria, aveia, trigo, soja, acali,
cevada e milho (n=3).

As amostras de arroz, orégano, chicoria, soja, acai, cevada e milho ndo amplificaram ou

obtiveram o Ct indeterminado (Figura 61).
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Figura 61: Curva de amplificacdo e dissociacdo do primer Hham2 e DNA de arroz, orégano,
chicoria, soja, agai, cevada e milho (n=3). Linhas rosas: primer Hham2 com DNA de broca
(Ct= 20,83£0,20). Linhas amarelas, vermelhas e verdes: primer Hham2 com DNA de arroz,
orégano, chicria, soja, acai, cevada e milho. E possivel observar na curva de amplificacio que
poucas amostras amplificaram. E através da curva de dissociacdo € identificado que estas

amplificaram de forma inespecifica. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela
referencia interna da reacao.
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Centeio, aveia e trigo apresentaram amplificacdo tardia (Ct= 33,89+0,39; 39,66+0,62;
34,32 0,78, respectivamente) e de forma inespecifica com Tm de 84,6 °C; 81,7 °C e 82,6 °C,

para centeio, aveia e trigo, respectivamente. Ao observar a figura 62 ¢é possivel diferenciar as
amplificacdes especificas (~79 C) daquelas ndo especificas.

Melt Curve Melt Curve Meilt Curve
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£l fit
A [ i B
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Figura 62: Curva de amplificacdo e dissociacdo do primer Hham2 com DNA de broca A,
centeio B, aveia C e trigo D (n=3). Comparando as figuras A, B, C e D, é possivel diferenciar
as temperaturas de anelamento (Tm) entre o primer Hham2 com DNA de broca (alvo) e os

demais alimentos. Centeio, aveia e trigo, apresentaram Cts tardios (Ct= 33,89%0,39;
39,66+0,62; 34,32 +0,78, respectivamente). ARn:

intensidade
normalizado pela referencia interna da reacéo.

do sinal fluorescente

Com o objetivo de avaliar a especificidade do primer Hham2 com relacdo a fonte de

DNAs de animal, foi realizado reacdo de PCR em tempo real utilizando o primer Hham2 com
DNA de aranha, formiga, formiga, barata e mosca.

O primer Hham2 também apresentou especificidade, mesmo quando analisado com
espéecimes do reino animal. Considerando a média dos Cts dos espécimes (Ct=39,77+1,73) este
foram ainda mais tardios quando comparados com os Cts das espécies vegetais.
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Na figura 63 observa-se que o perfil daTm das amostras de aranha, formiga, formiga,
barata e mosca foram acentuadamente diferentes da Tm do alvo (padréo, Hham2 com DNA de

broca).
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Figura 63: Curva de amplificacdo e dissociacdo do primer Hham2 e DNA de aranha, formiga,
formiga, barata e mosca (n=3). Linhas rosas: primer Hham2 com DNA de broca. Linhas

amarelas, beges e verdes: primer Hham2 com DNA de aranha, formiga, formiga, barata e mosca
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(Ct=39,77+1,73). O primer Hham2 apresentou especificidade mesmo quando analisado com
espécimes do reino animal. ARn: intensidade do sinal fluorescente normalizado pela referencia
interna da reacéo.

A amplificagcdo ndo especifica ocorre quando pequenas regides do primer, na porgédo 3’,
se anelam em qualquer regido do DNA ou quando o par de primers forma estruturas secundarias
entre eles que permitem que a Taq polimerase reconhega a pentose 3’ ¢ inicie a polimerizagao
indiscriminada da molécula de DNA. Com a curva de dissociacdo € possivel identificar a
amplificacdo ndo especifica. As principais caracteristicas da amplificacdo ndo especifica séo a
amplificacdo tardia como também a Tm diferente da Tm do alvo (controle positivo) (RUIZ-
VILLALBAA et al, 2017). A ocorréncia da amplificacdo ndo especifica significa que na

auséncia da regido alvo alguns produtos de PCR podem ser produzidos.

CONCLUSAO.

Foi possivel desenvolver um par de primer especifico para broca através de analises in
silico e in vitro. Todas as amplificacbes inespecificas foram devidamente identificadas
demonstrando a seletividade e especificidade do método. E mesmo quando o DNA de
espécimes do reino animal foi analisado com o primer Hham2 este obteve especificidade. Assim
foi identificado e estabelecido uma regido do genoma de broca que pode ser utilizada para a sua
identificacdo através da técnica de PCR em tempo real com o sistema de deteccdo Sybr Green.
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CAPITULO 4: CONSIDERACOES FINAIS

Pela primeira vez métodos moleculares baseados em DNA foram desenvolvidos para
analisar a autenticidade e qualidade do café. Através das ferramentas de bioinformatica,
sequéncias de DNA - espécie especifica, foram descobertas e testadas quanto a sua aplicacédo
na analise do café. Em etapas futuras, métodos de extracdo de DNA mais eficazes serdo
desenvolvidos para serem aplicados em amostras torradas e moidas. Além disso, para a
validacao destes métodos estudos com materiais de referéncias certificados serdo necessarios

com o objetivo de garantir a detec¢do e quantificacdo em amostras comerciais.
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