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CRISTIANO, Valderi. Validagao analitica e determinacéo de ocratoxina A em qualidades de
bebidas de café correlacionando defeitos, carboidratos e microbiota fungica. 2010. 126fls.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica dos Recursos Naturais) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Um dos critérios mais importantes referente a qualidade do café, que determina sua
aceitabilidade e valor comercial, consiste no tipo de bebida, avaliada por analise sensorial. O
objetivo do presente trabalho foi investigar possiveis correlagdes entre o pardmetro subjetivo do
tipo de bebida com atributos como defeitos, microbiota fungica, ocratoxina A(OTA) e
carboidratos, verificando contribuicbes para a qualidade. Quinze amostras de café cru de 4
diferentes Estados brasileiros foram avaliadas pela prova de xicara, classificadas em mole,
dura, rio/riado e riozona, e quanto aos defeitos. O defeito predominante foi o ardido presente em
100% das amostras, em quantidades elevadas na bebida de pior qualidade, seguido do preto-
verde e brocado. Para a caracterizagdo microbiolégica os microrganismos apropriados foram
analisados geneticamente por RAPD, que proporcionou identificagdo morfolégica de 617
isolados, com representantes pertencentes aos géneros E urotium, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e ordem Mucorales, além de alguns poucos representantes de leveduras. Dos
fungos isolados houve predominio do género Aspergillus (439 isolados) que contém espécies
produtores de OTA, com 370 isolados pertencentes a secgédo Nigri e 69 a secgdo Circumdati.
A determinagido de OTA foi feita por método modificado e validado empregando colunas de
imunoafinidade baseado HPLC-FL. O método mostrou-se linear (r = 0,9993) para a faixa
dinamica de trabalho de 1,00 a 33,52 |jg kg~, com repetitividade (CV = 1,36%), precis&o
intermédiaria (CV < 5,0%), exatiddo por fortificacdo com recuperagdo de 89,5 a 105,1%,
reprodutibilidade em ensaios de proficiéncia intra e interlaboratorial (FAPAS-z-score < 2,0); com
limite de deteccdo (LD) de 0,227 |jg kg™ e limite de quantificagdo (LQ) de 0,783 | g kg™. O teor
de OTA ficou abaixo do LD para 4 amostras, todas de bebida de boa qualidade. Amostras de
pior qualidade de bebida rio/riado e riozona apresentaram teores variando de 0,38 a 12,49 | g
kg™, tendo sido maior que o limite permitido pela Unido Européia (5,0 | g kg') em 3 amostras.
Os carboidratos analisados empregando HPAEC-PAD, mostraram para o café verde niveis
mais altos de galactose (6,65 % m/m), manose (4,58%) e arabinose (3,43%). A glicose (3,65%)
e a frutose (2,60%) foram os que apresentaram maiores redugdes da bebida mole para a
riozona em cerca de 27%. As relagbes entre as variaveis individuais concordaram com a
Andlise de Componentes Principais e a anadlise multivariada, permitindo avaliar a influéncia e
estabelecer correlagdes entre as qualidades de bebida. O estudo mostrou que a bebida do café
esta inversamente correlacionada com os defeitos, especialmente o ardido, com os fungos da
secgado Nigri e diretamente correlacionada com glicose e frutose. A OTA esta diretamente
correlacionada com a presenca do defeito preto e com os fungos da secgdo Nigri. Os
carboidratos estdo diretamente correlacionados com a bebida e inversamente com os defeitos
preto e ardido.

Palavras-chaves: Café. Ocratoxina A. HPLC-FL. Validac&o. Carboidratos. Microbiota.



CRISTIANO, Valderi. Quality evaluation of different types of Brazilian coffee beans taste
and its correlation with defects, ochratoxin A, caffeine and carbohydrates. 2010. 126fls.
Dissertacéo (Mestrado em Quimica dos Recursos Naturais) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

One of the most important criteria referring to coffee quality, that determines its acceptability and
commercial value, consists on the cup quality, evaluated through sensory analysis. The
objective of this work was to investigate possible correlations between subjective parameter of
cup quality with attributes like defects, fungal microbiota, ochratoxin A (OTA) and carbohydrates,
verifying its contributions to the quality. Fifteen samples of raw coffee from 4 different Brazilian
States were evaluated by cupping section, classified into soft, hard, rioysh and 'riozona', and as
for defects. The predominant defect was the sour one present in 100% of the samples, in higher
quantities of poor cup quality, followed by black-green and insect damaged. To the
microbiological characterization proper microorganisms were genetically analyzed through
RAPD, that provided morphological identification of 617 isolated ones, with representatives
belonging to Eurotium, Cladosporium, Fusarium and Penicillium gender and Mucolares
order, besides a few representatives from yeast group. From isolated fungi there was
predominance of Aspergillums gender (439 isolated ones) which includes ochratoxin A
producers' species, with 370 isolated ones belonging to Nigri section and 69 to Circumdati
section. OTA determination has been done by modified and validated method using columns of
immunoaffinity based on HPLC-Fluorescence. This method has shown itself linear (r = 0.9993)
to dynamic working range of 1.00 to 33.52 ug kg™, with repeatability (CV = 1.36%), intermediate
precision (CV < 5.0%) accuracy by fortification with recovery of 89.5 to 105.1%, reproducibility in
proficiency assays intra and inter-lab test (FAPAS-z-score < 2.0); with detection limit (LOD) of
0.227 ug kg™ and quantification limit (LOQ) of 0.783 ug kg™'. The level of OTA was below of the
LOD to 4 samples, all of them of good cup quality. Samples of poor cup quality rioysh and
'riozona' presented levels that vary from 0.38 to 12.49 ug kg™, being higher than the limit allowed
by European Union (5.0 ug kg™) in 3 samples. Carbohydrates analyzed using HPAEC-PAD,
showed higher levels of galactose (6.65% w/w), mannose (4.58%) and arabinose (3.43%) to
green coffee. Glucose (3.65%) and fructose (2.60%) were those that presented more reductions
of the soft beverage to 'riozona' around 27%. Relations among individual variables accord to
Principal Component Analysis and multivariate analysis, enabling to evaluate influence and
establish correlations of cup's qualities. This work showed that coffee cup quality is inversely
correlated with defects, especially the sour one, with fungi from Nigri section straightly
correlated to glucose and fructose. OTA is straightly correlated to presence of the black defect
and with Nigri section fungi. Carbohydrates are straightly correlated to the cup quality and
inversely correlated to black and sour defects.

Key-words: Coffee. Ochratoxin A. HPLC. Validation. Carbohydrates. Microbiota.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do café brasileiro tem melhorado substancialmente desde
que a ABIC (Associagdo Brasileira das Industrias de Café) adotou o Programa de
Qualidade do Café (PQC) baseado em critérios de qualidade minima para a bebida,
avaliados por meio da anadlise sensorial, que define a categoria a que pertencem. O
nivel de qualidade pode ser verificado nas embalagens do café torrado e moido pelo
simbolo de qualidade, classificados em Tradicional, Superior e Gourmet. Contudo, esta
qualidade final do produto esta diretamente correlacionada a matéria-prima, iniciando-
se com a qualidade dos grdos de café cru empregados, que s&o avaliados
convencionalmente pela classificagdo dos defeitos e pela analise sensorial do tipo de
bebida em mole, dura, rio/riado e riozona. Embora, o emprego destas analises seja
decisivo por representar os anseios do consumidor, 0 mercado esta carente de técnicas
e metodologias mais precisas e menos subjetivas, que dependam menos da percepg¢ao
de poucos analistas treinados, que associadas a estas, venham dar um maior suporte
ao controle de qualidade.

Considerando outro aspecto da qualidade, o fato das micotoxinas, como
a ocratoxina A (OTA) que pode aparecer no café, serem prejudiciais ao ser humano
mesmo em concentragbes muito baixas na ordem de nanogramas, também justifica a
necessidade de se ter uma metodologia mais sensivel, capaz de determina-la em nivel
tracos de forma precisa e confiavel, o que demanda um grau de exigéncia maior, com
equipamentos mais sofisticados e mao de obra apta e criteriosa. Uma metodologia
modificada foi validada neste trabalho para assegurar os resultados de OTA. O estudo
genético também contribui grandemente neste quesito, ja que permite conhecer quais
das espécies de fungos presentes sao potencialmente produtoras de OTA. Estes
conhecimentos permitem relacionar sua produgéo a fatores geradores e capacitam a
exercer um maior controle, a fim de assegurar que os alimentos estejam livres de
contaminagcdo, ou ao menos que contenham teores consideraveis aceitaveis, no
aspecto de seguranca alimentar. Embora a OTA ja tenha limites bem estabelecidos na

Comunidade Européia, exigidos como pré-requisito para exportagao, porém, no Brasil
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sO agora esta sendo objeto de regulamentacdo por parte da ANVISA, em consulta
publica n° 100 langada em 21 de dezembro de 2009. Observa-se que os continuos
esforgos de pesquisadores do Ministério da Agricultura e Instituto de Tecnologia de
Alimentos na conscientizagdo do manejo do café no campo, tém contribuido para
abaixar os teores ao longo dos anos.

Neste sentido uma das finalidades deste trabalho foi associar o
parametro subjetivo do tipo de bebida a técnicas quimicas e microbiolégicas mais
avancgadas. Para isto, foram feitas no conjunto de amostras, provas de xicara e analises
de classificagdo de defeitos; determinagdes de carboidratos e ocratoxina A (OTA)
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); e isolados
microrganismos, avaliados por biologia molecular. A técnica de analise multivariavel foi
empregada visando procurar correlacionar todos os parametros citados, por permitir

avaliar a contribui¢ao individual destas variaveis ao todo de forma simultanea.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUALIDADE DO CAFE

O café é a 22 bebida mais popular depois da agua e o 2° maior gerador
de riquezas do mundo, sendo superado apenas pelo petrdleo. O Brasil esta consolidado
como o maior produtor e exportador mundial do grdo. O consumo mundial no ano de
2008 foi estimado em 130 milhées de sacas, representando um aumento de 2,3% em
relacdo a 2007. Nos paises exportadores o consumo interno aumentou 4,8%; esse
consumo responde por 27,8% da demanda mundial. O consumo brasileiro de café vem
crescendo continuamente e estima-se que o pais consumira 21 milhdes de sacas em
2010, podendo tornar-se o maior consumidor mundial, posto ocupado atualmente pelos
Estados Unidos (ABIC, 2009).

O crescimento do consumo interno pode ser atribuido a melhoria da
qualidade do café em termos de produtividade, dentro de principios de preservacao
ambiental, assegurando a qualidade total certificada, a diversidade de variedades de
café desenvolvidas pelos Institutos de Pesquisa, e ainda, devido a crescente
disseminacado de informagdes sobre os seus beneficios a saude, confirmados pela
pesquisa realizada pela InterScience (ABIC, 2009; CNC, 2009, OIC, 2009).

Consumido diariamente por milhdes de pessoas, o café € uma das

bebidas mais aceitas e apreciadas em diversos paises nho mundo por sabor e aroma
distintos, e por potenciais efeitos benéficos a saude humana (TRUGO, 2003). De
acordo com pesquisa, 9 em cada 10 brasileiros com idade acima de 15 anos consomem
diariamente café, fazendo desta a 2° bebida com maior penetragéo na populagado, atras
apenas da agua e a frente dos refrigerantes e do leite. Ja no cenario internacional, o
Brasil tem papel de destaque, por ser o maior exportador desse grao no mundo (ABIC,
2009).

As diferentes espécies e variedades de café produzidas, associadas a

diversidade na ocupagao geografica das plantagcbes do produto brasileiro e nos
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processos empregados, possibilitam a industria nacional a elaboragdo de um grande
numero de misturas de graos (blends) para atender aos consumidores (EMBRAPA,
2009). Dentre as 100 espécies conhecidas do género Coffea, somente 10 sdo
cultivadas em todo o mundo. Duas delas sao consideradas as mais importantes por
corresponderem a 90% da producdo mundial: Coffea arabica (arabica) e o Coffea
canephora (robusta - conilon), que diferem consideravelmente no prego, qualidade e
aceitabilidade (CARVALHO et al., 2001; CEPLAC, 2009; CONAB, 2009).

o café arabica é mais valioso por oferecer sabor mais apurado, seus
frutos sdo verde claro e ovais e amadurecem de 7 a 9 meses. E facil distinguir entre
graos crus de café arabica e robusta, pelas diferengas de tamanho e cor. Porém, apds
torra e moagem, estas deixam de existir e, como pertencem ao mesmo género, ha
poucas diferencas fisico-quimicas para permitir a detecgao e/ou quantificacdo da adi¢cao
de café conilon, de menor valor comercial, ao arabica (ALVES et al., 2006, SOUZA,
2009).

A demanda por cafés diferenciados intensificou-se a partir da década
de 90, criando novas oportunidades e estimulando a relagdo entre o cafeicultor e o
cliente (CAIXETA, 1998). A fim de se obter cafés de qualidade superior, os cuidados
com a colheita e o0 manejo pds-colheita tornaram-se fundamentais na comercializagao,
cuja qualidade esta diretamente relacionada com suas caracteristicas sensoriais. A
baixa qualidade do produto pode ser atribuida a espécie e a variedades menos nobres,
a técnicas inadequadas de colheita e/ou de processamento ou, ainda, a adicdo de
substancias que nao fazem parte de sua composicado natural (MOREIRA; TRUGO; DE
MARIA, 1997).

Devido a essa grande importancia econémica do café, ha uma
constante busca por métodos que detectem fraudes, consideradas misturas intencionais
ou nao, de materiais estranhos ao produto, normalmente de baixo custo, que alteram a
qualidade e causam danos ao consumidor, especialmente, os de ordem financeira
(ASSAD et al., 2002). Neste quesito a analise de carboidratos totais presentes no café,
apresenta-se como um importante indicador de qualidade do produto (PAULI, 2007;
GARCIA et al.; 2009; NAKAMURA, 2009). Portanto, fica evidenciado que a qualidade

do produto final depende totalmente da matéria-prima empregada, sendo de
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fundamental importancia conhecer seus atributos sensoriais, fisicos e quimicos,

especialmente aqueles que tem implicacdes diretas, como os carboidratos.

2.1.1 Classificagao: Tipo, Caracteristicas e Defeitos

A valorizagao da qualidade do café € uma antiga preocupacéo, levando
os setores ligados a atividade cafeeira no Brasil a elaborar normas de classificagao do
café em 1917 (CHAGAS; COSTA, 1996). Atualmente a classificagdo do café cru segue
a normativa n° 8 de 11/06/2003 do Ministério da Agricultura e Abastecimento (BRASIL,
2003), que tem como base a Classificagdo Oficial Brasileira - Dec. LElI n° 27.173 de
14/9/49) que é determinada através de caracteristicas e do tipo, baseada nos defeitos e
pela qualidade de bebida. Com relacdo ao tamanho dos grdos, que é uma das
qualificacbes apreciadas no Decreto n° 27.173, estes sdo qualificados segundo as
dimensdes dos crivos das peneiras oficiais que os retenham. Sob o ponto de vista
técnico, € de suma importancia a separagao por peneiras, pois permite a selecédo e a
diferenciagcao dos graos por tamanho, o que possibilita uma torragdo mais uniforme.

No Brasil, as primeiras pesquisas a respeito da qualidade do café
enfocaram a origem dos defeitos ou graos imperfeitos, como os gréos pretos e ardidos.
Em 1956, Bittancourt (apud SILVA et al., 2004), observou que a ocorréncia de
processos fermentativos durante o processamento dos graos resultaria na formagéo
dos acidos acético e latico, induzindo a formagao de graos pretos, a deterioragdo da
qualidade e a produgao de bebida rio.

A classificacdo das amostras de café cru beneficiado obedece a Tabela
Oficial Brasileira para Classificagao, que considera como defeitos os graos imperfeitos
(chamados defeitos intrinsecos) - graos pretos, ardidos, verdes, chochos, mal granados,
quebrados e brocados - e as impurezas (defeitos extrinsecos) - tais como cascas, paus,
pedras, cafés em coco ou marinheiros encontrados na amostra, os quais podem ser

observados nas Figuras 1-(a) a 1-(h).
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(a) Gréos fora de padrao (i), Graos mal formados
(i), Graos em forma de concha (i) e orelha (iv)

- . e g Sy % ol -. :
(c) Grdos quebrados (esquerda) e fragmentados (d) Fruto (i), casca (i), grdo com pergaminho (iij),
(direita) pedago do pergaminho (i)

e & 4 ',‘I: b, ™ L

(e) Grdos preto, arido, verde preto, verde escuro, {f) Ardido — diferentes intensidades
verde (ordenados da esquerda para a direita)

[ R o

(g) Graos murcho, brocado, cortade e brocado (h) Grdos preto (a esquerda) e parcialmente preto
(ordenados das esquerda para a direita) (a direita)

Figura 1 — Defeitos intrinsecos e extrinsecos dos graos de café.

22



23

A cada um desses graos imperfeitos ou impurezas corresponde uma
medida de equivaléncia de defeitos, que rege a classificagdo por tipo. A base para se
estabelecer a equivaléncia dos defeitos € o grao preto, que é considerado o padrao dos
defeitos ou defeito capital devido ao alto comprometimento da bebida. Como se pode
ver no Tabela 1, em geral sdo necessarios varios graos imperfeitos para se obter 1
defeito, enquanto o gréo preto, por si so, corresponde a 1 defeito (BANDEIRA et al;
2008; MORAIS et al.; 2007).

O defeito preto € caracterizado pela cor preto-opaco do grdo. Trata-se
de um defeito bastante visivel e facilmente reconhecido. E originado da deterioragéo
dos graos que permanecem por um longo tempo em contato com o solo ou na planta,
possibilitando a ocorréncia de fermentagdes e infecgées microbianas. O grao ardido é
de cor parda ou marrom do grao e possuem sabor azedo, e assim como Os graos
pretos, podem ser provenientes de frutos caidos no chdo ou seco na prépria planta. O
verde tem como caracteristica a cor verde-cana da pelicula prateada. As paredes da
célula e a estrutura interna ndo estao totalmente desenvolvidas e sdo provenientes de
cafés colhidos antes do completo amadurecimento (ILLY; VIANE 2005 apud
GONGCALVES, 2006).
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Tabela 1 - Classificagdo Oficial Brasileira de defeitos.

EQUIVALENCIA DE GRAOS IMPERFEITOS E IMPUREZAS

GRAOS IMPERFEITOS E IMPUREZAS DEFEITOS
1 gréo preto 1
1 pedra, pau ou torrdo grande 5
1 pedra, pau ou torrao regular 2
1 pedra, pau ou torrdo pequeno 1
1 coco 1
1 casca grande 1
2 ardidos 1
2 marinheiros 1
2 a 3 cascas pequenas 1
2 a 5 brocados 1
3 conchas 1
5 verdes 1
5 quebrados 1

Fonte: COB - Classificagdo Oficial Brasileira - Dec. LEI n® 27.173 de 14/9/49

Depois da classificagcao fisica em tamanho, tipo e defeitos, a etapa
seguinte consiste em efetuar a avaliagao sensorial da matéria-prima, classificando o

tipo da bebida do café, por meio da prova de xicara.

2.1.2 Classificagao Sensorial: Prova de Xicara

A determinacdo da classificagdo da bebida, conhecida como prova de
xicara, analisa o café em fungdo de suas caracteristicas sensoriais, como aspecto,
textura, sabor e aroma. A prova de xicara permite o estudo das propriedades sensoriais

do café usando o ser humano como instrumento de medida. Consequentemente, esta
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analise requer a confiabilidade dos resultados dados por pessoas treinadas, chamados
provadores, que executam as analises dos produtos (LATREILLE et al., 2006).

Os aspectos sensoriais da bebida, conhecida pelo sabor e aroma forte
caracteristico, sédo influenciados pela safra, espécie, tratos agricolas (colheita, local de
cultivo, umidade), processos de secagem, fermentagdo, torra, moagem e
acondicionamento (FERNANDES et al., 2003; RUBAYIZA; MEURENS, 2005). A prova
de xicara é determinante para a classificagéo do tipo de bebida do café, por, em ultima
instancia, refletir a preferéncia dos consumidores e determinar a escolha e a compra de
uma marca. A metodologia de avaliagao da qualidade de cafés pelos compradores e
vendedores no Brasil é feita por meio da prova de cheiro e sabor que consiste em verter
150 mL de agua em ebulicdo sob 10 gramas de graos de café de torra clara moidos
(LINGLE, 1993). A classificagao é feita por provadores treinados, e as denominagdes do
tipo de bebida, da melhor para pior, sdo: estritamente mole, mole, levemente mole,
dura, riado, rio e riozona. Os cafés de mais baixa qualidade (riado, rio e riozona) estao
associados a bebida rio, normalmente descrita como adstringente, apresentando gosto
de remédio, fendlico ou iodo, lembrando mofo (LINGLE, 1993).

A validade dos resultados na analise sensorial baseia-se na
sensibilidade e capacidade dos provadores de reproduzirem seus julgamentos sobre os
produtos em estudo (CASTURA et al., 2005; FERREIRA; OLIVEIRA, 2007).

No Brasil, os cafés sédo oficialmente classificados em sete categorias:
estritamente mole, mole, levemente mole, duro, riado, rio e riozona, Tabela 3
(BARTHOLO; GUIMARAES, 1997 apud FARAH 2006).
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Tabela 2 - Classificagéo oficial do café brasileiro de acordo com suas caracteristicas

de bebida.

Bebida Caracteristica
Estritamente mole sabor muito suave; ligeiramente adocicado; baixa acidez
Mole sabor suave; ligeiramente adocicado
Levemente mole sabor suave, mas com leve adstringéncia
Dura sabor adstringente, gosto aspero; auséncia de adocicado
Riado gosto leve de iodoférmio ou acido fendlico
Rio gosto desagradavel forte, lembrando iodoférmio ou acido fendlico
Riozona gosto e cheiro intoleraveis

Fonte: (BARTHOLO; GUIMARAES, 1997 apud FARAH 2006).

Através do PQC ( Programa de Qualidade do Café) a ABIC (Associagao
Brasileira das Industrias de Café) estabeleceu junto aos organismos federais, estaduais
e municipais, bem como, empresas do setor privado, a adocao de critérios de qualidade
minima para a bebida do café. Para tanto, os organismos podem adotar o NMQ (nivel
minimo de qualidade) igual ou maior a 4,5 pontos, para referirse as categorias de
qualidade superiores. A avaliagdo de todas as caracteristicas sensoriais do produto é
determinada por meio de analise sensorial, que define a qual categoria ele pertence
(Figura 2). Os cafés tradicionais, que sugerem a adicédo de até 30% de conilon ao
arabica (SOUZA, 2009), devem passar na avaliagdo com nota igual ou superior a 4,5
(numa escala de 0,0 a 10,0). Os produtos que passam a receber o Simbolo de
Qualidade Superior sdo aqueles que obtiveram nota igual ou superior a 6,0 pontos e
inferior a 7,3. J& o Simbolo de Qualidade Gourmet, que destaca a linha Top dos
melhores cafés, compostos por produtos 100% arabica, sera conferido aos produtos
que consigam nota igual ou superior a 7,3 até 10,0 pontos (ABIC, 2009), mostrados na
Figura 2.
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4,5 Recomendavel
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| | I
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Figura 2 — Simbolos de Qualidade das bebidas de café segundo o Programa de
Qualidade do Café da ABIC.

|

Embora, por anos, a qualidade da bebida tenha sido adotada, em ultima
analise, como o critério final para aprovagcdo do produto, com o advento de técnicas
mais sensiveis, como o HPLC com fluorescéncia e/ou espectrometria de massas; e
aprimoradas, como as de caracterizagao genotipica, do tipo PCR em tempo real e
sequenciadores de DNA, os estudos da microbiota e a determinagcdo de seus
metabdlitos ganharam destaque e passaram até mesmo a serem exigidas como pré-
requisito, a exemplo das micotoxinas, constituindo-se inclusive em barreiras comerciais
restritivas, mesmo em baixissimas concentragdes, devido aos impactos significativos

por elas causados a qualidade de vida do ser humano.

2.1.3 Composigao Quimica - Carboidratos

A quimica do aroma desenvolvido durante o processo de torra do café &

altamente complexa e ainda nao foi completamente entendida. Embora o processo de
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torrefacdo pareca ser simples em termos de condicbes de processamento é bastante
complexo do ponto de vista quimico, uma vez que acontecem centenas de reacgdes
quimicas simultaneamente. Exemplos incluem reagbes de Maillard, com degradagéao de
proteinas, polissacarideos, trigonelina e acidos clorogénicos (DE MARIA et al., 1996).
Acucares, particularmente a sacarose como o0 mais abundante, agirdo como
precursores de aroma, originando varias substancias (furanos, aldeidos, acidos
carboxilicos, etc.), os quais afetam o sabor e o aroma da bebida. A trigonelina é um
derivado de piridina, conhecido por contribuir indiretamente com a formacéao de aromas
desejaveis durante a torra (KY et al., 2001). A cafeina, um derivado de xantina,
apresenta como caracteristica gosto amargo, importante para o sabor do café (TRUGO;
MACRAE, 1984). Esta combinagdo também foi assunto de varias pesquisas devido a
seus efeitos farmacologicos (AZAM, 2003; BARONE; ROBERTS, 1996). Os &acidos
clorogénicos (CGA), um grupo de compostos fendlicos representa de 6-12% da
composicdo do café em massa (FARAH et al., 2006), sdo conhecidos por serem
responsaveis pela pigmentacdo de café, formagdo de aroma e adstringéncia (DE
MARIA et al., 1995; TRUGO; MACRAE, 1984). Além disso, a degradagao térmica
destes acidos durante a torra resultara em substancias fendlicas que contribuem para o
sabor amargo. Os subgrupos dos principais CGA em café sdo os acidos de
cafeoilquinico (CQA), ferulico (FQA) e dicafeoilquinico (diCQA). Suas combinagdes
receberam muita atencéo devido a varias atividades farmacoldgicas observadas in vitro
e in vivo (FARAH et al., 2005; FARAH et al., 2006).

Embora, mais de oitocentos compostos volateis e n&o-volateis ja
tenham sido identificados no café, a questdo de quais os constituintes que mais
contribuem para baixa qualidade da bebida € controversa e esta longe de ser
respondida completamente, especialmente com respeito ao sabor da bebida rio
(FARAH et al., 2006). De acordo com Spadone, Takeoka e Liardon (1990), foram
identificados o 2,4,6-tricloroanisol e 2,4,6-triclorofenol, como dois dos componentes
responsaveis pela bebida rio. Amorim et al., (1977) nao observaram uma correlagéo
entre a qualidade da bebida e os niveis de poliaminas. Oliveira et. al., (2005)
encontraram niveis mais altos de aminas em amostras de café de qualidade mais baixa,

comparativamente aos de boa qualidade. Mazzafera (1999) e Franga et al., (2005)
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associaram a alta acidez a baixa qualidade de bebida, possivelmente devido a presenca
de graos de café defeituosos, especificamente os que sofreram fermentagao. Carvalho
et al.,, (1994) observaram uma associagao positiva entre os niveis de acgucares
redutores e nao redutores com a qualidade da bebida. O 2-metilbutiraldeido e 3-
metilbutiraldeido foram descritos como dois compostos volateis caracteristicos dos
graos verdes defeituosos associados a baixa qualidade das ligas de café (CUNHA,
2005).

A composi¢cdo quimica do café cru varia de acordo com a espécie e
variedade estudada, como também esta relacionada com outros fatores como solo,
clima, altitude, do tipo de manejo no campo, grau de maturacdo e do tipo de
acondicionamento dado ao grao colhido (BARCELOS, 2001). Segundo Oosterveld,
Voragen e Schols (2003), o café verde pode ser descrito como sendo composto
basicamente de carboidratos, lipidios e proteinas, como esta apresentado na Tabela 3,

com énfase na composigao de carboidratos.

Tabela 3 — Composigéo de carboidratos em graos de café Arabica verde e torrado

(%om/m)
Café verde Café torrado
Carboidratos 54 8 481
Ramnose 1 1
Arabinose 12 6
Xilose 2 0
Manose 43 51
Galactose 23 21
_ Glicose 15 16
Acido urénico 4 4
Lipidios 11,3 15,9
Proteinas 5,8 6,8
Total 71,9 70,8

Fonte: Oosterveld, Voragen e Schols (2003).
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Observa-se que do total de carboidratos presentes no café verde

(Tabela 3) a manose representa cerca de 43%, ja os galactomananos (Figura 3) e

arabinogalactanos (Figura 4), juntos respondem por cerca de 35% (OOSTERVELD;

VORAGEN; SCHOLS, 2003).

Figura 3 — Estrutura de um galactomanano (DELGADO, 2008).
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Figura 4 - Estrutura de um arabinogalactano (DELGADO, 2008).
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O processo de torragcdo do café compreende uma etapa importante,
pois ocorrem consideraveis mudancas na composicdo em relacdo ao café verde, onde
alguns componentes sdo degradados e outros interagem para formar outros compostos.
Segundo Trugo (1985), o café é provavelmente um dos alimentos que mais se alteram
durante o processo, refletindo tais alteracbes em suas caracteristicas sensoriais.

Segundo Oosterveld, Voragen e Schols (2003), o processo de torragao
acarreta na perda de 20% da massa (em base seca) do grao de café. De acordo com a
Tabela 3, o grdo de café torrado possui uma composigcao de aproximadamente 48% de
carboidratos, 16% de lipidios e 7% de proteinas. A queda do teor de carboidratos
presentes no grao processado pode ser atribuida a converséo de parte dos agucares a
produtos de reacdes de Maillard e reacdes de pirdlise. Ja a maior proporcao de lipidios
pode na verdade ser explicada pela degradagao dos carboidratos durante o processo
de torracdo. A maior sensibilidade da arabinose, xilose e galactose ao processo
térmico, provocam uma queda do teor desses agucares e proporcionalmente ocorre um
aumento relativo dos teores de manose e glicose, justificados pela menor sensibilidade
ao processo térmico desses dois carboidratos.

Observa-se entdo, que o conhecimento do teor dos carboidratos é de
fundamental importancia para a qualidade, seja em fungdo da sua degradagao
produzindo os aromas decorrente do processamento; para atestar seu grau de pureza;
ou ainda, como fonte de carbono para o crescimento de microrganismos, que geram
metabdlitos. A cromatografia de troca aniénica (High Performance Anion Exchange
Chromatography - HPAEC) acoplada a um detector de amperometria pulsada (Pulsed
Amperiometric Detector - PAD), tem sido utilizada para a detec¢édo de adulterantes, por
permitir a determinagao de baixas concentragdes dos carboidratos nas matérias-primas
empregadas, por meio da aplicagdo de potenciais que geram oxidagdes eletro-
catalisadas na superficie do eletrodo de ouro, que produzem correntes proporcionais as

suas concentragdes, caracteristicas para cada matriz (GARCIA et. al., 2009).
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2.2 MICROBIOTA E METABOLITOS DO TIPO MLCOTOXINAS

Os graos de café, em fungcédo de apresentarem celulose, hemicelulose,
pectinases, acucares redutores, amido, oleos, proteinas, acidos e cafeina, permitem o
desenvolvimento de fungos que ao secretarem seus produtos metabdlicos podem
modificar aspectos fisico-quimicos dos graos e da bebia do café.

Um estudo da microbiota de amostra de café beneficiado de Minas
Gerais, realizado por Carvalho, Chalfoun e Chagas (1989), sinalizou uma correlagao
entre a presenga de algumas espécies de fungos e a qualidade da bebida. A incidéncia
de Fusarium roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus foi
acentuadamente menor nos cafés classificados como bebida mole e dura do que
naqueles classificados como bebida rio e riada. Por outro lado, cafés classificados como
bebidas mole e dura apresentaram indices igualmente elevados de fungos dos géneros
Fusarium e Penicillium. O fungo Cladosporium cladosporioides principalmente nos
graos beneficiados, esteve sempre associada a bebida de boa qualidade.

Segundo Forsythe (2002), a toxicidade das micotoxinas pode ser
subdividida em aguda (provoca danos aos rins ou figado), crénica (resulta em cancer de
figado), mutagénica (causa danos ao DNA) e teratogénica (ma formagao ao nascer). A
preocupacao reside também na possibilidade do aparecimento de tumores malignos
relacionados com a ingestao repetida de baixas doses (subagudas) de micotoxinas.

Considerando-se a ocorréncia de micotoxinas em alimentos é
importante realgcar que nem todas as cepas da mesma espécie sdo toxigénicas. A
presenga de fungo viavel produtor de toxina n&o indica necessariamente que a toxina
esteja presente. Além disso, pode-se detectar micotoxina na auséncia de fungos
viaveis. Os incidentes de casos de micotoxicidade aguda, nos quais se pode determinar
a relacdo causa-efeito, sdo raros e afetam sempre espécies sensiveis expostas a
alimentos muito contaminados. Algumas micotoxinas podem induzir a formagédo de
lesbes orgénicas em animais, apos ingestado repetida de pequenas quantidades. O

controle das micotoxinas deve buscar o equilibrio pratico entre a eliminagdo completa e
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o nivel baixo, porém toleravel (INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF, 2000).

Numerosos fungos foram testados em laboratério visando detectar a
produgdo de micotoxinas. As principais espeécies produtoras pertencem aos géneros
Alternaria sp (muitas espécies), Aspergillus sp (mais de 20 espécies), Chaetomium
globosum, Cladosporium sp (pelo menos 2 espécies), Claviceps sp (pelo menos 2
espécies), Fusarium sp (pelo menos 6 espécies), Gibberella zea, Paecilomyces
variota, Byssochlamys fulva, Penicillium sp (mais de 15 espécies), Myrothecium sp
(pelo menos 2 espécies), Phoma herbarium, Pithomyces chartarum, Rhizopus
oryzae, Sclerotina sclerotiorum, Stachybothys atra e Trichoderma lignorum
(SCUSSEL, 2000). Entretanto, os géneros Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium
sp sao os mais frequentemente associados com micotoxinas que ocorrem naturalmente
em cereais, graos e sementes em niveis que tornam os alimentos improprios para
consumo (APHA, 2001).

Segundo Scussel (1998), o grupo das ocratoxinas contém varios

analogos, os principais s&o: ocratoxina A, ocratoxina B e ocratoxina C (Figura 5).

OCRATOXINAS

OH 0

C.H.CH,_, CHN
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CH

R'=Cl, R=H - ocratoxina A
R'=H,R=H - ocralokina B

R'=Cl, R=C,Hs - ocraratoxina C

Figura 5 — Estrutura molecular da Ocratoxina (L-fenilalanina N-[5- cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-
metil-1-oxo-1H2-benzopiran-7-ila] carbonila-(R)-isocumarina.
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Quimicamente, sdo compostos que apresentam uma (3-fenilalanina
ligada a uma isocumarina por ligagdo amida. A ocratoxina A (OTA) apresenta
fluorescéncia verde e uma molécula de cloro na férmula (radical R1), responsavel pelo
carater toxico. A ocratoxina B, com fluorescéncia azulada, n&o revela toxicidade pela
auséncia de molécula de cloro. A ocratoxina C com fluorescéncia verde, constitui um etil
éter da ocratoxina A, sendo muito menos toxica que a outra.

Ha de se destacar que atualmente o Aspergillus westerdijkiae é
reconhecido como a mais importante espécie produtora de OTA em graos de café. O A.
westerdijkiae € uma nova espécie de fungo que foi desmembrada por Fungaro et al.
(2004) a partir do taxon A. ochraceus. Essa espécie € muito similar a A. ochraceus e
varios isolados previamente identificados como A. ochraceus agora sao identificados
como A. westerdijkiae. De acordo com a literatura isolados de A. westerdijkiae séo
muito frequentes e a maioria deles é capaz de produzir grandes quantidades de OTA.

A prevencdo da deterioragdo fungica e producdo de micotoxinas em
café, s6 ocorrem com sucesso, quando as espécies e os pontos criticos do pré-
processamento sdo conhecidos. Os tipos de amostras de café analisadas podem ser
responsaveis por niveis variados de OTA, o que pode ser observado pelo primeiro
estudo em graos de café realizado por Levi, Trenk e Mohr (1974), cujo grau de
contaminagéo variou de trago a 360 ug Kg'1, sendo que os niveis mais elevados foram
encontrados em amostras visualmente deterioradas. Desde ent&o, varios estudos tém
sido realizados, em diferentes tipos de café sendo detectados diferentes niveis de
contaminacgéo (BATISTA et al., 2003; CANTAFORA et al., 1983; LEONI et al., 2001;
MORAES; LUCHESE, 2003; NAKAJIMA et al., 1997; PASIN; ABREU, 2000; PRADO et
al., 2004; ROBLEDO; MARIN; RAMOS, 2001; ROMANI; PINNAVAIA; ROSA, 2000;
TANIWAKI et al., 2003).

Apesar das doencgas causadas por bactérias representarem a grande
preocupacao na maioria dos estudos e de se acreditar que, o numero total de pessoas
afetadas por fungos seja menor que o numero total de afetados por infecgbes
bacterianas, virais e por protozoarios, atualmente as doengas fungicas sdo um
problema sério de saude no mundo, uma vez que as micotoxinas em alimentos sao

responsaveis por um grande numero de mortes (PITT et al.; 2000; BENNETT; KLICH,
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2003). Embora as micotoxinas representem importancia em nivel mundial, s&o
geralmente pouco entendidas e ignoradas pelo publico em geral (PATERSON;
VENANCIO; LIMA, 2004) e o numero de pessoas afetadas por micotoxicoses é ainda
desconhecido (BENNETT; KLICH, 2003). Um problema grave envolvendo as
micotoxinas € o desenvolvimento e fabricagdo de armas biolégicas (BENNETT; KLICH,
2003; PATERSON; VENANCIO; LIMA, 2004).

Varios fatores podem influenciar as decisbes tomadas pelas
autoridades sanitarias no sentido de estabelecer os limites aceitaveis para certas
micotoxinas, 0s quais nao se apresentam necessariamente apoiadas por
conhecimentos cientificos (BENNETT; KLICH, 2003). Alguns destes fatores podem
estar relacionados com a disponibilidade de dados toxicolégicos; a disponibilidade de
dados analiticos de inspecdes nos produtos; a distribuicdo das micotoxinas sobre os
géneros alimenticios; a disponibilidade de métodos para a analise; a existéncia de
legislagdo em paises com o0s quais se relacionam comercialmente; o suprimento
suficiente de alimentos entre outros.

A avaliacdo de risco da OTA em alimentos ocorre oficialmente através
de uma junta de especialistas da Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentagao (FAO) e Organizagdo Mundial da Saude (OMS) que se reune regularmente
para as reavaliagcdes pertinentes. Desde 1970, os contaminantes nos alimentos tém
sido avaliados pelos comités dos 6érgaos mundiais, entre eles, o Codex Alimentarius.
Sao as resolugbes tomadas a partir destes encontros que estabelecem os niveis a
serem seguidos pela comunidade internacional para o comércio dos seus produtos
(WHO, 2001).

Em relagdo a ocratoxina A, tem-se dado atencéo especial desde 1993,
quando a International Agency for Research on Cancer classificou esta toxina, no Grupo
2B, como potencialmente carcinogénica em humanos, baseado em suficientes
evidéncias para carcinogenicidade em estudos em animais de laboratério (IARC, 1993;
DRAGACCI et al., 1999). Em 2002 a Comissdao da Comunidade Européia, estabeleceu
uma taxa de ingestdo toleravel de OTA, considerando que "é prudente reduzir a
exposicado a ocratoxina A 0 mais possivel, assegurando que as exposi¢des estejam no

nivel mais baixo da gama de doses diarias toleraveis de 1,214 ug Kg™' de peso corporal"
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(Diretiva 2002/472/EC). Devido a toxicidade e presenga em alimentos e ragbes para
animais, a Comunidade Européia ja emitiu diversas diretivas que contém os niveis
maximos de OTA permitidos em diversas matrizes alimentares (Diretiva 2005/123/EC;
Diretiva 2006/576/EC), de forma a harmonizar a legislacdo existente em todos os

estados membros da Unido (Tabela 4).

Tabela 4 — Teores maximos de OTA estabelecidos pela Unido Européia para
diferentes géneros alimenticios.

Método de
Teor
.. amostragem e
Produto rnaxl‘::m? método c-f?:ial de
(Mg Kg) analise
Cereais (incluindo arroz e trigo) e produtos & base de 50 Diretiva
cereais ’ 2002/26/EC
. - . - , Diretiva
Cereais em gréo (incluindo arroz em grao e trigo) 5.0 2002/26/EC
Todos os produtos derivados de cereais (incluindo Diretiva
pmd_ums a base de cereais e graos de cereais 3,0 5002/ 26/EC
destinados a consumo humano direto)
Diretiva
lvas passas 10,0 5002/26/EC
. _ . Diretiva
Cafe torrado em grao e moido 5.0 5002/ 26/EC
A . . . Diretiva
Café solivel (café instantaneo) 10,0 5002/26/EC
: : . Diretiva
Vinho e bebidas a4 base de mosto de uva 2,0 2002/26/EC
Suco de uva, ingredientes de suco de uva em outras Diretiva
bebidas, incluindo suco de uvas e suco de uva 2,0 5002/26/EC
concentrado
Mosto de uva e concentrado de mosto de uva, 50 Diretiva
destinados ao consumo humano direto ’ 2002/26/EC
Alimento para bebés e alimentos processados a base 0.50 Diretiva
de cereais destinados a lactantes e criangas ' 2002/26/EC
Alimentos dietéticos com fins medicinais, destinados as 0.50 Diretiva
criangas ' 2002/26/EC
1) Matéria para ragbes:
- Cereais e derivados 0,25x10° Diretiva
2) Racao final e complementos: 5006/576/EC
- Para porcos 0,05x 1073 e
- Para aves 0,10x10
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O aumento da consciéncia do risco potencial que a exposigdo da OTA
traz em termos de saude, através do consumo de café e de géneros alimenticios,
requer que cada pais desenvolva medidas sistematicas de detecgdo da OTA em café e
seus subprodutos, presentes no mercado. Devido a necessidade da detecgcdao em
quantidades - traco, metodologias de analises devem ser sensiveis o suficiente para
cobrir ndo somente os limites permitidos pela legislacdo, mas também a deteccao de
substancias ja proibidas, especialmente para compostos potencialmente genotéxicos e
carcinogénicos (RIDGWAY; LALLJIE; SMITH, 2007).

Como as micotoxinas aparecem como metabdlitos de fungos, a
incidéncia de microrganismos nas fases de pré e pos-colheita tém sido um dos fatores
envolvidos na qualidade do café, principalmente nas modalidades de colheita e preparo
mais adotado no Brasil que sdo: a colheita por meio de derriga, obtendo-se uma mistura
de frutos com diferentes estagios de amadurecimento e preparo "via seca" ou "semi-
seca"; ao contrario de outros paises, como Colédmbia, no qual o processo de colheita é
seletivo (colheita a dedo) e os frutos sdo despolpados. Os trabalhos realizados por
Carvalho, Chalfoun e Chagas (1999) e Meirelles (1990) demonstraram uma elevada
taxa de infecgao por fungos nos cafés de pior qualidade (riado e rio). Constatou-se
também que nesses cafés a umidade dos graos beneficiados apresentava teores
superiores a 10%, valor esse, que segundo Moreau (1979), é favoravel ao
desenvolvimento de Aspergillus flavus e A. niger, agravando o perigo de
contaminacao durante a fase de armazenamento.

De acordo com Taniwaki et al. (2008), é indispensavel que o café
colhido seja preparado e submetido em seguida a secagem para evitar o
desenvolvimento de processos fermentativos prejudiciais a qualidade da bebida. As
caracteristicas da bebida de café sao influenciadas por modificagbes nos graos
atribuidas a disturbios fisiologicos e as fermentagdes microbianas que degradam os
agucares da mucilagem dos frutos na planta, formando alcodis ou acidos carboxilicos
(KRUG, 1940a, 1940b). Sob esse aspecto, € fundamental o manejo pds-colheita, em
particular, o tempo de exposi¢gdo aos microrganismos, 0s quais iniciam a multiplicagéo

na planta e persistem apos a colheita, até mesmo, em parte do periodo de secagem.
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Cantafora et al. (1983) introduziram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgcao por fluorescéncia para separar a ocratoxina A. Reduziram o
limite de deteccdo em 100 vezes (0,2 ug Kg™') quando comparado ao do método oficial
(de 20,0 ug Kg'), descrito primeiramente em 1975 e mantido pelos procedimentos
analiticos contidos na AOAC INTERNATIONAL (1995).

Tsubouchi et al. (1988) isolaram em gréos de café verde uma cepa de
Aspergillus ochraceus produtora de OTA e avaliaram sua estabilidade ao calor, apds
torrefacdo dos graos artificialmente contaminados a 200°C, verificando que a OTA foi
reduzida em apenas 12%.

Micco et al. (1989) avaliaram 627 amostras de graos de café verde
provenientes do Brasil, da Costa Rica, do México e da Africa. Afirmaram que 56 (9%)
estavam contaminadas com OTA em niveis que variaram entre 0,5 e 360 ug Kg'1 e que
a incidéncia independe da espécie cultivada (C. arabica ou C. canephora).

Apesar do Aspergillus ochraceus desenvolver-se a partir de 0,76 de
atividade de agua (aw), a ocratoxina é produzida a partir de 0,85 (sendo 0,97 sua
awotima). A temperatura em que ocorre a produgdo da toxina situa-se entre 12°C e
37°C (6tima de 25°C) e o pH 6timo de produgéo entre 5-6 (MOSS, 1996).

Diversos pesquisadores isolaram cepas de fungos em amostras de
graos de café verde e torrado, avaliando a produgdo de OTA. Das 991 cepas de
Aspergillus sp e Penicillium sp de amostras de graos de café verde do Egito, isoladas
por Abd-Alla, Sahab e Aly (1997), 45 (4,54%) eram produtoras de Ocratoxina A. De 25
amostras de graos de café exportados para a Suiga, avaliadas por Studer-Rohr et al.
(1995), 13 (52%) continham OTA em niveis de até 7,8 ug Kg™.

Stegen et al. (1997) avaliaram a presenca de OTA em 633 amostras de
café soluvel comercializado em diversos paises da Europa. Dessas, 299 (47,23%)
apresentaram resultado positivo (4 em niveis entre 10,0 e 27,2 ug Kg~' e as demais
inferiores a 10,0 ug Kg™).

Patel et al. (1997) pesquisaram a presenga de OTA em 100 amostras
de café soluvel comercializado na Inglaterra, reportando que 64 apresentaram niveis de
contaminagao entre 0,1 e 8,0 uyg Kg™.
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Furlani, Oliveira e Soares (1999) consideram que a producdo de OTA
ocorre no café principalmente na etapa pods-colheita, quando os grdos sao
transportados e armazenados em condi¢cdes de umidade relativa alta ou ainda umidos,
independentemente da espécie (C. arabica ou C. canephora).

Furlani, Oliveira e Soares (1999) analisaram 50 amostras de café verde
provenientes do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Roraima e Bahia.
Encontraram OTA em 15 (30%) amostras, em niveis que variaram entre 0,8 a 117,4 ug
Kg™.

Burdaspal e Legarda (1998) analisaram 37 amostras de café torrado
comercializado na Espanha e observaram que todas apresentaram contaminagcdo com
niveis de OTA entre 0,19 e 5,65 ug Kg™.

Prado et al. (2000) verificaram que 73% das amostras de café torrado
comercializado em Minas Gerais apresentavam contaminacéo por OTA entre 0,31 e
5,87 ug Kg"'.

Segundo Borém (2008) o Consércio Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café (CNP&D) fez uma avaliagdo no Brasil em 289 amostras de
cafés torrado e instantaneo na regido do Sul de Minas Gerais, maior regiao produtora
de café do pais, e constatou que das amostras avaliadas, 75,09% apresentaram valores
de ocratoxina A (OTA) abaixo de 5 ppb (limite proposto pela Unidao Européia). Os frutos
submetidos ao contato com o solo foram os que apresentaram niveis mais elevados de
OTA, devido a ser o local onde ha grande concentragdo de microrganismos.

Para minimizar o impacto sobre a exportagao do café brasileiro torna"se
necessario, além de identificar os fatores criticos que contribuem para a contaminacgao,
adequar a metodologia empregada na quantificacdo da OTA para niveis tragos.
Segundo a APHA (2001), os extratos devem ser adequadamente purificados para
remover substancias presentes nos substratos como lipidios e pigmentos que possam
interferir nas técnicas analiticas. A quantificacdo pode ser realizada por cromatografia
em camada delgada (CCD ou TLC), cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC),
dependendo da metodologia, associada a luz ultravioleta, fluorescéncia, eletroquimica,
ou por espectrometria de massas (SULYOK; KRSKA; SCHUHMACHER, 2007),
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cromatografia a gas por ionizagédo (CG-FID) ou acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM ou GC/MS) (APHA, 2001).

No sentido de procurar a normalizagdo das metodologias, estudos
interlaboratoriais colaborativos vém sendo realizado por varios laboratérios nacional e
internacionais (FAPAS - Food Analysis Performance Assessment Scheme e RMMG -
Rede Metrolégica de Minas Gerais), visando padronizar a metodologia, cujos resultados
preliminares demonstraram-se satisfatérios (CRISTIANO et al., 2008). A metodologia
sugerida fundamenta-se na extragao da ocratoxina A com metanol e solugdo aquosa de
bicarbonato de sddio 3%, filtragdo e diluicdo do extrato com solugdo tampao salina
fosfatada (PBS - phosphate buffered saline), purificagdo em coluna de imunoafinidade
contendo anticorpos especificos, lavagem, eluigdo com metanol e quantificagédo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (Vargas et al.,
2002). Entretanto, para se garantir a qualidade dos resultados € necessario ainda

avaliar a eficiéncia da metodologia proposta por meio da validagéo.

2.3 VALIDAGCAO

A necessidade de demonstrar a qualidade de medi¢gdes quimicas,
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez
mais reconhecida e exigida. Para garantir que um método analitico gere informagdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliagcéo
denominada validacdo. A validagdo de um método é um processo continuo que comega
no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. Assim, todas as variaveis de um método devem ser consideradas,
incluindo aquelas atribuidas aos equipamentos, padrdes, calibragdes, analista e
ambiente (RIBANI et al., 2004).

Algumas vezes, a validacdo € mencionada como O processo que

fornece uma evidéncia documentada de que o método € indicado para o que se propde
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a fazer, assegurando assim, a credibilidade (VIEIRA; LICHTIG, 2004; RIBANI et al.,
2004).

Varios autores definem validacido de métodos e pode-se dizer que os
conceitos continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideragdo pelas
Agéncias Reguladoras. Segundo a Agéncia Brasileira Reguladora para Alimentos e
Medicamentos - ANVISA (2003), "a validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados". Pela definicdo da ISO/IEC 17025:2005,
que descreve 0s requisitos gerais para competéncia de laboratérios de ensaio e
calibragdo, a validagdo € a "confirmacdo por testes e apresentacdo de evidéncias
objetivas de que determinados requisitos sao preenchidos para um dado uso
intencional" (ABNT NBR ISO/IEC 9000). Ja pela definicdo da Farmacopéia americana
(1999), a validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro,
sendo algumas vezes mencionado como o "processo que fornece uma evidéncia
documentada de que o método ¢é indicado, pois realiza aquilo a que se propde a fazer".

Subentende-se que no processo de validagdo do método, os
equipamentos utilizados encontram-se dentro das especificagdes, funcionando
corretamente e calibrados adequadamente. Também, o operador precisa ser
competente e ter conhecimento suficiente para tomar as decisbes apropriadas no
decorrer do estudo. No entanto, os erros aleatorios, também chamados de erros
randémicos ou indeterminados, ao contrario dos erros sistematicos, s&o inevitaveis e
nao podem ser controlados. Varios fatores estdo envolvidos, mas nenhum pode ser
determinado individualmente. Para expressar estes erros associados as medidas, a
estatistica descritiva se vale de: um numero para representar o conjunto, chamado de
medida de tendéncia central, dado pela média; um numero para mostrar a variabilidade
dos dados, chamado de medida de dispersao, que pode ser dado pelo: desvio padréao,
coeficiente de variagao, variancia, amplitude, erro padrdo, minimo € maximo e por fim,
combina esta variabilidade com o seu tamanho, em um intervalo de confianca que é
expresso pela incerteza. Portanto, o calculo da incerteza, se torna interessante por
exprimir o nivel do erro associado as varias etapas do processo, verificando o nivel de

confianga da inferéncia realizada. Considerando a metrologia, o calculo da incerteza, ja
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€ um dos itens da validacdo exigidos em laboratérios acreditados, tendendo a ser
aplicado a todo trabalho cientifico, amplamente descrito por organismos de
normalizagao internacionais (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000).

Além do estudo da incerteza, a habilidade de prover dados precisos e
seguros, fundamental em trabalhos analiticos, a validagdo deve incluir estudos de
parametros como: especificidade e seletividade, linearidade, intervalo de trabalho, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e tendéncia, precisdo, e robustez
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL - INMETRO, 2007).

O conhecimento e o0 modo com que cada um destes parametros é
calculado, bem como, quais os 6rgaos que regulamentam as normas e métodos, tanto
nacional como internacionalmente, é de fundamental importancia, a fim de se basear
em diretrizes, que possam assegurar a qualidade dos resultados obtidos, quando
aplicadas ao trabalho experimental.

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a
competéncia de laboratérios de ensaios, o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial) e a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). Estes o6rgaos disponibilizam guias para o procedimento de validagdo de
métodos analiticos, documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de Junho/2007 e a
Resolugdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003. Suas similaridades e diferengas estdo
apresentadas no Tabela 5.



Tabela 5 - Parametros de validacao utilizados pelo INMETRO e ANVISA.
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INMETRO

ANVISA

Especificidade/Seletividade

Especificidade/Seletividade

Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Intervalo da curva de calibragao

Linearidade

Linearidade

Curva de Calibragéo

Limite de Detecgéo (LD)

Limite de Detecgéo (LD)

Limite de Quantificagao (LQ)

Limite de Quantificacéo (LQ)

Sensibilidade (inclinacdo da curva)

Exatid&o e tendéncia (bias) Exatidao
Preciséo Precisao
Repetitividade F{epeiilividade (precisdo intra-corrida)

Precisdo intermediaria

Precisdo intermediaria (precisao inter-corrida)

Reprodutibilidade

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial)

Robustez

Robustez

Incerteza de medicao

Fonte: Ribani et al. (2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho consistiu em validar uma metodologia analitica e
determinar o teor de ocratoxina A de graos de cafés procedentes de diferentes estados
brasileiros de distintos tipos de bebidas mole, dura, rio, riado e riozona, correlacionando

com defeitos, carboidratos e microbiota fungica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a qualidade de 15 amostras de café cru, procedentes de 4
estados brasileiros: Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais e Espirito Santo, avaliando-as
convencionalmente pela classificagcao dos defeitos (COB) e pela analise sensorial da
prova de xicara de acordo com o tipo de bebida em mole, dura, rio/riado e riozona.

Efetuar a caracterizagdo microbiolégica das amostras de diferentes
qualidades de bebida do café, pelo estudo da presenca de microrganismos observados
por microscopia de varredura eletrbnica (MEV), feita pelo isolamento dos fungos
filamentosos plaqueados e caracterizagdo em espécies pela biologia molecular por
RAPD.

Validar uma metodologia modificada, baseada na técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fluorescéncia (HPLC-FL) com coluna de
imunoafinidade, para efetuar a detec¢gao de contaminagéo por ocratoxina A (OTA) com
sensibilidade em quantidades traco de forma confiavel, conhecendo suas incertezas.

Efetuar a determinacédo dos teores de OTA (HPLC-FL) e carboidratos
(HPAEC-PAD) por metodologias validadas para as 15 amostras selecionadas. Estudar

possiveis correlagdes dos teores de OTA, com os defeitos, carboidratos e microbiota
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fungica, encontrados para as diferentes qualidades de bebidas, empregando analise

multivariada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

Os cafés crus estudados foram cedidos por industria local, procedentes
de 4 estados brasileiros, a fim de se conseguir uma mais ampla gama de dados que
pudessem espelhar a diversidade da microbiota e permitissem correlacionar a
qualidade da bebida aos fatores estudados. Salienta-se a dificuldade de obtencado das
amostras de diferentes estados em termos de quantidade e qualidade, principalmente
as de ma qualidade, talvez explicada pelos baixos indices pluviométricos apresentados
no ano. As 15 amostras (safra 2006/2007) foram acondicionadas em potes plasticos,

armazenadas em local seco até o momento das analises.

4.2 ANALISE SENSORIAL - PROVA DE XICARA

Como o critério do estudo baseou-se no tipo de bebida, para a escolha
das amostras, esta foi a primeira classificacdo realizada. Inicialmente as amostras
foram torradas no ponto de prova (torra clara - 60 IR) e passadas por um moinho (ROD
BEL, Brasil) regulado para a moagem grossa (mesh 10). Para cada amostra uma
pequena quantidade do café torrado, a ser submetido a prova de xicara, foi moida e
descartada, a fim de eliminar possiveis contaminacdes cruzadas. Por¢des de 8 a 10
gramas de café torrado foram moidas e colocadas nas xicaras para a prova (Figura 6).
Foram preparadas 7 (sete) xicaras para cada amostra avaliada. Em seguida em uma
mesa de prova circular e giratoria, utilizando agua destilada em ponto de fervura, o p6
foi escaldado, vertendo-a cuidadosamente sobre o produto.

A partir deste momento, o procedimento da avaliagdo sensorial

propriamente dito € iniciado. A infusao foi mexida com a colher de prova pelo provador
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que a cheirou para obter um julgamento preliminar dos vapores desprendidos e retirou a
espuma sobrenadante. Por meio dos aromas desprendidos, um juizo prévio da
qualidade da bebida de cada amostra foi estabelecido, separando-se as bebidas de
caracteristicas mais favoraveis que foram degustadas em primeiro lugar, seguidas
entdo, daquelas de caracteristicas menos favoraveis, degustadas posteriormente. A
colher de prova foi lavada com agua sempre ao se passar de uma amostra para outra
em xicaras colocadas no brago fixo anexo a mesa giratéria.

Aguardou-se a decantagcdo do pé e em seguida retirou-se com a colher
de prova a espuma e os residuos que ficaram na borda da xicara. A temperatura média
para a execucao da analise foi de 38°C.

A prova foi iniciada mergulhando-se a colher suavemente na xicara, de
forma que a infusdo entrasse na mesma. A colher foi entdo levada a boca, succionando
fortemente, fazendo com que um pouco da bebida aspergida fosse ao encontro da
lingua e ao palatino, conservando-a na boca apenas o tempo suficiente para sentir o

sabor e os aromas, expelindo-a em seguida na cuspideira.

Figura 6 — Analise sensorial do café empregando a prova de xicara
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4.3 CLASSIFICACAO POR TIPO E DEFEITOS

Uma por¢ao de 300 g foi retirada de cada amostra de café e espalhada
sobre uma folha de cartolina preta em uma mesa provida de boa iluminagdo. Os
defeitos foram separados e contados segundo a Tabela de equivaléncia de graos
imperfeitos e impurezas (COB - Tabela 1).

A porcentagem de impurezas foi determinada considerando a
quantidade de cascas, paus, pedras, cafés em coco ou marinheiros encontrados na
amostra.

Os fundos foram dados pela porcentagem de grdos da porcao inicial
que passou na peneira 10 padrao internacional (Pinhalense, Brasil).

A determinagdo da umidade foi feita utilizando-se um analisador de
umidade (GEOLE modelo 500).

4.4 METODOLOGIA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia de varredura eletrénica (MEV) das amostras de graos de
café cru foram realizadas no Laboratério de Microscopia da UEL, utilizando-se um
microscopio Philips (FEI -QUANTA 200).

O pré-requisito para se efetuar a analise no MEV é que a amostra
esteja completamente seca e apresente condutividade elétrica, para isto, os seguintes
procedimentos foram adotados.

Aos graos de café foram adicionados 2,0 mL de fixador (glutaraldeido
2,5% (m/v), 10,0 mL de tampao fosfato 0,1 mol L' e 8,0 mL de agua ultrapura,
reservados em geladeira "over-night". Em seguida, lavou-se por trés vezes
consecutivas com tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) para retirada total do fixador,
aguardando por 15 minutos. Retirou-se entdo o tampao fosfato 0,1 mol L e os gréos

foram banhados em solugédo de OsO4 2% (m/v) em tampéo cacodilato de sodio 0,2 mol
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L™, reservados por 2 hora. As amostras foram novamente lavadas com tampao fosfato
0,1 mol L (pH 7,2), por trés vezes, para a retirada do 6smio.

Apdés a lavagem, iniciou-se a fase de desidratagdo, cobrindo as
amostras com etanol 70% e reservando-as "over-night". Em seguida, foram lavadas
duas vezes com etanol 70%, seguido de trés vezes com etanol 80%, depois com 90%,
e por ultimo, quatro vezes com etanol p.a. Nesta etapa, toda agua foi substituida por
etanol e as amostras foram mantidas a temperatura ambiente.

O ponto critico foi realizado em equipamento Baltec (SCD 050) para a
desidratacdo completa. As amostras colocadas em um "container" e levadas a uma
camara fechada para a secagem ao ponto critico, ainda na presenga de etanol p.a. para
evitar a rehidratacéo. O etanol da amostra foi substituido lentamente por CO; liquido, na
camara que permaneceu a 4 °C e pressao de 50 barr. Quando todo etanol foi retirado, a
camara foi aquecida até 31 °C, com consequente aumento de pressao para 70 barr,
retirando todo o CO; liquido pela passagem ao estado gasoso.

A metalizagdo foi feita colocando-se a amostra em uma superficie
denominada "stub" (plaquinha de aluminio de aproximadamente 1 cm de diametro),
levando-se para uma camara em um metalinizador. Nesta camara foi gerado vacuo (5 x
10™" barr) e alta voltagem (40 mA), para efetuar o desprendimento de atomos de uma
placa de ouro, com introdugao de pequenas quantidades de argbnio, para promover a
retirada de residuos de umidade e impurezas, afim de gerar um movimento circular dos
atomos de ouro (nuvem de atomos de ouro), facilitando sua deposi¢cdo por toda a
superficie do grao de café, criando uma camada de ouro de 20 nm.

Apés o preparo, os graos foram levados ao microscopio eletronico de
varredura. O MEV gera um plasma de elétrons a partir de um filete de tungsténio e alta
tensdo (=3000°C). Deste plasma ¢é originado um feixe de elétrons a partir de um orificio
de 200 um que percorre uma coluna constituida por diversas lentes até incidir sobre a
amostra revestida com ouro, ocasionando o desprendimento de elétrons deste metal.
As imagens apresentada na Figura 14(a) a 14(f) foram constituida dos elétrons
captados depois de expelidos do ouro, apdés a regulagem e ampliacédo para melhor

visualizacao da area e espécie de interesse.
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4.5 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

Para o isolamento dos fungos presente nos graos de café utilizou-se 50
graos de cada amostra proveniente de 15 regides distintas. Os graos foram
desinfectados externamente com solugéo de hipoclorito de sédio 0,4 % por 1 minuto e
plagueados assepticamente em meio Agar Dicloran 18 % Glicerol (DG18) de acordo
com a metodologia proposta por Pitt e Hocking (1997). As placas foram incubadas a
25°C por um periodo de 7 a 15 dias. As colbnias de fungos exteriorizadas foram
isoladas em meio Agar Extrato de Malte (MEA) e incubadas a 28°C por 5 dias. A
identificagdo morfologica dos fungos foi feita de acordo com Klich e Pitt (1988).

Para a identificagdo das espécies contaminantes de grdaos de café foi
feita a caracterizagdo molecular dos isolados fungicos utilizando as metodologias de

RAPD e sequenciamento de regides parciais do gene da (-tubulina.

4.5.1 Obtencéao de Micélio, Extragdo e Quantificagdo de DNA Gendmico

Para cada isolado foi feita uma suspensido de aproximadamente 10’
conidios por mL em "Tween 80". Um mL desta suspensao foi inoculado em 50 mL de
meio completo liquido (PONTECORVO et al. 1953). Apos a preparagao do inoculo, as
culturas foram incubadas sob agitacdo de 180 rpm a 28°C durante 24 horas. Em
seguida, o micélio foi coletado por filtragao e lavado em agua destilada esterilizada para
retirada de residuos do meio de cultura. O peso umido do micélio foi determinado, e
este utilizado para o processo de extragao de DNA conforme Azevedo et al. (2000). O
DNA extraido foi quantificado utilizando-se de fluorimetro "DyNA Quant 200" (Hoefer) e

solugao padrao de dosagem (Hoescht dye H33258).
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4.5.2 Analise do Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD)

Para a analise de RAPD cerca de 5 ng de DNA gendémico foi utilizado
nas reacgoes de amplificagbes conforme descrito por Fungaro et al. (1996). As reacdes
de amplificagdo foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) Apos
o processo de amplificagdo, os produtos de RAPD foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,4%, em tampao TBE (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Os géis foram

corados com brometo de etidio 1 ug/mL e fotografados em fotodocumentador Digi Doc.

4.5.3 Amplificagcao Parcial do Gene da B-tubulina

Amostras do DNA genbmico foram submetidos a amplificagéo,
utilizando-se os primers Bt1 e Bt2 descritos por Glass e Donaldson (1995). As reagdes
de amplificagao foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.). Apds

a amplificacdo, as amostras foram submetidas a reacées de sequenciamento.

4.5.4 Sequenciamento do Produto de PCR da Regi&o Parcial do Gene da B-tubulina

Os produtos da PCR foram sequenciados através do método de
Sanger, Nicklen e Coulso (1977) utilizando-se dos mesmos primers ja descritos para a
obtencgao dos respectivos fragmentos. As reagdes foram feitas em um volume final de
10 pl, contendo 2,0 pl do produto da PCR (100 ng uplI™"), 1,0 pl de primer (10 pM plI™),
4,0 pl do kit "DYEnamic ET dye terminator Cycle Sequencing" (Amersham Biosciences)
e 3,0 yl de agua ultrapura. Estas foram submetidas a um termociclador "Mastercycler
gradient" (Eppendorf), previamente programado: desnaturacdo inicial 95°C, 1 min.

seguido por 35 ciclos de desnaturagado (95°C, 20 seg.), anelamento (55°C, 15 seg.) e
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extensdo (60°C, 1 min). Apds a amplificagdo, a precipitagao foi realizada com 65 uL de
etanol 96% e 2 uL de acetato de amodnio 7,5 M. O produto foi ressuspendido em 10 uL
de agua ultrapura, e em seguida submetido a leitura em sequenciador do tipo

"MegaBaceTM 1000 Molecular Dynamics" (Amersham Biosciences).

4.5.5 Andlise das Sequéncias de Nucleotideos

A qualidade das sequéncias foi analisada com auxilio do pacote
computacional "Phred/Phrap/Consed". As sequéncias obtidas foram alinhadas usando o
"software" CLUSTAL X versao 1.6 e comparadas com aquelas depositadas no "Banco
de Dados do Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia" (NCBI), com o auxilio
da ferramenta "BLAST Search" (ALTSCHUL et al. 1990).

4.6 ANALISE DE OCRATOXINA A, CARBOIDRATOS E CAFEINA

4.6.1 Metodologia para Determinagao de OTA

A metodologia utilizada para extragcao da ocratoxina A foi a descrita por
Vargas et al. (2002) com algumas modificagdes. Para a extracdo pesou-se 10,00 g
(Metller Toledo Pb3002) de café verde, seco em estufa (FANEM 515/C2) a 105°C por 8
horas, triturado em moinho de facas (IKA A11) até mesh 35, e adicionou-se 200 mL de
solugdo de 1% (m/V) de bicarbonato de sédio (CINETICA, Brasil). A micotoxina foi
extraida em liquidificador (WARING 51BL31 (7011), USA) por 5 minutos em alta rotagéo
e 50 mL foram centrifugados (FANEM Baby II, Brasil) a 4000 rpm, seguida de filtracéo
em papel de filtro microfibra (Whatman tipo GF/1 -55mm). Uma aliquota de 20,0 mL foi
retirada e diluida com 20,0 mL de solugédo tampao PBS (OXOID BR 0014G, England) e
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passada por coluna de imunoensaio (Ocrhaprep® Rhéne Ltd, UK) em vazdo de 2-3 mL
min™. Em seguida a coluna foi lavada com 20 mL de solugéo tampao PBS e seca com
ar. A ocratoxina A foi eluida com 1,5 mL de solugdo de metanol: acido acético 99:1
(v/v), seguida de 1,5 mL de &gua ultrapura (Milli-Q®), e filtrada em membrana filtrante de
0,22 um (Millipore GVWP 02500-Brasil).

Uma aliquota de 100,0 uL do extrato foi analisada e quantificada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, USA,) com detector
de fluorescéncia (Waters 474, Milford, USA) (rexcitaggo = 333 NmM € iemissdo = 443 nm),
injetor automatico (717 Autosampler, Waters, Milford, USA), empregando fase mével
acetronitrila:metanol:agua:acido acético (33:33:33:1) (v/v/v/v) a 1,0 mLmin™", com coluna
Nova-Pak C-18 (Waters, Milford, USA, 150 mm x 3,9 mm, 4,0 um) mantida a
temperatura de 25°C.

A preparagdo do padrao foi feita seguindo o método descrito pelo
comité de normalizacdo europeu para analise de OTA (CEN, 2001). Ao frasco original
de OTA (Sigma O-1877 - 5 mg) foram adicionados 5,0 mL da solugédo de bezeno:acido
acético (99:1 v/v), deixando-se em repouso ao abrigo de luz por 24 h, denominado
padrao mae de OTA. Deste padrao mae, uma aliquota de 2,0 mL foi retirada e
dispensada em um baldo de 50,0 mL, completando-se até a marca com a solucao de
bezeno:acido acético (99:1 v/v), constituindo a solugdo mae de OTA.

A absorbancia maxima desta solucdo mae de OTA foi medida em
espectrofotdmetro (Detector UV/ Vis Waters - 2489) com comprimento de onda de 333

nm, cuja concentracgéo final foi determinada através da Equacao (1).

[ug OTA/mL] = Mt% (1)

onde, A = absorbancia maxima da solugio no 4 = 333 nm; M = massa maolar da OTA (4038 g/mol); €
= coeficiente de absortividade molar da OTA neste solvente (5550 mol™); 8 = caminho Gptico da
cubeta (1 cm).
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Uma solucdo estoque de 100,6 ug Kg”' de OTA foi obtida a partir da
retirada de uma aliquota de 34,8 u.L da solucdo mée e transferéncia para um baldo de
10,0 mL, completando-se até a marca com metanol (grau HPLC, Merck, Darmstadt,
Alemanha). A solucéo trabalho utilizada foi de 3,35 ug Kg' de OTA, obtida a partir da
mistura de 100,0 uL da solugéo de estoque OTA (100,6 ug Kg™"), 1400,0 pL de solugéo
de metanol:acido acético 98:2 (v/v) e 1500,0 L de agua ultrapura (Milli-Q°).

Um cuidado especial foi tomado em relagéo a limpeza da vidraria. Apés
ser utilizada no procedimento de extracdo, toda a vidraria foi deixada em descanso, em
uma solugao de Extran neutro 5% (v/v), para remogao de qualquer residuo do analito.
Depois, foi lavada, enxaguada em agua corrente, com agua deionizada e alcool etilico
comercial, e entdo deixada secar a temperatura ambiente e armazenada em armario

fechado.

4.6.1.1 Validacdo da metodologia para OTA

Inicialmente o método analitico para determinacao da OTA teve que ser
validado para as amostras de café verde, para garantir a confiabilidade dos resultados
analiticos em quantidades tracos, visto que, a forma de extracdo, os solventes e
concentragao utilizadas para a eluicao e fase movel e as colunas de imunoafinidade
foram alteradas em relagdo ao método de Vargas et al. (2002). A validagdo envolveu
oito fatores criticos: (l) seletividade; (Il); limite de deteccéo; (lIl) limite de determinagéao;
(IV) linearidade; (V) precisdo: (V-a) repetitividade; (V-b) reprodutibilidade; (VI)
recuperacgao; (VIl) exatidao e (V) robustez, baseando-se nos documentos: INMETRO
DOQ-CGCRE-008; Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1)
do ICH (2005).

A seletividade (especificidade) do método foi avaliada para 4 amostras
de café verde de diferentes estados SP, PR, MG e ES, naturalmente ndo contaminadas
(isentas de OTA) consideradas como o "branco”, submetidas ao procedimento analitico

de extragédo e cromatografia (Figura 7).
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Figura 7 — Teste de seletividade - Sobreposi¢cao de cromatogramas de 4 amostras de café cru
nao contaminadas - “branco”, destacando a auséncia de interferentes co-eluindo no
tempo de retengao da OTA (3,850 minutos).

Observando a Figura 7 verificou-se a auséncia de qualquer resposta
analitica, seja de interferente da matriz ou dos reagentes, co-eluindo no mesmo tempo
de retencdo do analito (OTA) em 3,85 minutos, comprovando a seletividade e
especificidade do método.

A linearidade foi avaliada por meio da curva de calibragdo preparada a
partir de procedimentos descritos pelo comité de normalizagdo europeu para analise de
OTA (CEN, 2001).

A curva de calibragao foi levantada, conforme planejamento mostrado

na Tabela 6, pela injegdo de uma solugdo de metanol:acido acético (98:2 v/v) (padrao 1
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- Figura 8) e 4 padrdes (2 a 5 - Figura 9) de OTA em metanol:acido acético (98:2 v/v)

nas concentragdes de 8,38 a 33,52 ug Kg'1, obtidas a partir da injecdo em duplicata de

diferentes volumes pelo injetor automatico (Waters 717 plus), cujos resultados estao na

Tabela 7.

Tabela 6 — Planejamento para o levantamento da curva de calibragao de OTA.

Padrao Volume Injegao (pL) Concentracao de OTA pg Kg™

1 100 0
2 23 8,38
3 S0 16,76
4 75 25,14
5 100 33,52

100] ¥
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Minutes

Figura 8 - Cromatograma do solvente - solugdo de metanol:acido acético (98:2 v/v) (padrao 1 -
Tabela 6) utilizando sistema HPLC-FL: fase movel: ACN: MeOH: H,O:HAc
(33:33:33:1) v/viviv a 1,0 mL min™; vol. inj.: 100,0 pl; coluna: Nova-Pak C-18 (25°C);
detector FL com A gx =333 nm e A g, = 443 nm.
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Figura 9 - Cromatogramas dos padrdes de OTA (2 - 5 da Tabela 6) nas concentragdes 8,38 a
33,52 ug Kg™' em metanol: acido acético (98:2 v/v), utilizados para a construgdo da
curva de calibragdo (Figura 10) empregando o sistema HPLC-FL: fase movel:
acetonitrila; metanol: agua: acido acético (33:33:33:1) v/v/v/v; vazado de 1,0 mL min™";
vol. Inj.: 100,0 pL; coluna: Nova-Pak C-18 mantida temperatura ambiente; detector
de fluorescéncia com A g = 333 nm, A g, = 443 nm.

Tabela 7 — Resultados obtidos na analise dos padrdes preparados para a obtencéo da
curva analitica de calibragdo empregados nos calculos da preciséo

(repetitividade)
- | Concentracao Area do pico
Padrao g Kg* cromatografico (mVmin™) | Média das areas + d.p. | CV(%)

(N=2) (mV min™)

1 0,00 n.d. 0 + 0,00 0,00

n.d

2 8,38 30042 30028,5+ 19,09 0,06
30015

3 16,76 61650 61670,0 + 28,28 0,05
61690

4 05,14 95573 95599,0 + 36,77 0,04
95625

5 33,52 129287 129276,0 + 15,56 0,01
129265

d.p.:desvio padrao
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A curva de calibragdo, obtida a partir das areas dos picos
cromatograficos em fungdo das concentragbes (Figura 9 e Tabela 7) é mostrada na
Figura 10.

Curva de Calibragio
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=== Limite de confianga inferior

Figura 10 - Curva de calibragdo de OTA gerada pelo sistema HPLC-FL, mostrando a faixa

linear de trabalho com seus limites de confianga determinados pelos calculos de
incerteza (ANEXO A).

Observando a Figura 10 é possivel notar que o sistema mostrou-se
linear para o intervalo de trabalho empregado (0,00 a 33,52 pg Kg' de OTA),
apresentando um coeficiente de correlagao linear (r) de 0,9993, descrito pela Equagao
da reta (2):

Area do pico cromatografico (mV min™) = 386748 x[OTA] - 1509,7 (2)

O limite de deteccdo (LD) foi de 0,227 pg Kg' e o limite de
quantificagdo foi de 0,783 pg Kg' calculados pelos procedimentos descritos na
EURACHEM (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000), determinados pelas Equacgdes
(3) e (4):
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LD=a+3S5,=-15097 +35, =/89390,3 mVmin~* = 0,227 pgKg™* (3)

LQ=a+ 105, = —1509,7 + 105, = 301409,3 mVmin~* = 0,783 ugkg™* (4)

onde, LD é limite de deteccdo e LQ é limite de quantificagdo; a € ordenada na origem; S, é o desvio
padréo associado a ordenada na origem (apresentados no calculo das incerteza no Anexo A)

A precisdo, em termos de repetitividade da resposta do instrumento
empregado no método cromatografico, foi avaliada efetuando-se 2 inje¢cbes de cada
solucdo padrao de OTA de 8,38; 16,76; 25,14 e 33,52 ug Kg™' em seqiiéncia, injetando-
se fase movel entre cada corrida para evitar o "carry over", cujos resultados estédo
apresentados na Tabela 7. Os coeficientes de variagdo demonstram que o método foi
repetitivo, uma vez que, os mesmos apresentaram valores baixos, variando de 0,0 a
0,06%.

Ja a precisao intermediaria, foi avaliada pela injecdo de cada solugao
padrao de OTA em 4 dias diferentes. O CV para as 4 determinacbes apresentou
variagcdes maiores para as menores concentragdes, com 4,03% para o padrao de 8,38
ug Kg' e 4,50% para o de 16,76 pg Kg™', enquanto que para os padrdes das maiores
concentracdes, de 25,14 ug Kg™' e 33,52 ug Kg™' os valores de CV foram menores, de
2,06% e 0,82%, respectivamente. Considerando que todos os CV estiveram abaixo dos
5,0%, avaliou-se que o método apresentou precisao inter-corridas.

Por sua vez, a recuperagao foi avaliada pelo estudo da "fortificagao",
que consistiu na adicdo de solugcdes com diferentes concentracbes do analito de
interesse na amostra, seguida pela determinacdo da concentracdo do analito
adicionado. Observando na Tabela 8 as porcentagens de recuperagéo, que variaram de
78,00% a 109,00%, com uma recuperagcdo media de 88,28%, foi possivel afirmar que o
meétodo apresentou boa recuperagéo.

As percentagens da recuperagdo ainda serviram de base para a
avaliacdo da exatidao, que foi feita "fortificando-se" 03 amostras de café cru com
aliquotas da solugao estoque do padrdo de OTA nas concentragdes de 0,50, 10,0 ug
Kg™' e 11 amostras de café cru com aliquotas da solugéo estoque do padrdo de OTA na
concentragdo de 33,52 pug Kg'. Ap6s a extracdo do analito (OTA) das amostras
"fortificadas" os extratos foram quantificados por HPLC-FL e os resultados reportados

na Tabela 8. Observa-se que os valores em média obtidos foram préximos aos
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esperados, sem desvios significativos (3,67 a 7,12), portanto, o método pbéde ser

considerado um método exato.

Tabela 8 — Resultados obtidos no estudo de recuperagao de OTA em amostras de café
cru
Padrao trabalho pg Kg™— | Recuperacao (%) | Média (%) | Desvio Padrao | Desvio relativo

0,50 79,00
84,80 80,6 3,67 0,05
78,00
10,00 86,40
83,00 83,7 2,43 0,03
81,70
99,80
98,70
104,00
89,60
109,00
33,52 102,80 100,55 7,12 0,07
104,00
89,50
109,00
93,20
106,50

O método foi ainda avaliado quanto a sua reprodutibilidade para os
ensaios de OTA pela realizagdo de diversos testes interlaboratoriais em ensaios de
proficiéncia, nacionais (RMMG) e internacionais, como o FAPAS®, gerenciado pelo CSL
- Central Science Laboratory - Sand Hutton, York, UK, YO41 1LZ, como mostrados na
Tabela 10.

Para o teste de desempenho interlaboratorial, a amostra adquirida (50

g) foi recebida com antecedéncia, conforme programagdo da entidade promotora, e
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analisada pelo Laboratério por 2 analistas previamente selecionados em testes
intralaboratoriais (Tabela 9), sendo 4 analises e 1 fortificacdo. Os resultados e a
metodologia analitica utilizada foram reportados, via site (www.fapas.org.uk), sendo
que nesta incluséo, foi fornecido um numero referente a participacdo. Com este numero
foi possivel verificar no relatorio final, que continha os resultados das analises de todos
os laboratérios, o desempenho do Laboratério em relacdo aos demais participantes,
através do valor do z-score, que é considerado aprovado, se estiver entre = 2 z-score,

valor calculado pela Equagao (5).

f_x—};(|
Z-SCORE=-—ot (5)

onde, x’ resultado da analise do participante; ¥ media geral de todos os participantes e 5: desvio

padrao amostral dos participantes.

A escolha dos 2 analistas que participaram do teste interlaboratorial foi
feita baseada no desempenho de repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial,

dentre os que apresentaram os menores z-score, considerando o mesmo critério

adotado para aceitagdo estabelecido pelo FAPAS, onde zl= 2,0. O teste
intralaboratorial utilizou uma mesma amostra contaminada por OTA, previamente
selecionada, dividida em 6 por¢des de 50 g, a qual foi submetida aos analistas para

analise em quadruplicada, cujo desempenho pode ser visto na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados do desempenho dos analistas em teste de repetitividade e
reprodutibilidade intralaboratorial

Analistas|{Amostrasg E:oncentra-_i Med'i Desm: CV(=2a Med": Desur!o Recuperacao (%) | z-Score
¢do pg Kg' | pg Kg'' | Padrao pg Kg' | Padrao
; 3’1? 9,15 0,06 |0,63%
1 3 o 52 9,31 0,20 89,50 0,17
) 0,
p 045 9,48 | 0,07 |0,70%
; g’g; 7.B6 0,03 |0,39%
2 9 ?’5}, 7,73 0,15 a7.30 -0,94
E) o,
4 7.62 7.60 0,03 |0,44%
; g’;? 818 | 0,04 |0,51%
3 3 8,81 8,50 0,38 102,40 -0,40
4 8:86 8,83 0,04 |0,46%
; gg; 9,58 0,05 [0,53%
4 3 12’49 11,08 1,73 96,80 1,40
a4 12:55 12,57 0,12 |0,92%
; }g’ig 10,41 | 0,04 |037%
5 a 980 10,15 | 0,30 105,10 075
? 0,
4 9.88 9,89 0,00 |0,04%
; }g; 787 | 005 |0.65%
6 a 48 769 | o022 98,40 0,97
? 0,
4 7.51 7.50 0,02 |0,27%

Tabela 10 — Resultado do desempenho da participacdo do Laboratério em ensaios de
OTA em testes interlaboratoriais de proficiéncia FAPAS e RMMG

Teste Resultado - Z — score
Interlaboratorial (Mg Kag? (%) Recuperacao do Laboratorio
FAPAS 1730 9,10 84,7 1,5
FAPAS1733 13,73 102,0 2,0
FAPAS 1741 7.02 89,6 0,4
FAPAS 1747 4,35 103,9 0,2
RMMG - Pl -02/08 4,27 106,5 1,1

Observando-se as variagcbes na Tabela 9, tanto dos valores de
recuperacgao de 89,50 a 105,10%, como para o z-score entre 0,17 e 1,40, todos abaixo
de 2,0, nota-se uma boa performance dos analistas nos testes intralaboratoriais, o que
possivelmente se refletiu no bom desempenho alcangado pelo Laboratério nos diversos
testes de proficiéncia realizados interlaboratorialmente (Tabela 10).

Percebe-se ainda, que o Laboratério foi se aprimorando, do primeiro
FAPAS que participou 1730 para o ultimo 1747, pela avaliacdo dos diversos z-score



63

produzidos com redugao de 1,5 para 0,2. Portanto, os resultados demonstram uma boa
reprodutibilidade para o método.

O ultimo dos parametros avaliados para a validacéo foi o de robustez,
checada pela resposta analitica ao longo do tempo, feita pelo teste de estabilidade do
padrao de OTA, mostrada na Figura 11.

O padréao e a solucéo de trabalho de 1,65 ug Kg'1 foram estocados sob
condicdes de refrigeracdo (4°C). Observou-se pelas razdes sinal (mV min”) x
concentracdo padrdo (ug Kg') que o padrdo permaneceu estavel por periodos acima
de 2 anos com um CV = 9,84%, valor abaixo do aceito pela Unido Européia de 32%

para a faixa de concentragao de 10 ug Kg'1. Portanto, o método foi considerado robusto.

CURWA DE ESTABILIDADE DE OTA(STD)
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Figura 11 — Teste de robustez - Estabilidade do padrao de OTA seco (Sigma - Aldrich O-
1877) diluido em solugao de bezeno: acido acético (99:1 v/v) ao longo de anos.

O processo de validagao se completou com o calculo da incerteza
global preconizado pela Eurachem (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000) no
EURACHEM/CITAC Guide CG 4 - Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement. A
incerteza global do método, U, incluiu todos os parametros de linearidade, precisao,
exatidao e limite de deteccéo, de forma a que o resultado final demonstrasse o erro

associado ao método validado, pelo calculo das incertezas associadas a cada uma das
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etapas do método analitico, calculadas e expressadas em termos de desvio-padrao
relativo, onde: U; - a incerteza na preparagao dos padrdes de OTA (dependente das
diluigdes realizadas e material utilizado); U, -incerteza associada a reta de calibragao;
Us - incerteza associada a precisao; U, -incerteza associada a exatidao.

O valor da incerteza global encontrado para o método de OTA foi de
32,5%, valor considerado compativel com os encontrados em trabalhos internacionais
que apresentam incertezas de 4,0 a 28,1% (RIBEIRO, 2007), cujo procedimento dos

calculos esta apresentado detalhadamente (Anexo A).

4.6.2 Metodologia para Determinagcao dos Carboidratos Totais

As 15 amostras foram preparadas seguindo o procedimento da norma
ISO 11292, conforme modificagdes propostas por Garcia et al. (2009). Uma quantidade
de 0,3000 g foi pesada em base seca e transferida para um elermeyer com tampa
rosquiavel de 500 mL e uma solugdo de 50 mL de HCI 1,00 molL™ foi adicionada. O
recipiente foi colocado em um banho-maria termostatizado mantido a 85 °C por 150
min. Apds resfriamento a solucao foi filtrada em papel de filtro faixa branca e coletada
em balado volumétrico de 100,0 mL, completado com agua ultrapura até a marca. Uma
aliquota de 10,0 mL desta solugdo foi filtrada em Sep-Pak C18 (Waters), pre-
condicionado com metanol e agua e em membrana 0,22 um (GVWP 02500-Millipore),
descartando os primerios mililitros. O filtrado foi coletado em um frasco de 4 mL e
submetido a analise cromatografica.

Para a preparacao da solucao estoque de uma mistura de carboidratos,
foram utilizados padrbes certificados da Merck (Darmstadt, Alemanha), dessecados
com Pentoxido de Fésforo, tendo sido pesados: 0,0030 g D(-) manitol; 0,0300 g D(-)
arabinose; 0,1200 g D(+) galactose; 0,0450 g D(+) glicose; 0,0120 g D(+) xilose; 0,0900
g D(+) manose; 0,0450 g D(-) frutose, adicionados a um baldo volumétrico de 100,00

mL usando agua ultrapura do sistema Milli-Q® para completa-lo até a marca. Esta
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solugcao foi posta no ultrassom por 10 minutos e mantida sob refrigeragdo. Para as
analises uma diluicdo de 10 vezes foi feita a partir da solugao estoque.

Para minimizar a contaminacdo da coluna com decréscimo de
resolucéo por carbonato as fases moveis foram preparadas no dia da analise. As fases
moveis de hidréxido de sédio 1,4 mmol L' e 300,0 mmol L™ foram preparadas de
aliquotas extraidas do centro de uma solugao certificada de NaOH 50% (m/m) (Fisher -
19,23 mol L"), e completadas com &gua ultrapura (Milli-Q®), filtradas através de
membrana de 0,45 ym (HATF 04700 - Millipore), em sistema de filtracao (Filterware™
Labglass), desgaseificada pela aspersdo de nitrogénio (99,997% -Linde) por 30
minutos.

O sistema instrumental aplicado consistiu de um cromatografo liquido
inerte (PEEK) composto por: 2 frascos de fase mével (2 litros HDPE Nalgene® com
tampas); uma bomba de alta pressao inerte LC-10Ai - Shimadzu; uma valvula solendide
de baixa presséo de 3 vias NResearch - 1367-72; um circuito externo de chaveamento
"lab-made"; uma valvula solendide de alta pressédo de 10 vias com ativagao eletrénica
VICI - C2-2340 EP (20,0 uL loop); uma pré-coluna (CarboPac PA1 - Dionex) e uma
coluna de troca anidnica CarboPac PA1 - (Dionex - 250 mm x 4 mm, 10 ym de
polivinilestireno-divinilbenzeno, com ligagbes cruzadas, recoberta com amina
quaternaria); um forno de colunas - Waters, controlado por um controlador de
temperatura CHX 650 - Pickering; e uma célula eletroquimica ED-50 - Dionex,
composta por eletrodo de trabalho de ouro, eletrodo de referéncia Ag/AgCl em gel e
contra-eletrodo; um potenciostato Autolab PGStat 30 - Eco-Chemie; uma interface
Autolab - Eco Chemie; um sistema de aquisi¢éo e tratamento de dados composto por
um microcomputador Pentium IV com o programa GPES (General Purpose
Electrochemical System) - Eco Chemie.

As condi¢des analiticas adotadas foram: volume de injegéo de 20,0 L,
operando no modo isocratrico com temperatura de 28°C, vazdo de 1,0 mL min™", com
solucdo de NaOH 1,4 mmol L™, usada como eluente da corrida cromatografica de 0 a
45 minutos. A solugdo de NaOH de 300,0 mmol L™ foi aplicada para regenerar a coluna
de 45,1 a 57,5 minutos, removendo as impurezas retidas nos sitios ativos da coluna.

Depois da regeneracdo, a solugdo de NaOH 1,4 mmol L™, foi novamente utilizada de
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57,6 - 72,6 minutos, para reequilibrar a coluna, antes da proxima corrida cromatografica.
O Autolab age como detector, aplicando diferentes potenciais de oxidagao e redugao na
célula eletroquimica ED-50, efetuando a leitura das correntes geradas, que sao
proporcionais a concentracdo dos carboidratos. A forma de onda amperométrica do
pulso aplicado foi de + 0,25 V por 200 ms para a determinagédo do carboidrato; 0,75 V
por 400 ms para a oxidagao do ouro e - 0,15 V por 200 ms para a redugéo.

O padrao foi injetado ap6s cada 2 inje¢cbes de amostras para quantificar
e evitar qualquer alteracdo em funcdo de modificagbes na superficie do eletrodo, que
poderiam causar mudangas nas integragdes dos picos.

A primeira inje¢cao de cada dia foi desprezada, pela necessidade de que

o sistema tem que realizar um ciclo completo.

4.6.3 Metodologia para Determinacao de Cafeina

O método foi baseado na ISO 10095 (1992), método para determinagao
de cafeina em café utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para extragdo da cafeina pesou-se 3,0000 g de amostra e 6,00 g de
oxido de magnésio pesado (Merck, Darmstadt, Alemanha) em um erlenmeyer de 500
mL, anotando o peso inicial do conjunto: erlenmeyer + amostra + 6xido de magnésio,
adicionando 100 mL de agua destilada e fervendo a mistura por 15 minutos. Resfriou-se
e pesou-se novamente o conjunto repondo a agua perdida por evaporagao
completando-se até atingir 100 g acima do peso inicial. Filtrou-se o sobrenadante em
membrana filtrante de 0,45 um e injetou-se no cromatografo liquido (LIMA; PEREIRA,;
ABRAHAO, 2009).
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4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados foram avaliados através da técnica estatistica de analise
multivariada com aplicacdo do método de componentes principais, visando estabelecer
relagdes e caracterizar as amostras através das variaveis estudadas. A analise das
componentes principais (ACP) segue a associagdo entre as variaveis do trabalho,
reduzindo a dimensionalidade da tabela dos dados, sendo isto acompanhado pela
diagonalizagado da matriz de correlagao dos dados. Desta forma, transforma as variaveis
originais em variaveis ortogonais (ndo correlacionadas) chamadas de componentes
principais (SCARMINIO, 1989).

Entre os métodos de reconhecimento de padrdes, esta o de analise de
componentes principais, que sao combinagdes lineares das variaveis originais. As
novas variaveis sdo usadas para avaliar os dados através de algum tipo de projecéo
geomeétrica ou representagéo.

A solugdo multidimensional representa a configuragdo dos objetos em
um grafico, com tantos eixos quanto o numero de descritores (variaveis) em estudo. Os
descritores sdo usados para descrever ou qualificar os objetos e sao caracteristicas
fisicas, quimicas ou biolégicas do objeto de interesse. Neste estudo, as variaveis sdo as
concentragdes dos parametros analisados e os objetos sdo as 15 amostras de café cru
estudada. Com a dimensionalidade reduzida, os novos eixos permitem uma
representagao 6tima da maior variabilidade da matriz de dados multidimensional.

Neste momento a questao é definir quantas componentes poderiam ser
eventualmente significantes na interpretacdo dos dados, uma vez que as componentes
principais sucessivas correspondem a fragdes cada vez menores da variancia total. De
acordo com uma regra empirica (LEGENDRE, 1983), devem ser interpretadas somente
aquelas correspondentes aos autovalores maiores do que a média dos mesmos. Os
resultados foram avaliados através da técnica estatistica de analise multivariada com
aplicagdo da analise de componentes principais (ACP) empregando o programa
MATLAB, versao 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO SENSORIAL E FisicO-QUIMICA

As amostras de café cru de diferentes procedéncias selecionadas foram
avaliadas por testes sensoriais de prova de xicara e tipo de defeitos, seguindo a
classificagao oficial do café brasileiro (COB) e os resultados desta caracterizagédo estao

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Caracteristicas das amostras de café cru de diferentes estados brasileiros,
quanto ao tipo de bebida, defeitos, porcentagem de fundo/ impurezas e
teor de umidade

T L TIFC DE BEBIDA TIPD DE DEFEMOE LMIDADE
amosra| Moo | Dem | Ao | P (Fioors| P | & | A | v | M |Co|Ces || B | o |co|Pas] Pe | To | Tew | Fo | 1
5P 1 3 ] 1513283 3 (0D |00)| B4
13 6 (48|12 |12 B |66 |24 iT4| 00|00 ( 90
4 24 144 42 | 42 3|6 |27 |24 32
2 30 (548133 3|3 |48|38) 3 ] 2447|0202 BB
PR B 18| 9 [18 B |12 B =]
T 6330 (15 6128 132| 00|00 &5
8 60 | 13&| 38 15| 3 |64 33| 3 342 | 00| DB
g 36 | 10&( 30 24 |36 24 258
i} 11 48 |252( 168 24 36| 12 (24 | &0 18 642 | 00| 00| B2
= 12 3| 4B (48] 3 3 12| &2 183 |02 | 00| B0
14 3 3 6 (0D|DD)| B8
10 12 (2BB[ T2 | 12| & O (128412 477 00 | 0 70
MG | 5 18 ] 12| 6 42
3 66 |2T0( 75 | 36| 3 3|15 (30 ) 84 582
15 )93 12 18 B3 (00| 00| 98
Soma | 1861251 Te2 8| 12 | O | 62 (12| ME|4TT] 2 | 0 | M| 0 |2HE

P:preto; A:ardido; VP:verde-preto; Vverde; M:marinheiro; Co:xcoco; Cas:casca; Cho:chochos ou mal
granados; B:brocado; O: quebrado; Con:conchas; Paus; Pe:pedras; To:torrdes; F:fundo; llimpurezas.
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Das 15 amostras avaliadas sensorialmente, observando-se a Tabela
11, nota-se que praticamente a metade delas (8) apresentaram bebida de boa
qualidade: 3 moles (1 de SP e 2 de MG) e 4 duras (todas do PR), enquanto, as outras
sete amostras, foram de bebidas de ma qualidade: rio/riada (3 do PR) e riozona (2 do
ES e 2 de MG).

Embora, o ideal para efeito de comparacgao, seria ter os 4 tipos de
bebidas, para uma mesma regido; dos estados de Sao Paulo e do Espirito Santo, so foi
possivel conseguir 1 tipo de bebida, com amostras que se apresentaram com
qualidades extremas, excelente (mole) e péssima (riozona), respectivamente. As
amostras provenientes de Minas Gerais também apresentaram bebidas de qualidades
extremas, contudo, deste pdde-se conseguir os 2 tipos de bebidas. As bebidas do
Parana, embora, também tenham sido dos 2 tipos, se encontraram em uma categoria
intermediaria, com qualidade boa (dura) e ruim (rio/riado).

Quanto aos defeitos, avaliando-se a incidéncia de ocorréncia destes,
observase pela Tabela 11, que os defeitos coco, paus e torrées ndo foram encontrados
em nenhuma das amostras avaliadas, enquanto, o ardido teve um percentual de
ocorréncia de 100%, tendo sido observado nas 15 amostras analisadas. Seguido do
ardido, os defeitos com maior incidéncia foram: o brocado e o verde, que aparecerem
em 14 das 15 amostras, com 93,9%; o quebrado com 86,6% (13 em 15 amostras); e o
verde-preto com 80%, ocorrendo em 12 das 15 amostras avaliadas.

Ja em relagédo a quantidade dos defeitos (Tabela 11), o ardido aparece
em 1° lugar com 1251 defeitos, considerando um total geral proveniente da soma de
todos os defeitos para todas as amostras, que foi de 3618, o equivalente a 34,6%
(Figura 12). E possivel notar que o ardido se destaca aparecendo em quantidades
significativas principalmente em algumas amostras de ma qualidade de bebida rio, riado
e riozona (amostras de n° 11 com 242 ardidos de um total de 642 defeitos (37,7%); n° 3
com 270 ardidos de um total de 582 defeitos (46,4%) e de n° 10 com 258 ardidos de
477 defeitos totais (54,1%)). Em 2° lugar em maior n° de defeitos, com praticamente
metade dos defeitos do ardido, aparece o verde-preto com 792 defeitos (21,9%);
seguido do quebrado com 477(13,2%); brocado com 345 (9,5%) e verde com 318
(8,8%).
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Figura 12 — Quantidade de defeitos nas 15 amostras de café cru avaliadas. P:preto; A:ardido;
VP:verde-preto; V:verde; M:marinheiro; Co:coco; Cas:casca; Cho:chochos ou mal
granados; B:brocado; Q: quebrado; Con:conchas; Paus; Pe:pedras; To:torrdes.
F:fundo; l:impurezas.

Observando este numero total de defeitos foi possivel notar que houve
uma tendéncia mais definida nos extremos das qualidades, sendo que as melhores
amostras de bebida mole foram as que apresentaram os menores numeros de defeitos,
enquanto as piores, com bebida riozona, em geral, foram as que apresentaram os
maiores numero de defeitos, dados que concordam com a literatura, que apregoa uma
relacao direta da qualidade com o numero de defeitos (FARAH et al.; 2006). Contudo,
considerando as bebidas intermediarias, comparando os resultados para as bebidas de
boa qualidade (dura) e de ma qualidade (rio/riado) esta relagdo direta ja nao foi
verificada, uma vez que um numero elevado de defeitos foi observado tanto para
amostras duras, como as de numero 2 (297 defeitos) e 8 (342), quanto para amostras
rio/riado, como as de numero 4 (344) e 9 (258 defeitos).

Portanto, para efeito comparativo da bebida e dos defeitos com demais
parametros analisados, foram considerados somente os defeitos pretos, ardidos e
brocados, transpostos para uma Tabela geral de resultados (Tabela 18).

Com relagao aos demais parametros apresentados na Tabela 11 estes
parecem néo ter interferido de forma significativa na qualidade da bebida, uma vez que

os teores de umidade foram todos semelhantes para as amostras, em média de 8,5%,
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variando de 7,0% (bebida riozona) a 9,6% (bebida dura) bem como, os cafés se
apresentaram uniformes, com praticamente 0,0% de fundo e com baixos teores de

impurezas, em sua maioria com 0,0%, apresentando 0,6% apenas para 1 das amostras.

5.2 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

A caracterizagao microbiolégica foi feita pela observagdao dos fungos
filamentosos plaqueados (Figura 13) empregados para a identificagdo dos géneros
encontrados para as 15 amostras analisadas, que estao apresentados na Tabela 12.
Alguns isolados foram utilizados para identificacdo de espécie e caracterizagao
molecular posterior, empregando técnicas de RAPD e sequenciamento do DNAr.

Na Figura 13 é mostrado apenas um exemplar selecionado de cada tipo
de bebida, para efeito de visualizagdo do crescimento fungico. Observando as placas
fica nitido que as bebidas de boa qualidade, com poucos defeitos, apresentaram baixa
contaminagao por microrganismos, notada pelo baixo crescimento dos fungos (amostra
A - bebida mole e amostra B - bebida dura) quando comparadas as amostras de bebida
de ma qualidade (amostra C - bebida rio/riada e amostra D -bebida riozona), que
praticamente tomaram as placas.

Observando estas placas contaminadas foi possivel notar a presenca
de fungos amarelos, identificados como da Secdo Circumdati, e pretos da Secgao
Nigri, ambos capazes de produzir OTA. A identificacdo de fungos ocratoxigénicos em
amostras de alimentos € demorada e exige um alto conhecimento da taxonomia do

fungo.
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Figura 13— Fungos filamentosos plaqueamento crescidos apoés incubagdo das amostras de
café cru de bebida mole (amostra A); dura (amostra B); rio/riado (amostra C) e
riozona (amostra D).

Tabela 12 — Controle de contaminagdo microbiolégico com quantidade de graos
contaminados e tipos de fungos encontrados nas amostras de café cru
de diferentes regides incubadas em funcgéo do tipo da bebida.
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Observando a Tabela 12, é possivel verificar uma tendéncia de menor
incidéncia de grdos contaminados por microrganismos nas bebidas de melhor
qualidade, sendo que das 8 amostras, 5 (62,5%) apresentaram este comportamento. Ja
para as 7 amostras de ma qualidade, 5 (71,4%) delas apresentaram alta contaminagéo
(de 92% - 100%) e 2 delas - contaminagéao intermediaria (48 e 56%).

Quanto a quantidade foram observados em menor numero o0s
Penicillium (2), leveduras (2), Cladosporium (4), Mucurales (11) e Fusarium (14),
com predominancia de ocorréncia dos Nigri (59,9%); seguido dos Eurotium (23,5%) e
dos da Secéao Circumdati com 11,2%, aparecendo em 69 do total geral de 617.

Observa-se ainda pela Tabela 12, que em bebidas de ma qualidade
apareceram o Cladosporium (amostras de n° 13 e 3), a maioria dos Mucurales
(amostras de n° 13, 4, 9, 10 e 3, exceto 1 identificado na amostra n° 1) e o Penicillium
(amostra n° 4). Ja a maioria dos Fusarium apareceu em amostras de bebida de boa
qualidade (amostras de n° 1, 6, 14 e 4), porém, também foram encontrados para
bebidas rio/riado nas amostras de n° 13 e 4, enquanto o Circumdati e o Eurotium
predominam nas mesmas bebidas de ma qualidade, porém aparecendo com menor
incidéncia, também em bebidas de boa qualidade. Os Nigri apareceram em grande
quantidade tanto nas bebidas de boa, como nas de ma qualidade.

Nao foi possivel estabelecer relagdo entre o grau de umidade para os
tipos de bebida e o desenvolvimento dos microrganismos, talvez pelos teores estarem
abaixo dos 10%, preconizados na literatura para o desenvolvimento de alguns
Aspergilus (PITT, 2000).

Para efeito comparativo dos resultados microbiolégicos com outros
parametros avaliados, apenas os fungos produtores de OTA, os da Secao Circundati e
Nigri foram considerados, sendo transpostos para a Tabela geral de resultados (Tabela
18).

Observado uma relacao positiva maior entre os defeitos brocado, preto
e ardido, com os microrganismos da Sec¢ao Nigri e Cladosporium, e menor com 0
Mucurales e o Eurotium, sendo negativa para a levedura, o que pode ser confirmado
por imagens da microscopia eletrénica de varredura (MEV) feitas no Laboratério de

Microscopia da UEL com niveis de amplia¢des diferentes para um grdao de café ardido
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da amostra de n° 10, Figura 14 (a) e 14(b), onde aparecem colonias de Nigri nas

crateras, Figura 14(c).

(a) Grao de café ardido - vista 42X, {b) Grao de café ardido - vista 1300X.

ic) Grao de café ardido - vista 40000X. id) Grao de café da amostra bebida mole
—vista 44 X.

ie) Grao de café da amostra bebida if) Grao de café da amostra bebida mole
mole —vista 1300 X. - 5000 X.

Figura 14 — Imagens do grao de café por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Um grdo mais bem preservado, com menos orificios, pode representar
menos microrganismos e uma bebida de melhor qualidade, o que pode ser observado
comparando-se o grdo da amostra n°® 10 (bebida riozona - Figura 14(a) e n° 5 (bebida
mole - Figura 14(d), com as partes danificadas na mesma ampliagdo de 1300 vezes,
formando crateras (Figuras 14(b) e 14(e), onde as suas crateras estado visivelmente
menos contaminadas para a amostra n° 5 (Figura 14(f)) comparadas a Figura 14(c)
onde podem ser vistos os Nigri.

O isolamento de fungos provenientes de grdos de café obtidos de 15
regides distintas proporcionou a identificagdo morfologica de 617 isolados,
representantes dos géneros Eurotium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e ordem Mucorales, além de alguns poucos representantes de leveduras
(Tabela 12).

Dos 617 fungos isolados houve predominio do género Aspergillus (439
isolados) o qual contém espécies produtores de OTA, com 370 isolados pertencentes a
seccgao Nigri e 69 a secc¢ao Circumdati.

Em seguida, foi feita uma selegdo morfologica de 69 isolados
representantes pertencentes ao género Aspergillus (Tabela 13) dos quais 59
pertenciam a seccao Nigri e 10 a secgcdo Circumdati, para posterior analise de
variabilidade genética por RAPD.

Segundo o perfil eletroforético obtido a partir da amplificagdo de RAPD,
foi possivel identificar 9 isolados representativos pertencentes a secgdo Circumdati
como A.westerdijkiae e apenas 1 isolado como A.ochraceus através de comparagao
do perfil de RAPD de linhagens de A.westerdijkiae e A.ochraceus previamente
caracterizadas por Fungaro et al.,, (2004) (Figura 15) resultados apresentados na
Tabela 13.

Quanto aos isolados representativos da secgdo Nigri estes foram
agrupados em dois grupos distintos (I e Il) (Figura 16). Representantes dos grupos | e Il
foram amplificados gerando um produto de 595pb correspondente a regido parcial do
gene que codifica para a B-tubulina e posterior sequenciamento desta regido. A analise

da sequéncia de nucleotideos dos fragmentos amplificados permitiu a identificacdo da
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maioria dos isolados no nivel de espécie uma vez que a secgao Nigri contém espécies
produtoras e ndo produtoras de OTA em graos de café.

A analise das sequéncias de nucleotideos e construgdo de arvore
filogenética (Figura 17) permitiu a identificacdo dos isolados do grupo | como
A.niger/lacticoffeatus. Quanto aos isolados do grupo Il a maioria foi identificado como
A.tubingensis, espécie pertencente ao agregado niger, cujas espécies sao
morfologicamente indistinguiveis. A identificagdo ao nivel de espécie do isolado UEL28
(grupo IlI) nédo foi possivel devido ao fato de que os caracteres gerados pelo
sequenciamento da regiao parcial do gene que codifica para a B-tubulina, ndo foram
suficientes para tal discriminacdo, mas foi possivel observar que este isolado também
pertence ao agregado niger, cuja taxonomia € complexa.

Os resultados de identificagdo molecular das espécies de fungos
isoladas de gréos de café provenientes de 15 regides distintas permitiram verificar a
presencga de espécies de Aspergillus potencialmente produtoras de OTA em todas as

regides, com maior frequéncia das espécies A.niger/lacticofeatus.



Tabela 13 - ldentificagdo molecular
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de fungos isolados de grdaos de café
representantes de 15 regides distintas.

Amostra 1 Especie

UEL 102 A.niger/lacticofeatus
Amostra 2

UEL 2 A.fubingensis

UEL 3 A.niger/lacticofeatus
UEL & A.niger/lacticofeatus
UEL 8 A.niger/lachicofealus
UEL 9 A.fubingensis

UEL 10 A.nigerlacticofeaius
UEL 11 A.niger/lacticofealus
UEL 13 A.niger/lacticofeatus
UEL 14 A.fubingensis
Amostra 4

UEL 62 A.niger/lacticofeatus
UEL 64 A.niger/laclicofeatus
UEL &7 A.niger/lacticofeatus
UEL 74 A.niger/lacticofeatus
UEL 77 A.niger/lachicofealus
Amostra 5

UEL 120 A.niger/lacticofeatus
UEL 126 A.niger/lachicofealus
Amostra 6 A.niger/lacticofeatus
UEL 128 A.niger/lacticofeatus
UEL 131 A.niger/lacticofeaius
UEL 132 A.niger/lacticofeatus
UEL 133 A.niger/lacticofeatus
UEL 135 A.niger/lacticofeatus
UEL 136 A.niger/lacticofeatus
UEL 138 A.nigerlacticofeaius
UEL 139 A.niger/lacticofeatus
UEL 140 A.niger/lacticofeatus
Amostra 7

UEL 107 A.niger/lacticofeatus
Amostra 8

UEL 118 A.niger/lacticofeaius
Amostra 9

UEL 22 A.niger/lacticofeatus




UEL 24 A niger/lacticofeatus
UEL 26 A niger/lacticofeatus
UEL 27 A niger/lacticofeatus
UEL 28 Agregado niger

UEL 29 A niger/lacticofeatus
UEL 31 A niger/laciicofeatus
UEL 32 A niger/lacticofeatus
UEL 36 A niger/lacticofeatus
Amostra 10

UEL 45 A niger/lacticofeatus
UEL 46 A niger/lacticofeatus
UEL 50 A niger/lacficofeatus
Amostra 11

UEL 11.03 A niger/lacticofeatus
UEL 11.07 A niger/lacficofeatus
UEL 11.12 A niger/laclicofeatus
UEL 11.18 A niger/lacticofeatus
UEL 11.25 A niger/lacficofeatus
UEL 11.31 A niger/lacticofeatus
Amosira 12

UEL 12.01 A niger/lacticofeatus
UEL 12.07 A niger/lacticofeatus
UEL 1217 A niger/lacticofeatus
UEL 12.33 A niger/lacticofeatus
UEL 12.41 A niger/laciicofeatus
Amostra 13 A niger/lacticofeatus
UEL 13.02 A niger/lacticofeatus
UEL 13.05 A westerdijkiag

UEL 13.09 A niger/lacticofeatus
UEL 13.11 A westerdijkiae

UEL 13.16 A westerdijkiae

UEL 13.24 A westerdijkiae

UEL 13.28 A westerdijkiae

UEL 13.33 A westerdijkiae
Amostra 14 A.niger/lacticofeatus
UEL 14.02 A niger/lacticofeatus
Amostra 15 A niger/lacticofeatus
UEL 15.01 A.niger/lacticofeatus
UEL 15.02 A westerdijkiae

UEL 15.03 A niger/lacticofeatus
UEL 15.04 A westerdijkiae

UEL 15.06 A.niger/laclicofeatus
UEL 15.09 A westerdijkiae

UEL 1512 A.ochraceus

UEL 15.11 A.niger/lacticofeatus
UEL 15.15 A.niger/lacticofeatus

78
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Figura 15— Amplificagdo de DNA polimérfico de isolados de A.westerdijkiae (Linhas 1 — 21) e
isolados de A.ochraceus (Linha 22). As amplificacées foram feitas com auxilio do

primer OPX-7. A linha M corresponde ao marcador de peso molecular — Ladder
DNA 1 Kb plus (Invitrogem).
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Figura 16 — Amplificagdo de DNA polimérfico de isolados de A.niger/lacticofeatus (Linhas 1 —
38), isolados de A.tubingensis (Linhas 39 — 42) e isolado pertencente ao Agregado
niger (Linha 43). As amplificagbes foram feitas com auxilio do primer OPX-7. A

linha M corresponde ao marcador de peso molecular — Ladder DNA 1 Kb plus
(Invitrogem).
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Figura 17 — Arvore filogenética de isolados de Aspergillus baseada nas sequéncias de
nucleotideos de parte do gene da pB-tubulina. Os numeros situados nas
ramificacdes correspondem aos valores de bootstrap (%) gerados pelo programa
CLUSTAL X 1.6.
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No café, Ocratoxina "A" é principalmente produzida pelos Aspergillus
westerdijkiae, steynii, ochraceus e carbonarius, com um pequeno numero de
isolados de Aspergillus niger (FRISVAD et al., 2006; PARDO et al., 2004; TANIWAKI
et al., 2003).

A contaminagdo do café pelos fungos pode ocorrer durante o processo
de colheita que os graos caem no solo e se adquirirem elevados teores de umidade
durante o processo de secagem e armazenamento (BUCHELI; TANIWAKI, 2002;
PARDO et al., 2004; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

Uma atencado especial foi dada para verificar a contaminacdo das
amostras por OTA em fungéo dos microrganismos produtores, uma vez que a produgao

de micotoxina afeta diretamente a qualidade.

5.3 DETERMINAGCAO DA OTA POR HPLC- FL EM CAFE VERDE

As determinacdes dos teores de OTA para as 15 amostras de café
verde de bebidas distintas foram realizadas pelo método validado, conforme descrito,
em quadruplicata por 2 analistas e estdo apresentadas na Tabela 14. Os resultados
foram expressos pela média das analises (1% e 2% analista), com os coeficientes de
variacado (CV) decorrentes da aplicacdo do método, tendo sido feito na sequéncia, a
média das 2 determinagdes, para se obter o valor final de OTA e verificar por meio do

CV, as variacdes entre as 2 amostragens
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Tabela 14 — Teores de OTA para as 15 amostras de café verde de distintas bebidas e

procedéncia
e TIPO DE BEBIDA OTA OTA" OTAlugkz')
Amostd Mole | Dura | Rio | Riado|Ficzong 1° analista] 2 analista| meda+ dp| CVisE) | 19 enalste| 2 enakstal medis”+ dp| CVI%) | média+ dp| OW%)

sp 1 n.d. n.d. nd. - nd. nd. n.d. - n.d.

13 7,68 790 |T.E0:001 | 0,18 10,04 10,46 [10,10+0,08) 084 | 9004141 | 12,29

4 0,35 0,41 038004 | 11,18 0,28 0,36 | 038+0,02 t.B6 0,38+0,02 6,32 |

2 3,36 340 |3.38:003( 084 T.87 7,96 | 7,92+0,06 | 0,80 5EBE:2.IT | 40,16
PR | & n.d. n.d. nd. - nd. nd. n.d. - nd.

7 n.d. n.d. nd. - nd. nd. n.d. - n.d. - |

] n.d. n.d. nd. - nd. nd. n.d. - nd.

9 0,54 0,54 0,5420,00 0,00 050 0,50 | 080+0,00 0,00 0,57 40,03 5.26

1 12,38 | 1230 [12,38#0,041| 0,08 12,59 12,59 [125040,00) 000 |[4R48:0,40] OB2 |
ES

12 0,68 073 |0,70:0,04 | 50 0,73 0,78 | 0F3£0,09 | 1268 | 0724005 | 7,03

14 0,62 0,70 0,6620,06 BST 0g2 086 | 064+0,03 4,42 0,65+40,03 5,10

10 276 278 |2774002 | 078 0,98 0,96 |096+0,00 | 0,00 1,87+0,91 | 48,60 |
MG 5 0,54 0,56 0,5520,01 257 0,58 057 | D680, 2,08 0,62+0,07 10,89

3 510 iz |&11#004 | 027 365 36T |36640,01 | 038 4,39+073 | 16,53

15 0.BB 0,88 | 0.BB£0,00 ( 0,00 081 081 | D81+0,00 | 000 | 085004 | 4.14 |

‘22 analise

Os resultados obtidos nos processos de validagdo, de acordo com os
parametros descritos, e os baixos valores de CV apresentados para 2 analistas
diferentes (12 e 22), variando de 0,00 a 12,68%, mostrados na Tabela 14, nos permitem
concluir que o método foi apropriado para analise de OTA em quantidades traco.

A combinacédo de todas as variaveis, em suas diferentes etapas do
processo analitico, nos leva a conclusdo de que o procedimento completo, desde a
coleta da amostra até a obtengdo dos resultados experimentais, em especial a
amostragem do café cru, é bastante complexa, uma vez que um unico grao
contaminado por micotoxina pode contribuir de forma significativa para a concentragao
final obtida, o que pode ser observado pelo CV entre as 2 determinacgdes, que variou de
0,83 a 48,60%, sendo maior para a amostras que apresentaram-se contaminadas por

OTA, como mostrado na Tabela 14. Esta afirmativa concorda com dados da literatura
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que associam como maior fonte de erros a amostragem, sendo atribuida a ela uma
variancia de 75,7%, enquanto a subamostragem contribuiria com 15,9%, e a variéncia
devida a analise seria de apenas 8,6%, de forma que, quanto maior for a amostragem,
maior sua representatividade e menor sua variancia (WHITAKER,1995; 1972).

Na Tabela 14 foram destacados em outra coloragao todos os resultados
que apresentaram valores dos teores de OTA acima dos permitidos pela legislagao da
EC (> 5,00 pgKg™") e os coeficientes de variagdo maiores que os apregoados como
aceitaveis pela ANVISA (15%).

E preciso se ressaltar que estes valores ainda dependem do teor em
que o componente analisado se encontra no alimento (SOARES, 2001), que pode ser

descrito segundo Horwitz et al. (1980) pela equagdo: CV (%) = 2"%° 9 ©) onde a

concentragao C é expressa como poténcia de 10. Como exemplo tem-se para 1 ppm
10° g Kg”' um CV = 16%, lembrando que em quantidade traco um CV de 21% é
considerado aceitavel, pois as variagbes tendem a ser maiores quanto menores as
concentragdes que estdo sendo medidas.

Outra observacao importante esta no fato de que, apesar de terem sido
encontrados CV de valores elevados como: 16,53% para amostra de n° 3; 40,15% para
amostra de n° 2 e 48,60% para amostra de n° 10, estes foram encontrados na média
entre 2 amostragens, sugerindo dificuldades na tomada de amostras representativas, e
nao necessariamente, problemas de metodologia, visto que os CV entre 1% ea 2°
analises, ficou na grande maioria das analises abaixo dos 5,0%, valor considerado
aceitavel para uma boa determinacao analitica. Embora o valor de 48,60% a principio
pareca elevado, ainda sim, € considerado bem abaixo dos 150% obtidos para analise
similares como da micotoxina Aflatoxina em amendoim (WHITAKER,1995). No caso
desta amostragem em particular, devido a dificuldade da obtengdo das amostras de
bebida de ma qualidade de diferentes estados na mesma safra, praticamente toda a
amostra disponivel foi utilizada.

Observando os resultados de teores da Tabela 14, nota-se que das 15
amostras analisadas, na média trés amostras apresentaram niveis de OTA acima do
permitido (amostras de n° 13, 2 e 11), enquanto a amostra n° 3, apresentou em uma

andlise em duplicata um nivel um pouco acima (5,11 pg Kg'), enquanto sua 22
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amostragem apresentou um valor mais baixo de 3,66 ug Kg™, e que a amostra de n°2, a
1% amostragem também ficou abaixo do nivel aceitavel (3,38 pg Kg™), enquanto a 2°
apresentou um valor praticamente o dobro (7,92 pg Kg™'), o que elevou a média para
5,65 pg Kg'. Considerando o tipo da bebida, observa-se que as duas amostras que
excederam o limite de OTA sao de ma qualidade, uma amostra rio/riada e outra riozona,
sendo a amostra 3 também riozona. A amostra de n° 2, apesar de ser bebida dura,
quando se observa na Tabela 12, é possivel notar que esta apresentava 88% de graos
contaminados por fungos, o que sugere uma explicagdo de que na 2% amostragem
tenham sido tomados mais grdos contaminados para a anadlise do que né&o
contaminados (12 analise).

Para uma melhor visualizacdo dos teores de OTA em fungdo da
qualidade das bebidas somente os valores médios foram transpostos da Tabela 14 para
mais resumida (Tabela 15). E para efeito comparativo com os demais parametros

analisados, estes foram transpostos para uma Tabela geral de resultados (Tabela 18).

Tabela 15 — Grau de contaminagao por OTA em fungao do tipo da bebidas das 15
amostras de café.

Tipo de N° Total de N° de amostras | (%) de amostras | Grau medio do nivel
bebida amostras contaminadas contaminadas | de contaminacao por
OTA (ug Kg')
Mole 3 2 50 n.d; 0,62; 0,65
Dura 5 2 n.d; n.d; n.d; 0,85; 5,65
Rio/Riada 3 3 100 0,38;0,57; 9,00
Riozona 4 4 0,72;1,87; 4,38; 12,49

Na Tabela 15 é possivel observar que das 15 amostras analisadas, o
teor de OTA ficou abaixo do limite de deteccdo para 4 amostras (mole e dura) e foi
maior que o limite permitido de 5,0 ug Kg™', para 3 outras amostras, das quais a maioria
era de bebida rio/riado e riozona. Considerando a incidéncia de contaminagao por OTA,
apenas 50% das amostras de bebida boa estavam contaminadas, enquanto para as de
ma qualidade este percentual atingiu 100%. Quanto ao teores também se observa uma
tendéncia de elevagao da boa para ma qualidade de bebida, com concentragdes de

OTA variando de valores ndo detectaveis a 12,49 pug Kg'. Das amostras que
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apresentaram teores acima dos aceitaveis pela legislagdo, observa-se que todas
apresentavam grandes quantidades de fungos da Secdo Nigri, potenciais produtores
de OTA.

Estes indices contribuem para estabelecer correlacbes entre a
qualidade da bebida do café e os atributos quimicos e microbiologicos.

Como ultimo atributo quimico, estudou-se a composicdo dos

carboidratos, para verificar sua possivel influéncia na qualidade da bebida.

5.4 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS POR HPAEC-PAD

Avaliou-se o teor dos carboidratos totais contidos nas 15 amostras de
café cru das distintas bebidas por HPAEC-PAD, por método validado por Garcia et al.
(2009) e os resultados encontram-se na Tabela 16.

A Figura 18 apresenta o cromatograma das analises dos carboidratos
de um padrdo e de uma amostra de café cru de cada tipo de bebida mole, dura,

rio/riado e riozona.
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Figura 18 — Cromatogramas de carboidratos utilizando o método HPAEC-PAD obtidos
para café arabica verde de distintas bebidas sobrepostos: (A) riozona, (B)
rio/riado, (C) dura, (D) mole, (E) padrao. Picos: (1) Manitol, (2) Arabinose,
(3) Galactose, (4) Glicose, (5) Xilose, (6) Manose e (7) Frutose. Fase
mével — isocratico: NaOH 1,4 mmol L™ (eluente: 0 — 45 min e re-equilibrio:
57,6 — 72,6 min) e NaOH 300 mmol L' (regeneragéo: 45,1 - 57,5 min).
Vazio: 1,0 mL min''; vol. injegdo: 20,0 uL; pré-coluna e coluna: CarboPac
PA-1 & T: 28°C; forma do pulso amperométrico - ED-50-Au: +0,25 V (200
ms); +0,75 V (400 ms) e-0,15 V(200 ms).



Tabela 16 — Teores de carboidratos totais determinados nas 15 amostras de café
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cru

e N TIPO DE BEBIDA CAREOIDPATOS (3%) (m/m)
Amaosfra | Mole Dm‘ﬁm‘ Fliadn‘ Hiczona | Manitol | Arabinose | Galactose | Glicose | Xilose | Manose | Frutose
SP 1 . 0,01 347 7,53 4,08 |0,15| 529 | 2,84
13 0,01 3,60 6,69 3,94 1017 | 473 | 2,895
4 0,02 3,03 6,09 3,71 |018( 423 | 2,29
2 0,01 3,61 7,18 357 (018 5186 | 2,35
PR 6 0,02 3,33 6,29 3,90 | 014 457 | 2,86
7 0,01 3,57 6,56 377 |016( 444 | 2,80
8 0,02 3,48 6,33 3,58 |024| 439 | 2,68
9 0,01 3,64 6,96 3,75 (0,20 494 [ 282
11 0,01 3,50 6,37 276 |0,14| 462 | 1,89
= 12 0,01 3,52 7,00 341 |017 | 488 | 2,44
14 . 0,01 3,60 6,55 4,00 |014( 471 | 3,10
10 - 0,01 3,49 6,70 288 (016 444 [ 209
MG 5 . 0,08 3,32 6,94 420 (014 | 489 [ 285
3 0,02 2,85 4,07 2,88 |013| 256 | 2,07
15 . 0,02 3,23 6,46 3,87 |018( 451 | 291

Observando os cromatogramas da Figura 18 e os resultados da Tabela

16, nota-se que os 7 carboidratos foram encontrados nas amostras de café cru. Para

efeito de facilitar a visualizagado e analise dos dados, agrupou-se quanto ao tipo de

bebida, considerando um valor médio dos teores de cada carboidrato apresentado na

Tabela 16, reportando-os na Tabela 17.
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Tabela 17 — Teores médios para os carboidratos das bebidas mole, dura, rio/riado e
riozona.

N? TIPO DE BEBIDA CARBOIDRATOS (%) (m/m)

Amuostras | Mole | Dura | Rio | Riado Riozona | Manitol | Arabinose | Galactose | Glicose | Xilose | Manose | Frutose

0,03 3.47 7,01 409 | 0,14 | 496 | 2,93

0,02 3,45 6,56 374 | 0,18 | 461 | 2,72

0,01 3,45 6,58 3,80 | 0,18 | 463 | 2,62

0,01 3,34 6,04 298 | 0,15 | 413 | 2,12

Média | 0,02 3,43 6,55 3,65 | 0,16 | 4,58 | 2,60

DP 0,01 0,06 0,40 047 | 0,02 | 0,34 | 0,34

CV(%) | 5230 1,71 6,08 12,96 | 11,64 | 7,51 | 13,16

Na Tabela 17 €& possivel observar que os maiores teores de
carboidratos no café verde foram os de galactose (6,55%) e manose (4,58%), com uma
quantidade expressiva de arabinose (3,43%), o que concorda qualitativamente com o
esperado, uma vez que o fruto é descrito como sendo composto predominantemente
por galactomananos, que geram ao ser hidrolisados galactose e manose, bem como,
por arabinogalactanos, que geram arabinose e mais galactose. Quanto aos dados
quantitativos, os mesmos sdo escassos na literatura e discordantes.Também se
observa que os teores variaram pouco de um tipo de bebida para outro, expressos
pelos baixos CV de 1,71% para a arabinose, 6,08% para a galactose, e 7,51% para a
manose, fato este possivelmente explicado por serem polissacarideos de parede celular
e portanto, estarem menos disponiveis para degradagao microbiolégica pelos fungos.

Ja os carboidratos glicose e frutose, formados a partir da hidrolise da
sacarose, também aparecem em quantidades apreciaveis com 3,65% e 2,60%,
respectivamente. Porém, nota-se que os mesmos sofreram uma maior variagdo, com
CV bastante proximos entre si, de 12,96% para a glicose e 13,16% para frutose.
Observando os teores de glicose e frutose, é possivel perceber que houve uma

tendéncia de reducado destes carboidratos da bebida de boa qualidade para a de ma
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qualidade. Esta variacdo foi menor na faixa intermediaria (bebidas dura e rio/riado) e
maior nos extremos, comportamento ja observado no estudo anterior, apresentado uma
reducéo significativa de 27,14% para a glicose, com teores de 4,09% (bebida mole) &
2,98% (bebida riozona). Redugédo semelhante de 27,65% também foi observada para a
frutose, esta reducdo € explicada pela quantidade dos defeitos ardidos e pretos
presentes nestas amostras (Tabela 11).

Os carboidratos que apresentaram os menores teores foram o manitol
com média de 0,02% e a xilose com 0,16%. As grandes variagdes observadas neste
caso com CV de 11,64% para a xilose e 52,30% devem ser atribuidas as baixas
concentragdes destes carboidratos na matriz café.

Para efeito comparativo das qualidades das bebidas e do teor dos
carboidratos com os demais parametros analisados, somente os teores de glicose e

frutose foram transpostos para uma Tabela geral de resultados (Tabela 18).
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Tabela 18 - Tabela geral de resultados sensoriais, fisico-quimicos, microbiolégicos e quimicos para as 15 amostras de

café verde.

CARACTERIZACAQ SENSORIAL FISICO-QUIMICA MICROBIOLOGICA QuiMIca
Eatado N TIRD DE BEBDA CONTRCLE DE CONTAMMAGAO POR FUNGOS
Amostra | Moe | Dwa | Fio | Fiado Fiozong Freto(he) | Ardido(Nt) | BrocadoiNe) | Ardido(3) | Totaline)
SP 1
13 ] 48 66 276 | 174 50 100.0 32 38 47 254 373 | 126 | 9,00 | 394 | 295
4 24 | 144 27 462 | 312 50 [1000| 23 1 32 | 371 | 516 0238 | 371 | 2,29
2 30 54 48 18,2 | 297 44 88,0 5 4 35 114 | 795 | 44 | 565 | 357 | 235
PR 6 18 12 26,1 69 <] 62,0 3 25 0,0 86,2 29 nd. | 3,80 [ 2,86
T 63 6 477 132 3 6,0 2 1 0,0 33,3 3 nd. | 3,77 | 2,80
8 60 54 17.5 342 12 24,0 2 7 222 778 9 nd. | 3,58 | 2,68
9 36 36 14,0 | 258 24 48,0 5 24 0,0 74 M | 057 | 375 | 262
11
ES
12
14
10
MG 5
3
15 21 333 | 63 45 90,0 4 1 15 133 | 500 | 30 | o085 | 387 | 291
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Observa-se pelos resultados da Tabela 18, que as relagdes entre as
variaveis ficaram mais evidenciadas nas qualidades de bebida extremas - boa (mole) e
ma (riozona), quando comparadas as intermediarias dura e rio/riado. Para as amostras
de bebida mole foram observados um menor numero de defeitos, uma menor
contaminagdo microbiologica, com menores teores de OTA e maiores teores dos
carboidratos glicose e frutose, em relagcéo a riozona, o que péde ser confirmado pela
andlise estatistica multivariada, através da Analise de Componentes Principais (ACP)
mostrada nas Figuras 19 e 22, pelos dendrogramas Figuras 20 e 21 e pela matriz de
correlacao entre as variaveis apresentada naTabela 20.

Os tratamentos estatisticos de ACP e de similaridade entre variaveis e
amostras (dendrogramas) foram feitos utilizando o software de simulagdo matematica
MATLAB versao 7.7.0.471(R2008 b). A matriz de dados da Tabela 18 gerou os

autovalores e variancias iniciais mostrados na Tabela 19.

Tabela 19 — Variancia total explicada para o conjunto de dados. S&o consideradas as
componentes principais com autovalores maiores que 1,0.

Autovalores iniciais [ Variancias iniciais
Componente Total % Varigncia | Acumulado 9% Total % Variancia Acumulado %
1 6,711 47,936 47,936 6,711 47,936 47,936
2 3,399 24,276 72,212 3,399 24,276 72,212
3 1,448 10,344 82,556 1,448 10,344 82,556
4 750 5,357 87,913
5 ,635 4,539 92,452
6 507 3,622 96,074
7 252 1,800 97,874
8 128 914 98,787
9 ,088 635 99,423
10 ,040 284 99,706
11 ,022 156 99,862
12 ,013 095 99,957
13 006 041 99,908
14 .000 002 100,000
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Das 14 componentes da Tabela 19, as trés primeiras componentes
principais geradas, com autovalor maior que 1,0, explicam em conjunto 82,55% da
variancia total do conjunto de dados (PC1 = 47,936%, PC2 = 24,276% e PC3 =
10,344%).

A Figura 19 mostra os scores e os loadings obtidos pelos autovalores
das Equacgdes (6) e (7) como projegdes das variaveis nas coordenadas do grafico de
componentes principais (PCs) para as componentes 1 e 2, que juntas explicam 72,2%
da variancia total do conjunto de dados. Neste grafico destaca-se a formagao de quatro
grupos, baseando-se na analise hierarquica, mostrada no dendrograma de similaridade
para as amostras da Figura 20. O grupo | € formado pelas amostras 01, 05, 07 e 08 e 0
grupo |l pelas amostras 02, 04, 06, 15, 09, 12 e 14, associados com no minimo 60% de
similaridade. O grupo Ill contém a amostra isolada 13 e o grupo IV é composto das
amostras 03, 11 e 10 com grau de similaridade de 75%. Ja a Figura 21, agrupa as
variaveis ardido (Ard), preto (Pto) e o total de defeitos (TD) com similaridade acima de
75%. Portanto, os defeitos ardido e preto s&do os maiores contribuintes para os defeitos
totais (grupo A). Observando a Figura 19 é possivel notar que as amostras de ma
qualidade 03, 10 e 11 do grupo IV (riozona) sao as que mais sofrem influéncia quanto a
estas variaveis. Neste mesmo nivel de similaridade ha a formagdo de um segundo
agrupamento (grupo B) composto das variaveis brocado (Bcr), Circundati (Cdt), gréos
contaminados em 50 (C50), Nigri (Ngr), Eurotium (Ert), total de microrganismos (TM),
ocratoxina A (OCR), no qual as amostras que sofreram maior influéncia foram as 02, 04
e 12 (grupo Il - dura, rio/riada e riozona). Neste caso, a bebida de boa qualidade, foi
associada com a glicose, frutose e cafeina e as amostras que sofrem maior influéncia
destas variaveis foram 14 e 15 e em um nivel menor foram 01, 05, 06, 07, 08, e 09.

A observacgao da Figura 19 confirma uma tendéncia gradual da bebida
de boa qualidade dispersadas a direita para as de ma qualidade dispersadas a
esquerda, estando as de qualidade intermediaria entre elas. As bebidas de
caracterisitca dura também de boa qualidade estdo mais proximas das de caracteristica
mole no quadrante de baixo, enquanto as rio/riado no quadrante de cima estdo mais
proximas a riozona. Mais afastada do seu grupo apareceu a amostra 02 (dura),

provavelmente devido a grande quantidade de defeitos e contaminagdo microbiologica
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(Tabela18). Ja a 09 (rio/riado) apresentou-se menos contaminada por microrganismos,

enquanto a 12 (riozona) esteve mais contaminada em relagdo as de seu grupo para o

qual predominaram os defeitos.
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Figura 19 - Componentes principais (PC) 1 e 2 do conjunto de dados, onde os simbolos em vermelho
representam os scores (amosiras 01 a 15) e em azul os loadings com as projegdes das
variaveis. Os circulos em vermelho representam as separagdes enfre os grupos de la IV
por similaridade de amostras (Dendrogramas, Figs. 27 e 28), enquanto as letras em azul
representam a separagio entre as variaveis. Tipos de bebidas para as amostras: mole
(amostras 1,14,5); dura (2, 6, 7,8, 15); riofriado (3, 10,11,12) e riozona (4,9,12).Bbd =
bebida; Pto = preto; Ard=ardido; Brc = brocado; TD = total de defeitos; C50 = % de grios
contaminados em 50; Cdt = Circundati; Ert = Eurofiuny, Ngr = Nigri; TM = total de
microrganismos; OCR = ocratoxina A; Gli = glicose; Fru = frutose; Caf = cafeina.

PC1 =-0,856Bbd + 0,804Pto + 0,790Ard + 0,460Brc + 0,866TD + 0,667C50 + 0,269Cdt +
0,393Ert + 0,820Ngr + 0,648TM + 0,7730CR - 0,826Gli - 0,806Fru - 0,232Caf  (B)

PC2 = + 0,069Bbd - 0,304Pto - 0,463Ard + 0,300Brc - 0,458TD + 0,485C50 + 0,757Cdt +
0,759Ert + 0,415Ngr + 0,753TM + 0,2240CR + 0,496Gli + 0,509Fru + 0,333Caf  (7)
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Figura 21 — Dendrograma de similaridade entre as variaveis.
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Analisando a projecao das variaveis nas PCs da Figura 19 juntamente
com as Equacbes (6) e (7), e considerando que a PC1 explica a maior parte da
variancia dos dados (47,9%) que influenciam a ma qualidade, observou-se para o eixo
horizontal da CP1 que os parametros que mais contribuiram no quadrante da direita
com correlagdo positiva foram preto (0,804Pto), ardido (0,790Ard) e total de defeitos
(0,866TD) para as amostras 10, 03 e 11 (riozona); seguida da contaminagdo em 50
graos (0,667C50), Nigri (0,820Ngr), total de microrganismos (0,648TM), Ocratoxina A
(0,7730CR) para as amostras 02(dura), 04 (rio/riado), 12 (riozona) e 13 (rio/riado). No
quadrante da esquerda com correlagdo negativa bebida (-0,856Bbd), glicose (-0,826Gli)
e frutose (- 0,806Fru), foram os parametros que mais contribuiram para a separagao as
amostras 01, 14, 05 (mole), 06, 08 e 15 (dura), e 09 (rio/riado). Desses grdos com um
maior numero de defeitos, especialmente de ardidos e pretos, mais contaminados por
microrganismos Nigri, que sao potencialmente produtores de OTA.

Na PC2, que explica 24,3% da variancia dos dados, os parametros com
maior relevancia no eixo vertical com correlagéo positiva foram Circundati (+0,757Cdt),
Eurotiumf+0,759Ert) e total de microrganismos (+0,753TM), Embora praticamente nao
associados a bebida, mostrados pelos baixos valores do coeficiente +0,069Bbd da
Equacao (7) e pela baixa correlagdo do total de microrganismos (r = -0,541) da Tabela
20, estes parametros apresentaram maior influéncia sobre as amostras de pior
qualidade 13 (rio/riado), 12(riozona) e 4(rio/riado).

A dispersao das amostras sobre as componentes PC1 versus PC3
apresentada na Figura 22, explica 63,2% da variabilidade dos dados, que junto com os
coeficientes da Equacgao (8), mostram variaveis de maior contribuicdo associadas entre
si em posi¢cdes antagbnicas para o brocado (0,756Brc) com correlagdo positiva e
cafeina com correlagdo negativa (-0,777Caf). Apesar da PC3 explicar somente 10,3%
da variancia, observada pela dispersdo das amostras em relagéo as projegdes, e que a
bebida também praticamente ndo foi associada a estes parametros (+0,128Bbd) da
Equacao (8) e coeficientes de correlagdo da bebida com brocado (r = -,283) e com
cafeina (r = 0,155) da Tabela 20), o brocado esteve deslocado para o lado da amostra

13 de pior qualidade de bebida e a cafeina para o lado da amostra 14 de bebida mole.
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Figura 22 - Componentes principais 1 e 3 do conjunto de dados, onde os simbolos em
vermelho referem aos scores (amostras 01 a 15) e em azul aos loadings as
projecoes das variaveis. Bbd = bebida; Pto = preto; Ard=ardido; Brc =
brocado; TD = total de defeitos; C50 = % de graos contaminados em 50; Cdt
= Circundati; Ert = Eurotium; Ngr = Nigri, TM = total de microrganismos;
OCR = ocratoxina A; Gli = glicose; Fru = frutose; Caf = cafeina.

CP3 = + 0,128Bbd - 0,067Pto - 0,116Ard + 0,756Brc + 0,125TD -0,306C50 + 0,200Cdt
0,069Ert -0,162Ngr - 0,038TM + 0,1760CR + 0,094Gli +0,130Fru - 0,777Caf (8)

Na matriz de correlagéo (Tabela 20) entre as variaveis (bebida, preto,
ardido, brocado, total de defeitos, gréos contaminados, Circundati, Eurotium, Nigri, total
microorganismos, OTA, glicose, frutose e cafeina) € observado que algumas variaveis
tém correlacao positiva (direta) e correlagéo negativa (inversa) entre elas. Para analise

das correlacdes entre as variaveis foi adotado o valor minimo de r = 0,600.
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Tabela 20 - Matriz de correlagao entre as variaveis.

Bbd Pto Ard Brc [ TD C50 Cdt Ert Nagr ™ OTA Gli Fru Caf
Bebida [ 1,000 | -542 |-695 |-283 [-760 |-500 |-177 |-285 |-736 |-541 |-467 | 787 |.761 | 155
Preto |-542 |1,000 | 804 |,252 |,813 |,474 |,014 |,019 |,502 |.286 |.620 |-735 |-788 |-177
Ardido |-695 |,.804 |1,000 |,126 |[,910 |.,260 |-031 |-006 |.369 |.181 |.,491 |-882 |-859 |-183
Brocado |-283 |.252 |.,26 |1,000 | 380 | .211 |.555 |,249 |.400 | 491 |.475 |-131 |-.168 |-468

DTE‘?E‘;'O 760 | 813 | ,910 |,380 |[1,000 | 200 |-083 |-018 |.472 |,212 |,581 |-929 |-922 |-404
CE;‘;":;_ 500 | 474 | 280 |,211 |,200 |1,000 | 430 | 580 |.878 | 783 | .00 |-328 |-317 |.,124

Gircundati | -177 | 014 |-031 |,555 |-053 | 430 |[1,000 | 496 |,394 | 749 |.,312 |23 |,134 |,180
Eurofium |-285 |.,019 |-006 |,249 |-016 |,560 |.496 |41,000 |,603 |.833 |.605 |-034 |,146 | .30

Nigri 736 | 502 | .369 |.a400 |.472 | 878 |.394 |.603 |4,000 |.854 |.619 |-508 |-480 |-002
L?;fﬂ' -541 | 266 |81 |.491 |,212 | 783 | 749 | ,833 |.854 |1,000 | 633 |-174 |-144 | 125
OTA -467 | 620 | 491 | 475 |.581 | 490 |.312 |[.605 |.619 |.633 |1,000 |-499 |-468 |-215

Glicose |,787 |-735 |-882 |[-131 |-920 |-328 | .236 |-034 |-508 |-174 |-499 |1,000 | 08 | 340
Frutose [.,761 |-788 |-859 |-168 |-922 |-317 |.,134 | 146 |-480 |-144 |-468 |,@08 |1,000 | 191
Cafeina |,155 |-177 |-183 |-468 |-404 | 124 |, 180 | 130 |-002 |25 |-215 [,340 |,191 | 1,000

Observando os valores da Tabela 20 € possivel notar que:

A bebida de café foi influenciada negativamente pelo total de defeitos (r
= -0,760), especialmente o ardido(r = -0,695), e pelos fungos da sec¢ao Nigri (r = -
0,736) e foi diretamente correlacionada com altos teores de glicose e frutose (r = 0,787
e r=0,761), resultados que concordam com a analise da ACP.

Os defeitos tém sido associados a ma qualidade dos cafés com a
formacédo de alguns aromas indesejaveis segundo Bandeira (2008). Considerando a
matriz de correlagdo com todas as suas variaveis, do total de defeitos ( r = -0,760), o
que mais contribuiu foi o ardido (r = 0,910), seguido do preto(r = 0,813), tendo menos
influéncia do brocado (r = 0,380).

A OTA esta diretamente correlacionada com a presenca do defeito
preto (r = 0,620), com o total de microrganismos (r = 0,633), especialmente com os
fungos da seccao Eurotium e Nigri (r = 0,605 e r = 0,620), mesmo a literatura ndo
correlacionando a producdo de OTA com o fungo da secgdo Eurotium. Em
contraposicao a literatura, que ndo tem correlacionado a produgao de OTA com o fungo
da secgao Eurotium (BATISTA; CHALFOUN, 2007).

Os altos teores dos carboidratos glicose e frutose estdo diretamente

correlacionados com a bebida de boa qualidade mole (r = 0,787 e r =0 ,761) e
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inversamente correlacionadaos com o total de defeitos (r = -0,929 e r = -0,922),
especialmente o ardido (r = 0,882 e r = ,859) e o preto (r= 0,735 e r = 0,788). O valor de
(r = 0,908) relacionando a frutose com a glicose, sugere que estes carbohidratos ser
provenientes da mesma fonte, a sacarose. Estes dados estdo de acordo com
Mazzafera (1999) reducéo da sacarose e glicose do café cru determinados por HPAEC
referente aos defeitos verde preto, preto e graos infestados devido ao metabolismo dos
microrganismos, de acordo com Leloup et al. (2008). Isto sugere que a analise dos
carboidratos é potencialmente util para a avaliagcdo da qualidade do café, seja no

aspecto bebida, classificagdo de defeitos ou contaminagao por microrganismos.
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CONCLUSOES

As correlagbes entre as variaveis individuais determinadas em 15
amostras de café cru e a Analise de Componentes Principais, permitiram avaliar a
influéncia e estabelecer correlagdes entre as qualidades de bebida e a classificagéo de
defeitos com técnicas mais avangcadas e menos subjetivas de carboidratos, OTA e
microbiota fungica. O estudo mostrou que o tipo de bebida do café esta inversamente
correlacionado com os defeitos, especialmente o ardido, com os fungos da sec¢ao Nigri
e diretamente correlacionada com glicose e frutose. A OTA esta diretamente
correlacionada com a presenca do defeito preto e com os fungos da secgéo Nigri. Os
carboidratos estdo diretamente correlacionados com a bebida e inversamente com os
defeitos preto e ardido.

A classificagdo mostrou uma relagdo direta entre o menor numero de
defeitos para as bebidas de boa qualidade (mole) em relagdo as de ma qualidade
(riozona), verificada principalmente nas qualidades extremas e menos para as bebidas
intermediarias (dura e rio/riado), evidenciada pela separagao hierarquica dos grupos. O
ardido foi o defeito mais significativo e mais frequente aparecendo em todas as
amostras, contribuindo com 34,6% do total de defeitos, seguido dos verde-pretos com
21,9% e brocados com 9,5%. Apesar de menos frequentes os pretos tiveram uma
parcela significativa sobre a ma qualidade. As porcentagens de fundos e impureza e o
teor de umidade que variou de 7,0 a 9,5%, ndo se mostraram significativos.

A microscopia de varredura eletrbnica demostrou que um grao mais
bem preservado, com menos defeitos, apresenta uma menor incidéncia de
microrganismos, quando comparado a um ardido repleto de Nigri em seu interior.

A caracterizagdo microbiolégica permitiu verificar que as bebidas de
boa qualidade apresentaram baixa contaminagdo por microrganismos, quando
comparadas as amostras de bebida de ma qualidade, que se proliferaram, tendo sido
identificados no plaqueamento fungos da secgdo Circumdati (amarelos) e da secgéo
Nigri (pretos), ambos capazes de produzir OTA. Verificou-se uma tendéncia de maior

incidéncia de grdos contaminados nas amostras de ma qualidade, onde 71,4%
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apresentaram alta contaminagao (de 92% - 100%). Houve predominancia de ocorréncia
dos Nigri (59,9%); seguido dos Eurotium (23,5%) e Circumdati (11,2%), identificados
em bebidas de ma qualidade. Houve relagao positiva entre os defeitos preto e ardido
com os microrganismos da secc¢ao Nigri. O perfil eletroforético obtido a partir da
amplificacdo de RAPD, possibilitou identificar que a maioria dos fungos da secgao Nigri
eram das espécies A.niger/lacticofeatus, e da seccao Circumdati, nove isolados
eram A.westerdijkiae e apenas um A.ochraceus.

O método modificado validado para determinagdo de ocratoxina A em
café cru, empregando colunas de imunoafinidade Ochraprep®, HPLC com deteccéo por
fluorescéncia, mostrou-se adequado e confiavel para analise em quantidades traco,
considerando os teores maximos estabelecidos pela Unido Européia pela legislagao de
5,0 ug kg' para o café, com limite de deteccdo de 0,227 pg kg’ e limite de
quantificagdo de 0,783 pg kg'. O método mostrou-se seletivo; linear na faixa de
trabalho com coeficiente de correlagao superior a 0,999; repetitivo (CV = 1,36%); com
boa precisédo intermediaria (CV < 5%); reprodutivel intra (z-score de 0,17 a 1,40) e
inter-laboratério (FAPAS-z-score de 0,2 a 2,0) em ensaios de proficiéncia nacionais e
internacionais; exato com recuperagao de 89,50 a 105,10%; robusto com estabilidade
do padrao de OTA por mais de 2 anos e com uma incerteza global associada de 32,5%.

A concentracdo de OTA nas 15 amostras analisadas variou de nao
detectavel (4 amostras de bedida mole e dura) a 12,49 pg kg™, sendo maior que o limite
permitido para 3 amostras, 2 de bebida rio/riado e riozona, destas todas apresentaram
grandes quantidades de fungos da secgcdo Nigri e uma A.westerdijkiae e
A.ochraceus, potenciais produtores de OTA. O CV entre as 2 analises foram
adequados a determinacgdo analitica (0,00 a 12,68%), mostrando variancia maior nas
duplicatas com CV de 0,83 a 48,60%, atribuidos a amostragem.

Avaliando os carboidratos observou-se que a glicose e a frutose
sofreram redugao de cerca de 27% cada, da bebida de boa qualidade para a de m4, o
que sugere que a concentragcao de glicose e frutose provém da sacarose e esta
diretamente correlacionada com a quantidade de defeitos presentes. Estes dados estédo
de acordo com a literatura. O método mostrou potencial para avaliagdo da qualidade do
café quanto a bebida, defeitos e microbiota fungica.
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ANEXO A
Incerteza Global do Metodo

A incerteza global do metodo, U, inclui todos os parametros de linearidade, preciséo,
exatiddo e limite de deteccéo, de forma a que o resultado final seja o erro associado
ao meétodo validado. Recorreu-se ao método de calculo da incerteza global
preconizado pela Eurachem (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000), onde foram

consideradas as seguintes componentes, expressas em termos de desvio-padrao
relativo:

U; — incerteza na preparagao dos padrdes de ocratoxina A (dependente das
diluictes realizadas e material utilizado),

Us— incerteza associada a reta de calibragéo,

Us - incerteza associada a preciséo e,

U, — incerteza associada a exatidao.

Preparacao das solucoes de ocratoxina A

Neste topico foram apresentados os calculos para a preparagao dos padroes de

OTA utilizados para a obtengao da curva de calibragio.

Solugao Standard: Adicionou-se ao contetido do frasco original de OTA ( 5 mg) 5,0

mL da solugao de bezeno:acido acético (99:1 v/v), deixou em repouso por 24 h ao

abrigo de luz.

Solugdo Méae: Foi retirada uma aliquota de 2,0 mL da solucéo “standard” para um
baldo 50,0 mL e completou-se com solugdo de bezeno:acido acético (99:1 v/v),
verificou-se espectrofotometricamente (MM = 403,8 g, » = 333 nm ¢ = 5500 mol™’

cm™') a concentragéo, como sendo de 28,9 ug Kg' de OTA em bezeno:acido acético
(99:1 w/iv).
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Solugao Estoque: Foi retirada uma aliquota de 34,8 pL da solugdo mae para uma
baldo de 10,0 mL e completou-se com metanol, tendo sido obtida uma solugéo de

OTA com a concentragdo de 100,6 ug Kg' .

Solugéo de Trabalho: A solugéo trabalho foi estabelecida em 3,35 ug Kg™' (100 uL da
solugéo estoque OTA: 1400 uL de solugédo de metanol:acido acetico 98:2 (v/v): 1500

ulL de agua ultrapura).
Os padrées utilizados para determinar a curva de calibragdo foram preparados a

partir do injetor (Waters 717 plus) conforme Tabela 1 apresentada abaixo.

Tabela 1 — Planejamento para o levantamento da curva de calibracao de OTA.

Padrao Volume Injecao (pL) Concentracdo de OTA pg Kg™
1 100 0,00
2 25 8,38
3 50 16,76
4 75 25,14
5 100 33,52

Na Tabela 2 apresentam-se os resultados obtidos na analise dos padrées

preparados para a determinagédo da curva de calibracéo.

Tabela 2 - Hesultados obtidos na analise dos padrdes preparados para a obtengéo
da curva analitica de calibrago empregados nos calculos da preciséo
(repetitividade).

Padrio Concentracao | Area do pico cromatografico | Média das areas +d.p. | CV

ug Kg™' (mV min™) (N =2) (mV min™) (26)

1 0,00 n.d. 0+0,00 0,00

n.d

2 8,38 30042 30028,5+19,09 0,06
30015

3 16.76 61650 61670,0+28.28 0,05
61690

4 25,14 95573 95599,0+36,77 0,04
95625

5 33,52 129287 129276,0+15,56 0.01
120265

d.p.:desvio padréao



A partir dos dados da Tabela 2 pode-se construir a curva de calibragio, apresentada

na Figura 1 e calcular os parametros da Tabela 3.

Curva de Calibragdo

160.000
140.000
120.000
100.000
80.000

60.000 -

40,000

20.000

0 ¢

0 3 10 15 20 25 30 35 40

Are média do pico comatografico (mVmin?)

Concentragao OTA [pgKg!]

—————— Limite de confianga superior —--=— Tendéncia linear da curva de calibragao
—————— Limite de confianga inferior

Figura 1 - Curva de calibragdo gerada pelo sistema HPLC. Fase movel: acetonitrila:
metanol: agua: acido acético (33:33:33:1) viviviv; vazdo de 1,0 mL min™"; vol. Inj.: 100,0
ul;coluna: Nova-Pak C-18, temperatura ambiente; Fluorescéncia 7 g = 333 nm, i g = 443
nm, faixa linear de 1,00 a 33,52 ng g .

Observando a Figura 1 & possivel notar que o sistema mostrou-se linear para o
intervalo de trabalho empregado (0,00 a 33,52 ug Kg' de OTA), apresentando um

coeficiente de correlacéo linear (r) de 0,9993, descrito pela Equacéo da reta (1):

Area do pico cromatografico (mV min'') = 386748 x[OTA] - 1509,7 (1)

Tabela 3 - Parametros necessarios para o estudo da linearidade da resposta do

HPLC-FL no método.
X; Y; Yeal X; (X—X)? | (¥ -V)?
8,38 3,00E+04 3,24E+086 70,22 158,00 6,51E+13
18,76 8,17E+04 6,48E+086 280,90 17,56 6,46E+13
25,14 9,56E+04 9,72E+086 632,02 17,56 6,41E+13
33,52 1,29E+05 1,30E+07 1123,59 158,00 6,35E+13
Média 20,95 7.91E+04 | 8,10E+06 526,68 87.78 6,43E+13
Soma 83,80 3,17E+05 | 3,24E+07 | 210673 351,12 | 2,57E+14
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Com,
Yeal. = 386748 (GTA) — 1509,7
—_ E?:L[yi_?jz_ 4
Sy.l'x— — o1 2,47 X 10
onde,

x;= concentragao do padrao i ( i 1;4]);

v; = valores das areas de OTA obtidos experimentalmente;
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(2)

(3)

vea= valores das areas de OTA calculadas, para cada valor de xi, com base na

curva de calibragao;
Sy = desvio padréo residual;
N = nimero de pontos experimentais (N = 4);

X = média dos valores de concentragdo dos padroes;

¥ = média dos valores das areas obtidas experimentalmente.

Os parametros do estudo da linearidade foram determinados para um nivel de 95%

confianga com base nas Equagdes (1 a 8):

v (k)2 4
— ! Sl=1%" —
Ss Sy."x v TS NI ()7 3,03 % 10
a+S,=2,388x10*
a-5,= 3,18 x 10*¢
— S:r',-’x' — 3
Sp= —2&  =-1,32x 10
\|IE;!1:1':KE_'E)3
SB o,y _ 132x10% _
(%) = S —-x 100 = 0,34

Considerando:

t student= 3,18

(4)

(5)
(6)

(7)

(8)

onde, 5, e 5, s80, respectivamente, o desvio padrio associado a ordenada na

origem e o desvio padrao associado a inclinagéo da curva de calibragéo.
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Com base nos valores das Equacdes (9 a 10) estabeleceu-se os intervalos de
confianga para o declive b, IC, e para a ordenada na origem a, IC,;, que se
apresentam na Tabela 4.

"T'Cb = tsmdenr X Sb {gj

IC; = tsrudent ¥ 5g (1 0)

Tabela 4 - Intervalos de confianga correspondentes ao decline e a ordenada na
origem, para um nivel de confianca de 95%.

Intervalo Valor - L
de Confianca determinado Minimo Maximo
Inclinacéo (b) 4195,88 386748 | 382552,12| 390943.,88
Ordenada na Crigem (a) 96293,63 -1509,7| -97803,33| 094783.93

A partir dos resultados da Tabela 4 empregando as Equacgées (11 e 12) foi obtida as
faixas de confianca para cada valor de concentragdo da curva de calibragéo,

permitindo tragar as retas de limite maximo e minimo representadas na Figura 1.
A partir dos resultados da Tabela 4 empregando as Equagdes (11 e 12) foi obtida as

faixas de confianga para cada valor de concenfragdo da curva de calibragéo,

permitindo tragar as retas de limite maximo e minimo representadas na Figura 1.
Vimax = Dmax X Xi + Qmax “1}

Yfrm’n = Ibml’ﬂ X X:’ + Omin “2}

O limite de deteccdo (LD) foi de 0,227 ug Kg" e o limite de quantificagéo foi de 0,783
ug Kg' calculados pelos procedimentos descritos na EURACHEM (ELLISON;
ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000) determinados pelas Equacdes (13) e (14):

LD=a+ 35, =-—1509,7 + 3 S, = 89390,3 mVmin~! = 0,227 ugKg ? (13)
LQ=a+ 105, = —1509,7 + 105, = 301409,3 mVmin~! = 0,783 ugkg * (14)

onde, LD & limite de detecgédo e LQ & limite de quantificacéo; a & ordenada na origem; S; & o desvio
padrdo associado a ordenada na origem.



Ensaios de precisao
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Para a determinagdo da repetitividade foram utilizados os ensaios da curva de
calibragdo da Tabela 5, enguanto para a precisdo intermediaria utilizaram-se os
dados da Tabela 6.

Tabela 5 — Resultados obtidos na analise dos padrées preparados para a obtengéo
da curva analitica de calibragido empregados nos calculos da preciséo

(repetitividade).
- Area do pico

Padrao Concer;:{tr_ail;ao cromatografico (mVmin™)| Média das areas = d.p. {%};

Hg g (N =2) (mV min™) °

1 0,00 nd. 00,00 0,00

n.d

2 8,38 30042 30028,5 + 19,09 0,06
30015

3 16,76 61650 61670,0 + 28,28 0,05
61690

4 25,14 99573 95599,0 + 36,77 0,04
95625

5 33,52 129287 1289276,0 £+ 15,56 0,01
129265

d.p..desvio padréo



Tabela 6 — Determinacao da precisao intermédia para os padrdes de concentragéo
de 8,38, 16,76, 25,14 e 33,52 ugKg'', referentes a curva de calibragéo
com determinacdes em 4 dias diferentes.
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Concentracéo

Padra -
adrédo ug Kg*

Area do pico
cromatografico (mV
min~)

Media das areas
(mV min™)

Desvio
Padrao

CV(%)

1 8,38

30055

30002

27846

28184

2902175

1170,86

4,03

2 16,76

61625

61715

56905

57189

59358,50

2671,86

4,50

3 2514

95553

95645

2121

92385

93926,00

1935,18

2,06

4 32,52

129304

129248

127452

127438

128360,50

1057,39

0,82

Aqui estao reportados os dados relativos a validagdo do método analitico de

determinacédo de OTA em café cru através do metodo cromatografico HPLC-FL, com

as incertezas parciais e o respectivo erro global do método de analise.

Incerteza associada a preparagao de padroes, U1

A incerteza associada a preparagdo dos padrdes levou em conta os erros dos

instrumentos de medida, considerando-se os volumes utilizado na preparagdo das

diluigbes empregadas nos experimentos.

As incertezas séo calculadas recorrendo a expresséo da Equacéo (15).

f il'm-
Incerteza = *\.'IZ!. (—)

m;

(15)

sendo, A, 0 erro associado a medigdo de um determinado parametro, e m; o valor

medido do respectivo parametro.
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A incerteza associada & preparagdo da solugdo mae de OTA (28,9 ug Kg') é

indicada na Equacéo (16).

-
Incerteza relativa = |ICI,0:'JD’_I2 + (G'DLJ
\ 10

)_=2.5 x 1072 (16)

Os padrdes utilizados para se obter a curva de calibragio foram preparados a partir

da solugdo mée supracitada.

Tabela 7 - Erro dos instrumentos de medida.

Equipamentos/Vidraria Volume Erro
. 10 mL 0,025 mL
Baléo Volumétrico
. 25 uL 0,001 pL
Pipeta 10 — 200 pL
100 pL 0,003 pL
Pipeta 200 — 1000 pL 750 uL 0,02 pL
Espectrofotometro 0,0001
. 25 uL 0,125 pL
Injetor
50 pL 0,250 pL
75 uL 0,375 uL
100 pL 0,500 pL

Na Tabela 8 apresentam-se a incerteza associada aos volumes medidos das

solugbes para cada padréo utilizado.

Tabela 8 - Calculo de incerteza relativa a preparacio dos padrdes intermediarios os

preparados
Padréao Medigdo Incerteza Relativa
Solugéo ; _
Estoque | V, = 33,5 ulL | . (D.[}ZS 2 21082 , B
100,6 pg V, =10 mL [(2,5 x107=)* + 10 ] (f) = 6,3 x 10
Kg' N /

Solugéo | V, = 100 pL | 3% 102 /2 10-\2 (2 x 10-5\2
Trabalho V. =3mlL I[['U.:ﬁ x 1074)2 + ( : ) " ( ) N ( )
3,35 Hg \ o1 0,75 | 0,75 |

Kg = (31 x107%

Solucéao | z

Trabalho V. = 25 ul (6,31 x 10-4)2 + (1,25 % 1(]—4.)_ Soos
;=25 DX+ | ———=—] = U.b0.

8,38 g |t T\ "0z

Kg N
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Tabela 9 - Calculo de incerteza relativa a preparacao dos padrées presentes na
curva de calibragéo.

(OTA) (ug Kg ') Volume de Injecdao (mL) | Erro do Injetor (mL) U,
8,38 0,0250 1,25 x 107 0,005
16,76 0,0500 2,5 = 107 0,005
25,14 0,0750 3,75 x 107* 0,005
33,52 0,1000 50 x 107% 0,005

Incerteza associada a curva de calibracao, U:

Para o calculo da incerteza associada a curva de calibragao foram utilizados os

parametros da Tabela 10 empregando as Equacgdes ( 17 e 18).

Tabela 10 - Parametros para o calculo de U-

X; (Y —7) (¥ — ¥.u)? Svo X, U,
8,38 -4,91E+04 | 1,03003E+13 0,0452 8,38 0,005
16,76 -1,75E+04 | 4,11999E+13 0,0452 16,76 0,003
25,14 1,66E+04 | 9,26548E+13 0,0452 25,14 0,002
33,52 5,01E+04 | 1,64686E+14 0,0452 33,52 0,001
Com,
I 2
0= "y x [i 2 T 0ss2 17)
U, =3%9 _ g 005 (18)
2= 5
Sendo,

n = numero de injegdes efetuadas para cada padrao

a = ordenada na origem na curva de calibragéo

b = declive da curva de calibragédo

Incerteza associada a precisao, U;

A incerteza associada a precisdo foi calculada levando-se em conta os pardmetros

da Tabela 11 com Equacéo (19).



Tabela 11 — Parametros para o calculo de Us
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X; CV(9%) Xo U;
8,38 0.06 8,38 0,2456
16,76 0.05 16,76 0,2894
25,14 0.04 25,14 0,2836
33,52 0.01 33,52 0,0819
Sendo,
U, In X X, (19)

Incerteza associada a exatidao, U,

Para a incerteza associada a exatiddo empregou-se os parametros da Tabela 12

com a Equacéo (20).

Tabela 12 - Parametros para o calculo de U,.

Padriao trabalho
g Kg™

Recuperaciao

%)

Media

%)

Desvio
Padrao

Desvio
relativo

0,50

79,00

84,80

78,00

80,8

3,67

0,05

0,0789

10,00

86,40

83,00

81,70

83,7

2,43

0,03

0,0502

33,52

99,80

98,70

104,00

89,60

109,00

102,80

104,00

89,50

109,00

93,20

108,50

100,55

7,12

0,07

0,2349

Sendo,

U, =0,07\11 = 0,2348

(20)
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Incerteza global associada, U,

U, =JU s+ U2+ U2+ U (21)

A incerteza global associada foi calculada a partir da Equacéo (21), dada pela
somatoria das incertezas parciais com um valor de 32,5%, valor considerado
compativel com os encontrados em trabalhos internacionais que apresentam
incertezas de 4,0 a 28,1% (RIBEIRO, 2007).



