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Introdução 
 
O Brasil é o principal exportador mundial de café 
e no período compreendido entre Novembro/2010 
e Outubro/2011, a ABIC (Associação Brasileira da 
Indústria de Café) registrou o consumo de 19,72 
milhões de sacas, representando um acréscimo de 
3,11% em relação ao período anterior correspondente 
(Nov/09 a Out/10), que havia sido de 19,13 milhões de 
sacas (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA 
DE CAFÉ, 2011). Devido à grande produção e 
comercialização, produtos de café tem sido alvo da 
adição de adulterantes de menor valor econômico, 
como a cevada. Diante deste cenário, a análise e 
garantia da qualidade do café comercializado no 
país vem sendo o foco de grandes esforços por 
parte de órgãos de pesquisa, indústria e entidades 
fiscalizadoras (OLIVEIRA et al., 2009). 

Assim, fica evidente a necessidade de implantação 
de um método eficiente e sensível para detecção 
de fraudes.  Uma vertente com grande potencial de 
utilização a ser seguida é a da reação em cadeia da 
DNA polimerase (PCR- polymerase chain reaction) 
como ferramenta em investigação sobre fraudes em 
café e seus subprodutos, através da utilização de 
marcadores de DNA (sequencia-alvo) (CANKAR et 
al., 2008). Uma vez que é possível obter sequências 
genômicas específicas para cada matriz utilizada 
como adulterante no café, é possível identificá-las em 
amostras comerciais de interesse.  
 
No presente trabalho, foi consultado o banco de dados 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
e um gene do cloroplasto de Hordeum vulgare 
(cevada) foi avaliado quanto à possibilidade de o 
mesmo ser considerado como um marcador molecular 
para a cevada, seguindo as orientações de Oliveira e 
colaboradores (2011).
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Material e Métodos 
 
Amostras 
As amostras comerciais de café torrado e moído e 
café solúvel de diferentes marcas foram adquiridas 
no mercado local. Foram utilizadas amostras de café 
torrado e moído padrões, livre de contaminantes, 
cedidas pelo Núcleo de Pesquisa em Café Prof. 
Luiz Carlos Trugo - Instituto de Nutrição/UFRJ. As 
amostras de cevada, torrada e moída e in natura, 
foram adquiridas no mercado local.

Extração e quantificação de DNA 
O DNA genômico foi isolado usando 300 mg de cada 
amostra, seguindo o protocolo CTAB modificado com 
adição de 1% de β-Mercaptoetanol. O DNA genômico 
das amostras in natura foi isolado com o kit comercial 
Dneasy® (Quiagen). O rendimento das extrações e a 
qualidade/pureza foram avaliados pela determinação 
da absorbância por espectrometria a 260 nm e 
pela razão das absorbâncias a 260 nm e 280 nm 
(Shimadzu UV-1800 UV-VIS spectrophotometer), 
respectivamente. 
 
Desenho de primers 
A sequencia utilizada como molde para o desenho 
dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) foi a do 
gene que codifica o citocromo F dos cloroplastos 
da cevada, com número de acesso no GeneBank 
(NCBI): NC_008590.1. Os primers foram definidos 
e desenhados por meio do software livre on line, 
GeneFisher2, após análises de bioinformática, 
seguindo as orientações de Oliveira e colaboradores 
(2011). Subsequentemente, os mesmos foram 
sintetizados pela Eurofins MWG Operon MWG 
Biotech.  
 
PCR quantitativo 
Para detecção da cevada em café torrado e moído 
e café solúvel foram conduzidas PCR em tempo real 
no equipamento ABI7000 SDS (Applied Biosystems), 
cujas condições da reação foram estabelecidas como: 
12,5 µL de 2x Master Mix SYBR GREEN (Applied 
Biosystems), 0,6 µL de cada primer (0,3 µM), 6,3 µL 
de água MilliQ e 50 ng de DNA inicial. As condições 
de termociclagem foram as seguintes: 95 °C por 10 
min; 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, 
acrescido de uma etapa para construção da curva de 
dissociação. Todas as reações foram realizadas em 
duplicata. 

 
Resultados e Discussão 
 
O isolamento do DNA foi uma etapa bem sucedida 
para todas as amostras, embora as amostras 
de DNA genômico de café torrado e moído não 
tenham sido visualizadas no gel de agarose. Isso se 
deve ao alto grau de processamento e interações 

químicas de contaminantes com o agente corante    
(MARTELLOSSI et al., 2005). Em experimentos 
prévios, foi possível confirmar a amplificabilidade 
do DNA isolado, mesmo em baixas concentrações, 
através da condução de PCR qualitativo. 

A curva padrão construída com as amostras obtidas 
por diluição seriada do DNA isolado da folha e 
semente de café está apresentada na Figura 1A.        
A PCR quantitativa foi conduzida usando o gene para 
o cloroplasto citicromo F da cevada, e a curva padrão 
está apresentada na Figura 1B. Os experimentos 
foram realizados usando cevada in natura, pois não há 
material certificado ou de referência para esse vegetal. 
 
A eficiência da PCR quantitativa (em tempo real) 
foi de 95%, o Limite da Detecção (LOD) = 0,326 
pg de DNA de cevada. Quando esses valores são 
comparados com o estabelecido em protocolos de 
validação de análises de detecção/quantificação de 
sequencias específicas de DNA (BARROS; OLIVEIRA; 
MARIN, 2008; CANKAR et al., 2006;  EUROPEAN 
COMMISSION, 2007), fica evidente que o uso dessa 
ferramenta molecular tem potencial de aplicação para 
o controle de qualidade na indústria do café.

Figura 1A. Eficiência da PCR quantitativa usando DNA 
isolado de café in natura.

Figura 1B. Eficiência da PCR quantitativa usando DNA 
isolado de cevada in natura. 
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As amostras comerciais foram analisadas para 
a presença de DNA de cevada. As curvas de 
dissociação (Figura 2) demonstram que as condições 
da PCR em tempo real estão suficientemente 
otimizadas. Esta avaliação é muito importante, pois 
estes ensaios foram realizados para a obtenção 
de um produto de PCR pequeno para permitir a 
detecção. Para todas as amplificações, a temperatura 
de melting (Tm) dos produtos da PCR foi de 77,8 ºC, 
e o desvio padrão foi igual a zero, mostrando a alta 
especificidade dos primers usados. 

Figura 2. Amplificação e curva de dissociação das amostras de DNA isoladas de café torrado e moído.

Conclusão 
 
Esses resultados confirmam a aplicabilidade de 
métodos baseados na técnica PCR para garantir 
a ausência de cevada em café torrado e moído, 
permitindo avaliar se os produtos atendem 
às determinações da legislação de rotulagem 
e assegurando a qualidade do produto aos 
consumidores. 
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