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RESUMO

As condicdes climaticas, a geografia da regidoyinyd e 0os processos
envolvidos na producao de café podem influenciarasacteristicas dos frutos e
dos graos de café, podendo torna-los susceptiv@staminacdo fangica. Este
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar grde café Coffea arabical.)
beneficiados, de trés regides produtoras do estaddinas Gerais, com relacao
a incidéncia de fungos toxigénicos do généwpergillus pertencentes as
Sec¢OeLircumdattie Nigri. As amostras de gréos beneficiados foram coletadas
em cooperativas. A técnica utilizada foi de plagueato direto em meio
DRBC, sendo os resultados expressos sem perceletgafios contaminados. A
guantificacdo da OTA foi realizada por CLAE. O mlodmatematico proposto
por Maiorano et al. (2009) foi adaptado paraiavals condi¢cdes 6timas para o
desenvolvimento deA. ochraceus e A. carbonarius utilizando dados
ecofisioldgicos dos fungos, condicbes ambientais degides avaliadas e
projecOes de elevacéo da temperatura simuladasie® (2001), comparando-
se as regides. Para as regides foram obtidas mjfeseestatisticas significativas
entre si para a incidéncia de fungos. A regido daaZda Mata, segundo o
modelo matematico nas condi¢ces de temperaturés aéua mais proxima das
condigBes Otimas para o desenvolvimento e a produg OTA porA.
ochraceusPara o desenvolvimento e a producaédearbonarius a regido do
Cerrado se adapta melhor as condi¢des atuais geetatara, corroborando os
estudos feitos em laboratorio.

Palavras-chaveAspergillus ochraceugspergillus carbonariusHPLC. Modelo
matematico.



ABSTRACT

Climatic conditions, the geography of the produciegion and the
processes involved in the production of coffee icdinience the characteristics
of the fruit and coffee beans, which may make ttamaceptible to fungal
contamination. The aim of this study was to evauatocessed coffee beans
(Coffea arabica L.Yrom 3 producing regions of the state of Minasa&grwith
regard to the incidence of toxigenic fungi of tlengsAspergillus belonging to
SectionsCircumdattiand Nigri. Samples of processed grains were collected in
cooperatives. The technique used was the diretinglamid DRBC, and the
results expressed no percentage of contaminatéusguantification of OTA
was performed by HPLC. The mathematical model eddy Maiorano et al.,
(2009) was adapted to assess the optimal conditandhe development oA.
ochraceusand A. carbonarius using ecophysiological data of the fungi,
environmental conditions of the regions evaluated aising temperature
projections simulated by the IPCC (2001) compargmjons. The regions have
statistically significant differences between thEmthe incidence of fungi. The
Zona da Mata region, according to the mathematizalel under the conditions
of current temperature, is the region closest &odptimum conditions for the
development and production of OTA By ochraceusFor development and
production of Aspergillus carbonarius the Cerrado best fits the current
temperature conditions, corroborating the labogestudies .

Keywords: Aspergillus ochraceus Aspergillus carbonarius HPLC.
Mathematical model.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO GERAL

1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundiacdf e, a partir da
década de 1960, a cafeicultura brasileira passourpa grande transformacao,
garantindo participacdo no mercado mundial. As mgas que ocorreram a
partir desta época focaram, principalmente, naaebay da produtividade e
também nos aspectos relacionados com a qualidaaledf® produto (CORTEZ,
1997). Devido a grande demanda e as maiores exigérdo mercado
consumidor por cafés com qualidade superior, m@gisrcos tém sido feitos,
no que diz respeito ao conhecimento dos fatoresnfluenciam a producédo de
cafés de melhor qualidade (GIOMO; BOREM, 2011).

Segundo Chalfoun (2011), apesar de os estudos aoimierobiota do
café e a sua influéncia na qualidade da bebidansardigos, somente a partir
dos anos 1990 eles foram aprofundados em relacadgopslacdes de
microrganismos. Desde entdo, inUmeros génerosrdmdgufilamentosos foram
identificados e relacionados com a producado deeafa qualidade (FREITAS,
2000).

Algumas das espécies de fungos filamentosos quenpcgntetizar
metabolitos toxicos sdo dos génelranicillium e Aspergillus Estes metabdlitos
sdo denominados micotoxinas e a ingestdo delesamiarais ou humanos,
mesmo em baixas concentra¢des, pode causar dessmsgla. De acordo com
caracteristicas ambientais e quimicas do cafécatmiina de maior interesse na
producao cafeeira é a ocratoxina A (CHALFOUN; BAT/S 2003; BATISTA

et al., 2003). De acordo com Taniwaki et al. (20@3)producdo de micotoxinas
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por fungos toxigénicos depende de fatores introsez extrinsecos, como
substrato, umidade e temperatura.

Os parametros macroclimaticos considerados ideass g obtencao de
bebida de qualidade podem ser faciimente influelosiapelas mudancas
climaticas, visto que o aumento da temperatura endielade pode afetar a
composi¢do quimica da mucilagem do café, o tipatilédade microbiana e a
intensidade do processo fermentativo (ALVES; VOLPATVIEIRA, 2011).
Portanto, mesmo as regides consideradas aptasdacgm de café de boa
gualidade tém diferencas climaticas que acarretam \ariagbes nas
caracteristicas do produto e também na incidéneidudgos produtores de
micotoxinas.

O estado de Minas Gerais, devido a sua extensaiorial, destaca-se
por apresentar grande diversidade de climas (CUBQR,| 1997) e regibes
cafeeiras bastante distintas, podendo apresentamseguentemente,
caracteristicas microbioldgicas também diferenfe®ZZA; ALVES, 2008).
Conhecer o potencial toxigénico do café provenieigtecada uma das regides
produtoras do estado torna-se fundamental paraarapsi pesquisas sobre a
gualidade dos cafés do Brasil.

A partir do exposto, o estudo foi realizado conobgtivos de avaliar a
distribuicdo das espécies toxigénicas e a proddgducratoxina A em graos de
café produzidos nas regides Sul de Minas, Cerrattima da Mata, do estado de
Minas Gerais, avaliar a concentracdo de OTA dasstas) bem como estimar,
por meio de um modelo matematico, a influénciaedaperatura na germinacao,
no crescimento e na sintese de OTA fowochraceus e A. carbonariusom
relacdo a média de temperatura atual das regiGedaess e em funcdo das
possiveis mudancas climaticas estimadas pelergovernmental Panel on

Climate ChangéIPCC), ou Painel Internacional sobre Mudancam@ticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O café no Brasil

O café foi introduzido no Brasil em 1727, trazido@uiana Francesa. Ja
naquela época, tinha grande valor comercial, joatiflo o interesse pelo seu
cultivo e se tornando um dos principais produtodcatps no mundo, sendo
produzido por mais de 50 paises em diversos cariiae(COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2010). Durante toda asasthistéria, o
café tem absorvido grande quantidade de méo de sbndo uma importante
fonte de renda para a economia do pais e contdlsigphificativamente como
umacommodityna formacgéo do capital no setor agricola brasil@fiLELA,
2011).

Devido as condicdes climéticas favoraveis, o colte café se espalhou
rapidamente pelo Brasil. Em sua trajetéria pelcs,ppassou por Maranhdo,
Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e MinaaisG@MATIELLO et al.,
2005). Atualmente, a producdo de café concentramseSao Paulo, Minas
Gerias, Parand, Bahia e Espirito Santo (ALVES; VALO; VIEIRA, 2011)

As duas principais espécies comercialmente imp@sanlentro do
géneroCoffeasdoCoffea arabical. e Coffea canephor#®ierre Cerca de 70%
dos plantios comerciais sao do tipo arabica, deygdacipalmente, a qualidade
superior de sua bebida, conduzindo, assim, paratizacdo significativa do
mercado (POZZA; ALVES, 2008; MEDINA FILHO; BORDIGNQ 2003).

A maior producao de café arabica no Brasil, h@eancentra no estado
de Minas Gerais, com producéo equivalente a 27)/%e8 de sacas no ano de
2013, que representa 50% da safra nacional (COMRANMACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2010). De acordo com o Instituto Miro de
Agropecuaria (INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA, 28), o estado
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apresenta um parque cafeeiro com cerca de 1 mibaoectares de lavouras
dividas em regifes muito bem estabelecidas: SMidas (sul/sudoeste), Matas
de Minas (Zona da Mata/Rio Doce), Cerrado de M{iasaingulo Mineiro/Alto
Paranaiba) e Chapadas de Minas (Vale do Jequitiaifidiacuri).

As regibes cafeeiras no estado de Minas Gerais seq@En
caracteristicas distintas em relagdo as condicdematicas. Quanto a
temperatura, as diversas regides produtoras de stdifém a influéncia das
interacbes entre latitude e longitude, devido a gramde extensdo territorial,
gue vai do extremo sul, com temperaturas mais ane@a@aextremo norte, com
temperaturas mais quentes (ALVES; VOLPATO; VIEIRA11).

Segundo Barbosa et al. (2011), as variacdes naticas ambientais
ocorridas na producgéo de café no pais afetam ggtivamente a qualidade dos
graos e, consequentemente, da bebida.

Na Tabela 1 estdo dispostos os valores de volummiésacas de 60
kg, para exportacdo mundial de café pelos pringipaises produtores, nos anos
de 2011, 2012 e 2013 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INBWORIA DE
CAFE, 2014).
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Tabela 1 Principais paises produtores de café (A£3SCAO BRASILEIRA
DA INDUSTRIA DE CAFE, 2014)

Paises 2013 2012 2011
Brasil 32.010 28.735 33.610
Vietna 26.000 25.475 17.675
Indonésia 11.000 10.614 6.159
Colémbia 7.200 7.170 7.734
Honduras 5.600 5.508 3.947
india 5.300 5.288 5.840
Peru 4.400 4.310 4.697
Guatemala 400 3.750 3.697
México 3.500 3.556 2.907
Etidpia 2.300 3.203 2.675
Uganda 2.700 2.685 3.142
Nicardgua 2.000 1.987 1.468
Costa do Marfim 1.730 1.712 772
Costa Rica 1.380 1.374 1.243
El Salvador 1.050 1.044 1.826

Os valores, em volume de mil sacas de 60 kg de lafiéficiado,
produzidos nos estados brasileiros, na safra d&, 28130 dispostos na Tabela 2
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, 2014).
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Tabela 2 Producdo de café beneficiado no Brasil S@SIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, 2014)

Produgéo
Regiado Mil sacas beneficiadas
Arébica Robusta

Minas Gerais 27.380 280
Sul -Centro-Oeste 13.355 -
Tridngulo, Alto Paranaiba e Noroeste 5.213 -
Zona da Mata, Rio Doce e Central 8.133 182
Norte, Jequitinhonha e Mucuri 679 98
Espirito Santo 3.486 8.211
Séao Paulo 4.010 -
Parana 1.650 -
Bahia 1.080 723
Cerrado 399 -
Planalto 681 -
Atlantico - 723
Rondénia - 1.357
Mato Grosso 2 170
Para - 122
Rio de Janeiro 281 -
Outros 132 3
Brasil 38.286 10.866

2.2 Impacto das mudancas climaticas na producéo adafé

O efeito acumulativo continuo das emissfes exaassie gases de
efeito estufa e aerossbis € responsavel pelas masglaclimaticas. A
concentracdo destes gases aumentou significatitardenante os Gltimos 150
anos e, com isso, causando um aquecimento inconwumplameta (POZZA,
ALVES, 2008). Os problemas com as mudangas climstievaram aJnited
Nations Environment Programm@NEP) e a Organizacdo Meteorologica
Mundial (OMM) desenvolverem lmtergovernmental Panel on Climate Change
(IPCC), no ano de 1988.
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O Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climsgtiou IPCC,
sigla em inglés) tem como missdo analisar as irdgfims cientificas
relacionadas as mudancas climaticas, para avalieorssequéncias ambientais e
socioeconémicas das alteracbes climaticas, e farmasdtratégias de resposta
reais. O IPCC, desde entdo, desempenha papel anpgrajudando os governos
a adotar e a implementar politicas em resposta adamgas climaticas
(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE, 2007)Desde a
sua criagcdo, o IPCC produziu uma série de reladt® avaliacdo especiais,
documentos técnicos e relatérios de metodologiasqusrnaram trabalhos de
referéncia padrdo, amplamente utilizada por pokticcientistas, outros
especialistas e estudantes.

No século XX, a temperatura média global aument@b CC. O
aumento mais evidente ocorreu na década de 1986jooando mudancas no
movimento atmosférico, na precipitacdo e na umidattndo como
consequéncia mudangas nos agroecossistemas. Aa&dada precipitacao foi de
0,2% a 0,3%, na regido tropical, compreendida efifede latitude Sul e 10° de
latitude Norte. As possiveis causas dessas alesag@mpreendem fatores de
ordem natural ou antropogénica, sendo um ou oatar bu a soma dos dois
(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE, 2004).

Simula¢gbes de modelos globais, com diferentes wenaroncordam
com um aumento na média das concentracBes de ga@mua na atmosfera e
também com um aumento nas precipitacdes até odinaéculo XXI. Prevé-se,
ainda, um aumento de 9 a 88 cm do nivel médio do meaperiodo de 1990 a
2100. Com a temperatura elevada, aumenta a cagacittaar de reter vapor
d'dgua e a consequéncia € uma maior demanda hidt@réanto, havendo
alteracdes, os ecossistemas de plantas poderdamtanraea biodiversidade ou

sofrer influéncias negativas (ASSAD et al., 2004).
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Segundo Alves, Volpato e Vieira (2011), o Brasiiné pais com grande
dimensao territorial e conta com diversidade deo,sale topografia e
heterogeneidade climatica. Para Pellegrino, Asdddrin (2007), ao considerar
0s prognosticos de aumento das temperaturas, asenifee as regiées nas quais
o clima é o limite a delimitacdo de cultivo adecquatt certas culturas seréo
desfavoraveis ao desenvolvimento das mesmas, parditaras tolerantes a
altas temperaturas seréo beneficiadas até aorsie tle tolerancia ao estresse
térmico. Em regibes de baixas temperaturas, quenadmte sdo limitantes ao
desenvolvimento de culturas suscetiveis a geadabhpsver um aumento do
nivel térmico sob influéncia do aquecimento globakera condi¢des favoraveis
ao desenvolvimento. Nas plantas, a atividade fottgtkca € diretamente
proporcional ao aumento da temperatura (ABMED et28l12; CARAMORI et
al., 2001).

Camargo (1985) afirma que, ao se tratar de café, paspéci€offea
arabica as médias anuais 6timas de temperatura situamtse h°C e 22 °C;
com a ocorréncia frequente de temperaturas méasoeriores a 34 °C poderéo
ocorrer abortamento de flores e, consequentemediginuicdo na
produtividade. Temperaturas entre 28 °C e 33 °€goaim reducdo na producao
de folhas e na atividade fotossintética do cafeé@@&INNAN; MENZEL,
1995). Segundo Marengo e Nobre (2001), o numefcedées frias relacionadas
as geadas intensas no sul do Brasil diminuiu catacorrer do tempo, havendo
uma tendéncia de invernos mais quentes. Apesar, diare os anos de 1882 e
2000, foram identificadas 42 geadas prejudiciaica&feeiro, nas regides sul e
sudeste, com 35% dos eventos provocando perdasaizcao.

Em estudo realizado por Assad et al. (2004), avddiao impacto das
mudancas climéticas no efeito do zoneamento agréatito do café no Brasil,
foi demonstrado que, com o0 aumento da temperatéciananual do ar de 1 °C,

3 °C e 5,8 °C, haverd grande alteracdo nas regiesderadas aptas para o
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cultivo do cafeeiro. Em Minas Gerais, foram ideatiflas cinco condi¢des:
regido para cafeicultura com irrigacdo necesséigido com aptiddo natural,
regido inapta por excesso térmico (temperatura angaiial maior que 23 °C),

regido apta, mas com risco de geada e regido inapta

2.3 Fungos toxigénicos na producéo de café

Os fungos que produzem micotoxina (ocratoxina Aljadngestdo é
considerada grave para a saude humana, sdo umegpmoblema para a
industria de café (GAMA; TEIXEIRA; GARCIA, 2006). fotencial toxigénico
de um fungo esta ligado a habilidade de certa ¢jalreem produzir metabdlitos
toxicos. Dois fatores ligados a presenca da midmtowo alimento séo: fatores
intrinsecos, que dependem da linhagem ou das esp#es fungos e os fatores
extrinsecos, que dependem do ambiente (BARS; BRB3)). De acordo com
Batista et al. (2003), é atribuido as espéciesétempAspergillus pertencentes
as Secb6e€ircumdattie Nigri, a presenca de OTA em café.

As principais espécies de fungos toxigénicos issade grdos de café
sdo pertencentes aos génekepergillus Fusarium Penicillium e
Cladosporium(MARTINS; MARTINS; GIMENO, 2003) A presenca do fungo
Aspergillus ochraceusesta associada a ocratoxina A, principal micotxi
estudada em gréos de café (CAMPOS et al., 2009; LEBAN; BATISTA,
2003).

A ocratoxina A tem sido encontrada como metabditanuitas espécies
diferentes de Aspergillus incluindo Aspergillus alliaceus Aspergillus
auricomus Aspergillus carbonarius Aspergillus melleuse, raramente,
Aspergillus nigere, como ofAspergillus nigersdo muito utilizados na produgéo
de enzimas e do acido citrico, é importante gargng nao sejam contaminados
(BAYMAN et al., 2002). Chalfoun e Batista (2003)rafam que a principal
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micotoxina estudada em café é a ocratoxina A, dtiédespecialmente ao fungo
Aspergillus ochraceus espécies relacionada8spergillus carbonariuse,
raramente, poAspergillus niger.

As espéciesA. ochraceusA. melleus A. auricomus A. ostianus A.
petrakii, A. sclerotiorume A. sulfureugpertencem a secc&ircumdati também
chamada de grupé. ochraceus as espécied\. alliacels e A. albertensis
anteriormente colocadas na secCiimumdatij foram recentemente relacionadas
com a seccablavi. As espécied\. niger e A. carbonariupertencem &ecao
Nigri (PETERSOM, 2000). No entanto, poucas destas espéab conhecidas
por contaminar produtos alimenticios com ocratoXina

As espécies daspergillusda secadNigri possuem conidios de cor preta
ou préxima ao preto; ja as de secae@ndati apresentam conidios variando do
amarelo ao ocre (PERRONE et al., 2007).

De acordo com Pitt (2000), a ocratoxina A é prodazorPenicillium
verrucosumem graos de cereais em climas frios, fiocarbonariusem uvas,
vinhos e frutos de videira e pAspergillus ochraceysos graos de café.

2.4 Ocratoxina A em café

O café pode conter compostos indesejaveis que pegean presentes
intrinsecamente no grao, na produgdo primaria oyprocesso industrial. Um
dos mais relevantes e prejudiciais compostos n® €a ocratoxina A (OTA)
(FERRAZ et al., 2010). Chalfoun e Carvalho (1998sayvaram, nos frutos
cereja de maturacdo, predomindncia de fungos toxigeé dos géneros
Aspergillus Penicillium e Fusarium em que a contaminacéo foi superficial,
verificando-se que, mesmo presente nesta etap a#o infectavam os gréos.

A ocratoxina A tem férmula empirica,gE1;60sNC1 (Figura 1), com

peso molecular de 403.822 Da. E altamente sol(velselventes organicos
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polares, solavel em solucdo aquosa de hidrogenmaity, fracamente sollvel
em agua e termoestavel (ABRUNHOSA, 2008).

L—DH 0 OH @
- H_H
o
H

CH,
I

Figura 1 Estrutura quimica da ocratoxina A

O grupo das micotoxinas designadas como ocratoxawaatoxina A, B
e C) é caracterizado por apresentar estrutura olatecque consiste,
basicamente, de uma R-fenilalanina ligada a umzuisarina, mediante uma
ligagdo amida. A ocratoxina A (OTA) apresenta fasméncia verde, quando
exposta a luz ultravioleta e tem uma molécula dewockm sua estrutura,
responsavel pelo carater toxico (EDWARDS; O'CALLAGN; DOBSON,
2002).

Segundo Bennett e Klich (2003), ndo é apenas Idiflefinir as
micotoxinas; a dificuldade esta também em clagsls. Por terem muitas
estruturas quimicas e biossintéticas e varias msigeua infinidade de efeitos
biolégicos é produzida por varias espécies de feindiderentes. Para os
médicos, as micotoxinas podem ser hepatotoxinasptoxinas, imunotoxinas e
nefrotoxinas, dentre outras. Ja4 para os biélogass egrupos genéricos, as
micotoxinas podem ser mutagénicas, alergénicagpggmicas e cancerigenas.

Joosten et al. (2001) afirmam, de forma abrangepite,a ocratoxina A

€ uma micotoxina nefrotdxica e nefrocarcinogénieacontrada em variados
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produtos alimenticios, incluindo cereais, nozesiogrde café, frutas secas,
pimentas, vinhos e cervejas.

A absorcdo da ocratoxina é feita pelo trato gdsstmal e,
posteriormente, entra na corrente sanguinea esdiga- proteinas do soro,
principalmente a albumina. Por ocorrer uma reaBsorgtiva pelo tdbulo
proximal no sistema de transporte de &nions, aamsgk altas concentracdes
de OTA nos rins. Entdo, em mamiferos, a maior idaide de ocratoxina esta
relacionada a este 6rgao (FUNGARO et al., 2004).

De acordo com Miraglia et al. (1998), a deteccamd®mtoxina A no
sangue humano serve como um indicador de riscomtaminacdo. Resultados
das analises de amostras de soro humano atestamgnamde e continua
exposicao a micotoxina e ingestdo de alimento caintdo.

Steyn (1984) sugere que a OTA ainda pode ser oelada ao
desenvolvimento de tumores do trato urinario eteacuefropatia endémica nos
Balkans, que é considerada uma doenca renal cr@sésa micotoxina inibe a
sintese proteica tantm vitro comoin vivo, por meio de competicdo com a
fenilalanina e, ainda, aumenta a peroxidacdo 6pidd que leva a célula a ter
um dano mitocondrial (GOLLUCKE; TANIWAKI; TAVARES2004). Ainda
pode induzir mutac6es génicas por meio de mecasig®ootoxicos ainda néo
muito claros (RINALDI et al., 2007). Hohler (1998)nda sugere que a OTA
parece ser capaz de induzir mecanismos de esteisisdivo, com a formacgéo
de radicais livres e de espécies reativas de agigémsponsaveis pela
citotoxicidade. A peroxidacao dos acidos gordos-ipshturados membranares
leva a alteracdo da permeabilidade ibnica da memabr&ste mecanismo
interfere também nas membranas mitocondriais, sendoposto responsavel
pelos efeitos observados nas mitocéndrias.

A FAO/OMS e o JECFA estabeleceram uma dose proais@manal

admissivel de 100 ng por peso corporal. Apesanteantribuinte menor para a
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ingestdo de OTA, o café tem recebido atencdo edpews Ultimos anos.
Alguns paises, como lItalia, Suica, Finlandia e @r§a estabeleceram limites
regulamentares com valores maximos de OTA que ¢id d 20 ppb (ng/g)
(GOLLUCKE; TANIWAKI; TAVARES, 2004).

O café merece atencdo por ser um produto cujosebnde niveis de
ocorréncia de micotoxina podem criar barreias em somercializacdo
(PIMENTA,; VILELA, 2003). E, como a torrefacdo doagr ndo consegue
reduzir significativamente a concentracdo de OTAehida final também pode
ser uma importante fonte da micotoxina na dietad@tRohr et al. (1995)
afirma que a ligeira reducdo da micotoxina entggdm de café verde e torrado
pode ser devido a remocéo fisica com a palha daaindegradacao térmica da
OTA.

Na legislagdo que vigora no Brasil desde 18 deréinede 2011, a
RDC rf 7 estabeleceu limites maximos toleraveis (LMT)odeatoxina A para
alguns alimentos, como café, feijdo, especiarig@st®, conforme publicado no
Diario Oficial da Unido n.7, Secéo 1, p.756 de &&alereiro de 2011 (Tabela
3).

Para a determinacdo da OTA em alimentos existenosvamétodos,
dentre eles cromatografia de camada delgada, oogradin liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia liquida de masspeetroscopia (LC-MS) e o
teste imunoenzimaticoenzyme-linked immunosorbent assapu Elisa
(TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).
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Tabela 3 Limite maximo toleravel (LMT) para ocrat@a A no Brasil, segundo
RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011
Alimento MT (1g/kg)

Cereais e produtos de cereais, incluindo 10
cevada malteada

Feijao 10

Café torrado (moido ou em gréo) e café 10
soluvel

Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias 30

Alimentos a base de cereais para 2
alimentacéo infantil

Produtos de cacau e chocolate 5
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10

2.5 Fatores que interferem no desenvolvimento de rigos toxigénicos e

producéo de micotoxinas

Bars e Bars (2000) afirmam que o furfyoochraceuslesenvolve-se em
uma grande faixa de temperatura que vai de 8 A«TC°L 3porém, a temperatura
6tima de crescimento esta na faixa de 25 °C a 3@ @Wv minima para o
desenvolvimento é de 0,76; para a producdo decxanatA, atividade de agua
minima de 0,85 e 6tima variando de 0,95 a 0,99.

Para que haja a producéo das micotoxinas, o ststra que ser ideal

para o crescimento, bem como o teor de umidadsmperatura e a presenca da
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microflora competitiva devem interagir para infloem o nivel de toxina
produzida (SAVA et al., 2006).

As condi¢Bes climaticas que ocorrem em diversdsidds constituem
um importante fator no processamento do café @ednfliam a qualidade do
mesmo. As regifes cujos altos niveis de umidaddivaldo ar sdo elevados nos
periodos de pré-colheita, colheita e pos-colheti@esentam bebidas de pior
gualidade, pois essas condicdes favorecem o crestwm microbiano
(MATIELLO, 1991).

De acordo com Batista (2003), os fungos toxigénioaslutores de
micotoxinas podem estar presentes desde o amliesti@avouras até o preparo
e o0 armazenamento do café. Além disso, as condafibgentais, bem como o
manejo da cultura e o processamento pds-colhditajnterferir diretamente na
gualidade e na seguranca do produto final.

A invasdo de insetos em um lote de grdos de calé poedispor o
desenvolvimento de fungos, pois, pela sua ativigae®bdlica, aumenta o teor
de umidade e a temperatura da massa do grdo (PEZXINLDUGA;
CANSIANI, 2005).

Suéarez-Quiroz et al. (2004) pesquisaram o efeitatidaade agua (Aw)
na producdo de OTA, sendo este um dos principaisefa relacionados ao
crescimento dos fungos e a producéo de toxinaividatle de agua 6tima para
o crescimento do fungo e a producéo de toxinadd),®5. A secagem foi a fase
critica do processamento do café; nesta etapanalicfes sao propicias paka
ochraceuspor até 2 dias. Os autores obtiveram resultadoselbantes aos
publicados por Taniwaki et al. (2003). Nas Aw d8000,87 e 0,95, observou-se
producado de OTA de 0; 15; 2.500 e 7.20¢kg, respectivamente.

A contaminacgdo dos gréos de café pode ocorrer ebases fases do
processamento, principalmente na lavagem, na feat&m e na secagem.

Espécies déspergillusocratoxigénicos infestam os grdos também na etapa d
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secagem e, consequentemente, podem ser contamipaliacratoxina A
(BUCHELI; TANIWAKI, 2002).

Varios fatores, dentre eles umidade, temperatutipcede substrato,
desempenham importante papel no desenvolvimenlioltegens produtoras de
OTA. Os fatores que afetam o desenvolvimento dasgds durante o
armazenamento sdo atividade da 4gua (Aw) e teroparas condi¢des para o
crescimento de fungos e a producdo de OTA nos giéasfé, tais como o teor
de umidade dos graos, temperatura, tempo, configiga (gréos danificados),
sanitizacdo do gréo, inéculo do fungo, conteudoodigénio e tempo de
armazenamento dos grdos, tém sido descritos (TANKWAWA al., 2001 apud
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

Varias espécies deenicillium e Aspergilluscrescem em ambientes com
baixa umidade, onde podem crescer e multiplicageaiquer matéria organica
gue contenha grau de umidade que equilibre comidagie do ambiente entre
65% e 90%. Os microrganismos estéo entre os maisbeedidos e abundantes
organismos vivos, sendo, normalmente, associadgei@s armazenados ou
danificados (CHALFOUN; BATISTA, 2003).

2.6 Utilizacdo de modelos matematicos

Em vérios estudos utilizam-se os modelos matengioono forma
preditiva para resultados futurodlo que se refere amescimento das plantas,
que obedece a certos principios fisiolégicos, eldepser descrito, em termos
guantitativos, até certo ponto, por equagbes mdieasad (VISMARA;
OLIVEIRA; KARAMAM, 2007). Dada a complexidade dostemas de manejo
e o0s riscos ambientais, a modelagem matematica @& ¢erramenta

possivelmente valiosa (DOYLE, 1997).
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De acordo com Rockland (1957), uma das vantagengildzacdo de
modelos mateméticos na predicéo das isotermasstecdt de umidade estd no
fato de que, com poucos pontos experimentais, pedmnstruir uma isoterma,
a qual pode ser facilmente interpolada ou extralgofsmra a obtencdo de pontos
nas regides de baixas e altas Aw, pontos estes ift®l dieterminacéo
experimental, devido a limitagdo das baixas Awdesenvolvimento de fungos.

Maiorano et al. (2009) utilizaram um modelo matecsatiue estimava
producao de fumonisina pbr verticillioides na Italia e, depois, ele foi aplicado
em situa¢gbes na Holanda, somente para predicdes sobotoxinas. Anélogo
ao modelo de Maiorano et al. (2009), foi descritm modelo utilizando
temperatura cardinal, proposto por Rosso et @93) e adaptado para
germinagéo, crescimento e sintese de zearalarmesoginivalenol.

Outro modelo foi descrito, utilizando conceitos tdenperatura, por
Zwietering, Wit e Notermans (1996), e trouxe remildls Otimos para
germinacdo, utilizando dados de. graminearum (BEYER et al., 2004),
comparado também ao modelo Maiorando et al. (2009)

Atualmente, existem poucos modelos que preveem isnie
micotoxinas (VAN DER FELS-KLERX et al., 2010).

Sabe-se que os efeitos das mudancas climaticasnpseleaumento de
laténcia, mudancas nas taxas de crescimento pamacaumento do namero
de geracbes e extensdo da temporada de desenvdlvifRORTER et al.,
1991). Temperatura e umidade sdo os principaisremtalimaticos que
influenciam a infeccao fangica e o crescimentoultuta do milho (DOOHAN;
BRENNAN; COOKE, 2003).

Um modelo mecanicista, ou mecanico, é construidpagir do
conhecimento do processo bioldgico subjacentergpeesenta as relacdes de
causa e efeito entre as variaveis (GARCIA et &8l092. No entanto, os modelos

empiricos se desenvolvem utilizando dados do logalexplorando as
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dificuldades da regido, sédo preditivos e relatamarpatros agrondémicos,
climéticos e condicgBes climéticas para a germinagdescimento e a sintese
de toxina pelo fungo (PRANDINI et al., 2009; ARINgDal., 2009).

De acordo com o nosso conhecimento, o atual modelaptado ao
modelo proposto por Maiorano et al. (2009) e wdiz no presente estudo, sera
a primeira tentativa de quantificar OTA em parao®tmeteorolégicos e em

condi¢bes fenoldgicas.
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CAPITULO 2

DISTRIBUICAO DE ESPECIES TOXIGENICAS E PRODUCAO DE
OCRATOXINA A EM GRAOS CRUS DE CAFE ( Coffea arabical..) DE
DIFERENTES REGIOES DE MINAS GERAIS

RESUMO

O café é um substrato de grande importancia pgreoducao desta
micotoxina, sendo produzida, principalmente, pelsgéciesA.ochraceuse A
carbonarius O estudo foi realizado com os objetivos de awvalidistribuicdo de
espécies toxigénicas em trés regides produtorasaffe do estado de Minas
Gerais, a producao de ocratoxina A por parte dogdsi identificados e também
o efeito das condicfes climaticas, com a utilizagdaum modelo matematico
para projecdo de risco. Foram coletadas, em cab@yaamostras de graos de
café beneficiados das regides do Cerrado, Zona aia & Sul de Minas. A
identificacdo foi feita de acordo com Klich (2008)potencial toxigénico, pelo
médodo plug Agar; a concentracédo de OTA foi anddigzor CLAE e 0 modelo
matematico foi aplicado, utilizando temperaturagist das regides avaliadas,
projecées do IPCC (2004) e dados ecofisiolégicos fimgos estudados. A
espécie da Secadigri mais incidente folA. niger, da SecadcCircumdattie a
espécie mais incidente f8i. ochraceusNao foi detectada OTA por CLAE em
nenhuma amostra analisada. De acordo com o modsknmatico proposto por
Maiorano et al. (2009), a regido mais apta paraseivolvimento e a sintese de
OTA por A. ochraceusnas condicdes de médias de temperaturas atuais, é
Zona da Mata. Com relacédo Ao carbonarius nas condicbes de temperaturas
atuais, a regido do Cerrado é a que mais se adaptandicfes 6timas, 0 que
corrobora o estudo feito em laboratério. Porém, coaumento da temperatura
previsto, esta regido se tornaria menos favordas p desenvolvimento e a
producdo de OTA poA. carbonarius Os resultados obtidos por meio deste
estudo, segundo o modelo matematico, demonstram aquefluéncia da
temperatura podera oferecer uma projecao de riaadistribuicdo de espécies
toxigénicas das diferentes regides cafeeiras mol@ste Minas Gerais.

Palavras-chave: Regides cafeeiraSoffea arabica L.. IPCC. Modelo
matematico.
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ABSTRACT

Coffee is a substrate of great importance for thadgction of this
mycotoxin, mainly produced by the specleschraceusandA carbonarius The
aim of this study was to evaluate the distributadrtoxigenic species in three
coffee producing regions of Minas Gerais, the potidn of ochratoxin A by the
fungi identified and also to assess the effect lmhate through the use of a
mathematical model for projection risk. Samplepmitessed coffee beans were
collected in cooperatives in the regions of ther&iw, Zona da Mataand the
southern Minas Gerais Area. The identification waede according to Klich
2002, toxigenic potential by agar plug method, @€A concentration was
analyzed by HPLC and the mathematical model wadiempusing current
temperatures of the evaluated regions, projectiminshe IPCC (2004) and
ecophysiological data of the fungi studied. The triosident species of the
Nigri Section wadA. niger, that of theCircumdatti Section, waA. ochraceus
OTA was not detected by HPLC in the samples andly2ecording to the
mathematical model proposed by Maiorano et al.0920the region most
suitable for the development and synthesis of Oy bochraceusn terms of
average current temperature is the Zona da Matth MSpect té\. carbonarius
under current temperature conditions, the Cerradmstnfits the optimum
conditions which corroborates with laboratory stuthyt with the predicted
increase in temperature, this region would becoess Ifavorable for the
development and production of OTA By carbonarius The results obtained in
this study, according to the mathematical modebwshthat the influence of
temperature may provide a projection of the distidn of toxigenic risk of
different coffee regions in Minas Gerais species.

Keywords : Regions coffee. Coffea arabica L.. IP@@thematical model.
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1 INTRODUCAO

O café é um produto de importancia agricola no raupdoduzido em
78 paises, representando grande parte dos reculsospaises em
desenvolvimento. Cerca de 80% desta producdo gimtedos para 0s paises
desenvolvidos e somente parte deste café retompadses produtores, na forma
de café solavel e de café torrado (WORLD HEALTH OREZATION, 2006;
KONISHI et al., 2006).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundiatdf e, embora seja
lider no mercado desse produto, é reconhecido moaah@ internacional como
um fornecedor de cafés comuns e de baixo precouaetm Colémbia,
Guatemala, Costa Rica e Quénia sdo reconhecidasppetiucido de cafés de
melhor qualidade (SAES; NAKAZONE, 2004). Para septdender dessa
imagem negativa, nos ultimos anos tem ocorrido umaca intensa pela
melhoria da qualidade, principalmente no que dipe#o as etapas de colheita e
de pds-colheita do café (GIOMO; BOREM, 2011).

Dentre os fatores que interferem na qualidade fingproduto estédo as
diferencas genéticas das plantas; as técnicasegarpt colheita e secagem dos
graos, assim como as diferencas climaticas da8aggrodutoras (TANIWAKI
et al., 2003). A perda de qualidade dos graos, ealgger uma das etapas de
producdo, pode estar relacionada com a incidéneiamicrorganismos,
principalmente por fungos (SOUZA; CARVALHO, 1997%egundo Moss
(1996), a presenca de fungos pode causar efeitbssefaveis tanto na
agricultura quanto indastria de alimentos, devidsua grande capacidade de
adaptacao.

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios prodszpatincipalmente

por espécies dAspergillus Penicillium e Fusarium e fatores como umidade,
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condigbes geogréficas, susceptibilidade das vateslae condi¢cbes de
armazenamento interferem na producdo de micotoxi(@BALFOUN;
BATISTA, 2003; BULLERMAN; TSAI, 1994).

A micotoxina de maior importancia em café é a axiaa A, que €
produzida, principalmente, pelas espéckes ochraceus A. carbonariuse,
raramenteA. niger. Ela causa toxicidades ao organismo, por sua teaistca
teratogénica, imunossupressora, nefrotoxica e bepata No Brasil, existe
uma legislacé@o que vigora desde o ano de 2011,G 1RO, a qual determina o
limite maximo de ocratoxina A em graos de caféatbo e soltvel em 10 pg.kg
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011).

Segundo Pellegrino, Assad e Marin (2007), é precgancar nas
simulacdes de cenarios agricolas que sejam maisyw$ do futuro real e, além
disso, processos fisiol6gicos, desenvolvimentordgas e doencas com base na
alteracdo climatica, mudancas de métodos nos sistpnodutivos e projeces
de avancos tecnolégicos devem ser passiveis delagede matematica e
incorporaveis aos modelos hoje utilizados. Ness&dee estudos simulando os
impactos sobre a agricultura por meio de modeldeméticos foram realizados
por Sigueira, Steinmetz e Salles (2001), para go.trimilho e soja, e por
Marengo e Nobre (2001) e Assad et al. (2004), paaté.

Os objetivos, neste estudo, foram avaliar a disgdn de espécies
toxigénicas em gréos de cafés arabica de trésaegifeeiras de Minas Gerais,
avaliar o potencial toxigénico das espécies idieatifis, analisar a concentragéo
de OTA nas amostras e avaliar o efeito do aumeattechperatura projetada
com mudancas climaticas para o risco de micotoxerasgraos de café no
estado, utilizando um modelo matemético que leve cemsideracdo dados
fisiolégicos dos fungos toxigénicos, dados de ned@mtemperaturas atuais das

regibes estudadas e projecdes de aumento de teonpgreopostas pelo IPCC.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Conducéo do experimento

Foram coletadas amostras de grdos crus de cafécaaréboffea
arabica), da safra 2012-2013, classificados como bebidea,dem trés
cooperativas das principais regides produtorasafie @n Minas Gerais: Zona
da Mata de Minas, Sul de Minas e Cerrado de Minas.

A coleta foi padronizada em uma amostra por cidade o contetiido de
500 g cada, totalizando 30 amostras, considerafidaidades por regido
produtora.

As amostras foram devidamente codificadas e emdsl@&m sacos
plasticos e armazenadas ao abrigo da luz e a tetaperambiente, para
posterior realizacdo das analises. Na Figura 1o ddigpostos os municipios
dentro de cada regido avaliada.
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Cerrado de Minas

1. Araxd

2. Carmo do Paranaiba
3. Coromandel

4. Ibid

5. Monte Carmelo
6. Patos de Minas
7. Patrocinio

8. Presidente Olegirio
9. Rio Paranaiba

10. Serra do Salitre

Minas Gerais Solde Minas

O 11, Bom Sucesso
12. Cana Verde
13, Ttumirim
14. Lavras
15, Luminirias
16. Nazareno
17. Nepomuceno
18. Perddes
19. S, Antdnio do Amparo
20. Trés Coragies

Zona da Mata
21, Araponga
22. Ervilia
13, Guaraciaba
24. Paula Cindido
15, Piranga
26. Ponte Nova
27. Porto Firme
28. Senhora de Oliveira Teixeiras
30, Vigosa

Figura 1 Distribuicdo amostral das coletas de cafe regides Cerrado, Sul e
Zona da Mata de Minas, anos 22043

Na Tabela 1 estdo representadas as coordenadasafgesy dos
municipios estudados, separadas por cada regidadaa



Tabela 1 Municipios avaliados em cada regido cafedd estado de Minas Gerais e suas respectivader@mas
geograficas (latitude e longitude). Dez cidadestiw regides

Cerrado

Sul de Minas Zona da Mata
Municipios Latitude S  Longitude O Municipios Lati®iS Longitude L Municipios Latitude S Longitude O

Lavras 21°14'42"  45°00'00"  Vigosa 20° 45'14" 2° §2'55" Carmo do Paranaiba 19° 00' 03" 46°18'5

Cana Verde 21°01'15"  45°10'55" Ponte Nova 2052" 42° 54' 32" Araxa 19° 35'34" 46° 56' 27"
Paula

Luminarias 21°30'39" 44° 54'10" Candido 20° 52'26" 42° 58' 48" Rio Paranaiba 1938" 46° 14' 49"

Bom Sucesso 21°01'58"  44°45'28"  Ervélia 20280 42° 39' 25" Patrocinio 18° 56' 38" 46° 59' 34"

Perddes 21°05'27"  45°05'27"  Teixeiras 20°39'0 42°39'03" Ibia 19° 28' 40" 46° 32' 20"
Sra.de

Nazareno 21°12'57"  44°36'39" Oliveira 20° 47' 38" 43° 20' 38" Monte Carmelo ¥ 30" 47° 29' 56"

St. Ant.

Amparo 20°56'45"  44°55'08" Guaraciaba 20°34'1  43°00'28" Serra do Salitre 19° 06' 39" 46°24"

Itumirim 21°19'01"  44°52'15"  Araponga 20° 40"0 42° 31'15" Coromandel 18° 28' 22" 47°12'00"

Nepomuceno 21°14' 09" 45° 14' 09" Piranga 20081" 43° 18' 00" Presidente Olegario 18° 25'04" 25°04"

Trés Coragbes  21°41'41"  45°15'19" Porto Firme  0° 40' 22" 43° 05' 02" Patos de Minas 18°34'44"  6°31'04"

474
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2.2 Isolamento de fungos potencialmente ocratoxigi&os

Para o isolamento dos fungos associados a frutasgeios de café
beneficiado, foi utilizada a técnica de plaqueamatditeto. De cada amostra
foram coletados 100 graos, aleatoriamente e, postemte, foi realizada uma
desinfec¢do com hipoclorito de s6dio a 1%, visaaddentificacdo dos fungos
presentes no interior dos gréos.

Durante o processo de desinfeccao, inicialmentdefta uma imerséo
das amostras em alcool 70% para diminuir a tensferfcial do grao,
permitindo melhor contato entre a solucéo de hgydol de sédio a 1%, durante
30 segundos. Como Ultima etapa do processo, for@snréalizadas lavagens
sucessivas com agua destilada e esterilizada, doralidade de retirar residuos
do hipoclorito de sddio.

Apés a desinfeccdo dos grdos, 100 grdos de cadatramimram
transferidos para placas de Petri de vidro commi8e didmetro, contendo meio
de cultura dicloran rosa de bengala cloranfeniBdREC), conforme descrito
por Samson et al. (2000). As placas foram incuhgutas7 dias, a 25 °C, e os
resultados expressos em porcentagem de grados doatin®m por fungos
filamentosos, de acordo com Pitt e Hocking (1997).

O isolamento dos fungos foi realizado com o auxéle® palitos de
madeira esterilizados, transferindo-os com um tegee na cabeca conidial dos
fungos que cresceram na superficie do gréo.

Posteriormente, foram realizadas sucessivas regisagm meio extrato
de malte fhalt Agar ou MA), para a purificagcdo das culturas de fungos
toxigénicos. As culturas purificadas das espécegé&heroAspergillusforam
incubadas em meiozapek yeast AgdCYA), a 25 °C e a 37 °C, e extrato de
malte &gar, ou MEA, a 25 °C, durante sete diasa @arobservacédo das

caracteristicas microscdpicas e macroscopicasitdaspor Klich (2002), sendo:
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a) caracteristicas macroscoépicas: coloragdo (massdiapre diametro
das colbnias, presenca ou auséncia e coloracdecesiberddios e
coloracdo MP reverso das col6nias, em todos ossreicultura;

b) caracteristicas microscopicas: o arranjo entreidéal ligadas a
vesicula, comprimento do conidiéforo, forma e tahmandos
conidios, vesiculas, métulas e fidlides, textura donidios e do
conidioéforo;

c) para a realizagdo da identificacdo microscopicegnfiopreparadas

laminas coradas, observadas em microscopio.

2.3 Avaliagdo do potencial ocratoxigénico dos isaas pelo método Plug

Agar

Todos os isolados identificados pertencem as SeCéesmdatti e
Nigri. Para serem testados, foram inoculados em wyeagt extract sucrose
agar (YES), composto de extrato de levedura, 20,0 gareae, 150 g; agar 20,0
g; MgSq7H,0, 0,5 g e agua destilada, 1 litro, adicionadoalecsio metalica e
em meio CYA, respectivamente, a 25 °C, por 7 diasforme Filtenborg &
Frisvad (1980). Um corte circular de, aproximadamef,5 cm do micélio do
fungo com agar foi colocado sobre a placa de CCBrkhbilica), junto com o
micélio dos demais isolados, um ao lado do outwm) &,5 cm de distancia. O
micélio, entédo, foi retirado e, apds 15 minutos,féita a eluicdo em cuba de
vidro, utilizando como fase mével tolueno aceta@tila (TEF) e acido formico
90% (50:40:10). Este método conta com o fato denquikas micotoxinas sédo
extracelulares, difundindo-se no substrato. A @xrtransferida para a placa de
CCD pelo micélio do fungo colocado diretamente solr placa. Foram
utilizados 10uL de solugcédo padrdo de OTA (Sigma-Aldrich), adieidos em

um ponto pré-determinado da placa de cromatogiafizamada delgada.
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Apés a eluicdo, a placa foi colocada para secarcapela de fluxo
laminar. A confirmag¢&@o quanto a producdo das miioés foi feita sob luz
ultravioleta deA 366 nm, em cromatovisor CAMAG (UF-Betrachter). Os
isolados considerados produtores de OTA foram agugle apresentaram fator
de retencdo (RF) e spot de fluorescéncia semekhaads do padréo da

ocratoxina A.

2.4 Analise de ocratoxina A em gréos de café por GE

As andlises de ocratoxina A por cromatografia tigule alta eficiéncia
(CLAE) foram realizadas no Laboratério de Andligesico-Quimicas de
Aguardente de Cana, no Departamento de Quimicandeetdidade Federal de
Lavras. Utilizou-se a metodologia descrita por darg Santos (2005), para

realizar a extracéo e a purificacdo da OTA.

Extragdo, purificacdo e eluicdo da OTA

Em 25 g da amostra moida a temperatura ambiemtenfadicionados
200 ml de metanol-bicarbonato de sodio 3% (1:lfaado-se por 5 minutos,
em agitador mecanico. Apos a filtracdo em papel ttha 4 e refiltracdo em
papel de filtro GB/B de 47 mm de diametro de mitwaf de vidro em presséo
reduzida, 10 mL do segundo filtrado foram trandfesi para um baldo de 100
mL e completados com 90 mL de solucdo tampéao PBS.

Foram aplicados 100 mL de extrato diluido na collmamunoafinidade
(Ochrapep®-Rhoéne), a um fluxo de 2-3 mL.mint, paparificacao.
Posteriormente, a coluna foi lavada com 10 mL deaagitrapura (UP-900
Scholar UV-integrate Biohuman®) e a secagem fdizada sob vacuo, por 30

segundos.



48

Adaptou-se a coluna de imunoafinidade uma serirgavidro com
capacidade para 20 mL, a qual foi adicionado 1 nelL ntktanol, para o
procedimento de eluicdo. O procedimentobaek-flushingfoi realizado e o
metanol mantido em contato com a coluna por 3 rm@uoram realizadas duas
repeticées e, posteriormente, o eluato foi acoodéxo em frasco de 4 mL e

submetido a banho-maria, em temperatura de 40 “G58ob atmosfera de N2,

Condi¢des cromatograficas e quantificacdo de OTA p&CLAE

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta éintia (CLAE/HPLC)
Shimadzu, equipado com duas bombas de alta presedelo SPD-M20A;
degaseificador modelo DGU-20a, interface modelo CBJ injetor automatico
modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-1DAX coluna usada para
as separacgOes foi: Agilent - Zorbax Eclipse XDB-G4& x 250 mm, 5um)
conectada a uma pré-coluna Agilent - Zorbax EclXB8 - C18 4 - Pack (4,6 x
12,5 mm, 5um).O sistema operou a fluxo constante0,&e mil/min, com
excitacdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. A cohinestabilizada com fase
moével metanol:acetonitrila:agua:acido acético (8328:1). Foram injetados 20
pL das solucdes padrdes e amostras.

A quantificacdo da OTA foi realizada por meio deaucurva analitica
obtida por regressao linear, correlacionando adwgacoversusa concentragao
da respectiva solucao-padrdo. Os limites de detedgd) e quantificacdo (LQ)
foram estimados por meio dos parametros obtidos parcurva analitica
construida (HARRIS, 2008).
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2.5 Aplicacdo de modelo matematico

Para estimar o impacto da temperatura na germinagdorescimento
dos fungosA. ochraceus A carbonariuse na sintese de OTA, adaptou-se um
modelo matematico.

O modelo GERMRH foi descrito utilizando-se conceitte temperatura
determinados por Zwietering et al. (1996), trazemesultados 6timos para
germinagédo, crescimento e producédo de OTA, utilivatiados ecofisiol6gicos

dos A.ochraceu® A.carbonarius.

Equacéo 1: Germinagdo

GERMT = (T-Tmax)(T-Tmin)2
(Totm- Tmin)[(T otm - T min)( T - T otm) —
(T otm-T max)(T otm + T min) - 2 T)]

Equacao 2: Crescimento

CRESCT = ( T-Tmax)(T-Tmin)?2
(Totm- Tmin)[(T otm - T min)( T - T otm) —
(T otm-T max)(T otm + T min) - 2 T)]

Equacao 3: Producéo de OTA

OTAT= ( T-Tmax)(T-Tmin)2
(Totm- Tmin)[(T otm - T min)( T - T otm) —
(T otm-T max)(T otm + T min) - 2 T)]
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em queT é temperatura (dados atuais do local avaliadopen T maxe T min
representam 6tima, maxima e minima para a gernonagéscimento e sintese
de OTA pelos determinados fungos. Estes fatoresrfodobter valores entre 0
(sem condi¢cbes, para germinacdo, crescimento otessinde OTA) e 1
(condicdes 6timas).

Os dados ecofisiolégicos utilizados para o calcdé germinagéo,
crescimento e sintese de OTA para os furfgoschraceuse A. carbonarius
foram baseados em valores de referéncia para tatoEs minimas, 6timas e
maximas determinados por Pitt e Hocking (2009), &aet al. (1998), Pardo et
al. (2005) e Beli et al. (2005). Os valores deréfeia estdo dispostos na Tabela
1 do Anexo.

Utilizaram-se dados médios de temperatura, parasgpectivas regides
de estudo, quanto aos meses de setembro a dezelmbf®12 (amostras
provenientes da safra 2012/2013), coletados atrdeémstituto Nacional de
Meteorologia (INMET), os dados estdo disponiveiFabela 2 do Anexo.

Acrescentaram-se as médias de temperatura att@is31°C e 5,8 °C,
para avaliar as condi¢cfes estabelecidas nos modelesordo com as projecdes
de mudancas climaticas propostas pelo IPCC (INTERERNMENTAL
PANEL ON CLIMATE CHANGE, 2004), obtendo-se, dessarnfa, uma
estimativa das melhores condi¢cfes para a germinagér@scimento e a sintese
de OTA, conforme o aumento da temperatura. Pana fissestabelecido que o
aumento de 1 °C é uma predicéo otimista; 3 °C ¢€ predicdo mediana e 5,8

°C, uma predicao pessimista.

2.6 Andlises estatisticas
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As analises estatisticas para a incidéncia de fundm género
Aspergillusdas secc¢deSircumdattie Nigri, em relacdo as regides e as cidades
estudadas, foram realizadas por meio de analisard@cia (ANAVA) e o teste
de médias, por Scott e Knott a p < 0,05. Parartestaontrastes de interesse
entre as regides estudadas, foi aplicado o Eesiep < 0,05 (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Incidéncia de fungos toxigénicos e producao de OTA

Os valores médios encontrados para o nimero dedusglados em
gréos de café beneficiados das cidades de cadmwragaliada de Minas Gerais
estdo dispostos na Tabela 2.

Observa-se que houve diferenca significativa, petteF (p<0,05),
entre as cidades, para todas as regifes estudpda&En, ocorreu maior
variabilidade entre as cidades da regido da ZonaMd& (7,0%-25,0%) e
Cerrado (0,00-14,00), em relagdo as cidades dalé&sMinas. Este fato ndo foi
observado por Batista et al. (2003) que relatardstrilwlicdo uniforme de
fungos toxigénicos em amostras de graos de caféifeientes regibes, o que
pode ser explicado pelo fato de se tratar de aawodiferentes, coletadas em um
periodo de 10 anos de diferenca.

A cidade da regido do Cerrado que apresentou nia@déncia
fingica foi Carmo Paranaiba; na regido do Sul deab)i observou-se maior
incidéncia para a cidade de Trés Cora¢bes e na dandata, as cidades de
Ervalia e Araponga apresentaram os maiores valkbeefungos toxigénicos.
Avaliando a seguranca do café verde comercializamlanercado externo e
interno, em relacdo a producdo de ocratoxina A,eRob(2008) também
encontrou variabilidade entre os locais estudadesnstatou que as cidades
Araponga e Ervalia apresentaram contagens maisadgdevem relacdo a
leveduras e fungos.

De acordo com Chagas e Malta (2003), a topografiavariacdo da

altitude e do clima condicionam a ocorréncia desrdifites microclimas na
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regido na regido da Zona da Mata de Minas, ocasiluna producéo de cafés de
qualidade inferior, principalmente devido a ocociérde microrganismos.

Avaliando as regifes cafeeiras do norte do estad®agana, Magnani
et al. (2005) detectaram a presenca de espéciesgmimente ocratoxigénicas
em 82% das regides estudadas. Martins, Martingre@ (2003) relataram que
91,7% das amostras de cafés do Brasil estavam noimatdas por fungos
potencialmente toxigénicos. Foram detectados fudgssgénerosspergillus
Penicillium e Fusarium em graos de café beneficiados no sudoeste da,Bahi
oriundos de diferentes locais e tipos de processam@ERREIRA et al.,
2011).

Tabela 2 Valores médios de contaminagdo dos grdacsafé beneficiados de
diferentes cidades e regiées de Minas Gerais: méégimbabilidade
de significancia (F) determinada por analise déamara (ANAVA)
de 10 cidades e 3 regides

Cerrado de Minas Sul de Minas Zona da Mata de Minas
Cidades VM Cidades VM Cidades VM
Patos 0,00 a Lavras 1,50a Guaraciaba 7,00 a
Paula
P. Olegario 3,00 a Cana Verde 2,25 aCéandido 8,50 a
Coromandel 3,25a Luminarias 3,00a Porto Firme 08,0
Serra do
Salitre 4,00 a Bom Sucesso 3,50a Piranga 11,25a
Patrocinio 4,25 a Perddes 525b Srade Oliveira ,2519
Monte
Carmelo 6,50 b Nazareno 5,75b  Ponte Nova 20,50 b
S. A.do
Ibia 7,50b  Amparo 6,75b  Vigosa 23,00 c
Araxa 10,50 ¢ Iltumirim 7,25b  Teixeiras 2450 c
R. Paranaiba  12,25c¢c Nepomuceno 8,75b  Ervalia 25,00c
Trés
C. Paranaiba 14,00 c Corages 10,0b  Araponga 25,00 ¢

F 0,00 0,00 0,00
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entpels teste de Scott-Knot, a 5% de
probabilidade
VM = valores médios

Os resultados encontrados para a incidéncia deosumtp género
Aspergillus Se¢besNigri e Circumdattj bem como a quantidade de isolados
produtores de ocratoxina A (OTA) e o nimero totigblados por regido, estdo
dispostos na Tabela 3.

A presenca de fungos do génekepergillusem grdos de café pode
ocorrer devido a distribuicdo geogréfica do Bragmilire as coordenadas 26° e
35° latitudinais (KLICH, 2002), assim como as c@féis ambientais e o tipo de
processamento atribuido ao café. As cidades de glao avaliada neste
estudo encontram-se neste intervalo de coordetatitadinais.

As regides avaliadas diferiram entre si, estatistiente, quanto a
incidéncia deAspergillusSecaoNigri e AspergillusSecaoCircumdattj tendo a
regido da Zona da Mata sido a mais expressivajdseglas regides Cerrado e
Sul de Minas. Foram isolados 75 fungos da segé@pi e 20 da secao
Circumdatti na regido da Zona da Mata; na regido do Cerifadan isolados
41 fungos da secaNigri e 14 da secaCircumdattie, no Sul de Minas, 19
fungos da secadigri e 1 fungo da sec&dircumdatti

Tabela 3 Valores médios de isoladds nigri, A. circumdatti e isolados
produtores de OTA em graos crus de café de difeserdgides de
Minas Gerais: média e probabilidade de significAngiF)
determinada por analise de variancia (ANAVA) de@des

Re'\g/gl;gg: de A. nigri A. circumdatti Isolados produtores de OTA
Sul 2,10a 0,10 a 0,00 a
Cerrado 4,10b 1,10 a 1,10b
Zona da Mata 7,50 c 2,30b 1,30 c

F 0,00 0,00 0,04
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entpels teste de Scott-Knot, a 5% de
probabilidade

Paterson e Lima (2010) afrmam que a contaminagdo fpngos
ocratoxigénicos em graos de café ocorre na presimgandicdes especificas,
como clima, suscetibilidade da planta, fatoredrinrcos e extrinsecos, o cultivo
do produto, o manuseio, os nutrientes do substmt@ genética dos
microrganismos. A regido Zona da Mata de Minas atariza-se por baixo
déficit hidrico, temperaturas relativamente altascémulo de umidade nos
locais de plantio e de secagem do café (CORTEZ7;1€ARVALHO;
CHAGAS; SOUZA, 1997). Estes fatores podem contribypara o
desenvolvimento de microrganismos, tais como ogdsilas espécidés nigri e
A.cCircumdatti

O numero de espécies despergillus da SecdoNigri e da Secdo
Circumdatti encontradas em cada regido de estudo é apreserdababela 3.
Dentre os isolados da seddigri, a espécie mais incidente #i niger, tendo 22
deles sido encontrados na regido da Zona da Mhatag Zerrado e 5 no Sul de
Minas. Somente na regido do Cerrado foram encargréd carbonarius
totalizando 3 isolados (Tabela 4). Para a s&jamumdattj foram encontradas
as espéciesA. ochraceus A. insulicola A. melleus A. sulphureuse A.
auricomus A espécieA. ochraceusapresentou-se em maior nimero nos cafés
avaliados, representando 85% do isolados da Seg@omdattino Cerrado,
55% da Zona da Mata, porém, na regido do Sul deadMindo foram
identificadosA. ochraces Rezende (2010) relata a incidéncia de 35,20% da
espécieA. ochraceus Batista e Chalfoun (2007), 91,81%Aleochraceusem

diferentes fracdes de café.
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Tabela 4 Distribuicdo de espécies de fungos dorgéhspergillusdas secdes
Nigri e Circumdattiem gréos crus de café de trés regifes do estado de

Minas Gerais

Espécie dé. nigri ~ Zona da mata Cerrado Sul Total
A. brasiliensis (1) (1) (0) (2)
A. carbonarius (0) (3) (0) (3)
A. foetidus (20) (11) @) (38)
A. japonicus (6) (0) (0) (6)
A. niger (22) (22) (5) (48)
A. nigeragregado a7 3) 4 (24)
A. tubingenses (9) 2 (3) (14)

Espécie dé\. Zona da matade Cerradode  Sulde

circumdatti Minas Minas Minas Total
A. auricomus (1) (0) (0) 1)
A. insulicola 2) (0) (0) (2)
A. melleus (1) (0) (0) (1)
A. ochraceus (11) (8) (0) (19)
A. sulphureus (5) (3) €)) 9)

Em um estudo sobre a incidéncia de fungos poteneiztk
toxigénicos em gréos de café verde beneficiadadizaglo por Rezende et al.
(2013), foi constatada incidéncia de 27,29% Aepergillus da Secéo
Circumdattie 29,25 % ddigri. Estes dados corroboram os dados encontrados
no presente estuddNo entanto, Batista et al. (2009) encontraram resaior
valores deAspergillusSecaoCircumdatti(41%) em relacdo AspergillusSecéo
Nigri (25%), para grédos de café beneficiados. SegundaocAbet al. (2003),
maiores incidéncias daspergillusSecaoNigri sdo detectadas, possivelmente,
pelo fato de estas serem mais resistentes a luzleNiclo a coloracdo de seus
esporos, 0 que aumenta a sua capacidade de coiopgiglo substrato
(DUARTE; PENA; LINO, 2010). Ainda em relagéo a ppednancia de fungos

da SecéddNigri em relacdo a Secd8dircumdattj ela pode ser atribuida a uma
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vantagem competitiva. Nasser et al. (2003) verifica acdo antagonista da
espécieAspergillus nigersobre as espécies da Sed@iocumdattj e acéo
antagonista na producéo de OTA.

Perrone et al. (2007) afirmam que a espdcieniger € amplamente
distribuida no ambiente, mas ndo s6 em grédos @ Eafa espécie também é
comumente encontrada em uvas em maiores quantjgaém,A. carbonarius
€ que tem maior potencial de produc¢édo de OTA (LEGHt@l., 2007; PRADO
et al., 2004).

Foram encontrados trés isoladosAlecarbonarius somente na regiao
do Cerrado. Esta espécie cresce em temperaturasbaizas que a espéde
niger e tem temperatura 6tima de 30° C; sua capacidadesdcer em Aw baixa
€ mais restrita. A espécke nigeré xerofilica, com germinagéo relatada em aw
de 0,77 a 35° C e sao resistentes a temperatuiasaltaes, tolerantes a acidez e
aw um pouco mais baixa (DUARTE; PENA; LINO, 20100RLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

As regides avaliadas diferiram entre si estatisterdte quanto ao
namero de isolados produtores de OTA pelo métodg @yar, de acordo com a
Tabela 3. Na Figura 2 observa-se o nimero de issldd fungos toxigénicos
produtores de ocratoxina A, por regido estudada.
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Figura 2 Numero de isolados de espécieAdechraceuse A. carbonarius
produtores de OTA, por regido estudada

Nota-se que a regido da Zona da Mata de Minas ® &alrado
apresentaram um total de 11 e 8 isoladog.dechraceus respectivamente. A
regido Sul de Minas ndo apresentou isolados Adeergillus da Secéao
Circumdatti produtores de OTA. A espécik. carbonariusfoi identificada
somente na regido Cerrado de Minas, num totalisel&dos.

Diversos sdo os fatores responsaveis pela inciaémei espécies de
fungos potencialmente produtores de ocratoxina Acef@, podendo ser citadas
as condicBes ambientais, como umidade e temperdiera como os fatores
intrinsecos, como atividade de agua (ESTEBAN e2806). Alves, Volpato e
Vieira (2011) enfatizam que as regifes cafeeiraestado de Minas Gerais
apresentam caracteristicas distintas, devido agsarade extensao territorial,
dispondo de diversas faixas latitudinais com temipeas mais amenas no
extremo sul e mais quentes no extremo norte.

O fato de o Sul de Minas néo ter demonstrado aéncia de isolados

produtores de OTA pode ser justificado pelo fatesta regido ser montanhosa,
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com altitudes que variam entre 700 a 1.080 m, ifileessao climética entre os
tipos B2 e B3 (Umidos) e médias de temperaturasivaimente mais baixas que
as de outras regibes (SCOLFORO et al., 2007; FUNBBCCENTRO
TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS, 1983).

Apesar de ser uma regido caracterizada como Unddabaixas
temperaturas aliada as altas altitudes tornam i@or@genos propicias para o
desenvolvimento de fungos toxigénicos e produca®ta. Segundo Ayoade,
(2003), a temperatura decresce 0,6 °C, a cada If@atiitude crescente.

Segundo Batista et al. (2009), dentre as espéoiegercAspergillus
da secacCircumdatti o A. ochraceu® a mais comum e a maior produtora de
OTA em café. De acordo com Rezende (2010), a espiédi. ochraceudoi a
principal produtora encontrada em grdos de cafiresentando 89,55% dos
isolados totais dA. ochraceusBatista et al. (2009) realizaram um estudo com
cafés provenientes de diferentes processamentogedes quais 95% doA.
ochraceugroduziram micotoxina.

A ocratoxina A, em geral, € produzida em gréos pafés espécieA.
ochraceus, A. carbonarius, raramentei. niger (TANIWAKI et al., 2003). O
A. carbonariusé considerado a principal espécie produtora de @MAuvas e
em produtos derivados de uva (PERRONE et al., 2BATTILANI; MAGAN;
LOGRIECO, 2006). Ocasionalment&, carbonariustem sido encontrado em
gréos de café, améndoas de cacau, amendoim e (TANIWAKI et al., 2003;
JOOSTEN et al., 2001; MAGNOLI et al., 2003). Pradal. (2004) afirma que
espécies dA. carbonariussdo boas produtoras de OTA, no entanto, ndo muito
comuns em graos de café.

Dentre os fatores que justificam a incidéncia deg@s toxigénicos,
comoA. ochraceu® A. carbonariusestao as condi¢des climéticas e geogréficas

da regido, bem como as praticas de manejo reatizddsde o0 processo de
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colheita até o armazenamento e a composi¢do quitoicedo (DURAN et al.,
2013; CHALFOUN, 2011; ROBERTO, 2008; BEUX; SCCOD02).

Andlise da concentragdo de ocratoxina A (OTA) em @os de café

beneficiados, por cromatografia liquida de alta efiiéncia

A partir da deteccdo de producdo de OTA por alguregspécies
encontradas nos graos crus de café das trés regidestado por meio da
cromatografia de camada delgada, foi utilizado tmbo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)rgavaliar a concentracao da
mesma nos graos.

A ocratoxina A nao foi detectada em nenhuma dassaas analisadas,
as quais apresentaram concentracdes muito abaigo lidites maximos
toleraveis (LMT) para o consumo. A legislacdo beirsi ndo estabelece limites
maximos toleraveis para grdos de café crus, segarRBDCn° 7 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011). Os valored MT s&o para
café torrado (em grdo ou moido), 10Kgg Partindo do pressuposto de que o
processo de torracdo influencia a diminuicdo ddsresa residuais de OTA em
café (OLIVEIRA, 2012), poderiam ser admitidos ma®mniveis residuais em
graos de café crus.

Pimenta e Vilela (2003) realizaram um estudo coféscaubmetidos a
diferentes tempos de espera antes da secagem detémiaram OTA pelo
método de CLAE. Este resultado também foi evidelmwigor Rezende (2010),
com graos de café de cultivo tradicional e organico

Apesar de espécies fe ochraceuserem sido encontradas nas amostras
analisadas e terem sido qualitativamente clasddgcacomo produtoras de
ocratoxina A pelo método plug &gar, néo foi detdecta presenca de OTA nas

amostras, indicando que a presenca do fungo prochd#s amostras nao
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determina a presenca da toxina. Fujji et al. (20&f)mam que a cafeina é
apontada entre os componentes naturais do café a@mostancia com possivel
atividade inibitéria no crescimento de fungos téxigos e na producdo de
micotoxinas. Tal fato pode sugerir que tenha sidados fatores para explicar as
baixas concentracdes de OTA nas amostras. Chadfioah (2000) constataram
a atividade inibitéria de cafeina no crescimento Alpergillus spp. A.
ochraceusA. flavus.

Diversos fatores podem interferir na qualidade df#,cespecialmente
aqueles relacionados as etapas poés-colheita deegs@roento e secagem
(FERRREIRA et al., 2011). Batista et al. (2003) sidaram que baixos indices
de contaminacdo sugerem boas praticas agricolasle d@ colheita, a p0s-
colheita e o processamento, até o armazenamenssaDmaneira, pode-se
considerar que o presente estudo pode ter sidaadalcom cafés advindos de
processos agricolas adequados.

Em um estudo feito por Carvalho e Chalfoun (1985)amostras de café
classificadas como bebida mole e bebida dura apesen indices de infeccdo
dos fungosA. ochraceuse A. flavus acentuadamente menores que nos cafés
classificados como bebida riada e rio. Meirelle39Q) demonstrou elevada taxa
de infeccdo por fungos, nos cafés de pior qualidedee riado), o que pode
justificar os resultados obtidos no presente estuoh@ vez que a qualidade do
café amostrado foi padronizada como bebida duraacdedo a Classificacao
Oficial Brasileira (AOB).

ProjecBes matematicas para germinacao, crescimerggproducao de OTA
Os valores foram expressos em resultados numa fhx® a 1,

calculados a partir do modelo matemético propostoMaiorano et al. (2009).

Quando os resultados apresentaram-se préximofeaf)) atribuidas condicdes
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impréprias e resultados proximos a 1, atribuidasdiges favoraveis. Estes
resultados foram calculados a partir das tempemtiuais (dados coletados no
Instituo Nacional de Meteorologia, INMET, médiassdneses de setembro a
dezembro de 2012, correspondendo ao ano da safrandastras coletadas) e
outras trés temperaturas acima da temperaturaeatdafC, 3 °C e 5,8 °C.

Na Tabela 5 estdo expostos os resultados pardoososérealizados por
meio do modelo, com relacdo & germinacao, ao onesto e a sintese de OTA,
utilizando a média de temperatura dos meses dmlsetea agosto de 2012 e a
elevacdo em graus da temperatura, de acordo cqmopgs;0es estabelecidas
pelo IPCC.

Tabela 5 Valores calculados a partir de projec8eabelecidas pelo IPCC com
relacdo a germinacdo, ao crescimento e & sinte€d de por fungos
das espécieAspergillus ochraceus/alores variando entre 0 e 1
Médias de

Ta+1°C T2 +3 °C T2 +5,8 °C
temperaturas
A. ochraceus
Germinagdo
Zona da Mata 0,58 0,66 0,999 0,71
Sul 0,55 0,63 0,998 0,79
Cerrado 0,995 0,998 -1,79 -6,2
Crescimento
Zona da Mata 0,94 0,97 0,999 0,94
Sul 0,93 0,96 0,999 0,95
Cerrado 0,86 0,80 0,623 0,28
Sintese de OTA
Zona da Mata 0,84 0,92 0,999 0,71
Sul 0,80 0,89 0,998 0,79
Cerrado 0,26 -0,21 -1,79 -6,2

Na Figura 3 estdo dispostos os resultados encostrad equacdo 1,

para a germinacao da ochraceus
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Figura 3 Dispersao gréfica dos resultados da equhgdaraA. ochraceusem
funcdo da temperatura, no intervalode 0a 1

Diante das médias das temperaturas atuais, osadssilda equacao 1,
para oA. ochraceusforam mais préximos as condicfes 6timas na regio d
Cerrado (Tabela 5). Ja para as regifes Zona da MlaBal de Minas, os
resultados foram intermediarios, com valores d8 8,8,55, respectivamente.

A partir do acrescimo de 1 °C, de acordo com agegbes feitas pelo
IPCC, a regido do Cerrado aproxima-se ainda maissidtado étimo, com o
valor de 0,998, seguida da Zona da Mata e do SMidas, que apresentaram
resultados de 0,66 e 0,63, respectivamente.

O calculo da férmula alterando a temperatura c@stimativa mediana,
acrescendo 3° C, obteve resultados crescentesapaegioes da Zona da Mata
(0,999) e Sul de Minas (0,998). Em contrapartid&;eorado apresentou valor
menor em relagdo a temperatura atual, o que sggera regiao esteja acima da
temperatura ideal para a germinacao dos fungos.
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A projecao pessimista que eleva a temperatura 8y, com relacéo
as atuais, mostra resultados crescentes em furamrdento da temperatura
para a germinacdo do fungo nas regides da Zonaada &ISul de Minas, com
os resultados de 0,71 e 0,79, respectivamente, eoagutorna ainda mais
préximas das condi¢des 6timas. Ja a regido do dieqae, nas condicfes atuais
de temperatura, se encontra nas condi¢cdes prodismdsmas para germinacgao,
com a elevacgdo gradual da temperatura se tornafavdeavel ou inapta para a
germinacgéo dé\.. ochraceussegundo o modelo matematico e as projecdes feitas
pelo IPCC e Assad et al. (2004).

Na Figura 4 estéo dispostos os resultados encostredequacao 2, nos
valores entre 0 e 1, para o crescimentd.dechraceus

Crescimento -A. ochraceus

1,2

W Atual
mOtimista
B Mediana

W Pessimista

Zonada Mata Sulce Minas Cerrado

Figura 4 Crescimento d& ochraceugm funcao da temperatura

Os resultados dos célculos obtidos por meio dagégu2, para avaliar o

crescimento dé\. ochraceusem fun¢éo da temperatura atual, apontam a regido
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da Zona da Mata como a mais proxima das condigiegssi de crescimento,
com valor de 0,94, seguida da regido do Sul de $#naor Ultimo, da regido do
Cerrado, com valores de 0,93 e 0,86, respectivan®d resultados obtidos em
laboratério no presente estudo ndo corroboram dsreg encontrados no
modelo matematico, visto que a Zona da Mata feg#@o com maior incidéncia
de A. ochraceusseguida do Cerrado e da regido do Sul de Minaes,foj a
menos incidente.

Suarez-Queiroz et al. (2004) afirmam, com base rerestudo realizado
in vitro, avaliando o crescimento de ochraceusque a temperatura 6tima de
crescimento € de 30° C, proxima da média de teryaratual do Cerrado. No
entanto, ndo se pode afirmar, apenas com dadosndeetatura, a taxa de
crescimento em uma determinada regido. Os autdnel asclarecem que
devem ser verificados a umidade relativa do ar eiwesis de precipitacéo, e
também o tipo de processamento de pos-colheitzadd (via seca ou via
umida), pois existe a probabilidade de estes afietas componentes intrinsecos
do gréo.

Os resultados encontrados para os calculos base@loprojecédo
otimista apontam a regido da Zona da Mata comois pnéxima das condicdes
Otimas para o crescimento (0,97), seguida do Silidas (0,96) e do Cerrado
(0,80).

Para a projecdo mediana, as regides Zona da M&al €le Minas
obtiveram valores de 0,999, e o Cerrado, 0,623taRtmr, de acordo com o
modelo matematico, se houver um aumento de 3° 2gides da Zona da Mata
e Sul de Minas estardo mais aptas para o cresanger. ochraceugjue a
regido do Cerrado.

Aumentando 5,8° C na temperatura atual, ha um sigoné nos
resultados obtidos nas trés regibes, porém, o &ididas apresenta valor mais

préximo da condig&o 6tima. Portanto, com a projggEasimista, observa-se que
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a regido Sul de Minas pode ser a mais apta paresoimento dé. ochraceus
segundo o0 modelo matematico.

Em comparacédo com os resultados encontrados papatatura atual, a
Zona da Mata encontra-se com valores mais proxasasondicdes favoraveis,
com o aumento da temperatura; o Sul de Minas, dedacom as projecdes
pessimistas, sera a regido que tera melhores émwdgara o crescimento, em
funcdo da temperatura. Vale ressaltar que existgroofatores, como umidade,
aw do gréo, tipos de processamentos, periodo dezamamento, uso de
fungicidas, composicao do substrato e competic@&oolviana, que podem afetar
de forma significativa o crescimento do fungo (CHAMWN et al., 2000;
TANIWAKI et al., 2003).

Na Figura 5 estdo dispostos os resultados encastipara o calculo
da equacéo 3, para a producdo de OTA Aoochraceusem um intervalo

entre 0O e 1.
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Producgéo de OTA A. ochraceus

1,2
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Figura 5 Producgéo de OTA pér ochraceusem funcdo da temperatura

Segundo Ramos et al. (1998), a faixa de temperaitinaa para a
producdo de OTA ¢é de 25 °C a 30 °C. Dessa foroma,as temperaturas atuais,
a regido com valores mais proximos a 1 foi a Zanddta, com 0,84, seguida
da regido Sul de Minas, com 0,80. A regido do @err@presenta menor risco
de producao de OTA, segundo o modelo, com o vald,20.

O modelo matematico confirma os resultados obtidws, presente
estudo, por meio da cromatografia liquida de ditaémcia, que ndo apresentou
producédo de OTA nas temperaturas atuais (Tabekirja se pode atribuir este
resultado a fatores como efeito inibitorio pelacada acido clorogénico e da
cafeina (SUAREZ-QUEIROZ et al., 2004) e também alidade final da
bebida, assim como relatado por Carvalho e Chalft@85), que amostras de

café classificadas como bebida mole e dura ap@sentmenores infec¢des por
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A. ochraceuse menor producdo de OTA do que cafés classificado® rio e
riado.

Com a projecdo de aumento de 1° C, projecdo oiptiéiserva-se que a
regido da Zona da Mata aproxima-se mais das caesliffimas para a producdo
de OTA, com valor de 0,92. A regido do Sul de Mitembém se aproxima
dessas condi¢bes, com valor de 0,89 e a regidoed@add encontra-se nesta
situacéo otimista fora das condi¢Ges de producdaToe com -0,21.

De acordo com as projecdes médias, observa-sesqegides da Zona
da Mata e Sul de Minas encontram-se praticamenteoaticGes 6timas para a
producdo de OTA, com os resultados de 0,999 e 0/@8Bectivamente, e a
regido do Cerrado se afasta ainda mais das cosdd@as, com o -1,79.

Elevando-se a temperatura em 5,8°C (projecdo pista)iras regides do
Sul e Zona da Mata se afastam das condi¢fes ideansyalores de 0,79 e 0,71,
respectivamente, e a regido do cerrado se mansantti das condi¢Bes para
producdo de OTA, com -6,25, fora de risco, de acardm as projecdes
pessimistas e 0 modelo matematico utilizado.

De maneira geral, pode-se afirmar, de acordo comdelo matematico
e as projecdes feitas por Assad et al. (2004) eo p#PCC
(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE, 2004)qgue a
regido do Cerrado é a que tem menos ricos quaptoducdo de OTA poA.
ochraceusem todos os parametros de temperatura avaliadas. réfyides Zona
da Mata e Sul de Minas apresentam maiores riscos @aproducdo da
micotoxina, na faixa de projecdo mediana, acrescéndC nas temperaturas
atuais avaliadas.

Na Tabela 6 estdo dispostos os resultados encosticain 0 modelo
matematico para germinacdo, crescimento e produwEoOTA por A.

carbonarius
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Tabela 6 Valores calculados a partir de projec8eabelecidas pelo IPCC com
relacdo a germinacdo, ao crescimento e a sinte€ Aepor fungos
das espécieaspergillus carbonariusvalores variando entre O e 1

Temperatura

Regido +1°C +3°C +5,8°C
atual
A. carbonarius

Germinacao
Zona da Mata 0,94 0,97 0,99 0,94
Sul 0,93 0,96 0,99 0,95
Cerrado 0,86 0,80 0,62 0,27
Crescimento
Zona da Mata 0,79 0,85 0,95 0,998
Sul 0,76 0,83 0,93 0,999
Cerrado 0,96 0,91 0,75 0,367
Sintese de OTA
Zona da Mata 1,03 1,04 1,04 0,96
Sul 1,02 1,03 1,04 0,97
Cerrado 0,88 0,80 0,62 0,27

Na Figura 6 apresenta-se a dispersao grafica dugtados obtidos
dentro do intervalo de 0 a 1 para equacdo Asigergillus carbonariusem

funcdo da temperatura.
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Germinacgéo A. carbonarius
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Figura 6 Germinacao db. carbonariusem funcdo da temperatura

Foram encontrados resultados muito proximos aosisdgara
germinagdo dé\. carbonariusnas temperaturas atuais, sendo de 0,94, na Zona
da Mata; de 0,93, no Sul de Minas e de 0,86, ncaGer

Com o acréscimo de 1 °C na temperatura atual d@deeavaliadas, o
resultado mais alto foi observado na Zona da Ma@r}, seguida do Sul de
Minas, com 0,96 e do Cerrado, com 0,80. Nota-g®, @® resultados obtidos no
modelo, levando em consideragdo o fator temperatu® com o0 aumento da
mesma, as regibes da Zona da Mata e Sul de Mirtasregiam mais aptas para
germinacgao dé\. carbonariuse a regido do Cerrado, menos apta.

A projecdo mediana eleva ainda mais os resultadddoda da Mata e
Sul de Minas, com resultados de 0,99 para ambasradza regido do Cerrado, 0
valor decresce para 0,62, sugerindo que, segunuelo, seria a regido menos
apta para germinacgao fecarbonarius.
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Observa-se, com a elevacado da temperatura em 5, as trés
regibes apresentam valores inferiores aos obsesvaiprojecdo mediana, com
valores de 0,94, 0,95 e 0,27, para Zona da MathdS&wWinas e Cerrado,
respectivamente. Porém, a regido do Cerrado seéémantis afastada da faixa
de condicBes 6timas para a germinacao, na propegssmista.

Na Figura 7 estdo dispostos os resultados da emuacfara o
crescimento dé. carbonariusem fungdo da temperatura.

Crescimento -A. carbonarius
1,7

:

1
9.8 7 W Atual
3,6 - Otimista
W Mediana
3,4 4
W Pessimista
3,2
0] | | |

Zovada Mata  Sulde Minas Corrade

Figura 7. Crescimento dke carbonariusem funcdo da temperatura

Os resultados obtidos, por meio da equacédo 2,garascimento da.
carbonarius utilizando as temperaturas atuais, apontam a regé&errado
como a mais proxima das condi¢des Gtimas paraszianento (0,96); Zona da
Mata e Sul de Minas apresentaram valores de 0,0¥& respectivamente.
Estes valores relacionam-se com os resultadosrdosgimentos realizados em
laboratério, nos quais foram isoladds carbonariussomente em graos da

regido do Cerrado.
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Aspergillus carbonariusrdo sdo muito comuns em café (HOKING et
al., 2007). Rezende (2010), em estudo direcionadm @rdos de café
convencional e organico, ndo encontrou isolado&. darbonarius espécieue
tem capacidade de crescer em baixas Aw bem res{iibARTE; PENA;
LINO, 2010).

Com a elevacdo de 1°C nas temperaturas atuaisgé®es da Zona da
Mata e Sul de Minas obtiveram resultados aumentadoselacdo aos obtidos
na temperatura atual, 0,85 e 0,83, respectivampatém, a regido do Cerrado
apresentou resultado inferior, de 0,93, em comparagos resultados
encontrados para as temperaturas atuais.

Avaliando as temperaturas sob a projecdo medidmsereou-se que
ocorreu um aumento dos valores nas regides dadmMata e do Sul de Minas
e um decréscimo na regido do Cerrado.

Para a condi¢do pessimista (+ 5,8 °C), a Zona da &la Sul de Minas
obtiveram resultados com valores de 0,998 e 0,@%pectivamente, tornando-
as praticamente em condi¢cbes Otimas para o cresginte A. carbonarius
Entretanto, a regido do Cerrado que, nas condigiiieés, € a mais susceptivel
para o0 crescimento, com a elevacdo da temperatutarisa menos favoravel,
com resultado de 0,367.

Na Figura 8 estdo representados os valores endosatraa equacéo 3

para a producdo de OTA pér carbonarius.
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Producgéo de OTA A. carbonarius
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Figura 8 Producdo de OTA pér carbonariusem fungéo da temperatura

Com relagdo a producéo de OTA porcarbonariusnos valores de média
de temperatura atuais, as regibes da Zona da Mata 8ul de Minas se
aproximam mais do valor ideal 1. Com a projecaanista, 0s resultados
observados sdo semelhantes aos encontrados nadéabemperatura atual. De
acordo com as projecdes medianas, o valor encorpia@ o Cerrado se mantém
mais afastado de 1, portanto, fora das condic@ima®ipara a producédo de OTA.
Com o acréscimo de 5,8 °C as temperaturas atuéisrrado, de acordo com o
modelo, seria a regido menos apta para a prodecacratoxina A.

Pode-se observar, de acordo com as projecdes esoftados da
equacdo 3, que a regidao do Cerrado teria condigts favoraveis para a
germinacgéo d@. ochraceusas condi¢Bes atuais de temperatura, porém, com o
aumento da temperatura em 5,8 °C se tornaria ipgptaa germinacdo. Para o

crescimento e a producdo de OTA, a regido da Zandata, nas condi¢des de
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temperatura atuais, € a mais apta, seguida daordgigsul de Minas, com a
projecdo mediana se encontra nas condi¢fes Gtimas.

Observa-se, para a germinacdo Alocarbonarius que as regides da
Zona da Mata e do Sul de Minas seriam as mais q#es a germinacao,
chegando nas condi¢cbes 6timas com o acréscimo tle. J4 a regido do
Cerrado, com todos os aumentos de temperaturaagios)lse tornou cada vez
mais inapta para a germinagdo. Com relagdo aoim@sD, a regido do
Cerrado, nas condi¢des atuais de temperatura, @saapta para o crescimento,
0 que confirma os resultados encontrados em labs@ailCom o aumento de
temperatura de 5,8° C, a regido do Cerrado sertarimapta para o crescimento
e para a producdo de OTA. Pode-se sugerir, aper@mralo as variaveis
utilizadas no modelo matematico, desconsiderandoo®uatores exdgenos,
como fatores intrinsecos do gréo, fisiologia dogfue condi¢Bes de colheita e
de pos-colheita, que, de acordo com as temperadtuass, as regides ondeé\o
ochraceuspode ser mais incidente sdo a Zona da Mata e a@é&Minas. O
aumento da temperatura vai favorecer o crescimdaté. carbonariuse a
producdo de OTA nestas regides, no decorrer das, @eoém, 0 aumento da
temperatura no Cerrado podera diminuir estas coasdidavoraveis. Para a
germinacdo d@\. carbonariusnas condi¢cdes de temperatura atual, a regido do
Cerrado é a menos favoradvel. Com o aumento da tatope, as regifes da
Zona da Mata e do Sul de Minas ficam ainda ma@sgpdéra a germinacao. Com
relacdo ao crescimento, a regido do Cerrado, cotemaperaturas atuais, é a
mais favoravel ao crescimento, porém, com o aum@ati@mperatura, se torna
inapta, tanto para o crescimento Alecarbonariusquanto para a producdo de
OTA.

No que se refere as projecBes e aos resultadosteamms no modelo
mateméatico, nas condi¢cdes de temperatura atuaiegidao do Cerrado seria

potencialmente mais incidente émochraceug A. carbonarius porém, com o
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aumento da temperatura, ela se tornaria fora dadig@es 6timas. Portanto,
sugere-se que a distribuicdo das espécies pororegpin 0 aumento da
temperatura seria maior na Zona da Mata e no SMidas, invertendo-se as
condicbes encontradas atualmente para o Sul de sMiBaimportante o
conhecimento dos fatores que favorecem a infeco&ogdios e a sintese de
OTA, para ajudar no controle dos processos enwmdvid na reducdo da
incidéncia e da contaminacgéo pela toxina (TANIWAKHI., 2003).

Atualmente, existem poucos modelos que prevejameisivde
micotoxinas (VAN DER FELS-KLERX et al., 2010). Quat modelo, adaptado
do modelo proposto por Maiorano et al. (2009), @rimeira tentativa de
guantificar OTA com base em parametros meteorabégie condicdes
fenoldgicas.

Sabe-se que o efeito das mudancas climaticas psdiéar em aumento
de hibernacdo, mudancas nas taxas de crescimepttapional, aumento do
namero de geracdes e extensao do periodo de déserartio (PORTER et al.,
1991). Segundo Doohan, Brennan e Cooke (2003)esfuelaram as populacdes
fingicas presentes no milho, a temperatura e aadwigddo os principais fatores
climaticos que influenciam a infeccéo flngica nesstura.

O crescimento e a producédo de toxinas sdo intimariefluenciados
pelas exigéncias de agua pelas espécies de furajns;omo temperatura, pH e
substrato (SCUSSEL, 1998). Deve-se levar em comsgjfle a adaptacdo das
espécies no decorrer 0s anos, portanto, medidasrireas de controle nos
processos de colheita, pds-colheita e armazenaraignta devem ser adotadas.
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4 CONCLUSAO

A Zona da Mata foi a regido mais incidente em fngotencialmente
toxigénicos do génerdspergillus do estado de Minas Gerais, seguida do
Cerrado e do Sul de Minas.

Foram identificadas, na regido da Zona da MataesséciesA.
brasiliensis A. foetidus A. japonicus A. niger agregado,A. niger A.
tubingenses A. auricomus A insulicola A. melleus A. ochraceuse A.
sulphureus Foram encontradas as espédedrasiliensis A. carbonarius A.
foetidus A. niger agregado,A. niger A. tubingensesA. ochraceuse A.
sulphureus na regido do Cerrado. Na regido do Sul de Minasanfo
identificados os fungos das espédledoetidusA. nigeragregadoA. niger A.
tubingenseg A. sulphureus

A incidéncia de isolados produtores, de acordo conétodo plug &gar,
foi igual na Zona da Mata e no Cerrado, tendo aoedgo Cerrado maior
diversidade de espécies produtoras.

N&o houve deteccdo de OTA em nenhuma amostra dagielo método
de cromatografia liquida (CLAE).

Segundo os resultados encontrados no modelo matemdé acordo
com as medias de temperaturas atuais e as projggd®CC, as mudancas de
temperatura podem influenciar a distribuicdo deteigs toxigénicas nas regides
produtoras de café em Minas Gerais, bem como o gsca a producdo de
ocratoxina A.
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ANEXOS

Tabela 1 Valores de referéncia para temperaturasnas$, 6timas e maximas
para germinagdo, crescimento e sintese de OTA,fyagos das
espécied\. ochraceug A. carbonarius

Aspergillus ochraceus

Par&metros Valor Referéncia
Germinagdo
T min 10°C Pitt e Hocking (2009)
T otim 30 °C Pitt e Hocking (2009)
T Max 37 °C Pitt e Hocking (2009)
Crescimento
T min 10°C Ramos et al (1998)
T otm 25°C-30 °C Ramos et al (1998)
T Max 37 °C Ramos et al (1998)
Sintese de OTA
T min 12 °C Ramos et al (1998)
T otim 25°C-30 °C Pardo et al (2005)
T Max 30 °C Ramos et al (1998)
Aspergillus carbonarius
Parametros
Germinagédo
T min 15 °C Pitt e Hocking (2009)
T otim 15 °C-35°C Pitt e Hocking (2009)
T max 37 °C Pitt e Hocking (2009)
Crescimento
T min 10°C Beliet al (2005)
Totim 20°C-35°C Beliet al (2005)
T max 37 °C Beliet al (2005)
Sintese de OTA
T min 15°C Beliet al (2005)
T otim 20 °C Beliet al (2005)
T max 35 °C-37 °C Beliet al (2005)
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Tabela 2 Dados de média de temperatura dos mesedesebro a dezembro de
2012, nas regides estudadas, (INMET 2014)

Regido Média T TO+1°C TM+3°C TP+58°C
Sul 21,75 °C 22,75 °C 24,75 °C 27,55 °C
Z. da Mata 22,15°C 23,15 °C 25,15°C 27,55 °C

Cerrado 29,40 °C 30,40 °C 32,40 °C 35,20 °C




