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RESUMO

BATISTA. Luis Roberto Incidencia de Fungos Produtores de Ocratoxina A
em Griios de Café (Coffea arabica L.) Pré-Processados por Via Seca e
Umida. 2005. 218 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A ocorréncia de ocratoxina A foi estudada em grﬁos de café¢ em
diferentes fragdes e apds o processamento via seca ¢ via umida. Foram
analisadas 289 amostras coletadas em |1 mUI‘IICIpIOS do sul de Minas Gerais. As
de fragdes coletadas foram béia (35), fruto cereja (4), cereja+verde (11), cereja
descascado (18), cereja despolpado (2), mistura (97), frutos seco na planta (4),
varrigio (106) ¢ verde (12). Das 289 amostras analisadas, em 128 ou seja,
44,29%, ndo foi detectada a presenca de ocratoxina A, em 89 amostras, 30,80%,
foi detectada a presenga de ocratoxina A cm niveis que variaram de 0,1 a 5,0
ng/Kg de café. Estes resultados demonstram que 75,09% das amostras
analisadas estavam dentro dos limites em estudo da Legislagio Européia que
regulamenta a concentragio mdxima de ocratoxina A em grios de café. As
demais amostras, 24,91%, apresentaram contaminagdo -acima de Spgikg. A
principal espécie produtora de ocratoxina A identificada foi o A. ochraceus.
sendo identificada também outras espécies do género Aspergillus Segdo
Circumdati produtoras de ocratoxina A. O presente estudo estabeleceu com base
nas 48 propriedades analisadas, que a execugio de um Programa de Boas
Praticas de Cultivo, expressa por itens capazes de influenciar a produtividade e
qualidade do café, tais como adubagiio e controle fitossanitirio, apresentou
valores posmvos nas propriedades estudadas. As fragdes de café boia
apresentaram maior risco de contaminagdo em propnedades localizadas em
altitude mais elevada, enquanto as amostras de varrigdo apresentaram risco de
contaminagio maior em localidades proximas & Represa de Furnas. As préticas
de descascamento e/ou despolpamento mostraram-se eficientes na reducdo de
contaminagio com ocratoxina A. As fragSes boia e mistura apresentaram niveis
mais elevados de contaminagfio com ocratoxina A quando foram secas em
terreiro de terra do que em terreiro de asfalto. Entre as fragSes analisadas a
varrigio foi a que apresentou maiores niveis de ocratoxina A. Esta fracdo deverd
ser reduzida através do conjunto de Boas Praticas de Cultivo e Colheita, € no
caso de sua ocorréncia, ser manejada separadamente das demais parcelas de café
e ndio ser utilizada para fins de alimentagio humana e animal.

Comité orientador; Dr* Sara Maria Chalfoun -~ EPAMIG (Orientador)



ABSTRACT

BATISTA, Luis Roberto Fungi Ochratoxin A Producing in Coffee Beans
(Cofffea arabic L.) Dried and Wet Processing Method. 2005. 218 p. Thesis
(Doctor degree in Food Science) — Federal Umvers1ty of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.

Ochratoxin A occurrence was studied in coffee beans, in different
fractions and after processing by dry and wet methods. Were analyzed 289
_samples from 11 locations of the south of Minas Gerais State. Coffee fractions
collected were “overripe dried on tree”(lighter, also called “boia™,) (35), cherry
fruit. (4), cherry + green (11), cherry husked (18), cherry without pulp (also
called imparchment) (2) and mixes of (97), dried fruit, (4) varrigdo (coffee beans
swept from ground) (106) and green (12) In 128 (44,29%) from 289 samples,
no ochratoxin A were detected, but in 89 samples, 30,80%, ochratoxin A
presence were detected in levels from 0,1 to 5,0 pg/kg of coffee. These show
that 75,09% coffee samples, are in European leglslatlon limits, that rules
ocratoxina A maximum concentration occurrence in coffee beans. In other
samples, 24,91%, presented contamination levels above Sug/kg. The main
ochratoxin, A specie producer identified, was the Aspergillus ochraceus, and
other Aspergillus species was also identified from the same genus Section
Circumdati ochratoxin A producers. Based on 48 properties this study
established that Good Cultivation Practices Program execution expresses items
capable to influence yield and coffee quality, such as fertilization, fitossanitary
control presenting positive values in the studied properties. B6ia coffee fractions
presented larger contamination risk in properties located at higher altitude, while
the varrig#o samples presented larger contamination risk in places near to Furnas
Lake. Deshusking and/or despulping practices have shown efficient in
_ contamination reduction. The béia fractions and its mixtures presented higher
ochratoxin A contamination levels when dried in earth yard as compared to yard
asphalt. Among ochratoxin A varrigio fraction levels, varricdo techniques
presented greater ochratoxin A level. This fraction should be reduced by
Cultivation Practices Program execution, and its occurrence be managed at part
from other coffee fractions and not to be utilized for human and animal feeding.

Guidance Committee: Ds Sara Maria Chalfoun - EPAMIG (Major Professor)
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CAPITULO 1

FUNGOS TOXIGENICOS E OCRATOXINA A EM GRAOS DE
CAFE



1 INTRODUCAO

O café ainda constitui uma grande fonte geradora de receitas para o
Brasil, apesar de ter diminuido sua participagio nas exportagdes. Um dos fatores
determinantes do declinio brasileiro no mercado foi a falta de padronizagdo e de
qualidade do produto nacional (Souza, 1996). Os cuidados nas fases de colheita
e preparo do café complementam todas as atividades realizadas anteriormente no
ciclo produtivo da cultura. A incidéncia de microrganismos nas fases pré e pos-
colheita tem sido um dos principais fatores envolvidos na qualidade. Dentre os
fungos naturalmente associados com os frutos e grdos de café estdo as espécies
de Aspergillus, Fusarium e Penicillium, que so consideradas as principais
responséveis pela presenga de micotoxinas em alimentos. As micotoxinas sfo
metabélitos secundérios de fungos filamentosos téxicos ao homem e animais
mesmo em pequenas concentragdes.

De acordo com as caracteristicas culturais, ambientais e quimicas do
café, a micotoxina de maior interesse € a ocratoxina A. As principais espécies
produtoras de aflatoxinas, tais como Aspergillus flavus Link e Aspergillus
parasiticus Speare, sio fracos contamiliqnjcu dos frutos e gros de café, estas
espécies parecem preferir substratos ricos em lipidios, como amendoim,
castanha do Brasil e semente de algodio. As wpépies de Fusarium produtoras de
fumonisina, zearalenona e deoxinivelanol parecem preferir substratos ricos
amido como milho, trigo e cevada. As espécies de Fusarium normalmente
encontradas em café néo sdo produtoras de tais toxinas.

A ocratoxina A é produzida por Penicillium verrucosum Dierckx e
Penicillium nordicum Dragoni & Cantoni ex Ramirez, Aspergillus carbonarius
(Bainier) Thom, Aspergillus niger Tiegh e Aspergillus ochraceus K. Wilh e
outras espécies da Segdio Circuandati, estes trés grupos de espécies diferem entre
si em seu nicho ecolégico, nas commodities afetadas e na freqliéncia de



ocorréncia em diferentes regides geograficas (Creppy, 2002). A sintese de
ocoratoxina A & afetada principalmente pelo tipo de substrato, pela umidade,
pela temperatura e pela espécie do fungo (Rizzo et al., 2002)

Alguns paises com a finalidade de proteger a saiide dos consumidores
estdio adotando limites méiximos de micotoxinas por alimentos. Os limites de
ocratoxina A em café estdio em estudo na Unifio Européia ¢ devem entrar em
vigor até junho de 2006. Diante dos vérios parametros ecolégicos envolvidos na
biossintese da ocratoxina A e dos tipos de cafés produzidos através de diferentes
processamentos € localidades, este estudo teve como objetivo avaliar a
incidéncia de ocratoxina A em grios de café (Coffea arabica L.) em diferentes |
estadios de maturagéo e de processamento, os quais, foram chamadas de fragdes,
em municipios localizados na regido Sul do Estado de Minas Gerais. Foram
avaliados também a incidéncia de fungos ocratoxigénicos, o perfil tecnolégico
das propriedades e uma possivel influéncia do local sobre a contaminaggo
fimgica e de ocratoxina A nos diferentes tipos de amostras analisadas. Sendo
assim, no Capitulo 1, o referencial tedrico da tese descreve uma reviséo sobre a
produgdo e o processamento do café, os fungos produtores de ocratoxina A, os
limites de micotoxinas para alimentos e a proposta para o café. O Capitulo 2
apresenta os resultados da contaminacfio fiingica e as espécies icientiﬁmdas
neste estudo, além dos niveis de contaminagio de ocratoxina A nas mesmas
amostras, ap6s diagnosticada a presenga dos fungos produtores de toxinas e os
niveis de infestaco. O Capftulo 3 apresenta os niveis de contamina¢do nos
diferentes tipos de frutos de café de acordo com ¢ estidio de maturagio e
processamento desde a colheita até a secagem além dos niveis de contaminagdio
de acordo com o local e os aspectos culturais e de secagem das amostras mais
contaminadas, tragando, assim, um perfil das amostras que apresentam maior
risco de contaminagio de acordo com o local e o processamento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produgciio de café no mundo, no Brasil, e em Minas Gerais.

A importiincia do café na economia mundial data do.inicio do século
XIX. Desde entio este esteve freqiientemente presente nas pautas das
exportagdes e importagdes de diversos paises.

Os paises em desenvolvimento dominam a produgdo mundial de café. o
Brasil ¢ o maior produtor mundial com aproximadamente 33.600 milhdes de
sacas de 60 Kg de café beneficiado na safra de 2003/04; seguido pela Colémbia,
que deve produzir cerca de 11.800 milh3es de sacas; o Vietnd, com 10.750
milhdes de sacas; a Indonésia, com 6.050 milhes de sacas; a india, com 4.660,
o México, com 4.650; a Guatemala, com 3.802; e os paises africanos Uganda e
Eti6pia, com 3.200 e 3250, respectivamente (Agrianual, 2004).

As exportac3es brasileiras devem ficar em aproximadamente 25.600
milhdes de sacas; Colémbia e Vietni produzem 10.480 e 10.166 milhdes de
sacas, respectivamente, ¢ a Indonésia, 4.680 milhdes de sacas de café
(Agrianual, 2004).

A pr.oducéo brasileira, assim como a produgfio mundial oscila entre anos
de alta produg#io e anos de baixa produgfo. Na safra de 2002/03 a produgdo foi
de aproximadamente 48.750 milk3es de sacas de 60 Kg, sendo 36.960 milh3es
de sacas de café ardbica e 11.780 milhes de sacas de café robusta. As previsdes
para as proximas safras sio de 45.950 mil em 2004/05 ¢ de 36.800 mil em
2005/06, valores que permitem ao Brasil a permanéncia no primeiro lugar de
produgdo e exportagio de café (Agrianual, 2004).

No café o processo de disseminagio das inovagdes tem sido liderado
pelo Brasil. S#o evidentes os ganhos de produtividade decorrentes do uso mais



intensivo de tecnologia, com destaque para a fertirrigaco e a mecanizagdo das
" lavouras (Agrianual, 2002).

A partir de 1960 a cafeicultura brasileira sofren uma importante

mudanga, passando de uma atividade econdmica pioneira e extrativista para um
modelo tecnolégico voltado principalmente para a produtividade. Este sistema
de produgo foi estimulado pelas novas variedades, mais produtivas e resistentes
a pragas e doengas, pelo uso da adubagdio mineral e aberturas de créditos (Silva
& Cortez, 1998).
' No inicio do século XX o Brasil era responsivel por 75% da produgo
mundial (Silva & Cortez, 1998). No entanto, este aumento de produgéo ndo foi
acompanhado pelas pesquisas sobre qualidade do café, sacrificando, assim, a
imagem do produto brasileiro. A complexidade do assunto, a falta de
. equipamentos analiticos e a distincia entre os provadores ¢ pesquisadores estdo
entre os fatores responséveis pelo nfo acompanhamento da qualidade (Silva &
Cortez, 1998). '

Durante o periodo de 1961 a 1975 o estado do Parani liderava a
producdo de café no Brasil, com cerca de 46%. Apds a execugdo do Plano de
Renovagio e Revigoramento de Cafezais, o estado de Minas Gerais assumiu a
lideranga nacional desde 1980 e atualmente representa cerca 48% da producdo
_ brasileira (Floriani, 2002).

' Neste periodo a cafeicultura paulista sofreu um decréscimo

significativo. Os baixos pregos pagos no café e os estimulos dados 4 producio
" de cana-de-aglicar e laranja fizeram com que as 4reas cultivadas fossem
. substituidas e as plantacGes remanescentes nio tiveram os cuidados
recomendados. A cafeicultura paranaense, principalmente do norte do estado,
caiu progressivamente 2o longo do tempo. As novas variedades mais produtivas
também pareciam mais sensiveis ao clima e a pragas como os nematéides. Um
outro fator foi que a regidio era constantemente castigada por fortes geadas;



conseqilentemente, ocorreu uma substituigio da cultura do café nas pequenas
propriedades, em que predominava sobre soja e trigo. Diferentemente dos
estados de Sdo Paulo e Parand, a cafeicultura em Minas Gerais aumentou a sua .
drea plantada em até trés vezes entre 1970 e 1990, gracas a adaptagdo das novas |
variedades mais produtivas e as excelentes caracteristicas edafo-climéticas
regionais principalmente do Sul do Estado (Silva & Cortez, 1998).

- A produggo de café se estende por quase todo o territério nacional. Dos
26 estados e Distrito Federal, apenas seis estados nio fazem cultivo do café
(Roraima, Amap4, Rio Grande do Norte, Sergipe, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina). Segundo o IBGE (2002), a regido sudeste produziu, em 2002, 2 148
022 toneladas de café beneficiado, o que representa 81,07% do café brasileiro,
sendo que, deste montante, o Estado de Minas Gerais produziu 1 301 029
toneladas, cerca de 60% do café da regido sudeste (Tabela 1).

TABELA 1 Produgo nacional de café em toneladas de gréios beneficiados.
Producdio em Toneladas Porcentagem (%)

Brasil '2.649.609 o 100
Regido Norte 111.728 423
Regido Nordeste 174.202 6,57
Bahia 169.310 6,38
Regido Sudeste 2.148.022 81,07
Minas Gerais 1.301.029 49,09
Espirito Santo ' 560.320 21,13
Sdo Paulo 280.314 10,57
Regiiio Sul 139.197 5,26
Parani 139.197 5,26
_Regifio Centro-Oeste 76.460 2,87
IBGE, 2002.



A regifio Sul/Sudeste de Minas Gerais produz 44.81% do café de Minas
Gerais ¢ 22,00% do café brasileiro (Tabela 1). Minas Gerais possui vérios
sabores de cafés, capazes de atender ao mais diferentes paladares. As regides
produtoras vdo desde o cerrado mineiro até a regifo de montanha com altitude
elevada, onde, de acordo com as caracteristicas climdticas e a localizagdo
geogrifica, diferentes tipos de café sio produzidos.
' O estado exporta em média 90% de sua produgdo, o que ¢ de
fundamental importincia e proporciona uma receita anual superior a 8 bilhdes de
reais, gerando 3 milh3es de empregos (Floriani, 2002). -

2.2 Fatores Agroclimiticos e geogréficos sobre a produgdo de café.
2.2.1 Altitude

A altitude constitui um importante fator a ser considerado pelo sistema
de zoneamento agroclimético para a cafeicultura o qual avalia as regides aptas,
restritas e inaptas, pois a altitude influencia dlretamente na temperatura € nas
chuvas (Souza, 1996).

~ As temperaturas médias diminuem com o aumento da altitude na razio
de aproximadamente 0,7°C para cada 100 metros (Camargo, 1985). -

As chuvas sio também influénciadas pela altitude, mas de forma bem
menos definida que a temperatura, normalmente as precipitagSes aumentam com
o aumento da altitude (Camargo, 1985). _

Devido as condi¢des climéticas que ocorrem em diferentes altitudes,
esta se torna importante no processamento do café para se obter um produto de
melhor qualidade. Conforme Matiello (1991), as regides que apresentam altos
niveis de umidade relativa do ar nos periodos de pré-colheita, colheita € pés-
colheita apresentam bebidas de pior qualidade e com maior incidéncia de
microrganismos.



O acimulo de ar frio e a localizagio de terreiros em baixadas,
proximidades de ribeirdes ou represas demonstrou que os fatores climaticos
poderiam favorecer o desenvolvimento de processos fermentativos prolbngados
e deletérios a qualidade do café ainda na planta ou nos terreiros (Cortez, 1997).

Ainda segundo Cortez (1997), o clima é o agente mais importante na
qualidade do café e cabe ao produtor exercer adequadamente as atividades de
colheita, processamento e armazenamento para obter um produto com qualidade.

Entretanto, néio € sb pelo fato de o café (Coffea arabica L) estar sendo
cultivado em maior altitude que ele vai apresentar uma qualidade superior ao
café cultivado a 200m mais baixo, existem vérios fatores que afetam a qualidade
e todos eles devem ser considerados em conjunto (Souza, 1996).

2.2.2 Zoneamento Agroclimitico da Cafeicultura Mineira

O zoneamento climtico do cafeeiro -6 de grande importincia na
implantagéio e planejamento das atividades agricolas porque, ao estabelecer
.negiﬁes climaticamente homogéneas, apresenta os indicadores do potencial do
meio fisico e biolégico da regifo em estudo, além dos recursos naturais nela
existentes (Souza et al., 2003).

o0 ct.mhecimento do zoneamento climético permite ao produtor escolher
melhor a espécie que se adapta a regifio, uma vez que este zoneamento € distinto
para as variedades de C. ardbica L e C. canephora Pierre. Por ser originério da
Eti6pia, o café espécie C. arabica ¢ adaptado ds condi¢Ses de clima tropical de
altitude com umidade e temperaturas amenas. J4 a espécie C. canephora,
oriunda da bacia do Congo (continente Africano), adapta-se bem em regides
equatoriais baixas, quentes e timidas (Matiello, 1991).

O zoneamento agroclimitico da cafeicultura delimita 4reas aptas para o
cultivo, no qual estdo estabelecidas as condigbes hidrico-termais ideais para o
seu desenvolvimento e, conseqilentemente, maior produtividade.



Segundo Costa et al. (1996) para cada cultura normalmente sdo
consideradas trés classes de aptidio: Apta — quando as condigdes térmicas e
hidricas da érea apresentam-se favordveis a0 bom desenvolvimento e produgcéo
de cultura em escala comercial; Restrita — quando a érea apresenta restrigdes
hidricas ou térmicas, ou ambas, que podem eventualmente prejudicar as fases de
desenvolvimento da cultura, repercutindo negativamente em sua produgio; e
Inapta — quando as caracteristicas normais do clima n#o se apresentam
adequadas 3 exploragdio comercial da cultura por ocorrerem severas limitagdes
" térmicas e hidricas, ou ambas, exigindo, para que sejam corrigidas préticas
. agricolas dispendiosas. A Tabela 2 descreve a aptidio climitica das duas

espécies de café mais cultivadas e comercializadas no mundo.

Os parimetros adotados no mapeamento da aptiddo climdtica baseiam-
se em levantamentos dos elementos encontrados nas dreas de origem da espécie
considerada e em local onde a cultura € realizada com sucesso (Camargo, 1985).

TABELA 2 Aptldio climética da espécie Coffea arabica e Coffea canephora

Coffea ardbica Coffea canephora
Fator Térmico  Fator hidrico Fator Térmico Fator hidrico

Apta Tma' entre 18° Dma’inferiora Tmaacimade  Dma inferiora

e22°C 150 mm 22°C 150 mm
Restrita Tmaentre22°e¢ Dmaentre 150 Tmaentre21°e¢ Dma entre 150 e

23°C €200 mm 22°C 200 mm
Inapta Tmaacimade Dmasuperiora Tmaabaixode Dma superiora

23°C 200 mm 21°C 200 mm

Matiello, 1991,
1. Tma — Temperatura média anual
2. Dma - Deficiéncia hidrica anual



No entanto considerando o aprimoramento e a adogdio das técnicas de
irrigagéio, o efeito fator hidrico deixou de ser limitante para o cultivo do café.
Poderiamos dizer que sob enfoque de qualidade o excesso de chuvas chega a ser |
mais limitante que a propria deficiéncia, principalmente quando ocorre durante a |
frutificacdo, colheita e pés-colheita.

O déficit hidrico apresentado por algumas regies em determinadas
épocas como a frutificagdo, tornou-se um fator responsivel pela elevada
qualidade do café produzido nestas regiges.

A cafeicultura brasileira, composta em sua grande maioria por Coffea
arabica, esta situada entre os paralelos 17 e 23° de latitude Sul, apresenta um
ciclo fenolégico no qual as fases de florescimento e maturagio ocorrem quase
bem definidas, as caracteristicas do clima irfio influenciar a qualidade do café
em funcio do desenvolvimento dos frutos e hd ocorréncia de processos
fermentativos prolongados e incidéncia de grios defeituosos (Cortez, 1997).

As modificagdes ocorridas na cafeicultura a partir da década de 60,
como a introducfio de novas variedades mais produtivas, o uso de adubos

quimicos e a renovagfo da lavoura, levaram o estado de Minas Gerais 2 - .

lideranga nacional na produglo de café. A extensdo geogréfica, a auséncia de
geadas em certas regides e a adaptagdo climética das novas variedades estdo
entre os fatores que levaram o estado a esta lideranga (Cortez, 1997).

A cafeicultura mineira situa-se dentro de uma ampla variabilidade de
situag3es climéticas que, em termos de qualidade, permite a obtencdo de bebidas
entre 0s extremos, de bebida mole a bebida rio zona (Cortez, 1997).

No entanto, as técnicas agrondmicas e de processamento do produto, ao
lado das novas variedades de café (matura¢dio mais uniforme, ciclos mais curtos
ou mais longos), podem ser adaptadas, de acordo com o clima, para a produc¢do
de café de qualidade melhorada.
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O clima de Minas Gerais determina alguns atributos sensoriais ao café
que podem ser salientados ou diminuidos, dependendo do grau de aceitagdo de
um determinado consumidor (Cortez, 1997).

De acordo com o estudo de zoneamento agroclimético da cultura do café
realizado por Evangelista et al. (2002), cerca de 37% da érea do estado de Minas
Gerais ¢ apta para a cafeicultura, enquanto 45% podem ser cultivados com
algumas restri¢des devido a temperatura do ar ou a deficiéncia hidrica e 18% do
territério estadual € considerado inapta ao cultivo do café. Os autores
verificaram, ainda, que as 4reas aptas se concentram no Centro/Sul do estado,
levando em consideragdo os dois fatores de definigio do zoneamento climético,
o fator térmico e deficiéncia hidrica.

Em regides cujas condi¢des ambientais favorecem a ocorréncia de
deterioragio microbiana na lavoura ou durante a secagem, recomenda-se a
colheita de frutos no estddio cereja e a realizagio do despolpamento e/ou
secagem mecéinica (Carvalho et al., 1997).

As regides do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, com elevado déficit
hidrico no mémento da colheita, favorecem a qualidade do café, uma vez que as
fases de desenvolvimento e maturag¢do dos frutos ocorrem integralmente (Cortez,
1997).

As regides Centro/Sul e Sul/Oeste, com moderadas deficiéncias hidricas
e baixas temperaturas durante a maturagio dos frutos, sdo suficientes para
interromper o desenvolvimento de microrganismos e a ocorréncia das
fermentaces indesejéveis, o que pode propiciar um café de boa qualidade. Nos
locais préximos a represas ou massas de 4dgua, pode ocorrer o aciimulo de
neblinas nas primeiras horas do dia, seguido de altas temperaturas até anoitecer,
o que pode favorecer a ocorréncia de processos fermentativos indesejéveis.
Nestes locais o tipo de processamento pode favorecer a qualidade do café
(Cortez, 1997).

11



Em éreas como a Regifio do Jequitinhonha, situada em espigdes de
divisores de 4gua e Zona da Mata e possuem baixo déficit hidrico e actmulo de
umidade nos locais de plantio e secagem, a fase de maturag¢@io dos frutos & mais
prolongada, situagio que favorece a ocomréncia de microrganismos e,
conseqlientemente, o desencadeamento das fermentagBes indesejéveis. Para
melhor a qualidade do café¢ o processamento via imida é o mais recomendado
(Cortez, 1997).

2.3 Pré-Processamento e Preparo do Café

Entende-se como pré-processamento as etapas realizadas na cafeicultura -
antes da industrializacdo e processamento, as etapas realizadas na industria de
torragéo.

Independentemente dos tipos de-cotheita, pré processamento e preparo
utilizados, os frutos devem ser esparramados no terreiro de secagem no mais
curto espaco de tempo, jamais ficando amontoados ou nas carretas aguardando a
descarga, pois as condi¢des de umidade e temperatura existentes no volume de
café constituem fator altamente favorivel ao desenvolvimento de
microrganismos que podem produzir fermentagdes indesejaveis e colocar em
risco a seguran¢a do produto devido a sintese de micotoxinas.

Os frutos colhidos pelo método de derriga devem passar por um lavador-
separador, no qual, por diferenga de densidade, sdo separados os frutos de
diferentes estadios de maturagdo e as impurezas. No lavador-separador de café
b4 uma parte que flutua, conhecida pelo nome de “béia”, que constitui o café
seco na 4rvore, os frutos pés-maduros e quase secos, chamados de “passa”, € os
frutos mal granados, entre outros (Chalfoun & Carvalho, 1998).

A outra parte que submerge compde-se de frutos maduros (cereja), de
meia maturagio (verde cana) e frutos verdes. Este ¢ um café mais uniforme ao
qual se pode aplicar com possibilidade de éxito, tratamento especial. Frutos
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pertencentes a parcela varrigiio, ou seja, frutos que cairam no chdo antes e
durante a colheita, jamais devem ser misturados as demais parcelas de café, pois
normalmente apresentam qualidade inferior (Chalfoun & Carvalho, 1998).

Cada tipo de café originado da lavagem (béia, cereja+verde-canatverde)
e varrigdio deve ser seco separadamente, constituindo lotes diferentes, uma vez
que, provavelmante darfio origem a um produto final com distintas qualidades.

Dependendo das condigdes climéticas ¢ recomendado um tipo de pré-
processamento, de forma a se obter um produto de boa qualidade e que seja
economicamente viavel ao produtor. .

Depois de colhido o fruto de café (figura 1), este pode ser pré-
processado de formas distintas: mantendo o fruto de forma integral (café
natural); removendo apenas a casca e a polpa (descascado); removendo a casca,
a polpa ¢ a mucilagem, mecanicamente (desmucilado) ou removendo a

mucilagem por meio de fermentagéio controlada (despolpado) (Borém, 2002).

2.3.1 Pré-Processamento via seca

O processo via seca ¢ o mais antigo e corresponde a maneira mais
simples e natural de processar os frutos de café recém colhidos (Brando, 1999).

Apés a colheita recomenda-se passar os frutos em um lavador que
separa os frutos pela densidade devido aos diferentes estddios de maturagdo ou
dos diferentes teores de umidade (verde 60 a 70%, cereja 45 a 55%, passa 30 a
40% e seco ou coco 20 a 30%). Os frutos cereja e verde, mais pesados, s@o
separados dos frutos béia (passa ¢ seco), que sdio mais leves. Por apresentarem
tempos de secagem diferentes, estas duas fragdes devem ser secas
separadamente (Bértholo & Guimarges, 1997).

13



Grao

Pergaminho -~
’ : .'_‘ x /1

- Mucilagem
- Polpa

FIGURA 1. Fruto de café no estadio cereja em corte longitudinal sendo possivel
visualizar casca (Exocarpo), polpa (Mesocarpo externo),
mucilagem (Mesocarpo interno), pergaminho e grio (Foto: Luis
Roberto Batista).

A principal caracteristica deste processamento ¢ que os frutos sdo secos
integralmente. De acordo com Brando (1999), a terminologia correta para os
café processados via seca ¢ café natural, pois se trata do processo que sofre
menor manipulagdo mecdnica e que menos afeta o meio ambiente, ou seja, ndo
polui a d4gua e ndo cria residuos s6lidos.

A secagem do café pode ser feita exclusivamente em terreiro,
associando-se secagem em terreiro com secador mecinico ou apenas secador.
Nos trés tipos de secagem obtém-se um produto final de qualidade semelhante,
desde que sejam adotadas técnicas adequadas (Chalfoun & Carvalho, 1989).

O café natural, por ser seco com a polpa ¢ a mucilagem, permite a

transferéncia do sabor adocicado ao grdo, tipicamente este café tem corpo e
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aroma pronunciados, acidez de moderada a baixa e sabor naturalmente doce,
tipico quase exclusivamente dos Cafés do Brasil (Brando, 1999).

2.3.2 Pré-Processamento via imida

Segundo Dias & Barros (1993) a opg#o pelo pré-processamento do café
cereja descascado se deve tanto i redugfio que representa na drea ocupada no
terreiro quanto & melhoria de qualidade e a redugéio dos custos de secagem.

A preparaciio dos cafés despolpados a partir de frutos maduros e com a
eliminagdo répida da fonte de fermentagdo resulta, se bem processada, em cafés
de boa qualidade independentemente da regiso de produgdio (Matiello, 1991).

Dependendo do pré-processamento utilizado, o café pode ser chamado
de café despolpado, descascado ou desmucilado.

Café Despolpado: € o café cuja casca, a.polpa e 2 mucilagem sdo
removidas, sendo a mucilagem removida por fermentagio controlada;

Café Descascado: é o café cuja casca ¢ a pblpa séio removidos € a
mucilagem é removida apenas parciaimente, permanecendo uma fragio desta
aderida a0 pergaminho. i

Café Desmucilado: é o café cuja casca, a polpa e d mﬁqilagem sdo
separados mecanicamente. ‘

O café despolpado ou desmucilado ¢ um café com maior acidez e corpo
e aroma menos pronunciados. JA o café descascado, por ser um processo
intermedidrio entre o natural e o despolpado ou desmucilado, apesar de ter
caracteristicas proprias, tende as caracteristicas do natural, uma vez que parte
dos compostos presentes na mucilagem restante é transferida para o gréo
(Brando, 1999).

A secagem, como no caso de café preparado por via seca, pode ser
realizada em terreiro ou secadores e, ainda, combinando-se esses sistemas,
através do que os gréos sdo submetidos a uma pré-secagem em condicdes de
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terreiro, completando-se o processo em secadores mecinicos (Chalfoun &
Carvalho, 1998).

Uma secagem rdpida, tanto para café processados via seca cbmo
processados via Umida, permite um bom padrio de qualidade, pois evita a
deterioragdio causada por microrganismos, sendo & presenga dos microrganismos
inevitavelmente afetada pela tipo de pré-processamento.

3 Fungos associadds aos frutos e grios de café,

A colonizagfio de parte aérea de plantas por microrganismos inicia-se
tdo logo as folhas e flores sio expostas ao ar. As bactérias normalmente
colonizam primeiro, mas sfio seguidas de perto pelas leveduras e, entdo, por
fungos patogénicos e saprdfitas. Os fungos continuam a se desenvolver em toda
parte das plantas, acelerando este desenvolvimento com a senescéncia da planta
e em frutos maduros (Lacey, 1989). .

A colheita promove uma desordem no ecossistema dos grdos, marcada
;Selas alterac;ém extremas do ambiemte da lavoura para uma condig#o
relativamente estivel do armazenamento. Estes eventos sdo acompanhados por
profundas mudangas na populagio microbiana (Lacey, 1989).

o AcoiataminaqﬁoouainvasiodosgxﬁosportodasasclumdeMgmé
provavelmente, maior em regides ou estagdes Gmidas ¢ menor em reglﬁw ou
estagdes secas e maior em cereais que nascem expostos ao ar do que naqueles
que crescem protegidos por vagem (Christensen & Kaufmann, 1969).

Como nas demais culturas, os frutos e grdos de café estdo sujeitos a
sofrerem contamina¢do por microrganismos em diferentes fases de
desenvolvimento, de colheita e preparo. Esses microrganismos encontram-se
presentes nos ambientes das lavouras, preparo e armazenamento do café. A sua
atuacdo detrimental & qualidade e seguranca do produto final dependerd das

16



condi¢des ambientais e de manejo da cultura e do produto final (Batista et al.,
2003).

Os primeiros estudos sobre fungos envolvidos na qualidade do café
foram realizados por Krug (1940), indicando claramente que uma ou mais
espécies de fungos foram as responsiveis pelo mau gosto do café,
particularmente os provenientes de varrigio. De acordo com o autor, foram dois
os fatores importantes para o desenvolvimento de niicmrga:ﬁsmos: ocalorea
umidade.

A qualidade inferior do café produzido em certas regides do estado de
Minas Gerais ¢ justificada, em parte, pela ocorréncia de condigSes ambientais
mais favordveis 4 incidéncia de deteriora¢des microbianas que ocorrem tanto na
fase pré como na pés-colheita (Carvalho et al., 1997). '

Segundo Wosiacki (1977), a microbiota presente em cafés do Brasil ¢
constituida de espécies dos géneros Colletotrichum, Rhizopus, Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus e Fusarium.

O A. ochraceus e.espécies de Penicillium s&o os fungos que causam mais
danos em g:ﬁos de café, afetando a coloraciio dos griios € a qualidade da bebida,
em alguns casos apds o segundo més de estocagem (Lépez Garay et al., 1987;
Bucheli et al., 1998), enquanto o 4. tamarii Kita nfio tem provocado nenhuma
alteragdo significativa na qualidade do café, segundo Lépez Garay et al. (1987).

Chalfoun & Carvalho (1989) realizaram um dos primeiros trabathos
avaliando a ocorréncia da microbiota associada aos frutos de café de diferentes
locais do estado de Minas Gerais, do tipo de colheita e das diferentes etapas da
produgfio. Neste estudo, foi possivel observar, nos frutos cereja, uma
predominincia dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, que apesar de
presentes, ainda nfo haviam infectado os frutos sadios. A contaminacio era
apenas superficial; entretanto, a intensificagiio do ataque destes fungos ocorreu
na fase de secagem e beneficiamento, mostrando, assim, que o beneficiamento
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do café ndo foi eficaz na eliminagdo nem na redugio da contaminag#o por estes
géneros de fungos.

Meirelles (1990) observou, além da predomindncia dos géneros
Fusarium, Penicillium e Aspergillus, a presenga elevada de fungos do género
Cladosporium nos frutos e grios de café. Fazendo uma correlagdo entre a
qualidade da bebida e os fungos, a autora observou que ocorreu uma
predominéincia dos géneros Aspergillus (em especial as espécies Aspergillus
ochraceus e Aspergillus niger) e Fusarium em cafés de qualidade inferior e de
Cladosporium em cafés de methor qualidade. O género Penicillium ocorreu com
a mesma freqiiéncia nos diferentes tipos de bebida. '

Alves (1996) relaciona o A. flavus, o A. niger e A. ochraceus como os
fungos associados ao café de pior qualidade e refor¢a os resultados obtidos
anteriormente relacionando o género Cladosporium com bebidas de boa
qualidade.

Amostras de café do Cerrado Mineiro foram analisadas por Taniwaki, et
al. (2000) quanto a presenca de fungos. Este estudo avaliou a incidéncia de
fungos desde a arvore até o armazenamento. As espécies mais encontradas
foram Alternaria alternata (Fr) Keisélp_r, Fusarium incarnatum (Roberge)
Saccardo, Cladosporium oxysporum Betkeley & Curtis, Penicillium
aurantiogriseum Dierckx, Colletrotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc.,
Khuskia oryzae Hudson, Phoma sorghina (Saccardo) Boerema et al., Mucor
racemosus Fre. e leveduras.

A partir dos anos 80, estudos sobre a influéncia da microbiota fimgica
em café passaram a dar uma maior relevincia as espécies potencialmente
toxigénicas, visando, assim, avaliar as ameagas concretas que possam
comprometer a seguranca do produto quanto  contaminaggo por micotoxinas.

Os principais géneros de fungos toxigénicos tém se mostrado
contaminantes naturais do café, acompanhando-o desde a lavoura até a
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estocagem. A prevencéio da deterioracdo e produgiio de micotoxinas sé ocorrerd
com sucesso quando tais espécies forem conhecidas (Filtenborg et al., 1996).

Mislivec et al. (1983) analisaram a biota fiingica toxigénica de 944
amostras de gréio de café de 31 paises, as quis foram avaliadas antes e depois de
uma desinfecg@o com hipoclorito a 5%. Dessas amostras, 99,1%, antes de serem
desinfectadas superficialmente, estavam contaminadas com fungos toxigénicos,
e 47,9% apresentaram contaminagdo apés a desinfecgio. Das 251 amostras
brasileiras analisadas, 99,9% apresentaram contaminagdo antes da desinfecgdo e
32.0% apods a desinfestagdo. As espécies mais encontradas no café brasileiro
antes do tratamento foram: A. ochraceus 80,8%, A. niger 64,7% Aspergillus .
glaucus (L.: Fr.) Link 29,7% Penicillium ssp 9,1% e A. flavus 2.3%.

Nakajima et al. (1997) encontraram os membros de Grupo niger
(atualmente chamados de Segdo Nigri) como populagdo fingica predominante
emgriosdecafé,sendoque6,6%dosisoladosdwtegrppoforamprodutorsde
ocratoxina A em meio de cultura, alertando, assim, para a possibilidade de
membros do Grupo Aspergillus niger serem, em parte, responséveis pela
pmenqa de ocratoxina em grios de café e chamando aten¢do especial ao
Aspergillus foetidus Thom & Raper, que faz parte.do Grupo A. Im'ger e que
antenormente Jzi foi mencionado pelos autores como produtor de ocratoxma LA
analisados quanto & presenga de microorganismos e ocratoxina A. Os principais
fungos encontrados foram Aspergillus fimigatus Fresen., A. niger, Aspergillus
restrictus G. Smith, Penicillium sp. e Wallemia sebi (Fr.) Von Arx. Nio foram |
encontradas evidéncias quanto 4 presenca de espécies de fungos que podem ser ‘,‘

\ potencialmente produtores de aflatoxina e ocratoxina A (Bucheli et al., 1998). /

A it ehiffe 0s microrganimos € um dos fatores que podem
favorecer o desenvolvimento de fungos e a prougfio de micotoxinas, segundo
Mantle & Chow (2000), que obervaram uma maior producgio de ocratoxina A
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por A. ochraceus em café ndo esterilizado do que em café esterilizado em
autoclave. Tal fato foi atribuido a outros fungos como, por exemplo, 0 Fusarium
stilboides Wollenw que poderia estar degradando estruturas mais compiexas de
carboidratos, a microbiota podendo ser, assim, um fator facilitador para a
producéo da ocratoxina A em grios de café.

Freitas (2000), estudando amostras de café beneficiado de 170
propriedades produtoras em 17 municipios do Sul de Minas Gerais, isolou o 4.
ochraceus e A. niger da parte externa dos gridos em 100% e 95%,
respectivamente, das amostras analisadas. Outras espécies, como 4. famari
(65,5%), A. flavus (58,9%) e A. glaucus (57,7%), foram os fungos que
apresentaram elevada contaminacio das amostras. Os géneros Fusarium e
Penicillium foram isolados de 40,5 % e 25,6%, respectivamente, nas amostras.

Pasin & Abreu (2000), avaliando cinco diferentes cultivares de café
processados via seca e via imida, d&sérevem -que a contaminagio com A.
ochraceus foi superior a0 A. niger independentemente da cultivar analisada ou
do processamento, sendo detectados também Fusarium semitectum Berkeley &
Ravenel, Fusarium equiseti (Corda) Saccardo, Penicillium variable Sopp,
Penicillium funicolusum Thom, Penicillium rugulosum Thom e Cladosporium.

" Silva et al. (2000), analisando os estédios de maturagio dos frutos do
café em municipios localizados no Sul de Minas Gerais, observaram a presenca
de Penicillium crustosun Thome F. stilboides em todas as fases da secagem; ja o
A. niger foi encontrado a partir do fruto “passa”. Qutras espécies de fungos
também foram isoladas; entre elas Penicillium citrinum , Penicillium restrictun
J. C. Gilman & E. V. Abbott, Penicillium implicatum Biourge e F. semitectum.
Todas estas espécies ja foram citadas na literatura como produtoras de
micotoxinas.

Urbano et al. (2001), estudando a ocorréncia de ocratoxina A e fungos
ocratoxigénios em frutos de café em diferentes estédios de maturacio,
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obseraram que todas as amostras analisadas apresentaram contaminagio com
" fungos dos géneros Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Rhizopus e
Aspergilliss, sendo identificadas, neste estudo, 88,1% (de 42 isolados testados)
de espécies de A. ochraceus e s6 11,5% (de 87 isolados testados) de A. niger
foram produtores de ocratoxina A.

Nasser (2001) identificou, quantificou e avaliou o potencial toxigénico
de espécies de Aspergillus e Penicillium em amostras de gr3os de café
beneficiados separados por peneiras. De acordo com a autora, os tratamentos
‘que n#io sd3o separados em peneiras “Bica corrida” e aqueles que constituem o
residuo da separagdo das peneiras, por conterem gréios danificados, sdio mais
suscetiveis & invagdo por fungos, inclusive espécies produtoras de micotoxinas
como A. ochraceus, Aspergillus sclerotiorum Huber e Aspergillus sulphureus
. (Fres.) Wehmer.

Com o objetivo de identificar a populagdo fingica de Aspergillus e
Penicillium associados a grdos de café beneficiados antes e ap6s a desinfecgdo
com hipoclorito de sédio a 1%, Batista et al. (2003) analisaram 45 amostras de
10 municipios da regigio sul do Estado de Minas Gerais. Das amostras analisadas
antes da damfecg‘io, 95,55% apresentaram contaminagio com fungos do género
Aspergillus e 42,22%, .com fungos do género Penicillium. Do género
' Aspergillus, houve uma maior ocorréncia de fungos pertencentes a Seg#o Nigri,
 presentes em 88,37% das amostras contaminadas com Aspergillus, seguida pelas

espécies da Se¢do Aspergillus, em 72,09% das amostras. A Segiio Circumdati
esteve presente em 65,12% das amostras, a Segfio Filavi, em 44,19%; e a Segdo
. Versicolores, em 6,98% das amostras. Anlises realizadas apés a desinfecgdo
mostraram que 46,66% apresentaram contaminagfio com fungos do género
Aspergillus e 24,44%, com fungos do género Penicillium. Também apés a
desinfecgdo houve um predominio das espécies pertencentes 3 Sec¥io Nigri,
presentes em 25% das amostras contaminadas com Aspergillus, seguida pela
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espécies da Seglo Aspergillus, em 20,93% das amostras. A Segdo Circumdati
esteve presente em 16,27% das amostras e a seg#io Flavi, em 6,98%. Dentro do
género Aspergillus, as espécies principais espécies identificadas foram
Aspergillus auricomus (Guéguen) Saito, Aspergillus melleus Yukawa, A.
ochraceus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. flavus A. tamarii, A. niger var
niger, A. niger var awamori, A. foetidus, Aspergillus versicolor (Vuill) Tirab e
Aspergillus sydowii (Bain. & Sart.) Thom & Chrch, do género Penicillium.
Foram identificados 08 espécies: Penicillium aurantiogriseum, Penicillium
brevecompactum Dierckx, P. citrinum, Penicillium corylophilum Dierckx,
Penicillium chrysogenum Thom, Penicillium expansum (Oudem) Seifert &
Samson, Penicillium glabrum (Wehmer) e Penicillium solitum Westling. A
maioria dos isolados identificados fazia parte da contaminagdo externa do grdo,
que pode se desenvolver a partir do momento em que as condigdes ambientais
estejam favoraveis. Todas estas espécies identificadas sdo possiveis produtoras
de uma ou mais micotoxinas. Sendo assim, a prevencdo ¢ a melhor forma de
evitar a sua contaminagfio e, consequentemente, reduzir o risco de sintese de
micotoxinas.

Silva (2004), estudando a sucessfio ecoldgica € a interagdo microbiana
em frutos e grios de café, detectou espécies de 4. flavus, A. niger, A. ochraceus,
A. tamarii, A. sydowii, A. foetidus e Aspergillus dimorphicus B. S. Mehrotra &
R Prasad; do género Penicillium foram detectadas pricipalmente P.
brevicompactum, Penicillium roqueforti Thom, P. citrinum, P. solitum,
Penicillium minioluteum Dierckx, P. chrysogenum, P. crustosum e P.
corylophilum, além de outras espécies pertencentes a outros géneros, como
Fusarium solani (Martius) Saccardo , Fusarium lateritium Ness : Fries,
Fusarium xylarioides Steyaert e C. cladosporioides,

Prado et al. (2004) avaliaram a presenca de ocratoxina A em gréos de
café e identificaram as espécies responsdveis pela sintese da toxina. Das 57
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amostras analisadas, o género Aspergillus esteve presente em mais de 90% dos
grdos, A. ochraceus e espécies da Seglio Nigri representaram 2,8 a 65,4%,
respectivamente, do total dos isolados, sendo que 6% dos 260 isolados da Segdo
Nigri e 16% dos 19 isolados de Aspergillus ochraceus foram produtores de
ocratoxina A.

" Sufirez-Quiroz et al. (2004a) avalisram a microbiota do café nos
- vproceesamentos via seca, via imida (remog#o da mucilagem por fermentaggo) e
’ processamento mecinico (remog¢3o mecdnica da mucilagem), sendo que as 1
espécies toxigénicas A. ochraceus e A. niger foram isoladas de todos os ‘\
processamentos, porém apbs o beneficiamento nio foram identificadas nos
grdos. A maior contaminag3o com fungos foi observada no processamento via
seca € a menor, no processamento mecénico. Dentre as espécies identificadas
encontram-se 4. ochraceus, A. niger, A. tamarii, A. fumigatus, Aspergillus
candidus Link, P. glabrum, Penicillium italicum Wehmer, P.minioluteum, C. ;
‘-cladosponoxdes, Ew'onum chevahen L. Mangm, Botytzs spe Mucor sp. '

m—— e e

Aprweng:adeﬁmgosprodutomdeocratoxmaAemeaféé
praticamente mevnével, porem dentro do sistema de cultivo e de pré-
processamento deve-se adotar préiticas agricolas que’ visem minimizar a
contaminag#o € o desenvolvimento destes fungos.

4 Fungos Toxigénicos Produtores de Ocratoxina A

O potencial toxigénico de um fungo € definido como sendo a habilidade
de uma linhagem em produzir metabélitos toxicos (Pifieiro, 1996). As
micotoxinas sdo caracterizadas como metabdlitos secundérios toxicos e sfio
produzidas entre o final da fase exponencial e o inicio da fase estacionéria de
crescimento dos fungos, portanto n#o estéo relacionadas com o papel biolégico
dos microrganismos (Bars & Bars., 2000; Bullerman et al., 1984).



Dentre os fatores ligados 2 presenga de micotoxinas em alimentos, hd
duas importantes categorias: os fatores intrinsecos, que sdo dependentes das
linhagens ou espécies de fungos e os fatores extrinsecos, que dependem das
condi¢des ambientais (Bars & Bars, 2000).

Dentro de uma espécie considerada potencialmente toxigénica, a
porcentagem de isolados produtores pode ser muito distinta de acordo com a
micotoxina investigada. A produgiio de um metabélito secundério depende nio
somente do genétipo do isolado, mas também de uma série de fatores ambientais
e nutricionais que irfo exercer uma influéncia sobre o desenvolvimento € o
metabolismo do fungo (Abarca et al., 2000). Alguns genes envolvidos na
biossintese de ocratoxina A em A. ochraceus s3o diferentemente regulados em
diferentes condigdes fisiol6gicas (O’Callaghan et al., 2003).

Os genes envolvidos na produgdo de metabdlitos secundarios como
micotoxinas nos fungos estio normalmente agrupados (clusters) em um
cromossomo (Sidhu, 2002). Estes clusters-de genes em fungos indicam uma
tendéncia evolutiva entre genes que regulam a fungio de um gene. Agrupados
eles atuam como uma unidade, ‘conferindo uma vantagem seletiva para o
organismo. Funcionalmente, o meeenisinq de evolugio de clusters de genes
envolvidos na produgio de micotoxinas para os fungos parece ser semelhante a
evolugfio de um super-gene. Ainda segundo Sidhu (2002) no caso dos fungos
produtores de micotoxinas, agrupamento de genes tém um valor de adaptacdo
para o organismo, permitindo a colonizag#io de nichos ecol6gicos em condigdes
ambientais adversas, como grios secos ou palha, em que o desenvolvimento dos
microrganismos & mais limitado. Tal adaptac#o ¢ favorecida por espécies em que
o0s genes estiio de forma agrupada.

As condigdes que permitem a produg3io de micotoxinas por uma
lixihagem potencialmente toxigénica sio mais limitadas do que as que permitem
o crescimento dos fungos. Dentro de uma mesma espécie considerada
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toxigénica, muitas linhagens nio possuem esta propricdade. J& nas espécies
potencialmente toxigénicas, a produgdo das toxinas pode variar em até 1000
vezes (Bars & Bars, 2000). '

Os niveis de micotoxina produzida pelos fungos sdo influénciados pela
disponibilidade de nutrientes no substrato (Pitt et al., 2000a). Diferentes espécies
tem sido responséveis pela presenca de ocratoxina A em diferentes produtos. Por
exemplo: a ocratoxina A em figo ¢ atribuida ao Aspergillus alliaceus Thom &
Church (Bayman et al., 2002); uva ¢ vinho, ao Aspergillus carbonarius

" (Bainier) Thom e A. niger; e em cereais na Europa, o fungo responsivel ¢ o
Penicillium verrucosum Dierckx. Ja o responsdvel pela presenga de ocratoxina A
em queijo e produtos derivados de came é Penicillium nordicum Dragoni &
Cantoni ex. C. Ramirez.

A ocratoxina A presente em amostras de café, tem sido atribuida a
presenca principalmente de espécies do género Aspergillus pertencentes a Segdo
Circumdati ¢ & Segdio Nigri (Urbano et al., 2001; Batista et al., 2003, Prado et
al,, 2004).

4.1 Asperéillus ochraceus e espécies do Geénero Aspergillus/Se¢do Circumdati

. Aspergillus Seg¢fo Circumdati inclui espécies taxonomicamente
relacionadas com 4. ochraceus (Figura 2). Resumindo as caracteristicas, pode-se
- dizer que tais espécies possuem conidiéforos de tamanho variado, n#io possuem
~ um estreitamento préximo da vesicula, as paredes s#o lisas a marcadamente
rugososas € a pigmentagio pode ser amarelada, laranja, amarronzada e também
incolor. A cabega conidial é usualmente amarelada a ocre. As vesiculas sfo
globosas raramente alongadas, bisseriadas, com métulas longas de tamanho
muito préximo e forma de cunha, ocasionalmente septadas. Os conidios de
paredes finas, sdo lisos a finamente rugosos, globosos a elipsoidais, nunca
excedendo 4-5pm de didmetro. Os esclerédios sdo comuns, de coloragéio creme,
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amarelo, ruivo, vindceo ou preto com a maturidade de forma variada. Estas
espécies ndo apresentam Células Hiille (Christensen, 1982; Raper & Fennell
1965) |

O solo € o habitat mais comum destas espécies, as quais também podem‘
ser isoladas de vegetagdo em decomposigdo e grios armazenados (Kozakiewicz,
1989). Klich (2002) observou que as espécies da Segdo Circumdati sdo mais
freqiientes no deserto, campos cultivados e florestas, principalmente em latitudes
que variam de 26 a 45°. '

As espécies de Aspergillus Segdo Circumdati sio comumentes
importantes para biotrasformagdo de ester6ides em alcaléides, enquanto os
esclerédios de virias espécies contém compostos inseticidas, por outro lado, sdo
também importantes como fonte de ocratoxina (Varga et al., 2004; Varga et al.,
2003).

FIGURA 2 Cabega conidial bisseriada de Aspergillus ochraceus (Chalfoun &
Batista, 2003)
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Frisvad & Samson (2000) citam que uma outra caracteristica das
espécies da Segfio Circumdati é a produgfio micotoxinas como cido penicilico,
Xantomegnina e viomeleina.

Samson (1994b) descreve estas dezesseis espécies da Segdo Circumdati:
A. auricomus, Aspergillus bridgeri M. Chr., Aspergillus campestris M. Chr., A.
dimorphicus, Aspergillus elegans Gasperini, Aspergillus insulicola Montemayor
& Santiago, Aspergillus lanosus Kamal & Bhargava, A. melleus, Aspergillus
ochraceoroseus Bértoli & Maggi, A. ochraceus, Aspergillus ostianus Wehmer,
Aspergillus petrakii Vords, Aspergillus robustus M. Chr. & Raper, 4
sclerotiorum, Aspergillus sepultus Tuthill & M. Chr. e 4. sulphureus além de
duas espécies teleomorficas, Petromyces albertensis J. P. Tewari € Petromyces
alliaceus Malloch & Cain. '

Anilises filogenéticas realizadas por Varga et al. (2000b) indicam que o
A. campestreis, A. lanosus e A. dimorphicus com A. sepultus pertencem ao
género Aspergillus Segio Candidi, Flavi e Cremi, respectivamente.

A proposta de alteraciio de nomes do 4. ochraceus para A. alutaceus ¢
do A sulphw-éus para A. fresenii foi muito questionada pelos taxonomistas e as
alteragSes néio foram concretizadas, permanecendo os nomes 4. ochraceus e A
sulphureus (Samson, 1994b).

Peterson (2000), fazendo um estudo sobre a relagho filogenética de
espécies de Aspergillus sugere que A. melleus, A. ostianus e A. petrakii sejam
sinénimos de A. ochraceus.

Pitt et al. (2000b) reformularam uma lista de espécies do género
Aspergillus Segio Circumdati que tem sido aceita pela ICPA (International
Commission on Penicillium and Aspergillus) desde a sua publicagdo em 2000,
estando relacionadas 4. auricomus, A. bridgeri, A. campestris, A. dimorphicus,
A. elegans, A. insulicola, A. lanosus, A. melleus, A. ochraceoroseus, A.
ochraceus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sepultus e A. sulphureus

27



Estudos realizados por Varga et al. (2004, 2000b) utilizando
metodologias genéticas nfo demonstraram nenhuma correlagdio taxondmica
entre os isolados produtores de ocratoxina A da Se¢do Circumdati, porém os
isolados de 4. ochraceus foram divididos em dois grupos com algumas
diferencas genéticas na regifo ITS (Internal Transcribed Spacer — Espagos
Internos Transcritos) do tDNA (DNA ribossomal), sendo que um grupo
sintetizava a ocratoxina A e outro nfio. Esta diferenca nio foi determinada pela
regido geografica do isolado , mas provavelmente a habilidade de produzir a
ocratoxina A é uma capacidade evolutiva da espécie.

O tamanho e a forma dos esclerédios, mas principalmente a cor, s§o
caracteristicas macroscépicas importantes na identificagdo das espécies do
género Aspergillus Segio Circumdati (Rapper & Fennell, 1965). Com o
crescimento a 37°C em meio CYA (Czapek Yeast Extract Agar) é possivel
realizar uma separa¢@io da maioria das espécies desta Secdo (Christensen, 1982).
O teste da produgdio de ocratoxina A permite a separagio de 4. mellus e A.
lanosus, que niio s3o produtores desta toxina (Frisvad & Samson, 2000). J4 a cor
das colénias em meio CYA. a 25°C e as caracteristicas dos conidios,
conidiéforos e seriaggo (bisseriados) tendem a ser bem proximas para a maioria
das espécies. .

A contaminacio com a espécie mais freqlentemente encontrada, o 4.
ochraceus, detectado em solos tanto de desertos como cultivados, como também
em produtos agricolas ap6s a colheita, possivelmente ocorre antes da colheita ou
durante a secagem (Klich, 2002; Varga et al., 2004; Wilson, 2002).

O A. ochraceus é capaz de se desenvolver em uma grande faixa de
temperatura, de 8 a 30°C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento varia de
25 a 30°C e a atividade de dgua minima para o seu desenvolvimento € de 0,76,
j4 para a produg#o de ocratoxina A a atividade de minima ¢ de 0,85, com a faixa
étima variando de 0,95-0,99 (Bars & Bars, 2000; ICMSF, 1996; Susrez-Quiroz
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et al., 2004b). Extrapolando estes dados para os frutos e grios de café, a
produgo de ocratoxina A ocorre quando o produto apresenta um valor de
umidade acima de 20% na base seca (Bars & Bars, 2000), a uma atividade de
dgua de 0,80 os griios de café estdo protegidos do desenvolvimento de 4.
ochraceus e da sintese de ocratoxina A (Sudrez-Quiroz et al., 2004b).

A ocratoxina A foi originalmente isolada do 4. ochraceus em 1965,
através de um experimento conduzido em laboratério (van der Merwe et al.,
1965), mas nos anos seguintes, outras 6 espécies pertencentes 3 Seg3o
Circumdati (A. alliaceus, A. melleus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum e
A. sulphureus) foram relatadas por Hesseltine et al. (1972) e Ciegler (1972).

Wilson et al. (2002), avaliando uma lista parcial de espécies produtoras
de ocratoxina A, observaram que a maioria das espécies faz parte da se¢do
Circumdati entre elas A. allliaceus, A. melleus, A. ochraceus, A. ostianus, A.
petrakii, e A. sulphureus.

A Tabela 3 descreve algumas espécies do género Aspergillus Segdo
Circumdati identificadas como produtoras de micotoxinas, demonstrando
também que tais espécies sdo freqilentemente isoladas de frutos e grios de café.
A porcentagem de isolados produtores de ocratoxina A ¢ muitp variada,
dependendo muito do mimero de isolados testados. Dé acordo com Bars & Bars
(2000), a porcentagem de Aspergillus ochraceus produtores de ocratoxina A
fregilentemente tem variado de 25 a 75%.
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TABELA 3 Espécies do género Aspergillus Se¢io Circumdati citadas como

produtoras de ocratoxina A.
Espécie Numero de. fungos  Origem/produto Referéﬁcia
testados/
produtores de
ocratoxina A
A. alliaceus 13| Micoteca Abarca et al. (1997)
171 Solo da Austrélia Varga et al. (1996)
6/6 Figo Bayman et al
(2002)
A. auricomus imn Gréos de café Batista et al. (2003)
in Amendoim Varga et al. (1996)
A. elegans 212 Gros de café Batista et al. (2003)
A. ostianus 1/1 Grios de café Batista et al. (2003)
A. ochraceus 41727 Grios de café Batista et al. (2003)
42/37 Frutos e grfos de café  Urbano et al. (2001)
1572 Micoteca Abarca et al. (1997)
193 Frutos/grdos de café  Prado et al. (2004)
18/14 Grios de café Nasser (2001)
12/9 Frutos de café Silva (2004)
20/1 Ragciio Accensi et al
(2004)
'A. sulphureus 23/22 Grios de café Batista et al. (2003)
) 211 Solo da India Varga et al. (1996)
34/12 Grilos de café Nasser (2001)
A. sclerotiorum 32 Grios de café Batista et al. (2003)
n Solo Tailindia Varga et al. (1996)
33 Gréos de café Nasser (2001)
A. petrakii in Grilos de café Batista et al. (2003)

Com a finalidade de aprimorar a identifica¢io de fungos ocratoxigénicos
em grios de café, Schmidt et al. (2004) realizaram um estudo visando detectar e
quantificar o DNA de A. ochraceus produtores de ocratoxina A em grdos de
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café. Segundo os autores, a detecgio bem como 2 quantificacio do DNA do
" fungo por PCR ( - Reagiio em Cadeia da Polimerase) em grios de café foi
possivel, mas as correlagdes com os dados de concentragio de ocratoxina A
foram baixos. Entretanto, uma correlagfio positiva entre a presenca do fungo e a
presenca de ocratoxina A foi estabelecida. Contudo, esta pesquisa oferece uma
ferramenta para uma rdpida detecgdo de 4. ochraceus sem a necessidade do
tempo de cultivo e identificagdo.

Mesmo com o avango tecnolégico na determinag#o de fungos produtores
‘de ocratoxina A em café, a contaminagfio com ocratoxina A mostra-se bem
heterogénea dentro de uma amostra e bastante pontual.

4.2 Aspergillus carbonarius e espécies do Género Aspergillus/Segiio Nigri

As espécies pertencentes ao género Aspergillus Se¢do Nigri tém como
uma das principais caracteristicas a produgfio de conidios pretos, marrom e
marrom escuro; daf refere-se atualmente a este grupo de fungos como Black
Asperéiﬂm. Morfologicamente algumas espécies possuem caracteristicas
marcantes  em suas estruturas, as quais s3o facilmente diferenciadas. O 4.
carbonarius (Figura 2) destaca-se devido aos seus conidios pretos, grandes,
distintamente rugosos (Klich, 2002) e longos conidi6foros. J& Aspergillus
- japonicus Saito € o tnico que possui cabega conidial unisseriada. Nas espécies
~ intermedidrias destacam-se os Aspergillus niger aggregate, estas espécies sdo
reconhecidas por apresentarem cabega conidial bisseriada e conidios
" relativamente pequenos. Os esclerédios estdio presentes em poucos isolados
(Kozakiewicz, 1989)
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FIGURA 2 Em A conidios distintamente rugosos de Aspergillus carbonarius e
em B Cabega conidial unisseriada de 4. japonicus (Chalfoun e
Batista 2003)

Os Black Aspergillus (Aspergillus Segao Nigri) tém sido isolados em
toda parte do mundo, sendo o 4. niger a espécie mais comum. As espécies desta
secdo sdo consideradas m patogenos oportunistas, causam deterioragdo em
alimentos e na natureza sdo encontradas no solo, areas cultivadas, em composto
e sobre compostos organicos em decomposigdo (Abarca et al., 2004; Schuster et
al., 2002; Varga et al, 1993). Algumas sdo utilizadas na indistria de
fermentacdo para produgdo de enzimas hidroliticas e dcidos orgénicos. Desde
que o A. niger foi reconhecido como GRAS (Genetically Regarded as Safe), este
tem sido manipulado geneticamente na industria de biotecnologia (Varga et al.,
1993). Cabe ressaltar que os isolados de 4. miger utilizados na industria sdo
criteriosamente selecionados e testados ndo apresentando risco a saide dos
consumidores e manipuladores. _

Segundo Seifert & Lévesque (2004), a taxonomia das espécies da Segdo
Nigri tem sido muito problemitica. Algumas espécies podem ser facilmente
distinguidas com base na presenga ou auséncia de métulas e pela forma e
rugosidade dos conidios. Abarca et al. (2004) também consideram que a
taxonomia da Segdo Nigri ndo € clara, porque ¢ primeiramente baseada sobre

critérios morfologicos e, em alguns casos, a diferenca entre as espécies € muito
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sutil. Por outro lado os autores reconhecem que h4 um esforgo cientifico para tal
posicio taxonOmica.

Abarca et al. (2004) propdem a mais nova -chave de identificagdo dos
Black Aspergillus, a partir de critérios morfolégicos, para a identificagio das
espécies mais comuns. Nesta chave de identificagio estfio as espécies de 4.
Japonicus, Aspergillus aculeatus lizuka, A. carbonarius e A. niger aggregate. As
espécies consideradas raras como Aspergillus helicothrix Al-Musallam,
Aspergillus ellipticus Raper & Fennell e Aspergillus heteromorphus Batista &
H. Maia, nio foram incluidas.

Samsom (1994a) considera seis espécies pertencentes a se¢fio Nigri, A..
carbonarius, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. japonicus € A. niger. Para
Varga et al. (2000a), sdo oito as espécies baseadas em anélises de polimorfismo
do DNA, 4. heteromorphus, A. ellipticus, A. carbonarius, A. japohicus, A
aculeatus, A. niger, Aspergillus tubingensis (Schober) Mosseray e Aspergillus
brasiliensis. As espécies de Aspergillus awamori Nakazawa, A. foetidus,
Aspergillus phoenicis (Corda) Thom e Aspergillus ficuum (Reichardt) Hennings
foram consideradas como sinénimos. -

Para fins taxondmicos, Pitt et al. (2000b) divulgaram a lista de espécies
da segio Nigri aceita pela International Commission on Penicillium and
Aspergillus - ICPA, estando incluidas 4. awamori, A. carbonarius, A. ellipticus,
A. foetidus, A. helicothrix, A. heteromorphus, A. japonicus, A. niger, Aspergillus
pallidus Kamyschko., A.phoenicis e A. pulverulentus (McAlpine) Wehmer.

A possivel capacidade de 4. niger em produzir ocratoxina A apresenta
um risco para a saiide humana e animal, visto que esta espécie é amplamente
utilizada na inddstria de alimentos e possui estatus de GRAS (Generally
Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Admminstration). Segundo
Abarca et al. (2004), ao longo do tempo em que 0 4. niger tem sido utilizado na
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produgdo de enzimas, 4cidos orgdnicos € na indistria de alimentos,
aparentemente nenhum efeito adverso para a satide humana foi constatado.

O A. niger se desenvolve em temperaturas que variam de 6 a 47°C e com
uma temperatura 6tima entre 35 e 37°C, a atividade de 4gua minima para o seu
crescimento ¢ de 0,88, que € relativamente maior se comparado com outras
espécies de Aspergillus (Schuster et al., 2002). O 4. carbonarius se desenvolve
em temperaturas que variam de 10 a 40°C e com uma temperatura 6tima entre 30
e 35°C, a atividade de agua 6tima para o seu desenvolvimento varia de 0,93 a
0,987. Para a produgdio de ocratoxina A, as 6timas condigdes sdo temperatura
entre 15 e 20°C e atividade de 4gua entre 0,95 e 0,98 (Mitchell et al., 2004).
Altos niveis de atividade de agua favorecem a produgdo de ocratoxina A para o
A. carbonarius (Belli et al., 2004), sendo considerado o principal responsavel
pela presenga de ocratoxina A em vinho, uva passa e, provavelmente, café
(Cabaies et al., 2002; Pitt et al., 2000; Pitt, 2000a).

Estudos tém mostrado que, ocasionalmente, isolados de 4. niger podem
ser produtores de ocratoxina A (Abarca et al., 1994); entretanto, a espécie muito
proxima morfologicamente o A. carbonarius € mais comum e uma fonte mais
importante de ocratoxina A (Heenan et al., 1998).

o Henﬁan et al. (1998) demonstraram que os isolados de A. carbonarius
sdo fregiientemente produtores e sdo capazes de sintetizar altas concentragdos de
ocratoxina A, entretanto o A. carbonarius ¢ bem menos comum que o A. niger.
J4 0 A. niger ¢ mais freqiientemente isolado, porém raramente € encontrado um
isolado produtor de ocratoxina. Abarca et al. (2004) também consideram o 4.
carbonarius como sendo o maior produtor de ocratoxina A da se¢do Nigri, mas
acham dificil conhecer a extensdo de sua ocorréncia em alimentos, pois os Black
Aspergillus sio normalmente identificados como 4. niger. Schuster et al. (2002)

citam o 4. citricus como uma importante fonte de ocratoxina A.
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A Tabela 4 descreve algumas espécies do género Aspergillus Segio
" Nigri identificadas como produtoras de micotoxinas.

Accenci et al. (2001) analisaram 92 isolados classificados como 4. niger
aggregate visando também a produgdo de ocratoxina A, todos os isolados foram
agrupados em duas espécies propostas, 4. niger € A. tubingensis, de acordo com
o padrdo de sua regiio de ITS-5.88 rDNA realizada por RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms). A distribui¢io dos isolados foi muito similar
52,2% foram classificados como T, correspondendo ao A. tubingensis, € 48,2%
‘foram classificados como N, correspondendo ao 4. miger. Dos seis isolados
produtores de ocratoxina A, todos foram classificados com N ¢ nenhum como T.
Os isolados de 4. niger aggregate estariam mais proéximos ao 4. niger do que
outras espécies.

Os isolados de 4. niger aggregate, além de servirem de suporte para
futuros estudos sobre a biossintese de ocratoxina, sdo wpécles fracas produtoras
de ocratoxina A (Téren et al., 1996).

A lista de espécie de Aspergillus produtores de ocratoxina A gera
controvérsia, mas atualmente é aceito que 4. niger é raramente produtor de
ocratoxina e que 4. .carbonarius ¢ um importante produtor de ocratoxina A em
café e uva em algumas partes do mundo (Seifert & Lévesque, 2004).
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TABELA 4. Espécies do género Aspergillus Segio Nigri produtoras de

ocratoxina A.
Espécie Nidmero fungos Origem/Preduto Referéncia
testados/
produtores de
ocratoxina A
A. carbonarius 18/18 Uvas Cabafies et al. (2002)
6/6 Frutos e grios de café  Joosten et al. (2001)
33/30 Meio de Cultura Heenan et al. (1998)
12/5 Meio de Cultura Téren et al. (1996)
87/10 Frutos e grios de café  Urbano et al. (2001)
1972 Cereais, soja e Abarca et al. (1994)
ervilhas
A. niger 11572 Meto de Cultura Heenan et al. (1998)
A. foetidus Grios de café Nakajima et al. (1997)
A. japonicus 45/9 Meio de Cultura Téren et al. (1996)
A. niger 304221 Frutos/grios de café  Prado et al. (2004)
agregaodos 100/3 Meio de Cultura Téren et al. (1996)

4.3 Espécies dos géneros Penicillium, Neopetromyces e Petromyces
Dentro do género Penicillium, as tmicas espécies consideradas

produtoras de ocratoxina A sdo o P. verrucosum, comum em cereais € produtos
agricolas de climas temperados, € o P. nordicum, mais comum em produtos
derivados de came e queijos (Samson et al., 2000).

Frisvad & Sansom (2000) propem um novo género, Neopetromyces, '
para as espécies da Segio Circumdati, sendo o Neopetromyces muricatus
(Udagawa, Uchiyama & Kamiya) Frisvad & Samson morfologicamente similar
a0 A. melleus. Uma das caracteristicas que diferenciam as duas espécies € que o
A. melleus ndo produz ocratoxina A, diferentemente de N. muricatus.
Petromyces alliaceus Malloch & Cain e Petromices albertensis J. P. Tewari
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foram considerados como sindnimos e denominados de P. alliaceus sendo
classificados como teleomorfos da Se¢do Flavi e também produtores de
ocratoxina A.

Todos os trabalhos conduzidos até no momento confirmam que as
principais espécies de fungos responsaveis pela presenca de ocratoxina A em
grios de café sio A. ochraceus, espécies morfologicamente proximas, A.
carbonarius, e raramente A. niger. .

Varias outras espécies tém sido citadas como produtoras de ocratoxina
A, A. albertensis, A. wentti (Varga et al., 1996), A. fumigatus e A. versicolor
(Abarca et al., 1997), porém a sua identificagdo é questionada e a estabilidade do
potencial toxigénico de algumas destas espécies € drasticamente reduzido
quando estas culturas sdo armazenadas em laboratério (Abarca et al., 2000).

5 Biossintese de Ocratoxina A

A ocratoxina A (figura 3) ¢ um metabdlito secundério constituido de

uma isocumarina com um atomo de cloro ligada ao L-fenilalanina (O’Callaghan
etal., 2003).

FIGURA 3 Estrutura das ocratoxinas (Miihlencoert, 2003)

37



O ciclo biossintético da ocratoxina A ainda ndo foi estabelecido, embora
o0 grupo isocumarina seja uma estrutura formada via acetato ¢ malonato € o ciclo
da sintese de policetideos com o L-fenilalanina seja derivado do ciclo do 4cido
shiquimico (Moss, 1996).

A caracterizagio molecular dos genes envolvidos na biossintese de
micotoxinas & de vital importincia para o entendimento das organizagdes,
regulaglio e expressdo destes genes. Este conbecimento pode levar ao
" desenvolvimento de estratégias de controle biolégico de fungos micotoxigénicos
e o desenvolvimento de plantas com sementes resistentes & contaminagfo
(Sweeney & Dobson, 1999). '

A identificacio de fungos ocratoxlgémcos encontrados em produtos
agricolas, ragdes ¢ alimentos em geral ¢é de vital importincia para eliminar a
presenga de ocratoxina A na cadeia alimentar. Neste sentido, os diagnésticos
moleculares sio os mais recomendados. Tais métodos podem ser melhor
estabelecidos quando baseados em caracteristicas genéticas especificas de
fungos produtores de ocratoxina A, isto €, genes e enzimas envolvidos na
biossintese de ocratoxina A (Miihlencoert et al., 2004).

Para elucidar os genes ¢ enz:mas envolvidos na biossintese de
ocratoxina A & necessério primeiramente determinar os fatores ambientais que
regulam a produgio de micotoxinas. A produgfo de metabélitos secundérios néo
é essencial para o desenvolvimento dos microrganismos, mas € regulada
algumas vezes de acordo com as condigies ambientais (Mihlencoert et al.,
2004).

O’Callaghan et al. (2003), estudando a clonagem e a caracterizagio
molecular de genes da sintese de policetideos (PKS) envolvidos na biossintese
de ocratoxina A, observaram que os genes pks ndo foram expressados quando o
A. ochraceus cresceu sobre meio restrito para a produgdio de ocratoxina A;
assim, a expressdo destes genes pks envolvidos na sintese de ocratoxina A de
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Aspergillus ochraceus s8o diferentemente regulados em diferentes condi¢des
fisiolégicas. A expressdo destes genes aparece fortemente durante os 4 a 5 dias
de desenvolvimento dos fungos em meios favordveis, sendo reduzida com o
tempo.

Um esquema da biossintese de ocratoxina A (Figura 4) foi sugerido por
Huff & Hamilton (1979). De acordo com a hipétese dos autores, a biossitese da
ocratoxina A possui trés etapas: a primeira ¢ a sintese da ocratoxina c via
meleina envolvendo uma sintese de policetideos, seguida por uma cloracdo por
uma cloroperoxidase € a ativagio do grupo carboxil; na segunda etapa, o
precursor ¢ a fenilalanina, sintetizada via ciclo écido shiquimico, seguido pela '
ativagio do grupo etil ester, a terceira etapa é a ligagio destes precursores
gerando a ocratoxina C, um etil éster da ocratoxina A. A desesterificagdo por
uma esterase € o ultimo passo deste postulado.

Harris & Mantle (2001) propdem um ciclo diferente. Como ndo se
encontrou nenhuma evidéncia da ocratoxina C e da meleina como intermedidrio
da ocratoxina A, os autores sugerem que um ciclo nfo especifico leva i
formag#io de ocratoxina P (ocratoxina a sem o atomo de cloro) via ocratoxina o
para formar a ocratoxina A. Segundo os autores, parece haver uma dominéncia
pelo ciclo biossintético envolvendo as ocratoxinas f—»a—A, como também uma
ramificagio das ocratoxinas p—B. Uma outra alternativa pode ser B—B—A,
mas a ocratoxina a nfio ¢ diretamente envolvida.

A substituicio do stomo de cloro tranformando a ocratoxina B em
ocratoxina A promove, com isso, nio s6 a protegdo da toxina contra as
carboxilpeptidase em animais monogéstricos, mas também parece dar uma
importante expressio na toxicidade em animais (Mantle, 2002).
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FIGURA 4 Esquema da biossintese do ocratoxina A (Hull e Hamilton, 1979)




6 Toxicologia da ocratoxina A

As ocratoxinas foram as primeiras micotoxinas caracterizadas apés as
aflatoxinas e estdio recebendo uma aten¢3o em todo o mundo por seu cardter
nefrotéxico (Abarca et al., 2000). A ocratoxina A ¢ um metabdlito altamente
toxico, produzido principalmente por espécies de fungos dos géneros
Aspergillus ¢ Penicillium oportunistas naturais ¢ agentes de biodeterioragdo de
commodities agricolas ricas em carboidratos produzidos em toda parte do
mundo, em latitudes que variam de temperaturas frias a tropicais (Mantle, 2002)

Das micotoxinas produzidas por Aspergillus, 86 a ocratoxina A €
potencialmente tSo importante quanto as aflatoxinas (Bennett & Klich, 2003).

A ocratoxina ¢ uma nefrotoxina para todas as espécies de animais
estudadas; é o composto mais toxico para os rins humanos, pois tem a maior
meia vida para eliminagio quando se comparam os humanos com outras
espécies animais (Bennett & Klich, 2003).

De acordo com a International Agency for Rsesearch on Cancer - IARC
(1993), a ocratoxina A faz parte da categoria de compostos 2B, ou seja,
cOmpostos ;;ossivelmte cancerigenos para humanos e com suficiente
evidéncias para animais, reconhecendo-se que a ocratoxina A causa toxicidade
renal, nefropatia e imunossupressdo em vrios animais.

Devido as semelhancas morfolégicas e funcionais entre as lesdes da
nefropatia suina provocada pela ocratoxina A e as das nefropatia endémicas em
humanos, tem-se sugerido que esta micotoxina pode ser o agente causal. Esta
nefropatia mortal afeta as populagdes rurais da Croédcia, Bésnia-Herzegovina,
Tugoslévia, Bulgéria ¢ Roménia, onde se calcula que aproximadamente 20 000
pessoas sofrem desta enfermidade conhecida como Nefropatia Endémica dos
Balkans (Balkan Endemic Nephropaty — BEN) (Peraica et al., 1999).

A BEN, uma doen¢a renal crénica de etiologia desconhecida, ¢
encontrada em limitadas regides geogréficas da Croédcia, Bulgiria, Bésnia-
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Herzegovina, Eslovénia, Servia e Iuguslévia. A incidéncia de tumores na pélvica
renal e na uretra & de 90 a 100 vezes maior do que em regibes ndo endémicas
(Abouzied et al., 2002; Peraica et al., 1999). Ndo existe uma fase aguda, os
primeiro sinas e sintomas n#o s#o especificos e consistem em cansago, cefaléia,
perda de peso e palidez, em fases avangadas da enfermidade ocorre uma redugdo
de peso € no tamanho dos rins, que se mostram fibrosos, com vérios sinais de
inflamacgio (Peraica et al., 1999).

' Em 1982, a ocratoxina A foi pela primeira vez detectada no sangue de
habitantes fora da regifo dos Balkans. Desde entdo, vérios estudos foram
realizados em paises fora das regies endémicas. Rizzo et al. (2002), revisando
vérios estudos, demonstraram que a concentragio média de ocratoxina A no
sangue de individuos estudados na Croécia foi de 0,39 ng/mi e de 0,53pg/kg de
peso corporeo por dia, que ¢ inferior & média observada em outros paises
europeus, com média de 0,9 pg/kg de peso corpéreo por dia. Estes resultados
sugeremquehénec&ssidadedereduziracontaminaqﬁoemcereaisepmdutosé
base de cereais €, conseqlientemente, reduzir a exposigdo de humanos ¢ animais
a ocratoxina A nfo s6 em em éreas onde ocorre a BEN, mas também em outros
paises europeus onde a doenca € ausente. -

Alguns estudos tém encontrado uma correlagio geogrifica entre a
concentragio de ocratoxina A em alimentos e ragdes ¢ a manifestacio da BEN,
outros nio. De acordo com Abouzied et al. (2002); os resultados obtidos em seu
estudo indicam que a ocratoxina A pode niio ser a Ginica causa da BEN, podendo
estar ocorrendo um sinergismo com outras substincias téxicas e/ou uma
predisposigdo genética daquela populagio.

As micotoxinas, com suas diversidades de estruturas quimicas, séo
capazes de reagir com virios tipos de receptores moleculares, incluindo DNA
(Acido desoxirribonucléico), RNA (Acido ribonucléico), proteinas funcionais,
cofatores enziméticos € constituintes de membranas. A importincia de um

42



receptor molecular de uma micotoxina ¢ determinada pela: a — afinidade pela
forma ativa da micotoxina, b — o seu papel em um processo bioquimico vital, ¢ -
a persisténcia da lesfio formada e d — a severidade das.conseqiiéncias da lesdo.

Com base nestas considerac3es, as lesdes que ocorrem no DNA ¢ RNA
s3o de particular importincia porque nfo sé destroem a integridade estrutural
destas moléculas informativas, mas interrompem sua biossintese ¢ de proteinas ¢
outros constituintes celulares essenciais para a vitalidade celular.

De acordo com Hsieh (1987) as reacbes entre as micotoxinas e seus
receptores moleculares podem ser ndo covalente-reversiveis, ligagdes do tipo
fracas pontes de hidrogénio, ligagdes idnicas ou ndo polares entre as duas
moléculas. Estas interacdes sdo reversiveis pela dissociagdo do complexo
receptor-micotoxina como processo metabélico de remogiio da toxina por um
sitio receptor ou por ligacdes covalentes irreversiveis. As reagdes mais
importantes sio os ataques eletrofilicos ndo especificos sobre os centros
nucleofilicos do receptor molecular, normalmente eterodtomos de nitrogénio,
oxigénio e enxofre em proteinas e dcidos nucléicos. Estas ligagdes resultam
numa mudanga conformacional do receptor, provocando injurias quimicas e
alteracdes em svas fun¢des. Mesmo assim, este tipo de complé:go receptor-
micotoxina pode ser desativado por vérios processos celulares, incluindo a
decomposi¢do espontinea de ligagGes covalentes.

. Os mecanismos moleculares dos efeitos téxicos da ocratoxina A ainda
sdo desconhecidos. Os efeitos toxicos causados pela ocoratoxina A incluem
aberragGes cromossdmicas, efeito inibidor sobre a biossintese de proteinas e
coagulacdo e inibi¢iio da producdo de ATP mitocondrial.

Experimentalmente tem se mostrado que a ocratoxina A € teratogénica,
causando defeitos craniofaciais em roedores e aves e mal de Ficher em ratos,
além de ser o mais potente carcinogénico remal. A toxina ¢ também
imunossupressiva, pelo seu efeito inibidor sobre a sintese de proteinas contendo
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fenilalanina e por um inibidor enzimético, particularmente com respeito a
carboxilpeptidase e algumas enzimas dos rins, notavelmente fosfoenolpiruvato
carboxilquinase. Pelo efeito sobre a peroxidagdo lipidica, a ocratoxina A pode
romper o reticulo endoplasmético. A permanéncia da ocratoxina A em animais
varia consideravelmente; a sua meia-vida € de 3 dias para ratos, 3 semanas em
macacos ¢ 7 semanas em humanos voluntérios. Sem duvida, a longa
permanéncia da ocratoxina A no homem € um aspecto preocupante, embora a
maioria desta permanéncia esteja ligada com proteinas, acarretando
conseqiiéncias menos graves do que se estivesse livre no sangue (Mantle, 2002)

Segudo Hohler (1998), muitos dos diferentes efeitos téxicos da
ocratoxina A podem ser parcialmente controlados pela adi¢io na dieta de
compostos antioxidantes, particularmente a vitamina E e, possivelmente, outros
caroten6ides e flavondides. De particular importincia pode ser a habilidade
destes compostos em neutralizar os efeitos imunotéxicos das micotoxinas e seus
efeitos cancerigenos. A descoberta de que a vitamina E reduz a toxicidade, a
peroxidagiio lipidica e a geraglio de radicais livres in vitro, bem como a
neutralizagio in vivo, sdo hipéteses adicionais sobre o papel que os radicais
livres tém so!:re a etiologia da ocratoxicose.

7 O café como fonte de ocratoxina A para saide humana

A perspectiva de que o café pode ser uma importante fonte de ocratoxina
A levou vérios pesquisadores 3 busca de informagdes sobre a redugdo de
ocratoxina A durante a torragdo ¢ a presenca desta na bebida do café. O efeito da
torragdo ainda é muito questionado, porém a transferéncia da maior parte
ocratoxina A presente no café torrado e moido e café instantéineo para a bebida
tem sido bem documentada (Tsoubuchi et al., 1987; Stegen et al., 1997).

A ingestdo de ocratoxina A em dmbito internacional tem sido avaliada
com base na média dos produtos consumidos com os niveis médios de
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contaminagdo. Em paises europeus, de acordo com os dados recomendados pela
" FAO/ WHO, a média total de ingestdo de ocratoxina A foi estimada em 45
pg/kg de peso corpéreoporsemana,'assumindo o peso corpéreo de 60 Kg. Os
cereais e vinhos contribuem com 25 ¢ 10 pg/kg de peso corpéreo por semana,
respectivamente, para a ingestio média, enquanto o suco de uva e o caf¢
contribuem, cada um, com 2-3 pg/kg de peso corpéreo por semana. Outros
alimentos como frutas secas, cerveja, ch4, leite e carne de aves, contribuem com
1,0'nug/kg de peso corpdreo por semana (WHO, 2001)
' Jorgensen (1998), ao avaliar produtos que possivelmente contribuem
com a ingestdo de ocratoxina A na populagio da Dinamarca, avaliou os niveis de
ocratoxina A em came de porco e de aves, café, cerveja e grios. Com base em
seus resultados, o autor concluiu que os cereais (1,9 pg/kg por peso corpéreo por
. dia) e produtos derivados de cereais podem ser considerados os mais
importantes contribuintes para a ingestio de ocratoxina A para os
dinamarqueses; entretanto, o elevado consumo de cerveja(0,5 pg/kg por peso
corpéreo por dia) e de café instantineo e torrado (0,4 e 1,0 pg/kg por peso
corpéreo por dia respectivamente) pode fazer com que estes produtos tenham
uma contribuicio mmor Além disso, a quantidade relativa de contribuicio
desses cereais pode variar de ano para ano dependendo das condigdes climéticas
~ ede colheita.
Studer-Rohr et al. (1995), com base seus estudos avaliando a
.pment;adeocmtoxinaAemgriosdecafé,ominimoounenhumefeitoda
* torragdio sobre a concentragio da toxina e a transferéncia da maior parte da
. toxina presente nos grios para a bebida, conclufram que o consumo de café pode
contribuir significativamente com a ingestfio de ocratoxina para humanos.

Os cereais sdo conhecidos pelos epidemiologistas e toxicologistas por
serem os principais responsiveis pelos problemas de saide associados com
ocratoxina A na Europa (Albert & Gauchi, 2002).
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Os estudos realizados no Brasil mostram que a ocratoxina A, embora
detectdvel, foi apresentada em menor niveis no café brasileiro; assim, a
contaminagdo com esta toxina nfo parece ser um problema de saiide piblica '
(Rodriguez-Amaya & Sabino, 2002).

Segundo WHO (2001), é possivel observar claramente que o café ndo é
a maior fonte de ocratoxina A em uma dieta normal.

. A presenca de ocratoxina A em café € indesejével porque esta pode ser
usada como uma barreira nfo tariféiria (Suarez-Quiroz et al., 1999). Os paises
que nfio sdo produtores de produtos susceptiveis a contaminagdo com
micotoxinas tém limites de tolerincia menores do que para os seus produtos. Na
Dinamarca, onde a Nefropatia Suina causada pelo consumo de ragdo
contaminada com ocratoxina A é endémica, o limite de ocratoxina A para rins de
suinos é de 25pg/Kg; ja para grios como o café, que ¢ um produto importado, o
limite ¢ de 5,0pg/Kg. H4 também um tendéncia em se exigir mais dos produtos
que sdo importados e proteger os que sdo produzidos em alguns paises,
principalmente na Europa. Além disso, com a tendéncia de se eliminarem as

barreiras tariférias, podemos esperar uma intensificagiio das barreiras nio .=

tariférias, entre elas as fitossanitérias e as de seguran¢a alimentar.

8 Efeito do Pré-Processamento do café sobre a presenca de ocratoxina A

. .O.periodo em que ocorre a invasdo do café por fungos toxigénicos nio
tem sido adequadamente estudado. Isto ¢ de grande importincia para o

desenvolvimento de estratégia com o intuito de reduzir os niveis de

contammwﬁo (Taniwaki et al., 2003; Bucheli et al., 2000). o

-~ Odesenvolvimento de fungos pode ocorrer sobre uma grande variedade

de produtos agwolas ‘Para o café, o risco do d&senvolvnmento dos fungos‘é\

~ e’

malor durante uma secagem inadequada dos frutos ¢ na reabsorgio de umidade
\ dos grios armazenados.

T
7 [Ty
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Bucheli & Taniwaki (2002) mostraram que o crescimento dos fungose a
produgiio de ocratoxina A ocorrem somente durante a secagem do caf¢ e que a
secagem rdpida ¢é efetiva para que a ocratoxina A nfio seja produzida. Uma boa
secagem ao sol ou sua combinagdo com secagem mecénica fornecem um
controle adequado.

A formag#o de ocratoxina A durante a secagem foi estuda por Bucheli et
al. (2000) na Tailandia, os quais demonstraram que a produgo de ocratoxina A
em café naquele pais ocorre normalmente em café seco ao sol, que os frutos
passas foram mais susceptiveis do que os frutos verdes € que os defeitos,
especialmente a inclusdo de casca, foram as maiores fontes de contaminagdo.

Os produtos de melhor qualidade, com secagem e beneficiamento
apropriados, € a redugdo dos defeitos podem reduzir substancialmente a
concentragio de ocratoxina A em grios de café. A redugdo na concentragio de
octatoxina A durante a selegio de gros e torragio do café tem sido bem
estudada, com resultados variados (WHO, 2001; Nasser, 2001).

Heilmann (1999), testando vérios tipos de processamento tentando
avaliar qual efetivamente reduz a concentragdo de ocratoxina em gros de café,
observou que na classificagdo por coloragdo, a contaminagéio com ocratoxina A
foi superior nos grios rejeitados, mas em geral os valores encontrados em grios
classificados como padrdo indicam que este tipo de processamento nio leva a
uma razoével separagio de grdos sadios e grios contaminados. Os resultados
também foram inconsistentes para polimento e tratamento a vapor. Os melhores
resultados foram obtidos com o processo de torragdo e utilizando solventes
orgénicos na produgio de café descafeinado.
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8.1 Beneficiamento

Desde que a casca do café € uma significante fonte de ocratoxina A, a
selegdo e o beneficiamento dos frutos de café sio métodos efetivos de redugio
de ocratoxina A (Viani, 2002).

Em frutos de café robusta, Bucheli et al. (2000) demonstraram que
frutos verdes ¢ maduros continham apenas tragos de ocratoxina A nos grdos
(média de 0,3ug/Kg) e a casca apresentou um contaminagdo média de 0,4pg/Kg,
" os frutos passas foram os que apresentaram-se mais contaminados na maioria
das propriedades estudadas, sendo, que nos gréos, a contaminagdo variou de niio
detectado a 31,8ug/Kg, com uma média de 3,3ug/Kg, e nas cascas destas
amostras, a contaminagdo variou de 0,3 a 38,6pg/Kg, com uma média de
7.3ug/Kg. Nos frutos secos a contaminagdo muito variada, principalmente na
casca, com uma variacdo de 5,9 a 1206pg/Kg uma média de 389pg/Kg, a
variac3o foi de 1,4 a 51,6pg/Kg, com uma média de 16,5ug/Kg. Este foi o
primeiro experimento demonstrando que a ocratoxina A concentra-se na casca
do café, parte que é removida durante o beneficiamento. )

Pittet et al. (1996) observaram que café torrado adulterado com casca
apresentou niveis mais elevados de conﬁqminaqﬁo com ocratoxina A, cerca de
seisvmmaisdoqueasamosﬁ'asdeeafé solivel puro. Isto ocorre porque a
casca do café ¢ um substrato mais favordvel ao desenvolvimento de fungos e
produgdo de ocratoxina A do que o préprio grio de café, demonstrando que
alimentos adulterados nfio geram apenas perdas econ6micas, mas também
influenciam a seguranga do produto.

Nasser (2001) demonstrou que a relagio entre a ocorréncia de ocratoxina
A e diferentes tamanhos de grios separados por peneiras indica que a selegdio de
grios também reduz o risco da contaminagfio por ocratoxina A, apesar dos
baixos niveis de contamina¢io encontrados. Das 12 amostras analisadas, 7
apresentaram niveis de contaminagfio que variaram de 0,120 a 0,591 pg/Kg; das
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amostras contaminadas trés eram residuos das peneiras ¢ uma era amostra em
" que ndo foi realizada o procedimento de separagdo denominado de Bica Corrida.

8.2 Torragio

Até as tltimas décadas do século XX, acreditava-se que a ocratoxina A
era destruida ap6s a torrag#o. A ocorréncia de ocratoxina A em café torrado foi
relatado pela primeira vez por Tsuboushi e colaboradores, em 1988; desde entio
iniciaram-se vérios estudos sobre o café torrado e moido (Tabela 5).

Os menores niveis de redugio foram observados por Studer-Rohr et al.
(1995) e Tsoubuchi et al. (1987) os quais estudaram griios de café que foram
naturalmente deteriorados ou sobre onde uma cultura de Aspergillus ochraceus
havia crescido em condi¢es de laboratério, favorecendo, assim, a producdo de
~ altas concentragdes de ocratoxina A (90-1300 pg/Kg). Tais elevadas
concentragdes nio so representativas das condi¢des encontradas em grdos de
café comercializados, ou seja, a degradagdio de elevadas concentragBes pelas
reagdes quimicas naturais durante a torragfio ¢ mais provivel em pouca
quantidade de ocratoxina A, o que normalmente é encontrado em grios de café
(WHO, 2001).

Tsubouchi et al.- (1987) afirmam que a torragfio nfio causa nenhuma
~ redugdo na concentragdo inicial de ocratoxina presente nos gréos de café, além

.deainoculaqﬁodoﬁmgoserummétodomaisacuradoparaavaliara

permanéncia da ocratoxina durante a torragdo, uma vez que a micotoxina pode
" estar ligada aos componentes dos grios de café, sendo este o motivo de sua forte
. resisténcia térmica. Neste estudo, os pesquisadores demonstraram, também, que
toda a ocratoxina presente no café torrado e moido € transferida para a bebida do
café, sendo a toxina soliivel em &gua quente.
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TABELA 5. Efeito da torragdo do café sobre a concentragfio de ocratoxina A

Tipo de Conc de Conc de % deredugfiode  Referéncias
Amostra Ocratoxina A OcratoxinaA  Ocratoxina A

emppbnos emppbapésa  apésatorra

___grios torragio

Natural 40 03 90 Mico et al. (1989)
Natural 8.6 0.2 96 Mico et al. (1989)
Natural 49 1.5 69 Van der Stegen et
: al. (2001)
Natural 73 14 - 81 Blanc et al. (1998)
Artificial 780 890 0 Studer-Rohr et al.
(1995)
Inoculagdo 1300 1200 11 Studer-Rohr et al.
(1995)
Inoculagdo 140 121 22 Studer-Rohr et al.
(1995)
92 92 0 Studer-Rehr et al.
. (1995)
Natural 3,8-23 0,0 90-100 Cantifora et al.
(1983)
Inoculagdo 0,17-130 0,17-114 0-12 Tsubouchi et al.
’ (1987)
Natural 1.99 0.18 90,95 Romani et al.
(2003)
Natural 29,30 0.95 96,75 Romani et al.
(2003)
Natural 2.82 0.95 94,33 Romani et al.
(2003)
Natural 9,64 047 95,12 Romani et al.
(2003)

Natural — amostras naturalmente contaminadas com ocratoxina A
Artificial — amostras artificialmente contaminadas com a ocratoxina A
Inoculagfio — amostras onde foram inoculados fungos produtores de ocratoxina A
Resultado semelhante foi observado por Studer-Rohr et al. (1994)
segundo os quais nas amostras que foram inoculadas com 4. ochraceus nio
ocorreu uma reducio significativa de ocratoxina A ap6s a torragdo e que de 25 a
50% da toxina presente no grio sfo detectados na bebida apds a torragéo.
Diferentemente, Micco et al. (1989) observaram uma redugio de 90 a
100% da concentracdo de ocratoxina A durante a torragio em amostras
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naturalmente contaminadas. Além disso, a toxina presente em amostras de café
torrado n#o foi transferida para a bebida.

Para Studer-Rohr et al. (1995), uma falha na amostragem e as diferentes
origens de gréos de café sfo os fatores responsiveis para justificar a diferenga de
teores de ocratoxina A entre os grdos de café e o café torrado e moido. Seguindo
esta linha de raciocinio, ¢ levando em consideragdio os baixos valores de
ocratoxina A encontrados em café torrado e moido, os niveis de ocratoxina A
encontrados em grdos de café seriam falhas de amostragem e no representam
uma real contaminagio do produto.

Nas amostras analisadas por Stengen et al. (2001), foi observada uma
reducdio de 69% da ocratoxina A presente inicialmente. Para os autores, a
diferenga deste valor para outros estudos (Tabela 5) pode ser devido ao tipo de
méquina utilizada para a homogeneizagdo do café, em que pode ter sido possivel
a remogio de alguns residuos antes da torra. Os autores apresentam, ainda, trés
diferentes explicagdes para a redugio da ocratoxina A, sendo as trés validas: a
primeira seria a remogdo fisica, devido a eliminagdo de residuos (fumaga); a
segunda, uma possivel isomerizagdo da ocratoxina no carbono 3, formando um
outro produto; e a terceira a degradac@o térmica da ocratoxina A, com possivel
envolvimento da umidade. Todas as trés explicacdes podem ter um papel parcial
na redugfo da ocratatoxina A durante a torragiio do café.

Romani et al. (2003) analisaram quatro amostras naturalmente
contaminadas em trés tipos de torracdo (clara, média e escura). De acordo com
os resultados obtidos, houve uma reducfio média de ocratoxina A de 90%,
mostrando que a torragdo reduz a concentragio de ocratoxina A, com o maior
percentual de redugiio nas amostras com maior nivel de contamina¢fo. Os
autores concluem também que a maior parte desta redugio € devido a destrui¢io
térmica, com relagio ao tipo de processo, no café expresso foi observada uma
redugdo acima de 90%.
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Devido 4 relativa alta freqiiéncia de contaminagfio de ocratoxina A em
grios de café e a dificuldade no controle sanitério desta commodities, o processo
de torragdo como um passo para a obten¢do da bebida parecer ser um caminho
eficiente para reduzir os niveis de ocratoxina A e minimizar o risco de ingestio
através do consumo de café (Romani et al., 2003).

Os dados sobre o papel da torrag@io nos niveis de ocratoxina A em grios
de café naturalmente permite que pode ser adotado um limite de 80 a 90% de
" reducfio, uma vez que este é o método mais preciso, pois demonstra com mais
seguranga o que estd ocorrendo naturalmente. Além disso, as metodologias mais
sensiveis de andlises de ocratoxina A em grios de café torrado também
confirmam estes niveis de redugfo.

9. Niveis de ocratoxina A em grios de café e propostas de limites

Como nos demais produtos agricolas, os frutos de café estdo sujeitos a
serem contaminados com fungos produtores de ocratoxina A em todas a fases de
produgfio, estudos microbiolégicos tém -mostrado que as espécies
ocratoxigénicas est#o normalmente presentes em frutos e grios de café. De
acordo com o processamento, com O 'mpdo de conduciio da lavoura e de
processamento, as amostras irdo hpmentar maior ou menor risco da presenca de
ocratoxina A. Os tipos de amostras analisadas podem ser responséveis pelos
niveis variados de ocratoxina A em café. Isto pode ser observado no primeiro
estudo sobre ocratoxina A em griios de café realizado por Levi et al. (1974). Os
niveis de contaminacfio variaram de tragos a 360pg/Kg, sendo que os niveis
mais elevados ocorreram em.amostras visualmente deterioradas, demonstrando,
assim, que os tipos de amostras podem apresentar niveis varidveis de ocratoxina
A. Das 68 amostras comerciais analisadas, 2 apresentaram tragos de
contaminagio e uma amostra estava contaminada com 80pg/Kg de ocratoxina A.
Devido ao limite de detecgéio do método ser de 20 pg/Kg, 4,41% das amostras
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estavam contaminadas. Devido & baixa taxa de contaminagdo, os autores
concluiram que o café ndio parecia ser um bom substrato para a produgdo de
ocratoxina A, comparado com outros produtos como arroz € trigo.

Cantifora et al. (1983), utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia, um método mais sensivel e preciso, analisaram 40 amostras de grdos
de café; destas, 22,5% estavam contaminadas com niveis que variaram de 0,5 a
2311glKg, entre as quais apenas 2 (5%), do continente africano, apresentaram
contaminaggo acima de 5,0pg/Kg. Os resultados obtidos neste estudo somam-se
aos do trabalho realizado por Levi et al. (1974), pois ambos tém a opinigio de que
o risco de ocratoxina A em café & muito baixo. ‘

Tsubouchi et al. (1984) avaliaram 22 amostras de grios de café; destas,
4 apresentaram contaminag@o com ocratoxina A em niveis que variaram de 9,9 a
46 ng/Kg. Neste estudo foi possivel observar também que o café em comparagio
com o arroz, ndo é um bom substrato para a produgdo de ocratoxina A, porém o
grdo de café pode ser susceptivel 3 infestagdo e produc}so de ocratoxina A por
alguns isolados de Aspergillus ochraceus insensiveis 4 presenga de cafeina.

" Micco et al. (1989) avaliaram 29 amostras de grios de café,. destas
amostras, 58% apresentaram contaminagfo que variaram de 0,2 a lﬁpg/Kg. Das
14 amostras brasileiras analisadas, 10 estavam contaminadas com niveis que
variaram de 0,2 a 5,51g/Kg; das 14 amostras analisadas, apenas uma estava
contaminada com limites acima de 5,0pg/Kg.

Studer-Robr et al. (1994) analisaram 25 amostras de grdos de café,
destas 52% apresentaram niveis de contaminagio que variaram de 1,2 a
56pg/Kg, sendo que a amostra que apresentou um nivel de contaminagiio de
56pg/Kg estava aparentemente deteriorada. Resultado semelhante foi observado
por Levi et al. (1974) segundo os quais as amostras deterioradas apresentaram os
maiores indices de contaminag#o.
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Em 1995, Studer-Rohr e colaboradores analisaram mais 25 amostras de
grios de café; novamente 13 amostras estavam contaminadas com niveis que
variaram de 0,9 a 50pg/Kg. Das 5 amostras brasileiras analisadas, 3 estavam
contaminadas com 2,02; 4,0 e 7,4ug/Kg. Como podemos observar, uma amostra
brasileira estava com contaminagfo acima de Spg/Kg. Do Total das 13 amostras
analisadas, 7 estam contaminadas com valores acima de Spg/Kg.

Nakajima et al. (1997) analisaram 47 amostras de gréios de café
importadas pelo Japdo, destas amostras, 14 (30%) apresentaram contaminaggo
com niveis que variaram de 0,1 a 17.4pg/Kg. Nas 10 amostras brasileiras
analisadas, em nenhuma foi detectada a presenga de ocratoxina A. As amostras
contaminadas foram importadas do Imem, Tanzinia e Indonésia. Apenas 2
amostras apresentaram contaminagio acima de Spg/Kg.

Das 19 amostras de griios de café originadas da América do sul,
enviadasparaoFoodandDmgAdmihisu'ation-FDAeanalizadaspor
Trucksess et al. (1999), 9 apresentaram contamina¢fio que variaram de 0,1 a
4,6ug/Kg. Nenhuma amostra apresentou contaminagio com ocratoxina A acima
de 5.0pg/Kg.

Pasin & Abreu (2000) avaliaram a incidéncia de ocratoxina em grios de
café &e cinc<.) diferentes cultivares (Acaid, Catuai, Icati, Mundo Novo, Rubi)
processadas via seca e via Umida. Apenas uma amostra da cultivar Rubi
processado por via iimida (despolpado) apresentou contaminacdo de 1,86pug/Kg,
um valor bem abaixo de Spg/Kg.

Romani et al. (2000), analisando diferentes tipos e origens de café
observaram que a maioria (76/84) das amostras oriundas de paises africanos
estavam contaminadas com ocratoxina A com niveis que variaram de 0,5 a
48pg/Kg, com uma média de 4pg/Kg, em particular as amostras do Zaire e do
Congo, as quais apresentaram os niveis mais elevados. Entre as amostras do
continente Americano, 19 (31,66%) das 60 amostras estavam contaminadas com
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uma média de 3ug/Kg. Das 32 amostras brasileiras, 9 estavam contaminadas,
sendo que 2 apresentaram contaminagfio acima de Spug/Kg. Entre as amostras
Asiticas 7 (38,88%) das 18 amostras estavam contaminadas, nenhuma acima de
5pg/Kg, as quais apresentaram uma contaminagio média de 1,06pug/Kg. Do
Total das amostras analisadas por Romani et al. (2000), em 65% n#o foi
detectada a presenca de ocratoxina A; niveis mais elevados (7-8ug/Kg) foram
excepcionais, apenas encontrados em 2 amostras. Os autores observaram que o
café produzido no continente americano tinha significativamente menor

" contaminag#o; j& o continente africano apresentou uma maior freqiléncia e niveis
.mais elevados. Para os autores € possivel que as condig3es climéticas e o pré-
processamento tenham influénciado estes resultados.

Das 21 amostras de grios de café analisadas por Robledo et al. (2001)
coletadas no estado de Nayarit, no México, 67% estavam contaminadas com
ocratoxina A, com uma média dos valores positivos de 30,1pg/Kg, sendo que os
niveis de contaminag@io variaram de 16,6 a 62,5pg/Kg. Segundo os autores as
condi¢cdes climéticas da regiio em que o café foi produzido favoreceram o
desenvolvimento de fungos e a produgdo de ocratoxina A tanto na lavoura como
no local de axmaienamento, onde ficou por longo periodo. Esta seria a
explicagdo para esclarecer a elevada média de contaminagdo encontrada nos
cafés do México e a média mais baixa encontrada em cafés da Coldmbia e do

' Brasil

‘ Leoni et al. (2001) analisaram 132 amostras de grios de café coletadas
em Minas Gerais (35 amostras), Parand (65), Séo Paulo (13), Espirito Santo (17)
¢ Bahia (2). Destas amostras 27, estavam contaminadas com niveis de variaram
de 0,7 a 47,81g/Kg, com uma contamina¢iio média de 7,1pg/Kg. Segundo os
autores, nem o mimero Total de defeitos, nem um defeito especifico, com o
preto, verde ou ardido, mostraram uma relagdo com a contaminagdo por
ocratoxina A.
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Batista et al. (2003) avaliaram 40 amostras de grios de café
armazenados, provenientes de 11 municipios do sul do estado de Minas Gerais,
5 amostras apresentaram contaminagio que variaram de 0,64 a 4,14pug/Kg com '
uma contamina¢do média dos valores positivos de 2,45ug/Kg. Neste estudo foi
possivel observar que a contaminag3o com ocratoxina A foi mais freqilente em
amostras de qualidade inferior rio e riado.

. Taniwaki et al. (2003) avaliaram a influéncia do tipo de processamento
sobre a formagdo de ocratoxina A nos estados de S3o Paulo e Minas Gerais. Em
135 amostras analisadas, os autores observaram que apenas 7% delas
apresentaram contaminagio com ocrtatoxina A acima de 5pg/Kg, sendo que em
todos os casos havia o envolvimento das condi¢des ambientais locais e préticas
inadequadas de colheita, secagem e armazenamento. Sendo assim Boas Préticas
Agricolas seriam a solugio do problema da ocratoxina A em grdos de café.

Iamanaka & Taniwaki (2003) avaliaram a preseng¢a de ocratoxina em
grios de café e verificaram que em 38(42,2%) amostras ndo foi detectada a
presenca de ocratoxina A e 86,6% das amostras apresentaram contaminagio

abaixo de Spg/Kg. As 52 amostras contaminadas apresentaram niveis que .

variaram de 0,2 a 165ug/Kg.

Moraes & Luchese (2004) avaliaram a presen¢a de ocratoxina A em
amostras de café processadas por via seca e via Gmida, além do estddio de
maturagio dos frutos. Das 54 amostras analisadas, 22 (40,74% das amostras)
estavam contaminadas com niveis que variaram de 0,3 a 160ug/Kg; a
contaminagdo de ocratoxina A nos diferentes estddios de maturagdo dos fruto |
ndo foi significativa. De acordo com as autoras, o café de varri¢do foi o mais
contaminado, sendo que 3 das 10 amostras coletadas no noroeste do estado do
Rio de Janeiro apresentaram niveis de contaminagfo que variaram de 10.1 a
563,3pg/Ke, as autoras do estudo sugerem que o café de varrig#io e o café seco
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no cho representam uma importante fonte de inéculo de fungos produtores de
ocratoxina A e que estes produtos nfo devem ser comercializados.

Prado et al. (2004) analisaram 41 amostras de café ardbica e 16 amostras
de café robusta de diferentes paises. Das 41 amostras de café ardbica, 22
(53,7%) apresentaram niveis de contaminagfio abaixo de Spg/Kg A
contaminag#o variou de 1,3 a 31,5ug/Kg com uma média de 6,9pg/Kg. Das 16
amostras de café robusta, 50% apresentaram niveis de contaminagio abaixo de
5pg/Kg, sendo que os niveis de contaminago variaram de 1,7 a 23,3ug/Kg com
uma média de 6,1pg/Kg. Neste estudo as amostras originadas da Africa
apresentaram niveis mais elevados e freqlientes de contaminaggo, o inverso do ‘
que ocorreu com as amostras da América que apresentaram niveis mais baixos
que os da Africa e da Asia.

Com relagdo a distribuigdo dos niveis de ocratoxina A em grdos de café
¢ os efeitos contraditérios a respeito da torragdo, vérios paises tém elaborado
legislacdes quepermitemaconcenn-at;ﬁomﬁximadeoératoxinaAemgrﬁosde
café e derivados. Estes limites tém por finalidade assegurar a integridade da
satde da populagfio destes paises, ndo expondo, assim, os consumidores aos
efeitos toxicos causados pela ocratoxina A. ' '

Da literatura consultada pode-se observar um fato comum, 'segtmdo o
qual, independentemente da origem, parte das amostras apresentou baixos niveis
de ocratoxina A uma parcela menor apresentou niveis varidveis e algumas
apresentaram elevados niveis de ocratoxina A. Observa-se que tais informagdes
teriam maior valor se associadas a informagdes sobre as etapas do processo em
que as contaminacdes, o desenvolvimento fiingico e a ocratoxigénese possam ter
ocorrido, 0 que nfo se verifica na maioria das pesquisas. Fica evidente, no
entanto, a predomindncia de amostras cujos resultados registram auséncia ou
baixos niveis de contaminagZo por ocratoxina A, confirmando ser o café¢ um
substrato menos favorével para a biossintese de ocrtatoxina.
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Em vista dos riscos que a contaminag#o dos alimentos por micotoxinas
implicam a saide humana e de animais ¢ dos problemas econdmicos que ela
acarreta, vérios paises, especialmente aqueles afetados por estes problenias, tém
se visto obrigados a empreender atividades de prevengfio e de controle em um
determinado niimero de produtos agricolas (Sabino, 1999).

Em paises da Europa Central, a ocratoxina A ¢, provavelmente, a
micotoxina carcinogénica mais onipresente, que pode ser detectada em niveis
maiores que 0,1 ppb (parte por bilhdo) em mais de 90% das amostras de sangue
de humanos e suinos (Petzinger & Weidenbach, 2002). Esta toxina tem sido
encontrada em’ muitos produtos, incluindo cereais, uvas, vinho, cerveja, café,
carne, milho, arroz e outros (WHO, 2001).

Alguns paises, visando proteger a saide dos consumidores, estdio
formulando legisla¢des propondo limites méximos de ocratoxina A em produtos
agricolas. A Unifio Européia esté propondo um limite de 5 pg/Kg para
ocratoxina A para griios de café. Este limite tfo baixo € visto por alguns paises
produtores de café como barreiras comerciais impostas por aqueles paises.

Com a possibilidade de propor limites méximos de micotoxinas para
cereais e derivados, véarios estudos comegaram a ser realizados sobre a agfio
‘pfevéntiva para reduzir a contaminag#o em todos os estigios de produgdo e
comercializag@o dos alimentos.

A legislagio para alimentos serve para assegurar a saide dos
consumidores e os interesses econdmicos de produtores e compradores de
alimentos. Vérios fatores, de natureza cientifica ou nfo, podem influenciar no
estabelecimento da regulamentagdo e limites das micotoxinas, os quais incluem:
a disponibilidade de dados toxicolégicos; a disponibilidade de dados sobre a
presenga de micotoxinas em vérios produtos bésicos; o conhecimento da
distribuigio das concentragdes de micotoxinas nos lotes; a disponibilidade de
métodos analiticos; a legislacfio em outros paises com os quais existem contatos
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comerciais € a necessidade de um abastecimento de alimentos (van Egmond,
2002).

Contudo alguns limites reguiadoms estdo sendo adotados e usados como
barreiras comerciais e ndo estio baseados em medidas de riscos. A concentrago
de micotoxinas em alimentos passa a ser controlada e no serd aceito o produto
com niveis superiores 2os limites propostos, injustamente fixados como
barreiras econdmicas ¢ que podem tomnar escasso algum alimento e gerar
préjuizos econdmicos, particularmente a paises em desenvolvimento (Trucksess,

1999)

' Podem ocorrer, também, implicagSes no comércio internacional sobre o
limite miximo de micotoxinas nos produtos, os quais podem ser mais de
interesse politico do que de safide piblica. De acordo com Sabino (1999), os

. paises que ndo sdo produtores de produtos susceptiveis & contamina¢fio com
micotoxinas tém limites de tolerincia menores do que os produtores,
principalmente quando alimentos importados sio considerados como luxo. Este
fato torna mais simples, para as autoridades, decretar uma medida administrativa
do que resolver o problema da presenca de um contaminante natural inevitavel,
ficando a critério dt;s paises exportadores e importadores estabelecer os limites
de toleréncia.
‘ " Estudos sobre a freqiléncia e os niveis de ocorréncia de ocratoxina A em
. alimentos e plasma de sangue humano indicam que os produtos alimenticios sdo
freqiientemente contaminados (EC - European Commission, 2002)

Segundo a EC (2002) a ocratoxina A é uma micotoxina com
propriedades carcinogénica, nefrotéxica, teratogénica, imunotéxica e,
possivelmente, neurotéxica, podendo a sua concentrag#io ter uma longa meia
vida em seres humano.

A Comunidade Européia tem trabalhado vérios anos sobre a
harmonizagfio da padronizacio da concentragdo de micotoxina em alimentos, a
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regulamentacdo da EC prevé um limite miximo de Spg/Kg de ocratoxina A para
grios e cereais crus e de 3pug/Kg para derivados de produtos de cereais e
10pg/Kg em frutas secas de videiras como uva passa (Berg, 2003). '

De acordo com o JECFA — Joint WHO/FAO Committee on Food
Additives, os niveis de ingestfio tolerdveis tem sido estimados em 100ng (Kg
peso corpéreo) por semana e 1,5 - 5,7 ng (Kg peso corpéreo) por dia pela Unido
Européia (Walker, 2002)

Devido ao conhecimento da exposigdo humana e aos varios dados
toxicolégicos de estudos em animais, a Unifio Européia tem recomendado que os
vérios niveis de ocratoxina A sejam inferiores a Sng (Kg por peso corpéreo) por
dia (Bennett & Klich, 2003)

Zero de ocratoxina A é o desejavel, quantidade em tragos € aceitdvel,
mas a quantidade acima de tragos € a questdo no corrente estado de
conhecimento (Mantle, 2002)

No Brasil nfio existe ainda uma legislacio estabelecendo um limite
méximo de ocratoxina A em grdos e produtos de café. |

Na Comunidade Européia tem-se estudado o estabelecimento um limite .
de 5pg/Kg para grdos de café e para café torrado e moido e de 10pg/Kg para
café soluvel, estes limites tém previsdo para entrar em vigor em 30 de junho de
2006, sendo que até o final de 2004 finaliza o estudo sobre a toxicidade da
ocratoxina A (Verstraete, 2004). Dentre os paises que possuem legislacio de
ocratoxina A para grdo e produtos de café estdo a Grécia e Itilia, que devem
aderir aos limites estabelecidos pela Unifio Européia. '

Enquanto a introdugio de limites méximos para cereais pode ser
justificdvel, uma vez que as commodities s#o as maiores fontes de exposicdo, a
protegdo da satide humana é melhor assegurada por medidas preventivas para
minimizar a contaminagio com fungos produtores de ocratoxina A e as
condigBes que favoregam a produgfio da toxina. O programa realizado pela FAO
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(Food Agriculture Organization — Organizagdo das NagSes Unidas para
Alimentagiio e Agricultura) visa a identificacio e o controle das causas de
contaminaco do café. Tais estudos sdo apropriados para beneficiar ambos os
ponto de vista, da satide humana e econdmico, através da reducio de produtos
deteriorados ou rejeitados (Walker, 2002)
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RESUMO

BATISTA, L. R. Isolamento e identifica¢do de fungos toxigénicos em frutos e
grdos de café. In: . Incidencia de Fungos Produtores de Ocratoxina A
em Griios de Café (Coffea arabica L.) pré-processados por Via Seca e
Uinida 2005. p 77-130. (Tese de Doutorado em Ciéncia doa Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Com o objetivo de estudar a incidéncia de fungos produtores de
ocratoxina A em amostras de grios de café, procedeu-se ao isolamento e
identificag3o de fungos do género Aspergillus Se¢io Circundati ¢ Segdo Nigri,
bem como a avaliagdo do potencial toxigénico dos isolados identificados. Foram
analisadas 127 amostras coletadas em 10 municipios do sul de Minas Gerais. As
fracdes coletadas foram boia (17), cerejatverde (5), cereja
descascado/despolpado (12), mistura (45), varrigio (44) e verde (4) Das
amostras de frutos e gréos beneficiados constatou-se a contaminagdo por fungos
do género Aspergillus Segdo Circumdati, em 79,81% e 41,35% respectivamente,
ocorrendo assim uma reduc3o significativa na populag#o deste grupo de fungos
ap6s o beneficiamento. Em 100% e 86,67% dos frutos das amostras de varrigdo
e boia respectivamente foi detectada a presenga desta comunidade de fungos.
Levando em consideragio que as amostras varrigio € béia, foram coletadas em
todas as localidades, estes resultados mostram que esta comunidade é comum
dentro do ambiente da lavoura de café. Das 8 amostras de frutos/gréios
processadas via imida, 25% dos griios com pergaminho estavam contaminados
com fungos do género Aspergillus Segdo Circumdati, valores bem abaixo se
comparado com as demais fragdes. Das 12 amostras de grdos 33,33%
apresentaram contaminagfio. Com referéncia aos fungos do género Aspergillus,
Seqdo Nigri, verificou-se a sua ocorréncia em 73,08% dos frutos e 25,20% dos
grdos beneficiados. Em 72,73 e 64,71% dos frutos das amostras de varri¢do e
béia respectivamente, foi detectada a presenga destas comunidades de fungos.
Levando em consideragdo que as amostras varrigio ¢ bdia foram coletadas em
todas as localidades, estes resultados mostram que esta comunidade também ¢é
comum dentro do ambiente da lavoura de café. Das 8 amostras de frutos/gréos
processadas via umida, 62,5% dos grios com pergaminho estavam
contaminados com fungos do género Aspergillus Se¢do Nigri. Das 12 amostras
de grios analisadas 25% apresentaram contaminaggo. Dos 178 fungos do género
Aspergillus Segdo Circumdati identificados (165 — A. ochraceus; 3 - A. melleus;
4 — A. suphureus, 02 - A. dimorphicus, 03 — A. sclerotiorum ¢ 1 — A. auricomus)
85,39% foram produtores de ocratoxina A, sendo que dos isolados de 4.
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ochraceus, 95% foram produtores de ocratoxina A. Das espécies de Aspergillus
Segdo Nigri, A. niger (58) e A. foetidus (25) nenhum foi produtor de ocratoxina
A. Das 127 amostras analisadas em 62 (48,82%) destas ndo foi detectada a
presencga de ocratoxina A, em 29 (22,83%) as amostras apresentaram niveis de
contaminag3o que variaram de 1,7 a 3,33 pg/Kg e em 36 (28,35%) amostras
apresentaram contamina¢fo com ocratoxina A acima de 5,0ug/Kg de grios de
café. Estes resultados demonstraram que 71,65% das amostras amalisadas
apresentaram niveis de contaminag3o de ocratoxina A abaixo de 5,0pg/Kg. Das
36 amostras contaminadas com ocratoxina A com niveis acima de 5,0pg/Kg, 24
foram varrigio, 6 béia ¢ 4 mistura, destas 30 (83,33%) sdio parcelas ja
reconhecidas na cafeicultura como parcelas que comprometem a qualidade do
café. As amostras contaminadas com ocratoxina A acima de 5,0pg/Kg também
" apresentaram uma média superior de contaminagio com fungos do género
Aspergillus seg8o Circumdati que neste estudo foram consideradas as principais
‘responséveis pela contaminag3o de ocratoxina A nas amostras analisadas.

Orientador: Dr* Sara Maria Chalfoun - EPAMIG
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ABSTRACT

BATISTA, L. R. Isolation and identification of toxigenic fungi in fruits and
coffee beans. In: . Fangi Ochratoxin A Producing in Coffee Beans
(Cofffea arabic L.) Dried and Wet Processing Method. 2005.p 77-130. Thesis
(Doutorate in Food Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.

Fungi ochratoxin A producer incidence in coffee beans samples was
studied, after isolating and identifying from Aspergillus Section Circumdati and
Section Nigri, gender as well as evaluating their toxigenic potentials. Hundred
twenty-seven samples from ten south of Minas Gerais locations were analyzed.
The collected sample types were boia “overripe dried on tree” (17),
cherry+green (5), cherry husked/without pulp (also called imparchment) (12)
and mixes of (45), varrigdo (beans coffee swept from ground) (44) and green (4).
From fruits and processed grains, a contamination was observed, by fungi
Section Circumdati from Aspergillius gender, in 79,81% and 41,35%
respectively, occurring therefore, a significant population reduction of this
group, after processing. In 100 and 86,67% of varrigio samples and boia
respectively the presence of this fungi was detected. Taking in accounting that,
varrigéio samples and boia were collected at all the places, these result shows that
this fungi community is common at the coffee crop environment. From 8-

processed humid way fruit/grain, 25% of the grains with parchment were °

contaminated with fungi of Aspergillus Se¢io Circumdati gender, values well
. below if compared with the other fractions. In 12-grain samples 33,33%
presented contamination. Occurrence of fungi from Aspergillus gender Section
Nigri, was verified in 73,08% of fruits and 25,20% of the processed grain. In
72,73 and 64,71% varricdo and boia samples respectively, the fungi presence
was detected. Aspergillus ochraceus; 3 - Aspergillus melleus; 4 - Aspergillus
suphureus, 02 - A. dimorphicus, 03 - A. sclerotiorum and 1 - Aspergillus
auricomus) 85,39% were ochratoxin A producer, and 95% of Aspergillus -
ochraceus isolated, were ochratoxin A producer. In Aspergillus species Segdo
Nigri, Aspergillus niger (58) and Aspergillus foetidus (25) none was ochratoxin
A producer. In 62 (48,82%) of the samples the ochratoxin presence was not
detected, and in 29 (22,83%) the samples presented contamination levels varying
from 1,7 to 3,33 pg/Kg and in 36 (28,35%) samples presented contamination
with ochratoxin A above 5,0pg/Kg of coffee beans. These results demonstrated
that 71,65% of the samples presented ochratoxin A contamination at levels
below 5,0pg/Kg. In 36 contamined samples ochratoxin A levels were above
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5,0ug/Kg, 24 were from varrigio, 6 boia and 4 mixture, of these 30 (83,33%)
they were portions already recognized in the coffee growing as portions that
commit coffee quality. Ochratoxin A contaminated samples with above
5,0ug/Kg also presented an superior contamination. average with Aspergillus
Section Circumdati gender that in this study were the main responsible for
ochratoxin A in the samples.

Adviser: Ds Sara Maria Chalfoun - EPAMIG
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1 INTRODUCAO

A coloniza¢3o de parte aérea de plantas ocorre logo que as pnmelras
folhas e/ou flores s#io expostas ao ar. Normalmente as bactérias colonizam
primeiro, mas elas s3o seguidas por leveduras e, entio, por fungos patogénicos e
fungos sapréfitas (Lacey, 1989). Os fungos continuam se desenvolvendo
especialmente na fase de senescéncia das plantas e amadurecimento das
sementes. A colheita rompe o ecossistema e faz a transagfio de um dinfmico
ambiente da lavoura para o relativamente estivel ambiente de armazenamento,
tudo isto acompanhado por uma profunda mudanga na populaqéo nncroblana

(Lacey, 1989). - - o
O desenvolvimento de microrganismos particularmente os fungos, € um

- dos mais sérios fatores responsiveis pelas perdas pés-colheita, sendo que o
~ desenvolvimento dos fungos pode ser acompanhado pela produg:ﬁo de -

nncotoxmas (Aidoo, 1993) As micotoxinas sio métabéhtos secundarios de

| fungos filamentosos ¢ sdo toxicas a0 homem e animais mesmo em pequenas

concentragées (Pitt, 2000.
Comonasdemalsculnn'asosmnosegliosdeeaféwtiosujettosa

"contammat;io e, conseqiientemente, & colonizagio de microrganimos durante
' todas . as - fases de desenvolvimento, colhelta, preparo, transporte e
'aunazenamento (Batista et al., 2003), \gé.nos géneros de fungos ocorrem sobre os

frutos do cafeeifo, desde o éam}o até o armazenamento, entre eles espécies de
Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Eurotium, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus, Trichoderma, Wallemia e outros (Bucheli et al., 1998; Carvatho et al.,
1997; Chalfoun & Batista, 2003, Joosten et al., 2001; Prado et al., 2004). Dentre
estes géneros estiio os principais responséveis pela presenca de micotoxinas em
produtos agricolas, que s8o Aspergillus, Fusarium ¢ Penicillium (CAST, 2003).
Entretanto, o tipo ¢ a quantidade de micotoxinas que um fungo produz
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dependem completamente dos parmetros ecolégicos e de processamento de um
produto particular (Filtenborg et al., 1996).

A principal micotoxina estuda em café, a ocratoxina A, possui
propriedades hepatbxica, nefrotbxica, carcinogénica e imunossupressiva para
animais e, possivelmente, para humanos (Smith & Ross, 1991; Xiao et al,
1996), sendo que, no café, estudos tém ‘mostrado que ela € produzida
principalmente por Aspergillus ochraceus e espécies relacionadas, Aspergillus
carbonarius, e raramente por Aspergillus niger (Chalfoun & Batista, 2003;

" Joosten et al., 2001; Prado et al., 2004; Suérez-Quiroz et al., 2004).
. TA incidéncia dos fungos em produtos agricolas varia com o tipo de griio,
as condigdes climiticas e a qualidade do processamento durante a colheita,
\ transporte e armazenamento. De particular significincia é o fato de que as
“micotoxinas-s#o raramente uniformemente distribuidas em um lote de gréio,
ocorrendo normalmente desigual e irregularmente (Smith & Cuero, 1986). Da
mesma forma, ainda nfio foi possivel tragar uma correlagio entre presenca de
fungos toxigénicos e niveis de contaminagfio com ocratoxina A em grios de
café. Segundo Filtenborg et al. (1996), a prevencfo da deterioragdo e produco
de micotoxinas em‘ alimentos sé ocorrerd com sucesso quando tais espécies
forem conhecidas. .

. " Vérios estudos tém avaliado a incidéncia de fungos toxigénicd; em
frutos e grdos de café, mas avaliagdes durante o processo produtivo e de preparo
 do café ainda sdo raras.

Este estudo teve como objetivo identificar fungos toxigénicos nas
diferentes fragdes de café desde a lavoura até os originados dos pré-
processamentos via seca e via imida em municipios localizados na regigio sul do
estado de Minas Gerais, bem como avaliar quais amostras apresentam maior
¢/ou menor risco de contamina¢iio com ocratoxina A devido a presenca de
fungos produtores desta toxina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizaciio e localiza¢fio das dreas em estudo

O levantamento foi efetuado em até 5 propriedades, de cada um dos 10
municipios produtores, sendo coletadas amostras em Boa Esperanca, Campestre,
Campos Gerais, Carmo do Rio Claro, Céssia, Guaxupé, Machado, Monte Santo
de Minas, Pogos de Caldas e Sdo Sebastido do Paraiso.

As fracBes coletadas foram béia (17), cerejatverde (5), cereja
descascado/despolpado (12), mistura (45), varri¢io (44) e verde (4). Das 127
amostras analisadas, em 104 foram analisadas os frutos e os respectivos grios e
em 23 amostras apenas os grdos, pois estas ji foram coletadas beneficiadas nas
localidades.

Dados sobre as propriedades, o pré-processamento € as caracteristicas
das amostras foram coletados através da aplicagfo de questiondrios (anexo B).
Foram coletados aproximadamente 5 a 6 Kg de todas as fragSes presentes na

propriedade por ocasiio da aplicagdo dos questionirios. As amostras foram . '

coletadas de forma aleatdéria em vérios pontos em que s¢ encontravam, COmo
terrreiro, tulha, cafezal e sacos, de forma que se obtivessem amostras mais
homogéneas possivel.

As amostras foram transferidas para a EPAMIG, Centro Tecnolégico do
Sul de Minas Gerais para avaliagfio microbiolégica dos frutos. Apés serem secas
em estufa a 40+2°C, até um teor de umidade de 11 a 12%, foram realizados o
beneficiamento e a anslise microbiol6gica dos griios. Aproximadamente 2,5Kg
da amostra beneficiada foram enviados para o Laboratério de Controle de
Qualidade e Seguranga Alimentar/LACQSA do Ministério da Agricultura, no
qual foi realizada a Anélise de ocratoxina A.



O nivel de ocratoxina A nas amostras foi avaliado através do método
CLAE (Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia).

2.2 Isolamento e identificagiio dos fungos

Para o isolamento dos fungos associados a frutos e grdos de café
beneficiado, foi utilizada a técnica de plaqueamento direto. A metodologia faz
parte do projeto da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) intitulado Enhancement of coffee quality through prevention of mould
formation. conforme Pereira et al. (2003).

De cada amostra foram coletados 100 frutos ou grios de café ao acaso,
nos quais foi realizada uma desinfestacio com hipoclorito de sédio a 1% visando
a identificagfio dos fungos presentes no interior dos frutos/graos.

Durante o processo de desinfestagdo, inicialmente foi feita uma imers&o
das amostras em alcool 70% para fazer uma primeira desinfecgdo superficial e
diminuir a tensdo superficial do griio, permitindo o melhor contato entre a
solugdio de hipoclorito e os frutos/gréios. Num segundo momento, as amostras de
café foram imersas na solugio de hipoclorito de sédio a 1% durante 30
segundos, sendo utilizada uma solugfo de hipoclorito de sédio para cada amostra
analisada. Como ultimo passo da desinfecg@io, as amostras foram lavadas por
trés vezes com dgua destilada e esterilizada com a finalidade de retirar residuos
de hipoclorito de sédio.

Apbés a desinfestagio, os 100 frutos/gros foram transferidos
assepticamente para as placas de Petri de vidro com 13 ¢cm de didmetro,
contendo meio de cultura Dicloran Glicerol 18% (DG18 — Glucose 10g; Peptona
5,0g, KH,PO; 1,0g; MgS0,7H20 0,5g; Glicerol 178,0g; Agar 15,0g;
Cloranfenicol 100,0mg; Agua destilada 1L e Dicloran 1ml de uma solugio 0,2%
peso/volume em etanol). Em cada placa foram colocados vinte e cinco
frutos/gréios de cada amostra os quais foram incubados a 25°C por 8 a 12 dias.
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O isolamento dos fungos foi realizado com o auxilio de palitos de
madeira esterilizados em autoclave (20 min a 121°C), transferindo-os com um
leve toque na cabega conidial dos fungos, que cresceram na superficie do
fruto/gréo, para uma placa de Petri contendo Malte Agar (MA-Extrato de Malte
20g, Agar 20g e Agua destilada 1L), os quais foram repicados sucessivamente
até a obtengdo de culturas puras.

A partir das culturas puras, as espécies do género Aspergillus Segio
" Circumdati foram identificadas de acordo com Christensen (1981) e as espécies
da Segiio Flavi, de acordo com Christensen (1982). As espécies da Seg#o Nigri,
Nidulantes, Fumigati, Versicolores ¢ Usti foram identificadas de acordo com
Klich (2002a), sendo estas identificagdes amparadas por Raper & Fennell
(1965), e Pitt & Hocking (1997) e Sansom et al. (2600).

A identificacio das espécies do -género Penicillium foi realizada de
acordo como Pitt (2000), as espécies do género Fusarium foi identificada de
acordo com Nelson et al. (1983). E as do género Cladosporium foram
identificadas de acordo com Samson et al. (2000).

2.2.1 Identificacio de fangos filamentosos do género Aspergillus

Com o isolamento feito em meio MA, as coldnias dos fungos apresentam
caracteristicas morfolégicas que possibilitam fazer um direcionamento dos
meios de cultura que devem ser utilizados de acordo com o provével
Subgénero/Secio. Para os isolados que permaneceram em divida, foi preparada
uma l4mina; corada e observada ao microscopio.

Todos os isolados foram incubados em meio CYA — Czapek Yeast Agar
(K;HPO; 1.0g; Concentrado Czapek 10.0ml; Extrato de Levedura, 5.0g, Agar
15.0g, Agua Destilada 1Litro; Concentrado Czapek NaNO; 30.0g, KCI 5.0g,
MgS0,.7H,0, 5.0g, FeS0,.7H;0 0.1g, ZnS0,.7H;O 0.1g, CuSO4.5H;0 0.05g,

I3

Agua Destilada 100mI) e MEA (Extrato de Malte 20.0g, Peptona 1.0g, Glucose
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30.0g, Agar 20g, Agua Destilada 1 Litro) a 25°C e CYA a 37°C e apés 7 dias de
incubagéo foram observadas as caracteristicas microscépicas ¢ macroscopicas
descritas por Klich (2002a). .

Caracteristicas macroscépicas: coloragio (massa conidial) e didmetro
das coldnias, presenca ou auséncia e coloragio dos esclerédios e coloragéio no
reverso das coldnias, em todos os meios de cultura.

' Caracteristicas microscpicas: o arranjo entre métulas e fislides ligadas 3
vesicula (esterigma bisseriada: presenga de métulas ligadas 4 vesicula ¢ as
fidlides ligadas & métula ou esterigma monosseriada: fislides inseridas direto na
vesicula), comprimento do conidiéforo, forma e tamanho dos conidios, ‘
vesiculas, métulas e fidlides, textura dos conidios ¢ do conididforo, presenca ou
auséncia de células Hiille.

2.3 Determinagiio da produciio de ocratoxina A por fungos pelo método
Plug Agar. |

Os isolados testados foram inoculados em meio YES — Yeast Extract
Sucrose Agar (Extrato de Levedura — 20.0g, Sacarose — 150.0g, Agar — 20.0g,
MgS0,.7H,0 — 0.5g, Agua Destilada — 1 Litro) com solugio met4lica por 7 dias
a 25 — 26 °C. O tempo de incubagio para a detecgdo da produgio de.miootoxina
pela técnica de Plug Agar & de cinco dias, a uma temperatura de 25 °C
(Filtenborg & Frisvad, 1980). .

Um corte circular de aproximadamente 0,5 cm do micélio do fungo com
dgar foi colocado sobre uma placa de CCD (Merk-Silica Gel 60, 20x20)
previamente ativada, junto com o micélio dos demais isolados, um ao lado do
outro, com 1,5 cm de disténcia. Ao lado do Wltimo micélio foi feita a aplicagéio
do padriio da ocratoxina A. O micélio foi entdo retirado e apés 15 minutos foi
feita a eluicio em cuba de vidro, utilizando como fase mével TEF-Tolueno
Acetato de Etila e Acido Férmico 90% (50:40:10).
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Este método conta com o fato de que muitas micotoxinas s3o
extracelulares, difundindo-se no substrato. A toxina ¢ transferida para a placa de
CCD pelo micélio do fungo colocado diretamente sobre a placa (Filtehborg &
Frisvad, 1980).

Ap6s a eluigdo, as placas foram secas em capela pelo fluxo de ar. A
confirmagio quanto a produgdo das micotoxinas foi feita em luz ultravioleta
com A 366nm em cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).

Os isolados considerados produtores de ocratoxina A apresentaram um
RF (fator de retengdio) e um spot de fluorescéncia semethantes aos do padrio da
ocratoxina A

2.4 Anilise de Ocratoxina A em Griios de Café

As anilises de ocratoxina A foram realizadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) no Laborinério de Controle de Qualidade e
Seguranca Alimentar/LACQSA em Belo Horizonte. Conforme Diério Oficial da
Unifo n.62, Set;iol p-37 de 30 de margo de 2000.

Extraciio: ’

. Pesaram-se 25g da amostra, a temperatura ambiente, os quais foram
- adicionados 200ml de metanol-bicarbonato de sédio 3% (1:1) e agitado por 5
minutos em agitador mecénico.

Foram feitas duas filtragSes uma em papel Whatman 4 ¢ outra em papel
de filtro GB/B de microfibra de vidro em pressdio reduzida. Quatro mililitros do
segundo filtrado foram transferidos para um baliio de 100 ml contendo PBS.
Purificacdio:

A purificagdo foi feita em colunas de imunoafinidade (ochratest-Vicam)
através de um fluxo de 2-3 mbmin. As amostras foram concentradas e
ressuspendidas em 300pL da fase mével (metanol:acetonitrila:dgua:dcido
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acético - 35:35:29:1, viv/viv), agitadas em ultra-som e injetadas no
Cromatégrafo Liquido.
Quantificagdo por CLAE:

Condiges do equipamento: Cromatografo Liquido em coluna Shimpack
Ci8 CLC ODS (M) 250x4,6mm, <como fase  mével
acetonitrila:metanol:dgua:icido acético (35:35:29:1, v/viv/v) com fluxo de
0,8mL/mim, detector de fluorescéncia com excitat;ib em 332 nm e emiss&o
476nm. O limite de detecgdio do método € de 0,12pg/Kg e o limite de
quantificagdo € de 0,20 pg/Kg.
Confirmacio . :

A confirmagdo foi realizada com solugéio metandlica de BF3 (14%), em
que foi observado um aumento no tempo de retengio das amostras devido 3
derivatizagfio da ocratoxina A.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 127 amostras analisadas confox:me‘*' Tabela 1, em 104 foram
analisados os frutos e os gréos ¢ em 23 amostras, apenas os grdos, pois estas ja
foram coletadas beneficiadas nas localidades. I

- Das amostras analisadas, 99,2%—apmsenta‘ﬁ?ﬁ’5'o;taminat;ﬁo com algum
" dos géneros de fungos analisados, sendo identificados os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Eurotium e Cladosporium. Estes géneros tém sido
frequientemente encontrados em frutos e grios de café em diferentes tipos de
pré-processamento € apés o beneficiamento, Aspergillus (Alves, 1996; Batista et
al., 2003; Bitancourt, 1957; Lépez-Garay et al., 1987; Meirelles, 1990; Mislivec
et al., 1983; Pasin et al., 2002; Pereira, 2002; Siiva et al., 2000; Silva, 2004;
Wosiacki, 1977), Fusarium (Alves, 1996; Bitancourt, 1957; Chalfoun et al.,
1992; Krug, 1940; Meirelles, 1990; Pasin et al., 2002; Pereira, 2002; Resende,
2003; Silva, 2004; Silva et al., 2000; Teixeira et al., 1977, Wosiacki, 1977),
Penicillium (Alves, 1996; Batista et al., 2001; Bitancourt, 1957; Chalfoun et al.,
1992; Lopez-Garay et al., 1987; Meirelles, 1990; Mislivec et al., 1983; Pasin et
al., 2002; Pereira, 2002; Silva, 2004; Silva et al., 2000; Teixeira et al., 1977;
Wosiacki, 1977), Cladosporium (Pasin et al., 2602; Pereira, 2002; Silva, 2004;)
e Eurottum (Batista et al., 2003).

' Outros géneros identificados foram principalmente Rhizopus € Mucor, os
quais também j4 foram identificados em frutos e gréios de café (Taniwaki et al.,
2000; Pereira, 2002).
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3.1 Espécies Género Aspergillus 1dentificadas

Foram identificadas 15 espécies de Aspergillus, sendo que seis
pertencem a Seg#o Circumdati, duas a Seg#o Flavi, uma a Seglio Fumigati, uma
& Seg#io Nidulantes, duas & Se¢do Nigri, uma 3 Se¢do Usti e duas 3 Segdo
Versicolores além de duas espécies de Eurotium, perfazendo um total de 294
isolados identificados.

Das espécies da secdo Circumdati, A. ochraceus foi a mais comum,
representando cerca de 92,70%, e tem sido identificada em frutos e grdios de café
em outros estudos (Batista et al., 2001; Batista et al., 2003; Freitas, 2000; Levi,
1980; Lopez-Garay et al., 1987; Nasser, 2001; Pasin et al., 2002, Pereira, 2002;
Silva, 2004, Silva et al., 2000; Sudrez-Quiroz et al.,, 2004; Taniwaki et al.,
2003). As demais espécies também j4 foram identificadas em café, como o 4.
melleus (Batista et al., 2001), 4. suphureus (Batista et al., 2001; Nasser, 2001),
A. auricomus (Batista et al., 2001), 4. sclerotiorum (Batista et al., 2001; Nasser,
2001, Pereira, 2002) e A. dimorphicus (Silva, 2004).

As principais caracteristicas utilizadas para a diferencia¢fio das espécies
foram o d&sénvolvimento a 37°C e a produgfo de esclerédios. 4. ochraceus é
diferenciado por que produz esclerédios de coloragio iavanda a vinho e nfo
cresce a 37°C. Para a identificagdo de 4. auricomus, a quantidade de esclerédios
amarelos ¢ a textura, a forma e o didmetro dos conidios (conidios lisos) foram
essenciais. O 4. melleus foi diferenciado pelo crescimento a 37°C e pela textura,
cor ¢ comprimento dos conidi6foros. Os conidiéforos curtos € a textura
aveludada das colGnias permitiram a identificagio de A. dimorphicus. A.
sulphureus foi identificado principalmente pela cor dos esclerédios produzidos,
pela textura lisa de alguns conidiéforos e pelo crescimento a 37°C. A.
sclerotiorum foi identificado principalmente pelo crescimento a 37°C, pelo
comprimento ¢ textura dos conidiéforos e pela producio de esclerédios
levemente rosados.
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Para espécies de Aspergillus Segdo Nigri, A. niger (58 isolados
identificados) e 4. foetidus (25), as principais caracteristicas utilizada para sua
diferenciac@io foram a cor da colénia, que do A. foetidus ¢ marrom a marrom
esverdeada e do A. niger é preta, os conidios do A. foetidus sdo lisos e
amorronzados € os do 4. niger sdo finamente rugosos e espinhosos ¢ de
coloragdo preta. Os conidios destas duas espécies nfo ultrapassam 6um, o que as
diferencia do A. carbonarius, cujos conidios medem entre 6 a 8 pm de didmetro,
" chegando a 10um, e sdo distintamente rugosos e espinhosos (Klich, 2002a),
descartando, assim, a possibilidade de wma falha de identificagio das espécies de
A. niger e A. foetidus neste estudo. Estas duas espécies também t2m sido
identificadas em frutos e gréos de café. O A. foetidus foi identificado por
Nakajima et al. (1997), Batista et al. (2001), Batista et al. (2001, 2003) e Silva
(2004); 4. niger, o mais comum da se¢do Nigri, ja foi identificado por Batista et
al. (2001, 2003), Bucheli et al. (1998), Levi (1980); Mislivec et al., (1983),
Nakajima et al. (1997), Pereira (2002), Silva et al. (2000), Silva (2004), Suérez-
Quiroz et al. (2004) ¢ Taniwaki et al. (2003). Alguns estudos tem incluido o 4.
Jfoetidus em A. niger aggregate devido as suas semelhangas em filogenia; porém,
morfologicamente estas espécies sdo facilmente diferenciadas pela coloragéio,
pelo comprimento do conidiéforo. pela textura, forma, cor e difmetro dos

conidios (Klich, 2002a). .

As demais espécies de Aspergillus identificadas neste estudo também ja
foram isoladas de frutos e grios de café, como A. flavus,( Batista et al., 2001,
2003), Levi, 1980; Mislivec et al., 1983; Lépez-Garay et al., 1987, Pereira,
2002; Silva, 2004, A. tamarii (Batista et al., 2001; L6pez-Garay et al., 1987;
2003; Mislivec et al., 1983; Suérez-Quiroz et al., 2004), 4. fumigatus (Bucheli et
al., 1998; Lopez-Garay et al., 1987; Mislivec et al., 1983; Suérez-Quiroz et al.,

2004), A. ustus (Batista et al., 2001; Mislivec et al., 1983), 4. sydowii (; Batista
et al., 2001, 2003; Mislivec et al., 1983), 4. versicolor (Batista et al., 2001;
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2003, Chalfoun & Batista, 2003; Levi, 1980; Mislivec et al., 1983;) e 4.
nidulans (Mislivec et al., 1983).

3.2 Espécies dos géneros Fusarium, Penicillium, Cladosporium e Eurotium
identificadas

Das espécies pertencentes aos géneros Fusarium, Cladosporium,
Eurotium e Penicillium, todas também j4 foram isoladas de frutos, gréios ou da
lavoura de café (Tabela 2). Como as identificagdes foram direcionadas para as
espécies de Aspergillus segdo Circumdati e Nigri, os isolados pertencentes a
estes géneros foram selecionados de acordo com a sua morfologia nos gros e
sua fregiiéncia nas diferentes propriedades analisadas.

Estes fungos sdo contaminantes naturais de prodtitos agricolas, a sua
disseminag#o ocorre pelo vento e também por insetos presentes na lavoura.

" Das espécies identificadas neste estudo, Cladosporium, A. niger, A.
Slavus, F. solani e espécies de Penicillium ji foram identificadas por estarem
associadas com o inseto Hypotenemus hampei (Ferrari) (Coleéptera:Scolytidae),
conhecido como a broca do café. A broca do café é considerada uma das
principais pragas do cafeeiro no Brasil ¢ ataca os frutos em qualquer estidio de
maturagdio, desde verde até maduros (cereja) ou secos (Souza & Reis, 1997).
Segundo Carrion & Bonet (2003), algumas espécies de fungos tem fungdes
diferentes quando associados com a broca, embora todas sejam consumidas pelo
H. hampei. A. flavus e A. niger, Mucor e Penicillium, que s3o sapréfitas e
estariam dentro das galerias degradando as feses da broca. Cladosporium
poderia estar sendo usado como alimento para os progénitos do inseto. Fusarium
solani e Penicillium, principalmente o P. echinulatum, estariam sendo
transportados para inibir o crescimento de fungos como Beauveria bassiana, um
fungo entomopatogénico inimigo natural da broca do café. Veja & Mercadier
(1998) observaram que as fémeas de H. hampei levavam para o interior dos
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grios de café seus ovos, como a mie estava contaminada com 4. ochraceus os
progénitos ficaram contaminados, disseminando os fungos.

Perez et al. (2003), estudando a microbiocratoxina A associada & broca
em 3 regides produtoras de café¢ no México, constatou que os génmeros
Aspergillus, Penicillium ¢ Fusarium foram dominantes, sendo detectados no
exoesqueleto, no interior e nas fezes da broca.

Sendo assim, os danos provocados por insetos como a broca do café, e
tambémporéearos;noshosdecafédemons&amqueelespodunsef
importantes vetores de fungos, uma vez que estes fungos nfio sio capazes de
danificar diretamente os frutos sadios.

As figuras 1, 2, 3 e 4 ilustram 24 espécies de fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus, Cladosporium, Eurotium, Fusarium e Penicillium
identificadas neste estudo.
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TABELA 2 Espécies dos géneros Fusarium, Penicillium, Cladosporium e Eurotium identificadas.

Espécies Namero. de Referencias de estudos onde tais espécies foram isoladas de frutos e griios de
identificadas isolados café
C. cladosporioides 02 Pereira, 2002; Pasin et al., 2002; Sudrez-Quiroz et al., 2004,
Fusarium lateritium 02 Silva, 2004,
F. solani 01 Silva, 2004
Penicillium citrinum, 07 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003; Sudrez-Quiroz et al., 2004
P. brevicompactum 05 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003; Nasser, 2001,
P. corylophilum 04 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003)
P. aurantiogriseum 03 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003),
P. miniolluteum 02 Silva, 2004; Sudrez-Quiroz et al., 2004;
P. solitum 01 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003;
P. commune 03
P, variabile 02 Pasin et al., 2002;
P. glabrum 02 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003; Sudrez-Quiroz et al., 2004;
P. expansum 01 Batista et al., 2003; Chalfoun & Batista, 2003
Eurotium chevalieri 02 Chalfoun & Batista, 2003
E. am, istelodami 03 Chalfoun & Batista, 2003
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Aspergillus sulphureus

Aspergillus dimorphicus

FIGURA 1 Espécies do Género Aspergillus Se¢io Circundati
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Aspergillus flavus Aspergillus tamarii

FIGURA 2 Espécies do Género Aspergillus Segiio Nigri, Versicolores e Flavi.
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Cladosporium cladosporioides Fusarium lateritium

FIGURA 3 Espécies do Género Aspergillus Se¢do Nidulantes, Fumigati, Usti, género
Eurotium, Cladosporium e Fusarium.
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Penicillum corylophilum Penicillium brevicompactum

Penicillium miniolluteum Penicillium citrinum

FIGURA 4 Espécies do Género Penicillium.
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3.3 Avaliacfio do potencial toxigénico das espécies do Género Aspergillus

Conforme resultados descritos na Tabela 4, 85,39% das espécies do
género Aspergillus segio Circumdati foram produtores de ocratoxina A. Os
resultados sfio préximos dos obtidos por Batista et al. (2003) que identificaram
'74,6% das espécies da segdio Circumdati como produtoras de ocratoxina A. A
produgdio de ocratoxina A por espécies da Segio Circumdati parece ser comum
(Hesseltine et al. 1972) e tais espécies sdo importantes economicamente devido a
producdo de ocratoxina A (Varga et al., 2003).

A maioria dos isolados de 4. ochraceus (90,30%) foi produtora de
ocratoxina A. Resultados semelhantes foram observados por Batista et al.
(2003), Nasser (2001), Taniwaki et al. (2003) e Urbano et al. (2001) que
detectaram 66,6; 75; 77,77 e 88,10% de A. ochraceus produtores de ocratoxina
A, diferentemente dos resultados obtidos por Varga et al. (1996) que
identificaram 33,33% de 4. ochraceus ocratoxigénicos; Abarca et al. (1997),
com 16%,' e Bayman et al. (2002), segundo os quais apenas 2,5% de A.
ochraceus'isolados' de nozes, semente de algoddio e figo na Califérnia foram

pradutores de ocratoxina A.

TABELA 4. Resultado dos testes de avaliagdo do potencial toxigénico das

espécies de Aspergillus identificadas.
Espécie do género  Niimero de isolados Isolados produtores de
Aspergillus testados ocratoxina A
Segdo Circindati
A. ochraceus 165 149
A. melleus 03 00
A. dimorphicus 02 00
A. sulphureus 04 01
A. sclerotiorum 03 02
A. auricomus 01 00
Secdo Nigri
A. niger 58 00
A. foetidus 25 00
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Segundo Miihlencoert et al. (2004), a produgdo de ocratoxina por A.
ochraceus ocorre proximo a fase final e exponencial de crescimento e foi
dependente de uma rapida utiIizat;ﬁd de glicose e uma moderada redugdo do pH.

De acordo com Varga et al. (2000), andlises de fragmentos do DNA
(DNA mitocondrial e regido ITS) por PCR tém demonstrado a classificagdo de
A. ochraceus em dois grupos. O grupo 2 ndo produz ocratoxina A e pode ser
utilizado com seguranga na bioconversdo de esterdides e produgdo de enzimas;
ja'no grupo 1, que necessita de mais estudos taxondmicos, a maioria dos
isolados sdo produtores de ocratoxina A. Neste estudo os autores ndo
.observaram nenhuma correlagdo entre os isolados produtores de ocratoxina A
com origem geografica e os produtos de que os fungos foram isolados, A.
ochraceus isolados de café foram encontrados nos dois grupos.

O numero de isolados testados e a falta de padronizagdo das
metodologias, tanto na identificagdo como na avaliagdo do potencial toxigénico,
utilizadas nos diferentes estudos podem ter ocasionado esta diferenga entre
isolados produtores e ndo produtores de ocratoxina A. Segundo Bars & Bars
(2000), a distribuigdo do potencial toxigénico de A. ochraceus tem variado de 80
a 25% de isolados éacratoxigénicos, porém outros estudos sdo necessarios para
esclarecer esta variagdo.

Nas demais espécies da Se¢@o Circumdati, por ndo serem muito comuns
- a porcentagem de isolados considerados produtores de ocratoxina A também
varia consideravelmente. Varga et al. (1996) identificaram que 50% dos isolados
de A. sulphureus eram produtores de ocratoxina A, 25% de A. sclerotiorum
foram ocratoxigénicos € 1 dos 4 isolados de 4. auricomus também produziu a
toxina.

Ciegler (1972) identificou como produtores de ocratoxina A o A.
ochraceus, A. melleus, A. sulphureus e A. sclerotiorum em meio de cultura YES.
Walker (1997), Wilson et al. (2002) e Moss (1996) citam, além do Aspergillus
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ochraceus, o A. sulphureus e A. sclerotiorum como as espécies de Aspergillus
mais conhecidas como produtoras de ocratoxina A em climas tropicais e
subtropicais; estas trés espécies foram identificadas neste estudo. Tsoubuchi et
al. (1984) relatam a presenca de A. ochraceus, A. elegans ¢ A. sclerotiorum
produtores de ocratoxina A em amostras de grios de café importadas pelo Japdo.

Nenhum isolado de 4. melleus foi produtor de ocratoxina A, semelhante
resultado foi obtido por Bayman et al. (2002) e Frisvad & Samson (2000). De
" acordo com Frisvad & Samson (2000), A. melleus néio é uma espécie produtora
de ocratoxina A, e sim uma espécie morfologicamente muito semelhante a 4.
muricatus. , '

Nenhum isolado de Aspergillus Segdo Nigri foi considerado como
produtor de ocratoxina A a partir da metodologia utilizada neste estudo. Vérios
estudos tém detectado A. miger ou A. miger aggregate como produtores de
ocratoxina A (Abarca et al., 1994; Accensi et al., 2004; Bucheli & Taniwaki
2002; Stiarez-Quiroz et al., 2004; Viani, 2002; Téren et al. 1996), sendo que a
maioria tem demonstrado que A. niger ou A. niger aggregate sio raramente
produtores de ocratoxina A.

Os isolados identificados como A. foetidus neste estudo nfo foram
produrores de ocratoxina A. Esta espécie ja foi citada como produtora de
ocratoxina A (Maggoli et al., 2003; Nakajima et al., 1997, Téren et al., 1996).

Nenhum isolado de 4. carbonarius foi identificado nestes estudo, estes
resultados refletem os obtidos por Bucheli et al. (1998) e Urbano et al. (2001),
que analisando vérias amostras de diferentes regides nfio detectaram esta espécic
de Aspergillus. .

Considerando as condigdes em que os fungos da Segfio Nigri foram
incubados para a produgdo de ocratoxina A (temperatura 6tima e auséncia de
luminosidade) ¢ que o meio de cultura contém nutrientes que estimulam a
produgéio de ocratoxina A, apesar do método ndo ser tio sensivel quanto a
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anilise de HPLC, a auséncia de um spot ¢ um Rf semelhante ao padrio da
ocratoxina A nos fungos testados permitem considerd-los como niio produtores.
De acordo como Mihlencoert et al. (2004). a divergéncia em alguns
casos sobre a produgdo de ocratoxina A em Aspergillus, sugere que a sintese de
ocratoxina A € dependente da interag@o de vérios fatores ambientais mais do que
o simples fato de crescimento. A produggo de metabdlitos secundérios como as
micotoxinas ndo sdo essenciais para o organismo. Os fatores ambientais irdo
regular os genes e enzimas envolvidas na produgdo de ocratoxina A. Alguns
isolados de 4. carbonarius ndo produzem ocratoxina ‘A em meio bésico mas
produz em grdos de café e em meio a base de leite de coco. A diferenca '
observada em viérios estudos pode ser resultado da variabilidade de sintetizar a
ocratoxina pela espécie testada. Rdschenthaler et al. (1984) observaram
variagdes na producdio de ocratoxina A em culturas de esporos Gnico em
Aspergillus. Uma outra explicacio seria a variabilidade de produgdo de
ocratoxina A dentro da mesma espécie que pode chegai' até 1000 vezes (Bars &
Bars, 2000) ou a perda irreversivel da produgfio de ocratoxina A em culturas de
laboratério. Mihlencoert et al. (2004) afirma anda que a biossintese de
ocratoxina A por espécies de Aspergillus é determinada mais pelas condi¢des
ambientais do que pela inerente habilidade do organismo em .produzir a
micotoxina. Se o isolado nfio produz a toxina em determinadas condigSes ndo
justifica qualquer conclusdio sobre a habilidade geral para a produgdo de
ocratoxina A. Também qualquer agrupamento em produtores e ndo produtores
de ocratoxina A baseado sobre os dados acima descritos podem gerar enganos.

3.4 Incidéncia de fungos toxigénicos — Género Aspergillus Se¢do Circumdati

Das 104 amostras de frutos analisadas 83 (79,81%) apresentaram
contaminagfio com fungos do género Aspergillius Se¢do Circumdati, sendo
identificados também em 43 (41,35%) dos grdos destas mesmas amostras,
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ocorrendo, assim, uma redugfo significativa na populagdo deste grupo de fungos
apds o beneficiamento.

Das 127 amostras de grios de café analisadas, neste contexto ja estdo
incluidas as amostras que foram coletadas j& beneficiadas nas fazendas; em 54 '
(42,52%) foi detectada a presen¢a de fungos do género Aspergillus Seg¢do
Circumdati. Estes resultados mostram que a contaminagéo do café com fungos
do género Aspergillus Segdo Circumdati ocorre na lavoura; sendo assim, nfo
seria correto chamar estes fungos de fungos de armazenamento.

Em 100 e 86,67% dos frutos das fragdes varricgdo e boéia,
respectivamente, foi detectada a presenca desta comunidade de fungos. Levando
em consideragio que as amostras varrig3io e bbia foram coletadas em todas as
localidades, estes resultados mostram que os fungos do género
Aspergillus/Seg3o Circumdati sio comuns dentro do ambiente da lavoura.

Sendo um isolado toxigénico, ¢ tendo condigbes favoraveis, a
biossintese de ocrotoxina A ainda pode ocorrer na lavoura, uma vez que estes
resultados representam a micobiota principalmente da casca/polpa/mucilagem.

As espécies da Segdo Circumdati sio amplamente distribuidas na .

natureza, desde campos cultivados e florestas até solo de deserto, mas
geograficamente sdo mais comuns em regides tropicais e subtropicais (Domsch
et al., 1980; Klich, 2002a), o que demonstra a possibilidade da presenca destas
espécies no café de varrigio (café que teve contato com 0 solo).

Das 8 amostras de frutos/grios processadas via Gmida, 25% dos grios
com pergaminho estavam contaminados com fungos do género Aspergillus |
Secdo Circumdati, valores bem abaixo se comparado com as demais frag3es.
Das 12 amostras de gréios analisadas, 33,33% apresentaram contaminago com
fungos do género Aspergillus Segio Circumdati.

O processo de remogdo da casca/polpa/mucilagem reduziu a ocorréncia
de todos os géneros estudados, inclusive Aspergillus Secdo Circumdati, e este
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efeito pode ser observado na presenca de ocratoxina A nas amostras. Chalfoun
& Carvalho (1989) observaram uma redugdio significativa da contaminacdo
fingica apés o beneficiamento, demonstrando que a contaminagdo destes fungos
ocorre principalmente da casca para o grdo. Estando presentes principalmente na
casca, 0 pré-processamento do café ¢ fundamental na remogdo destes fungos ou
na paralisagdo ou reduc¢do de seu desenvolvimento e sintese de metabélitos,
impedindo que atinjam o grio. '

Das 36 amostras, sendo sete coletadas jé beneficiadas que apresentaram
niveis de contaminagio acima de 5,0pg/Kg, em 24 (das 29) amostras foi
detectada a presenga deste grupo de fungos no fruto e nos grdos, em sete
amostras foram detectados apenas nos grdos, em trés amostras, somente nos
frutos, e em duas amostras ndo foi detectada a presenga de fungos do género
Aspergillus Se¢do Circumdati. Estes resultados demonstram que 82,76% dos
frutos e grios contaminados com ocratoxina A acima de Spg/Kg apresentaram
contaminaciio com fungos do género Aspergillus segio Circumdati.

A presenca da ocratoxina A ndo pode existir sem o desenvolvimento de
fungos prodﬁtores (Pitt et al., 2000). As anilises de técnicas moleculares como
de PCR (Polimerase Chain Reaction -Reagiio em Cadeia da Polimerase) para a
detecgdo de 4. ochraceus produtores de ocratoxina A (Schmidt et al., 2004a) e
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo de
Comprimento de Fraguimentos Amplificados) e para 4. carbonarius (Schmidt et
al., 2004b) tém estabelecido uma correlag@o entre a presenca do fungo e da
ocratoxina A. Sendo assim, a auséncia do fungo pelo método de plaqueamento
direto niio indica necessariamente a auséncia da ocratoxina A (Pitt et al., 2000).
Pode ter ocorrido uma eliminagio dos fungos apdés os sucessivos
processamentos do café, ou entdo as células destes fungos ndo permaneceram
vidveis nos griios de café, ou mesmo a metodologia usada nio foi suficiente para
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ativar as c€lulas dos fungos provavelmente injuriadas, uma vez que
normalmente ocorreu o desenvolvimento dos fungos.

Das 20 amostras, sendo trés coletadas ja beneficiadas, que apr&éntaram
niveis de contaminagdo entre 1 e Spg/Kg de gréos de café, em sete (das 17) foi
detectada a presenga dos fungos nos frutos e nos grios, em oito amostras os
fungos foram detectados apenas nos frutos ¢ em trés amostras foi detectada
apenas nos grios. Em duas amostras foi detectada a ocratoxina A, mas niio foi
detectada a presenca dos fungos. .

Das nove amostras que apresentaram niveis de contaminag@o menor que
1pg/Kg de grios de café, sendo trés ja coletadas beneficiadas, em trés (das 6) foi
detectada a presenca dos fungos nos frutos e nos griios, em duas amostras foi
detectado apenas nos frutos ¢ em uma amostras foi detectado a presenca dos
fungos apenas nos grios. Em trés das amostras nfo foi detectada a presenca de
fungos deste grupo. .

Das 52 amostras de frutos analisadas nas quais n#o foi detectada a
presenga de ocratoxina A, 36 (69,23%) apresentaram contaminago com fungos
do género Aspergillius Se¢iio Circumdati, sendo identificados também em nove
(17,31%) dos griios destas mesmas amostras. Das 62 amostras de grios de café
‘ethqilenﬁofoi detectada a presenga de ocratroxina A, € neste contexto ja estio
incluidas as amostras que foram coletadas j& beneficiadas nas fazendas, em 11
(17,74%) foi detectada a presenca de fungos do género Aspergillus Segio
Circumdati.

Conforme representado na Figura 5, as amostras com maiores niveis de
contaminagio com fungos pertencentes ao género Aspergillus se¢do Circumdati
apresentaram também niveis mais elevados de contaminag#o com ocratoxina A,
indicando serem os fungos desse género/segiio os principais responsiveis pela
presenca de ocratoxina A.
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FIGURA 5. Média de contaminagdo dos frutos e graos de café com fungos do
Género Aspergillus Se¢do Circumdati -

Considerando que foram analisados 100 frutos e 100 grios nas amostras
de café que foram coletadas com casca e 100 grdos nas amostras de café que
foram coletadas ja beneficiadas, a contaminagdo média dos frutos (com casca)
nas amostras em que ndo foi detectada a presenga da ocratoxina A foi de sete
frutos por amostra, ja nas amostras que apresentaram contaminag:ﬁb acima de
5,0pg/Kg este valor foi de 24,93 frutos por amostra, um nivel de contaminagéo
trés vezes maior. Esta desigualdade € ainda maior quando analisamos os grdos
contaminados. Das amostras em que ndo foi detectada a presenga de ocratoxina
A, a contaminag¢@o média foi de 0,60 grios por amostra, ja nas amostras que
apresentaram um nivel de contamina¢do maior que 5,0pg/Kg, a média foi de
491, sendo o nivel de contamina¢do oito vezes superior. A média de
contamina¢do com fungos da se¢do Circumdati nas amostras com niveis de
contaminagdo abaixo de 1pg/Kg foi de 9,67 nos frutos e 0,63 nos grios, ja nas

amostras que apresentaram contaminagdo com ocratoxina A entre 1,0 e
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5,0ug/Kg a média de contaminagio com os fungos foi de 11,35 nos frutos e 1,15
nos gros.

Todavia ndo foi possivel utilizar o nivel de contaminagdo com fungos ‘
ocratoxigénicos como critério para posicionar uma amostra em seu nivel de '
contaminag#o com ocratoxina A como nio dedectado ou acima de 5,0pug/Kg.

Conforme demonstra a Tabela 5 e Figura 6, as amostras de varrigdo
apresentam proximidade dos valores médios de contamina¢io com fungos do
género Aspergillus Segio Circumdati entre as amostras em que n#o foi detectada
a presenga de ocratoxina A e as amostras com niveis de contaminag#o acima de
5,0ug/Kg. Nas amostras em que ndo foi detectada a presenca de ocratoxina A, a
média de contaminagdo com os fungos foi de 29,17 frutos contaminados, 6,33
nas amostras com mniveis de contaminagdo com ocratoxina A abaixo de
1,0pg/Kg, 18,38 nas amostras com niveis de ocratoxina A entre 1,0 ¢ 5,0ug/Kg e
uma. média de 23,41 nas amostras com niveis de ocratoxina A acima de
5,0pg/Kg. A contaminaciio média do fungos da Segdo Circumdati nos grios foi
de 2,14 griios contaminados nas amostras em que no foi detectada a presenca de

ocratoxina A. Nio foi detectado nenhum isolado ocratoxigénico nas emostras .

que apresentaram niveis de contaminag3o abaixo de 1,0pg/Kg. A contaminagio
média foi de 1,44 grios contaminados nas amostras com niveis de contaminagdo
com ocratoxina A entre 1,0 e 5,0pg/Kg e de 5,50 grdos contaminados nas
amostras com nfveis de contaminagdo com ocratoxina A acima de 5,0ug/Kg.

A Tabela 5 descreve a média de contaminacdo com fungos do género ‘
Aspergillus Segdo Circumdati nas amostras de varrigdo bbia e mistura.
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TABELA 5. Média de contaminagdo com fungos do género Aspergillus Segio
Circumdati nas amostras b6ia, misturas e varrigdo nos diferentes
niveis de contaminag¢fo com ocratoxina A

Nao detectado  <1,0ng/Kg 10250 pg/Kg .50 pg/Kg

Fruto Grio Fruto Grio Fruto Grio Fruto Grio

Boéia 525 0,0 * *  000a 0,00a 28,14 5,57
Mistura 4,75 032 90 080 420 040 2225 1,50
Varrigho 29,17 2,14 633 0,00 1838 144 2341 550

*nenhuma amostra contaminada, - (a) apenas uma amostra foi analisada.

-
o

Niveis de contaminagédo com
[4)]

fungos da Segdo Circumdati
o

o

nd ' <10 1,01-5,0 >5,0
Niveis de contaminagdo com ocratoxina A

Frutos de café 5 Gaos de café

FIGURA 6. Média de contaminagdo dos frutos e grdos de café com fungos do
Género Aspergillus Segio Circumdati em amostras de varrigao.

113



Estes resultados demonstram que nas amostras de varrigio, o nfvel de
contaminacfio com fungos do género Aspergillus segéo Circumdati ndo indicou
necessariamente uma contaminag#o acima de 5,0pg/Kg, mas que existe um risco
em potencial. Isto ocorre possivelmente porque, sendo a ocratoxina A
influénciada pelas condi¢des ambientais, estes fatores climéticos sdo mais
importantes que a presenga ¢ a intensidade do inéculo, podendo favorecer ou
inibir a produgo de ocratoxina A

Considerando que 85,39% dos isolados da se8o Circumdati foram
produtores de ocratoxina A, os resultados da Tabela 5 tendem a demonstrar que
as amostras que apresentaram uma média de contaminagdo com fungos do
género Aspergillus Segio Circumdati acima de 20 nos frutos e de 5 nos gréos
seriam rejeitadas em uma legislagfo que permitisse uma concentragio méxima
de ocratoxina A de 5,0pg/Kg .

A presenga dos fungos produtores de micotoxinas ndo indica
necessariamente a presenga da toxina, mas que existe um risco em potencial (Pitt
et al., 2000). O desenvolvimento dos fungos ¢ a produgfio de micotoxinas s3o
conseqiiéncia de uma interagdo entre os fungo, os frutos e griios de café e as
condigBes ambientais. Segundo Pitt et al. (2000), uma combinagio apropriada
destes trés fator«s (fungo x planta x ambiente) determina a quantidade da
colonizagfio do substrato e o tipo e quantidade da micotoxina produzida.

A auséncia da ocratoxina A mais a presenca de fungos potencialmente
ocratoxigénicos podem ter sido conseqiiéncia de uma falta de condigdes
ambientais favordveis para a sintese da toxina; se houve condigdes ambientais
favoraveis, estas ndo ocorreram em tempo suficiente para a producio da toxina
nos gréios de café em quantidade suficiente para ser detectada pela metologia
utilizada neste estudo, ou até mesmo houve ag3o do substrato (grios de café),

que possui compostos como a cafeina, reconhecida entre alguns pesquisadores,
que inibe tanto o desenvolvimento dos fungos como a produgdo de ocratoxina A.
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Quando sdo incluidas nas anilises as amostras de grios beneficiados que
foram coletadas na fazenda, ocorre uma redugéio na porcentagem das amostras
contaminadas, demonstrando, ass:m, que estes fungos ndo sdio fungos de
armazenamento. Ao mesmo tempo, estes resultados demonstram que estes
fungos estdo presentes nos grdos € que um armazenamento mal adequado pode
resultar no desenvolvimento destes fungos e na produg#o de ocratoxina A.

O processo de remogéio da casca/polpa/mucilagem reduziu a presenca de
todos os génerds estudados, inclusive os Aspergillus Segiio Circumdati,

" conforme observado por Chalfoun & Carvalho (1989), e este efeito pode ser
observado na presenc¢a de ocratoxina A nas amostras. Segundo Bucheli et al.
(2000), a maior parte da contaminagfio com ocratoxina A encontra-se na casca
do café devido, principalmente, a sua composi¢o quimica diferente da
composicdo dos gréios de café.

3.5 Incidéncia de fungos toxigénicos — Género Aspergillis Segiio Nigri

Das 104 amostras de frutos analisadas, 76 (73,08%) apresentaram
contaminacfio com fungos do género Aspergillius Seglo Nigri, sendo
identificados também em 28 (26,92%) dos gréos destas mesmas amostras.

A maioria dos estudos sobre microbiocratoxina A de frutos e grdos de
~ café tem mencionado os fungos do género Aspergillus Segdo Nigri, sendo

. algumas vezes predominantes sobre os demais grupos de fungos (Alves, 1996;

Freitas, 2000; Meirelles, 1990; Nakajima et al., 1997; Tsubouchi et al., 1984).

Sendo assim, a espécies identificadas que pertencem a esta Segéio podem
fazer parte da microbiota dos ambientes da lavoura de café. Os fungos da Se¢io
Nigri sdo contaminantes de inimeros produtos e, em café, estéio relacionados
com a redugio na qualidade da bebida por estarem associados a produtos de
padrdo inferior, 0 que néio ocorre em cafés com bebidas de melhor qualidade
(Alves, 1996; Meirelles, 1990).
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Das 127 amostras de griios de café analisadas, e neste contexto j& estdio
incluidas as amostras que foram coletadas ji beneficiadas nas fazendas, em 32
amostras (25,20%) foi detectada a presenga de fungos do género Aspergillus
Segdio Nigri.

Em 72,73 e 64,71% dos frutos das amostras de varrigio e bdia,
respectivamente, foi detectada a presenga desta comunidade de fungos. Levando
em consideragio que as amostras varrig#io e bdia foram coletadas em todas as
localidades, estes resultados mostram que esta comunidade também é comum
dentro do ambiente da lavoura de café, '

As &spéci&sdaswioNigﬂsiomaisoomunsemﬂomtaéesolos
cultivados (Klich, 2002b); na natureza s#o encontradas no solo, em compostos e
em matéria organica em decomposi¢io (Schuster et al. (2002); embora a maior
fonte de espécies da segfio Nigri seja o solo, os membros desta segdo sdo
também isolados de outros produtos (Varga et al., 2004). O ambiente em que as
espécies da segdio Nigri sdo encontradas favorece o seu desenvolvimento em
café de varri¢io devido ao contato dos frutos com o solo e, em café béia, devido
ao estado de senescéncia adiantado dos frutos de café na lavoura.

Das oito amostras de frutos/gr#ios pré-processadas via imida, 62,5% dos
grios com pergaminho estavam contaminados com fungos do género
Aspergillus Segio Nigri. Das 12 amostras de grios analisadas, 25%
apresentaram contaminago.

Das 36 amostras, sendo sete coletadas j& beneficiadas que apresentaram
niveis de contaminagio acima de 5,0pg/Kg, em nove (das 29) amostras foi
detectada a presenca deste grupo de fungos no fruto e nos grdos, em quatro
amostras foram detectados apenas nos gréos, em 12 amostras somente nos frutos
e em 11 amostras nfio foi detectada a presenga de fungos do género Aspergillus

Secdo Nigri.
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Neste estudo ndo foi identificada nenhuma espécie de Aspergillus
pertencenete 2 Secdo Nigri produtora de ocratoxina A. Sendo assim,
aparentemente as espécies da segdo Nigri nfio estariam influénciando
diretamente nestes resultados. A espécie A. niger foi a mais encontrada neste
trabalho, pertencente a esta Seg#o, e é raramente produtora de ocratoxina A (Pitt,
2000).

. Das 52 amostras de frutos analisadas, em que nf#io foi detectada a
presenca de ocratoxina A, em 34 (65,38%) ocorreu contaminago com fungos do
género Aspergillus Segiio Nigri, sendo identificados também em dez (19,23%)
dos grios destas mesmas amostras. Das 62 amostras de grdos de café em que '
ndo foi detectada a presenga de ocratroxina A analisadas, incluindo as amostras
que foram coletadas j4 beneficiadas nas fazendas, em dez amostras (16,13%) foi
detectada a presenca de fungos do género Aspergillus Segdo Nigri.

A principal espécie produtora de ocratoxina A pertencente & Segéio Nigri
é A. carbonarius, que ¢ facilmente diferenciado do A niger. Apesar de ser
potencialmente mais produtor, Aspergillus carbonarius tem sido muito pouco
detectado em café (Taniwaki et al., 2003, Urbano et al., 2001), sendo mais
comum em regides muito quentes (Pitt et al., 2001). .

3.6 Incidéncia de fungos toxigénicos — Géneros Fusarium, Penicillium,
Cladosporium, .

Conforme Tabela 1, a presenca dos outros géneros, assim como para as
espécies de Aspergillus, esti mais relacionada com o café processado via seca,
ou seja, contendo a casca. Nas amostras de café descascado/despolpado a
contaminag#o flingica ¢ reduzida para todos os géneros estudados.

O género Fusarium foi detectado na maioria das amostras e em
porcentagem geralmente superior 4 dos demais géneros, principalmente nos
frutos, sendo reduzida apés o beneficiamento. Das 104 amostras de frutos
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analisadas, o género Fusarium foi detectado em 94 (90,38%) amostras, apds o
beneficiamento, foi detectado em 86 (82,69%) amostras de grios. Das 127
amostras de grdos analisadas, em 105 (82,68%) amostras foi detectada a
presenca de espécies de fungos pertencentes a este género.

Apesar de estar presente na maioria dos grios, a reducio da populagdo
de Fusarium que ocorre apds o beneficiamento do café mostra que a
contaminagdo € principalmente na casca/polpa/mucilagem.

Durante as andlises microbiolégicas estes frutos ainda se encontravam
frescos, com uma atividade de 4gua mais elevada. Um maior teor de umidade
favorece as espécies de fungos pertencentes a este género e esta situagio pode
ter sido responsével pelo elevado indice de contaminagéio de Fusarium, uma vez
que nas amostras que foram coletadas j4 beneficiadas nas propriedades o indice
de contaminagéo ¢ menor.

O género Cladosporium foi detectado principalmente nos frutos, sendo
reduzido apds o beneficiamento. Das 104 amostras de frutos analisadas, o
género Cladosporium foi detectado em 65 (62,5%), e das 127 amostras de grios

analisadas, em 64 (50,39%) das amostras foi detectada a presenga de . -

Cladosporium cladosporioides; esta foi a inica espécie deste género identificada
neste estudo, a qual e a espécie mais comum do género, freqiientemente
encontrada em café (Pereira, 2002, Silva, 2004). C. cladosporioides nfio é
produtor de micotoxinas (Pitt & Hocking, 1997) e j4 foi associado com café de
melhor qualidade (Alves, 1996); porém, Pereira (2002) nio observou nenhuma
correlagdo entre C. cladosporioides ¢ qualidade do café. |

O género Penicillium foi detectado principalmente nos frutos e em gréos
de café. Das 104 amostras de frutos analisadas, o género Penicillium foi
detectado em 62 (59,61%), ¢ das 127 amostras de grdos analisadas, em 85
(66,93%) das amostras foi detectada a presenca de Penicillium.
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Nenhuma das espécies identificadas do género Penicillium é considerada
* produtoras de ocratoxina A (Pitt, 2000). As espécies consideradas produtoras s&o
P. nordicum, mais associada com alimentos derivados de came e de leite, ¢ P.
verrucosum, mais comum em cereais armazenados inadequadamente. As duas
espécies foram freqlentemente encontradas em paises de clima temperado
(Castella et al., 2002; Larsen et al., 2001; Samson et al, 2000) e
morfologicamente foram bem distintas das espécies encontradas neste estudo.

A incidéncia de fungos toxigénicos e dos isolados potencialmente

" ocratoxigénicos pode ter ocorrido de vérias formas, desde o deslocamento do ar,
levantando as células vidveis dos fungos presentes no solo, até por danos
provocados por insetos e dcaros, que séo vetores de esporos de fungos.

Perez et al. (2003), estudando a microbiota associada & broca em trés
regides produtoras de café no México, constataram que os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Candida foram dominantes. Estes géneros foram
detectados no exoesqueleto, no interior e nas fezes do inseto. A atividade
fiingica pode causar deteriorago répida dos gréios, algumas vezes acompanhada
com um aquecimento expontineo. Esta atividade fiingica pode conduzir & perda
de matéria seca, apérdadovalornutritivoedagerminabilidadeeéprodm;iode
micotoxinas (Magan & Lacey, 1984).

' Insetos como vetores de fungos produtores micotoxinas na lavoura ja

sdo estudados e bem conhecidos principalmente em milho, no qual os insetos
' sdo responséveis pela contaminagio de Aspergillus flavus e espécies do género
- Fusarium. Em estudos conduzidos na Africa (Uganda) por Vega e Mercadier,
em 1998, dos 632 insetos estudados, coletados em 26 lugares, 34 (5,3%)
estavam infestados com 4. ochraceus, e dos 564 insetos coletados em Benin, 98
(17,4%) estavam infestados com A. ochraceus. Segundo os autores, as fémeas de
Hypotenemus hampei levam para o interior dos grdos de café os seus ovos; como
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a miec estava contaminada com A. ochraceus, os progénitos ficaram
contaminados, disseminando os fungos.

Os insetos podem transportar os esporos de fungos no seu exterior ou no
interior, sendo que os 4caros estfio associados ou sdo atraidos por espécies de
Aspergillus (Dunkel, 1988). .

A associa¢io entre danos provocados por insetos e fungos na pré-
colheita ¢ armazenamento tem resultado em aumento da contaminagdio com
aflatoxina em milho, e na disseminagio de fungos toxigénicos e de seus
metabélitos (Dunkel, 1988). Os insetos e §caros sdo vetores de esporos de
fungos, os quais eles introduzem dentro dos griios através de suas lesdes. A
contaminag#io de amendoim, semente de algodio e milho por 4spergillus flavus
ou aflatoxinas antes da colheita ¢ algumas vezes ligada ao ataque de insetos.

Os fungos que atualmente s3o conhecidos como produtores de
ocratoxina A nfio sdo fitopatogénicos nem endofiticos em café, entio a
infestagio interna direta ndo seria possivel. Estes fungos sio sapréfitas e
oportunistas (Bars & Bars, 2000).

Com base nestes estudos, os insetos € 4caros nos frutos de café podem
saimportant&svetomdeﬁmgosprodutqr_&sdeocmtoxmaA, uma vez que estes
fungos no sio capazes de danificar diretamente os frutos sadios.
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4 CONCLUSOES

A partir dos resuitados obtidos durante este estudo, conclui-se que

Das amostras analisadas, 99,2% apresentaram contamina¢g3o com algum
dos géneros de fungos analisados, sendo identificados os géneros Aspergillus,

Penicillium, Fusarium, Eurotium e Cladosporium.

Foram identificadas 15 espécies de fungos do género Aspergillus, sendo
que o A. sclerotiorum, A. sulphureus e 90% dos isolados de 4. ochraceus foram
produtores de ocratoxina A. Estas trés espécies do género Aspergillus fazem
parte da segfio Circumdati, sendo consideradas como as principais responsaveis
pela presenga de ocratoxina A nas amostras de grios de café analisadas.

Todas as amostras de varri¢io apresentaram contaminacio com fungos
do género Aspergillus Segio Circumdati. As amostras que apresentaram maior
indice de contaminagio com os fungos também apresentaram ‘os niqiores niveis
de contaminagéio com ocratoxina A.

. As espécies de Aspergillus segdo Nigri, A. niger e A. foetidus ndo foram

produtoras de ocratoxina A. Também n#o foi identificado o 4. carbonarius,
principal espécie produtora de ocratoxina A na segio Nigri.
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CAPITULO 3

INCIDENCIA DE OCRATOXINA A EM DIFERENTES FRACOES
' DO CAFE
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RESUMO

BATISTA, L. R. Incidencia de ocratoxina A em diferentes fragdes do café. In:

. Incidencia de Fungos Produtores de Ocratoxina A em Griios de
Café (Coffea arabica L) Pré-Processados por Via Seca e Umida. 2005. p-
131-203. (Tese de Doutorado em Ciéncia doa Alimentos) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

A ocorréncia de ocratoxina A foi estudada em diferentes fragbes e
métodos de processamento de café. Foram analisadas 289 amostras coletadas em
11 municipios do sul de Minas Gerais. As fragdes coletadas foram béia (35),
fruto cereja (4), cerejatverde (11), cereja descascado (18), cereja despolpado
(2), mistura (97), fruto seco na planta (4), varrigio (106) e verde (12). Das 289
amostras analisadas, em 128 ou seja 44,29% niio foi detectada a presenga de
ocratoxina A, em 89 amostras, 30,80%, foram detectadas a presenga de
ocratoxina A em niveis que variaram de 0,1 a 5,0 pg/Kg de café. Estes
resultados demonstram que 75,09% das amostras analisadas estariam dentro dos
limites em estudo da Legislagdo Européia que regulamenta a concentragdo
méixima de ocratoxina A em grios de café. As demais amostras, 24,91%
apresentaram contaminac#io acima de Spg/kg. Os tipos de café cereja, cereja
despolpado, cereja descascado verde ¢ seco na planta mostram niveis de
contaminac@io de ocratoxina A abaixo de 5 pg/Kg em sua grande maioria. As -
fracBes misturas, béia e principalmente a varrigio apresentam os maiores indices
de contamina¢io com ocratoxina A acima do limite de Sug/Kg. Das amostras de
café béia analisadas 42,86% ndo apresentaram contaminag¢@o com ocratoxina A
e um percentual de 34,28% das amostras, a contaminagdo de ocratoxina A
superior a 5pg/Kg e as amostras de café de varrigio, em apenas 22,64% das
amostras ndo foi detectado a presenga de ocratoxina A, na grande maioria
77,36% foi detectada a presenca de ocratoxina A, sendo que duas amostras
apresentaram niveis superiores a 100pug/Kg de gros de café. A varrigdo da -
origem a um café de baixa qualidade, neste estudo demonstramos que a varrigio
também representa um risco para a seguranca do café devido a presen¢a de
ocratoxina A. ‘

Orientador; Dr* Sara Maria Chalfoun —- EPAMIG
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ABSTRACT

BATISTA, L. R. Ochratoxin A incidence in different coffee fractions. In:
. Fungi Ochratoxin A Producing in Coffee Beans (Coffea arabic L.)

Dried and Wet Processing Method. 2005. p 131-203. Thesis (Doutorate in

Food Science) - Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The ochratoxin A occurrence was studied in different coffee (Coffea
arabica L.) types according to the processing method. Two hundred eighty nine
coffee samples from 11 locations of the south of Minas Gerais State were
collected and analyzed. The sample types were overripe (35), cherry (4), cherry
+ green (11), cherry husked (18), cherry (imparchment) (2), mixes (boia,
“overripe dried on tree” varrigio “coffee beans swept from ground” and green
“non ripe”). In 128 (44,29%) the ochratoxin A presence was not detected, in 89
samples (30,80%), ochratoxin A presence were detected at 0,1 to 5,0 pg/kg
levels. This shows that 75,09% of the samples would be inside of the limits in
study in European Legislation that regulates maximum ochratoxin A
concentration in coffee beans. Other 24,91% samples presented, contamination
above 5,0 ug/Kg. Most cherry, cherry imparchment, husked, green and coco
(dried cherry) sample types has shown ochratoxin A contamination level bellow
of 5 pg/kg. Coffee sample mixture as, boia and mainly the varricio presented the
greatest contamination ochratoxin A index above the limit of Spg/Kg. In 42,86%
boia samples no ochratoxin A contamination was found, however, in 34,28% of
the samples presented ochratoxin A contamination level above Sug/kg, and in
varrigdo samples only 22,64% the ochratoxin A presence was not detected, but
in 77,36% the ochratoxin presence was detected, and two samples presented
levels above 100pg/kg of beans coffee. The varricdo coffee type gives low
quality coffee drinking, in this study shows that the varri¢io type also represents
risk for coffee safety due to ochratoxin presence.

Adviser: Ds Sara Maria Chalfoun - EPAMIG
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1 INTRODUGAO

Como nas demais culturas, os frutos e grios de café estdio sujeitos a
sofrer contaminagio por microrganismos presentes no ambiente da lavoura em
diferentes fases do cultivo, colheita, preparo e armazenamento (Chalfoun &
Batista, 2002; Serra et al., 2004). A influéncia dos microrganismos sobre as
caracteristicas organolépticas do café tem sido reconhecida desde os anos 1940
(Krug, 1940, Krug, 1941). Os principais géneros de fungos toxigénicos
(Aspergillus, Penicillium e Fusarium) sdo contaminantes naturais do café e estio
presentes desde o campo até o armazenamento (Batista et al., 2003).

A presenca de fungos toxigénicos, além de alterar a qualidade do café
pode colocar em risco a seguranga do produto. Isto pode ocorrer devido a
producio de micotoxinas, que sdo metabdlitos secundérios que mesmo em
pequenas concentrages, sdo toxicas ao homem e aos animais. Atualmente as
micotoxinas mais estudadas e de maior importdncia para a satde humana
presentes nos alimientos sdio aflatoxinas, fumonizinas, patulina, ocratoxina e
zearalenona (CAST, 2003). Nos gréos e produtos de café, a tinica que representa

- risco e € a mais estudada € a ocratoxina A.

A ocratoxina A tem sido produzida por Penicillium verrucosum e
Penicillium rordicum (Larsen et al., 2001) e um nmimero variado de espécies do
género Aspergillus, como o Aspergillus ochraceus, A. ostianus, A. auricomus, A.
sulphureus, A. carbonarius, A. niger e A. sclerotiorum (Abarca, 2001; Batista et
al., 2003; Pitt, 2000).

As pesquisas de freqiléncia e niveis de ocorréncia de ocratoxina A em
alimentos ¢ em sangue humano indicam que os produtos alimenticios estdo
freqiientemente contaminados (European Community, 2002)
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A presenga de ocratoxina A em cereais nfo ¢ facilmente localizada ou
diretamente associada com um fungo particular, como ¢ o caso das aflatoxinas.
Os seguintes produtos tém sido relatados por estarem contaminados com
ocratoxina A; cevada, trigo, café, cerveja, vinho, cames, cacau, alimentos
infantis, ra¢3o animal, milho, aveia, centeio, figo, sangue e rins de suinos ¢
outros tecidos de origem animal (CAST, 2003; Wilson et al., 2002), sendo os
principais cereais afetados cultivados em regides temperadas, a maioria estando
ligada a0 desenvolvimento de fungos do género Penicillium. As espécies do
género Aspergillus podem ser as mais importantes em regides de clima quente
(Wilson et al., 2002) '

O limite miximo de ocratoxina A para cereais (5,0ng/Kg) e seus
subprodutos (3,0pg/Kg) tem sido estabelecido pela Comissio de
Regulamentagéo da Unido Européia EC n. 472 (European Community, 2002),

Desde que a casca de café € uma fonte significante de ocratoxina A, a
limpeza e a padronizagdo dos grios sfo métodos efetivos para reduzir os niveis
de ocratoxina A. Durante o processo industrial de converter os griios de café em
café torrado e café sohivel, pode ocorre uma redugdo de até 90% nos niveis de
ocratoxina A (Viani, 2002). ' R

Avaliar a incidéncia de ocratoxina A em diferentes fragdes de café
submetidas a diferentes métodos de pré-processamento (via seca e via imida) foi
o principal objetivo deste estudo além, de descrever de forma ndo pontual as
condi¢des favordveis para ocorréncia de ocratoxina A em grios de café a partir
de dados das localidades e das propriedades estudadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagiio e localizacdo das dreas em estudo

O levantamento foi efetuado em até S propriedades de cada um dos 11
municipios produtores, sendo coletadas amostras em Boa Esperanga, Campestre,
Campos Gerais, Carmo do Rio Claro, Céssia, Guaxupé, Machado, Monte Santo
de Minas, Pogos de Caldas, Pratinha e SZo Sebastiéio do Paraiso.

As fragdes coletadas foram bébia (35), fruto cereja (4), cereja+verde (11),
cereja descascado (18), cereja despolpado (2), mistura (97), frutos seco na planta
(4), varrigdo (106) e verde (12), perfazendo um total de 289 amostras analisadas.

Dados sobre as propriedades, o pré-processamento e as caracteristicas
das amostras foram coletados através da aplicagfio de questionérios (anexo B).
Foram coletados aproximadamente 5 a 6 Kg de todas as fragdes presentes na
propriedade por ocasido da aplicagdo dos questionérios. As amostras foram
coletadas de forma aleatéria, em vérios pontos em que onde se encontravam,
como terrreiro, tulha, cafezal e sacos, de forma foseem obtidas amostras o mais
homogeneas possivel.

As amostras foram transferidas para a EPAMIG, Centro Tecnol6gico do
Sul de Minas. As frag3es que foram coletadas ainda frutos (cereja, cerejatverde,
verde, mistura) foram secas em estufa a 40+2°C até um teor de umidade de 11 a
12%. Foi realizado o beneficiamento e aproximadamente 2,5Kg da amostra -
beneficiada e 2,5Kg da amostra em coco foram enviados para o Laboratério de
Controle de Qualidade ¢ Seguranga Alimentar/LACQSA do Ministério da
Agricultura, no qual realizada a andlise de ocratoxina A. No LACQSA, as
amostras que foram enviadas em coco foram beneficiadas antes das anilises de
ocratoxina A.
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A anélise de ocratoxina A foi realizada em amostras que apresentaram
teores de umidade entre 11 ¢ 12%.

2.2 Anilise de Ocratoxina A em Grios de Café

As anilises de ocratoxina A foram realizadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) no Laboratério de Controle de Qualidade e
Seguranca Alimentar/LACQSA em Belo Horizonte. Conforme Dirio Oficial da
Unifio n.62, Segéio 1, p.37 de 30 de margo de 2000.
Extragdo:

Pesaram-se 25g da amostra, 2 temperatura ambiente, os quais foram
adicionados 200ml de metanol-bicarbonato de sédio 3% (1:1) e agitado por 5
minutos em agitador mecénico. '

‘ Foram feitas duas filtragdes uma em papel Whatman 4 e outra em papel
de ﬁlﬁ'o GB/B de microfibra de vidro em presséo reduzida. Quatro mililitros do
segundo filtrado foram transferidos para um baldo de 100 ml contendo PBS.
Purificagdo:. '

A purificagdo foi feita em colunas de imunoafinidade (ochratest-Vicam)
através de um fluxo de 2-3 ml/min. As amostras foram concentradas e
ressuspendidas em 300pL da fase mével (metanol:acetonitrila:dgua:acido
acético — 35:35:29:1, viv/viv), agitadas em ultra-som e injetadas no
Cromatégrafo Liquido.
Quantificacio por CLAE:

Condigdes do equipamento: Cromatografo Liquido em coluna Shimpack
Ci8 - CLC ODS (M)  250x4,6mm, como fase  mével
acetonitrila:metanol:4gua:icido acético (35:35:29:1, v/v/iv/v) com fluxo de
0,8mL/mim, detector de fluorescéncia com excitagdio em 332 nm e emissdo em
476nm. O limite de detecgdo do método ¢ de 0,12ug/Kg ¢ o limite de

quantificagdo € de 0,20 pg/Kg.
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Confirmagiio

A confirmagéo foi realizada com solugfio metanélica de BF3 (14%), em
que foi observado um aumento no tempo de retengdio das amostras &evido a
derivatizagdio da ocratoxina A.

2.3 Anilises Estatisticas

A metbd_ologia estatistica empregada nesse estudo consistiu
basicamente de técnicas multivariadas. Especificamente para andlise das
localidades em fungdo dos niveis de coxitaminagﬁo de ocratoxina A, aplicou-se a
anilise de Cluster conforme Johnson & Wichem (1998), por varidveis (0,0
pe/K; 5,0 pg/K e > 5,0ug/K), sendo estas representativas dos niveis de
contaminagdio da toxina. Desta forma, identificou-se a formag#io de dois
agrupamentos, sendo o primeiro determinado pela varidvel (>5 .pg/K) ¢ outro,
pelas variaveis (0,0 ug/K; 5,0 pg/K), respectivamente denominados por Grupo
1 e Grupo 2."Com base nos agrupamentos sugeridos, utilizou-se a anilise de
cluster por k-médias para identificar quais localidades sdo similares em relagio
ao nivel de ocratoxina A detectado nas diferentes fragdes.

Para a relacfio dos niveis de contaminagdo de ocratoxina A com as
diferentes - fragdes de café, utilizou-se a andlise de correspondéncia simples
conforme descrito por Greenacre (1993). Essa técnica consiste da aplicago de
componentes principais, como a tabela de contingéncia, neste caso, uma tabela
de freqiiéncias dos niveis de contaminac#o dispostos em linha, e as fragdes de
café dispostas em colunas. A proporgiio dos totais das amostras de café
corresponde ao perfil das varidveis dispostas em coluna. Analogamente tem-se o
perfil para as varidveis linhas. A identificagdo da associagdo entre as varidveis ¢
analisada conjuntamente pelas contribui¢des de cada varidvel (linha e coluna)
em funcio dos componentes obtidos por meio da anilise de componentes
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principais. Cada componente representa o eixo que ird compor o mapa
perceptual.

' Em relagfio s andlises de comparagdo das frages boia, mistura e
varrigéio versus tipo de terreiro (cimento, terra e asfalto), realizaram intervalos
de confianga para diferenga entre duas proporgdes com o nivel de significincia
fixado em 5%. E importante salientar que essas comparagdes foram feitas
considerando a protegio de bonferroni para manter o nivel de significincia

giobal. Os resuitados foram apresentados semelhantemente ao teste de Tukey
 com a disposigdo das letras.
' Para realizagio das metodologias estatisticas mencionadas nesse
trabatho, utilizou-se o software MINITAB 13.20.

139



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demonstrado nas Tabelas 1 e 2 e figura 1, das 289 amostras
analisadas, em 128, ou seja. 44,29%, nfio foi detectada a presenga de ocratoxina
A; em 89 amostras, 30,80%, foi detectada a presenca de ocratoxina A em niveis
que variaram de 0,1 a 5,0 pg/Kg de café. Estes resultados demonstram que
75,09% das amostras analisadas estariam dentro dos limites em estudo pela
" Legislag@io Européia que regulamenta a concentragio méxima de ocratoxina A
em grios de café. As demais amostras, 24,91%, apresentaram contaminag#o
acima de Spg/Kg, ficando acima do limite em estudo pela Unido Européia.

Os estudos sobre a incidéncia de ocratoxina A em grdos de café tém
demonstrado uma grande variagio. A porcentagem de amostras contaminadas
tem variado de 22 a 65,4%, (Batista et al., 2003; Bucheli at al., 1998; Moraes &
Luchese 2004; Nakajima et al., 1997; Taniwaki, et al., 2003).

Variagdio semelhante ocorre com as amostras com valores acima de
5,0ng/Kg de café. Segundo Batista et al. (2003), das 40 amostras analisadas,
nenhuma apresentou contaminagfio acima de Spg/Kg. Em uma das propriedades
estudadas por Moraes & Luchese (2004), das 14 amostras analisadas 1 (7,14%)
apresentou contaminagio acima de 5png/Kg. Taniwaki et al. (2003) detectaram,
em 9 (6,66%) das 135 amostras, contaminacdo acima deste limite. Das 90
amostras de grios de café analisadas por lamanaka & Taniwaki (2003), 13,33%
apresentaram contaminago com ocratoxina A acima de 5,0ug/Kg

Os tipos de café cereja, cereja despolpado, cereja descascado, verde e
seco na planta mostram-se com uma contaminagio de ocratoxina A de até 5
ug/Kg em sua grande maioria. As fragSes de café misturas, béia e
principalmente varrigdio, apresentam os maiores indices de contaminagdo, com
ocratoxina A acima do limite de Spg/Kg.
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TABELA 1. Resultado geral dos niveis de contaminagfo de ocratoxina A nas diferentes fragdes de griios de café.

Via Seca _ | Via Umida

Verde Cereja Seco Varricfio Mistura Béia Cereja + Cereja Cereja
Verde descascado despolpado

00-00nd 7 3 4 2 56 15 3 14 2
0,1-50 4 1 0 37 29 8 6 4 0
5,1-10,0 1 0 0 15 3 6 1 0 0
10,1 - 20,0 0 0 0 16 3 2 0 0 0

20,1 - 50,0 0 0 0 6 0 1 0 0

50,1-1000 O 0 0 0 4 0 0 0
> 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 12 4 4 106 97 35 n 18 2
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Resultado Geral dos Niveis de Contaminagao de Ocratoxina A em

Graos de Café
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FIGURA 1. Resultado geral dos niveis de contaminagdo de ocratoxina A nos
diferentes tipos de amostras de grdos de café

TABELA 2. Contaminagdo geral das amostras grdos de café por ocratoxina A e
a porcentagem nos diferentes niveis de contaminago.

Intervalos de contaminagiio de Niimero de Porcentagem (%)
ocratoxina A em pg/Kg Amostras
0,0-0,0n/d 128 443
0,1-5,0 89 30,8
5,1-10,0 26 8,99
10,1 -20,0 21 1,27
20,1 - 50,0 14 4,84
50,1 -100,0 3,11
> 100,00 2 0,69
Total 289 100
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" De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a porcentagem de
' /amostras contaminadas, bem como os niveis acima de 5,0 pug/Kg, sdo
/ influénciados também pela fragdo de café analisada, boia, varrigéo, cereja, e

pelo tipo de processamento, descascado e despolpado, além do método de

\amillse, do limite de detecgdio do método, entre outros.

 Em todas as fragBes analisadas ocorreu uma procentagem variada de
amostras n#o contaminadas, apesar de ser identificada a presenca de fungos
produtores de ocratoxina A mesmo em fra¢des de café que possuem um risco
" maior como café béia, e principalmente o café de varri¢éo. Acreditamos que isto
tenha ocorrido devido, primeiro ao fato de que as condi¢Ses ambientais e/ou
populagio microbiana ndo tenha favorecido o desenvolvimento dos fungos
ocratoxigénicos e produgio da ocratoxina A; segundo, uma vez colonizado o
grio, as condigdes favordveis para a produgio de ocratoxina n#o ocorreram, e se
ocorreram, nfo houve tempo e/ou nutrientes suficientes para a sintese da
ocratoxina A; e terceiro, a composigio quimica dos grios de café que possuem
compostos como a cafeina ¢ os 4cidos clorogénicos atua com uma barreira
natural, fato ji bastante estudado (Sudrez-Quroz et al., 2004) em isolados
geneticamente mais Mst a esta composigdo quimica.
A figura 2 mostra uma tendéncia de contaminagio das amostras de café
~ como ocratoxina A, os resultados indicam que quanto maior o nivel de
~ contaminagdo, menor ¢ 0 niimero de amostras. As amostras de griios de café
analisadas tendem a ter niveis baixos de contaminagfio e os niveis considerados
altos (acima de 20pg/Kg) sdio esporidicos dentro do total de amostras
analisadas.
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. Namero de amostras _

Niveis de contaminagiio de ocratoxina A

FIGURA 2. Distribui¢#o de ocratoxina A nas amostras analisadas

Resultados semelhantes foram obtidos por Taniwake et al. (2003) e
Jamanake & Taniwake (2003) segundo os quais se pode observar uma maior
ocorréncia de contaminagio de ocratoxina A nas amostras de grios de café até
5,0pg/Kg e raras contaminagdes acima de 20pg/Ke.

Romani et al. (2000) observaram, também, uma maior concentragdo de
amostras em niveis mais baixos de contaminagio com ocratoxina A nas
amostras de grios de café dos gontinen.tes, Americano e Asidticos. Um perfil
semelhante de contaminac3o de -amostras de grios de café coletadas no
continente americano foi observado por Prado et al. (2004), com a grande
maioria das amostras contaminada abaixo de 5,0pg/Kg e poucas amostra acima
de 20pg/Kg. '

Os resultados da Tabela 3 demonstram o efeito da fragéio varricdo dentro
do conjunto de amostras analisadas. Retirando as amostras dessa fragdo, em
56,83% das amostras analisadas no foi detectada a presenga de ocratoxina A e
85,24% das amostras apresentaram contaminagdo abaixo de 5ug/Kg. Incluindo a
parcela varrigdo, estes valores foram reduzidos para 443 e 75,1%,
respectivamente.
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Tabela 3. Contaminacdo geral das amostras grios de café por ocratoxina A em
porcentagem nos diferentes niveis de contamina¢io com e sem a

frag#o varrigéo.
Niveis de contaminagiio de Porcentagem (%) sem Porcentagem (%) com
Ocratoxina A varricio varrigiio

0,0-0,0n/d 56,83 443
0,1-50 28,41 30,8
5,1-10,0 6,01 8,99
10,1 -20,0 2,73 7,27
20,1 -50,0 3,83 ' 4,84
50,1 - 100,0 2,19 3,11
> 100,00 0 T 0,69
Total 100 100

Conseqilentemente, elevando o nimero de amostras em classes de niveis
mais elevados de contaminagdio com ocratoxina A, a présenc;a da fragdo varrigfio
aumentaria o risco da presenga de ocratoxina A.

A varrigio j4 € considerada por pesquisadores e produtores como um
café de baixa qualidade organoléptica, e neste estudo fica: evfdgnte que a
varricio também representa um risco para a seguranga do café devido 3 presenca
de ocratoxina A.

. Conforme Tabela 4, observa-se que 42,86% das amostras de café bia
analisadas nfio apresentaram contaminagio com ocratoxina A, e 34,28% das
amostras apresentaram niveis de contaminag#io superiores a Spg/Kg,
confirmando que esta fragio apresenta um maior risco de contaminacio por
conter frutos mal formados e injuriados (insetos, doengas, agentes de clima, etc),
que se encontram mais expostos as alteragdes climéticas na lavoura e 2
contaminacio durante todo o ciclo produtivo e de pré-processamento do café.
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Tabela 4. Contaminagdo fragio bdia com ocratoxina A, em porcentagem, nos

diferentes niveis de contaminaggo.
Niveis de contaminacfio Nimerode Porcentagem de Contaminag¢io
em pg/Kg Amostras  contaminacdo (%) média (ng/Kg)
0,0-0,0n/d 15 42,86 Nio detectado
0,1 -50 8 22,86 1,80
5,1-10,0 6 17,14 7.89
10,1 -20,0 2 05,71 18,24
20,1 - 50,0 0 -
50,1 - 100,0 4 11,43 69,58
> 100,00 0 -
Total 35 100,00

A fragdio béia correspondente a frutos no estddio de maturagdo passa e
seco, que sio mais leves e ndo afundam durante a separag@o hidréulica do pré-
processamento via imida e apresentam um teor de umidade entre 30 € 40% para
os frutos passa e de 20 a 30% para os frutos secos (Chalfoun & Carvalho, 1998).
Neste estddio de maturagio dos frutos o catabolismo predomina sobre o
anobolismo, que ¢ a fase de senescéncia dos frutos.

As espécies produtoras de ocratoxina, como o 4. ochraceus, principal
espécie ocratoxigénica identificada neste estudo, nio € considerada como
fitopatogénica, nem endofitica, e sim sapréfitas oportunistas (Bars & Bars,
2000). Portanto, a presenga de ocratoxina em café bbia pode ser conseqiiéncia da
colonizagdo dos fungos produtores de ocratoxina A em frutos susceptiveis a
contaminagio ou danificados por insetos, 4caros e/ou condigdes climiticas
adversas como geadas, chuvas de granizo e doengas. Outra explicagdo seria o
fato da ocorréncia de ruptura de estruturas da parede celular por modificagSes
nas pectinas, celulose, hemicelulose e lignina nos frutos béia (Carvalho &
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Chalfoun, 1985). Estes compostos diio uma estrutura mais rigida aos frutos de
café, sendo que a sua degradacio natural torna os frutos mais susceptiveis a
contammagﬁo com fungos tox:gemcos (Segundo Bucheli & Taniwaki (2002). os
frutos que pa;&n do estadio ideal de maturagdo e secam na arvore do cafeeiro
, tomam-se um potencial substrato para o desenvolvimento de fungos produtores
\de ocratoxina A.

Durante xo periodo de senescéncia dos frutds, as condigdes climéticas
associadas com a presenca de microrganismos podem estar favorecendo o
desenvolvimento dos fungos ¢ a sintese de ocratoxina ainda na lavoura, podendo
ter ocorrido também uma contaminac¢iio com fungos ocratoxigénicos ainda na
lavoura e a sintese de ocratoxina ter ocorrido no periodo de secagem, sendo esta
situagiio dependente também do tipo de terreiro, tempo e condigdes de secagem.

A Tabela 5 demonstra os resultados de contaminag¢éio das amostras de
café de varriggo, em apenas 22,64% das amostras ndo foi detectado a presenga
de ocratoxina A, na grande maioria, 77,36%, foi detectada a presenga de
ocratoxina A, sendo que duas amostras apresentaram niveis superiores a
100pg/Kg de gtios de café. Podemos observar também que exceto nos niveis de
contaminagdio acima de 10pg/Kg de grios de café a média dos valores
encontrados nas amostras ¢ superior s médias dos niveis de contaminagio,
mostrantando, assim, a superioridade dos valores de ocratoxina A encontrados
nas amostras, em comparagio com as demais fracdes de café.

O café de varrigio, além de apresentar um maior nimero de amostras
contaminadas, apresenta também os valores mais elevados. Resultados
semelhantes foram observados por Moraes et al. (2002), segundo os quais a
maior incidéncia de amostras contaminadas ocorreu no café de varrigo.
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TABELA 5. Contaminagiio da fragdo varricdo com ocratoxina A, em
porcentagem, nos diferentes niveis de contaminagéo.

Niveis de contaminacio Niimero de Porcentagem de Contaminac¢io

em pg/Kg Amostras contaminagiio (%) média (pg/Kg)
0,0-0,00/d 24 2,64 " Néo detectado
0,1-5,0 37 34,91 1,76
51-100 15 14,15 732
10,1 -20,0 . 16 15,09 1527
20,1 - 50,0 7 6,60 28,01
50,1 - 100,0 5 472 71,98
> 100,00 2 ' 1,89 181,97
Total 106 100

A presenga de ocratoxina A em café de varrigiio ¢ maior em freqiéncia
dos niveis e valores médios, isto se deve em grande parte ao tempo que os frutos
ficam em contato com o solo. O solo € o habitat natural dos fungos produtores
de ocratoxina A identificados neste estudo; uma vez em contato com o solo, o
periodo de secagem destes frutos serd maior devido & umidade do solo, ficando,
. assim, os frutos mais tempo em condigdes favoraveis a colomzaqﬁo e sintese de
ocratoxina A. - T~

A presenca de materiais de baixa quahdade, tais como frutos danificados

| e com casca, ¢ um dos mais proviveis de uma séric de parimetros que
\ contribuem para a presenca de ocratoxina A em café (Bucheli et al., 2000). .
ST A quantidade de defeitos gerados em unia prd;mj@od;e p__,mﬂuencm'/
a concentracdo de ocratoxma A (Bucheh et al 1998), quanto maior 0 nimero de

defeitos, maior o risco da presenca de ocratoxina A em café. Carvatho &

/

Chalfoun (1985) observaram que o maior niimero de defeitos, como ardido,
Rreto ¢ verde, estava em frutos que foram coletados no chéo.

~ -/
~ .
~
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A parcela varricdo é reconhecidamente a mais comprometida em termos
de quantidade de microrganismos considerados indesejaveis para a qualidade do
café, de qualidade organoléptica e de seguranca (contaminaciio por ocratoxina
A). Ressalta-se que em virtude da natureza das informag3es, ndo se pode afirmar
0 periodo em que os frutos permaneceram em contato com o solo.

Conforme Tabela 6, em 57,72% das amostras de café tipo mistura nio
foi detectada a presenga de ocratoxina A; 12,38% das amostras apresentaram
contaminagio acima de 5,0 pg/Kg sendo que 6 amostras, 6,18%, apresentaram
~ contaminagdo elevada, entre 20,1 — 50,0 pg/Kg de griios de café.

A fraglio mistura também apresenta um fator de risco, uma vez que
contém frutos que seriam separados pelo processamento hidraulico, dando
origem ao café bdia (uma parcela que apresenta um risco maior para a presenga
de ocratoxina A). Sendo assim, a presenga de ocratoxina A no café mistura pode
ser devida 4 presen¢a de frutos que dariam origem a frag#o béia.

TABELA 6. Contaminagio da fragio mistura com ocratoxina A, em
. porcentagem, nos diferentes niveis de contaminag#o.

Niveis de contaminagiio Némerode  Porcentagem de Contaminacfio

em pg/Kg Amostras  contaminaciio (%) média (ug/Kg)
0,0-0,0 n/d 56 57,72 Nio detectado
0,1-5,0 29 29,90 1,22
51-10,0 3 3,10 6,32
10,1 -20,0 3 3,10 17,24
20,1 - 50,0 6 6,18 31,38
50,1 - 100,0 0 - -
> 100,00 0 - -
Total 97 100 -
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As condiges de secagem também podem contribuir para a presencga de
ocratoxina A, pois os frutos ficam mais tempo no terreiro, devido a
desuniformidade de maturagdo dos frutos, e conseqilentemente dos niveis de
umidade. Dependendo das condigdes de secagem (tipo de terreiro e clima) e com
carga microbiana incluindo fungos produtores de ocratoxina A, criar-se-ia um
ambiente favordvel 4 sintese de ocratoxina A.

_ O tempo de secagem € muito importante, uma vez que a produgdo de
ocratoxina A que ocorre em café com atividade de dgua-de 0,85 a 0,99 foi
observada em um periodo médio de 5 a 7 dias, ¢2 0,99, de 2a 4 dlas (Sudrez-
Quiréz et al., 2004); conseqiientemente, para reduzir o risco da presenga de
ocratoxina A sdo necessérias técnicas que visem reduzir a atividade de 4gua para
mvels inferiores aos que possibilitam a ocorréncia da ocratoxigenesis. |
Conforme 0s dados da Tabela 7 27,27% dasi amostras de wfé
cereja+verde nfo apresentaram contaminagio com ocratoxina A, e 81,82% das
amostras apresentaram contaminagio abaixo de 5,0ug/Kg de grios de café, em
uma amostra foi detectado um valor elevado de ocratoxina A, 42,91 pg/Ke.

A fracdo cerejatverde € gerada'apenas nas propriedades que fazem a
separagdo hidrdulica dos frutos, sendo assim, estas amostras foram coletadas no
terreiro. Apesar de parte do nével de qontamingcio poder ter sido gerado no
, pode-se inferir também que o tipo e as condi¢Ses do terreiro em que
estas amostras foram coletadas podem ter influénciado significativamente na
contaminagio dos fungos e na concentragéio de ocratoxina A detectada.
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TABELA 7. Contaminagciio da fragdo café cereja + verde com ocratoxina A, em
porcentagem nos diferentes niveis de contaminaggo.

Niveis de contaminacio Nimerode Porcentagem de Contaminagio

em pg/Kg Amostras contamina¢dio média
0,0-0,0n/d 3 2727 Nio detectado

0,1-50 6 54,55 1,45ug/Kg

5,1-10,0 1 9,09 6,14 pg/Kg
10,1 -20,0 0 -

20,1 -50,0 1 9,09 . 42,91 pg/Ke
50,1 - 100,0 0 -

> 100,00 0 -

Total 11 100

Os frutos cerejatverde na lavoura com uma umidade alta sfo também
mais favordveis 3 contaminacio com outros fungos, como Cladosporium
cladosporioides, Fusarium, Penicillium, além de levedurés e bactérias (Silva,
2004). Estes fungos podem inibir o desenvolvimento de fungos toxigénicos e a
produgdo de ocratoxina A, pois o0 4. ochraceus, principal &spécié produtora de
ocratoxina identificada neste estudo, produz a ocratoxina A em uma atividade de
dgua em torno de 0,85; estas condigdes foram observadas quando o café
comegou a secar na planta ou no terreiro.

A capacidade do 4. ochraceus para colonizar um nicho ecoldgico e
produzir micotoxinas ¢ primeiramente determinada pela sua relativa capacidade
competitiva com outras espécies contaminantes. Isto é importante para
identificar o potencial para capturar fontes primirias de nutrientes (Lee &
Magan, 1999). Em milho, o 4. ochraceus ¢ um importante colonizador pré e
pos-colheita; a interag@o entre 4. ochraceus e outras espécies de fungos varia
consideravelmente de acordo com a atividade de 4gua e temperatura. A interegiio
entre 4. ochraceus e espécie do género Fusarium mostra que em 0,98 a,, F.
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moniliforme e F. proliferatum foram mais competitivos sobre grios de milho em
termos de infecgdo de sementes. Entretanto, em menor nivel de atividade de
agua, 0 A. ochraceus foi mais dominante (Lee & Magan, 1999). De acordo com
Mc Leane & Berjak (1987), € possivel que as espécies de Aspergillus sejam
xerotolerantes ¢ ndo xerofilicas. Conforme ja foi relatado, a freqiiéncia destas
espécies € maior em baixa atividade de dgua devido a sua incapacidade de
competir com espécies de fungos como Fusarium, Cladosporium e Alternaruia
quando mais 4gua esta disponivel. Em um ecossistema, € um grdos pode ser
considerado como tal, hd um grande nimero de fatores envolvidos que irdo
determinar a espécie dominante; o proprio grio € um dos fatores e outros
incluem a temperatura, a atividade de dgua e a interagdo entre as espécie.

De acordo com Bars & Bars (2000), as espécies de Aspergillus
ocratoxigénicas como o 4. ochraceus ndo sdo fitopatogénicas nem endofidicas;
sendo assim, a contaminagio por ocratoxina A em frutos sadios ndo seria
possivel. Estes fungos sdo sapréfitas e oportunistas, a presenga de ocratoxina A
hestc tipo de amostra pode ser devido a injirias como as provocadas por H.
hampei conhecido como a broca do café, o qual, segundo Vega & Marcadier
(1998), é um vetor de A. ochraceus. A broca ataca os frutos de café em qualquer
estadio de ﬁama;éo, levando em seu corpo conidios de 4. ochraceus, as suas
fezes, junto com os componentes, do café tornam o ambiente favoravel ao
desenvolvimento dos fungos e sintese de ocratoxina A em frutos de diferentes
estadios de maturagdo. Uma outra possibilidade é a colonizagdo por fungos
toxigénicos de frutos de café no estidio cereja danificados por fungos
fitapatogénicos causadores de doengas como a Cercosporiose, causada pelo
fungo Cercospora caffeicola Berk e Cooke e por insetos como a mosca da fruta,
e danos mecanicos que irdo deixar expostas a polpa e mucilagem para o

desenvolvimento de fungos.

152



Bucheli et al. (2000), analisando café robusta, indicam que a ocratoxina
A tem uma tendéncia maior de estar presente em frutos “overripe” (passa ou
seco) e cereja danificados do que em frutos verdes e cereja, que normalmente
ndo contém ocratoxina A. A partir de tais informagSes, é provével que a
ocratoxina tenha sido produzida também durante o periodo de secagem dos
frutos.
Conforme Tabela 8, em 77,77% das amostras de cereja descascado ndo
foi detectada a presenca de ocratoxina A e 100% apresentaram niveis abaixo de
" Spg/Kg de grios de café. Os resultados demonstram que a retirada da casca
. (descascado) ou da casca e mucilagem reduzem a contaminagiio dos gréos, forte
indicativo de que os fungos € a ocratoxina estdo concentrados na casca até o
momento do beneficio. Adiciona-se o fato de que estas parcelas s#io obtidas
através do uso de frutos cereja teoricamente com baixos niveis de contaminagéo.
" Os frutos de café cereja, quando colhidos normalmente, nfio apresentam
” contaminagdo com ocratoxina A (Bucheli et al., 2000).

. \\‘

TABELA 8. Contaminagdo fragdo café cereja descascado por ocratoxina A, em
porcentagem nos diferentes niveis de contaminag#o.

Niveis de contaminacio  Nimero de Porcentagem de  Contaminaciio

em pg/Kg Amostras  contaminagio (%). média (ng/Kg)
0,0-0,0n/d 14 7,77 Nio detectado
0,1-50 4 223 1,00
51-10,0 0 -
10,1 -20,0 0 -
20,1 - 50,0 0 -
50,1 - 100,0 0 -
>100,0 0 -
Total 18 100
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A presenga de ocratoxina A em cafés cereja descascado pode ser devido
a presenga de frutos levemente brocados, sendo que a broca é considerada um
vetor de fungos ocratoxigénicos. As condi¢des de secagem também podem
influénciar, o tipo de terreiro, o clima e a expessura das camadas e a remogio
disria do café. Segundo Bucheli et al. (2000), a casca do café ¢ o principal
substrato para o desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos.

' A remo¢dio da casca, além de eliminar uma quantidade de iné6culo,
acelera o periodo de secagem, diminuindo o risco de desenvolvimento dos
fungos e produgdo de ocratoxina, apesar de expor uma pequena quantidade da
mucilagem, substrato favorivel para o desenvolvimento dos fungos e outros '
microrganismos. Segundo Bucheli & Taniwaki (2002), & qalidade inicial dos

TMTFOE&SS, a presenca de fungos produtores de ocratoxina A e as condig3es

\ do local de processamento podem certamente contribuir para a formagio de
ocrato\xmaAcmcafépromsadowammda. [

e
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Das amostras de frutos de café verde (Tabela 9) analisadas, em 58,33%
ndo foi detectada a presenca de ocratoxina A e, em 91,66'%, os niveis de
contaminagio ficaram abaixo de 5,0 pg/Kg de grdos de café verde.

Levando em consideraglio. que as espécies toxigénicas de Aspergillus
produtoras de ocratoxina A identificadas neste estudo ndo sdo consideradas
fitopatogénicas nem endofiticas, a colohimqio e producdio de ocratoxina A em
frutos de café verde ndo seria possivel. De acordo com Bucheli & Taniwaki
(2002), a auséncia de ocratoxina A em frutos verde é explicada pela extrema
firmeza dos frutos e pela possivel a baixa quantidade de agucares livres. Sendo
assim, aprwenqadeocratoxinaAcmﬁutosdecaféverdepodeserdevidaﬁ
presenga de frutos brocados, uma vez que a broca é um vetor de fungos
ocratoxigénicos (Veja & Mercadier, 1998), além de falhas no periodo de
secagem, associadas com as condi¢des ‘climﬁtieas.
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TABELA 9. Contaminagio da fragio fruto verde por ocratoxina A, em
porcentagem nos diferentes niveis de contaminagio.

Niveis de contaminaciio Nimero de Porcentagem de  Contaminacio

em pg/Kg Amostras contaminaciio (%) média (pg/Kg)
0,0-0,0n/d 7 58,33 Nio detectado
0,1-5,0 4 33,33 1,35
51-10,0 1 8,34 8,48
10,1 -20,0 0 -
20,1 - 50,0 0 -
50,1 - 100,0 0 -
>100,1 0 -
Total 12 100

Das quatro amostras de frutos seco na planta analisadas, em nenhuma foi
detectada a presenga de ocratoxina A (Tabela 10). Todas as amostras foram
coletadas no mesmo municipio (Pratinha-MG), local onde normalmente o
pm-iododecolheitadoeaféésecoecombaixaumidadedoa;;&stmpodemser
os fatores responséveis pela auséncia da ocratoxina A nestas mﬁostxés.

TABELA 10. Contaminagio da fracfio fruto seco por ocratoxina A, em
porcentagem nos diferentes niveis de contaminag#io.

Niveis de contaminagio Niimero de Porcentagem de Contamina¢io

em pg/Kg Amostras contaminaciio média
0,0-0,0n/d 4 100 Nio detectado
Total 4 100
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Das quatro amostras de fruto cereja analisadas, 100% apresentaram
contaminagdo abaixo de 5,0pg/Kg de grios de café (Tabela 11) e uma amostra
apresentou uma contamina¢do de 0,22pg/Kg. Estes resultados foram-
semelhantes ao obtido por Taniwaki et al. (2003), segundo os quais de 6
amostras analisadas, a média de contaminagéo foi de 0,12 pg/Kg com os valores
variando de ndo detectado a 0,4pg/Kg de grdos de café. Bucheli et al. (2000)
observaram que as amostras de café verde e café cereja apresentaram apenas
tragos de contaminagdo com ocratoxina A, com uma média 0,3pg/Kg. Segundo
os autores, a integridade, a firmeza dos frutos cereja e a disponibilidade de
agucares no pericarpo podem afetar o desenvolvimento dos microrganismos.

Conforme discutido anteriormente, na amostra de café cereja+verde as
espécies de Aspergillus ocratoxigénicas como o Aspergillus ochraceus nio sio
fitopatogénicas nem endofidicas; sendo assim, a contaminagio por ocratoxina A
em frutos sadios ndo seria possivel. Estes fungos sdo saprofitas e oportunistas e
a presenca de ocratoxina A neste tipo de amostra pode ser devida a injurias
provocadas por insetos, entre eles a broca do café. Segundo Vega & Marcadier

(1998), a broca € um vetor de Aspergillus ochraceus.

TABELA 11. Contaminacdo da fragdo cereja por ocratoxina A, em porcentagem
nos diferentes niveis de contaminac3o.

Niveis de contaminaciio em  Nimero de Porcentagem de = Contaminagio

pg/Keg Amostras contaminagio (%) média (ng/Kg)
0,0-0,0n/d 3 75 Nio detectado
0,1-5,0 1 25 0,22
Total 4 100
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Uma outra possibilidade é a colonizagfio por fungos toxigénicos de
frutos de café no estidio cereja, danificado por fungos fitapatogénicos
causadores de doengas como a Cercosporiose, ou por insetos como a mosca da
fruta e danos mecénicos que irfo deixar expostas a polpa e a mucilagem para o
desenvolvimento de fungos. Neste sentido, a produgiio de ocratoxina A pode
ocorrer durante o periodo de secagem, quando os nutrientes € o teor umidade se
tornam mais favoraveis. Joosten et al. (2001), trabalhando com café robusta,
observaram que nos frutos recém-colhidos nio foi detectada a presenga de
ocratoxina A nas amostras; entretanto, apés 5 e 10 dias de secagem a quantidade
de ocratoxina A foi de 1,7 e 6.9 ug/Kg, respectivamente. Bucheli et al. (2000),
analisando café robusta, indicaram que a ocratoxina A tem uma maior tendéncia
de estar presente em frutos cereja danificados do que sobre frutos cereja sadios,
que normalmente nd3o contém ocratoxina A. Bucheli & Taniwaki (2002) alertam
que nos frutos cereja, apés serem seco e beneficiados, as particulas da casca
contendo ocratoxina A geradas apés o beneficiamento podem ser misturadas
com os grios sadios, comprometendo a amostra.

As duas amostras de café cereja despolpado ndo apresentaram
contaminagdo com ocratoxina A (Tabela 12). Frank (1999), citado por Bucheli
& Taniwaki (2002), informa que o processamento umido parece ser menos
susceptivel & contaminagio com Aspergillus produtores de ocratoxina A.

TABELA 12. Contaminagio das amostras grios de café (café cereja
dwpolpado) Ppor ocratoxina A, em porcentagem nos dlferentw

niveis de contaminag#o.
Niveis de contaminagio Numerode Porcentagemde Contaminagio
em pe/Kg Amostras contaminacfo média
0,0-0,0n/d 2 100 Nio detectado
Total 2 100
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Segundo Bucheli et al. (2000), a casca do café é o principal substrato
para o desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos. A remogdo da casca, além
de eliminar uma quantidade de microrganismos produtores de ocratoxina A,
acelera o periodo de secagem, diminuindo o risco de desenvolvimento dos
fungos e a produg#io de ocratoxina A. Entretanto, a qualidade inicial dos frutos
colhidos, a presenca de fungos produtores de ocratoxina A e as condigdes do
local de processamento podem certamente contribuir para a formagdio de
ocratoxina A em café processado via imida (Bucheli & Taniwaki, 2002).

3.1 Andlise de Correspondéncia entre os Niveis de Contaminagio de
Ocratoxina A com as diferentes Fracdes de Griios de Café.

Esta anilise tem por objetivo associar o nivel de contaminag&o ao tipo
de amostras analisadas, bem como indicar similaridades e/ou dissimilaridades
entre as amostras de grios de café avaliadas. Desta forma, procederam-se os
éeguintes resultados a partir da Tabela 1: Os resultados apresentados na Tabela
13 evidenciam que 2 componentes explicam aproximadamente 92% da
variabilidade Total. Esse fato torna-se apropriado 4 anélise das proporgdes (linha
e coluna) em um gréfico bi-dimensional.

TABELA 13. Anlise de componentes principais para a Tabela de contingéncia
niveis de contaminag#io x amostras de graos de café.

Eixo Inertia Proporcio Prop. Acom.
1 0,2004 0,7186 0,7186
2 0,0565 0,2024 0,9210
Total 0,2789
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Os resultados apresentados por meio da Tabela 14 indicam que os
niveis de contaminacdo 0-0On/d; 5,1-10,0 ¢ 10,1-20,0 apresentaram maiores
contribui¢des em relagdo ao componente 1, a0 passo que os demais niveis foram
mais relevantes para o componente 2. Especificamente para o maior nivel de
contaminagdo (>100), em ambos os componentes a contribui¢io foi baixa.

Os resultados apresentados por meio da Tabela 15 indicam que as
fracBes cereja descascado, mistura e varrigio apresentam maior variabilidade no
componente 1, ao passo que as fragdes bbia e cerejatverde apresentaram uma
contribui¢éo mais relevante no componente 2. Convém salientar que as demais
frages apresentaram contribuigdes poucas expressivas e de baixa magnitude aos
componentes. Em virtude dos resultados relativos as contribuigGes apresentadas
nas Tabelas 14 e 15, segue o mapa perceptual para as devidas proporgdes
avaliadas (perfis). Para uma melhor interpretagfo da figura 3, nas Tabelas
mencionadas acima cada grupo € representado por uma cor.

TABELA 14. Coordenadas e Contribuigdes dos niveis de contaminag&o nos
dois primeiros componentes.

Componente 1 Componente 2

Niveis de Cont.  Perfil Coord. Contr. - Coord. Contr.
0-On/d 0,443 -0,440 0,429 -0,083 0,054
0,1-5,0 0,308 0,127 0,025 0,173 0,164

5,1-10,0 0,090 0,621 0,173 -0,250 0,100
10,1-20,0 0,073 0,775 0,218 0,091 0,011
20,1-50,0 0,048 0,227 0,012 0,511 0,224
50,1-100 0,031 0,803 0,100 -0,888 0,435

>100 0,007 1,115 0,043 0,316 0,012
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TABELA 15. Coordenadas e Contribui¢Ses para as amostras dos grios de café
nos dois primeiros componentes.

Componente 1 Componente 2
Café Perfil Coord. Contr. Coord. Contr.
Cer.Verd 0,038 0,059 0,001 0,403 0,109
Cer.Desc 0,062 -0,702 0,153 0,110 0,013
Ver. 0,042 0,364 0,027 0,048 0,002
Sec. 0,014 0,984 0,067 0,350 0,030
Mist. 0,336 0,355 0211 0,129 0,098
Béia 0,121 0,185 0,021 0,569 0,694
Varr. 0,367 0,499 0,456 0,075 0,037
Cer. 0,014 0,667 0,031 -0,080 0,002
Cer.Desp 0,007 0,984 0,033 -0,350 0,015

Conforme os resultados mostrados na Figura 3, torna-se evidente a
associagéio entre as amostras de café e os niveis de contaminagdo. E importante ‘
ressaltar que a formagdo desses grupos foi feita analisando as contribuigdes
comuns a i-ésimo componente (i=1,2) mostradas nas Tabelas 13 e 14. Um outro

resultado importante € que os grupos séo dissimilares entre si, ao passo que os .

elementos de cada grupo séo similares entre si.

Com base nestes resultados, a partir dos niveis de contaminagdo fica
claro a formacgdio de quatro grupos de amostras, sendo estes grupos diferentes
entre si ¢ as amostras dentro do mesmo grupos, semelhantes nos perfis de
contaminagdo. Os diferentes tipos de amostras apresentam um maior ou menor
risco para a ocorréncia de ocratoxina A. O grupo da varrigio e o grupo do café
boia representam uma maior risco para a presenga de ocratoxina A acima do
limite de 5,0pg/Kg de café. Sfo amostras que, por seu histérico, sdo

comprometidas com altos risco de contaminago com ocratoxina A.
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FIGURA 3. Grifico dos perfis (Niveis de contaminagdo de ocratoxina A x fragdes de
grdos de café).

A v.arrig:io, por ter ficado em contato com o solo, fonte natural de fungos
toxigéhicos, inclusive dos produtores de ocratoxina A, é composta de frutos ciue,
devido a este processo, irdo apresentar também um maior niimero de defeitos e,
conseqlientemente, um maior risco para a presenga de ocratoxina A.
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As espécies de Aspergillus produtoras de micotoxinas séo comuns em
éreas quentes, subtropicais e tropicais do que em regies temperadas do planeta
(Wilson et al., 2002). Em periodo de temperaturas mais elevadas e &e seca,
vérias espécies de Aspergillus aumentam rapidamente em associagio com
cereais. Em climas tropicais, as espécies de Aspergillus sdo comuns em solo,
sobre vegetacgdo e no ar (Lacey, 1994)

Em amendoim os fatores mais importantes que favorecem e controlam a
contaminagio com 4. flavus e aflatoxinas séo o local, a umidade e a temperatura
do solo e os danos provocados por insetos (Wnlson etal, 2002)

P e Segundo Wilson et al (2002), a manmdade dos frutos de café na
‘colheita afeta a susceptibilidade dos griios para a contaminago com ocratoxina
. A; os frutos boia sdo os que estdo em processo de senescéncia na lavoura, e sdo
' mais susceptiveis 4 contaminagdo com fungos, ou sio frutos ﬁéiologicmnente
 alterados ou que sofreram danos provoados por insetos, doengas ou mjunas /

e — . e S

e

chmétxca. Para Bucheli et al. (2000), a presenqa  de materiais de baixa quah

tais como 'frutos danificados e colhidos apds o estadio ideal de maturagéio, ¢ um
dos mais provévels parametros que contribuem para a presenga de ocratoxina A.
Em milho, ‘no Estado da Geérgla, nos Estados Unidos, estresse como
adensamento das plantag@es, fertilidade e doengas interagem com o meio
ambiente, podendo aumentar ou reduzir o risco de contaminacio com
aflatoxinas produz:das por A. flavus (Wilson et al, 2002). [Amostras
~representativas destas duas fragdes, independentemente do proc&esamento que
irdo sofrer ap6s a colheita (processamento seco ou timido e tipo de secag)
,poderdio apresentar problemas de contaminag#o pelo fungo e pela ocratoxina A, i
podendo ser agravada a contaminagio com ocratoxina A caso ndo sejam |
‘manuseadas adequadamente. As aflatoxinas, e possivelmente a ocratoxina A |
podem ser produzidas no campo durante a formagéio ou durante o processamento
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de secagem e ma estocagem dos gréos (Wilson et al., 2005)\.)Vega & Marcadier
(1998) isolaram 4. ochraceus da broca do café, que € o {mico inseto capaz de
perfurar os grdos de café em todos os estadios de maturagdo. Dos mais de 800
insetos relatados sobre os frutos de café, a broca € o vinico capaz de utilizar o
café como fonte de alimento (Vega et al., 2003). Na pré e na pés-colheita, os
insetos que atuam como vetores de fungos ocratoxigenicos e insetos que causam
danos no frutos de café podem aumentar o risco de contaminacio com
octatoxina A (Wilson et al., 2002).

A separacgio dos defeitos (Bucheli et al., 2000) e a seleg@o dos gros por
peneiras (Nasser, 2001) podem reduzir o risco de contaminagiio com ocratoxina
A. Desde que a casca ¢ significativa fonte de ocratoxina A, o beneficiamento
adequado e a selegdo de grdos sdo métodos efetivos para a redugdo dos niveis de
ocratoxina A em grios de café (Viani, 2002).

Para o grupo do cerejatverde, apesar de representar um risco, um
processamento pés colheita como via Gimida e uma secagem adequada podem
reverter esta situacéo, dmido origem a café decascado ou despolapado e a café
verde, que fazem paite do grupo de amostras com perfis muito baixos, isentos de
contaminzigﬁo.

" O grupo formado principalmente pelas amostras mistura, cereja, verde,
| seco, cereja descascado e cereja despolpado ficou agrupado em niveis de menor
 risco de contaminagiio com ocratoxina A.

A Tabela 16 descreve que estes grupos se diferenciam pelos riscos de
rejeicdo de lotes, se considerarmos somente as amostras contaminadas, e
também de exposig¢do da ocratoxina A a satide dos consumidores.
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TABELA 16. Média de contaminagio das amostras positivas ¢ os valores caso
ocorra uma reducio de 80% durante a torragdo.

Tipo de n.deamostras  Média das Estimativa Porcentagem
amostra contaminadas amostras congsiderando  em relagiio ao
contaminadase redugiio 80% na nivel proposto
mpg/Kg torragiio (em pela EU
ng/Ke)

Via Seca

* Béia 20 18,82 376 7520
Varricfio ) 16,33 327 65,40
Cerj + verde 8 7,24 145 29,00
Mistura 4 7,18 1,43 28,60
Cereja 1 022 0,04 0,80
Verde 6 231 0,46 9,20
Via Umida
Cerj Desga 4 1,00 0,20 4,00
Cerj Despo 3 333 0,66 13,20

Levando em consideragio a afirmac3o de Viani (2002) que durante o
processo de torragdo e café sohivel até 90% os niveis de ocratoxina A podem ser
reduzidos, os riscos apmentados.pelos grupos estudados poderiam variar, ao
mesmo tempo em que os limites em estudo para café torrado e solivel seriam
reduzidos para 5,0 pg/Kg (Verstraete, 2004).

Com os resultados da Tabela 16, as amostras de café béia apdés a
torrag3o ficariam mais préximas do limite em proposta pela Unifo Européia e
teriam uma contaminacio de aproximadamente 75% deste limite proposto.

A varrigdo teria 65,40% do limite de 5,0pg/Kg, enquanto a fragdo béia
teria 75,20% deste limite. Estas duas fragdes apresentariam um maior risco de
rejeicdo no mercado europeu. As fragSes cereja +verde e mistura apresentam
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praticamente 0 mesmo valor apés a torragdio, com uma porcentagem de 26,60%
€ 29,00%, respectivamente; apresentando um risco minimo de rejei¢do estdo as
amostras processadas via imida e os frutos cereja e verde.

3.2 Riscos de Intoxicacio ao Consumidor com Relacio #s Amostras
Analisadas

De acordo com o JECFA, um nivel seguro aceitdvel de ocratoxina A é de
100 ng/peso corpéreo/semana, cerca de 14,3 ng/peso corpéreo/dia (Soares,
1999). Para uma pessoa de 60 Kg, isso significa aproidmadamente 857 ng/dia.
Se levarmos em consideragfio que niio ocorra perda de ocratoxina A durante o
preparo da bebida do café, para um consumidor de 60 Kg éué consome 4 xicaras
de café por dia (24 g de café torrado), que € o consumo per caput nos paises
europeus (WHO, 2001), e considerando o valor médio encontrado nas amostras
béia e varri¢do, o nivel de ocratoxina A corresponderia a 90,24 ¢ 78.48ng/dia,
respectivamente. Estas amostras de grios de café iriam contribuir com 10,52%,
no caso do café bdia e 9,16%, da varrigio, em relagdo ao limite permitido pelo
JECFA. As amostras cetja +verde e mistura que apresentaram resultados muito
préximos na média de contaminagio corresponderiam a 34,56ng/dia ¢ estariam
contribuindo com cerca de 4,03% do limite estabelecido pelo JECFA As demais
amostras teriam uma contribuigo inferior a do cereja descacado que seria de
15,84 ng/dia cerca de 1,85% do limite de seguranca estabelecido pelo JECFA.

No Brasil, o consumo per caput de café é de 3 a 4 xicaras, cerca de 25g
de café torrado e moido. Considerando um adulto’ brasileiro de 70 Kg, este
adulto teria um consumo didrio de 94ng/dia caso o café fosse proveniente da
amostra béia, 81,75 ng/dia se consumisse a amostra de varri¢io, 36 ng/dia se o
consumo fosse das amostras mistura ou cereja + verde e inferior a 16,5 ng/dia se
consumisse qualquer uma das outras amostras, 0 que cdrr&spondm'ia a 10,94;
9,54; 4,20 ¢ 1,92 %, respectivamente, do limite permitido pelo JECFA.
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Estes resultados demonstram que as amostras de café bdia e varrigio
apresentariam para os consumidores um maior risco de exposi¢do 4 ocratoxina A
e as amostras processadas via timida e os frutos cereja e verde apresentariam um '
risco extremamente baixo.

3.3 Ocorréncia de ocratoxina A em funciio das localidades estudadas

Objetivando associar as localidades em fungfio dos niveis de
contaminagio de ocratoxina A detectados nas amostras de gréos de café
analisadas, foi realizada a técnica de agrupamento com anélise de cluster por
varidveis com a fungio de verificar inicialmente a similaridade entre as
localidades avaliadas. Conforme os resultados apresentados na Figura 4, pode-se
notar que os dois primeiros niveis de contaminagdo apresentam-se similares,
desta forma, sugere-se a classificago das localidades em fungdo de dois grupos,
sendo estes representativos por Grupo 1 (> 5,00 pg/k) e Grupo 2 ( 0,00 pg/k ;
<5,00 pg/k).

Similaridade

§7.39 —

71.89 —

8580 —

100.00

0,00/K =5,000/K >5,000/K
FIGURA 4 — Dendograma para os niveis de contaminagdo com ocratoxina A
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De acordo com os resultados preliminares proporcionados pela Figura
4, procedeu-se a classificacfio das localidades em fungdo de dois grupos. Os
resultados seguem abaixo utilizando a anélise de cluster para k-médias (Bussab
et al., 1990).

Os resultados encontrados na Tabela 17, além de mostrarem quantas
observa¢bes foram classificadas para cada grupo, permitem nomear os grupos
formados com base na distincia média, de tal forma que ao grupo que
apresentou menor disténcia (eatre 0,0 - < 5,0ug/Kg e 25,0ng/Kg) denomina-se

"localidades que apresentam um maior risco de contaminag3io, acima de
5,0ug/Kg, principalmente das amostras do tipo varrigdo, 2o passo que o grupo de
maior média (maior distancia entre 0,0 - < 5,0pug/Kg e 25,0pg/Kg) é nomeado
como o das localidades que apresentam menor risco de contaminagéo, acima de
5,0pg/Kg. As localidade classificadas no grupo 1 apresentam tanto o niimero de
amostras nfio contaminadas como o nimero de amostras contaminadas com
ni'veis abaixo de 5,0pg/Kg e acima de 5,0pg/Kg préximoé. Nas localidades do
grupo 2, a maior parte- das amostras analisadas apresentaram niveis de
contaminacgo entre 0,0 e < 5,0ug/Kg.

Os resultados das Tabela 18 demonstram que independentemente das
localidades estudadas, a maior parte das amostras contaminadas com niveis

) acima de 5,0pg/Kg sdo provenientes da fragfo varrigio, com especial atengéio as
_ amostras classificadas no grupo 1.

TABELA 17 - Resultados preliminares da anélise de cluster por k-médias

Nimero de Observagdes
Distincia média
Grupo 1 6 4.177
Grupo 2 5 6.640
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Algumas localidades apresentam particularidades, onde s#o possiveis
as inferéncias de eventuais efeitos climéticos, caracteristicas daquelas
localidades que estejam favorecendo a infecgfio dos fungos produtores de
ocratoxina A

Nas propriedades localizadas sobre a influéncia da represa de Furnas,
em cidades como Boa Esperanga e Carmo do Rio Claro, pode ocorrer o aciimulo
de ar frio durante a noite e a formag#io de neblina nas primeiras horas do dia,
seguida de altas temperaturas durante o dia, condigdes que favorecem a
ocorréncia de processos fermentativos (Cortez, 1997). Nesta localidades foi
encontrados o maior nimero de amostras da fragio varrigdo, com niveis de '
contaminago acima de 5,0pg/Kg. Este fendmeno climitico pode aumentar a
umidade do ar e do solo, 0 que torna os frutos mais susceptiveis & contaminaggo
. como fungos e & producdo de ocratoxina A.

De acordo com Krug (1941), a infecgdo por fungos € mais intensa em
cafés secos no chdo, sem disting#o da regido wmdadaho estado de Sdo Paulo;
este fato se explica facilmente porque, no chio, as condi¢Ges de umidade sdo
sempre mais favordveis aos fungos. A umidade do solo pode ter sido um dos
fatores favordveis 4 produgo de ocratoxina A nas amostras de varrigfio destas
localidades. Taniwaki et al. (2003) afirmam que a maior fonte da infecgdo dos
frutos de café por fungos produtores de ocratoxina A foi o solo, 0s equipamentos
e os terreiros de terra. _

Cotty et al. (1994) afirmam que a localizagfio geogrifica exerce uma
grande influéncia na freqiéncia de contaminagdo, sendo que o ciclo de
contaminagio pode ser continuo, esporddico ou infrequente com base na
localidade e no tipo de grios produzido.

Em Pogos de Caldas destaca-se a contamina¢io com valores acima de
5,0ug/Kg em amostras de café béia, o que pode ter ocorrido em conseqiiéncia de
o clima da regifio ser de maior altitude, com maiores indices de precipitacio
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(média de 1399mm’/m® por ano) e, conseqiientemente, mais tmido, 0 que
prolonga a secagem do café na lavoura, favorecendo o desenvolvimento de
fungos e a producdo de ocratoxina A. Segundo Camargo (1985), normalmente as
precipitacdes aumentam como o aumento da altitude quando a colheita e a |
secagem do café sdo realizadas sob condi¢des de elevada umidade e € lenta a
secagem dos grdos. Como a polpa dos frutos de café € um substrato favoravel ao
desenvolvimento microbiano, haverd condi¢cdes satisfatorias para o
desenvolvimento de fermentacdes com microrganismos que deterioram o
produto.

De acordo com Cortez (1997), as condigdes climaticas de cidades
como Guaxupé, Machado, Monte Santo de Minas ¢ Sdo Sebastido do Paraiso,
com moderada deficiéncia hidrica aliada a baixas temperaturas, sdo
desfavoraveis a ocorréncia de processo fermentativos nos frutos de café. Esta
pode ser uma das condi¢des que explicam a baixa ocorréncia de café bodia com
contaminagdo acima de 5,0pg/Kg nestas localidade.

Nas localidades em que ndo foram observados fatores climaticos que
poderiam estar influénciando diretamente na infecgdo dos fungos
ocratoxigénicos e na producdo de ocratoxina A, atribuimos esta ocorréncia
principalmente a falhas no processameto do café desde a lavoura até o final da
secagem, ao mesmo tempo ndo descartamos a possibilidade de ocorréncia de
chuvas durante o processamento, o que pode ter acarretado este valor de
contaminacdo.

Em Monte Santo de Minas, na propriedade 04, onde foram detectados
niveis de 94, 7 e 181,86pg/Kg de ocratoxina A observaram-se vérias falhas no
processamento, tais como: o café era derrigado no chdo; ndo era feita a lavagem
do café, separando aos frutos de diferentes estadios de maturagdo; o terreiro era
pequeno pelo volume de café originado da colheita, eram feitos alguns montes,

que esperavam a completa secagem do café que ja estava no terreiro.
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Moraes & Luchese (2004) observaram que uma das amostras que
apresentou niveis de ocratoxina A acima de 500ug/Kg na propriedade em que a
derrica dos frutos era feita no chéo.

Em Carmo do Rio Claro, as condi¢des climéticas, associadas a falta de
Boas Préticas Agricolas, podem ter sido os fatores responsiveis pelos niveis
elevados de ocratoxina A amostras de café mistura. O uso de lavador
separando os frutos de diferentes estddios de mamrécﬁo, o0s teores de umidade e
as impurezas trazidas da lavoura fomecem uma secagem mais uniforme dos
grios.

Os resultados da Tabela 2 demonstram que, dependendo da regido, 0s
diferentes tipos de amostras apresentaram uma maior ou menor risco de
contaminagio com ocratoxina A. As amostras do tipo béia apresentaram um
maior risco de contaminagfio em regides de altitude elevada e com maior
umidade do que em regides com maior deficiéncia hidrica.

Prado et al. (2004) afirmam que a origem das amostras tem um efeito
significativo na concentracio de ocratoxina A em gréios de café. Os autores
analisaram amostras de diferentes paises e observaram que as amostras de café
do continente africano apresentaram uma média de contaminagfo superior a
média encontrada em paises dos continentes asidtico ¢ americano, entretanto a
contaminagéio com fungos ocratoxigénicos néo foi significativamente superior 3
dos outros continentes estudados.

Romani et al. (2000) avaliaram amostras de café de diferentes
localidades da Africa, Asia e América Latina. De acordo com os autores, as
amostras provenientes das Africa apresentaram os maiores niveis de ocratoxina
A e as amostras contaminadas foram mais freqlientes do que as amostras
provenientes da América Latina. Os autores afirmam que este fato ocorre
provavelmente devido a ambos os fatores, as condigbes climéticas e o tipo de
processamento do café nas diferentes éreas estudadas.
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De acordo com Robledo et al. (2001), a posi¢do geografica do local de
origem das amostras de café que apresentaram altos indices de contaminagZo
com ocratoxina A foram as principais responsaveis por estes resultados, a regido
se caracteriza por ser chuvosa e a seca ocorre na época da floragdo e altas
temperaturas. Para os autores deste estudo, estas condi¢des favorecem o
desenvolvimento de fungos e a produgdo de micotoxinas tanto na lavoura como
no periodo em que o café estd armazenado.

Lee & Magan (2000) demonstram que a umidade e a temperatura sdo
essenciais para que o 4. ochraceus possa dominar um nicho ecolégico e produzir
ocratoxina A. Em milhos nas condi¢des de maior umidade, o 4. ochraceus nio é
competitivo com o Fusarium, que através do seu potencial enzimatico consegue
capturar as principais fontes nutricionais, restando para outros fungos como o 4.
ochraceus fontes secundarias, o que resulta em fraco crescimento e baixa
produgdo de ocratoxina A. |

Com as condigdes ambientais controlam o desenvolvimento dos fungos
e a producio de ocratoxina A, Bucheli et al. (1998) relatam que a fraca
correlagdo que existe entre a quantidade de ocratoxina A e a presenga de fungos
produtores desta toxina indica que a contaminagdo com ocratoxina A ndo ocorre
1o ﬁeriodo ﬂe armazenamento, mas estd mais ligada as condigdes de produgdo

do café na lavoura e/ou durante a secagem.

Os esporos de fungos normalmente contaminam a superficie dos grios e
a umidade e a temperatura s3o fatores cruciais que irdo determinar a taxa de
germinagdo e qual espécie ird se desenvolver. Esta atividade fingica pode causar
rapida deterioragdo dos grdos, perda de matéria seca, do valor nutritivo, e
também a produgdo de micotoxinas (Magan & Lacey, 1988). Para Krug (1941) a
infecgdo por fungos em café ocorre no momento em que o café comega a secar,

a intensidade desta infec¢@o depende da localizagdo do cafezal.
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3.4 Cultivares

O universo amostral constituiu-se de cultivares da espécie arabica, sendo
que todas as propriedades cultivavam duas ou mais cultivares, com
predomindncia das tradicionalmente cultivadas, Catuai (86,0%) ¢ Mundo Novo
(80,0%). Outras cultivares, como Icatu, Acaid, Bourbon, e Catucai, também
foram identificadas em menor escala, conforme representado na figura 2.
Segundo Matiello (1986), embora todas as cultivares sejam susceptiveis a
contaminagdo por fungos e sintese de micotoxinas, particularmente a ocratoxina
A, sua adaptac¢do a regido de cultivo e seu manejo com relag@o a fatores como
- espagamento utilizado, podas e controle fitossanitério, entre outros, podem afetar

indiretamente a incidéncia dos fungos toxigénicos e a sintese da ocratoxina A.

Os resultados observados neste estudo demonstraram que a presenga de
ocratoxina A nas amostras de café sio mais influénciadas pelas condigdes
ambientais e pelo pré-processamento do café desde a lavoura até o

armazenamento, tendo pouca ou nenhuma influéncia no tipo de cultivar.

90-
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FIGURA 5. Variedades de Café Coffea arabica identificadas neste estudo.
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A composi¢do quimica do substrato ird influénciar o tipo e a quantidade
da toxina produzida pelos fungos toxigénicos. Conforme Clifford et al. (1989), a
composi¢do quimica das variedade de café ardbica sdo muito proximas,
principalmente com relagdo a quantidade de cafeina e de 4cidos clorogénicos.
Sendo assim, a diferenciagdo da composicdo quimica das variedades estudadas
ndo estaria influénciando tanto os niveis de ocratoxina A detectados nos

diferentes tipos de amostras.

Pasin & Abreu (2000) com o objetivo de avaliar a incidéncia fiingicae a
presenga de ocratoxina A em grdos de café de diferentes cultivares, observaram
que a incidéncia de Aspergillus ochraceus foi evidente em todas as cultivares
estudadas, entretanto a cultivar Icatu apresentou uma maior porcentagem de
grios infectados quando processados via umida, diferindo consideravelmente
das demais. Todavia, esta mesma cultivar, quando processada pela via seca,
apresentou a menor incidéncia deste fungo. Segundo os autores, este fato pode
ter ocorrido em conseqiiéncia da alta incidéncia de Cladosporium. A ocorréncia

de ocratoxina A foi detectada em apenas uma amostra da cultivar Rubi.

3.5 Adubacio
Com base nos dados coletados no questiondrio aplicado aos

cafeicultores ou responsaveis pela propriedade, verificou-se que 100% dos
produtores declararam executar as adubagdes minerais no solo com os
macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) e adubagdo foliar com
Cobre (Cu), Boro (B) e Zinco (Zn), a despeito dos baixos pregos praticados para
o produto durante o periodo 2001/2002 e os custos relativos elevados dos
insumos.

Como todos os produtores declararam realizar a adubagio com minerais

no solo e foliar, ndo foi possivel fazer uma correlagdo com os niveis de
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ocratoxina A detectados nas fragdes estudadas. Entretanto, estes dado indicam
um elevado grau de conscientizagfio dos produtores no sentido de que o bom
estado nutricional das lavouras deve ser mantido prioritariamente, sem o que a
produtividade, a longevidade das plantas e a qualidade final do produto seriam
comprometidas.

O manejo adequado da adubacdo tem efeitos no vigor da planta e, por
conseguinte, pode afetar a susceptibilidade & contauiinagao ao desenvolvimento
dos fungos e 3 sintese de ocratoxina A. Portanto, este é um fator indispensével
na composig#o de um Programa de Boas Préticas Culturais.

Segundo Carvalho et al. (2002), em situacfio de desequilibrio nutricional
as plantas ficam mais vulnerdveis, pois direta ou indiretamente os elementos
minerais estdo envolvidos nestes mecanismos de susceptibilidade das planta aos
agentes patogénicos.

" Carvalho et al. (2002) observaram que niveis médios e altos de adubag#o
de N, K e B no solo diminuem a infeccgfio de cercosporiose nos frutos de café,
uma doenca que poderia favorecer a infec¢do secundéria de fungos produtores
de ocratoxina A através da lesdo causada pelo fungo Cercospora sp.

Pasin et al. (2002) observaram que todos os micronutrientes (Cu, Zn,
Mn, e B), aplicados isoladamente, foram efetivos na reducdio da incidéncia de
fungos como A. ochraceus, Fusarium semitectum e Cladosporium
cladosporioides. Entretanto, quando esses foram aplicados em associagéo, esse
efeito ndo foi verificado; a presenca de ocratoxina A nfo foi detectada em
nenhuma dgs 12 amostras analisadas, mesmo quando se detectou a presenga de
A. ochraceus em aomstras com 50% de infecgio. )

Frank (1999) afirma que a perda de vigor das plantas do cafeeiro é um
fator que contribui com a infecgio dos grdos por fungos produtores de
ocratoxina A, mas nem toda perda de vigor ¢ efetivamente igual. Para o autor, os
fatores mais importantes na redugfo e prevencéio de infecgdio dos grios de café
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sdo a competicio com os microrganismos presentes nos frutos de café ¢ a
respostas imune da planta contra a invasgo de outros microrganismos.

3.6 Controle Fitossanitirio

Conforme dados da Tabela 19, a maioria das propriedades estudadas
declarou efetuar o controle fitossanitrio através da utilizagdo das seguintes
classes de fungicidas: triaz6is (63,7%), clpricos e triazéis (30,05%), clpricos
(0,5%), orgénicos e cipricos (5,7%). '

A maioria dos produtores declarou utilizar fungicida sistémico do grupo
dos triaz6is especifico para o controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix). O método convencional de combate 3 ferrugem € o uso de fungicidas
clipricos para a prevengdo e controle do inéculo inicial, e os sistémicos curativos
s3o utilizados para diminuir a taxa de progresso da doenga.

TABELA 19. Freqiiéncia de aplicagdo de tratamentos fitossanitrios e niveis de
. ocratoxina A.

Niiveis de Triazéis  Cipricos Triazéis+ Orgénico + Total

. Ocratoxina A Cipricos  Ciiprico

Ko N % N % N % N % N %
000-01 56 455 0 0 20 500 2 1818 8 451
01-50 35 285 1 100 15 259 2 1818 53 275
51-100 11 89 o0 0 8 138 2 1818 21 101
101-200 11 8 0 ©0 6 103 2 1818 19 98
201-50 7 57 0 0 0 00 1 909 8 4l
501-1000 3 24 0 0 0 00 1 909 4 21

> 100 0 00 0 O 0 00 1 90 1 05

Toal 123 637 1 05 58 3005 11 570 193 100

176



O controle de doengas que afetam as folhas, ramos e frutos contribui
indiretamente para a manutencdo da sanidade das plantas e frutos e diretamente
impedindo a penetracio de fungos através de lesdes causadas aos frutos.

Outros produtos utilizados como os ciipricos e orgénicos, controlam
doengas como a cercosporiose, mancha aureolada e antracnose. A preveng#o de
doengas e pragas na lavoura é uma das Boas Préticas Agricolas para prevenir a
presenga de micotoxinas em produtos agricolas
(Qp' ://ftp.fao.org/es/esn/food/mycotoxin-manual.pdf). Um ataque de pragas e

.doeng:as aos frutos provocard sua mé-formacdo, ocasionando ainda manchas,
aderéncia da casca e queda; as lesdes causadas servirio de entrada aos
microrganismos, ' proporcionando fermenta¢Bes indesejiveis e redugdio na
qualidade do produto (Souza, 1996), podendo ocorrer, como consegiléncia desta
infecgdo, a ]Sroduqio de micotoxinas pelos fungos potencialmente toxigénicos.

Oliveira (1972), citando Bitencourt, afirma que-as pulverizagdes em
cafeeiros com calda bordaleza (Sulfato de Cobre) a 1% levam a uma melhoria da
qualidade por evitarem fermentagdes e deterioragdes por microrganismos.

O efeito de ﬁmgicidas sobre fungos produtores de micotoxinas tem sido

estudado in vitro, e principalmente sobre a produg@o de aflatoxinas em 4. falvus

e 4. parasiticus. D'Mello et al. (1998), revisando vérios autores, descrevem que
o fungicida thiabendazole foi efetivo na reducdio de aflatoxina em milho tratado,
. porém a concentragio do fungicida foi o fator determinante neste efeito. O

- fungicida Carbendazim, adicionado como Bavistin, estimula o crescimento de A.
. flavus e A. ochraceus em meio liquido niveis de até 100pg/ml, com a
aflatoxina e a ocratoxina permanecendo no valor do controle, mas em niveis de
2-3mg/ml; ambos, o crescimento e a produgdo de micotoxinas, foram totalmente
inibidos. Niveis sub-inibitérios de miconazole estimulam a produgdo das quatro
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aflatoxinas produzidas por A. parasiticus € o triciclazole reduz a produgio das
quatro aflatoxinas em concentragfo superior a 100pg/ml.

Com relagéio aos niveis de ocratoxina A detectados, verificou-se que nas
amostras em que 0s grupos quimicos mais utilizados foram os triazdis € triazdis
+ clipricos, os teores de ocratoxina A nas amostras apresentaram 74% ¢ 75,9%,
respectivamente, dentro do nivel tolerdvel de ocratoxina A, ou seja, de até Sng/g
' (Tabela 19). Entretanto, nio podemos afirmar que tais fungicidas estejam
exercendo um efeito fungicida direto sobre os fungos produtores de ocratoxina
A, uma vez que estes fungicidas s#o produzidos para controlar fungos como a0s
agentes causais da ferrugem, cercosporiose € nfio Aspergillus.

D'Mello et al. (1998) relatam a ineficécia de fungicidas para controlar
fungos produtores de micotoxinas como 4spergillus e Fusarium. De acordo com
os autores, esta afirmagdo ndo é completamente incompativel, um vez que, tais
fungicidas foram desenvolvidos para o controle de doengas e nio
necessariamente contra a produqi6 de micotoxinas. Em doses sub-letais de
alguns fungicidas e inseticidas tem ocorrido até mesmo um estimulo 4 produgo
de micotoxinas como a aflatoxina. _

Em café a redugfio de riscos da presenca de ocratoxina A pode ocorrer
futuramente através de plantas geneticamente modificadas com resisténcia &
infestagéio por insetos que atuam como vetores de fungos ocratoxigénicos ou até
mesmo de 4. ochraceus e A. carbonarius, principais espécies responsaveis pela
presenga de ocratoxina A em grios de café.

A produgdio de plantas geneticamente modificadas tem uma grande
importancia econdmica pela-possibilidade de incorporar novas caracteristicas
agrondmicas 2 plantas cultivadas, como resisténcia a insetos e patogenos, além
da melhora de qualidade do produto, sendo que, no café, as plantas
geneticamente modificadas com gene de Bacillus thuringiensis com resisténcia a
insetos j4 estdio em fase de teste (Pereira et al., 1999).
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Minorshy (2002) afirma que cultivares de milho geneticamente
modificado com gene de Bacillus thuringiensis que codifica uma proteina que dé
a planta uma resisténcia a insetos, foram mais resistentes & contaminagfo com
Fusarium produtor de fumonisina. O Ostrinia nubbilalsi, conhecido como a
broca dos cereais europeus, as vezes leva 4 infecgio do Fusarium ainda no
campo e, conseqiientemente, a produgdo de fumonisina. Estudos realizados em 3
anos indicaram uma menor ocomréncia de fumonisina em milho trangénico
(1,3pg/g) do que em milho ndo trangénico (11,8ug/g).

3.7 Separacio Hidrdulica

No presente estudo verificou-se que acima de 90% dos produtores
declararam efetuar a separagdo hidrdulica dos frutos (Lavagem dos frutos). Os
produtores declararam utilizar este procedimento principalmente pela vantagem
sobre o fluxo.da secagem e pela redugio do risco de contamipagio de
microrganismos de frutos sadios pelos frutos béia. .

O efeito da separagdo hidrdulica pode ser observado pelas amostras que
aprméntaram maior ou menor risco de contaminag3o, conforme demonstrado no
anteriormente; as amostras do tipo béia apresentaram’ maxor risco de
contaminagdo com ocratoxina A do que as amostras de frutos cereja+verde. Se a
parcela cereja+verde for direcionada para o processamento via timido, o risco de
ocorréncia da ocratoxina A reduz ainda mais. Conseqiientemente, a lavagem ou
separagfio hidréulica dos frutos de café proporciona a separagiio de amostras que
apresentam diferentes riscos de presenca de ocratoxina A, além da separagio de
impurezas,

De acordo com Matiello (1991), lavagem mecénica é o método
tradicionalmente utilizado com o objetivo de eliminar as impurezas que vém
junto com os frutos de café, tais como folhas, torrdes, paus, terra e pedra, e
separar por densidade os café mais leves (passa ou seco), chamados de béia dos
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café mais pesados (frutos cereja e verde). Segundo Chalfoun & Carvalho (1998),
a utilizagdo de hipoclorito de sédio e quaternérios de aménio (Fegatex) na dgua ,
de lavagem reduz o mimero de microrganismos presente nos frutos de café. '

De acordo com Bucheli & Taniwaki (2002), a infecgio com fungos
produtores de ocratoxina A e a formag#o de ocratoxina podem ocorrer ainda na
planta em frutos que ji passaram do estédio de maturagdo cereja.

- Qualquer que seja o encaminhamento do café para a secagem, visando a
obtengio do café natural (seca do fruto integral) ou a obtengfio do café
descascado ou despolpado, a separagio hidraulica é capaz de separar os frutos
com alta umidade (cerejas e verdes) dos frutos com baixo teor de umidade
(parcela béia), formando lotes mais homogéneos.

A separagio de frutos contendo grdos defeituosos (mau formandos,
brocados, injuriados por outros fatores bidticos ou abibticos) € também
possibilitada pela separag8o na 4gua da parcela menos densa, que béia.

3.8 Pré-Processamento via seca e via imida

Dos dois métodos de pré-processamento dos furtos de café, via seca e
via imida, conforme representado na Tabela 20, verificou-se que 50,01% das
propriedades utilizam o processamento via seca, no qual os frutos sdo secos
integralmente, obtendo-se o café denominado natural, e 49,98% utilizam o
processamento via imido e, conseqiientemente, o processamento via seca para
os café que bbiam.
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TABELA 20. Fregiléncia de diferentes tipos de preparo do café nas localidades

estudadas.
. Via Seca Via Umida Total
Municipio N° % N° % N° %

Pogos de Caldas 2 416 2 416 4 8,32
Machado 1 208 4 -835 5 10,43
Campestre 5 1042 0 000 5 10,42
Monte S. Minas 1 208 3 625 4 8,32
Boa Esperanga 2 416 2 416 4 8,32
Cissia 0 000 5 1042 5 10,42
Guaxupé 4 83 1 208. 5 10,43
Carmo R. Claro 1 208 2 416 3 6,24
Campos Gerais 3 625 2 416 5 10,42
Séo S. Paraiso 1 208 2 416 3 6.24
Pratinha 4 835 1 2,08 5 10,43
Total . 24 5001 24 4998 48 =100

O valor relativamente elevado de adogiio do preparo via Gmida indica
uma tendéncia de adogdo deste método anteriormente pouco utilizado, através
do qual se obtém os cafés descascados e despolpados obtidos por meio da
remo¢dio da casca, polpa e mucilagem, respectivamente, por fermentagfio e
mecanicamente. Seguindo o mesmo raciocinio anterior, prevé-se que com o
descascamento ou despolpamento se esteja eliminando a principal fonte de
contaminag&o dos gros. Outra vantagem da aplicagiio do sistema de preparo via
imida ¢ a redugdo do volume de café na secagem, reduzindo o seu periodo e
area de terreiro e de secadores necesséria para a secagem, melhorando o fluxo

desse processo.
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No processamento via seca € de grande importancia a prévia separagdo
hidraulica do café, o que permite a separagdo das fragdes cereja e verde do boéia,
com suas umidades ¢ conseqiientes tempos de secagem diferentes e riscos de

presenga de fungos e sintese de micotoxinas.

O preparo via seca da origem aos “cafés naturais”, os quais por secarem
iﬁtegmlmente, apresentam caracteristicas qualitativas diferenciadas dos cafés
descascados e despolpados (obtidos por via imida). No entanto, a tecnologia de
secagem deve ser 'adcquada para impedir a interferéncia de fungos que
promovem fermentagGes indesejaveis da mucilagem que sdo transferidas para os
grios. O mesmo pode ocorrer se os fungos sintetizarem micotoxinas, uma vez
que pesquisas como as de Bucheli et al. (2000) demonstraram que a maior

concentragdo de ocratoxina A situava-se na casca.

Resultados experimentais obtidos por pesquisadores da EPAMIG
recomendam a adi¢do do produto Fegatex (cloreto de benzalcénio) ou produto
equivalente na 4gua do lavador. Estes produtos impedem que os frutos que
venham contaminados por microrganismos ainda no campo contaminem frutos

sadios (Chalfoun & Carvalho, 1998).

Favarin et al. (2004) revisando varios autores, relatam que o processo
fermentativo pela agdo de microrganismos como bactérias fungos e leveduras
deteriora as membranas dos grdos. Entretanto, se o fenomeno € interrompido
ap6s a retirada da casca e mucilagem dos frutos, o endosperma nao é
comprometido e a qualidade dos graos € preservada. A continuidade do processo
fermentativo implica na quebra das paredes ¢ membranas celulares, degradacdo
de camadas celulares e alteragio de compostos quimicos do grio, resultando em

sabor e odor desagradavel.

Conforme Anexo A, em que se encontram representados os valores dos

niveis de contaminagdo das amostras, observa-se que o preparo via Umida,
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incluindo o descascamento e despolpamento, permitiu a obtengio de amostras
enquadradas em niveis mais baixos de ocratoxina A (100% abaixo de 5ng/g),
indicando que esta fica concentrada na casca e/ ou que o manejo do café
descascado ou despolpado € mais eficiente na prevenc¢do do desenvolvimento de
fungos e sintese da ocratoxina A.

, De acordo com Bucheli et al. (2000) h4 uma tendéncia de qut;.\a\
contaminacdo com ocratoxina A ocorra mais em frutos mais maduros (passa ou \‘-“
seco) e danificados do que em frutos verdes e cereja, esta auséncia € explicada “‘
em parte pela extrema firmeza dos frutos e, possivelmente, também pela baixa }

quantidade de agucares, situagdes que ndo favorecem o dwenvolwmento de /“

fungos. s el fvrsem o dsnelima
s

Como o0 processamento timido retira a casca, a polpa e a mucilagem dos
frutos de café, elimina uma parte do substrato favordvel a producdo de
ocratoxina A e, 6onseqﬁentemente, reduz o rico da presenga da ocratoxina A em
amostras de café descascado ou desmucilado.

3.9 Secagem

Através do presente estudo verificou-se que 34,7% das propriedades
declarammuuhzaasecagemmlsta,mlhzandooterrenroateamelasecae
secador até a secagem final.

A utilizac8o do terreiro e do secador como duas alternativas para a
secagem do café foi declarada em 51% das propriedades estudas. Podemos
deduzir também a possivel ocorréncia de secagem mista nestas propriedades.

Em 8,16% das propriedades declarou-se utilizar apenas o terreiro para a
secagem do café. '
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Em 6,12% das propriedades analisadas declarou-se utilizar apenas o
secador.

Souza (1996) observou que 61,23% dos cafeicultores utilizaram
secagem mista, estes resultados revelaram a preocupagéo dos cafeicultores em
reduzir o tempo de exposi¢do do produto as condigdes climéticas adversas
durante o periodo de secagem do café.

- A capacidade dos terreiros e secadores deve ser compativel com o
" volume de café que chega ao local de secagem, de tal forma que permita um

fluxo de secagem adequada, impedindo a criagdo de condig3es favordveis para o
desenvolvimento de microrganismos e sintese de ocratoxina A

e

Segundo a WHO (2001) uma boa secagem ao sol e a combinagiio com
secagem mecénica dos frutos de café sdo processos efetivos no controle de
fungos produtores de ocratoxina A.

A secagem é uma das etapas mais importantes para a preservago dﬁ
g qualidade do café. Segundo Bucheli & Taniwaki (2002), a secagem também ¢
/" uma das rotas de contaminaggo de ocratoxina A. ‘

i Coren 0D, ¢ g% 5 et ol
Segundo Cortez (2001), ¢ indi vel que o café colhido seja

preparado © mais répido possivel e submetido & secagem para evitar os
processos fermentativos e prejuizos & qualidade do café, e fundamental um
manejo correto pds colheita, em particular quanto ao tempo de exposicéio a
microrganismos, os quais iniciam a infeccio na planta e persistem apds a
colheita, e no periodo de secagem.

As condigdes de secagem, o manejo da secagem, a presenca de
microrganismos produtores de ocratoxina A e as condigdes geogréficas e
climéticas da 4rea produtora sdo mais importantes na geracio de ocratoxina A
em gréios de café do que o método de secagem (Bucheli et al., 2000)
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3.9.1 Anilise das fracdes béia, mistura e varri¢io versus tipos de terreiro

em diferentes nfveis de contamina¢iio com ocratoxina A.

A anilise estatistica das amostras versus o tipo de terreiro foi dada pela
comparagdo dos intervalos de confianga para diferenga de duas proporgdes,
considerando um nivel de significincia fixado em 5%. Desta forma, foram
realizadas duas anélises cujos resultados s#o apresentados pelas letras (Ver nota
das Tabelas).

De acordo com os resultados analisados a seguir, observa-se que do
Total de 234 amostras analisadas, 151 (64,5%) foram secas em terreiro de
asfalto, 62 (26,5%) foram secas em terreiro de terra e 21 (9,0%) foram secas em
terreiro de cimento. Estes resultados demonstram que houve uma predominéncia
do terreiro de asfalto, seguido pelo terreiro de terra e cimento.

' As condigdes e lomhzacao do terreiro que favoregam uma secagem
rép:da, sdo ﬁmdamentals para evitar o d&senvolvxmenii;ig ngéé ;rodutores de
ocratoxma A. Segundo Bucheli et al..(2000),.a formaggo de ocratoxina A ocorre
nos pnmenros dias de > secagem. dos-frutos-de café._Segundo Taniwaki et al.

L__)munento ca produg:ﬁo de  ocratoxina ocorre s6 durante a secagem

dos ﬁ'utos e grdos de café; se a secagem ¢ répida e efetlva, a ocratoxina A ndo
seré sintetizada.
Bitancourt (1957) cita que ¢é importante um adequado manejo dos frutos
apés a colheita, pois este diminui infec¢Ses microbianas e fermentagbes
 indesejéveis. O café seco ao sol seca mais rapidamente, evitando podriddes e
‘ fermentagdes causadas por microrganismos. Porém, se houver falta de insolag@o
' e alta' umidade do ar, os microrganimos poderio causar apodrecimentos,
principalmente se estiverem presentes na polpa.
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Conforme Tabela 20, das amostras de café bdia analisadas, 80% foram
secas em terreiro de asfalto, 21,4% em terreiro de terra e 2,63% em terreiro de
cimento. |

As amostras de café bdia com niveis de contaminagfio acima de
20pg/Kg foram secas em terreiro de terra. Os resultados da Tabela 20 indicam
também que para as amostras de café béia o terreiro de asfalto apresentou menos
risco do que o terreiro de terra; provavelmente, quando as amostras de café boia,
ap6s sairem do lavador ainda imidas, sdo colocadas em contato com o terreiro
de terra, favorecem a infecgdo € a sintese de ocratoxina A por parte dos fungos
ocratoxigénicos, condigdo menos favorecida em terreiro de asfalto, uma vez que
o solo parece ser a principal fonte de fingos ocratoxigénicos (Frank, 1999).

TABELA 20. Anilise das proporgdes entre as amostras Béia e Tipo de Terreiro

TIPO DE TERREIRO
AMOSTRA ASFALTO  TERRA CIMENTO
(0,1-5,0 pg/Kg) 21aA 01aB 1B
(5,1-20,0 pg/Kg) 07bA 01aB 0
(20,1-> 100,0 pg/Kg) 00cA 04bB 0

Letras miniisculas indicam comparagdes das proporgdes para as amostras (Béias 1,2 ¢ 3)
Letras maitsculas indicam comparagdes das proporgdes para o tipo de terreiro (A, B, C)
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Conforme os resultados observados na Tabela 21, para as amostras de
café de varrigio praticamente néio houve diferenga significativa entre os tipos de
terreiro para as amostras contaminadas acima de 5,0ug/Kg. Estes resultados
sugerem que as amostras do tipo varri¢do ja chegam no terreiro com um grau de
infeccio de fungos toxigénicos, ou mesmo de ocratoxina A, o que,
independentemente do terreiro utilizado, nfio causara reducdo de contaminagZo,
podendo ser esta agravada se a amostra no for seca de forma correta. Resultado
semelhante ¢ observado nas amostras com niveis de contaminac@io entre 0,1 e

"5,0pg/Kg, para os quais ndio houve diferenga entre os terreiros de terra e de
cimento, o que poderia estar contrariando as recomendagSes de Boas Préticas
Agricolas, para 0s quais o revestimento de terreiro com cimento favorece a
producio de café com menor indice de infecgio de microrganismos e
proporcionaum produto de melhor qualidade.

TABELA 21. Anilise das proporg3es entre as amostras Varrigio e Tipo de

Terreiro
TIPO DE TERREIRO
AMOSTRA ASFALTO TERRA CIMENTO
0,1-5,0 png/Kg) 352A 15aB 9aB
(5,1-20,0 ng/Kg) 11bA 11aA 9aA
(20,1->100,0 pg/Kg) 07bA 06aA 1bB

Letras mindsculas indicam comparagdes das proporgdes para as amostras (Varrigo 1,2 € 3)
Letras maitsculas indicam comparages das proporgdes para o tipo de terreiro (A, B, C)
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A figura 6 ilustra uma amostra de café de varrigdo ¢ uma amostras de
café cereja despolpado, em que é possivel observar a deterioragdo que a fragao
varrigdo sofre quando permanece no chdo sujeita a ataque de insetos; como
podemos observar griios brocados, a coloragdo e a camada mais externa dos
grdos mostram-se lesionados. S&o vrios-os fatores que contribuem para a baixa
qualidade do produto, e estes fatores indesejéveis vém acompanhados de um
maior risco de presenga de ocratoxina A.

Diferentemente, a fragdo cereja despolpado apresenta um aspecto mais
sadio, uma aparente integridade dos grdos e uma coloragdo mais uniforme,
fatores que contribuem para uma melhor qualidade do produto e,
conseqiientemente, um menor risco da presenga de ocratoxina A.

Krug (1947) relata que os microrganismos presentes na polpa dos frutos
de café se nutrem dos aglicares da polpa; provocando uma secagem répida da
mesma: nestas condigdes, os frutos secam no pé ou caem e secam no chdo.
Qualquer umidade a que estes frutos forem expostos pode atingir o grdo. Esta
dgua ndo ¢ pura, e sim uma solugdo com produtos de decomposigdo dos
microrganismos, bem como suas secre¢des. Absorgdo e secreqdo desses

compostos por parte dos grdos € que detei'u;ma a deterioragdo no gosto.

FIGURA 6 Gréos de café de varrigio ~ Grios de café cereja despolpado
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De acordo com Krug (1941), a infecgdo por fungos € mais intensa em
cafés secos no chdo, sem distingdo da regido estudada no estado de Sdo Paulo;
este fato se explica facilmente porque, no chéo, as condi¢des de umidade sdo

sempre mais favoraveis aos fungos.

Souza (1996), citando Mendes et al. (1995), afirma que o café preparado
. Via seca € obtido por secagem normal em terreiros cimentados, concretados com
tijolos ou asfaltados, devendo ser evitados os terreiros de terra pela dificuldade

_de manuseio principalmente em épocas de chuvas.

De acordo com os resultados observados na Tabela 22, a maior parte das -
amostras de café do tipo mistura foram secas em terreiro de asfalto, e ha também
uma diferenga significativa entre os tipos de terreiro de asfalto e de terra, sendo
que o terreiro de terra apresenta um maior nimero de amostras contaminadas
nos niveis de contaminagdo entre 5,1 a 20,0pg/Kg e entre os niveis de
contaminagdo de 20,01 a > 100,00pg/Kg do que as amostras secas em terreiro de
asfalto.

Moraes & Luchese (2004) também observaram maior concentragdo de
- ocratoxina A em amostras de café secas em terreiro de terra do que em'tcrreiro
de cimento. De acordo com as autoras, o tipo de terreiro ¢ importante na
prevengdo da contaminagdo com ocratoxina A, sendo o terreiro de terra mais
favoravel a contaminagdo. Diferentemente, Bucheli et al. (2000) observaram que
a presenga de ocratoxina A foi menor em café seco em terreiro de terra
(1,4pg/Kg) do que em terreiro de concreto (4,3pg/Kg). Entretanto, os autores
afirma que a qualidade dos frutos do café, as condigdes climaticas durante a
secagem, o procedimento de secagem, o indculo de fungos produtores de
ocratoxina A e as condigdes do local da propriedade sdo, sem diivida, mais

importante do que o tipo de secagem.
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TABELA 22. Andlise das proporgdes entre as amostras Mistura e Tipo de

Terreiro
TERREIRO
AMOSTRA TERRA ASFALTO CIMENTO
(0,1-5,0 pg/Ke) 142A 68aB 1C
(5,1-20,0 pg/Kg) 5bA 1bB 0
(20,1->100,0 pg/Kg) 5bA 1bB 0

Letras mintsculas indicam comparagdes das proporgdes para as amostras (Mistura 1,2 e 3)
Letras maitsculas indicam comparagdes das proporgdes para o tipo de terreiro (A, B, C)

3.10 Perfil das amostras contaminadas com nfveis de ocratoxina A acima de
5,0ug/Kg

De acordo com os resultados obtidos, em que foram avaliados os
resultados obtidos neste estudo, algumas amostras apresentaram um maior risco

de contaminagdo de acordo com a fragdo de café, a localizagdo, o preparo € o
tipo de terreiro em que foram processadas.

As amostras de varri¢io apresentaram um maior risco de contamina¢do

quando foram coletadas em localidades proximas 3 de Fumas,
conseqiientemente, o seu processamento ¢ via seca, porém ndo foi observada
uma interferéncia do tipo de terreiro.

As amostras de café béia apresentaram maior risco quando foram
coletadas em propriedades de altitude elevada; foramconseqiientemente
processadas via seca (secagem com a casca) € secas em terreiro de terra.

As amostras de café bdia e varrigio apresentaram riscos diferentes de
acordo com a localizagfio geogrifica e as condigdes climiticas das lavouras.

As amostras mistura apresentam maior risco quando séio processadas via
seca em terreiro de terra.
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As amostras de café descascado e despolpado apresentaram baixo indice
de contaminagfio independentemente da localidade, quando foram secas tanto
terreiro de asfalto quanto em terreiro de cimento.

O perfil das amostras que apresentaram maior risco de contaminagfo
permite tragar estratégias que visam a redugfio da presenca de ocratoxina A em
grios de café. A partir destes resultados podemos observar também que a adogéio
de Boas Priticas Agricolas como revestimento do terreiro de secagem, separacéo
hidréulica, selegdo de processamento de acordo com as condigdes climéticas da
- propriedade periodo ideal de colheita, evitando que os frutos sequem na planta, e
.a eliminagfo ou redugo da parcela varrigio s#o medidas que podem reduzir o
rico da presenga de ocratoxina A em frutos e griios de café.
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4 CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos através das anilises de ocratoxina A nos
diferentes tipos de amostras conclui-se que:

Das as 289 amostras analisadas, em 44,29% néio foi detectada a presenga
de ocratoxina A; em 89 amostras, 30,80%, foi detectada a presenca de
ocratoxina A em niveis que variaram de 0,1 2 5,0 pg/Kg de café.

. As fragdes béia e varrigio foram as que apresentaram os niveis mais
elevados de exposigio ao risco de contaminagio por fungos toxigénicos e
ocratoxina A; '

O conjunto de Boas Préticas e Cultivo ¢ Colheita e Preparo, com a
eliminagdo da varrigiio, permitiu um resultado final no qual 85,1% das amostras
examinadas apresentaram indices de ocratoxina A no intervalo entre 0,0 a
Spe/Ke. '

A presenca de ocratoxina A nas diferentes frages ¢ influénciada pelas
diferentes condigBes climiticas. A contaminac@o da fragio bbia foi mais
freqiiente em regides de maior altitude e com uma maior média.pluviométrica do
que em regides mais secas; a fragdo varrigio foi mais freqlientemente
conmmmadaemreglawproxxmasagrand&smassasdeégua.

Independentemente da regifio, o despolpamento € 0 descascamento do
café mostraram-se efetivos na redugdo do risco da presenca de ocratoxina A.

As fracos béia e mistura apresentaram niveis mais elevados de
contaminagdo com ocratoxina A quando foram secas em terreiro de terra do que
em terreiro de asfalto.

A fraggo varrigio, independentemente do tipo de terreito (asfalto, terra
ou cimento), nio apresentou relagio com os niveis de contaminagfio com
ocratoxina A.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

A ameaca 3 saide dos consumidores reprsentada por alimentos
contaminados com micotoxinas, dentre elas a ocratoxina A, é motivagdo
suficiente para que todos os produtos que constituem a dieta sejam analisados.

Considerando, por outro lado, que a presenca de ocratoxina A no
produto final resulta de eventos relativos 4 contaminac#o por fungos toxigénicos
¢ & ocorréncia de condigbes ambientais e do substrato para que o potencial
toxigénico desses fungos se expresse na sintese da micotoxina, toda a cadeia -
produtiva deve ser examinada quando se pretende elucidar o. problema em sua
totalidade.

O presente estudo demonstrou que as operagdes de colheita e de pré-
processamento predominantes na cafeicultara brasileira, geram fragdes (parcelas
do produto com caracteristicas diferenciadas) e tipos de café que apresentam
diferentes riscos de exposicio 4 contaminagiio por fungos toxigénicos e
ocratoxina A.

A colheita através do sistema de derrica manual ou mecénica d4 6rigem
a uma mistura de frutos que € basicamente separada por um processo hidréulico
que d4 origem &s fragSes béia e frutos cerejas e verdes.

Os frutos cerejas separados do café verde podem ainda sofrer diferentes
processamentos com a retirada total ou parcial da casca (exocarpo), polpa
(mesocarpo externo) e mucilagem (mesocarpo inteiro), dando origem aos cafés
cereja descascado e cereja despolpado ou desmucilado.

O café que entra em contato com o chiio durante a colheita manual ou
mecénica constitui a fracfio varrigio.

Cada fragdo ird apresentar riscos diferentes para a contaminagio, por
microrganismos, devido ao seu estidio de maturagdo, composi¢io quimica e
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presenga ou auséncia da polpa durante a secagem. O desenvolvimento destes
microrganismos ocorre dependendo das condi¢des ambientais ¢ de manejo da

lavoura e de pré-processamento.

A adog@o de Boas Préticas Agricolas (BPA’s) e Sistema de Andlise de
Perigo e Pontos Criticos de Controle (APPCC) iré influénciar significativamente
tanto na redugdo do risco de contaminagfo de microrganismos, nas condig3es
em que pode ocorrer a deterioragio dos frutos e griios de café, como na redugdo
de ocratoxina A. |

Dessa forma, foram examinados diferentes fragdes de café submetidos a
diferentes métodos de pré-processamento e provenientes de diferentes
municipios do estado de Minas Gerais.

Verificou-se que 24,91 % de 289 amostras analisadas apresentaram-se
com niveis de ocratoxina A acima de 5,0pg/Kg, nivel recomendado como limite
para esta micotoxina.

Entre as parcelas examinadas, o maior risco de exposigio &

contaminagio foi representado pelo contato dos frutos com o cho, constituido - -

pela frag@io varrigdo, e pelo manejo inadequado do produto apés a colheita,
através da secagem em terreiros nio revestidos.

H4 uma tendéncia demonstrando que quanto maior o ndmero de gros
contaminados com fungos produtores de ocratoxina A, maior o risco de
contaminaqiocomatoxina.Est&svaloressﬁomaisaltosemﬁagﬁwque
normalmente do origem a café de baixa qualidade. Observa-se também que as
condicBes ambientais irdo influenciar os niveis de ocratoxina A mais do que o
nimero de gréos contaminados, uma vez que a expressio de genes envolvidos
na sintese de ocratoxina A ¢ influénciada pelos fatores ambientais.

As condigdes apontadas como pontos criticos pelo APPCC da cultura do
café, como a geragdo das fragdes varrigio e béia e a secagem em terreiro de terra
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sio fatores que, a partir deste estudo, apresentam um maior risco de
contaminagdo com ocratoxina A.

Independentemente do tipo de pré-processamento via seca ou via timida
os riscos de contaminagfio com ocratoxina A ser#io influenciadas pela qualidade
inicial dos frutos colhidos e pelo pré-processamento adequado durante a
lavagem, remogdo da polpa (via timida) e secagem do café. A partir de uma
secagem adequada, permanecendo os gréos de café em um teor de umidade 11 a
12%, nfio havers disponibilidade de 4gua para o desenvolvimento de fingos
ocratoxigénicos e a sintese de ocratoxina A

A fragdo varrigdo, reconhecida por normalmente dar origem a cafés de
baixa qualidade ¢ com maior nimero de defeitos, apresenta também um maior
risco de contaminagdo com ocratoxina A. Esta fragio deverd ser reduzida através
do conjunto de Boas Préticas de Cultivo e Colheita e, no caso de sua ocorréncia,
ser manejada separadamente das demais frag3es. Reoorhendamos, que esta
fracdo scja eliminada da cadeia produtiva para fins de consumo humano

Pesquisas realizadas pela Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas
Gerais e pela Universidade Federal de Minas Gerais, para o aproveitamento de
defeitos (preto verde e ardido) para obtengdo de biodiesel, e pelo Instituto de
Tecnologia de Alimentos, para a obtengdio de 6leos comestiveis e industriais,
aromatizantes, cosméticos e adubos, sdo indicios de destinos promissores para a
fragdo varrigdo.

O terreiro de terra também deve ser evitado, por ser o solo o habitat
natural ndo s6 de fungos ocratoxigénicos como de outros microrganismos. As
fracBes que foram secas em terreiro de terra apresentaram também um maior
risco de contaminagdo com ocratoxina A do que quando foram secas em terreiro
de asfalto ou de cimento.
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As fragdes b6ia e mistura apresentaram niveis mais elevados de
contaminac@o com ocratoxina A quando foram secas em terreiro de terra do que
em terreiro de asfalto, demonstrando, assim, a importancia do rethiniento do
terreiro para a qualidade e para reduzir os riscos de presenga de ocratoxina A. A
fracdo varrigdo, independentemente do tipo de terreiro (asfalto, tema ou
cimento), ndo apresentou uma relagio com os niveis de contaminagfio com
ocratoxina A, o que se ocorre, em parte, porque a frag3o varrigdo j& chega no
terreiro com elevados indices de contaminaggio com fungos e ocratoxina A .

O presente estudo veio, desta forma, contribuir para a elucidagio do
problema da ocratoxina A no café brasileiro, do qual Minas Gerais participa com
aproximadamente 50% da produgdo brasileira, e cujo enfrentamento sugere
solucdes peculiares ao sistema de produg&o nacional.

Tais medidas envolvem a adogio de sistema de Boas Préticas Agricolas
e Boas Priticas de Manejo, que permitiro a redugdo das fragdes mais expostas
aos riscos de contaminag3o (varrigio e béia) e o aprimoramento das técnicas de
pré-processamento, possibilitando a manutengdo dos niveis aceitiveis de
ocratoxina A consolidando, nessas condigdes, o papel do produto café como
fonte marginal de ocratoxina A na dieta.
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Anexo A
Tabela 1a. Niveis de ocorréncia de ocratoxina A nos diferentes tipos de amostras

R el
bia BE02A2-B 1,088 1200 775
béia CGO4A3-B 16,88 1300 786
béia OGO4A3 1,17 1300 786
bia CGO5A2-B 0 1300 786
béia PCO1A2 572 - 1700 928
béia PCO1A2-B 90,82 1700 928
béia PCO3AS 0 1.695 1.100
béia PO05A2 19,6 2.000 1150
béia PCO5A2B 7.62 2.000 1150
béia GUO1A3 398 1500 . 700
béia GUO1A3-B 742 1.500 700
béia GU2A2 7,03 1500 700
béia GU02A2-B 8,48 1.500 700
béia GU03A2 0 1.500 700
béia MAO1A2 0 1.500 874
" béia MA02A2 2,64 1.500 874
béia MA02A2-B 344 1.500 874
béia MA03A2 0 1.500 850
boia MA03A2-B 0 1500 850
boia MAO5AL 0 1.700 850
béia CRO4A1-B 0 1690 1000
bsia PCO3AS-B 0 1.695 1.100
béia GUO03A2-B 0 1.500 700
béia MAO1A2-B ) 1.500 874
béia MA05A1-B 0 1.700 850
béia PTO6A2 0 1.400 1250
bia CG04A3 275 1300 786
béia POD1A2 332 1700 928
béia PCO3AS 0,79 2000 1300
béia ° PCOSA2" 0,93 1605 1200
_béia GUO1A3 1,03 1500 700
béia GUM2A2 0 1690 980
Béia MAO3A2 0 1500 874
Béia PCOIAS-B 77,14 1700 28
Béia PCO1AS 53,17 1700 28
Continua...
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Tabela 1 cont

Antlise de Ocratoxina Chuva/Ano mm3/m2  Alti tude

206

Fragio Amostrs® A (egikg) (preciptacio (=)
cereja PTO1A2 0 1.200 900
cereja PTU2A3 02 1.200 900
cereja PTO3A3 0 1.400 1230
cercja PTO4A2 0 1.400 1090
cereja + verde PCO5A1 221 2.000° 1150
cereja + verde PCOSAL-B 221 2.000 1150
cereja + verde GUO02A1 429 1.500 700
cereja + verde GUO02A1-B 19 1.500 700
cereja + verde " GUO3A1 1,04 1.500 700
cereja + verde GUO03A1-B 0 1.500 700
cereja + verde GUO04A2 6,14 1.500 700
cereja + verde GU04A2-B 0,58 1.500 700
cereja + verde PCO3A6 0 1.695 1.100
cereja + verde PCO3A6-B 0 1.695 1.100
cereja + verde GUO02A1 0,77 1500 700
cereja descascado PCO3A3 0,96 1.695 1.100
cereja descascado PCO3A3-B 0 1.695 1.100
cereja/descascado MAO1A3 0 1.500 874
cereja/descascado CG05A3-B 0 1300 786
cereja/descascado BE02A1 0 1200 775
cercja/descascado BEO4A4-B L) 1200 775
cereja/descascado BEOSA3-B 0 1200 T75
cereja/descascado CRO1A2 0 1690 1000
cereja/descascado CRO1A2-B 0 1690 1000
ceréja/descascado CGO1A3 0 1300 786
cercja/descascado CGO1A3-B 0 1300 786
cereja/descascado MAOIA3-B 1,47 1.500 874
cereja/descascado MAO02AS5 0 1.560 874
cereja/descascado MAO3A1 0,34 1.500 850
cereja/descascado MAO3AL-B 0 1.500 850
cereja/descascado MAGO5A3 0 1.700 850
cereja/descascado MAO2A5-B 0 1.560 874
cereja/descascado MAO5A3-B 1,22 1.700 850
cereja/despolpado CAQ02A1-B 0 1690 1.150
cereja/despolpado PTO6A1 0 1.400 1250
mistura BEO3A3-B 0,488 1200 775
mistura BE02A3-B 0 1200 775
Continua...





