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RESUMO GERAL

Os fatores abidticos que mais influenciam o crescimento e a biossintese
de ocratoxina A (OTA) em fungos sdo a temperatura e a atividade de dgua (aw).
Nesse sentido, esse estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a incidéncia de
fungos do género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri em grdos de café
cultivados em duas regibes produtoras de Minas Gerais, além de avaliar o efeito
in vitro de dois fatores abidticos (temperatura e aw) no crescimento e na
biossintese de OTA por A. carbonarius e A. ochraceus em meio de cultura
sintético & base de café. Foram analisadas 14 amostras de grdos de café arabica
(Coffea arabica L.), sendo sete da regido Sul de Minas e sete da regido do
Cerrado de Minas. A identificacdo foi realizada com base nas caracteristicas
morfoldgicas. A quantificacdo de OTA dos isolados foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram isolados e identificados
90 fungos do género Aspergillus Se¢do Circumdati e Nigri, dos quais 82% eram
pertencentes a Secao Nigri e 18%, pertencentes a Secao Circumdati. Na regido
Sul de Minas, a porcentagem de contaminacdo dos grdaos de café por fungos
filamentosos foi de 65,5%. A porcentagem de contaminagdo das amostras do
Cerrado foi de 34,5%. Nas duas regides avaliadas, a espécie encontrada com
maior frequéncia foi A. niger. Neste estudo, 43,24% dos isolados pertencentes a
Secdo Nigri foram produtores de OTA. Dos isolados pertencentes a Secéo
Circumdati, 81,25% foram produtores de OTA. Para avaliar o efeito dos fatores
abidticos, foi utilizado um delineamento central composto. Os isolados
produtores de OTA foram cultivados em meio de cultura sintético a base de café.
Os isolados de A. carbonarius apresentaram o maior crescimento nos intervalos
de aw entre 0,935 a 0,965 e temperatura entre 25 °C a 32 °C. Do mesmo modo,
as condi¢des 6timas de crescimento para os isolados de A. ochraceus ocorreram
nos intervalos de aw, entre 0,940 a 0,990 e temperatura entre 21 °C a 30 °C. A
maior quantidade de OTA produzida por A. carbonarius CCDCA10288 e
CCDCA10293 (19,7-15,7 ug/g respectivamente) foi obtida em aw de 0,99 e
temperatura entre 15 °C a 25 °C. Verificou-se uma tendéncia para maior
producdo de OTA por A. ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212 (8.9-7,9
ug/g, respectivamente) em aw entre 0,98 a 0,99 e temperatura entre 25 °C a 35
°C e 22 °C a 32 °C, respectivamente. Essas informagdes demonstram que o
crescimento e a produgdo de OTA estéo relacionados com a aw e a temperatura.
O efeito destes fatores sobre a producdo de OTA pode contribuir para o
desenvolvimento de modelos que simulem cenérios climéaticos, proporcionando
estratégias de adaptacéo.

Palavras-chave: Micotoxinas. Café. Fungos toxigénicos. Temperatura. Atividade
de 4gua.



GENERAL ABSTRACT

Abiotic factors that more influence the growth and the ochratoxin A
biosynthesis (OTA) in fungi are the temperature and water activity (aw). In this
sense, this study was conducted to evaluate the fungi incidence of the genus
Aspergillus, section Circumdati and Nigri, in coffee beans grown in two
producing regions of Minas Gerais, besides evaluating the in vitro effect of two
abiotic factors (temperature and aw) on the growth and OTA biosynthesis by A.
carbonarius and A. ochraceus in synthetic culture coffee base. It was analyzed
14 samples of Arabica coffee beans (Coffea arabica L.), seven of them being of
the South of Minas and seven in the Cerrado region of Minas. The identification
was based on morphological characteristics. In the isolates, the OTA
guantification was performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC). Ninety (90) fungi of the genus Aspergillus Section Nigri and
Circumdati were isolated and identified, of which 82% were owned by section
Nigri and 18% belonging to Section Circumdati. In the South region of Minas,
the percentage of coffee beans contamination by filamentous fungi was 65.5%.
The contamination percentage of the Cerrado samples was 34.5%. In the two
regions evaluated, the species most frequently found was A. niger. In this study,
43.24% of isolates belonging to Section Nigri were producers of OTA. Isolates
belonging to Section Circumdati, 81.25% were OTA producers. To evaluate the
effect of abiotic factors, it was used a central composite design. The Isolates of
OTA producers were cultivated on synthetic culture coffee base. A. carbonarius
isolates showed the largest increase in aw ranges from 0.935 to 0.965, and
temperatures between 25 ° C to 32 ° C. Similarly, the optimum growth
conditions for the isolates of A. ochraceus occurred in aw intervals between
0.940 to 0.990, and temperatures between 21 ° C to 30 ° C. The biggest amount
of OTA produced by A. carbonarius CCDCA10288 and CCDCA10293 (19.7 to
15.7 pg /g, respectively) was obtained at aw 0.99 and temperature of 15 ° C to
25 ° C. There was a trend for increased OTA production by A. ochraceus
CCDCA10211 and CCDCA10212 (8.9-7,9 ng/g, respectively) in aw of 0.98 to
0.99, and temperatures between 25 ° C to 35 ° C and 22 ° C to 32 ° C,
respectively. All these information demonstrate that the growth and production
of OTA are related to w and temperature. The effect of these factors on OTA
production may contribute to the development of models that simulate weather
scenarios, providing adaptation strategies.

Keywords: Mycotoxins. Coffee. Toxigenic fungi. Temperature. Water activity.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O café é reconhecido como um dos principais produtos agricolas
exportados pelo Brasil e um importante gerador de divisas para o pais, além de
ter funcdo social, fixando médo de obra no campo e gerando empregos. O Brasil
se destaca, em relacdo a producdo do café, como maior produtor e exportador
mundial, além de ser considerado o maior mercado consumidor dessa
commodity (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2015).

Varios estudos comprovam que o café, além de saboroso, faz muito bem
a saude, sendo rico em minerais, agucares, aminoacidos e compostos fenolicos
(COSTA; DOREA, 2005). A qualidade do café é determinada comercialmente
por caracteristicas fisicas dos grdos e sensoriais da bebida. No entanto, o
desenvolvimento de infec¢des microbianas nos gréos de café pode comprometer
tanto o seu aspecto visual quanto o sabor e 0 aroma (BATISTA et al., 2003).
Entre os microrganismos associados a frutos e a grdos de café, os fungos
filamentosos representam o principal grupo causador de maior dano, pois podem
produzir micotoxinas.

As micotoxinas sdo compostos quimicos toxicos prejudiciais aos seres
humanos e animais e as que ocorrem com maior frequéncia em alimentos sao as
aflatoxinas e as ocratoxinas (ABRUNHOSA, 2008). As principais espécies de
fungos produtores de OTA em café sdo A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger
(GILBERT; ANKLAM, 2002; MORELLO et al., 2007). Estudos demonstraram

que a OTA tem acdo nefrotdxica, citotoxica, carcinogénica, teratogéncia e
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imunossupresssora  (ABRUNHOSA;  SANTOS; VENANCIO,  2006;
DACHOUPAKAN et al.,, 2009; GHALI et al., 2009; LINO et al., 2008;
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004; ZHANG et al., 2009), sendo classificada, pela
International Agency for Research on Cancer (IARC), como possivel
carcinogénico renal humano (grupo 2B). Além disso, est4 relacionada com a
nefropatia endémica dos Balcds, doenca degenerativa dos rins que afeta a
populacgdo adulta rural (ESTEBAN et al., 2006; LOBEAU et al., 2005).

Os resultados dos estudos sobre OTA em alimentos despertaram
preocupacdo da Unido Europeia, que estabeleceu legislacdo especifica limitando
em até 5 pg/kg a concentragdo de OTA para gréos de café torrado e moido e 10
png/kg para café  solivel (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES - CEC, 2006). No Brasil, a concentracdo de OTA em café
torrado e sollvel é de 10 ug/kg, conforme o estabelecido pela Resolugdo - RDC
n° 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011).

Associada as condi¢Ges ambientais, a producdo de OTA pode acontecer
no processamento pos-colheita, durante a secagem, o transporte ou no
armazenamento dos grdos. Os parametros macroclimaticos podem aumentar a
umidade do ambiente, afetando a composicdo quimica da mucilagem do café e,
assim, influenciando a atividade microbiana (ALVES; VOLPATO; VIEIRA,
2011).

O desenvolvimento e a biossintese de OTA por fungos toxigénicos
dependem de fatores climaticos, sendo a temperatura e a aw 0S que
desempenham o papel mais importante. Estes fatores estdo relacionados ao
crescimento microbiolégico (PARK; BIN; BROD, 2001), além de ter a
capacidade de influenciar a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
micotoxinas (O'CALLAGHAN; STAPLETON; DOBSON, 2006). O efeito
desses fatores sobre a producéo de micotoxinas é compreendido mais facilmente

quando ocorre o agrupamento de dados e desenvolvem-se modelos que simulem
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cenarios climéticos, proporcionando estratégias de adaptacdo (FELS-KLERX et
al., 2009; MIRAGLIA et al., 2009).

Nesse sentido, esse estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
incidéncia de fungos do género Aspergillus Se¢do Circumdati e Nigri em grdos
de café cultivados em duas regides produtoras de Minas Gerais, além de analisar
o efeito in vitro de dois fatores abidticos (temperatura e atividade de agua) no
crescimento e na biossintese de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus
ochraceus em meio de cultura sintético a base de café.

Os resultados deste trabalho sdo apresentados em trés capitulos. No
primeiro encontra-se uma revisao de literatura. No segundo capitulo avalia-se a
incidéncia de fungos produtores de OTA pertencentes ao género Aspergillus
Secdo Circumdati e Nigri em grédos de café cultivados em duas regides
produtoras do estado de Minas Gerais. No terceiro capitulo analisa-se a
influéncia in vitro da temperatura e da atividade de &gua no crescimento e na
biossintese de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em
meio de cultura sintético a base de café.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historia e evolugao da cafeicultura no Brasil

O café chegou ao norte do Brasil, mais precisamente em Belém, em
1727, trazido da Guiana Francesa pelo sargento-mor Francisco de Mello Palheta,
a pedido do governador do Maranhdo e Grdo Para, que o enviara as Guianas
com essa missdo. As boas condigdes climéticas presentes no pais facilitaram o
cultivo e a cultura se espalhou rapidamente, com producgdo voltada para o
mercado doméstico (SEGGES, 2001).

Em sua trajetéria pelo Brasil, o café propagou-se pelos estados do
Maranhdo, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Minas Gerais. Num
espaco de tempo relativamente curto, o café passou de uma posicdo
relativamente secundaria para a de produto-base da economia brasileira.
Desenvolveu-se com total independéncia, ou seja, apenas com recursos
nacionais, sendo, afinal, a primeira cultura exclusivamente brasileira que visou a
producdo de riquezas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE
CAFE - ABIC, 2015).

O café é uma das bebidas mais consumidas mundialmente. No Brasil,
seu consumo também se destaca entre as demais bebidas. De acordo com a
ABIC (2015), o consumo interno de café no Brasil, que havia registrado retragéo
de -1,23%, em 2013, mostrou recuperagdo de +1,24%. No periodo
compreendido entre novembro/2013 e outubro/2014, a ABIC registrou o
consumo de 20,333 milhdes de sacas. O consumo per capita foi de 6,12 kg de
café em grdo cru ou 4,89 kg de café torrado, o equivalente a 81 litros para cada
brasileiro por ano.

O café é um produto agricola de extrema importancia econdmica e

social para o Brasil. Embora, nos dltimos anos, a cultura do café tenha se



18

estendido por muitas outras regides do mundo, o pais ainda é o maior produtor
mundial, muito a frente do Vietnd (16,5 milhdes de sacas), da Indonésia (9,35
milhGes de sacas) e da Colémbia (8,1 milhGes de sacas) (CONAB, 2015). A
concorréncia de mercado tem exigido constante preocupacdo com a qualidade,
pois é um dos poucos produtos agricolas que tém seus pregos baseados em
pardmetros qualitativos.

Segundo a Organizacdo Internacional do Café - OIC (2015), a produgéo
do ano-safra 2014/15 girard em torno de 141,9 milhdes de sacas beneficiadas de
60 kg. O Brasil é, de longe, o0 maior consumidor de café dos paises exportadores,
20,8 milhGes de sacas em 2014, seguido pela Indonésia (4,2 milhdes), a Etiopia,
(3,7 milhdes) e o México (2,4 milhdes). No quesito exportagdo em ambito
mundial, o total em fevereiro de 2015 foi de 8,6 milhGes de sacas, uma queda de
10,2% em relagdo a fevereiro de 2014.

Os principais estados produtores de café no Brasil sdéo Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Bahia, Rond6nia, Mato Grosso, Para e Rio de
Janeiro. A produgdo em Minas Gerais foi de 23,341 milhdes de sacas na safra
2015, com variacdo percentual de 2,71% para mais ou para menos, com
intervalo de producdo entre 22,709 milhdes e 23,973 milhfes de sacas. Em
comparagdo com a safra 2014, quando ocorreu uma inversdo da bienalidade da
safra cafeeira no estado, o resultado do presente levantamento sinaliza uma
tendéncia de répido crescimento da producdo em Minas Gerais, da ordem de
3,08%, pautada, principalmente, na expansdo projetada para regiGes como a
Zona da Mata Mineira e para algumas microrregies cafeeiras do Sul de Minas
que apresentam bienalidade invertida com relagdo ao estado e se encontram,
portanto, em periodo de bienalidade alta. Esta tendéncia é respaldada, também,
nas condigdes verificadas até o0 momento em todas as regiGes produtoras do
estado, quais sejam, a melhora nos tratos culturais, incentivada pela recuperacgdo

dos pregos do café em 2014, as boas floradas ocorridas nas principais regides
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produtoras de café e as condicGes climaticas favoraveis no periodo pés-floradas
(CONAB, 2015).

Como qualquer outro produto, o café esta susceptivel a contaminacéo
por microrganismos. O desenvolvimento de infec¢des microbianas nos gréos de
café compromete tanto o aspecto visual quanto o sabor e o aroma, além de

influenciar a qualidade e produzir micotoxinas (BATISTA et al., 2003).

2.2 Principais fungos produtores de ocratoxina A em café

De acordo com Silva (2008), os principais fungos produtores de OTA
sdo Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus sulphureus, Aspergillus sclerotiorum e Aspergillus niger. S&o trés os
principais fungos produtores de OTA que estdo associados ao café: A.
carbonarius, A. ochraceus e A. niger.

Atualmente, sabe-se que a OTA ¢é produzida por outras espécies de
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, entretanto, sua
presenca em amostras de café tem sido atribuida, principalmente, a ocorréncia
de espécies do género Aspergillus pertencentes a Secdo Circumdati e a Segao
Nigri (CHALFOUN; PARIZZI, 2008). Segundo Chalfoun e Batista (2006),
fungos produtores de OTA em café sdo encontrados com maior frequéncia na
Secdo Circumdati, especialmente A. ochraceus. A espécie Penicillium
verrucosum é reconhecida como produtora de OTA, entretanto, alguns trabalhos
citam tambeém P. viridicatum como responsavel pela producéo desta micotoxina
(PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos produtores de micotoxinas podem estar presentes nos
ambientes das lavouras, no preparo e no armazenamento do café e sua relagdo
com a qualidade e a seguranga do produto final depende das condicGes

ambientais, do manejo da cultura e do processamento pos-colheita (BATISTA et
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al., 2003). A contaminacdo dos grdos de café pode ocorrer nas fases de
processamento, principalmente durante a lavagem, a fermentacdo e a secagem
(TANIWAKI et al., 2003; URBANO et al., 2001). O tipo de terreiro utilizado
para a secagem do café assume importante papel na contaminacdo por espécies
de Aspergillus ocratoxigénicos e, consequentemente, producdo de OTA
(BUCHELI; TANIWAKI, 2002); o terreiro de terra é o mais favoravel para esta
contaminacdo (MORAES; LUCHESE, 2003).

Conforme Silva (2008), as instalagdes e as condi¢fes de armazenamento
das tulhas também precisam ser levadas em consideragdo, nas quais se observa
grande actimulo de poeira proveniente do processo de beneficiamento. 1sso pode
acarretar a disseminacdo de fungos ocratoxigénicos de uma safra para outra ou
agravar as contaminagfes ja ocorridas, dependendo do tempo de
armazenamento. Além do risco de produzir OTA, fungos que crescem em graos
estocados podem reduzir a taxa de germinacgéo ao longo do tempo, com perda de
carboidratos, proteinas e 6leo total, e induzem o aumento de umidade e a
quantidade de &cidos graxos livres, e outras mudangas quimicas (DUARTE;
PENA; LINO, 2009).

De acordo com Suérez-Quiroz et al. (2004), os fungos ocratoxigénicos
podem ser eliminados quando removido 0 mesocarpo, um importante substrato
para o seu desenvolvimento. A colonizagdo interna pelos fungos pode ser
explicada por danos causados por insetos, &caros ou condigdes climaticas
adversas. Outra explicacdo é a ocorréncia da ruptura de estruturas da parede
celular por alteragbes na pectina, celulose, hemicelulose e lignina nos frutos.
Estes compostos conferem uma estrutura mais rigida aos frutos do café e a
degradacdo natural torna os frutos mais susceptiveis & ocorréncia flangica
(BATISTA; CHALFOUN, 2007).

Batista et al. (2009) avaliaram a ocorréncia de OTA em grdos de café

processados por diferentes métodos e verificaram que as fragcdes boia e varrigdo
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apresentaram os maiores niveis de contaminagdo por fungos toxigénicos e OTA,
guando secos em terreiro de terra. Nesse estudo ficou demonstrado que a
colheita e as operagbes de pré-processamento geram produtos com
caracteristicas e riscos diferentes de exposicdo a esta contaminacdo. O maior
risco de exposicdo a contaminacdo do café foi caracterizado, portanto, pelo
contato do fruto com o solo, constituido pelo café de varricdo e por manejo pés-
colheita inadequado, durante a secagem em terreiro de terra. Campos et al.
(2009) também verificaram que o café com permanéncia prolongada no solo
apresentou elevada ocorréncia de A. ochraceus e niveis muito elevados de OTA,

no cerrado mineiro e baiano.

2.2.1 Género Aspergillus Secéo Nigri e Se¢do Circumdati

Fungos do género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri sdo os
principais produtores de OTA em regides de clima tropical e subtropical (GIL-
SERNA et al., 2011). De acordo com Varga et al. (2011), espécies pertencentes
ao género Aspergillus Secdo Nigri (Figura 1) sdo de grande importancia na
micologia de alimentos, médica e biotecnoldgica.

Embora a principal fonte de contaminacéo seja o solo, estes fungos estdo
entre 0s mais comuns responsaveis pela deterioracdo dos alimentos e
biodeterioracdo de muitos produtos agricolas (SAMSON et al., 2004; VARGA,
SAMSON, 2008). Os fungos dessa Se¢do tém conidios de coloragdo marrom-
escura a negra, com estruturas dos conidiéforos unisseriados ou bisseriados,
vesiculas esféricas e hifas hialinas ou levemente pigmentadas préximo ao apice
(BELLI et al., 2004).
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Figura 1 Fungo do género Aspergillus Secdo Nigri

Dentre as espécies de Aspergillus secdo Nigri, A. carbonarius é
reconhecido, principalmente, por ser um dos maiores produtores de OTA, sendo
encontrado especialmente em uvas, vinhos e cafés (NOONIM et al., 2008;
SERRA, 2005). Esta espécie desenvolve-se a temperatura entre 15 °C e 40 °C
(temperatura 6tima 25 °C a 30 °C) e atividade de agua entre 0,95 e 0,99
(PERRONE et al., 2008). Entretanto, as condi¢des Otimas para a produgdo de
OTA por A. carbonarius diferem das condi¢cBes 6timas para o crescimento do
fungo e ocorrem entre 15 °C e 20°C, e a 0,95-0,99 de atividade de dgua (BELLI
et al., 2006; LEONG et al., 2006; PASSAMANI et al., 2014).

No Brasil, estudos demonstram que Aspergillus niger também é
responsavel pela presenca de OTA em grdos de café (MAGNANI et al., 2005),
além de varias substancias, entre elas acido citrico, acido gluconico, acido
fumarico, citrato de ferro e enzimas extracelulares, como pectinases, proteases,
amilogucosidase, catalase, a-amilase, celulase e lipase, as quais sdo de
importancia biotecnolégica, Uteis nas fermentacdes nas industrias, incluindo a
industria de alimentos, e aplicacdo em bioprocessos (ASTORECA et al., 2009;
BLUMENTHAL, 2004). Aspergillus niger desenvolve-se a temperatura entre
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30 °C a 35 °C e atividade de &gua entre 0,93 e 0,98 (KLICH, 2002). As
condi¢des Gtimas para a producdo da toxina ocorrem a 20 °C e 25 °Ce 0,95 ¢
0,98 de atividade de &gua (ESTEBAN et al., 2006). Apenas uma baixa
porcentagem (5% a 10%) de cepas de A. niger é produtora de OTA (PERRONE
etal., 2008).

A. niger é um fungo que tem o status de generally recognized as safe
(GRAS), ou geralmente reconhecido como seguro, pelo Food and Drug
Administration (EUA), no que se refere ao seu uso industrial (FRISVAD;
THRANE; SAMSON, 2007; SAMSON et al., 2004; VARGA et al., 2011).

Fungos do género Aspergillus secdo Circumdati (Figura 2) sdo
importantes ndo s6 pela produgdo de micotoxinas, incluindo a OTA, mas pela
sua utilizagdo na industria de biotecnologia, especialmente para
biotransformagdes (MISKI; DAVIS, 1988).

Figura 2 Fungo do género Aspergillus Se¢do Circumdati

Sdo fungos que tém como habitat o solo, principalmente de &reas
tropicais e subtropicais. Podem ser encontrados em frutos, grdos (cereais e

sementes) e ambientes de secagem. As principais caracteristicas fenotipicas sdo
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as seguintes: coloragdo ocre das colbnias, cabeca conidial bisseriada e
capacidade de produzir esclerécio, em algumas espécies (CHALFON;
BATISTA, 2003).

Pesquisas sugerem que, entre os fungos pertencentes ao género
Aspergillus da Secdo Circumdati, A. ochraceus € o maior produtor de OTA em
café (BATISTA et al., 2009). A. steynii e A. westerdijkiae sdo consideradas as
principais espécies da secdo Circumdati produtoras de OTA em alimentos,
devido a diversidade de alimentos que podem contaminar e & alta producdo de
OTA (GIL-SERNA et al., 2011).

Aspergillus ochraceus desenvolve-se em temperatura entre 8 °C e 37 °C
(temperatura 6tima 24-31 °C), atividade de 4gua minima de 0,76 (aw Otima
0,95-0,99) e pH entre 3-10 (PITT; HOCKING, 1997). Apesar de Aspergillus
ochraceus desenvolver-se a partir de 0,76 de atividade de &gua, a OTA é
produzida a 0,85 (sendo 0,97 a aw Otima). A temperatura em que ocorre
producdo da toxina situa-se entre 12 °C e 37 °C (6tima de 25 °C) e o pH 6timo
de produgéo entre 5-6 (MOSS, 1991).

2.3 Principais micotoxinas encontradas em alimentos e riscos oferecidos a

saude do consumidor

Algumas espécies de fungos filamentosos apresentam a capacidade de
produzir, em condi¢Oes naturais e laboratoriais, metabdlitos secundarios toxicos.
Esses metabdlitos sdo compostos quimicos sintetizados por meio de um conjunto
de vias metabdlicas e excretados para 0 meio, mas que nao sao essenciais para o
crescimento e a sobrevivéncia do organismo. Como sdo produzidos por fungos,
esses metabolitos sdo denominados micotoxinas e, se ingeridos com alimentos,
causam alteracBes bioldgicas prejudiciais tanto ao homem como aos animais
(BOZZA, 2010; SABBADINI et al., 2009).
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Existem cerca de 300 micotoxinas diferentes identificadas, mas apenas
20 sdo mais comumente encontradas em determinados produtos agricolas
(SAMSON et al., 2010; SARTORI et al., 2006). As principais micotoxinas estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 Principais micotoxinas encontradas em produtos agroalimentares

Produtos agricolas Micotoxinas

Amendoins Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), acido
clicopiazonico

Café Ocratoxina A

Carnes e ovos Patulina, citrinina, ocratoxina A, aflatoxina M1

Cereais Desoxinivalenol, nivalenol, toxina T-2,
zearalenona, fumonisinas, ocratoxina A, citrinina

Figos Ocratoxina A

Frutos secos Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), ocratoxina A

Magcés Patulina

Milho Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), desoxinivalenol,

nivalenol, zearalenona, fumanisinas, toxina T-2,
citrinina, ocratoxina A

Produtos lacteos Aflatoxina M1, ocratoxina A
Sementes oleaginosas Aflatoxinas (B1, B2, Gl e G2)
Uvas passas Ocratoxina A

Fonte: Abrunhosa (2008)

Para Jarvis e Miller (2005), as micotoxinas de maior relevancia para a
saude de animais e humanos sdo as aflatoxinas, produzidas por fungos do género
Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas por
espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium e as fusariotoxinas,
que tém como principais representantes os tricotecenos, a zearalenona e as
fumonisinas, produzidas por diversas espécies do género Fusarium. Dentre as

micotoxinas, a OTA é a que apresenta maior relevancia para o café, por
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apresentar limites maximos toleraveis de ocorréncia (PIMENTA,; VILELA,
2003).

Segundo Vasanthi e Bhat (1998), em todas as etapas de producdo devem
ser tomadas medidas preventivas para reduzir o risco de micotoxinas em
produtos agricolas, desde o plantio, a colheita, a secagem, o transporte e a

estocagem da matéria-prima até o processamento do produto final.

2.3.1 Ocratoxina A: caracterizagdo, ocorréncia e limites maximos de

ingestéo

A OTA pode ser encontrada em muitos alimentos, como cereais (trigo,
aveia, cevada, milho), vinho, suco de uva, cerveja, frutas secas (passas), soja,
cacau, cha, temperos, café (verde, torrado e instantaneo) e produtos de origem
animal (ALMEIDA et al., 2007; FUJII et al., 2007). Segundo Marin (2005),
OTA é um grupo de sete derivados de isocumarina ligada a uma amina que, por

sua vez, esta unida a um grupo B-fenilalanina (Figura 3).

Figura 3 Estrutura quimica da ocratoxina A
Fonte: Marin (2005)

A OTA é um metabdlito secundario produzido por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium. As principais espécies de fungos do género

Aspergillus produtores de OTA em café sdo A. ochraceus, A. carbonarius, A.
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niger e A. westerdijkiae (GILBERT; ANKLAM, 2002; MORELLO et al., 2007).
De acordo com Moss (1996), a principal espécie produtora de OTA em café é A.
ochraceus.

A OTA caracteriza-se por apresentar fluorescéncia verde quando
exposta a luz ultravioleta e tem uma molécula de cloro em sua estrutura,
responsavel pelo carater toxico (EDWARDS; O’CALLAGHAN; DOBSON,
2002). A fluorescéncia da OTA ¢€ utilizada para a revelacdo em cromatografia de
camada delgada (CCD) e para a sua detec¢do por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (ABRUNHOSA, 2008).

Vérios paises estabeleceram limites maximos de OTA para diversos
cereais e outros produtos, no entanto, poucos tém legislagdo para gréos de café.
A Unido Europeia estabeleceu limites de 5 pg/kg para a concentracdo de OTA
em café torrado e 10 ug/kg em café solivel. Certos paises impuseram limites
também para café verde de 8-20 ug/kg (LEONG et al., 2007). No Brasil, a
concentracdo de OTA em café torrado e soluvel é de 10 ug/kg, estabelecida pela
Resolucdo- RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011).

Segundo Gelli et al. (2001), a seguranga do alimento é a maior
preocupacdo que a inddstria alimenticia enfrenta. O sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) é indicado pelo Codex
Alimentarius para garantir a seguranca de produtos alimenticios. Assim, a
aplicacdo dos principios da APPCC depende de base cientifica quanto aos
fatores relacionados a producdo de OTA em toda cadeia produtiva do café, até o
armazenamento do grdo beneficiado, para assim caracterizar como e quais
medidas de controle de carater preventivo poderao ser utilizadas.

No Brasil, a selegdo tradicional de cafés de boa qualidade para atender
as exportacdes inclui uma classificacdo sensorial que elimina qualquer material
com significativa presenca de fungos e OTA acima dos niveis admitidos. Assim,

cafés contaminados sdo improvaveis de serem aceitos e comercializados, uma
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vez que odores e sabores indesejaveis os tornam inaceitaveis. Entretanto, cafés
sem 0 mesmo rigor de selegdo podem apresentar niveis significativos de OTA. A
preocupacdo reside, portanto, no consumo interno do pais, uma vez que se
consome o excedente do produto exportavel (CHALFOUN; PARIZZI, 2008).

2.3.2 Ocratoxina A: riscos a saude do consumidor

A OTA, quando ingerida, permanece no organismo por um longo
periodo, tendo uma meia vida de 35 dias em humanos, de 72 a 120 horas em
porcos e de 77 horas em animais ruminantes (AL-ANATI; PETZINGER, 2006).

Em humanos, a OTA é excretada lentamente, devido a sua grande
afinidade com algumas proteinas plasmaticas, sua circulagdo entero e sua
reabsorcédo da urina (LINO et al., 2008; RICHARD, 2007). A OTA acumula no
tecido adiposo e este processo também auxilia na lenta eliminacdo pelo
organismo (PITT, 2000). Apos ser ingerida, a OTA é lentamente absorvida pelo
trato gastrintestinal, entra na circulagdo, sendo distribuida, principalmente, para
os rins, e as concentraces inferiores podem ser encontradas no figado, no
masculo e na gordura (FUNGARO; SARTORI, 2009; VARGA; SAMSON,
2008).

Os rins sdo o principal alvo da atividade téxica da OTA, no entanto, o
figado também pode sofrer danos quando exposto a altos niveis da toxina
(BUSBY JUNIOR; WOGAN, 1981). Estudos demonstram que a OTA esta
relacionada com a nefropatia endémica dos Bélcas, doenga degenerativa dos rins
que afeta exclusivamente a populagdo adulta rural (ESTEBAN et al., 2006;
LOBEAU et al., 2005).

Para Zhang et al. (2009), pesquisas tém indicado que a OTA pode afetar

também o sistema neural. Os mecanismos moleculares de sua neurotoxicidade
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ainda ndo estdo bem elucidados, embora o potencial neurotoxico da OTA seja
conhecido.

Os efeitos toxicos da OTA parecem estar relacionados a sua capacidade
de inibir a sintese proteica, competindo com a fenilalanina na reacdo catalisada
pela fenilalanil-tRNA sintetase e outros sistemas que exigem esse aminoacido, e
aumenta a peroxidacdo lipidica, levando a um maior dano celular e mitocondrial
(DIRHEIMER, 1996; TURNER; SUBRAHMANYAM, 2009). Esta micotoxina
é, ainda, considerada nefrotdxica, citotdxica, carcinogénica, teratogéncia e
imunossupressora (ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006;
DACHOUPAKAN et al., 2009; LINO et al., 2008; SUAREZ-QUIROZ et al.,
2004). Tem sido investigada também como indutora de mutacfes génicas por
meio de mecanismos genotdxicos ainda ndo muito claros.

A OTA foi classificada, pela International Agency for Research on
Cancer (IARC), como pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel carcinogénico
humano (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER -
IARC, 1993).

2.4 Fatores que influenciam o desenvolvimento fungico e a producdo de

ocratoxina A em café

De acordo com Nogueira e Oliveira (2006), a colonizac¢do fingica e a
producdo de toxina sdo favorecidas pelo contato prolongado com o solo durante
a fase de colheita e secagem dos grdos. Outros fatores, como temperatura,
atividade de agua (aw), pH, umidade e tipo de substrato, afetam o crescimento e
a producgdo de OTA pelo fungo (ESTEBAN et al., 2006; LASRAM et al., 2010,
PASSAMANI et al., 2014).

O desenvolvimento e a biossintese de OTA por fungos toxigénicos

dependem de fatores climéticos, sendo a temperatura e a aw os fatores que
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desempenham o papel mais importante. Estes fatores estdo relacionados ao
crescimento microbiolégico (PARK; BIN; BROD, 2001), além de ter a
capacidade de influenciar a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
micotoxinas (O'CALLAGHAN et al., 2006).

Existem temperaturas 6timas, minimas e maximas para o crescimento de
fungos toxigénicos, assim como uma temperatura Gtima para a producdo de
toxinas. A maioria dos fungos toxigénicos desenvolve-se entre 5 e 60 °C,
enguanto a faixa de temperatura para o crescimento e a producao de micotoxinas
encontra-se, geralmente, entre 25 °C e 40 °C (MOSS, 1991; PITT; HOCKING,
2009).

2.5 Efeitos das mudancgas climaticas sobre o desenvolvimento do cafeeiro

Os fatores climaticos exercem papel fundamental nos processos
fisioldgicos do cafeeiro, influenciando o excesso ou o déficit hidrico do sistema
agua-solo-planta, a absor¢do de nutrientes pela planta, bem como outras
caracteristicas relacionadas com disturbios fisiol6gicos e bioquimicos (AGRIOS,
2005). A produtividade e a qualidade do café estdo diretamente relacionadas as
condi¢Bes climaticas, uma vez que interferem nas fases de crescimento e
frutificacdo do cafeeiro, podendo alterar o zoneamento da cultura, as praticas de
manejo e os disturbios fisioldgicos, bem como o favorecimento de doencas e
pragas que incidem na cultura.

O cultivo do café arabica (Coffea arabica L.) requer temperaturas
médias anuais amenas, entre 18 °C e 23 °C. Por sua vez, o café conilon (Coffea
canephora) é menos sensivel as mudancas de clima, se adaptando a temperaturas
bem mais elevadas, com médias anuais entre 22 °C e 26 °C (CAMARGO, 2010;
PEZZOPANE, 2008). Portanto, é importante ressaltar que as mudangas
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climéticas afetardo estas espécies de formas diferentes, dadas as suas distintas
caracteristicas ecofisiologicas.

O cafeeiro, de modo geral, é pouco tolerante ao frio. Assim,
temperaturas proximas a 0,7 °C, no abrigo meteorolégico (FAGNANI, 1985) e a
-2,0 °C, proximo as folhas (CAMARGO; SALATI, 1966) podem indicar inicio
de um processo de danos aos tecidos das plantas. Temperaturas foliares entre -
3,0 °C e -4,0 °C provocam danos graves e morte dos tecidos (CARAMORI;
MANETTI FILHO, 1993; SENTELHAS; FAZUOLI; PEZZOPANE, 1995).
Regides com temperaturas médias anuais inferiores a 18 °C, a ocorréncia de
geadas, mesmo que esporadicas, e ventos frios podem limitar a exploracéo
econbmica da cultura (CAMARGO; FRANCO, 1985).

Segundo Camargo e Franco (1985), temperaturas médias acima de 30 °C
podem provocar danos a folhagem; temperaturas elevadas na fase de
florescimento poderdo culminar no abortamento dos botdes florais, néo
produzindo frutos. Além disso, se temperaturas altas no florescimento forem
associadas a extensos periodos secos, a probabilidade de abortamento das flores
aumenta. ExposicOes continuas acima de 30 °C resultam ndo apenas no menor
crescimento, mas também em anormalidades, como amarelecimento das folhas e
tumores na base do caule (DAMATTA, 2004).

Conforme Fioravanti (2012), pesquisas apontam que, no noroeste
paulista e no sul de Minas Gerais, as areas plantadas com café reduziram
drasticamente ou até mesmo desapareceram. Em resposta a0 aumento da
temperatura, estudos indicam que, até 2020, ocorrera uma redugdo proxima a
90% nas areas favoraveis ao plantio em Goias, Minas e S&o Paulo e de 75% no
ParanA (ASSAD et al., 2008). Temperaturas elevadas favorecem o
desenvolvimento e a maturagdo precoce dos frutos, provocando, assim, perdas
no rendimento e na qualidade dos gréos, uma vez que a colheita e a secagem dos

frutos coincidirdo com o periodo chuvoso. Caso a colheita, a secagem e 0
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beneficiamento do cafeeiro coincidam com a época chuvosa, poderé haver maior
incidéncia de fungos produtores de toxinas.

Qualquer fator que reduza a taxa fotossintética, tais como estresse
hidrico e/ou extremos de temperatura, pode diminuir e até inviabilizar a
producdo cafeeira do ano seguinte (CHAVES FILHO; OLIVEIRA, 2008).
Entretanto, estes impactos poderdo ser atenuados, caso haja disponibilidade
hidrica ao cafeeiro, pois a transpiracdo atua como regulador térmico das plantas,
reduzindo, assim, a temperatura das folhas, o que permite a manutencdo da
atividade fotossintética do cafeeiro, mesmo em condi¢fes de alta temperatura
(ALVES, 2010).

A precipitacdo é fator limitante que pode comprometer a produtividade
das lavouras cafeeiras. Regides onde a precipitacdo é maior que 150 mm por
més no periodo de floragdo, formacdo e maturagdo dos frutos, sdo consideradas
com condic@es hidricas favoraveis para producdo de café. Este periodo coincide
também com a época de renovacdo da lavoura, quando ela esta emitindo ramos e
folhas e, portanto, o cafeeiro necessita de maior umidade no solo. Na fase de
colheita, que coincide com o0 repouso, quando o crescimento da planta €
reduzido, a necessidade de umidade no solo é pequena (MARTINEZ; TOMAZ;
SAKIYAMA, 2007).

Estudos sobre mudancas climaticas preveem maiores irregularidades na
distribuicdo e na intensidade das chuvas, podendo ocasionar sérios danos ao
cafeeiro, pois a ocorréncia de chuvas excessivas no inverno pode contribuir para
que o cafeeiro se mantenha em estado de vegetacdo ativa. Nesta época, ele
deveria estar em repouso. Nestas condicOes, toda a parte aérea do cafeeiro pode
manifestar sintomas de clorose em folhas novas, queda das folhas, queima das
margens das folhas e dos brotos terminais, bem como manchas escuras em
diversos pontos da extremidade dos ramos (BITANCOURT; PINHEIRO, 1956).

Com o possivel aumento do cultivo do cafeeiro em altas altitudes (como
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estratégia de mitigacdo aos impactos das mudancas climaticas), a ocorréncia de
ventos frios e constantes nas partes mais expostas dos cafezais agravard a
ocorréncia de tais sintomas. Portanto, nessas regides devem ser adotadas praticas
de manejo, como a construcdo de quebra-ventos, de modo a minimizar tais
problemas.

As previsdes do Intergovernamental Panel on Climate Change indicam
um aumento da concentracdo de CO, na atmosfera com o passar dos anos
(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2007),
entretanto, ainda existe escassez de informagdes conclusivas sobre o efeito que o
CO, pode ter no desenvolvimento de muitas culturas agricolas. Alteragbes na
concentragdo de CO, podem causar mudancas na assimilagdo de carbono, na
producdo e na alocacdo de biomassa, na atividade estomatica e na transpiracdo
de diversas espécies vegetais, mas o volume de informac@es cientificas acerca
desses fendmenos na cultura do café ainda é reduzido.

Pimentel (2011) cita os principais efeitos do aumento de CO, no
metabolismo vegetal, como aumento da assimilacdo de CO, e da producéo de
biomassa, aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio, devido a menor producgédo
de Rubisco, menor condutancia estomatica, com consequente maior eficiéncia
de uso de éagua, estimulo da taxa de respiragdo mitocondrial e aumento da
produtividade agricola.

N&o se deve, no entanto, avaliar o impacto de alteragdes na concentracdo
de CO, atmosférica apenas sobre o metabolismo vegetal. Mudangas na
composicdo atmosférica podem provocar modificacdo de etapas do ciclo de
pragas, influenciar a taxa de desenvolvimento de patdgenos e, até mesmo,
modificar a resisténcia das plantas a eles, causando alteragbes no
agroecossistema. Essas alteracfes atmosféricas podem modificar a eficiéncia das
estratégias atualmente utilizadas no manejo fitossanitario (COAKLEY;
SCHERM; CHAKRABORTY, 1999).
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2.6 Efeitos das mudancas climaticas sobre a producao de micotoxinas

As concentragdes de didxido de carbono (CO,), mondxido de carbono
(CO) e metano (CH,), gases do chamado efeito estufa, estdo aumentando cada

vez mais e este fendmeno resulta em um superaquecimento ambiental
(SANT'ANA, 2010). Nos proximos 20 anos, o aquecimento global podera
aumentar a severidade de doencas em plantas em todo o0 mundo (MIRAGLIA et
al., 2009).

Segundo o Painel IPCC (2007), a temperatura aumentara cerca de 4 °C,
em 100 anos. Ainda ha grande incerteza sobre como essa mudanca influenciara a
produtividade de cada regido e como isso ir4d afetar a ocorréncia e a
concentragdo de micotoxinas.

De acordo com Paterson e Lima (2011), em regides gque, atualmente, sdo
mais frias havera maior produtividade de alimentos, o que levara a um provavel
aumento na concentracdo de micotoxinas, devido ao maior namero de culturas
em uma determinada area. O desenvolvimento de fungos produtores de
micotoxinas em temperaturas mais elevadas podera dominar regides que,
atualmente, tém climas mais frios. Em contrapartida, em regides que,
atualmente, sdo mais quentes haverd menor produtividade de alimentos e, com
isso, menor concentracdo de micotoxinas, devido ao menor numero de culturas
em uma determinada area. Nestas regides as temperaturas se tornardo muito altas
para o desenvolvimento de alguns fungos e a producéo de micotoxinas.

Conforme Ingram (1999) e Miraglia et al. (2009), os fatores climaticos
com maior probabilidade de alteracGes futuras sdo temperatura e precipitacéo,
proporcionando um grande impacto sobre planta, patégeno e micotoxina. O
aquecimento global ndo influenciara apenas os patossistemas ja presentes em
certas regides, mas também influenciard o surgimento de novas doencas, assim

como o desaparecimento de alguns fungos toxigénicos (DESPREZ-LOUSTAU
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et al., 2007). A chave para considerar o impacto que as mudancas climaticas
causam em um determinado microrganismo € a sua capacidade & mutacao.

Os efeitos das mudancas climaticas sobre a producdo de micotoxinas sao
compreendidos mais facilmente quando ocorrem o agrupamento de dados e o
tempo exato de contaminacdo junto com o desenvolvimento de modelos que
simulem cenérios do clima futuro, proporcionando estratégias de adaptacao
(FELS-KLERX et al., 2009; MIRAGLIA et al., 2009).
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CAPITULO 2

Incidéncia de fungos do género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri em
graos de café cultivados em duas regides produtoras do estado de Minas
Gerais

RESUMO

A ocratoxina A (OTA) é considerada a principal micotoxina associada ao
café, produzida, principalmente, por fungos do género Aspergillus SecGes
Circumdati e Nigri. Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
incidéncia de fungos produtores de OTA pertencentes ao género Aspergillus Secéo
Circumdati e Nigri em grdos de café cultivados em duas regides produtoras do
estado de Minas Gerais. Foram analisadas 14 amostras de graos de café arabica
(Coffea arabica L.), sendo sete do sul de Minas e sete do Cerrado de Minas. O
isolamento dos fungos Aspergillus Sec¢do Circumdati e Nigri foi realizado pela
técnica de plagueamento direto em meio dicloran rosa de bengala cloranfenicol
(DRBC). A identificacdo foi realizada com base nas caracteristicas morfologicas.
A quantificagdo de OTA dos isolados foi realizada por CLAE. Foram isolados e
identificados 90 fungos do género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri, dos quais
82% eram pertencentes a Secdo Nigri e 18% pertencentes a Secdo Circumdati. A
porcentagem de contaminagdo dos grdos de café cultivados na regido Sul de Minas
foi de 65,5%. As amostras do Cerrado Mineiro ndo apresentaram elevada
contaminacgdo flngica, tendo a porcentagem de contaminacdo dos gréos de café
nesta regido sido de 34,5%, todos da Secdo Nigri. A espécie encontrada com
maior frequéncia nas duas regides avaliadas foi A. niger. Neste estudo, 43,24%
dos isolados pertencentes a Se¢do Nigri foram produtores de OTA e, destes, 84%
foram A. niger e 16%, A. carbonarius. Dos isolados pertencentes ao género
Aspergillus Secdo Circumdati, 81,25% foram produtores de OTA, sendo 69% A.
ochraceus e 31% A.ostianus. Embora, neste estudo, os isolados de A. niger
tenham sido encontrados com maior frequéncia, a média da concentracdo de OTA
produzida por estes fungos (0,72 ug OTA/g) foi bem menor, quando comparada
com a média da concentragdo de OTA produzida por A. ochraceus (31,2 ug
OTA/g). A presenca de fungos toxigénicos ndo indica, necessariamente, a presenca
de OTA, mas indica um risco em potencial. O conhecimento das espécies
toxigénicas é essencial para a adocdo de medidas de controle e a garantia de um
produto seguro.

Palavras-chave: Fungos ocratoxigénicos. Grdos de café. Sul e Cerrado de Minas.
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ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is considered the main mycotoxin associated with
coffee, produced mainly by fungi of the genus Aspergillus, sections Circumdati
and Nigri. This study was conducted to evaluate the fungi incidence of the genus
Aspergillus, section Circumdati and Nigri, in coffee beans grown in two
producing regions of Minas Gerais. It was analyzed 14 samples of Arabica
coffee beans (Coffea arabica L.), seven of them being of the South of Minas and
seven in the Cerrado region of Minas. The isolation of the fungi Aspergillus,
Section Circumdati and Nigri, was carried out by plating technique straight amid
dichloran rose bengal chloramphenicol (DRBC). The identification was based on
morphological characteristics. The OTA quantification of the isolates was
performed by HPLC. Ninety (90) fungi of the genus Aspergillus Section Nigri
and Circumdati were isolated and identified, of which 82% were owned by
section Nigri and 18% belonging to Section Circumdati. The percentage of
coffee beans contamination grown in the South of Minas was 65.5%. Samples of
the Cerrado Mineiro have not elevated fungal contamination, and the percentage
of coffee beans contamination in this region was 34.5%, all in Section Nigri.
The species that were evaluated, the most often found in the two regions was A.
niger. In this study, 43.24% of the isolates belonging to Section Nigri were OTA
producers and, of these, 84% were A. niger and 16%, A. carbonarius. The
isolates that were belonging to the genus Aspergillus, Section Circumdati,
81.25% were producers of OTA, of wich 69% A. ochraceus and 31%
A.ostianus. Although in this study, isolated from A. niger have been found most
frequently, the average concentration of OTA produced by these fungi (0.72 ug
OTA/g) was much lower compared with the average concentration of OTA
produced by A. ochraceus (31.2 ug OTA/g). The presence of fungi toxigenic not
necessarily indicate the presence of OTA, but indicates a potential risk. The
knowledge of toxigenic species is essential for adopting measures to control and
guarantee a safe product.

Keywords: Fungi ocratoxigenic. Coffee beans. South and Cerrado of Minas
Gerais State - Brazil.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de infec¢bes microbianas nos graos de café pode
comprometer tanto o seu aspecto visual quanto o sabor e 0 aroma (BATISTA et
al., 2003). Entre os microrganismos associados aos frutos e aos graos de café, os
fungos filamentosos representam o grupo causador de maior dano, pois sdo
produtores de micotoxinas.

Dentre essas toxinas, a que apresenta maior relevancia para o café é a
OTA. Este metabolito secundario tem agdo nefrotoxica, teratogénica,
carcinogénica, imunossupressora e esta relacionado com a nefropatia endémica
dos Balcas, sendo classificada pela International Agency for Research on Cancer
- (IARC, 1993), como possivel carcinogénico renal humano (grupo 2B).

As principais espécies de fungos produtores de OTA em café sdo A.
ochraceus, A. carbonarius e A. niger (GILBERT; ANKLAM, 2002; MORELLO
et al., 2007).

Associada as condi¢Ges ambientais, a producdo de OTA pode acontecer
no processamento pés-colheita, durante o transporte ou no armazenamento dos
grdos. Os parametros macroclimaticos podem aumentar a umidade do ambiente
afetando a composicdo quimica da mucilagem do café e, assim, influenciar a
atividade microbiana (ALVES; VOLPATO; VIEIRA, 2011).

O café tem sido alvo de pesquisas que buscam verificar o potencial
toxigénico de fungos e, principalmente, detectar a presenca de OTA nos graos.
O conhecimento da distribuicdo de fungos toxigénicos na regido de maior
relevancia para a producdo de café do pais € uma ferramenta importante para
fornecer parametros de controle e prevengdo contra a producdo de micotoxinas.
Nesse sentido, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a incidéncia de

fungos produtores de OTA pertencentes ao género Aspergillus Secdo Circumdati



49

e Nigri em grdos de café cultivados em duas regiGes produtoras do estado de
Minas Gerais, Sul e Cerrado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e amostragem

As amostras de grdos de café utilizadas neste estudo foram obtidas em
duas regibes produtoras do estado de Minas Gerais, Sul e Cerrado. Na regido Sul
foram coletadas amostras nos municipios de Lavras, Luminarias, Cana Verde,
Itumirim, Varginha, Santo Antdnio do Amparo e Perd@es, e, na regido do
Cerrado, nos municipios de Araxa, lbia, Coromandel, Presidente Olegério,
Patrocinio, Patos de Minas e Monte Carmelo.

Foram utilizados grdos de café (Coffea arabica L.) da safra 2014/2015,
classificados como bebida dura, obtidos por meio de cooperativas agricolas
localizadas no Sul de Minas e Cerrado de Minas. Em cada regido foram
coletadas sete amostras, totalizando 14. Apds a coleta, as amostras foram
transportadas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, para posteriores

analises.

2.2 Avaliacdo do percentual de contaminacdo por fungos do género
Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri em grdos de café cultivados em duas

regides de Minas Gerais

De cada amostra de café foram selecionados 100 grdos, desinfetados
superficialmente com alcool a 70% (1 minuto) e hipoclorito de sédio a 1% (30
segundos) e lavados com agua destilada estéril por trés vezes consecutivas, para
a identificacdo dos fungos presentes no interior dos grdos, conforme descrito por
Samson et al. (2000). Apds a desinfeccdo, os gréos de café foram plaqueados

em meio de cultura dicloran rosa bengal cloranfenicol (DRBC). As placas foram
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incubadas, a 25 °C, por 7 dias, e 0s resultados foram expressos em porcentagem
de grdos contaminados por fungos filamentosos, conforme Pitt e Hocking
(1997). Somente as col6nias com caracteristicas morfoldgicas de Aspergillus
Secdo Circumdati e Nigri foram transferidas para meio de cultura agar extrato de

malte (MA), incubadas a 25 °C, por um periodo de sete dias.

2.3 Isolamento e identificacdo dos fungos

A partir das culturas puras, os fungos foram incubados em meio agar
czapeck levedura (CYA), a temperatura de 25 °C e 37 °C, por sete dias e agar
extrato de malte (MEA), a 25 °C, por sete dias. Ap6s o crescimento, foram
observadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas, descritas conforme
Klich (2002) e Varga et al. (2011).

2.4 Avaliacdo da producdo de OTA pelos Aspergillus Secdo Circumdati e
Nigri

Para a extragdo da OTA foi utilizado o método de Bragulat, Abarca e
Cabanes (2001) modificado. De maneira sucinta, trés plugs da coldnia foram
removidos da area interna, meio e borda de cada coldnia no décimo dia do
periodo de incubacéo. Esses plugs foram pesados e, depois, adicionado ao tubo 1
ml de metanol. Os tubos foram homogeneizados vigorosamente por 5 segundos
e mantidos, a 25 °C, por 60 minutos. Os extratos foram filtrados em unidades
filtrantes de PTFE (0.22 um) (Millipore) e, entdo, analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), no Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas
de Aguardente de Cana, no Departamento de Quimica da Universidade Federal

de Lavras.
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O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo Shimadzu, equipado com
duas bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU
20A3, interface modelo CBM-20? injetor automético modelo SIL-10AF e
detector de fluorescéncia RF-10 AXL (Aexe 330 nm; Ay 460 nm). Foram
utilizadas as colunas Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um)
conectadas a uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x
12,5 mm, 5 um). A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(metanol:acetonitrila:agua:écido acético), com fluxo de 0,8 mL min™. O volume
injetado das amostras e do padréo foi de 20 pL. O tempo de retengdo médio foi
de 11+0,1 minutos. A quantificagdo da OTA nas amostras foi realizada por meio
da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo linear (y =
1,11756x10° x = 2592,1485, em que y = area do pico e x = concentracdo de
OTA), correlacionando a area do pico versus a concentracdo da respectiva
solugdo padrdo, tendo o coeficiente de determinacéo (r2) obtido sido de 0,9999.
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram de 0,0004 e 0,0016
ug/g, respectivamente. A recuperacdo da OTA em meio de cultura CYA foi, em
média, de 87% (n =3). Todas as amostras foram analisadas em duplicata,

enguanto as solucdes padrdo de OTA foram injetadas em triplicata.

2.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas para a incidéncia de fungos do género
Aspergillus Secdo Circumdatti e Nigri, em relagdo as regifes e aos municipios
estudados, foram realizadas por meio de analise de variancia (ANAVA). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Percentual de contaminacdo por Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri

em graos de café cultivados em duas regides de Minas Gerais

O percentual de contaminacdo dos grdos de café dos municipios que

representam o Sul de Minas pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 Porcentagem de contaminacdo por Aspergillus em grdos de café nas
diferentes municipios do Sul de Minas. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade

Comparando-se os percentuais médios de contaminagdo por fungos nos
grdos de café dos diferentes municipios do Sul de Minas, observa-se que
PerdGes foi 0 que apresentou maior percentual de contaminacéo (16%), seguido
de Santo Antonio do Amparo (6%), Varginha (5,7%), Itumirim (2%) e Cana
Verde (1%). Os gréos de café obtidos dos municipios de Lavras e Luminarias
ndo apresentaram contaminacdo fangica. Os municipios de Itumirim, Cana

Verde, Luminarias e Lavras ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
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entre os percentuais de contaminagdo. Os municipios de Varginha e Santo
Antonio do Amparo apresentaram valores de contaminagdo estatisticamente
semelhantes.

Comparando-se os valores médios de contaminacdo por fungos nos
grdos de café dos diferentes municipios do Cerrado de Minas (Figura 2),
observa-se que Monte Carmelo foi o que apresentou maior percentual de
contaminacdo (6,3%), seguido por Ibid e Coromandel (1,3%), Presidente
Olegario (1,0%), Patrocinio (0,67%) e Araxa (0,33%). Os municipios de Araxa,
Ibid, Coromandel, Presidente Olegario, Patrocinio e Patos de Minas ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre si. As amostras obtidas de

Patos de Minas ndo apresentaram contaminacao fangica.
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Figura 2 Porcentagem de contaminagdo por Aspergillus em gréos de café nos
diferentes municipios do Cerrado de Minas. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade
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Para Paterson e Lima (2010), a contaminagdo por fungos
ocratoxigénicos em grdos de café ocorre na presencga de condigdes especificas,
como clima, susceptibilidade da planta, fatores intrinsecos e extrinsecos, 0
cultivo do produto, o manuseio, os nutrientes do substrato e a genética dos
microrganismos. A maior incidéncia de contaminacdo em Perddes,
provavelmente, ndo estd associada a condi¢des climaticas, uma vez que a cidade
encontra-se na mesma localizacdo que as demais estudadas do Sul de Minas e,
assim, tém climas semelhantes. O mesmo pode-se dizer para a cidade de Monte
Carmelo, na regido do Cerrado de Minas.

Das amostras analisadas, foram isolados e identificados 90 fungos do
género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri, dos quais 82% pertencem a Secéo
Nigri e 18% a Secdo Circumdati. Rezende et al. (2013), ao estudarem fungos
ocratoxigénicos associados a graos de café verde (Coffea arabica L.) em cultivo
convencional e organico no Brasil, encontraram, no sistema de cultivo
convencional, 31,87% dos grdos contaminados por fungos pertencentes a Secao
Nigri e 28,10% pertencentes a Secdo Circumdati. Pardo et al. (2004)
encontraram 67,40% de grdos contaminados por Aspergillus Se¢do Nigri, 0s
quais sd0 mais resistentes aos raios solares por apresentarem esporos com
pigmentagdo escura. Essa caracteristica favorece sua permanéncia no ambiente e
oferece vantagens para frente a seus competidores (NIELSEN et al., 2009; PITT;
HOCKING, 2009). Em contrapartida, alguns autores, estudando fungos
contaminantes em café, encontraram maior porcentagem de fungos
contaminantes em gréos de café pertencentes a Secdo Circumdati (BATISTA et
al., 2009; REZENDE et al., 2013).

Os fungos isolados dos grdos de café do Sul de Minas foram
identificados como A. niger (54%), A. ochraceus (20%), A.ostianus (7%), A.
tubingensis (7%), A. carbonarius (7%), A. foetidus (3%) e A. aculeatus (2%)
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(Figura 3). A espécie encontrada com maior frequéncia foi A. niger, seguida por
A. ochraceus.
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Figura 3 Frequéncia de ocorréncia das espécies em relagdo ao total de
Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri isolados de gréos de café no
Sul de Minas

A porcentagem de contaminacdo dos grdos de café encontrada na regido
Sul de Minas foi de 65,5%, dos quais 73% eram pertencentes a Se¢do Nigri e
27% & Secdo Circumdati. Resultados semelhantes foram encontrados por
Chalfoun e Batista (2006) que, estudando a regido do Sul de Minas, encontraram
33,33% dos grdos com pergaminho contaminados por fungos do género
Aspergillus Se¢do Circumdati e 72,73% e 64,71% dos frutos das amostras de
varrigdo e boia, respectivamente, contaminados por fungos da Secdo Nigri. Os
fungos isolados dos grdos de café do Cerrado de Minas foram identificados
como A. niger (71%), A. tubingensis (13%), A. foetidus (10%), A. aculeatus
(3%) e A. carbonarius (3%) (Figura 4). A espécie mais comum nesta regido
também foi A. niger, seguida por A. tubingensis. As amostras do Cerrado
Mineiro ndo apresentaram elevada contaminagdo flngica, sendo a porcentagem

de contaminacdo dos graos de café nesta regido de 34,5%. Em estudos realizados
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por Taniwaki et al. (2003), em amostras provenientes do Cerrado Mineiro, esta
baixa contaminacdo fungica também foi verificada. Os autores, estudando a
incidéncia de isolados de Aspergillus spp. potencialmente ocratoxigénicos em
diferentes regides produtoras no Brasil (Alta Paulista, Sorocabana, Alta Mogiana
e Cerrado Mineiro), encontraram baixos valores de contaminacdo fungica (<

4%) para os cafés do Cerrado Mineiro.
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Figura 4 Frequéncia de ocorréncia das espécies em relacdo ao total de
Aspergillus Secdo Nigri isolados de grdos de café no Cerrado de
Minas

Todos os fungos isolados dos grdos de café do Cerrado de Minas foram
da Secdo Nigri. A regido do Cerrado de Minas caracteriza-se por &reas de
altiplano, com altitude que varia de 800 m a 1.250 m e temperatura entre 18 °C e
23 °C (INDICACAO..., 2013); fungos da Se¢do Circumdati desenvolvem-se em
temperatura entre 24-31 °C (PITT; HOCKING, 1997). Dessa forma, a regido do
Cerrado Mineiro tem ambiente menos favoravel para o desenvolvimento de
fungos da Secdo Circumdati.

Por meio do teste Tukey, observou-se diferenca significativa entre a

incidéncia dos fungos do género Aspergillus Se¢do Circumdatti e o nimero total
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de isolados das regides. Isto ja era esperado, uma vez que no Cerrado de Minas
ndo ocorreu contaminagdo por nenhum fungo pertencente a Se¢do Circumdati.
Para os fungos do género Aspergillus Secdo Nigri ndo existe diferenca
significativa entre sua incidéncia e o numero total de isolados das regiGes
(Tabela 1).

Tabela 1 Valores médios de isolados A.circumdatti e A. nigri em gréos de café
de duas regibes de Minas Gerais

Regides A. circumdatti A. nigri
Sul de Minas 6b 14,33a
Cerrado de Minas Oa 10,33a

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade

A espécie encontrada com maior frequéncia nas duas regides estudadas
foi A. niger. Em alguns estudos ha relatos de que A. niger é a espécie
predominante em grdos de café contaminados (BOKHARI, 2007; ILIC et al.,
2007; LEONG et al., 2007; TANIWAKI et al., 2003). A. niger é amplamente
distribuido no ambiente, sendo contaminante de varios alimentos, ndo apenas de
graos de café (MAGNOLI et al., 2003; PERRONE et al., 2007; URBANO et al.,
2001).

3.2 Potencial ocratoxigénico das espécies
Do total de fungos isolados (90), das duas regifes analisadas, 45 foram

considerados produtores de OTA (Tabela 2). No Sul de Minas, 22 produtores
pertencem a Se¢do Nigri e 13 a Secdo Circumdati. No Cerrado de Minas, 10
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fungos da Secéo Nigri foram considerados produtores de OTA; nesta regido ndo
foram isolados fungos da Se¢do Circumdati.

Neste estudo, 43,24% dos isolados pertencentes a Secdo Nigri foram
produtores de OTA. Outros autores encontraram proporcdes diferentes. Pardo et
al. (2004), ao estudarem a ocorréncia de fungos ocratoxigenicos em café verde,
encontraram 7,3% dos isolados da Secdo Nigri como produtores de OTA. Em
estudos semelhantes realizados por Urbano et al. (2001), os autores encontraram
11,5% dos isolados da Se¢édo Nigri como produtores de OTA.

Dos isolados produtores de OTA pertencentes a Secéo Nigri, 84% foram
A. niger e 16%, A. carbonarius. Estes resultados diferem dos relatados por
Noonim et al. (2008) que encontraram apenas 13% dos isolados de A. niger
como produtores de OTA. A maior contaminagdo por OTA e a alta porcentagem
de A. niger produtor da toxina, quando comparadas aos dados de outros
trabalhos, sugerem que ocorreram condi¢des favoraveis para a producéo da OTA
(ASTORECA et al., 2009; BATISTA et al., 2009). Neste estudo ocorreu baixa
contaminacdo por A. carbonarius, no entanto, todos os isolados foram
produtores de OTA. Dentre as espécies de fungos do género Aspergillus secdo
Nigri, A. carbonarius é considerado um dos maiores produtores de OTA
(NOOMIN et al., 2008; SERRA, 2005).

Dos isolados pertencentes ao género Aspergillus Secdo Circumdati,
81,25% foram produtores de OTA, sendo 69% A. ochraceus e 31%, A.ostianus.
A porcentagem de A. ochraceus produtores de OTA encontrada neste estudo foi
semelhante a encontrada por Taniwaki et al. (2003), em cujo estudo 75% de
Aspergillus ochraceus foram produtores de OTA. Rezende et al. (2013),
encontraram 89,55% de Aspergillus ochraceus com capacidade de produzir
OTA.

Embora, neste estudo, os isolados de A. niger tenham sido encontrados

com maior frequéncia, a média da concentracdo de OTA produzida por estes
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fungos (0,72 pg OTA/g) foi bem menor quando comparada com a média da
concentracdo de OTA produzida por A. ochraceus (31,2 ug OTA/g). Entre os
fungos do género Aspergillus da Secdo Circumdati, A. ochraceus ¢ o maior
produtor de OTA em café (BATISTA et al., 2009; ESPADALE;
LAMPURLANES; AUBERT, 2008).

A producdo de OTA por fungos do género Aspergillus € dependente da
interacdo de varios fatores ambientais. A incapacidade de produzir OTA em uma
determinada condigdo ndo justifica qualquer concluséo sobre a habilidade geral
para a producéo da micotoxina (MUHLENCOERT et al., 2004).

Tabela 2 Valores médios das concentra¢des de OTA dos isolados

Média da o 4 Média da
.. N° de isolados | concentracgéo N® de isolados concentragdo
Espécies : Cerrado de
Sul de Minas de OTA - de OTA
Minas
(H9/g) (Hg/g)
Secdo Nigri
A. niger 32 (18) 0,03 22.(9) 0,69
A. tubingensis 04 (0) ND 04 (0) ND
A. carbonarius 04 (4) 7,62 01 (1) 5,75
A. foetidus 02 (0) ND 03 (0) ND
A. aculeatus 01 (0) ND 01 (0) ND
N° total de isolados 43 (22) 31 (10)
Secdo Circumdati
A. ochraceus 12 (9) 31,20 A
A. ostianus 04 (4) 4,42 A
N° total de isolados 16 (13)

() N° de isolados produtores de OTA
ND - Néo detectavel
A - Auséncia
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4 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que os cafés cultivados
nas duas regides estudadas (Sul de Minas e Cerrado de Minas) apresentaram
baixa contaminacdo fldngica, 0 que pode estar associado as boas préaticas
aplicadas durante a colheita e o processamento do café.

As amostras da regido do Sul de Minas apresentaram maior porcentagem
de contaminagao, quanto comparadas com as amostras do Cerrado de Minas. Os
valores médios de contaminacdo dos gréos de café dos diferentes municipios do
Sul de Minas indicaram que Perddes foi a cidade com maior incidéncia de
contaminagao por fungos do género Aspergillus. Na regido do Cerrado de Minas
0 municipio com maior contamina¢do por fungos do género Aspergillus foi
Monte Carmelo.

Os isolados de A. niger foram os maiores produtores de OTA, embora a
média da concentracdo de OTA produzida por estes fungos tenha sido bem
menor quando comparada com a média da concentracdo de OTA produzida por
A. ochraceus.

Assim, este estudo demonstra-se que as caracteristicas climaticas de uma
determinada regido influencia a presenca de fungos do género Aspergillus. A
presenca de fungos toxigénicos ndo indica, necessariamente, a presenca de OTA,
mas indica um risco em potencial. O conhecimento das espécies toxigénicas é

essencial para a adogdo de medidas de controle e garantir um produto seguro.
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CAPITULO 3

Influéncia in vitro de fatores abiéticos no crescimento e na biossintese de
Ocratoxina A por Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em meio
de cultura sintético a base de café no estado de Minas Gerais

RESUMO

O desenvolvimento e a biossintese de OTA por fungos toxigénicos
dependem de fatores climaticos, sendo a temperatura e a aw 0S que
desempenham o papel mais importante. Estes fatores estdo relacionados ao
crescimento microbiolégico, além de terem a capacidade de influenciar a
expressao dos genes envolvidos na biossintese de micotoxinas. Este estudo foi
realizado com o objetivo de avaliar a influéncia in vitro da temperatura e aw no
crescimento e na biossintese de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus
ochraceus em meio de cultura sintético a base de café. Para avaliar o efeito de
fatores abidticos no crescimento desses fungos e na biossintese da OTA, em
condigdes in vitro, foi utilizado, como ferramenta, um delineamento central
composto. Os isolados produtores de OTA foram cultivados em meio de cultura
sintético a base de café com diferentes atividades de agua (0,99, 0,98; 0,95; 0,92
e 0,91) e incubados em diferentes temperaturas (17 °C, 20 °C, 27,5°C, 35°C e
38 °C). Os isolados de A. carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293
apresentaram o maior crescimento nos intervalos de aw entre 0,935 a 0,965 e
temperatura entre 25 °C a 32 °C. Do mesmo modo, as condigdes 6timas de
crescimento para os isolados de A. ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212
ocorreram nos intervalos de aw entre 0,940 a 0,990 e temperatura entre 21 °C a
30 °C. A maior quantidade de OTA produzida por A. carbonarius
CCDCA10288 e CCDCA10293 (19,7 e 15,7 ng/g respectivamente) foi obtida
em aw de 0,99 e temperatura entre 15 °C a 25 °C. Verificou-se uma tendéncia
para maior producdo de OTA por A. ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212
(8,9 e 7,9 ng/g respectivamente) em aw entre 0,98 a 0,99 e temperatura entre 25
°C a 35 °C e 22 °C a 32 °C, respectivamente. O efeito da temperatura e da aw
sobre a producdo de OTA é compreendido mais facilmente quando ocorrem o
agrupamento de dados e o desenvolvimento de modelos que simulem cenarios
climaticos, proporcionando estratégias de adaptacao.

Palavras-chave: Temperatura. Atividade de &gua. Fungos toxigénicos.
Ocratoxina A.
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ABSTRACT

The OTA development and biosynthesis by toxigenic fungi depend on
climatic factors, the temperature and aw those who play the most important role.
These factors are relate to microbiological growth, and have the ability to
influence the expression of genes involved in the biosynthesis of mycotoxins.
This study was conducted to evaluate the in vitro influence of temperature and
aw growth and OTA biosynthesis by Aspergillus carbonarius and Aspergillus
ochraceus in synthetic culture coffee base. To evaluate the effect of abiotic
factors in the growth of these fungi and in the OTA biosynthesis in vitro
conditions, it was used as a tool, a central composite design. The isolates
producers of OTA were cultivated on synthetic culture coffee base with different
water activity (0.99, 0.98, 0.95, 0.92 and 0.91) and incubated at different
temperatures (17 ° C 20 ° C, 27.5° C, 35 ° C and 38 ° C). The isolates of A.
carbonarius CCDCA10288 and CCDCA10293 showed the largest increase in
aw ranges from 0.935 to 0.965, and temperatures between 25 ° C to 32 ° C.
Similarly, the optimum growth conditions for the isolates of A. ochraceus
CCDCA10211 and CCDCA10212 occurred in the aw intervals between 0.940 to
0.990, and temperatures between 21 ° C to 30 ° C. The biggest amount of OTA
produced by A. carbonarius CCDCA10288 and CCDCA10293 (19.7 and 15.7
ng/g, respectively) was obtained at aw 0.99 and temperature of 15 ° C to 25 ° C.
There was a trend for increased OTA production by A. ochraceus
CCDCA10211 and CCDCA10212 (8.9-7,9 ug/ g, respectively) in aw of 0.98 to
0.99, and temperatures between 25 ° C to 35 ° C and 22 ° C to 32 ° C,
respectively. The temperature and aw affect on the production of OTA is
understood more easily when occur the information grouping and the
development of models that simulate weather scenarios, providing adaptation
strategies.

Keywords: Temperature. Water activity. Toxigenic fungi. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo compostos quimicos toxicos produzidos por fungos
filamentosos, prejudiciais aos seres humanos e animais. Os efeitos toxicos da
OTA parecem estar relacionados a sua capacidade de inibir a sintese proteica,
competindo com a fenilalanina na reacdo catalisada pela fenilalanil-tRNA
sintetase e outros sistemas que exigem esse aminoacido, e aumenta a
peroxidacdo lipidica, levando a um maior dano celular e mitocondrial
(DIRHEIMER, 1996; TURNER; SUBRAHMANYAM, 2009). Esse metabdlito
secundario pode ter efeito teratogénico, nefrotéxico, imunossupressor e possivel
carcinogénico, classificado no grupo 2B (DACHOUPAKAN et al., 2009;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC,
1993).

A OTA pode ser encontrada em muitos alimentos, como cereais (trigo,
aveia, cevada, milho), vinho, suco de uva, cerveja, frutas secas (passas), soja,
cacau, cha, temperos, café (verde, torrado e instantaneo) e produtos de origem
animal (ALMEIDA et al., 2007; FUJII et al.,, 2007). A Unido Europeia
estabeleceu limites de 5 ug/kg para a concentracao de OTA em café torrado e 10
ug/kg em café soluvel. Certos paises impuseram limites também para café verde
de 8-20 ug/kg (LEONG et al., 2006). No Brasil, a concentracdo de OTA em café
torrado e solavel é de 10 pg/kg, estabelecida pela Resolugdo- RDC n° 7, de 18
de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011).

O desenvolvimento e a biossintese de OTA por fungos toxigénicos
dependem de fatores climaticos, sendo a temperatura e a aw 0S que
desempenham o papel mais importante. Estes fatores estdo relacionados ao
crescimento microbioldgico (PARK; BIN; BROD, 2001), além de terem a
capacidade de influenciar a expressdo dos genes envolvidos na biossintese de
micotoxinas (O'CALLAGHAN; STAPLETON; DOBSON, 2006). O efeito
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desses fatores sobre a producdo de micotoxinas € compreendido mais facilmente
quando ocorre o0 agrupamento de dados e desenvolvem-se modelos que simulem
cenérios climaticos, proporcionando estratégias de adaptacdo (FELS-KLERX et
al., 2009; MIRAGLIA et al., 2009).

Nesse sentido, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
influéncia in vitro da temperatura e da atividade de dgua no crescimento e na
biossintese de OTA por Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em

meio de cultura sintético a base de café.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados

Foram selecionados quatro isolados produtores de OTA, obtidos de
amostras de café proveniente de regides cafeeiras de Minas Gerais. Foram
utilizados dois Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e CCDCAL10293 e dois
Aspergillus ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212, pertencentes a colecéo
de cultura de microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da

Universidade Federal de Lavras.

2.2 Reativacao dos isolados e avaliacdo do potencial ocratoxigénico

Os isolados foram reativados em meio malt agar (MA) (extrato de
malte) e incubados, a 25 °C, por sete dias. Para a avaliacdo do potencial
ocratoxigénico, os isolados da Secao Circumdati foram inoculados em meio agar
sacarose extrato de levedura (YES) e os da Secdo Nigri, em meio &gar czapeck
levedura (CYA), a 25 °C, por sete dias, conforme Filtenborg e Frisvad (1980).
Em seguida, um disco da colbnia pura de cada isolado foi colocado em pontos
equidistantes da placa de cromatografia de camada delgada. Foram utilizados 10
uL de solugdo padriao de OTA (Sigma-Aldrich), adicionados em um ponto pre-
determinado da placa de cromatografia. A fase mével foi composta por tolueno,
acetato de etila e acido formico 90% (60:30:10). Apds a eluicdo, a placa foi
colocada para secar em capela de fluxo laminar. A confirmagdo quanto a
producdo das micotoxinas foi feita sob luz ultravioleta de A 366 nm em
cromatovisor Camag (UF-Betrachter). Os isolados considerados produtores de
OTA apresentaram um fator de retengdo (RF) e um spot de fluorescéncia

semelhantes ao do padréo da micotoxina.
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2.3 Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento central composto rotacional (DCCR) como
ferramenta para avaliar o efeito dos fatores abidticos no crescimento e na
biossintese de OTA dos isolados. Os resultados foram analisados por meio de
superficie de resposta. Foram estudadas duas variaveis em cinco niveis (Tabela
1). As variaveis independentes avaliadas foram temperatura e atividade de agua.
Como variavel resposta ou dependente foram determinados o crescimento do

fungo (mm) e a producao de OTA (ug/g).

Tabela 1 Variaveis experimentais com valores reais e codificados.

Variaveis | | 168 | -1 | o | 1 | 168
Temperatura X1 17 20 27,5 35 38
aw X2 091 092 09 0098 0,99

Tabela 2 Matriz do delineamento experimental

Ensaios | Temperatura | aw
T1 20 0,92
T2 20 0,98
T3 35 0,92
T4 35 0,98
T5 17 0,95
T6 38 0,95
T7 27,5 0,91
T8 27,5 0,99
T9 27,5 0,95
T10 27,5 0,95

T11 27,5 0,95
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Esse planejamento constituiu-se de 11 ensaios (Tabela 2), sendo trés
repeticdes no ponto central (T9, T10, T11). Cada ensaio foi conduzido em
triplicata para a variavel resposta crescimento e em duplicata para a producao de
OTA. A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do programa

computacional Chemoface versdo 1.5.

2.4 Preparo do meio de cultura a base de café

O meio de cultura a base de café foi preparado seguindo a metodologia
de Pardo et al. (2005). Colocaram-se 175 g de café verde moido em um pano
limpo em forma de saco, mergulhando-se em 1 L de &gua destilada fervente e
cozido em fogo brando por 60 minutos, sempre completando o volume de &gua
quando necessario. O liquido foi filtrado em gaze hidrofilizada e adicionados 20
g de agar (Merck).

A atividade de 4gua do meio sintético de café foi de 0,99, sendo ajustada
para 0,98; 0,95; 0,92 e 0,91, adicionando-se diferentes quantidades de glicerol
conforme Belli et al. (2004). A atividade de agua do meio de cultura foi
verificada com o auxilio de um Aqua-lab CX-2 (DECAGON DEVICES, inc.).

2.5 Inoculacéo dos esporos

A suspensdo de esporos foi preparada em agua destilada estéril contendo
0,5% de Tween 80. A camara de Neubauer foi utilizada para a determinacgdo da
concentragio final de esporos de 10°sporos/mL. O calculo do fator de
conversdo para conidios/mL foi realizado segundo Alves e Moraes (1998).

Foram vertidos 20 mL do meio de café em placas de Petri. Em seguida,

foi inoculada uma aliquota de 0,1mL de suspensdo de esporos do isolado no
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centro das placas, sendo incubadas nas temperaturas de 17 °C, 20 °C, 27,5 °C, 35
°C e 38 °C, segundo o delineamento experimental utilizado.

2.6 Avaliacdo do crescimento de Aspergillus carbonarius e Aspergillus

ochraceus

As placas de Petri foram examinadas no 10° dia de incubacdo e o
didmetro da col6nia foi medido em duas dire¢des perpendiculares, com o auxilio

de um paquimetro digital.

2.7 Extracao e quantificacdo de OTA

A OTA foi extraida de acordo com o método de Bragulat, Abarca e
Cabanes (2001) modificado. De maneira sucinta, trés plugs da colénia foram
removidos da area interna, meio e borda de cada colénia, no 10° dia do periodo
de incubagdo. Esses plugs foram pesados e, depois, foi adicionado ao tubo 1 ml
de metanol. Os tubos foram homogeneizados vigorosamente por 5 segundos e
mantidos, a 25 °C, por 60 minutos. Os extratos foram filtrados em unidades
filtrantes de PTFE (0,22 um) (Millipore) e, entdo, analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) no Laboratério de Analises Fisico-Quimicas
de Aguardente de Cana, no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Lavras.

O equipamento utilizado foi um CLAE Shimadzu, equipado com duas
bombas de alta pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A3,
interface modelo CBM-20?, injetor automatico modelo SIL-10AF e detector de
fluorescéncia RF-10 AXL (Aexe 330 nm; A, 460 nm). Foram utilizadas as
colunas Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum) conectadas a
uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12,5 mm, 5
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pum). A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(metanol:acetonitrila:agua:acido acético), com fluxo de 0,8 mL min™. O volume
injetado das amostras e do padrdo foi de 20 puL. O tempo de retencdo medio foi
de 11+0,1 minutos. A quantificacdo da OTA nas amostras foi realizada por meio
da construcdo de uma curva analitica obtida por regressdo linear (y =
1,11756x10" x = 2592,1485, em que y = &rea do pico e x = concentracdo de
OTA), correlacionando a area do pico versus a concentracdo da respectiva
solucéo padréo, tendo o coeficiente de determinagdo (r2) obtido sido de 0,9999.
Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram de 0,0004 e 0,0016
ng/g, respectivamente. A recuperacdo da OTA em meio de cultura CYA foi, em
média, de 87% (n =3). Todas as amostras foram analisadas em duplicata,

enguanto as solucdes padrdo de OTA foram injetadas em triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do crescimento de Aspergillus carbonarius e Aspergillus

ochraceus em diferentes temperaturas e atividades de agua

Nas Tabelas 3 e 4 estdo descritos as matrizes do delineamento e o0s
valores obtidos nos ensaios de avaliagdo do crescimento de Aspergillus
carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293 e Aspergillus ochraceus
CCDCA10211 e CCDCA10212, ap6s 10 dias de crescimento. Foram observadas
diferencas no nivel de crescimento dos isolados nos diferentes tratamentos,
devido as alteragbes das varidveis independentes avaliadas, temperatura e
atividade de agua.

Por meio dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes
de regressdo e ajustar um modelo quadratico que relaciona a temperatura e a
atividade de agua do meio de cultura sintético a base de café, com o crescimento

dos isolados estudados.
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Tabela 3 Matriz do delineamento e valores obtidos nos ensaios de avaliacdo do
crescimento  de  Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e

CCDCA10293
. Temperatura Crescimento Crescimento

Ensaios €C) Aw | CCDCA10288 CCDCA10293
(mm) (mm)
T1 20 0,92 9,64 9,95
T2 20 0,98 31,78 32,60
T3 35 0,92 34,95 36,54
T4 35 0,98 40,00 39.92
15 17 0,95 25,00 26,11
T6 38 0,95 53,70 50,08
T 275 0,91 51,44 50,65
T8 275 0,99 49,98 47,68
T9 21,5 0,95 87,50 87,37
T10 275 0,95 87,67 87,50
T11 27,5 0,95 87,40 87,73

Tabela 4 Matriz do delineamento e valores obtidos nos ensaios de avaliacdo do

crescimento de Aspergillus ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212
_ Temperatura Crescimento Crescimento
Ensaios C) Aw CCDCA10211 CCDCA10212

(mm) (mm)
T1 20 0,92 25,19 24,82
T2 20 0,98 75,08 72,77
T3 35 0,92 26,80 19,78
T4 35 0,98 38,89 36,98
T5 17 0,95 32,15 36,68
T6 38 0,95 0,00 0,00
T7 27,5 0,91 43,24 40,17
T8 27,5 0,99 65,34 64,32
T9 27,5 0,95 87,40 87,42
T10 27,5 0,95 87,59 87,60
T11 27,5 0,95 87,76 87,75

Na Tabela 5 encontram-se os modelos obtidos e o coeficiente de
determinac&o (R?) para o crescimento dos isolados. A porcentagem de variancia

explicada (R?) pelos modelos foi satisfatoria para todas as respostas estudadas. A
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partir destes modelos foram construidas as curvas de contorno para a
visualizagdo das condi¢cGes mais adequadas de temperatura e atividade de agua,

que resultaram em um melhor crescimento dos isolados.

Tabela 5 Modelos preditos para o crescimento dos isolados avaliados (mm)

Fungos | Modelo Predito | R

A. carbonarius Cres =-1,90 + 47,23T -0,51T2+ 3,8%9aw 0,84
CCDCA10288 (mm) -2,02aw? - 18,98Taw

A. carbonarius Cres=-1,94 + 49,55T -0,51T2+ 3,96aw 0,86
CCDCA10293 (mm) - 2,05aw? - 24,41 Taw

A. ochraceus Cres=-1,36 + 72,71T - 0,62T2 + 2,65aw 0,96
CCDCA10211 (mm) -1,32aw? - 42,00Taw

A. ochraceus Cres=-1,49+64,71T -0,61T2+ 2,93aw 0,96

CCDCA10212 (mm) - 1,48aw? - 34,16 Taw

Os diagramas de Pareto (Figura 1) foram utilizados para avaliar a
significancia e o tipo de efeitos (sinérgico ou antagbnico) sobre o crescimento
dos isolados de Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293.

p=0.05 p=0.05

Temperatura(i1) | 194.5948 Temperatura(x1) | : 129.1794

aw(2) || F5.8942 1 X172 1519149

X2 | 63,3931 1 awp2) | 41,5768

e, IR T P
Figura 1 Diagrama de Pareto com efeito da temperatura (X1) e atividade de agua
(X2) sobre Aspergillus carbonarius CCDCA10288 (a) e Aspergillus
carbonarius CCDCA10293 (b)
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De acordo com as Figuras l1a e 1b, todas as varidveis e também suas
interagbes foram significativas (p>0,05) para o crescimento dos isolados. A
variavel que mais influenciou o crescimento dos isolados foi a temperatura,
seguida da atividade de &gua, ambas com efeito sinérgico (positivo). Uma
melhor interpretagdo das condi¢cOes Otimas de crescimento é apresentada por
meio das curvas de contorno (Figura 2).

De acordo com as curvas de contorno (Figuras 2a e 2b), observa-se que
os isolados de Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293
apresentaram o maior crescimento (78 mm) nos mesmos intervalos de atividade
de agua entre 0,935 a 0,965 e temperatura entre 25 °C a 32 °C.

) 3
Temperatura

Figura 2 Curva de contorno para crescimento, em funcdo das interacGes entre
temperatura e atividade de agua sobre Aspergillus carbonarius
CCDCA10288 (a) e Aspergillus carbonarius CCDCA10293 (b)

Estes resultados demonstram a influéncia significativa da temperatura e
da atividade de &gua sobre o crescimento dos isolados de Aspergillus
carbonarius. Em geral, esses isolados crescem em temperaturas entre 15 °C e 42
°C, sendo a temperatura 6tima para seu crescimento de 25 °C a 30 °C (LEONG;
HOCKING; PITT, 2004; PERRONE et al., 2008) ou entre 25 °C e 35 °C,
dependendo do isolado e do substrato utilizado para o crescimento
(MITCHELL; ALDRED; MAGAN, 2003). Em relacdo a atividade de &gua, o

intervalo 6timo de crescimento para Aspergillus carbonarius, geralmente,
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encontra-se entre 0,95 e 0,99 (ALBORCH et al., 2011; BELLI et al., 2005;
ROMERO et al., 2007).

Astoreca et al. (2007) avaliaram o efeito da atividade de agua e da
temperatura sobre o crescimento de Aspergillus carbonarius isolados de
diferentes substratos na Argentina. O crescimento 6timo observado para o
isolado foi a temperatura de 30 °C e atividade de agua de 0,97. Passamani et al.
(2014), estudando a influéncia da temperatura, da atividade de agua e do pH no
desenvolvimento e produgdo de OTA por Aspergillus carbonarius em meio de
cultura semissintético de uva, verificaram que seu maior crescimento ocorreu a
temperatura entre 20 °C a 33 °C e atividade de &gua entre 0,95 e 0,98. Chiotta et
al. (2015) demonstraram que as condigBes Otimas para o crescimento de
Aspergillus carbonarius foram 28 °C de temperatura e 0,98 de atividade de
agua. Souza et al. (2016), analisando o crescimento de Aspergillus carbonarius
em meio sintético de café, observaram que o maior crescimento foi a 25 °C de
temperatura. Os resultados encontrados por estes autores estdo dentro da faixa
Otima de temperatura obtida neste trabalho para o crescimento dos isolados de
Aspergillus carbonarius (25 °C a 32 °C).

Em alguns estudos (ALBORCH et al., 2011; BELLI et al., 2005;
ROMERO et al., 2007) ha relatos de que o intervalo 6timo de crescimento para
Aspergillus carbonarius, geralmente, encontra-se em atividade de agua entre
0,95 e 0,99. Mitchell et al. (2004), estudando os efeitos da atividade de agua e
temperatura no crescimento e na producgdo de OTA por Aspergillus carbonarius,
a partir de uvas na Europa e em lsrael, verificaram que o intervalo 6timo de
crescimento para os isolados ocorreu entre 0,93-0,987 de atividade de agua.
Esteban et al. (2006) demonstraram que 0 crescimento desta espécie em meio
YES ocorre em atividade de agua entre 0,82-0,99. Resultados semelhantes em
relacdo ao Otimo de atividade de agua para o crescimento de Aspergillus

carbonarius foram encontrados neste trabalho (0,92-0,98).
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Vale ressaltar que as variagdes das condi¢Bes 6timas de crescimento em
relacdo as duas variaveis (temperatura e atividade de &gua) encontradas nos
varios estudos podem estar relacionadas a composicdo do meio de cultura ou,
ainda, ao isolado utilizado.

Os diagramas de Pareto (Figura 3) foram utilizados para avaliar a
significancia e o tipo de efeitos (sinérgico ou antagbnico) sobre o crescimento
dos isolados de Aspergillus ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212. De
acordo com as Figuras 3a e 3b, todas as variaveis, e também sua interacao,
foram significativas (p> 0,05) para o crescimento dos isolados.

A variavel que mais influenciou o crescimento dos isolados foi atividade
de &gua, tendo um efeito sinérgico (positivo). A temperatura apresentou efeito
antagbnico (negativo). Uma melhor interpretacdo das condigdes Gtimas de

crescimento é apresentada por meio das curvas de contorno (Figura 4).

p=0.05 p=0.05

awx2) 183.0443 aw(x2) 2125974

Temperatura(x1) -157.1594 4 Temperatura(X1) 1984817 |

X1*X2 -104.9645 q X2 -93.0942

. L n . . L . L
o 50 100 150 200 o 50 100 150 200
Standardized Effect (absolute value (1)) Standardized Effect (absolute value (t))

Figura 3 Diagrama de Pareto com efeito da temperatura (X1) e atividade de agua
(X2) sobre Aspergillus ochraceus CCDCA10211 (a); Aspergillus
ochraceus CCDCA10212 (b)

De acordo com as curvas de contorno (Figuras 4a e 4b), observa-se que
0s isolados de Aspergillus ochraceus CCDCA10211 e CCDCA10212
apresentaram o maior crescimento (81 mm), nos mesmos intervalos de atividade

de agua entre 0,94 a 0,99 e temperatura entre 21 °C a 30 °C.
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E3 ’ 0 E3
Temperatura Temperatura

Figura 4 Curva de contorno para crescimento em funcdo das interagOes entre
temperatura e atividade de agua sobre Aspergillus ochraceus
CCDCA10211 (a); Aspergillus ochraceus CCDCA10212 (b)

Em geral, Aspergillus ochraceus crescem em temperaturas entre 8 °C e
37 °C, sendo a temperatura 6tima para seu crescimento de 24 °C a 31 °C. Em
geral, 0,76 é a atividade minima de &gua para seu crescimento, sendo o0 6timo
0,95-0,99 (PITT; HOCKING, 1997).

Pardo et al. (2005), estudando o crescimento de Aspergillus ochraceus
em meio de cultura a base de café verde, observaram intervalo 6timo de
crescimento a temperatura entre 20 °C a 30 °C e atividade de agua de 0,95-0,99.
Kouadio et al. (2007) demonstraram que as condi¢Ges 6timas para o crescimento
de Aspergillus ochraceus em meio de cultura & base de café foram 30 °C de
temperatura e 0,99 de atividade de &gua. Resultados semelhantes foram
encontrados neste trabalho em relagdo aos intervalos 6timos de temperatura e
atividade de agua para o crescimento de Aspergillus ochraceus (21 °C a 30 °C e
0,94 a 0,99).
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3.2 Avaliagéo da producédo de ocratoxina A por Aspergillus carbonarius e
Aspergillus ochraceus em diferentes temperaturas e atividades de agua

Nas Tabelas 6 e 7 estdo descritos as matrizes do delineamento e os
valores obtidos nos ensaios de avaliagdo de producdo de OTA por Aspergillus
carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293 e Aspergillus ochraceus
CCDCA10211 e CCDCA10212, ap6s 10 dias de crescimento. Foram observadas
diferencas no nivel de producdo de OTA pelos isolados nos diferentes
tratamentos, devido as alteracdes das varidveis independentes avaliadas:
temperatura e atividade de agua.

Por meio dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes
de regressdo e ajustar um modelo quadratico que relaciona a temperatura e a
atividade agua do meio de cultura a base de café com a produgdo de OTA pelos
isolados estudados.

Tabela 6 Matriz do delineamento e valores obtidos nos ensaios de avaliagdo de
produgdo de OTA por Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e

CCDCA10293
_ Temperatura Producdo de OTA | Produgdo de OTA
Ensaios o Aw CCDCA10288 CCDCA10293
(°C)
(ng/g) (ng/g)
T1 20 0,92 0 0
T2 20 0,98 16 13
T3 35 0,92 0 0
T4 35 0,98 60 0
T5 17 0,95 30 20
T6 38 0,95 0 10
T7 27,5 0,91 15 10
T8 27,5 0,99 200 155
T9 27,5 0,95 65 55
T10 27,5 0,95 70 60

T11 27,5 0,95 65 60
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Tabela 7 Matriz do delineamento e valores obtidos nos ensaios de avaliacdo de
producdo de OTA por Aspergillus ochraceus CCDCA10211 e

CCDCA10212
- Temperatura Producdo de OTA | Producdo de OTA
Ensaios o Aw CCDCA10211 CCDCA10212
°C)
(ng/g) (ng/g)
T1 20 0,92 15 2
T2 20 0,98 4 4
T3 35 0,92 3 2
T4 35 0,98 8 3
T5 17 0,95 0 0
T6 38 0,95 0 0
T7 27,5 0,91 2 3
T8 27,5 0,99 9 10
T9 27,5 0,95 3,5 6
T10 27,5 0,95 3 6,5
T11 27,5 0,95 7 3

Na Tabela 8 encontram-se os modelos obtidos e o coeficiente de

determinagdo (R?) para a producdo de OTA pelos isolados. A porcentagem de

variancia explicada (R?) pelos modelos foi satisfatéria para todas as respostas

estudadas. A partir destes modelos foram construidas as curvas de contorno para

a visualizacao das condi¢fes mais adequadas de temperatura e atividade de agua,

que resultaram em uma melhor producgéo de OTA pelos isolados.
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Tabela 8 Modelos preditos para producdo de OTA pelos isolados avaliados

(ng/g)
Fungos | Modelo predito | R?
A. carbonarius OTA =1,29 + 12,97T - 0,05T2 - 3,27aw 0,94
CCDCA10288 (ug/g) +1,99aw? - 11,11 Taw
A. carbonarius OTA= 272 + 16,00T - 0,04T2 - 1156aw 0,89
CCDCA10293 (ug/g) + 891aw? - 14,44Taw
A. ochraceus OTA= 826 - 0,68T - 0,03T2-1,78aw + 0,79
CCDCA10211 (ug/g) 937aw? + 2,78Taw
A. ochraceus OTA= 432 + 3,69T - 0,05T2 - 1,06aw + 0,81

CCDCA10212 (ug/g)  60law?- 1,11Taw

Os diagramas de Pareto (Figura 5) foram utilizados para avaliar a
significancia e o tipo de efeitos (sinérgico ou antagdnico) sobre a producdo de
OTA pelos isolados de Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e CCDCA10293.
De acordo com as Figuras 5a e 5b, todas as varidveis, e também sua interag&o,
foram significativas (p>0,05) para a producdo de OTA. A varidvel que mais
influenciou a producdo de OTA foi a atividade de agua, tendo um efeito
sinérgico (positivo). A temperatura apresentou efeito antagbnico (negativo).
Uma melhor interpretacdo das condi¢Bes 6timas de producdo de OTA pode ser

observada por meio das curvas de contorno (Figura 6).
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temperaturalil] 17.4436 K12 : 22,5167

X172 17.3205 temperaturaix) 17,6537
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Figura 5 Diagrama de Pareto com efeito da temperatura (X1) e atividade de agua
(X2) sobre Aspergillus carbonarius CCDCA10288 (a); Aspergillus
carbonarius CCDCA10293 (b)

De acordo com as curvas de contorno (Figura 6a e 6b), a maior
quantidade de OTA produzida por Aspergillus carbonarius CCDCA10288 e
CCDCA10293 (19,7-15,7 ng/g, respectivamente) foi obtida em atividade de
agua de 0,99 e temperatura entre 15 °C a 25 °C.

20 . 30 35
temperatura temperatura

Figura 6 Curva de contorno para producdo de ocratoxina A, em funcdo das
interacOes entre temperatura e atividade de &gua sobre Aspergillus
carbonarius  CCDCA10288 (a);  Aspergillus  carbonarius
CCDCA10293 (b)

As condigdes Otimas para a producdo de OTA por A. carbonarius
diferem das condigbes Otimas para o crescimento do fungo e ocorrem,

geralmente, & temperatura de 15 °C a 20 °C, e atividade de agua de 0,95 a 0,99

(MITCHELL et al., 2004; PATERSON; LIMA, 2011). Souza et al. (2016),
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avaliando a producdo de OTA em meio de café, observaram que a maior
producédo de OTA por Aspergillus carbonarius foi a 15 °C de temperatura e 0,99
de atividade de agua.

Em alguns estudos hé relatos de que a producdo de OTA por Aspergillus
carbonarius em diferentes substratos apresenta maior concentracdo na faixa de
15-25 °C de temperatura e 0,95 e 0,98 de atividade de agua (ALBORCH et al.,
2011; KAPETANAKOU et al., 2009; ROMERO et al., 2010), resultados
semelhantes ao encontrado neste trabalho (15 °C a 25 °C e 0,99 aw). A curva de
contorno indica uma reducdo na produgdo de OTA com aumento da temperatura
e reducdo da atividade de agua.

A concentracdo de OTA produzida por fungos micotoxigénicos é
totalmente dependente do substrato (KOKKONEN; JESTOI; RIZZO, 2005;
MOUNJOUENPOU et al., 2012). Sendo assim, a producdo de OTA por
Aspergillus carbonarius é influenciada pelo substrato, a temperatura e a
atividade de agua.

Os diagramas de Pareto para os isolados de Aspergillus ochraceus
(Figuras 7a e 7b) indicam que nenhuma das variaveis e sua interacdo foram
significativas (p>0,05) na produgdo de OTA. Uma melhor interpretagéo das
condi¢des 6timas de producdo de OTA é apresentada por meio das curvas de

contorno (Figura 8).
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Figura 7 Diagrama de Pareto com efeito da temperatura (X1) e atividade de agua
(X2) sobre Aspergillus ochraceus CCDCAL10211 (a); Aspergillus

ochraceus CCDCA10212 (b)

20 25 30
temperatura

35

20 25 30 3
temperatura

Figura 8 Curva de contorno para producdo de ocratoxina A, em funcdo das
interacOes entre temperatura e atividade de agua sobre Aspergillus
ochraceus CCDCA10211 (a); Aspergillus ochraceus CCDCA10212

(b)

Apesar de o efeito das varidveis ndo ter sido significativo, as curvas de

contorno (Figuras 8a e 8b) indicam uma tendéncia para melhor producdo de

OTA. Sendo assim, a maior quantidade de OTA produzida pelos isolados foi

obtida em atividade de agua entre 0,98 a 0,99. Em relacdo a temperatura, a maior
quantidade de OTA produzida por Aspergillus ochraceus CCDCA10211(8,9
ug/g) foi entre 25 °C a 35 °C e, por Aspergillus ochraceus CCDCA10212 (7,9
ug/g), entre 22 °C a 32 °C.
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As condigdes 6timas para a producéo de OTA por Aspergillus ochraceus
ocorrem, geralmente, a temperatura entre 12 °C a 37 °C (6tima de 25 °C) e a
partir de 0,85 de atividade de agua (sendo 0,97 a aw 6tima) (MOSS, 1991).

Ramos et al. (1998), estudando o efeito da atividade de &gua e
temperatura sobre o crescimento e a producdo de OTA por trés cepas de
Aspergillus ochraceus em meio de extrato de cevada, observaram maior
producdo de OTA a temperatura entre 25 °C a 30 °C e atividade de agua de
0,98. Souza et al. (2016), avaliando a producdo de OTA em meio de cultura
sintético de café, observaram que dois isolados de Aspergillus ochraceus
tiveram maior producdo de OTA a 25 °C de temperatura e 0,99 de atividade de
agua. Os resultados encontrados por estes autores estdo dentro da faixa 6tima de
temperatura e atividade de agua obtida neste trabalho para maior producdo de
OTA por Aspergillus ochraceus. As variagdes, provavelmente, ocorreram
devido a composicdo do meio de cultura ou, ainda, ao isolado utilizado.

Kouadio et al. (2007), avaliando o efeito da temperatura e da atividade
de 4gua sobre o crescimento e a producdo de OTA por Aspergillus ochraceus em
meio de cultura a base de café, observaram que a produc¢do da toxina é inibida
em baixa atividade de agua e altas temperaturas.

Embora Aspergillus ochraceu seja o maior produtor de OTA em café
(BATISTA et al.,, 2009; ESPADALE; LAMPURLANES; AUBERT, 2008:
PITT; HOCKING, 1997; TANIWAKI et al., 2003), neste estudo Aspergillus
carbonarius produziu maior quantidade de OTA em meio de cultura a base de
café. Este resultado é semelhante ao encontrado por Souza et al. (2016), no qual
os isolados de Aspergillus ochraceus produziram quantidades bem menores de
OTA em meio de cultura a base de café, ndo ultrapassando 0,3 ug/g, quando
comparados com Aspergillus carbonarius.

Dessa forma, observa-se que o crescimento e a producdo de OTA por

Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus em meio de cultura a base de
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café estdo diretamente relacionados com a atividade de &gua e a temperatura.
Sendo assim, é possivel desenvolver um modelo predito para quantificar o efeito
da combinacdo de temperatura e atividade de dgua sobre a producdo de OTA

pelos isolados.

3.3 Uso do modelo predito para estimar a producdo de OTA por Aspergillus
carbonarius em quatro regides cafeeiras de Minas Gerais: Sul, Cerrado,

Zona da Mata e Chapada de Minas

Na Figura 9 apresentam-se os resultados obtidos pelo uso do modelo
predito para estimar a produgdo de OTA, considerando a temperatura maxima e
a minima anual da regido do Sul de Minas, assim como a projecao otimista e
pessimista, segundo o sexto relatério do IPCC sobre mudangas climaticas
(INTERNATIONAL PAINEL CLIMATIC CHANGE - IPCC 2015).

De acordo com os resultados obtidos, estima-se que, em todos 0s meses
do ano, as condicdes sdo favoraveis para a producdo de OTA pelo fungo
Aspergillus carbonarius (Figura 9). Em relagdo a temperatura maxima anual
(Figura 9a), a maior producdo de OTA ocorre nos meses de junho, julho e
agosto. Tanto no cenario otimista (+1,0 °C) quanto no pessimista (3,7 °C),
propostos pelo IPCC, pode-se observar que a producdo de OTA pelo fungo
diminui, demostrando que o aumento de temperatura ndo afetara a qualidade

sanitaria dos cafés produzidos nesta regiao.
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Figura 9 Concentrag¢do de OTA (pg/g) com projecdo atual, otimista (aumento da
temperatura em 1,0 °C) e pessimista (aumento da temperatura em 3,7
°C) em relagdo a temperatura maxima (a) e minima (b) anual da regido
do Sul de Minas.

Em relacdo a temperatura minima anual (Figura 9b), um cenario oposto
é estimado, sendo dezembro, janeiro, fevereiro e margo os meses de maior
producdo de OTA. Com o aumento da temperatura de acordo com as projecoes
do IPCC, a producdo de OTA aumenta, colocando em risco o café produzido
nessa regido. No entanto, vale ressaltar que, nos meses de maior produgdo de
OTA, o fruto do café estara em estagio de chumbinho, ndo sendo favoravel para
a colonizacdo e o desenvolvimento fangico.

As regides do Cerrado, Zona da Mata e Chapada de Minas apresentaram
0 mesmo comportamento da regido do Sul de Minas (Figura 10, 11 e 12), em
relacdo as temperaturas maxima e minima anual. No entanto, a producdo de
OTA nos meses de junho, julho e agosto na regido do sul de Minas foi menor,
pois ela tem as menores temperaturas anuais, quando comparadas com as outras
regibes avaliadas.
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Figura 10 Concentra¢do de OTA (ug/g) com projegdo atual, otimista (aumento
da temperatura em 1,0 °C) e pessimista (aumento da temperatura em
3,7 °C) em relagdo a temperatura maxima (a) e minima (b) anual da
regido do Cerrado de Minas
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Figura 11 Concentra¢do de OTA (ug/g) com projegdo atual, otimista (aumento
da temperatura em 1,0 °C) e pessimista (aumento da temperatura em
3,7 °C) em relagdo a temperatura maxima (a) e minima (b) anual da

regido da Zona da Mata de Minas
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Figura 12 Concentra¢do de OTA (ug/g) com projegdo atual, otimista (aumento
da temperatura em 1,0 °C) e pessimista (aumento da temperatura em
3,7 °C) em relagdo a temperatura maxima (a) e minima (b) anual da
regido da Chapada de Minas

Os efeitos das mudancas climéticas podem interferir na quantidade e na
qualidade dos alimentos produzidos, principalmente em relagdo a seguranca
alimentar. Essas mudancas climaticas terdo um elevado impacto na presenca e
producdo de metabdlitos toxicos por alguns fungos filamentosos, mas ainda sao
poucos os estudos realizados (PATERSON; LIMA, 2010). O uso do modelo
matematico auxilia na projecdo de cenarios, proporcionando estratégias de
adaptacdo, com a adogdo de boas praticas agricolas e, se necessario, propondo

alteracOes no processamento do café.
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4 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que, em condig¢bes in
vitro, o crescimento e a producdo de OTA por Aspergillus carbonarius e
Aspergillus ochraceus em meio de cultura a base de café estdo diretamente
relacionados com a atividade de agua e temperatura.

O estudo in vitro foi adequado para quantificar o efeito da combinacéo
de temperatura e atividade de &gua sobre a producdo de OTA pelos isolados
testados. A obtencdo do modelo permite predizer a concentragdo de OTA em
regies produtoras de café, considerando as temperaturas da regido. De acordo
com os resultados obtidos observou-se um mesmo comportamento para as
quatro regides produtoras de café.

Os modelos preditos demonstram que os niveis de producdo de OTA

podem aumentar sob o efeito da elevacdo das temperaturas minimas anuais.
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