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RESUMO

Os frutos e grios de café podem ser contaminados por fungos
filamentosos produtores de ocratoxina A desde a lavoura até o armazenamento.
A ocratoxina A ¢ a micotoxina mais estudada em graos e produtos derivados do
café devido a sua toxicidade a seres humanos, e é produzida principalmente por
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Este estudo teve como objetivo
avaliar a incidéncia de ocratoxina A e fungos produtores desta micotoxina em
graos de café de cultivo convencional e orgédnico e caracterizar as espécies de
fungos toxigé€nicos que podem colocar em risco o café produzido no sul de
Minas Gerais. Foram analisadas 30 amostras de grdos de café de cultivo
convencional (20) e organico (10) do sul de Minas Gerais. O isolamento foi
realizado pela Técnica de Plaqueamento Direto em meio Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC). Os fungos isolados foram purificados e
identificados com auxilio de manual de identificagdo. A producdo de ocratoxina
A por fungos foi determinada pelo método Plug Agar. Analise de ocratoxina A
nos graos de café, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Dessas
amostras foram isolados 480 fungos filamentosos do gé€nero Aspergillus Segdes
Circumdati e Nigri. As espécies ocratoxigénicas identificadas foram Aspergillus
auricoumus, A. ochraceus, A. ostianus, A. niger e A. niger Agregado, destes a
principal espécie produtora de ocratoxina A foi A. ochraceus em ambos o0s
sistemas de cultivo. A ocratoxina A foi detectada em apenas uma amostra de
café organico colhido por varricdo, com concentragdo de 1,12 ng/Kg. Baseado
nos resultados concluiu que a presenga do fungo produtor de ocratoxina A nao
esta relacionada com a presen¢a da toxina no grao. Nao teve diferengas quanto a
incidéncia de 4. ochraceus produtor de ocratoxina A e nem para a presenga da
toxina nos grao de café entre os sistemas de cultivo convencional e orgénico.

Palavras-chave: Aspergillus. Micotoxinas. Café. Fungos toxigénicos.



ABSTRACT

The coffee fruits and beans can be contaminated by ochratoxigenic
filamentous fungi from the field to storage. The mycotoxin ochratoxin A is the
most studied in the coffee because of its toxicity to humans, and it is produced
mainly by Aspergillus and Penicillium. This study aimed to evaluate the
incidence of ochratoxin A and fungi producers of ochratoxin A in coffee beans
from conventional and organic farming and to characterize the species of
toxigenic fungi that could reduce the quality of the coffee produced in southern
Minas Gerais. Thirty samples of coffee beans were analyzed from conventional
(20) and organic (10) farming in southern Minas Gerais . The isolation was done
by Direct Plating Technique in Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
(DRBC). The isolates were purified and identified with the aid of the
identification manual. The production of ochratoxin A by fungi was determined
by the Plug Agar. Analysis of ochratoxin A in coffee beans by high performance
liquid chromatography (HPLC). There were isolated from these samples 480
filamentous fungi of Aspergillus Sections Nigri and Circumdati. The
ochratoxigenic species identified were Aspergillus auricoumus, A. ochraceus, A.
ostianus, and A. niger Aggregate, of the species producing ochratoxin A, A.
ochraceus was the main species in both cropping systems. Ochratoxin A was
detected in only one sample of organic coffee harvested by brush, with a
concentration of 1.12 pg/kg. Based on the results could be said that the presence
of fungi producing ochratoxin A is not related to the presence of the toxin in
grain. There were not differences in the incidence of A. ochraceus producing
ochratoxin A and in the presence of the toxin in the coffee beans between the
systems of conventional and organic crops.

Keywords: Aspergillus. Mycotoxin. Coffee. Toxigenic fungi.
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RESUMO

O café ¢ um importante produto agricola para o Brasil, possibilita a
geragdo de milhares de empregos e arrecadagdo de impostos importantes para a
economia do pais. O Brasil lidera a produgdo e exportacdo mundial de café e o
estado de Minas Gerais ¢ responsavel pela metade da producdo nacional. A
bebida do café ¢ uma das mais consumidas mundialmente. Dentre o perfil dos
consumidores, existem aqueles que se preocupam com as questdes ambientais,
sociais e saude, desse modo, cresce o numero de consumidores interessados em
produtos orgénicos. O café produzido sob o sistema organico ndo recebe
agrotoxicos ¢ adubos quimicos de alta solubilidade, estes sdo substituidos por
subprodutos da reciclagem da matéria organica vegetal e animal. Como qualquer
outro produto agricola, o café estd sujeito a contaminagdo com fungos
produtores de micotoxinas. As micotoxinas sdo metabolitos secundarios
produzidos por fungos e podem ter efeitos toxicos para a satde dos seres
humanos e animais. Para serem produzidas sdo dependentes de varios fatores,
principalmente do clima, temperatura e umidade. A micotoxina mais estudada
no café é a ocratoxina A, essa micotoxina pode ter efeito carcinogénico.Varios
fungos podem produzir a ocratoxina A, por exemplo, espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Em paises de clima tropical espécies ocratoxigénicas
do género Aspergillus sdo mais comuns. Algumas publicagdes cientificas
afirmam que a espécie 4. carbonarius ¢ o maior produtor de ocratoxina A, e ¢
comumente encontrado em uvas e derivados e em café robusta, pouca
contaminacdo em café arabica. A espécie A. ochraceus ¢é relatada em muitos
estudos como a principal espécie contaminante dos frutos e grdos de café e ¢
responsavel pela producdo de ocratoxina A neste produto.

Palavras-chave: Sistema de cultivo convencional. Sistema de cultivo organico.
Fungos ocratoxigénicos. Ocratoxina A.



17

ABSTRACT

Coffee is an important agricultural product in Brazil, it makes the
creation of thousands of jobs and the tax revenue important to the economy.
Brazil leads the world production and exportarion of coffee and the state of
Minas Gerais is responsible for half of national production. The coffee drink is
one of the most consumed worldwide. Among the consumers, there are those
who worry about environmental issues, social and health, thus increasing the
number of consumers interested in organic products. The coffee produced under
the organic system do not receives pesticides and high solubility chemical
fertilizers, they are replaced by-products of recycling organic vegetable and
animal. Like any other agricultural product, coffee can be contaminated by
mycotoxigenic fungi. Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi
and can have toxic effects on the health of humans and animals. The mycotoxins
production depends on many factors, mainly climate, temperature and humidity.
The most studied mycotoxins in coffee is ochratoxin A, these mycotoxins may
have a carcinogenic effect. Many fungi can produce ochratoxin A, for example,
Aspergillus and Penicillium species. In tropical countries ochratoxigenic species
of the Aspergillus genus are most common. Some scientific publications affirm
that the species 4. carbonarius is the major producer of ochratoxin A, and is
commonly found in grapes and derivatives and robusta coffee, arabica coffee in
little contamination. The species A. ochraceus is reported in many studies as the
main species contaminating fruits and coffee beans and is responsible for
production of ochratoxin A in this product.

Keywords: Cutivation system conventional coffee. Cultivation system organic
coffee. Ochratoxigénic fungi. Ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ um dos principais produtos agricolas responsaveis pela geracao
de receita no Brasil, ¢ um setor que emprega meio bilhdo de pessoas. O pais é o
maior produtor e exportador de café, o estado brasileiro que mais produz € o
estado de Minas Gerais, representando a metade da produgdo nacional em 2010.
Em todo o mundo ¢ crescente o consumo de café e os consumidores sdo cada
vez mais exigentes, procurando produtos de boa qualidade que nao oferecam
riscos para a saude e para o meio ambiente. No cultivo de café convencional sdo
utilizados insumos agricolas como fungicidas, inseticidas, adubos quimicos,
entre outros, estes produtos podem poluir e contaminar o meio ambiente, quando
ndo sdo aplicados de maneira correta, em alguns casos podem deixar residuos
quimicos no produto agricola. Os consumidores preferem alimentos isentos de
produtos quimicos, o café organico, que ¢ produzido com embasamento
ecologico — sem o uso de insumos quimicos, ¢ foco de interesse tanto de
consumidores, quanto do mercado do café.

Como qualquer outro produto, o café estd susceptivel a contaminacio
com microrganismos, entre estes, os fungos filamentosos toxigénicos, que tem
sido foco de atengdo nos ultimos anos. A ocratoxina A ¢ um metabolito
secundario tdxico que pode ocorrer em varios alimentos incluindo o café, porém
a participagdo do café como fonte de ocratoxina A na dieta humana ¢é
insignificante quando comparada a de outros alimentos como os cereais, por
exemplo. A ocratoxina A pode causar varias doengas em seres humanos sendo
as mais relatadas referentes a alteracdes nos rins, pois ela possui efeito
nefrotdxico, entre outros efeitos toxicos ao organismo. As principais espécies
produtoras de ocratoxina A nas condigdes climaticas e ambientais do Brasil
pertencem ao género Aspergillus Secdo Circumdati e Secao Nigri, € a espécie A.

ochraceus é a principal produtora de ocratoxina A no café. A produgdo da
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micotoxina no café pode ocorrer desde o campo até o armazenamento. Para
evitar a contaminagdo dos grdos com ocratoxina A s3o necessarias boas praticas
agricolas, visando o controle da temperatura ¢ umidade dos frutos e graos de
café durante todo o processamento.

O Capitulo 1, o referencial tedrico da dissertagdo, descreve uma revisao
sobre o café, seu processamento, fungos produtores de ocratoxina A e ocratoxina
A. O Capitulo 2 apresenta resultados da contaminacao fingica e das principais
espécies ocratoxigéncias encontradas nos cafés de cultivo convencional e
organico. O Capitulo 3 apresenta os niveis de contaminagdo com ocratoxina A
nos graos de café nos dois sistemas de cultivo, tragando assim, um perfil de qual

sistema de cultivo € mais propenso a presenca da micotoxina.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Producéo do café no Brasil

O café ¢ um dos maiores geradores de riquezas do planeta (ESPADALE;
LAMPURLANES; AUBERT, 2008). E responsavel por um grande numero de
empregos em todos os setores da economia, dos setores de maquinas,
equipamentos e insumos, passando pela produgdo no campo e pela industria, até
o setor de servicos, como logistica e comércio. A cadeia emprega direta ou
indiretamente meio bilhdo de pessoas em todo o mundo, ou 8% da populacdo
mundial (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; SILVA et al., 2008). A
cafeicultura para o Brasil possibilita a geragdo de empregos e arrecadagdes de
impostos importantes para a economia nacional (PASIN; ALMEIDA; ABREU,
2009).

A maior oferta de café, por sua vez, é reflexo do maior uso de maquinas,
equipamentos ¢ adubos, ou seja, tem influenciado as agdes dos setores que
vendem insumos ao setor produtivo de café. Além de fornecer produtos as
industrias de torrefagdo proporciona, ainda, produtos para as industrias de balas
e doces, de produtos medicinais, cosméticos ¢ de alimentos e bebidas em geral
(SANTOS et al., 2009).

O Brasil lidera o ranking da produ¢do mundial de café, respondendo por
mais de um ter¢o de toda a producdo, seguido pelo Vietna e Colombia e, em
conjunto, esses paises respondem pela metade da producdo mundial
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010;
MONTEIRO et al., 2010). Brasil fechou 2009 com o beneficiamento de 39,47
milhdes de sacas de 60 Kg. A safra 2008/2009 ¢ de bienalidade negativa, quando
ha redug@o na colheita. Comparando-se aos ultimos dez anos, este ¢ o melhor

resultado alcangado entre os biénios de baixa, superando em 9,4% o de 2007
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(CONAB, 2010). De acordo com a CONAB, para a safra 2009/2010, o Brasil
produziu 47,2 milhdes de sacas de café de 60 Kg. Foram produzidas 35,30
milh&es de sacas de café arabica e 11,73 milhdes de sacas de café robusta, o café
robusta apresentou um crescimento de aproximadamente 7% quando comparado
a safra anterior (CONAB, 2010).

Em 2009, o Brasil teve uma area de 2.092.909 hectares cultivada com as
espécies arabica e conilon. O resultado mostra uma reducdo de 3,54% sobre a
superficie de 2.169.795 hectares, existentes na safra 2008. O estado de Minas
Gerais concentra a maior area, com um milhdo de hectares em producao,
predominando a espécie ardbica com 98,3%. Espirito Santo ¢ o segundo maior
estado produtor, com 479.798 hectares, sendo 295.050 mil hectares com a
espécie conilon e 184.748 hectares com a espécie arabica (CONAB, 2009).

Os principais estados produtores de café no Brasil estdo representados

na Figura 1 (CONAB, 2010).

MG
52,3%

Figura 1 Producao de café safra 2010
Fonte CONAB (2010)
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As principais regides produtoras de Minas Gerais sdo Sul, Zona da Mata
e Cerrado (Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba). O Cerrado Mineiro apresenta o
maior crescimento da area plantada, regido que incorpora conceitos técnicos
modernos de adensamento e mecanizacdo da colheita (SANTOS et al., 2009).
De maneira geral, nas fases iniciais da safra 2008/2009, as condi¢des climaticas
no estado foram favoraveis para o bom desenvolvimento da cultura, com chuvas
regulares e bem distribuidas ao longo do ciclo produtivo dos cafezais. Este fator
foi fundamental para o resultado desta safra que, apesar de ser ano de
bienalidade desfavoravel, apresentou carga produtiva acima das expectativas.
Durante as fases de maturagdo e colheita ocorreram precipitagdes pluviométricas
de intensidade variavel, que acabaram por dificultar os trabalhos de colheita e
secagem do café, além de prejudicar a qualidade do café de varrigdo, resultando
em maior volume de cafés de baixa qualidade (CONAB, 2009). A produgdo em
Minas Gerais foi de 19.880 milhdes de café, sinalizando uma redu¢do de 15,7%
em relagdo a safra 2008 (23.581 milhdes) e 20,7% superior a safra 2007 (16.473
milhdes), quando as principais regides produtoras de Minas Gerais passaram por
um longo periodo de estiagem (CONAB, 2009).

A economia cafeeira em Minas Gerais possui forte expressdo social,
dado o alto emprego de mao-de-obra de baixa qualificagdo. Considerando-se
apenas as atividades relacionadas com a colheita, os gastos com mao de obra
podem variar de 40 a 90% do custo total de producdo, embora existam varia¢des
de acordo com o sistema de produg@o adotado (SANTOS et al., 2009).

Com o reflexo dos impactos causados pela agricultura convencional -
degradacdo do meio ambiente, redu¢ao de mao-de-obra e de subsidios estatais -
os alimentos orgénicos vém ganhando espago e conquistando um mercado
exigente (MALTA et al., 2008). Cria oportunidades, principalmente para
pequenos e médios produtores, incluindo comunidades de agricultores familiares

(JUAN et al., 2008).
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O café organico ndo aparenta ser um modismo, mas sim um novo
produto que prenuncia permanéncia constante e crescente, ganhando mercado a
passos largos (ARAUJO; PAIVA; FILGUEIRA, 2007; NICOLELI; MOLLER,
2006). E o caso das tradicionais lojas de produtos naturais e feiras organicas.
Entretanto, sdo os supermercados que ganham destaque, pela busca da variedade
¢ qualidade dos alimentos, visto que estes estabelecimentos representam uma
atuacdo maior no cotidiano dos consumidores (ARAUJO; PAIVA;
FILGUEIRA, 2007).

Os precos destes cafés no mercado nacional e internacional sdo mais
atraentes para os produtores, como consequéncia de suas caracteristicas de
produgdo, qualidade e menor oferta (FREIRE; NEVES, 2004). O preco pago
pelo café organico chega a ser duas vezes o praticado no mercado tradicional em
virtude do crescimento da demanda e da pouca oferta, o café organico estd

bastante valorizado (OLIVEIRA et al., 2006).

2.2 Consumo do café

Mundialmente, o café ¢ uma das bebidas mais consumidas (ABRAHAO
et al.,, 2008; ARRUDA et al, 2009), ndo s6 pelas suas caracteristicas
organolépticas, mas também pelo seu efeito estimulante (ALVES; CASAL;
OLIVEIRA, 2009). Do mesmo modo, o consumo interno brasileiro de café
cresce com o passar dos anos, sendo o brasileiro o segundo maior consumidor de
café do mundo, atrds apenas dos norte-americanos (COSTA; DOREA, 2005).
No periodo compreendido entre novembro/2008 e outubro/2009, a ABIC
registrou o consumo de 18,39 milhdes de sacas, 0 que representou um acréscimo
de 4,15% em relacdo ao periodo anterior correspondente (novembro/07 a

outubro/08), que havia sido de 17,65 milhdes de sacas. Para 2010, a ABIC
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projeta um crescimento de 5,0% em volume, o que elevaria o consumo para
19,31 milhGes de sacas.

Arruda et al. (2009) realizaram uma pesquisa sobre o consumo do café
no Brasil e observaram que 83,3% dos entrevistados sd3o consumidores, ou seja,
a porcentagem de pessoas que consome café é significativamente superior a que
ndo consome. E crescente o consumo diario do café, sendo este um produto
tradicionalmente presente no café da manha e lanche da tarde, refletindo os
habitos culturais do brasileiro. O ambiente doméstico ¢ o principal local de
consumo de café, seguido de lanchonetes e ambientes de trabalho. As cafeterias
s30 o lugar onde menos se consome café, demonstrando que, apesar do
significativo crescimento do setor nos ultimos anos e o aperfeicoamento em
servigos e produtos de qualidade, este segmento atinge um perfil especifico de
consumidores, geralmente apreciadores de café de qualidade superior, dispostos
a pagar mais pelo produto, pois valorizam o espago fisico do estabelecimento e
os servigos de funcionarios especializados em servir cafg.

Em geral, os consumidores associaram o consumo do café ao habito,
prazer, familia, amizade e trabalho. Isso indica que as motivagdes para o seu
consumo refletem o significado social da bebida quer no ambito doméstico,
trabalho ou no circulo de amizade e que este significado esta fortemente
associado aos habitos e costumes da sociedade brasileira. O consumo do café
transpassa o campo da satisfacdo das necessidades fisioldgicas e envolve
também as necessidades psicologicas, como relacionamento, satisfacdo pessoal e
profissional (ARRUDA et al., 2009).

O consumo diario do café pode trazer diversos beneficios para a satude.
O café nao ¢ remédio, mas é considerado como uma planta funcional (previne
doengas mantendo a saude) ou mesmo nutrac€utica (nutricional e farmacéutico).
Isso porque o café ndo possui apenas cafeina, mas também potassio, zinco, ferro,

magnésio e diversos outros minerais, embora em pequenas quantidades
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(COSTA; DOREA, 2005). O grao do café¢ também possui aminoacidos,
proteinas, lipideos, além de agucares e polissacarideos, mas principalmente
possui uma significativa quantidade de polifendis antioxidantes, chamados
4cidos clorogénicos (ABRAHAO et al., 2008).

A torragdo ¢ uma etapa essencial para a producdo de compostos que
conferem as caracteristicas de aroma e sabor ao café, entre os quais destacam-se
algumas substancias biologicamente ativas, ou seja, que exercem beneficios a
saude humana, como o 4cido clorogénico, a trigonelina e a cafeina (LICCIARDI
et al., 2005). Entre as atividades bioldgicas apresentadas por esses compostos
citam-se a inibicdo da biossintesse dos leucotrienos e os efeitos
anticarcinogénico, tréfico — sobre a microflora intestinal, estimulante do sistema
nervoso central e antidepressivo (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). A
cafeina atua no organismo humano principalmente como estimulante do sistema
nervoso central e diurético, além disso, aumenta a taxa metabdlica, relaxa a
musculatura lisa dos bronquios, do trato biliar, do trato gastrintestinal e de partes
do sistema vascular (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). A ingestdo de
cafeina em excesso pode causar varios sintomas desagradaveis, inclusive a
irritabilidade, dores de cabega, insdnia, diarréia e taquicardia (BRENELLI,
2003).

O mercado de café organico ¢ predominantemente constituido por
consumidores conscientes das questdes ligadas a saude, que buscam uma melhor
qualidade de vida, prevenindo contra certos tipos de doengas causadas pelo
excesso de agrotdxicos no organismo e procuram encontrar alimentos de alta
qualidade e com gosto auténtico, sentir o sabor e frescor. Este merdado vem
ganhando forca pela adesao de um publico ligado as questdes ambientais (ndo
utiliza¢do de agrotoxicos e busca de equilibrio solo/planta) e sociais (respeito e

valoriza¢do do trabalhador rural), ¢ o chamado comércio ético, cuja imagem
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vem sendo sustentavel, agroecoldgica e/ou orgénica, ¢ o consumidor esta

disposto a pagar mais por isso (MALTA et al., 2008).

2.3 Exportacédo brasileira do café

A exportagdo brasileira do café comegou a crescer a partir de 1816
(MARTINS, 2008). Nos anos de 1987 até 2000, aproximadamente 25% da
produgdo mundial de cerca de 100 milhdes de sacas de café¢ de 60 Kg ao ano
eram provenientes do Brasil. Em 1997, esse produto gerou mais de trés bilhdes
de dolares em receitas cambiais para o pais. Embora o café tenha, ao longo do
tempo, diminuido sua participagdo nas exportagdes brasileiras - devido a
diversificagdo de produtos exportados - constitui-se, ainda hoje, um expressivo
gerador de divisas. Exemplo disso ¢ que o café, em 2008, representou cerca de
2,37% da pauta de exportacdo brasileira. Hoje, o Brasil ¢, ainda, o principal
exportador do produto, com uma exportacdo média, nos ultimos trés anos de
28,3 milhdes de sacas de 60 Kg (CONAB, 2009). Apesar da producao de café
em 2009 ter sido menor que no ano de 2008; devido & bienalidade, chuvas
irregulares e temperaturas elevadas, menor investimento por causa do alto custo
dos insumos (CONAB, 2009), as exportagdes brasileiras de café em 2009 foram
as melhores dos ultimos quatro anos. Em 2009, o Brasil exportou 30.309
milhdes sacas de café de 60 Kg, um aumento de 3% em relagdo ao ano de 2008
(CONSELHO DOS EXPORTADORES DE CAFE DO BRASIL - CECAFE,
2010).

Quanto a receita, o pais alcangou US$ 4,27 bilhdes, queda de 10% em
comparagio a 2008 (CECAFE, 2010). Mesmo considerando a baixa receita de
2009 se comparado com 2008, aumento do volume de café¢ exportado em 2009
garantiu a excelente participagdo do Brasil com quase um ter¢co do mercado

mundial (CECAFE, 2010). Em relagdo a receita, embora os pregos tenham sido
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impactados pela crise financeira internacional, a média de preco da saca em
2008 foi de US$ 160,96, em 2009 girou em torno de US$ 140,77, no més de
dezembro de 2009 o preco médio da saca do café ficou em US$ 153,91, valor
que se aproxima do prego pré-crise (CECAFE, 2010).

Atualmente os principais paises importadores do produto sdo Alemanha
com 6.074% das importacdes, EUA (5.896%), Italia (2.509%), Japao (2.159%),
Bélgica (2.134%), Espanha (882%), Suécia (721%), Franca (693%), Eslovénia
(656%) e Argentina (625%). Em relacao ao ano de 2008, o Brasil aumentou a
exportacdo de café em 2009 para Alemanha e EUA (Figura 2) (CECAFE, 2010).
O Brasil ¢ o maior exportador mundial (46%), seguido pela Colombia (13%)),
Guatemala (6%), Peru (5%) e Honduras (5%). Destes paises, todos tiveram uma
reducdo da exportagdo do café comparado com o ano de 2008, com excegao do

Brasil que obteve um aumento de 3% (CECAFE, 2010).
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Figura 2 Principais paises importadores de café em 2009
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Mesmo com o aumento no consumo interno dos produtos organicos, a
comercializagdo de café organico ¢ direcionada principalmente para a
exportagdo (OLIVEIRA et al., 2006). O mercado consumidor se fortalece em
todo o mundo, principalmente nos paises desenvolvidos (NICOLELI; MOLLER,
2006). Os maiores mercados estdo situados na Europa e nos Estados Unidos, que
representam mais de 90% das receitas auferidas nesse setor (ARAUJO; PAIVA;
FILGUEIRA, 2007; CHAGAS; POZZA; GUIMARAES, 2002; OLIVEIRA et
al., 2006). Outro mercado importantissimo para a exportacdo de café organico ¢é
o japonés. O Japdo geralmente estd muito interessado no café brasileiro e pagam
precos bem melhores que o do mercado interno e que outros mercados como o
europeu e o americano, pois os produtos orgidnicos t€ém um valor muito
importante na cultura japonesa (OLIVEIRA et al., 2006).

O mercado internacional de café organico ¢ dominado pelo México que
comercializa mais de 30 mil toneladas ao ano e é o maior produtor. Peru (onde
30% da produgdo de café sdo organicos), Bolivia, Colombia, Nicaragua,
Guatemala, Costa Rica, El Salvador, Brasil e Colombia sdo os principais
produtores de café organico (FREIRE; NEVES, 2004). Os maiores
consumidores sdao Estados Unidos, Alemanha, Paises Baixos, Sui¢a, Franga,
Austria e Japio (AZEVEDO et al., 2002). As primeiras exporta¢des de café
organico em grao cru no pais ocorreram em 1992, com um embarque inicial de
150 sacas de 60 Kg. Nos ultimos nove anos, além do aumento no volume das
exportagoes, as vendas externas sdo em maior valor agregado (OLIVEIRA et al.,

2006).

2.4 Processamento do café

O processamento nos sistemas de cultivo convencional e organico

baseia-se em colheita, lavagem, separacdo, secagem, armazenamento ¢
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ensacamento. Os frutos do café provenientes da lavoura podem estar nos
estadios verde, maduro ou “cereja”, supermaduros ou “passa” ou secos. Dessa
forma, a colheita seletiva é desejavel para produgdo de cafés com qualidade
superior. Essa mistura de diferentes tipos de frutos ocorre devido a
desuniformidade de maturagdo, provocada pelas varias floradas ocorridas em
diferentes épocas no mesmo ano (CHAGAS; POZZA; GUIMARAES, 2002).
Colheita por derrica, quando realizada precocemente, produzira cafés com
grande porcentagem de frutos verdes, enquanto colheitas tardias, maior
porcentagem de frutos secos. A colheita sobre o pano, preferida em relagdo a
colheita no chdo, evita o contato dos frutos com o solo e a mistura de frutos
recém-colhidos com frutos de varrigdo, na maioria ja em fase de deterioracao
(BOREM, 2008; CHAGAS; POZZA; GUIMARAES, 2002). Apés a colheita, o
café deve ser transportado para o local de processamento o mais rapido possivel,
evitando que fique amontoado na area de producdo, isso para evitar
fermentagdes indesejaveis, diminuindo os riscos de perda da qualidade e
ocorréncia de fungos e micotoxinas (BOREM, 2008).

O café deve ser submetido ao processo de limpeza e separacdo das
impurezas, que pode ser feito por peneiramento manual (abanagdo), ventilacado
forcada ou por separadores de ar e peneira (maquinas de pré-limpeza) (FREIRE;
NEVES, 2004).

Na lavagem ou separacdo hidraulica por diferenca de densidade,
proporciona a separagdo dos frutos do café em dois lotes, a por¢do que submerge
¢ formada por frutos cereja, verde e verde-cana, frutos mais densos, € o outro
formado por frutos menos densos, representados por café-passa, mal granados
ou leitosos, conhecidos como café bodia. As duas parcelas resultantes da
separacao hidraulica (cerejas e boias) devem ser secas e armazenadas

separadamente (BOREM, 2008; FREIRE; NEVES, 2004).
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O café pode ser processado por via seca ou por via umida (MORAES;
LUCHESE, 2003), a secagem pode ser em terreiro ou secadores artificiais. Na
via seca, os frutos sdo processados na sua forma integral, ou seja, com o
exocarpo, produzindo frutos secos, conhecidos como café em coco ou café
natural. A secagem ¢ mais lenta pela presenca do exocarpo (Figura 3), e o
elevado teor de acglicares da mucilagem que aumentam os riscos de ocorrerem
fermentagdes que podem prejudicar a qualidade do café (BOREM, 2008;
CHAGAS; POZZA; GUIMARAES, 2002; FREIRE; NEVES, 2004).

O preparo via imida dé origem aos cafés descascados, despolpados ou
desmucilados através do processo de fermentacdo rapida ou desmucilagem
(MORAES; LUCHESE, 2003; VILELA et al.,, 2010). Removendo-se o
exocarpo mecanicamente € o mesocarpo por meio de fermentacdo biologica,
resulta em café¢ despolpado, este método ¢é tradicionalmente utilizado na via
umida em todo o mundo. Retirando mecanicamente o exocarpo e a parte do
mesocarpo (Figura 3), resulta em café descascado, método comum no Brasil.
Quando se remove o exocarpo € mesocarpo, origina o café desmucilado

(BOREM, 2008).

Loculos

<+— Exocarpo (casca)
Mesocarpo (mucilagem)

Endocarpo (pergaminho)

Figura 3 Esquema da estrutura do fruto do café

Fonte Borém (2008)
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O processamento via imida ¢ indicado para areas onde o periodo pos-
colheita ocorre sob condi¢Ges de elevada umidade relativa do ar, reduz os riscos
de desenvolvimento de microrganismos associados aos frutos, responsaveis por
fermentagdes indesejaveis, além disso, diminui consideravelmente a area de
terreiro € o tempo necessario para secagem e reduzir riscos de contaminagao dos
graos com fungos toxigénicos. (MORAES; LUCHESE, 2003; VARGA;
SAMSON, 2008; VILELA et al., 2010). O método por via umida ¢ o melhor
para prevenir contaminagdo com ocratoxina A (SUAUREZ-QUIROZ et al.,
2005). Por via seca e via umida os graos de café, apos a abanacdo, lavagem e
separagao das fracdes (cereja, verde e boia) sdo encaminhados para a secagem
em terreiro ou para secadores artificiais (CHAGAS; POZZA; GUIMARAES,
2002; FREIRE; NEVES, 2004).

A secagem do café ¢ comparativamente mais dificil de ser executada do
que a de outros produtos. Além do elevado teor de acucares presentes na
mucilagem, os frutos normalmente apresentam teores iniciais relativamente altos
de umidade (CHALFOUN; PARIZZI, 2008). A secagem pode ser feita em
terreiros ou utilizando-se secadores mecanicos. O terreiro de secagem deve ser
de construgdo adequada, recomendando-se o terreiro pavimentado por permitir
maior facilidade de operacdo e limpeza. Inicialmente, o café é esparramado em
camadas finas, aumentando-se a espessura gradativamente, a medida que
acontece a secagem. Durante a secagem os frutos devem ser protegidos da chuva
e do sereno. Os frutos devem ser revolvidos por, no minimo, 10 vezes ao dia,
para acelerar a secagem e evitar o aparecimento de graos mofados e fermentados
(BOREM et al., 2008; FREIRE; NEVES, 2004). O café colhido ndo deve, de
modo algum, secar diretamente sobre o solo. Esporos de fungos oriundos de
outros lotes podem permanecer no solo e contaminar posteriormente todos os
demais lotes (BATISTA et al., 2003; CHALFOUN; PARIZZI, 2008). O terreiro

para a secagem do café deve ter a superficie lisa e deve ser mantido em boas
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condi¢des de higiene. No final da secagem o café devera apresentar entre 11-
12% de umidade, sendo que o tempo total de permanéncia no terreiro varia entre
10 e 20 dias, dependendo da regido e das condigdes climaticas (SILVA;
BATISTA; SCHWAN, 2008).

O beneficiamento transforma, pela eliminagdo das cascas ¢ separagdo
dos graos, o fruto seco (coco ou pergaminho) em graos de café que passa a ser a
denominagdo de café beneficiado ou café¢ verde. A operacdao de beneficiamento
deve ser realizada o mais proximo possivel da época de comercializacdo, para
que o produto possa manter suas caracteristicas originais. Para estocar o café¢ em
coco ou pergaminho, apds a secagem e antes do beneficiamento, sdo utilizadas
tulhas e para o café beneficiado sdo utilizadas sacas de aniagem. Um fator que
precisa ser monitorado durante o armazenamento ¢ a atividade de agua (aw) que
consiste na agua presente no interior dos grdos. Condi¢des inadequadas de
armazenamento poderdo conferir sabores indesejaveis a bebida (de madeira,
mofo, etc). E fundamental conservar o café com 11 a 12% de umidade, ja que é
bastante higroscopico, podendo absorver umidade do ar se mantido em ambiente
inapropriado. Também ¢ recomendavel que os armazéns tenham baixa
luminosidade, para que o café (principalmente o beneficiado) ndo perca cor pela
exposicao excessiva a luz (FREIRE; NEVES, 2004; SILVA; BATISTA;
SCHWAN, 2008).

2.5 Produgéo de café: sistema de cultivo convencional e organico

A diferenga entre a producdo de café de cultivo convencional e organico
baseia-se principalmente nos insumos utilizados durante o cultivo do café. Apos
a segunda guerra mundial, com as principais economias mundiais destruidas e
com a necessidade de reconstrugdo, o modo de produgdo mundial baseou-se na

produgdo em massa visando padronizar e agilizar este processo de reconstrugio.
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Com este objetivo, a populacdo mundial teve seu modo de viver afetado
diretamente, pois visavam muito a producdo ¢ acabaram deixando a qualidade de
vida ¢ do produto em segundo plano. Este modelo de produgdo se adequou
muito bem ao desenvolvimento das industrias. No entanto, tal padrao ndo ¢ mais
unanimidade, o aumento da produtividade em detrimento da qualidade de vida e
do produto vem sendo muito questionado atualmente principalmente nos paises
mais desenvolvidos (OLIVEIRA et al.,, 2006). O uso indiscriminado de
fertilizantes quintuplicou, o que ¢ hoje uma das maiores preocupagdes nas
diversas partes do mundo (ARAUJO; PAIVA; FILGUEIRA, 2007). A cultura do
café vendido como commodity € a terceira no pais a receber maiores quantidades
de insumos, perdendo apenas para o milho e para a soja (OLIVEIRA et al.,
2006). O uso de pesticidas ainda ¢ a principal estratégia para o combate e
prevencdo de pragas agricolas, buscando maior produtividade com menores
custos. Os pesticidas sdo potencialmente toxicos ao homem, mas devido a sua
importancia econdmica, o seu uso ¢ muito difundido e os residuos de pesticidas
sdo encontrados nos alimentos, agua e meio ambiente quando ndo sdo
devidamente aplicados na quantidade e data correta (CALDAS; SOUZA, 2000).

Os problemas ambientais causados pela agricultura estdo em evidéncia.
O fato de apenas produzir e ter lucro, sem observar os efeitos dos insumos
modernos utilizados na cafeicultura sobre o ambiente, é fortemente questionado
sob o aspecto de sustentabilidade (LIMA et al., 2002). Sdo imprescindiveis as
praticas de conservagdo do solo, manejo ecologico de pragas, de doencas e de
plantas invasoras ¢ a destinagdo correta dos efluentes, resultado do
despolpamento do café. Hoje, mais do que nunca, torna-se necessaria a
recuperacgdo ¢ a preservacao da biodiversidade e da agua, pois verifica-se, cada
vez mais, a escassez desses recursos ao longo dos anos (LIMA et al., 2002).

O café organico ¢ produzido sem a utilizagdo de agrotdxicos e adubos

quimicos de alta solubilidade que sdo substituidos por subprodutos da
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reciclagem da matéria orgdnica vegetal e¢ animal, dejetos de animais,
biofertilizantes, polpa ¢ casca de café, compostos, himus de minhoca, etc. Na
realidade, a agricultura organica enfatiza a prevengdo de possiveis pragas a
determinada cultura, adaptando suas praticas a realidade de cada regido
produtora (GRAZIANO et al., 2009).

A agricultura organica aplica os conhecimentos da ecologia no manejo
da unidade de producao, baseada numa visao holistica da unidade de producao.
Isto significa que o todo ¢é mais do que os diferentes elementos que o compdem.
Na agricultura organica, a unidade de produgdo ¢ tratada como um organismo
integrado com a flora e a fauna. Portanto, ¢ muito mais do que uma troca de
insumos quimicos por insumos organicos/ biologicos/ ecologicos. Assim, o
manejo organico privilegia o uso eficiente dos recursos naturais ndo renovaveis,
aliado ao melhor aproveitamento dos recursos naturais renovaveis e dos
processos biologicos, a manutengdo da biodiversidade, a preservacdo ambiental
ao desenvolvimento econdmico, bem como, a qualidade de vida humana
(FREIRE; NEVES, 2004). A agricultura orginica deve ser, também,
ecologicamente sustentavel, economicamente viavel, socialmente justa e
culturalmente aceitavel (ALVARENGA; MARTINS; PAULA, 2002; CHAGAS;
POZZA; GUIMARAES, 2002). Uma das desvantagens do sistema de cultivo de
café organico seria a menor produgdo de graos por safra quando comparados
com o sistema de cultivo convencional.

O mercado de organicos esta em rapida expansao, sobretudo na Europa,
e cada produto leva na sua embalagem o carimbo de certificagdo. Este serve
como instrumento de garantia ao comprador de que esta consumindo o resultado
de um rigoroso sistema de producao, de processos ecoldgicos que ndo agridem
ao meio ambiente, onde existe a conservagdo e recuperacdo da diversidade

ambiental. Isto sem mencionar o respeito total as regulamentagdes trabalhistas,
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indispensaveis a certificacdo organica. E um modo de oferecer a transparéncia
exigida pelos consumidores (GRAZIANO et al., 2009; WACHSNER, 2005).

O Sul de Minas Gerais ¢ um dos mais importantes polos da atividade no
pais, onde existem cooperativas ¢ armazéns para café organico com etapas de
beneficiamento ¢ rebeneficiamento (OLIVEIRA et al., 2006). Com café
classificado em “peneiras de 16 acima”, as sacas de café organico conseguem
uma adi¢do de até US$ 30,00, se comparado ao pre¢o de mercado do café
orgdnico que ndo passa por rigoroso processo de selecdo. J& os graos
classificados em “peneiras de 16 abaixo”, serdo destinados a industria de
torrefacao e moagem (OLIVEIRA et al., 2006).

O processo de producdo de café orgdnico, em sua maioria, origina-se de
lavouras de café convencional, as quais passam por um processo de conversao
do sistema convencional ao organico. Para ser considerado café organico, a
lavoura deve estar sem uso de defensivos e adubos quimicos durante pelo menos
trés anos (NICOLELI; MOLLER, 2006; OLIVEIRA et al, 2006). Os
tratamentos de manejo organico apresentam produtividade similar a da
testemunha convencional, devido a existéncia de reservas de nutrientes no solo

(THEODORO; GUIMARAES; GUIMARAES, 2009).

2.6 Micotoxinas

As micotoxinas produzidas por fungos toxigénicos em produtos
agricolas e processados possuem grande potencial de risco a saude dos
consumidores (PATERSON; LIMA, 2010). As micotoxinas para serem
produzidas, sdo dependentes do clima, da susceptibilidade da planta, fatores
ambientais (como temperatura, danos causados por insetos, ataque de pragas,

contamina¢do com fungos), composi¢do quimica dos graos, cultivo ¢ manejo do
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produto, nutrientes, genética dos microrganismos, de falhas no armazenamento,

entre outros (PATERSON; LIMA, 2010).

2.6.1 Micotoxinas em café

Os paises em desenvolvimento sdo os que mais produzem alimentos ¢
sofrem mais com a contaminag@o dos alimentos com micotoxinas, pois a grande
maioria estd em areas favoraveis ao desenvolvimento desses metabolitos, regides
de clima tropical com alta umidade e temperatura ¢ muitas vezes ndo possuem
recursos para a deteccdo, controle e redugdo dos alimentos contaminados
(PATERSON; LIMA, 2010; SHERIF; SALAMA; ABDEL, 2009; TURNER;
SUBRAHMANYAM, 2009).

Os alimentos de modo geral, assim como os frutos e grdo de cafg,
possuem os nutrientes essenciais para o desenvolvimento de fungos, ¢ sdo
naturalmente contaminados por micotoxinas (GARCIA et al., 2009;
PALACIOS-CABRERA et al., 2004). O desenvolvimento de infecgdes
microbianas nos graos de café pode comprometer tanto o seu aspecto visual
quanto o gosto e o aroma (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; PRADO et al.,
2008). Além da depreciagdo qualitativa, os fungos associados aos graos de café
podem produzir micotoxinas (BATISTA et al., 2003). Assim, os alimentos estdo
sujeitos a invasdo por fungos e contaminagdo com micotoxinas no campo,
durante e apds a colheita, no processamento, no transporte e na estocagem,
quando ndo sdo empregadas técnicas adequadas de processamento (DUARTE;
PENA; LINO, 2010; NOONIM et al., 2008a; SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008). Atualmente existe uma preocupacdo séria por parte dos grandes paises
importadores quanto ao controle da contaminacdo por fungos toxigénicos e
consequentemente quanto a presenca de micotoxinas (SILVA; BATISTA;

SCHWAN, 2003).
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Os fungos produtores de ocratoxina A podem permanecer durante ou
apos o processamento, resultando em perigo potencial. Por outro lado, verificou-
se que, quando removida a mesocarpo, um importante substrato para o
desenvolvimento de fungos, os fungos ocratoxigénicos também foram
eliminados (SUAREZ-QUIROZ et al., 2005). A colonizagdo interna pelos
fungos pode ser explicada por danos causados por insetos, acaros ou condigdes
climaticas adversas. Outra explicacdo ¢ a ocorréncia da ruptura de estruturas da
parece celular por alteragdes nas pectinas, celuloses, hemiceluloses e ligninas
nos frutos. Estes compostos conferem uma estrutura mais rigida aos frutos do
café, e a degradacdo natural torna os frutos mais susceptiveis a ocorréncia
fungica (BATISTA; CHALFOUN, 2007).

Devido ao contato com o solo, que ¢ uma fonte natural de fungos
toxigénicos, incluindo produtores de ocratoxina A, os niveis de contaminagdo
com esta micotoxina em gridos de café sdo geralmente maiores nas fracdes
varri¢do ¢ boia e secas em terreiro de terra (BATISTA et al., 2003; SILVA et al.,
2008). O terreiro de terra aumenta o risco de contaminagdo com ocratoxina A
em graos de café (BATISTA et al., 2003). A fragdo varri¢do devido aos riscos de
exposicao a ocratoxina A deve ser reduzida através da adocdo de boas praticas
agricolas e ndo ser utilizada para fins de consumo humano e animal (BATISTA;
CHALFOUN, 2007; BATISTA et al., 2009; JOINT EXPERT COMMITTEE
ON FOOD ADDITIVES - JECFA, 2001; SILVA et al., 2008). Com rela¢do aos
pontos de coleta ao longo de toda a cadeia produtiva, a secagem no terreiro € o
armazenamento na tulha sdo os principais pontos criticos de controle (SILVA et
al., 2008).

O exocarpo (casca) dos graos de <café ¢é o principal
substrato para o desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos ¢ uma fonte
importante de ocratoxina A, assim, a limpeza, via Umida, ¢ métodos de

padronizacdo sdo eficazes na redugdo de niveis de ocratoxina A, retirando o
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exocarpo, uma série de microrganismos produtores de ochratoxina A sdo
eliminados ¢ acelera a secagem, diminuindo o risco de desenvolvimento de
fungos neste estadio e produgdo da toxina (BATISTA et al., 2009; SILVA;
BATISTA; SCHWAN, 2008; SUAREZ-QUIROZ et al., 2005).

Deve-se levar em conta também as instalacdes e condi¢des de
armazenamento das tulhas, onde se observam grande acumulo de poeira
proveniente do processo de beneficiamento. Isso pode acarretar a disseminagdo
de fungos ocratoxigénicos de uma safra para outra ou agravar as contaminagoes
ja ocorridas, dependendo do tempo de armazenamento (SILVA et al., 2008).
Além do risco de produzir ocratoxina A, fungos que crescem em graos
estocados, podem reduzir a taxa de germinacdo ao longo do tempo com perda de
carboidratos, proteinas e dleo total, e induz o aumento de umidade e quantidade
de acidos graxos livres, e outras mudangas quimicas (DUARTE; PENA; LINO,
2010).

Nos ultimos 10 anos muitas investigagdes relativas a ocratoxina A em
café e seus produtos tém sido conduzidas (PRADO et al., 2008). Investigacao
sobre ocorréncia de ocratoxina A em café verde, torrado e soluvel produzido no
Brasil ¢ rigorosamente avaliada por muitos autores (BATISTA et al., 2009;
FERRAZ et al., 2010; PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; SILVA; BATISTA;
SCHWAN, 2008; SILVA et al., 2008).

Os niveis de contaminagdo variam significativamente, de 0,12 pg/Kg —
109 pg/Kg (ALMEIDA et al.,, 2007; BATISTA et al., 2003; GOLLUCKE;
TANIWAKI; TAVARES, 2004; LEONI et al., 2001; PRADO et al., 2008;
TANIWAKI et al., 2003). A Comunidade Européia estabeleceu limite de 5 ng/g
para graos de café torrado e moido ¢ 10 ng/g para café soluvel (COMMISSION
OF THE EUROPEAN COMMUNITIES - CEC, 2006; JECFA, 2001). No Brasil
a agéncia nacional de vigilancia sanitaria estabeleceu na consulta publica n® 100

o limite maximo tolerado de ocratoxina A em graos de café torrado e café
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solavel uma concentragio de 10 ng/g (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2009). Para grios de café verde ainda
ndo foi definido um limite maximo de ocratoxina A (PRADO et al., 2008). Estes
limites tém por finalidade assegurar a integridade da satde aos efeitos toxicos
causados pela ocratoxina A (BATISTA et al., 2003), ja que o café pode ser um
risco de exposicdo humana a micotoxina (ILIC et al., 2007; PARDO et al.,
2004).

Durante o processamento industrial, a torra do grao de café pode reduzir
grande parte da toxina concentrada, entretanto ndo € possivel elimina-la
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; FERRAZ et al., 2010), altas temperaturas
sd0 necessdrias para uma reducdo nas concentragdes de micotoxinas
(BOKHARI, 2007; BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; FERRAZ et al., 2010;
VARGA; SAMSON, 2008), a ocratoxina A ¢é estavel a maioria dos
processamentos (FERRAZ et al., 2010). A torrefagdo do café pode reduzir de 13
a 93% a concentragdo de ocratoxina A (BOKHARI, 2007; FERRAZ et al., 2010;
PEREZ; GONZALEZ; LOPEZ, 2005), essa variagio na redugdo da ocratoxina A
deve-se as diferentes formas de inoculagdo da toxina, metodologia analitica
utilizada e a forma como a toxina ¢ eliminada.

A presenga de um fungo produtor de toxina ndo implica que a toxina
associada também esteja presente, ja que muitos fatores entdo envolvidos em sua
formag@o. Do mesmo modo, a auséncia do fungo ndo garante que o produto
esteja livre da toxina, o fungo pode ter sido exterminado, mas a toxina fica
intacta (TURNER; SUBRAHMANYAM, 2009).

Estudos mostram que a presenca de ocratoxina A no café ¢ resultado de
falhas na colheita, no processamento, precarias condigdes de secagem e
armazenamento inadequado, o que permite a proliferacdo de fungos toxigénicos
(ESPADALE; LAMPURLANES; AUBERT, 2008; SILVA; BATISTA;
SCHWAN, 2008; ZINEDINE; MANES, 2009). Melhoria das praticas agricolas
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e melhor armazenamento e transporte t€m reduzido o crescimento de fungos
toxigé€nicos nos frutos utilizados para o consumo humano (ASTORECA et al.,
2009).

Apesar de muitos anos de pesquisa ¢ a introdugdo de Boas Praticas na
Agricultura (BPA) e na producdo de alimentos, ¢ Boas Praticas de Fabricagdo
(BPF), na estocagem ¢ cadeia de distribui¢do micotoxinas continuam sendo um
problema (DUARTE; PENA; LINO, 2010). Assim, torna-se evidente que a
presenca de ocratoxina A no café¢ é sempre uma indicacdo de falhas graves nas
praticas de colheita e armazenamento de graos (PALACIOS-CABRERA et al.,
2004).

2.6.2 Riscos de ocratoxina A em sistema de cultivo organico e convencional

Pesquisas visando a andlise da concentragdo de ocratoxina A e riscos de
contaminagao entre sistemas de cultivo convencional e orgénico sdo realizadas
nos ultimos anos. O principal produto agricola alvo de estudos pelos
pesquisadores sdo os cereais de um modo geral.

No estudo de Juan et al. (2008), as amostras de cereais organicos
mostraram maior incidéncia de contaminagdo com ocratoxina A que amostras de
cereais de cultivo convencional. Da mesma forma, as 400 amostras de grios de
cereais poloneses de cultivo convencional e orgénico estudados por Czerwiecki,
Czajkowska e Witkowska (2002a, 2002b), a frequéncia de ocratoxina A nas
amostras de cultivo orgénico foram substancialmente superiores que de cultivo
convencional. Uma relagdo anadloga foi observada para amostras de centeio
analisados por Jorgensen e Jacobsen (2002), que encontraram uma concentragao
maior de ocratoxina A para produgdo orgénica que para producdo convencional,
ambos para graos e farinha. Em amostras de arroz, a maior contaminagdo dos

produtos procederam de praticas orgénicas, resultados observados por Gonzalez
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et al. (2006). Gonzalez et al. (2007) determinaram uma incidéncia ligeiramente
maior de ocratoxina A no pdo de produgdo organica, quando comparado com a
produgdo convencional. Jestoi et al. (2004), analisando os niveis de micotoxina
em graos, ndo observaram diferenca significativa para a concentragdo da toxina
entre sistema de cultivo convencional e organico, embora a concentragdo média
total da micotoxina tenha sido ligeiramente superior para produtos organicos.

Estes resultados demonstram maior contamina¢cdo com micotoxinas em
produtos de cultivo organico. Essa tendéncia de contamina¢do pode ser
consequéncia da produgdo orgénica, que nao permite a utilizacdo de produtos
quimicos, como pesticidas, fungicidas e reguladores de crescimento. Isto pode
permitir a colonizagdo de diversos fungos e consequente producdo de
micotoxinas. A proibicao de utilizacdo de fungicidas promove a exposi¢ao dos
grios a contaminagdos com fungos, entre eles os ocratoxigénicos (GONZALEZ
et al., 2006; JESTOI et al., 2004; JUAN et al., 2008).

Por outro lado, existem relatos de maior contaminagdo com micotoxina
em produtos de cultivo convencional do que produtos de cultivo orgénico
(BAKUTIS; BALIUKONIENE; LUGAUSKAS, 2006). Benbrook (2005)
observou comparando diferentes estudos que em amostras de alimentos de
cultivo convencional a contaminagdo foi 50% mais frequente do que as amostras
organicas. Para este autor, sistemas de cultivo convencional aumentam o risco
de contaminagdo com fungos toxigénicos, por falta da biodiversidade e
dependéncia de monoculturas, diminui a competi¢do dos fungos toxigé€nicos
com outros microrganismos ¢ favorece a producao de micotoxinas em condigdes
favoraveis. Nas culturas organicas existem maior biodiversidade e
consequentemente maior competicdo pelo substrato, o que pode ndo ser
favoravel para a produgao de toxina.

Hé discordancia entre os resultados de diferentes pesquisas, alguns

estudos ndo mostram diferengas de contamina¢des com micotoxinas entre 0s
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produtos organicos ou convencionais, embora alguns tenham relatado maior
risco de contamina¢d em alimentos organicos € outros afirmam que os alimentos
convencionais apresentam risco maior. Na realidade, a maioria dos estudos
concluem que mais investigagdes s30 necessarias antes que possamos avaliar a
seguranca dos produtos agricolas (JESTOI et al., 2004). Bakutis, Baliukoniene e
Lugauskas (2006) afirmaram que a contamina¢do do substrato com micotoxina
envolve um conjunto de fatores como regido geografica, condi¢des climaticas e
processamento do produto, da colheita ao armazenamento, ¢ estes fatores sdo

mais influentes na produgdo da micotoxina do que o sistema de cultivo.

2.6.3 Ocratoxina A

Ocratoxina A ocorre em diferentes géneros alimenticios e bebidas,
incluindo uma variedade de cereais, amendoim, arroz, graos, café (verde e
torrado), cerveja, uva e derivados, carnes, frutas secas, especiarias, nozes,
castanha do Para, pimentdes vermelhos, suco de maga, pao, entre outros
(ASTORECA et al., 2009; BATISTA et al., 2009; CECI et al., 2007; DUARTE;
PENA; LINO et al., 2010; PRADO et al., 2008; SILVA et al., 2007; VARGA;
SAMSON, 2008).

Esses alimentos sdo considerados de maior contribuicdo para a
exposi¢do humana a ocratoxina A, estimado a 87% nos estados Europeus. Como
esses alimentos fazem parte da dieta normal das populacdes, a ocratoxina A tem
sido detectada em fluidos biologicos como leite humano e plasma, apontada
como um indicador risco contaminagdo (ALMEIDA et al., 2007; LINO et al.,
2008). Além do mais, o problema também ¢é decorrente da exposiciao
ocupacional natural, desde que tem sido detectado em trabalhadores de varias
indtstrias e fazendas (DUARTE; PENA; LINO, 2009). Acredita-se que a

ocorréncia da ocratoxina A seja favorecida por condigdes ambientais como
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clima, tempo de estocagem e de transporte ¢ condigdes de processamento, como
umidade, processos mecanicos ou de secagem (PETZINGER; WEIDENBACH,
2002; ROMANI et al., 2000).

Apbs a descoberta das aflatoxinas, a ocratoxina foi o segundo grupo de
micotoxinas a serem estudados, cujo interesse de estudo cresceu na ultima
década (NIESSEN et al., 2005; SHERIF; SALAMA; ABDEL, 2009). A
ocratoxina A ¢ um metabolito secundario produzido por espécies de fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium (GIL-SERNA et al.,, 2011; VARGA;
SAMSON, 2008), frequentemente encontrado como contaminante em alimentos
(BANDO et al., 2007; FERRACIN et al., 2009; PATINO et al., 2005;
PERRONE et al., 2007; SHERIF; SALAMA; ABDEL, 2009; SILVA et al.,
2007). Foi descrita pela primeira vez por Van der Merwe, Steyne, Fourie, Scott e
Theron em 1965 (ZINEDINE; MANES, 2009). A ocratoxina A caracteriza-se
por possuir um atomo de cloro em sua estrutura, responsavel em parte pelo
carater toxico (EDWARDS; OCALLAGHAN; DOBSON, 2002), sdo derivadas
de dihidroxidometil-isocumarina vinculadas a L- B-fenilalanina mediante uma
ligagdo amida (PITT et al., 2000; VARGA; SAMSON, 2008) e sua estrutura
quimica ¢€: I-fenilalanina-N-[(5-cloro-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-
benzopirano-7-il)carbonil]-(R)-isocumarina (KHOURY; ATOUI, 2010) (Figura
4).
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Figura 4 Estrutura quimica da ocratoxina A
Fonte Khoury e Atoui (2010)

Ocratoxina A é o membro mais toxico do grupo das ocratoxinas, que
também inclui ester metil, ester etil, também conhecido como ocratoxina C
(OTC), 4-hidroxiocratoxina A (4-OH OTA), ocratoxina B (falta um atomo de
cloro no C5 do sistema de anéis de dihidro-metil-isocumarina) e estes ésteres de
metil e etil e ocratoxina o (OT a; aqui a metade da fenilalanina esta em falta). A
ocratoxina A ¢ altamente soluvel em solventes organicos polares, levemente
soluvel em agua e soluvel em hidrogénio aquoso de carbonato de sodio,
apresenta ponto de fusdo de 90 e 171 °C. Ocratoxina A exibe absorcao
ultravioleta a AMM, ., (nm; €) = 333 (6400) (DUARTE; PENA; LINO, 2010).

Diversos paises estabeleceram limites maximos para a ocratoxina A no
setor dos cereais e outros produtos, no entanto, poucos tém legislacdo para os
graos de café. CEC estabeleceram regulamentos para a ocratoxina A, 5 pg/Kg
para graos de cereais crus (incluindo arroz cru e trigo sarraceno, café verde e
torrado), 10 png/Kg para café soluvel e 3 ng/Kg para todos os produtos derivados
de cereais (CEC, 2006). No Brasil, a concentragdo de ocratoxina A em café
torrado e soluvel ¢ de 10 pg/Kg estabelecida pela Consulta Publica n® 100 de
dezembro de 2009 (ANVISA, 2009).
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2.6.4 Ocratoxina A e salde humana

A exposicdo humana a micotoxinas pelo consumo de alimentos
contaminados € questio de saude publica em todo mundo (CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002). Varios trabalhos estdo sendo desenvolvidos para documentar
a ocorréncia de ocratoxina A em alimentos para o homem e em ragdes para
animais (SILVA et al., 2007). Estas toxinas fungicas, uma vez formadas, podem
entrar na cadeia de produgdo de alimentos através da contaminacdo de
ingrediente ou género alimenticio consumido pelos humanos ou na cadeia
alimentar de animais que sdo destinados ao consumo humano. Também séo vias
importantes de contamina¢do com micotoxinas, ingestdo de dgua contaminada,
inalagdo de esporos e contato direto por via cutanea (DUARTE; PENA; LINO,
2009; SHERIF; SALAMA; ABDEL, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM,
2009; ZINEDINE; MANES, 2009).

Graves problemas de saide e morte podem ter ocorrido a partir do
consumo de micotoxinas. As micotoxinas sdo inevitavelmente consumidas ou
ingeridas pelos animais ou seres humanos (PATERSON; LIMA, 2010).

As micotoxinas podem afetar muitos processos celulares diversos e tém
um amplo espectro de efeitos toxicologicos (SHERIF; SALAMA; ABDEL,
2009). Ainda nao definitivamente demonstrado, ocratoxina A foi suspeito de ser
um dos muitos agentes etiologicos da Nefropatia Endémica de Balkan (BEN),
doencga degenerativa dos rins, descrita nos ultimos cinquenta anos como uma
patologia tipica de humanos na area dos Balkans, sudeste da Europa, onde sdo
geralmente encontrados alimentos contaminados com ocratoxina A e onde
pessoas sofriam com nefropatia cronica intersticial e ou tumores no trato
urinario, tém alta concentragdo (2-40 ng/mL) de ocratoxina A em seus sangues
assim como em seus alimentos (1-35 pg/Kg) (CREPPY; BAUDRIMONT;
BETBEDER, 1995; DUARTE; PENA; LINO, 2010; JECFA, 2001).
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Essa toxina também apresenta efeito teratogénico e embriotoxico, a
ocratoxina A pode atravessar a placenta (JECFA, 2001), genotoxico,
neurotoxico, nefrotoxico, possivel carcinogénico grupo 2B (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - TARC, 1993), imunossupressor. A
ocratoxina A inibe a proliferacdo de linfécitos B e afeta as fases tardias da
ativacdo de linfocitos T in vitro, em relagdo ao sistema imune humoral, ¢ induz
regressao de IgG, IgA e IgM. No entanto, tanto os efeitos imunoldgicos e
teratogénicos tém sido observados apenas em doses muito mais elevadas do que
aquelas que causam nefrotoxicidade (DUARTE; PENA; LINO, 2009;
FERRACIN et al., 2009; FUNGARO; SARTORI, 2009; JUAN et al., 2008;
VARGA; SAMSON, 2008). Também foram descritas evidéncias de uma
possivel correlagdo entre ocratoxina A e desenvolvimento de tumores do trato
urinario de seres humanos (DIRHEIMER, 1996; MITCHELL et al., 2004; PITT
et al., 2000). Resultados de varios estudos sugerem que pacientes que sofrem de
doengas renais ou urinarias apresentam significativamente maior concentracao
de ocratoxina A no sangue que individuos saudaveis (MALLY; HARD;
DEKANT, 2007).

Assintomaticos durante anos, a doenca progride lentamente para fase
final de insuficiéncia renal (MALLY; HARD; DEKANT, 2007). Efeitos
adversos tardios a saide devido a exposi¢do a pequenas quantidades de
micotoxinas sdo muito variados e incluem principalmente o cancer (SHERIF;
SALAMA; ABDEL, 2009), estima-se que cerca de 35% dos casos de cancer
humano estejam diretamente relacionados a dieta (CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002).

A ocratoxina A ¢ lentamente absorvida pelo trato gastrointestinal, ¢
distribuida através do sangue, principalmente para os rins, € as concentragoes
inferiores podem ser encontradas no figado, musculos e gordura (VARGA;

SAMSON, 2008). Transferéncia para o leite tem sido demonstrada em ratos,
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coelhos e seres humanos, mas pouco ¢ transferido para o leite dos ruminantes,
devido ao metabolismo de ocratoxina pela microflora ruminal (VARGA;
SAMSON, 2008). O principal metabolito de ocratoxina A em todas as espécies
examinadas ¢ o ocratoxina. Este metabolito tem sido relatado sendo menos
toxico que a ocratoxina A. A ocratoxina A ¢ excretada através da urina e fezes e
a contribuicdo relativa de cada uma dessas rotas em diferentes espécies ¢
influenciada pela extensdo da recirculagao entero-hepatica de ocratoxina A e sua
ligagdo com macromoléculas do soro (VARGA; SAMSON, 2008). Estes fatores
sdo também importantes na determinacdo da meia-vida da ocratoxina A, que
varia muito entre as espécies. Tem uma meia-vida longa em mamiferos nao-
ruminantes, por exemplo, 24-39 h em camundongos, 55-120 h em ratos, 72-120
h em suinos, 510 h em macacos. Em humanos, ocratoxina A ¢é eliminada
lentamente (RICHARD, 2007; VARGA; SAMSON, 2008) devido a longa meia-
vida para eliminagdo (cerca de 35 dias no soro), como consequéncia da sua
ligacdo as proteinas plasmaticas, a sua circulagdo entero e sua reabsor¢do da
urina (LINO et al., 2008), por ser lipossoliivel e ndo prontamente excretada, ela
acumula no tecido adiposo (PITT, 2000; PITT et al., 2000). O adiamento da
excrecdo da toxina no homem pode ser devido a uma reabsor¢do durante a
circulacdo enterohepatica, consequéncia da reabsor¢do a partir da urina apos a
secrecdo tubular e a extensa ligagdo protéica. A toxina € ingerida na maioria das
refeigdes, portanto humanos podem ndo estar livres da toxina por um longo
periodo (PETZINGER; WEIDENBACH, 2002). Para a exposi¢ao a ocratoxina
A, os biomarcadores se restringem a quantificagdo da propria toxina nos fluidos
bioldgicos. A utilizacdo da determinacao de ocratoxina A na urina foi sugerida
como biomarcador simples para estimar a exposi¢ao a essa micotoxina (BANDO
et al., 2007).

A toxicidade de ocratoxina A parece estar relacionada a sua capacidade

de inibir a sintese protéica competindo com a fenilalanina na reagdo catalisada
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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).

Varios paises tém elaborado legislagdes que permitem a concentragdo
maxima de ocratoxina A em produtos agricolas e derivados (BATISTA;
CHALFOUN, 2007). Foi estabelecida a ingestdo semanal toleravel de
ocratoxina A em 112 ng/Kg de peso corporal correspondendo a
aproximadamente 14 ng/kg de peso corporal por dia, com base na deterioracao
da fungdo renal em suinos (JECFA, 2001). Estes limites tém por finalidade
assegurar a integridade da saude da populacdo destes paises, nao expondo assim
os consumidores aos efeitos toxicos causados pela ocratoxina A. De lado com a
saude e perspectiva toxicoldgica, exposicdo a ocratoxina A, também apresenta
uma faceta econdmica na pecudria animal, que diminui a produtividade (leite,
ovos ¢ perda de peso) e aumenta a taxa de mortalidade. A concentragdo de
ocratoxina A em leite bovino € menor, embora a concentragdo possa variar de

acordo com a ingestdo da micotoxina (DUARTE; PENA; LINO, 2010).

2.7 Fungos produtores de ocratoxina A em café

A biodiversidade da microbiota presente em frutos e graos de café
depende da variedade do café, método de processamento, fatores ambientais
como umidade, temperatura, e os microrganismos contaminantes do solo
(BATISTA et al., 2009).

Os principais géneros produtores de ocratoxina A sdo Aspergillus e
Penicillium (DUARTE; PENA; LINO, 2009; ESPADALE; LAMPURLANES;
AUBERT, 2008; GIL-SERNA et al., 2011; LINO et al., 2008). As espécies do
genero Penicillium sdo encontradas geralmente em regides temperadas,

temperaturas abaixo de 30 °C e com atividade de agua abaixo 0.80 (JECFA,
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2001) e o principal produtor é Penicillium verrucosum. Os Aspergillus sdo
encontrados em regides de clima tropical, as principais espécies do género
Aspergillus produtores de ocratoxina A sdo Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Aspergillus carbonarius, Aspergillus sulphureus e Aspergillus
sclerotiorum (BATISTA et al., 2009; SILVA et al., 2008; VARGA; SAMSON,
2008; ZINEDINE; MANES, 2009). Estas espécies diferem-se em seus ninchos
ecologicos, o tipo de alimento que contaminam e diferencas geograficas
(DUARTE; PENA; LINO, 2010; JUAN et al., 2008). Apesar de A. niger ser
mais comum em café do que 4. carbonarius, ele apresenta um baixo potencial
toxigénico sendo, portanto, de pouca importancia como fonte de ocratoxina em
café (FUNGARO; SARTORI, 2009; PALACIOS-CABRERA et al., 2005;
TANIWAKI et al., 2003). Também ¢é comum encontrar 4. ochraceus em café,
esta espécie ¢ o maior produtor de ocratoxina A no café (BATISTA et al., 2009).

Fatores ambientais s3o essenciais para que espécies de Aspergillus
sintetizem ocratoxinas (ASTORECA et al., 2007). A umidade e composi¢ao
quimica dos graos de café, temperatura, pH, cultivo ¢ manejo do produto podem
influenciar o desenvolvimento de microrganismos e sua atividade metabolica
(SILVA et al., 2008; VARGA; SAMSON, 2008). As mudancas drasticas de
temperatura podem causar estresse metabolico em fungos, que podem resultar
em maior ou menor producdo de toxina. No transporte de café, ha sempre um
risco de aumento no teor de umidade, podendo favorecer o desenvolvimento de
fungos toxigénicos ¢ a produ¢do da micotoxina (PALACIOS-CABREIRA et al.,
2004; VARGA; SAMSON, 2008).

O processamento do café por via imida auxilia na redug¢do de fungos
toxigénicos e a produgdo de ocratoxina A. O principal objetivo do tratamento ¢ a
remogao do exocarpo, endocarpo e mesocarpo (SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008). A variedade de grdos com exocarpo mais resistente apresenta maior

resisténcia a penetracdo e proliferacdo de fungos e, consequentemente, a
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producdo de micotoxinas ¢ dificultada ou suprimida (PASIN; ALMEIDA;
ABREU, 2009).

Alimentos que tém nutrientes essenciais para o crescimento fingico
contribuem para o surgimento dos mesmos e a deterioracdo dos alimentos e
ragdes (GARCIA et al., 2009). Alguns estudos confirmam que o café cru é um
substrato adequado para o crescimento de A. ochraceus e produgdo de
ocratoxina A (PALACIOS-CABREIRA et al., 2004). Outros estudos, porém,
afirmam que a cafeina ou algum outro componente do café inibem a produgdo in

vitro (ASTORECA et al., 2007).

2.7.1 Género Aspergillus Secdo Nigri e Se¢do Circumdati

As espécies produtoras de ocratoxina A mais frequentemente detectadas
no café em paises de clima tropical pertencem ao género Aspergillus Segdo
Circumdati e Segao Nigri (GIL-SERNA et al., 2011). Os Aspergillus estdo entre
os fungos mais comuns deterioradores de alimentos e outros materiais
(SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006).

Os Black Aspergillus, que compreendem espécies da Secdo Nigri, sdo
mundialmente distribuidos, sdo espécies comuns de ambiente (NOONIM et al.,
2008b) e tém um impacto na sociedade moderna, responsaveis pela deterioracao
dos alimentos e biodeterioragdo de muitos produtos agricolas (SAMSON et al.,
2004; VARGA; SAMSON, 2008). Estao relacionados com alimentos, saude e
biotecnologia. Mudangas e danos em alimentos causados por Aspergillus podem
ser sensorial, nutricional, e natureza qualitativa como: pigmentacio,
descoloragdo, podriddo, perda de odores e flavor (NOONIM et al., 2008b;
PERRONE et al., 2007). Os fungos dessa Secdo possuem conidios de coloracdo

marrom-escuro a negros (Figura 5a), com estruturas dos conidioéforos
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unisseriados ou bisseriados (Figura 5b), vesiculas esféricas e hifas hialinas ou

levemente pigmentadas proximo ao apice (BELLI et al., 2004).

Figura 5 a) Fungo do género Aspergillus Secao Nigri em meio de cultura CYA;
b) Estrutura microscopica do fungo do género Aspergillus Secao Nigri

Aspergillus da Secdo Nigri fazem parte do grupo de Aspergillus
ocratoxigénicos onde A. carbonarius ¢ o mais representativo. Alguns autores
indicaram que muitas espécies fortemente relatadas A. carbonarius e A. niger
sdo encontrados muitas vezes em associagdo, ¢ sdo produtores de ocratoxina A
em alimentos de regides tropicais e subtropicais, nomeadamente em frutos
amadurecidos, especialmente uvas e frutas secas e café, com alta resisténcia a
luz solar e luz ultravioleta, assim como temperaturas relativamente altas
(DUARTE; PENA; LINO, 2010).

A espécie Aspergillus niger ¢ comum em café e é citado em muitos
trabalhos (BATISTA et al., 2009; ESPADALE; LAMPURLANES; AUBERT,
2008; PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008). Aspergillus niger é citado como produtor de ocratoxina A (ASTORECA
et al., 2009; NOONIM et al., 2008a) e também como de varias substancias entre
elas acido citrico, acido gluconico, acido fumadrico, citrato de ferro e enzimas

extracelulares como pectinases, proteases, amilogucosidase, catalase, a-amilase,
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celulase, lipase, estas s3o de importancia biotecnologica uteis nas fermentagdes
nas industrias, incluindo a induastria de alimentos, ¢ aplicacdo em bioprocessos
(ASTORECA et al., 2009; BLUMENTHAL, 2004). A. niger ¢ uma das poucas
espécies de fungos considerada como GRAS (Generally Recognized as Safe)
pelo FDA (Food and Drug Administration), devido a sua baixa toxigenicidade
(SAMSON et al., 2004; VARGA; RIGO; TEREN, 2000). 4. niger também
possui caracteristicas anti-toxina, este fato ¢ promissor, pois poderia permitir a
eliminacdo bioldgica desta micotoxina de substratos solidos, como graos verdes
e cereais. Em alternativa, este fungo pode proporcionar uma fonte de enzimas
que poderiam ser utilizadas para a desintoxicagdo de ocratoxina A em produtos
agricolas contaminados. Novos estudos estdo em andamento para analisar a
possibilidade de degradar ocratoxina A de produtos agricolas sob diferentes
condigdes de cultivo, e para determinar quais as enzimas participam no processo
de desintoxicacdo (VARGA; RIGO; TEREN, 2000).

A Sec@o Nigri ¢ um dos mais dificeis grupos para classificagdo e
identificacdo (PATERSON; LIMA, 2010; PERRONE et al., 2007, SAMSON et
al., 2007), analises de métodos moleculares ¢ metabdlitos secundarios sdo
necessarios para a identificagdo (VARGA; SAMSON, 2008).

Aspergillus da Se¢do Circumdati possuem espécies importantes para a
biotransformagdo de esterodides em alcaldides, enquanto os esclerodios de varias
espécies contém compostos inseticidas, € sdo também importantes produtores de
ocratoxina A (VARGA; SAMSON, 2008).

Dentre os fungos do género Aspergillus da Secdo Circumdati, A.
ochraceus (Figura 6a e 6b) ¢ o mais comum em café e o maior produtor de
ochratoxina A (BATISTA et al., 2009; ESPADALE; LAMPURLANES;
AUBERT, 2008). Mas esta micotoxina também pode ser produzida por outras
espécies de fungos como A. elegans, A. steynii ¢ A. westerdijkiae (BATISTA et
al., 2009; GIL-SERNA et al., 2011; PARDO et al., 2006; TANIWAKI et al.,
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2003). Gil-Serna et al. (2011) afirmam que as espécies de A. steynii ¢ A.
westerdijkiae podem representar maior potencial de risco de produgdo de
ocratoxina A devido a alta produgdo da micotoxina e a diversidade de alimentos
que essas espécies podem contaminar, mas os riscos de produgdo de ocratoxina

A por A. elegans e A. ochraceus nao sao descartados.

Figura 6 a) Aspergillus ochraceus em meio de cultura CYA; b) Estrutura
microscopica de Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus pode ser encontrado em uma ampla gama de
produtos alimentares armazenados, incluindo cereais. Ele também pode infectar
os grios de café durante a secagem ao sol ¢ é uma fonte de ocratoxina A em
grios de café verde (JECFA, 2001). E capaz de se desenvolver em uma grande
faixa de temperatura de 8 a 30 °C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento
varia de 25 °C a 30 °C e atividade de 4gua minima para o seu desenvolvimento ¢é
de 0,76; ja para a producao de ocratoxina A, a atividade de agua minima ¢ de
0,85 com a faixa 6tima variando de 0,95-0,99 (JECFA, 2001; PALACIOS-
CABRERA et al., 2005).
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CAPITULO 2 Fungos ocratoxigénicos em gréos de café de cultivo organico
e convencional
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RESUMO

Algumas espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e
Penicillium sdo produtores de um metabolito secundario toxico, denominado de
micotoxinas, dentre elas, a mais estudada em frutos e graos de café¢ ¢é a
ocratoxina A. No café, os microrganismos de maior relevincia quanto a
producdo dessa micotoxina pertencem ao género Aspergillus, Se¢ao Circumdati
e Secdo Nigri. Este estudo objetivou pesquisar a incidéncia de fungos
ocratoxigénicos e identificar as espécies isoladas de graos de café de cultivo
orgénico e convencional da regido sul de Minas Gerais. Foram analisadas 30
amostras de graos de café arabica (Coffea arabica L.), sendo 20 amostras de
café convencional e 10 amostras de café¢ organico. O isolamento dos fungos
filamentos foi realizado pela Técnica de Plaqueamento Direto em meio Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). A identificago foi realizada com base
nas caracteristicas macro e micro morfologicas e no potencial toxigé€nico pela
técnica Plug Agar. De todas as amostras de graos analisadas, 480 fungos
filamentosos do género Aspergillus pertencentes a Se¢ao Circumdati € a Secao
Nigri foram isolados e identificados. As espécies ocratoxigénicas identificadas
foram: Aspergillus auricoumus, A. ochraceus, A. ostianus, A. niger e A. niger
Agregado. A espécie produtora de ocratoxina A mais frequente entre os isolados
foi A. ochraceus, correspondendo a 89,55%. Nao houve diferenca estatistica
para presenca das espécies identificadas e de 4. ochreceus ocratoxigénicos entre
os sistemas de cultivo convencional e organico, o que sugere que o risco de
contaminacdo ¢ igual para os dois sistemas de cultivo. Também foi possivel
observar que nem todos os isolados de A. ochraceus foram produtores de
ocratoxina A, ou seja, a presenca dessa espécie ocratoxigénica nao implica a
producao da micotoxina in vitro.

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus. Ocratoxina A. Café arabica.
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ABSTRACT

Some species of fungi of Aspergillus and Penicillium genus produce a
toxic secondary metabolite, called mycotoxins, among which the most studies on
fruit and coffee beans is ochratoxin A. In coffee, the microorganisms of more
relevance in the production of this mycotoxin belong to the Aspergillus genus,
Circumdati Section and Nigri Section. This study aimed to investigate the
incidence of ochratoxigenic fungal and identify the species isolated from coffee
beans from organic and conventional crops in the south of Minas Gerais. Thirty
samples of arabica coffee beans (Coffea arabica L.) were analysed, 20 samples
of conventional coffee and 10 samples of organic coffee. The isolation of
filamentous fungi was done by Direct Plating Technique in Dichloran Rose
Bengal Chloramphenicol (DRBC). The identification was based on macro and
micro morphological characteristics and potential toxigenic was based in Plug
Agar technique. Of all the grain samples analyzed, 480 filamentous fungi
belonging to Aspergillus, Circumdati Section and Nigri Section were isolated.
Ochratoxigenic species identified were: Aspergillus auricoumus, A. ochraceus,
A. ostianus and A. niger Aggregate. The species producing ochratoxin A that
was more frequently isolated was A. ochraceus, corresponding to 89.55%.
There were no statistical difference for presence of identified species of
Aspergillus and A. ochreceus ochratoxigenic between systems of conventional
and organic crops, which suggests that the risk of contamination is the same for
both cropping systems. It was also noted that not all isolates of 4. ochraceus
were producers of ochratoxin A, the presence of this species ochratoxigenic not
entail the production of ocratoxina A in vitro.

Keywords: Aspergillus ochraceus. Ochratoxin A. Arabic coffee.
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1 INTRODUCAO

Como nos demais produtos agricolas, os frutos e graos de café estdo
sujeitos a contaminacdo por microrganismos durante diferentes fases de
desenvolvimento, do campo até a estocagem (DUARTE; PENA; LINO, 2010;
NOONIM et al., 2008; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; VILELA et al.,
2010). A presenca desses fungos ndo afeta apenas a qualidade do café, sabor,
aroma ¢ bebida, como também coloca em risco a seguranga do produto final
devido a produgdo de metabodlitos secundarios toxicos, as micotoxinas, que
podem ser nocivos aos consumidores (BATISTA et al., 2003; VILELA et al.,
2010).

Entre as micotoxinas de importancia para saude humana a mais estudada
em graos e derivados do café ¢ a ocratoxina A (BATISTA et al., 2009; FERRAZ
et al., 2010). Esse metabolito secundario possui efeito teratogénico, nefrotdxico,
imunossupressor, possivel carcinogénico (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER - IARC, 1993; JOINT EXPERT COMMITTEE ON
FOOD ADDITIVES - JECFA, 2001).

Viarios trabalhos foram realizados analisando presenca de fungos e
potencial ocratoxigénico em graos e frutos de café (BATISTA et al., 2009;
NOONIM et al., 2008; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; VILELA et al.,
2010). No café, o principal género produtor dessa micotoxina é Aspergillus
Secdo Circumdati e Segao Nigri (BATISTA et al., 2003, 2009; GIL-SERNA et
al., 2011). As principais espécies do género Aspergillus produtores de ocratoxina
A s80 A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius, A. sulphureus, A. sclerotiorum e
A. westerdijkiae (BATISTA et al., 2009; FRISVAD et al., 2004; GIL-SERNA et
al., 2011; PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2004; TANIWAKI et al.,
2003; ZINEDINE; MANES, 2009). Aspergillus ochraceus é comumente

encontrado em grdos de café e ¢ um importante produtor de ocratoxina A
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(BATISTA et al., 2009; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004b; VILELA et al., 2010).
Aspergillus carbonarius ¢ comum em vinho e em café robusta, sua presenga em
graos de café no Brasil ¢ pouco frequente, ao contrario da Tailandia, onde essa
espécie ¢ comumente isolada (NOONIM et al., 2008; TANIWAKI et al., 2003).
Este estudo teve como objetivo identificar fungos toxigénicos em graos
de café de cultivo organico e convencional da regido sul de Minas Gerais, bem
como avaliar qual sistema de cultivo apresenta maior risco de contaminag¢ao com

ocratoxina A produzidas por fungos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram analisadas 30 amostras (Tabela 1) de graos de café arabica
(Coffea arabica L.) cedidas pelas Cooperativas dos municipios de Lavras e Poco
Fundo — MG. Dessas amostras, 10 eram de café organico e 20 de café
convencional. As amostras foram analisadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos — Micologia e Micotoxinas - do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos na Universidade Federal de Lavras.

Tabela 1 Amostras de café estudadas. Lavras, 2010

N° de amostras Café Colheita Cidade
5 Orgénico Pano Pogo Fundo
3 Orgénico Varri¢ao Poco Fundo
1 Organico Pano Sto. Ato. Amparo
1 Organico Varrigéo Sto. Ato. Amparo
4 Convencional Varrigdo Po¢o Fundo
4 Convencional Pano Poco Fundo
12 Convencional Pano Lavras

2.2 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos filamentos contaminantes dos graos de
café, foi utilizada a Técnica de Plaqueamento Direto em meio Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC) sendo 100 grdos de café sem desinfeccdo
superficial e 100 grdos com desinfeccdo superficial com alcool 70% e
hipoclorito a 1%, conforme Samson et al. (2000). As placas foram incubadas em

BOD de 25 °C por 5-7 dias.
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2.3 Identificacdo de espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium

Os fungos isolados foram purificados e identificados conforme Klich
(2002), Pitt (2000), Pitt e Hocking (1997) e Samson et al. (2000).

As culturas foram purificadas em Malt Agar 2% (MA) a 25 °C, logo
apos os isolados foram inoculados em placa de Petri contendo os meios de
cultura padronizados conforme os manuais de identificagdo, Czapeck Yeast
Agar (CYA), incubados as temperaturas de 25 °C e 37 °C por 7 dias e Malt
Extract Agar (MEA) a 25 °C por 7 dias. Apods o crescimento, foram observadas
as caracteristicas morfologicas (macroscopicas e microscopicas) descritas

conforme Klich (2002).

2.4 Determinacdo da producdo de ocratoxina A por fungos pelo método
Plug Agar

Para determinacdo do potencial de produgdo de ocratoxina A, os
isolados da Se¢do Circumdati foram inoculados em meio YES (Yeast Extract
Sucrose Agar) e os da Secdo Nigri CYA (Czapek Yeast Agar) a 25 °C por 7 dias,
conforme Filtenborg e Frisvad (1980). Foi utilizado o padrdo de OTA (Sigma-
Aldrich), Placas de Cromatografia de Camada Delgada (Merk-Silica Gel 60,
20x20) e como Fase movel TEF-Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90%
(60:30:10).

2.5 Analise estatistica

Para correlacionar os niveis de contaminacdo com fungos produtores de
ocratoxina A nas amostras de grios de café dos dois sistemas de cultivo, foi

utilizado o método de analise de correspondéncia simples, conforme descrito por
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Greenacre (1993). Esta técnica consiste na aplicagdo dos componentes
principais, como a tabela de contingéncia, neste caso, a tabela mostra o nivel de
frequéncia de contaminagdo em uma coluna e o tipo de café em linhas. A
propor¢ao de café total da amostra corresponde ao perfil das variaveis indicadas
na coluna. Analogamente, o perfil para as variaveis de linhas ¢ produzido.
Quanto a analise de comparagdo entre as Secdes Circumdati ¢ Nigri nos dois

sistemas de cultivo, foi feita uma analise descritiva simples de médias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas, 100% foram contaminados com fungos
(Tabela 2). Os principais géneros encontrados neste estudo também foram
detectados em graos de café de outras pesquisas realizadas no Brasil e no
exterior: Aspergillus, Secdes Circumdati, Flavi, Fumigati, Nigri ¢ Versicolor
(BATISTA et al., 2009; PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; VILELA et al.,
2010), Cladosporium (SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; VILELA et al.,
2010), Eurotium (JOOSTEN et al., 2001), Fusarium (SILVA; BATISTA;
SCHWAN, 2008; VILELA et al.,, 2010), Leveduras (PARDO et al., 2004;
VILELA et al., 2010), Mucor (BOKHARI, 2007), Penicillium (PASIN;
ALMEIDA; ABREU, 2009; VILELA et al., 2010), Rizopus (LEONG et al.,
2007; PARDO et al., 2004) e Tricoderma.

Tabela 2 Porcentagem de fungos encontrados em griaos de café de cultivo
convencional e organico apos plaqueamento com e sem desinfecgdo
superficial. Lavras, 2010

Fungos Organico com Organicosem  Convencional Convencional

Desinfec¢do Desinfec¢do com sem
Desinfec¢do Desinfec¢do

Aspergillus 3,6 49,8 7,6 62,3
Cladosporium 0,9 0,08 6,9 5,0
Eurotium 0,24 0 0,4 1,8
Fusarium 53,1 33,3 28,5 24,1
Mucor 0,5 0 0 0,9
Penicillium 5,3 11,8 3,9 49
Rhizopus 0 0,3 0,7 0,2
Tricotherma 0 0 0 0,16
Leveduras 36,4 49 51,9 0,6

Analisando os graos plaqueados sem desinfec¢do, o género Aspergillus,

que ¢ alvo de estudo comum entre pesquisadores da area, foi encontrado em
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aproximadamente 58,7% das amostras. Pardo et al. (2004) encontraram
incidéncia de 93% de contaminagdo dos graos de café com fungos do género
Aspergillus. Bokhari (2007) estudou os fungos ocratoxigénicos em graos de café
da Arabia Saudita e o género Aspergillus também foi predominante.

Os Aspergillus da Secdo Circumdati e Nigri corresponderam a 56,54%
do total de fungos contaminantes dos graos de café. Esse resultado foi
semelhante ao de Batista et al. (2003), que observaram 54,78% para as mesmas
segoes do género. Leong et al. (2007) encontraram estas duas segoes
responsaveis por 75% da contaminacdo nas amostras de café. Neste trabalho, a
Se¢do Circumdati correspondeu a 27,29% e a Secdo Nigri a 29,25% do total de
isolados. Em um estudo realizado por Batista et al. (2009), 41% dos isolados
identificados pertenciam a Secdo Circumdati e 25% a Secdo Nigri. Pardo et al.
(2004) encontraram 67,40% de graos infectados com Aspergillus secdo Nigri.
No presente estudo, observou-se distribuicdo uniforme de fungos filamentosos
da Secdo Circumdati e Segdo Nigri entre as amostras de café organico e
convencional (Figuras 1 e 2; Tabelas 3 e 4). Batista et al. (2003) também
relataram distribuicdo uniforme dos fungos filamentosos em amostras de café

entre regides estudadas.
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Tabela 3 Analise de variancia para a contagem de fungos filamentosos do
género Aspergillus Secao Nigri. Lavras, 2010

FV? GL® SQ° oM ¢ Fe Valor-P '
Colheita 1 22.342 22.342 4.69 0.049
Café 1 4.935 4.935 1.04 0.329
Colheita*Café 1 0.009 0.009 0.00 0.967
Erro 12 57.136 4.761
Total 15 82.191

OBS: Dados transformados pela raiz quadrada
*FV — Fonte de variagio

®GL — Grau de liberdade

“SQ — Soma dos quadrados

4QM - Quadrado médio

¢F — Teste de F

Valor-P — Nivel de significancia

Tipo de colheita Tipo de café

7.54

7.04

6.5 \
6.0
5.5 \

5.04

Médias

P v c )
P — pano V- varri¢ao C — convencional O — organico
Figura 1 Principais efeitos das médias dos fatores tipo de colheita e tipo de café

para os fungos do género Aspergillus Segdo Nigri (dados
transformados pela raiz quadrada)
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Tabela4 Analise de variancia para a contagem de fungos filamentosos do
género Aspergillus Secdo Circumdati. Lavras, 2010

FV? GL® SQ° oM ¢ Fe Valor-P '
Colheita 1 1.071 1.071 0.19 0.672
Café 1 1.016 1.016 0.18 0.680
Colheita*Café 1 0.007 0.007 0.00 0.973
Erro 12 68.377 68.377
Total 15 70.811 70.811

OBS: Dados transformados pela raiz quadrada.
*FV — Fonte de variagio

®GL — Grau de liberdade

“SQ — Soma dos quadrados

4QM - Quadrado médio

¢F — Teste de F

Valor-P — Nivel de significancia

Tipo de colheita Tipo de café

5.6

5.54

5.4+

Médias

5.34

5.24

5.14

P \Y c (0]
P — pano V- varrigdo C — convencional O - organico

Figura 2 Principais efeitos das médias dos fatores tipo de colheita e tipo de café
para os fungos do género Aspergillus Se¢do Circumdati (dados
transformados pela raiz quadrada)
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Considerando os sistemas de cultivo separadamente, no sistema
organico, os Aspergillus da Se¢do Circumdati e Nigri corresponderam a 48,14%
do total de fungos contaminantes dos grdos, 25,31% dos isolados foram
identificados como Secdo Circumdati e 22,82% como Se¢do Nigri. No sistema
convencional, os Aspergillus da Se¢do Circumdati e Nigri corresponderam a
59,97% do total de fungos contaminantes, 28,10% Se¢ao Circumdati ¢ 31,87%
Secdo Nigri. As Figuras 1 ¢ 2 e as Tabelas 3 e 4 apresentam analise estatistica
das contaminag¢des com género Aspergillus da Secdo Circumdati e Seg¢ao Nigri
em amostras de grdos de café de cultivo convencional e organico.
Estatisticamente, as diferencas encontradas nao foram significativas.

Ainda analisando as Tabelas 3 e 4 e as Figuras 1 e 2, o tipo de colheita
pano apresentou diferenga significativa para fungos do género Aspergillus Segdo
Nigri. Os frutos de café colhidos em pano sdo frutos que estavam no cafeeiro,
podendo estar nos estadios verdes, maduros ou passa (BATISTA et al., 2009), e
recebem maior insolagdo. Os Black Aspergillus sdo mais resistentes a luz UV
devido a coloragdo dos esporos, o que confere maior capacidade de competi¢ao
pelo substrato, e pode justificar a presenca de fungos do género Aspergillus
Secdo Nigri no pano (ABARCA et al., 2003; DUARTE; PENA; LINO, 2010;
PITT; HOCKING, 1997; ROMERO et al., 2005). O pano utilizado na colheita
também poderia estar contaminado com esporos de fungos do género Aspergilus
Secdo Nigri, e facilitar a contaminagdo dos frutos e graos de café.

De todas as amostras analisadas foram obtidos e identificados 480
isolados do género Aspergillus, com base nas caracteristicas morfologicas.
Desses isolados, 277 eram do género Aspergillus Secao Nigri e 203 Secdo
Circundati. Da secdo Circumdati, a espécie mais comum tanto para café de
cultivo convencional quanto organico foi A. ochraceus (169) (Figura 3),
representando 35,20% do total de isolados, propor¢do semelhante as relatadas

em outros estudos com frutos e graos de café (BATISTA et al., 2003; SILVA;
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BATISTA; SCHWAN, 2008; TANIWAKI et al., 2003). Outros autores
encontraram propor¢des diferentes a deste estudo, como Urbano et al. (2001),
que relataram 10.3% de A. ochraceus entre isolados de grdos de café
convencional, a maioria deles detectados também em café arabica no estadio de
secagem. Batista et al. (2009) encontraram Aspergillus ochraceus também como
espécie mais comum, no entanto, em maior proporc¢ao (93%). Em outro estudo,
Batista e Chalfoun (2007) encontraram resultado semelhante, 91,81% de A4.
ochraceus em diferentes fragdes de café. A variacdo encontrada entre os autores
citados anteriormente pode ser devido as diferentes cultivares, localidades e ano
de estudo. Devido a especial importincia dessa espécie para a qualidade e
seguranca do café, em fungdo de sua ampla distribui¢do e potencial toxigénico,
A. ochraceus tem sido alvo de intimeros estudos com graos e frutos de café
(BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2000; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004a;
TANIWAKI et al., 2003; VILELA et al., 2010).

Considerando todas as amostras, a espécie do género Aspergillus Segdo
Nigri mais comum no sistema de cultivo convencional foi 4. fubingensis (Figura
4) com 42,70% dos isolados. No sistema de cultivo organico, a principal espécie
foi A. foetidus (Figura 4) com 35,80%. Trabalhos semelhantes, com grao de café
verde, entretanto apenas com sistema de cultivo convencional, foram realizados
no Brasil (TANIWAKI et al., 2003) e em outros paises, como Arabia Saudita
(BOKHARI, 2007) e Vietna (ILIC et al., 2007; LEONG et al., 2007), em todos
estes estudos 4. niger foi a espécie predominante. A. niger ¢ amplamente
distribuido no ambiente (URBANO et al., 2001) e ¢ isolado ndo apenas de graos
de café, mas também de outros alimentos como uva e derivados (MAGNOLI et
al., 2004; PERRONE et al., 2007). As concentracdes de ocratoxina A e espécies
de Aspergillus ocratoxigénicos em uvas cultivadas em sistema convencional e

organico foram analisadas por Ponsone et al. (2007), estes autores observaram
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que a presenga desses fungos ndo ¢ influenciada pelo sistema de cultivo e sim
pelo estadio de maturacdo dos frutos.

As demais espécies encontradas neste trabalho (Figura 3) também foram
identificadas em outras pesquisas com café, como A. auricomus (19 isolados) e

A. sulphureus (8 isolados), que também foram relatados por Batista et al. (2009),

A. niger e A. niger Agregado (Figura 4) relatados por Batista et al. (2009) e
Silva, Batista ¢ Schwan (2008).

Figura 3 Aspergullus Secdo Circumdati em meio CYA 25 °C. (a) 4. ochraceus;
(b) A. auricomus; (c) A. sulphureus; (d) A. ostianus

~ i | 2= e ——

Figura4 Aspergullus Se¢ao Nigri em meio CYA 25 °C. (a) 4. niger; (b) A.
niger Agregado; (c) A. tubingensis; (d) A. foetidus

Todos os 480 isolados foram testados quanto & capacidade de produzir
ocratoxina A pela técnica Plug Agar. Considerando as 30 amostras de graos de
café, A. ochraceus foi a principal espécie produtora desta micotoxina, resultados

semelhantes foram encontrados por Batista et al. (2003).
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Analisando as oito amostras de café de cultivo convencional e as oito de
cultivo orgénico procedentes da regido de Poco Fundo - MG, foi possivel
observar que dos 107 isolados da Secdo Circumdati, 62,62% (n = 67)

produziram ocratoxina A (Tabela 5).

Tabela 5 Identificagdo de espécies e isolados potencialmente toxigénicos.
Amostras da mesma regido de Pogo Fundo. Lavras, 2010

Espécie No. De isolados No. De isolados
identificados potencialmente
toxigénicos®

Café organico (8)
Secdo Circumdati

A. auricomus 7 4
A. ochraceus 49 32
A.ostianus 1 1
A. sulphureus 2 ND
Secdo Nigri

A. foetidus 22 ND
A. niger 7 ND
A. niger Agregado 10 2
A. tubingensis 12 ND

Café convencional (8)
Secdo Circumdati

A. auricomus ND ND
A. ochraceus 45 28
A. ostianus 2 2

A. sulphureus 1 ND
Secdo Nigri

A. foetidus 20 ND
A. niger 33 4

A. niger Agregado 15 ND
A. tubingensis 13 ND

*ND — ndo detectado pelo método Plug Agar.
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Os valores foram aproximados dos obtidos por Batista et al. (2003), que
identificaram 74,6% das espécies da Se¢do Circumdati como produtoras de
ocratoxina A, em grdos de café convencional. Dos fungos produtores de
ocratoxina A, a principal espécie produtora foi A. ochraceus 89,55% (Tabela 5).
Entre os isolados de A. auricomus e A. ostianus observou-se isolados capazes de
produzir a micotoxina (Tabela 5) Batista et al. (2003, 2009) também relataram
essas espécies como potencialmente ocratoxigénicas.

Apesar da andlise de correspondéncia ndo estabelecer a significancia
estatistica das associagdes e ndo avaliar o efeito independente de cada
caracteristica, esta andlise combina vantagens de métodos ndo lineares e de
métodos multidimensionais, o que permite a descri¢do das caracteristicas que
ocorrem conjuntamente na cultura do café, e a identificacio de perfis
diferenciados das espécies ocratoxigé€nicas encontradas. Através do mapa
(Figura 5) gerado a partir da analise de correspondéncia, foi possivel observar
que nas amostras de café da regido de Poco Fundo, 4. ochraceus foi a espécie
produtora de toxina encontrada com maior frequéncia em ambos os sistemas de
cultivo. A similaridade da frequéncia dessa espécie foi notdria nos dois sistemas
de cultivo avaliados, bem como o tipo de colheita (pano e varricdo). Em se
tratando das demais espécies (4. niger ¢ A. niger Agregado), verifica-se que
nenhum sistema de cultivo e tipo de colheita caracterizou-se quanto a presenga

do isolado.
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Figura 5 Mapa perceptual das associagdes entre fungos filamentosos e colheita
do café de amostras da regido de Pogo Fundo

Quanto as espécies produtoras de ocratoxina A relatadas por outros
autores, Batista et al. (2003) encontraram A. ochraceus e A. sulphureus como as
principais espécies, Pardo et al. (2004) encontraram 23.1% de Aspergillus
ochraceus produtores de ocratoxina A. Urbano et al. (2001) obtiveram
resultados semelhantes aos do presente trabalho, com 88.1% de A. ochraceus
produtores da toxina. Batista et al. (2009) analisaram fungos ocratoxigénicos em
graos de café convencional processados por via imida e via seca, dos fungos do
género Aspergillus Secdo Circumdati, 92,69% foram identificados como A.
ochraceus e destes, 95% produziram ocratoxina A. Taniwaki et al. (2003)
encontraram 75% desta espécie com capacidade de produzir tal toxina.

Além dessas espécies relatadas como produtoras de ocratoxina A,
estudos recentes também mostram a possibilidade de outras espécies serem
potencialmente produtoras da micotoxina em café, como A4. elegans, A. steynii e

A. westerdijkiae (BATISTA et al., 2009; GIL-SERNA et al., 2011; PARDO et
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al., 2006). Gil-Serna et al. (2011) afirmam que as espécies de A. steynii e A.
westerdijkiae podem representar maior risco de produgdo da micotoxina devido
a sua capacidade de produzir grande quantidade da mesma e a diversidade de
alimentos que essas espécies podem contaminar, contudo, esses autores nao
descartam a possibilidade de que A. elegans e A. ochraceus produzam a mesma
toxina.

Ainda comparando os resultados das amostras de graos de café da regido
de Poco Fundo, dos 132 isolados da Se¢do Nigri 4,54% foram capazes de
produzir ocratoxina A (Tabela 3). Pardo et al. (2004) encontraram 7,3% dos
isolados da Seg@o Nigri como produtores da ocratoxina A, j& Urbano et al.
(2001) encontraram 11.5% em estudo semelhante, diferindo desses resultados,
Batista et al. (2003, 2009) ndo encontraram nenhum dos isolados da Sec¢ao Nigri
ocratoxigénicos.

Dos isolados produtores de ocratoxina A pertencentes a Segdo Nigri
analisados neste trabalho, quatro (10%) eram A. niger ¢ dois (8%) A. niger
Agregado. Este resultado vai de acordo com o relatado por Noonim et al. (2008),
que encontrou apenas 13% dos isolados de A. niger como produtores de
ocratoxina A.

Nao foi encontrado no presente trabalho 4. carbonarius que é descrito
por outros pesquisadores como uma importante espécie produtora de ocratoxina
A. Aspergillus carbonarius é a espécie da Secdo Nigri com maior potencial de
produgdo de ocratoxina A (PARDO et al., 2004), entretanto, ndo € uma espécie
tdo comum em graos de café quanto 4. niger (NOONIM et al., 2008). Essa
afirmagdo foi reforgada pelos estudos de Taniwaki et al. (2003), que encontram
62,95% de A. niger e 6,19% de A. carbonarius em graos de café e identificaram
como ocratoxigénicos apenas 3% dos isolados de A. niger enquanto nos isolados

de A. carbonarius essa propor¢ao foi de 77%. Noonim et al. (2008) e Pardo et al.
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(2004) observaram que a contaminagdo com A. carbonarius ¢é ligeiramente
superior em café robusta do que em café arabica.

De acordo com Miihlencoert et al. (2004) a divergéncia em alguns casos
sobre a producdo de ocratoxina A em Aspergillus sugere que a sintese de
ocratoxina A ¢ dependente da intera¢do de varios fatores ambientais mais do que
o simples fato de crescimento, ou seja, a incapacidade de produzir ocratoxina A
em determinadas condi¢des ndo justifica qualquer conclusdo sobre a habilidade
geral para a producdo da micotoxina. A producdo de metabolitos secundarios
como as micotoxinas ndo sao essenciais para o organismo. Os fatores ambientais
irdo regular os genes e enzimas envolvidas na producdo de ocratoxina A

(MUHLENCOERT et al., 2004).
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4 CONCLUSAO

Os sistemas de cultivo de café organico e convencional ndo se diferiram
quanto a contaminagdo dos graos por espécies do género Aspergillus Secao
Nigri e Secdo Circumdati. Também nao houve diferenga quanto a ocorréncia de
A. ochraceus, que foi a principal espécie ocratoxigénica encontrada, o que
permite afirmar que ndo ha influéncia do sistema de cultivo sobre a
contaminagdo por espécies de Aspergillus e nem sobre a ocorréncia de espécies
ocratoxigénicas pertencentes a esse gé€nero, ou seja, ambos os sistemas de
cultivo apresentam os mesmos riscos de contaminagao.

Também pode-se concluir que nem todos os isolados da espécie A.
ochraceus foram produtores da ocratoxina A. Portanto, apenas a presenga dessa

espécie ocratoxigénica ndo implica que havera, necessariamente, producao da

micotoxina.
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APITULO 3 Incidéncia de ocratoxina A em grdos de café de cultivo
convencional e orgéanico
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RESUMO

Ocratoxina A € a micotoxina mais relevante ¢ mais estudada em graos
de café e derivados, por ser comum nesse substrato e toxica para humanos e
animais. Varios fungos podem produzir a ocratoxina A, por exemplo, espécies
dos géneros Aspergillus e Penicillium. Em paises de clima tropical espécies
ocratoxigénicas do género Aspergillus sdo mais comuns. O presente trabalho
objetivou quantificar ocratoxina A presente em grdos de café de cultivo
convencional e organico da regido sul de Minas Gerais e comparar a ocorréncia
de espécies do género Aspergillus Secdo Circumdati ¢ Nigri, produtoras de
ocratoxina A. Foram analisadas 30 amostras de grios de café arabica (Coffea
arabica L.), sendo 20 amostras de café convencional ¢ 10 amostras de café
organico. A incidéncia de ocratoxina A nas amostras de grdos de café foi
realizada por CLAE. Das amostras analisadas isolou-se 480 fungos filamentosos
do género Aspergillus Se¢des Circumdati e Nigri. Em todas as amostras de gréos
de café, a principal espécie produtora de ocratoxina A foi A. ochraceus (83%
dos isolados). Quanto a presenga da ocratoxina A no grao, apenas uma amostra
de café organico colhido por varrigdo, apresentou alguma concentragdo de
ocratoxina, 1,12pug/Kg. Considerando-se esses resultados, pode-se afirmar que a
presenca de A. ochraceus produtor de ocratoxina A ndo implica na contaminagao
do gréo pela micotoxina e que os dois sistemas de cultivo de café apresentam os
mesmos riscos de contaminagdo. O fato de ter sido detectada micotoxina em
uma unica amostra de graos de café indica que o café do sul de Minas Gerais
possui boa qualidade quanto a seguranga do produto.

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus. Ocratoxina A. Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia.
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ABSTRACT

Mycotoxin ochratoxin A is the most important and the most studied in
coffee beans and derivatives, because it is common on this substrate and it is
toxic to humans and animals. Many fungi can produce ochratoxin A, for
example, Aspergillus and Penicillium species. In tropical countries
ochratoxigenic species of the Aspergillus genus are most common. This study
aimed to quantify ochratoxin A present in coffee beans from conventional and
organic crops in the south of Minas Gerais and compare the occurrence of some
species of Aspergillus, Circumdati Section and Nigri Section, producers of
ochratoxin A. 30 samples of arabica coffee beans (Coffea arabica L.) were
analyzed, 20 samples of conventional coffee and 10 samples of organic coffee.
The incidence of ochratoxin A in samples of coffee beans was done by HPLC.
Among all samples were isolated 480 filamentous fungi of Aspergillus genus
Circumdati and Nigri Sections. In all samples of coffee beans, the principal
species producing ochratoxin A was A. ochraceus (83% of isolates). Regarding
the presence of ochratoxin A in grain, only a sample of organic coffee harvested
by brush, showed some concentration of OTA, 1.12 mg / kg. Considering these
results, it can be argued that the presence of A. ochraceus producing ochratoxin
A was not imply the mycotoxin contamination of grain and the two coffee
cultivation systems have the same risk of contamination. The fact that
mycotoxins have been detected in a single sample of coffee beans indicates that
the coffee in southern Minas Gerais has good quality as the product safety.

Keywords: Aspergillus ochraceus. Ochratoxin A. High Performance Liquid
Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A presenca de ocratoxina A em fluidos corporais de humanos ¢é
associada a ingestdo de alimentos contaminados (PRADO et al., 2008). Sao
varios os efeitos nocivos da exposicdo a ocrotoxina A (SHERIF; SALAMA;
ABDEL, 2009). Esse metabolito secundario pode ter efeitos teratogénicos,
nefrotdxico, imunossupressor, possivel carcinogénico, classificada no grupo 2B
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC,
1993; JOINT EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA,
2001). Caldas, Silva e Oliveira (2002) estimaram que aproximadamente 35%
dos casos de cancer estdo relacionados com a alimentagao.

A micotoxina mais relevante no café é a ocratoxina A (BATISTA et al.,
2003, 2009; PRADO et al., 2008). A ocorréncia dessa micotoxina em graos de
café verde, torrado e soluvel produzidos no Brasil, tem sido alvo de estudo de
muitos pesquisadores nos ultimos anos (BATISTA et al., 2009; FERRAZ et al.,
2010; PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009; SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008). O café produzido no Brasil apresenta riscos de contaminagdo com a
micotoxina e os niveis de contaminagdo variam significativamente. As
concentracgdes relatadas vao de 0,12 pg/Kg até 109 ng/Kg (ALMEIDA et al.,
2007; BATISTA et al., 2003; GOLLUCKE; TANIWAKI; TAVARES, 2004;
LEONI et al., 2001; PRADO et al., 2008; TANIWAKI et al., 2003).

Os resultados dos estudos da ocratoxina A em alimentos despertaram
preocupacao da Unido Européia, que estabeleceu legislacdo especifica limitando
em até¢ 5 pg/Kg a concentragdo de ocratoxina A para graos de café torrado e
moido e 10 pg/Kg para café¢ soluvel (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES - CEC, 2006; JECFA, 2001). Para graos de café verde ainda
ndo foi definido um limite (PRADO et al.,, 2008). Estes limites asseguram

protecdo a saude dos consumidores contra os efeitos toxicos da ocratoxina A
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(BATISTA et al., 2003), ja que o consumo de café representa risco de exposi¢ao
a essa importante micotoxina (ILIC et al., 2007; PARDO et al., 2004). Além do
café, a ocratoxina A pode ser encontrada em cereais (DUARTE; PENA; LINO,
2010), graos (BATISTA et al., 2009), uva e derivados (CLOUVEL et al., 2008),
entre outros.

A ocratoxina A em café é produzida por fungos do género Aspergillus
Secdes Circumdati e Nigri (BATISTA et al., 2009; GIL-SERNA et al., 2011).
As principais espécies produtoras de ocratoxina A em café sdo: Aspergillus
ochraceus, A. carbonarius, A. sclerotiorum, A. steynii, A. sulphureus e A.
westerdijkiae (BATISTA et al., 2009; FRISVAD et al., 2004; GIL-SERNA et
al.,, 2011; SAMSON et al.,, 2004; TANIWAKI et al.,, 2003; ZINEDINE;
MANES, 2009).

Estudos realizados para avaliar a concentracdo de ocratoxina A em
produtos agricolas cultivados em sistema convencional e organico mostram
maior tendéncia de contaminagdo dos produtos organicos do que os produtos
convencionais (CZERWIECKI; CZAJKOWSKA; WITKOWSKA, 2002;
GONZALEZ et al., 2006; JORGENSEN; JACOBSEN, 2002; JUAN et al.,
2008). Jestoi et al. (2004), analisando os niveis de micotoxina em graos, nao
observaram diferenga significativa para a concentragdo da toxina entre sistema
de cultivo convencional e organico, embora a concentragdo média total da
micotoxina tenha sido ligeiramente superior para produtos organicos. Como o0s
produtos organicos ndo recebem insumos quimicos, os frutos e gréos estdo
expostos a contaminacdo com fungos, entre estes, os fungos potencialmente
toxiénicos (GONZALEZ et al., 2006; JESTOI et al., 2004; JUAN et al., 2008).
Na realidade, a maioria dos estudos concluem que mais investigacdes sao
necessarias antes que possamos avaliar a seguranca dos produtos agricolas

(JESTOI et al., 2004).
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Este estudo teve como objetivo quantificar a ocratoxina A em grios de
café produzidos na regido sul de Minas Gerais e comparar as concentragdes nos
sistemas de cultivo convencional e orgénico, além de avaliar a ocorréncia de

espécies ocratoxigénicas do género Aspergillus Se¢ao Circumdati ¢ Nigri.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram analisadas 30 amostras (Tabela 1) de graos de café arabica
(Coffea arabica L.) cedidas pelas Cooperativas dos municipios de Lavras e Poco
Fundo — MG. Dessas amostras, 10 eram de café organico e 20 de café
convencional. As amostras foram analisadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos — Micologia e Micotoxinas - do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos na Universidade Federal de Lavras.

Tabela 1 Amostras de café estudadas. Lavras, 2010

Amostras Café Colheita Cidade
5 Orgénico Pano Pogo Fundo
3 Orgénico Varri¢ao Poco Fundo
1 Organico Pano Sto. Ato. Amparo
1 Organico Varrigéo Sto. Ato. Amparo
4 Convencional Varrigdo Po¢o Fundo
4 Convencional Pano Poco Fundo
12 Convencional Pano Lavras

2.2 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos filamentos associados aos graos de caf€,
foi utilizada a Técnica de Plaqueamento Direto em meio Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC) sendo 100 grdos de café sem desinfeccdo
superficial e 100 grdos com desinfeccdo superficial com hipoclorito a 1%,
conforme Samson et al. (2000). As placas foram incubadas em BOD de 25 °C
por 5-7 dias.
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2.3 ldentificacéo

Os fungos isolados foram purificados e identificados conforme Klich

(2002), Pitt (2000), Pitt e Hocking (1997) e Samson et al. (2000).

2.4 Determinacdo da producdo de ocratoxina A por fungos pelo método
Plug Agar

Para determinagdo do potencial de producdo de ocratoxina A, os
isolados da Secdo Circumdati foram inoculados em meio YES (Yeast Extract
Sucrose Agar) e os da Se¢do Nigri CYA (Czapek Yeast Agar) a 25 °C por 7 dias,
conforme Filtenborg e Frisvad (1980). Foi utilizado o padrao de OTA (Sigma-
Aldrich), Placas de Cromatografia de Camada Delgada (Merk-Silica Gel 60,
20x20) e como Fase movel TEF-Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90%
(60:30:10).

2.5 Analise de ocratoxina A em gréos de café

As analises de ocratoxina A foram realizadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) no Laboratério de Micotoxinas da Fundacdo
Ezequiel Dias — FUNED em Belo Horizonte-MG. A metodologia de extragdo e
quantificacdo da ocratoxina A foi a descrita por Vargas e Santos (2005) e

descrita a seguir:

2.5.1 Padréo de ocratoxina A e elaboracéo da curva de calibracéo

Foi utilizado padrdo de ocratoxina A da marca Sigma (St. Louis, MO) e

determinada a concentragdo conforme descrita na Association of Official
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Analytical Chemists - AOAC (2000). A partir de uma solugao estoque de padrdo
de ocratoxina A (111,05 pg mL™) em tolueno: 4cido acético (99:1, v/v), foi
preparada uma solugdo de concentragio 11,105 pg mL™ no mesmo solvente
(Solucdo Intermediaria 1). A partir desta foi preparada a Solugdo de Trabalho de
concentragdo de ocratoxina A de 11,105 ng mL™ em tolueno:acido acético (99:1,
v/v). A partir da Solu¢do de Trabalho foi elaborada, por dilui¢des sucessivas, a

curva de calibracdo, na faixa de 0,28 a 11,1 ng mL™".

2.5.2 Extracéo

As amostras de café de cultivo convencional e organico foram moidas
em moedor de facas 20 mesh. Em Erlenmeyer de 500 mL foram pesados 12,5g
do produto finamente triturado e adicionou-se 200 mL de uma mistura de
metanol-bicarbonato de soédio 3% (1:1). O frasco foi fechado com parafilme e
papel aluminio e colocado em agitador mecanico tipo shaker durante 30
minutos. Apdés um periodo de descanso, aproximadamente 2 minutos, as
amostras foram filtradas em papel filtro Whatman N. 4 e posteriormente em
microfibra Whatman GF/B de 47 mm de didmetro, sob vacuo. Imediatamente,
uma aliquota de 8 mL do filtrado foi transferida para um baldo de 100 mL e
diluida com 92 mL de solugdo tampao fosfato PBS (pH=7) e posteriormente

homogeneizada.

2.5.3 Purificacdo em coluna de imunoafinidade

Foi aplicado todo o volume do extrato diluido em uma coluna de
imunoafinidade Ochra Test WB Ref. G1033, em fluxo de 2-3 mL/min com
auxilio de vacuo. A coluna foi lavada com 10 ml de agua destilada em fluxo de 3

mL/min e deixada secar por gravidade. Seguiu entdo uma aplicacdo de vacuo
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durante 30 s. A coluna foi entdo adaptada em uma seringa de vidro para a etapa

de eluigao.

2.5.4 Eluicdo da ocratoxina A

Foi aplicado 3 mL de metanol grau CLAE (3 back-flashing de 1 mL
cada) e deixado em contato durante 3 minutos. A elui¢ao foi feita por gravidade
recolhendo o eluato em frasco ambar. Seguiu-se a evaporagdo até secura, em
temperatura de 40-50 °C, em corrente de nitrogénio. No momento da injegdo no
cromatdgrafo liquido, o produto da evaporagéo foi ressuspendido em 500 pL de
fase movel (Acetonitrila, Metanol, Solugdo aquosa de acido acético glacial
(35+35+30, v/v/v). Seguiu-se homogeneizagdo e filtracdo em unidade filtrante
de celulose regenerada de 13 mm de didmetro e poro de 0,45 um. Foi injetado,
entdo, no cromatografo liquido, 50 puL de cada amostra e de cada solucdo da
curva padrdo de calibragdo de ocratoxina A. Os limites de deteccdo e

quantifica¢io da metodologia descrita sdo, respectivamente, 0,2 e 0,6 pg kg™

2.5.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A separagdo e quantificagdo da ocratoxina A foi conduzida em um
sistema de cromatografia liquida Shimadzu com detector de fluorescéncia
(excitagao: 330 nm e emissdo: 470 nm) e com coluna Shim-pack CLC-ODS RP-
18 de 5 um, 4,6 x 250 mm, precedida de pré-coluna Shim-pack G-ODS, de 5
um, 4,0 x 10 mm. A coluna foi lavada isocraticamente, a temperatura ambiente,
em um fluxo de 0,8 mL/min. A fase moével utilizada foi acetonitrila: metanol:
solugdo aquosa de acido acético (35:35:30, v/v/v) Nestas condigdes, o tempo de

retengdo foi aproximadamente de 10 min. A partir do calculo da area do pico da
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ocratoxina A das solugdes dos extratos das amostras e padrdes foi calculado o
teor de ocratoxina A nas amostras.

Para avaliar a eficiéncia da metodologia utilizada ¢ a performance do
laboratorio, amostra de café, isenta de ocratoxina A, foi contaminada, em
triplicata, em 3 concentragoes diferentes. Paralelamente, amostra de café torrado
¢ moido, com teor conhecido de ocratoxina A, do Food Analysis Performance
Assessment Scheme (FAPAS), Inglaterra, foi também analisado. Esta amostra
faz parte do Ochratoxin Report No. 1733, Series 17, Round 33, Proficiency
Testing.

2.5.6 Confirmacéo da ocratoxina A

A confirmagdo positiva de ocratoxina A foi evidenciada pelo
desaparecimento do pico de ocratoxina A no tempo de retencdo de
aproximadamente 10 minutos e aparecimento de um novo pico (éster metilico de
ocratoxina A) em um tempo de retencdo para cerca de 37 minutos (PITTET et

al., 1996).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado de ocratoxina A na amostra do Teste de Proficiéncia foi de
7,2 ng g, para um valor tedrico de 9,6 ng g e uma faixa aceitavel de 5,4 a 13,8
ng g"'. Os resultados obtidos de recuperacio e coeficientes de variagdo (Tabela
2), nas amostras fortificadas com ocratoxina A em trés diferentes concentragdes
foram superiores a 70% e inferiores a 20%, revelando que a metodologia
utilizada estd de acordo com o estabelecido pela Lei N.° 401/2006, de
23/02/2006 da Comission Regulation (CEC, 2006) e Horwitz, Kamps e¢ Boyer
(1980).

Tabela 2 Teste de recuperacdo de ocratoxina A em graos de café verde. Lavras,

2010
Contaminacao Resultado Recuperacgdo Resultado Recuperagéo

(Hg/KQ) (Hg/Kg) (%) medio (ug/Kg)  media (%)
1,78 1,36 76 1,44 81
1,78 1,42 80 CV 6,2%
1,78 1,54 87
2,66 1,97 74 2,61 98
2,66 2,78 104 CV 22,2%
2,66 3,09 116
3,55 4,04 114 3,6 102
3,55 3,23 91 CV 11,4%
3,55 2,54 100

A linearidade foi avaliada na faixa de 0,28 a 11,1 ng g-1 e calculada a
partir da equag@o da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos
quadrados. Foi utilizado o coeficiente de correlagdo linear (r*) como indicador
da reta como modelo matematico. Os valores sempre foram superiores a 0,99,
conforme recomendado por Green (1996) (Figura 1).

Das 30 amostras de grdos de café analisadas quanto a presenca da

micotoxina ¢ apenas em uma amostra (3,33%) foi detectada ocratoxina A
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(Figura 2). O resultado da andlise de concentracdo de ocratoxina A, apresentado
na Tabela 3, revelou ainda que as amostras estavam dentro dos limites
recomendados pela legistacdo Européia, que é de 5 ug/Kg para café torrado
(CEC, 2006; JECFA, 2001). Resultados semelhantes foram encontrados por
Batista et al. (2003), que analisaram 40 amostras de graos de café processados e
em nenhuma delas foram detectados valores de ocratoxina A acima de 5 pg/Kg

(Tabela 4).

Cromatograma
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Figura1 Cromatograma da curva de calibragdo com o padrido de ocratoxina A
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Figura2 Cromatograma da confirmagao da ocratoxina A na amostra

Baseado nos dados apresentados na Tabela 3, quanto a presenca de

fungo potencialmente produtor de ocratoxina A, Aspergillus ochraceus foi a

espécie de maior ocorréncia nos graos de café (83%), independente do sistema

de cultivo (analises demonstradas no capitulo 2). Em outros estudos, que

também analisaram a ocorréncia de ocratoxina A em café, A. ochraceus foi

descrito como a principal espécie produtora da micotoxina (BATISTA et al.,

2009; TANIWAKI et al.,, 2003; VILELA et al.,, 2010). Apesar da espécie

ocratoxigénica A. ochraceus, ter sido encontrada em quase todas as amostras de

grios de café neste estudo, ndo foi detectada ocratoxina A em 29 das 30

amostras analisadas (Tabela 3) isso indica que a presenga do fungo toxigénico

ndo implica obrigatoriamente a presenca da micotoxina no substrato colonizado.
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Tabela 3 Relacdo entre o nivel de contaminagdo com ocratoxina A e fungos
potencialmente ocratoxigénicos presentes em graos de café de cultivo
convencional e organico. Lavras, 2010

Amostra Regido Colheita Nivel de No. (e espécie) fungos
contaminagao potencialmente
(ng/Kg) ocratoxigénico*®
1 orgénico Pogo Pano ND* (1) 1. A. niger
Fundo Agregado
2 organico Pocgo Pano ND (5) 1. A. auricomus
Fundo 4. A. ochraceus
3 organico Poco Pano ND (10) 1. A. auricomus
Fundo 9. A. ochraceus
4 organico Poco Pano ND (2) 2. A. ochraceus
Fundo
5 organico Pocgo Pano ND (5) 4. A. ochraceus
Fundo 1. A ostianus
6 organico Poco Varrigdo 1,12 (3) 2. A. ochraceus
Fundo 1. A .niger Agregado
7 organico Poco Varrigdo ND (4) 1. A. auricomus
Fundo 3. A. ochraceus
8 organico Pocgo Varrigdo ND 9) 1. A. auricomus
Fundo 8. A. ochraceus
Amostra Regido Colheita Nivel de No. (e espécie) fungos
contaminago potencialmente
(ng/Kg) ocratoxigénico*®
9 organico Sto. Ato. Pano ND (5) 3. A. ochraceus
Amparo 1. 4 ostianus
1. A. sulphureus
10 orgénico Sto. Ato.  Varrigao ND (2) 2. A. ochraceus
Amparo
11 Poco Varrigdo ND (8) 8. A. ochraceus
convencional Fundo
13 Poco Varrigdo ND (3) 2. A. ochraceus
convencional Fundo 1. A ostianus
14 Pocgo Varricao ND 9) 2. A. niger
convencional Fundo 6. A. ochraceus
1. 4 ostianus
15 Pocgo Pano ND (1) 1. A. ochraceus
convencional Fundo
17 Poco Pano ND (7) 2. A. niger
convencional Fundo 5. A. ochraceus
18 Poco Pano ND (6) 6. A. ochraceus
convencional Fundo
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Amostra Regido Colheita Nivel de No. (e espécie) fungos
contaminagao potencialmente
(ug/Kg) ocratoxigénico*
19 Lavras Pano ND (3) 3. A. ochraceus
convencional
20 Lavras Pano ND (3) 1. A. niger
convencional Agregado
2. A. ochraceus
22 Lavras Pano ND (1) 1. A. ochraceus
convencional

# ND — nfo detectavel.

* Isolamento e identificag@o das espécies ndo apresentadas.

Amostras que ndo apresentaram contaminagdo fungica e com ocratoxina A, ndo estdo

expressas na tabela.

Tabela 4 Concentragao de ocratoxina A em graos de café de diferentes regides.

Lavras, 2010

Amostras Origem OTA pg/Kg  Autor

132 amostras graos Brasil 0.7-47.8 Leoni et al. (2001)

40 amostras graos Brasil 0,64 -4,14 Batista et al. (2003)

135 amostras graos Brasil <0,2 ->100 Taniwaki et al. (2003)

37 amostras graos Brasil <0.16 - 6.24  Golliicke, Taniwaki e
Tavares (2004)

57 amostras graos Varios paises 1.3-31.5 Pardo et al. (2004)

82 amostras graos Brasil 0,17 - 6,29 Almeida et al. (2007)

238 amostras diferentes  Brasil 0,1 ->100 Batista e Chaufoun

fragdes de graos (2007)

48 amostras graos Arabia Saudita 0,92 -25,97  Bokhari (2007)

50 amostras graos Vietna 0.8-1.8 Leong et al. (2007)

62 amostras graos Tailandia 0,60 —27,0 Noonim et al. (2008)

71 amostras torrado e Brasil 0,80 - 58,0 Prado et al. (2008)

moido

289 amostras graos Brasil 0,10—189,0 Batista et al. (2009)

Cinco cultivares Brasil 0 Pasin, Almeida e

Abreu (2009)
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Os resultados encontrados indicam que a contaminagdo com ocratoxina
A ¢ baixa quando comparados aos dados de outros trabalhos (Tabela 4). Pasin,
Almeida e Abreu (2009) relataram auséncia da ocratoxina A em todas as
amostras estudadas, resultado semelhante ao deste estudo. A auséncia da
micotoxina sugere que boas praticas agricolas no campo, poés-colheita e
processamento do café foram realizadas (BATISTA et al., 2003; SILVA;
BATISTA; SCHWAN, 2008).

As amostras foram plaqueadas com e sem desinfec¢do superficial. A
desinfeccdo superficial permite o isolamento e estudo dos fungos no interior dos
graos. Apo6s a desinfeccdo superficial dos graos de café, 5,6% da contaminacao
foram com espécies do género Aspergillus Se¢ao Circumdati e Segdo Nigri. Os
grdos plaqueados sem desinfeccdo superficial apresentaram 56,5% de
contaminacdo com espécies do género Aspergillus Se¢do Circumdati e Secdo
Nigri. Além de fungos do género Aspergillus, outros microrganismos também
podem contaminar os graos ¢ serem competidores pelo substrato, diminuindo o
desenvolvimento dos fungos toxigénicos e a producdo da micotoxina no grao.
No café, o género Fusarium é competidor com as espécies ocratoxigénicas do
género Aspergillus (SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008). As amostras que
foram plaqueadas com desinfeccdo superficial apresentaram 39% de
contaminacdo com fungos do género Fusarium e nas amostras plaqueadas sem a
desinfecc¢do superficial, a contaminagdo com esse género foi de 26,77%. Esses
resultados sugerem que a baixa contaminagdo dos grdos com a ocratoxina A
pode ser devido a presenga reduzida dos fungos ocratoxigénicos e maior
contaminac¢ao com fungos do género Fusarium no interior dos graos.

Além disso, fatores ambientais podem atuar como uma barreira natural a
producdo de ocratoxina A no grao de café, por exemplo, condi¢des climaticas,
disponibilidade de nutrientes ¢ composi¢ao quimica dos graos de café, como

niveis de cafeina e acido clorogénico, o tempo para a producdo da toxina foi
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insuficiente, ou seja, ndo ocorreram as condi¢des favoraveis para a producdo de
ocratoxina A (ASTORECA et al., 2009; BATISTA et al., 2009; ILIC et al.,
2007; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

As condi¢des ambientais favoraveis para a produgdo de ocratoxina A por
A. ochraceus sdo: atividade de agua entre 0,86 a 0,98 ¢ temperatura de 25 °C a
35 °C (PALACIOS-CABEIRA et al., 2004, 2005; PARDO et al., 2006;
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004). Dessa forma, ¢ evidente que a presenca de
micotoxinas no café indica falhas nas praticas de colheita, processamento e
armazenamento dos graos (PALACIOS-CABEIRA et al., 2005), principalmente
no estadio de secagem, Silva, Batista e Schwan (2008) sugerem que ao final da
secagem o grdo deve ter 11% de umidade. Existe um perigoso potencial de
contaminagdo com ocratoxina A em condi¢des de estocagem. O uso de boas
praticas de estocagem como, atividade de agua abaixo de 0.93 e niveis de
temperatura menores que 15 °C é de grande importancia para controlar a
presenca de fungos e prevenir a contaminagdo por ocratoxina A em alimentos
destinados ao consumo humano (ASTORECA et al., 2007).

Fujii et al. (2004) afirmam que a cafeina pode exercer efeito fungistatico
em grios de café e sugerem que a agdo inibitoria no crescimento micelial
decorre da similaridade estrutural entre purinas e cafeinas, ambos compostos
ciclicos nitrogenados. A inibigdo competitiva reduziria a sintese de acidos
nucléicos, afetando consequentemente o desenvolvimento fingico. Chalfoun,
Pereira e Angélico (2000) e Pasin, Almeida e Abreu (2009) relataram que a
cafeina pode exercer atividade bioldgica contra varios géneros de fungos,
inclusive os toxigénicos.

A ocratoxina A pode ser degradada do substrato sob influencia de outros
microrganismos. Varga, Rigé e Téren (2000) observaram que Aspergillus
fumigatus ¢ A. niger foram capazes de eliminar ocratoxina A do meio. A enzima

carboxipeptidase secretada por A. niger pode decompor ocratoxina A em
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fenilalanina e ocratoxina o, que ¢ um composto menos toxico. A informacdo de
que A. niger pode ser um antitoxigénico, ¢ promissora para a eliminacdo
biologica de micotoxinas em substratos solidos como grios de café e cereais
(VARGA; RIGO; TEREN, 2000). Neste estudo, de todas as amostras estudadas,
A. niger correspondeu por 9,6% dos isolados identificados. Algumas leveduras
como Pichia anomala e P. kluyveri inibem o crescimento de A. ochraceus e
consequentemente a produgdo de ocratoxina A em meio de cultura. A reducdo
de ocratoxina A produzida por 4. ochaceus pode ocorrer devido a degradacao ou
adsor¢ao ou ainda pode ser inibida por compostos extracelulares secretados
pelas leveduras. Existe, diante disso, a possibilidade de uso de P. anomala e P.
kluyveri no controle biologico de fungos ocratoxigénicos durante a fermentacao
do café (MASOUD; KALTOFT, 2006).

A unica amostra de café em que foi possivel a detecgdo de ocratoxina A
(Tabela 3) foi procedente de cultivo organico e colhido por varrigdo. Batista et
al. (2009) afirmam que a fracdo de café de varrigdo possui maior risco de
contaminacdo devido ao contato com o solo, que ¢ uma fonte natural de fungos
toxigénicos, incluindo produtores de ocratoxina A. Em um estudo semelhante,
Batista e Chalfuon (2007) analisaram a presenca de ocratoxina A em diferentes
fragoes de café de cultivo convencional (Coffea arabica L.) secos em terreiro de
terra, asfalto e cimento e também concluiram que a presenca de ocratoxina A em
café de varri¢do ¢ maior, isso em fungdo do tempo que os frutos ficam em
contato com o solo, pois o0 solo ¢ o habitat natural dos fungos produtores de
ocratoxina A e o periodo de secagem dos frutos de café no terreiro ¢ maior
devido a umidade do solo, desse modo, os frutos ficam mais tempo expostos a
condigdes favoraveis a colonizagdo de fungos ocratoxigé€nicos ¢ sintese da
micotoxina.

Quanto aos resultados da presenca de A. ochraceus toxigénico e da

ocratoxina A no grio, ndo houve diferenca entre os sistemas de cultivo
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(convencional e organico). Resultados semelhantes foram encontrados por
outros autores que analisaram outros produtos agricolas de fazendas orgénicas e
convencionais. Ponsone et al. (2007) estudaram ocratoxina A e espécies de
Aspergillus ocratoxigénicos em cultivares de uva de sistema de cultivo
convencional e orgdnico na Argentina, eles ndo observaram diferencas de
contaminacdo com fungos do género Aspergillus Se¢do Nigri entre os sistemas
de cultivo analisados, estes autores observaram que a presenca desses fungos
ndo ¢ influenciada pelo sistema de cultivo e sim pelo estadio de maturacao dos
frutos.

Bakutis, Baliukoniene e Lugauskas (2006) fizeram um estudo de fatores
que predeterminaram a abundancia de fungos e micotoxinas em cevada e trigo
de fazendas convencionais e organicas e observaram no trigo uma quantidade
pequena de ocratoxina A nos dois sistemas de cultivo (< 1 pg/Kg) e o teor desta
toxina foi menor em fazendas orgénicas do que convencionais. Ja na cevada,
encontraram contaminagdo de 0,3 pg/Kg em fazendas organicas e nenhuma
contaminacdo em fazendas convencionais, a concentragdo de ocratoxina A nos
dois substratos de sistema de cultivo convencional e organico nio diferiram-se
estatisticamente. De acordo com esses autores, os fatores mais importantes para
o desenvolvimento de fungos ¢ a produgdo de micotoxinas sdo: condigdes
climaticas, localizagdo geografica, processamento € armazenamento,
considerando esses fatores os riscos de contaminagdo sdo iguais nos dois
sistemas de cultivo. Czerwiecki, Czajkowka e Witkowska (2002) analisaram
amostras de graos de cereais poloneses de fazendas de cultivo organico e
convencional, a frequéncia de contaminacdo dos grdos e a concentracdo de
octatoxina A foi maior nos graos de cultivo organico. Juan et al. (2008)
estudaram a ocorréncia de ocratoxina A em cereais (arroz, trigo, cevada, centeio,
aveia e milho) orgénicos e convencionais provenientes da Espanha e Portugal.

Esses autores encontraram que as amostras organicas apresentavam numero
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maior de grios contaminados em comparagdo com as convencionais e¢ ainda
observaram, em algumas amostras, niveis de contaminagao pela micotoxina que
excederam os limites para a ocratoxina A (5 ug/kg). Nestes dois trabalhos
também ndo existiram diferencas estatisticas entre os sistemas de cultivo. Jestoi
et al. (2004) analisando os niveis de micotoxina em grdos, ndo observaram
diferenca significativa para a concentracdo da toxina entre sistema de cultivo
convencional e organico, embora a concentra¢do média total da micotoxina
tenha sido ligeiramente superior para produtos organicos.

A presenga dos fungos produtores de micotoxinas nao indica
necessariamente a presenca da toxina, mas existe um risco potencial, uma
combinagdo apropriada entre os fatores fungo, planta e ambiente, determina a
quantidade da colonizagdo do substrato e o tipo e quantidade da micotoxina
produzida (PITT et al., 2000). Um aspecto importante durante o processamento
do café ¢ a prevengdo da producdo da ocratoxina A. Estudos sugerem que a
solucdo para o problema reside na melhoria das praticas agricolas (MASOUD;

KALTOFT, 2006; TANIWAKI et al., 2003).
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4 CONCLUSOES

Com base nestes resultados conclui-se que os graos de café do sul de
Minas Gerais — Brasil, estdo de acordo com a legislacdo da Unido Européia, em
relacdo a concentragdo permitida de ocratoxina A nos graos.

Nao houve diferencas na presenca de ocratoxina A entre os sistemas de
cultivo convencional e organico. Os resultados mostraram boa qualidade dos
graos quanto a presenca da micotoxina.

Em ambos os sistemas de cultivo a principal espécie ocratoxigénica foi
Aspergillus ochraceus. A contaminagdo por essa espécie nao implica na
presenca de ocratoxina A no substrato. A producdo da micotoxina esta
relacionada com um conjunto de fatores ambientais, de processamento ¢ de
estocagem e ndo apenas com a presenca do A. ochraceus. O risco de
contaminacao pelo fungo ocratoxigénico e produg@o de ocratoxina A mostrou-se

igual nos dois sistemas de cultivo, convencional e organico.
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