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RESUMO

A problematica da presenca de fungos toxigénicos e micotoxinas em graos de café
arabica tem sido estudada e foi elucidada em véarias pesquisas realizadas em café
ardbica. Atualmente sabe-se que Aspergillus westerdjikiae € a principal espécie
responsavel pela produgdo de ocratoxina A em café arabica e seu desenvolvimento é
resultante de um processamento inadequado de gréos, principalmente nas etapas de
colheita, secagem, estocagem e transporte. Contudo, estudos sobre a contaminacéo
fangica em café robusta ainda sé@o bastante restritos. Tendo em vista que atualmente tem
havido interesse dos produtores e industriais em aumentar a producéo de café robusta no
Brasil, considera-se importante o conhecimento das espécies flngicas contaminantes do
produto e das micotoxinas por elas produzidas. Sendo assim os objetivos do trabalho
foram avaliar a presenga dos fungos produtores de ocratoxina A, bem como avaliar o0s
niveis desta toxina nos graos de café. Vinte amostras de café robusta cereja e passas,
antes e ap0ds a secagem, foram avaliadas quanto a infeccgédo flngica. Foram isoladas 330
espécies do grupo Circumdati no total de amostras analisadas e 77% foram produtoras de
ocratoxina A. Verificou-se um aumento na infeccdo destas espécies apds a secagem, de
2,4% para 12,8% nas cereja e de 1,4% para 38,8% nas passas. Apenas 2 amostras
apresentaram contaminagao por ocratoxina A maior que o limite de deteccéo (0,2ug/Kg).

ABSTRACT

The problem of toxigenic fungi and mycotoxins in raw coffee has been studied and it was
elucidated in researches carried out with Arabic coffee. Recently It is known that
Aspergillus westerdjikiae is the main specie responsible for ochratoxin A in Arabic coffee
and its development is a result of an inadequate process of the beans, mainly at
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harvesting, drying, storage and transportation steps. However, studies with fungi
contamination in robusta coffee are still restricted. Considering that there are interest from
the producers and industrial manufactures to increase the robusta coffee production in
Brazil, it is important to know the presence of toxigenic fungi in the product and the
mycotoxin produced. Thus the objectives of this work were to evaluate ochratoxin A
producing fungi, as well as the presence of this toxin in the coffee beans. Twenty samples
of cherries and overripe cherries of robusta coffee, before and after drying, were evaluated
in relation to fungal infection. Three hundred and thirty species of Circumdati group were
isolated from the analized samples and 77% were ocrhatoxin A producers. It was verified
an increase of these species infection after drying, from 2.4% to 12.8% for cherries and
1.4% to 38.8% for overripe cherries. Only 2 samples had ochratoxin A higher than the
detection limit (0.2pg/Kg).

INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café cru. A producdo nacional
de café beneficiado prevista para 2010 pela CONAB foi de 47,04 milhdes de sacas de 60
quilos de café beneficiado, representando um acréscimo de 19,2% em relagédo a safra de
2009. O maior acréscimo (22,3%) se deve a producdo de café arabica, estimada em
35,31 milhdes de sacas. Para a producédo de robusta (conilon) a previsdo foi de 11,73
milhdes de sacas, correspondendo a um crescimento de 10,7% em relacdo a safra
anterior.

Apesar da menor producdo, o café robusta (Coffea canephora) vem apresentando
grande importancia econdmica para o pais, e tem sofrido um aumento significativo. Por
sua bebida apresentar um aroma e sabor pouco acentuado, o café robusta tem sido
utilizado na formacao de blends com o café ardbica e na producdo de café soluvel e
torrado. O aumento da producado de café robusta e utilizacdo dos graos na indistria de
café sollvel atenta para a importancia do controle de qualidade microbiolégica destes
graos, principalmente em relagdo aos fungos toxigénicos produtores de micotoxinas.

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, que normalmente contaminam o café e outros cereais (LEVI et
al.,, 1974; MICCO et al., 1989. Dentre os fungos ocratoxigénicos, A. ochraceus
(atualmente subdividido em A. westerdijikiae e A. ochraceus), A. carbonarius e A niger
foram encontrados em amostras de café em varias partes do mundo (URBANO et al.
2001; TANIWAKI et al. 2003; MARTINS et al. 2003)



Apos varios estudos realizados com café arabica, é reconhecido que a infeccao por
estas espécies toxigénicas ocorrem apos a colheita, quando as praticas adotadas ndo séo
adequadas. A fonte de contaminagcdo é o solo, 0os equipamentos e o terreiro onde é
realizada a secagem (URBANO et al., 2001; TANIWAKI et al., 2003; SUAREZ-QUIROZ et
al. 2004). Quase a totalidade dos estudos relacionados com a micobiota de café e

micotoxinas foi realizado com o café arabica.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Um total de 20 amostras de café robusta, coletadas na fazenda do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC) foi analisado, sendo 10 cerejas (fruto maduro, vermelho,
pronto para ser coletado) e 10 passas (fruto tardio que permaneceu no pé apos
maturidade).
Avaliagc&o micologica

A analise de micobiota nos graos foi realizada antes e apds a secagem em terreiro

suspenso no Instituto Agronémico de Campinas.

Para o isolamento da micobiota dos grdos, 50 grdos foram desinfectados
superficialmente com 0,4% de solucéo de hipoclorito de sddio por 2 minutos e plaqueados
em Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18). As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias. Os
resultados foram expressos em porcentagem de graos infectados conforme a metodologia
de PITT & HOCKING (2009). O plaqueamento dos grdos sem desinfeccdo também foi
realizado com o objetivo de comparar os dois métodos e considerar a contaminacéo
externa dos gréos. Para identificacdo dos fungos, os isolados foram inoculados em meio
CYA (Czapek Extrato de Levedura Agar) e identificadas de acordo com a chave de
identificac@o para Aspergillus, proposta por KLICH & PITT (1988). As demais espécies
foram identificadas de acordo com PITT&HOCKING (2009).

Avaliacdo do potencial de producéo de toxinas

Os isolados toxigénicos foram avaliados quando a producdo de toxinas de acordo
com (FILTENBORG et al., 1983). Cada isolado foi inoculado em meio YESA (Extrato de
Levedura Sacarose Agar) e incubados a 25°C por 7 dias. Pequenos pedacos das cepas
dos fungos foram cortados pela técnica do agar plug e a toxina foi extraida com
cloroféormio:metanol (1:1). Os pedacos dos fungos foram aplicados em placas de
cromatografia de camada delgada. A seguinte fase mével foi utilizada: tolueno, acetato de



etila, acido férmico 90% e Cloroférmio proporgdo 7:5:2:5. A leitura dos resultados foi
realizada na camara UV em dois diferentes comprimentos de onda, 356nm e 254 nm.

Analise de ocratoxina A no café robusta

Cerca de 500 g da amostra foi triturada e homogeneizada em moinho até obter uma
granulometria de 0,8 — 1,0 mm. A ocratoxina A foi extraida pesando 25g * 0,1 g da
amostra de café cru. Foram adicionados 200 mL de metanol:3% da solucao de carbonato
de sddio hidrogenado e homogeneizado shaker por 30 min. A solucéo foi filtrada em papel
de filtro qualitativo e, em seguida, em membrana de fibra de vidro. Foi tomada uma
aliquota de 4 mL do extrato filtrado, transferido para um baldo volumétrico e diluido para
100 mL com o tampé&o fosfato salino (PBS). Foram transferidos 100 mL do extrato diluido
da amostra para serem eluidos pela coluna de imunoafinidade. A coluna foi lavada com
10 mL de 4gua deionizada e em seguida, a toxina foi eluida com 4 mL de metanol. Todo o
eluato foi levado a secura em fluxo de nitrogénio. O extrato foi redissolvido com 300 uL da
fase movel e homogeneizado em agitador tipo vortex e/ou banho de ultrasom. A coluna
utilizada foi C18 fase reversa de 250 X 4,6mm com particulas de 5um e fase moével:
acetronitrila:agua:acido acético glacial (51:47:2, v:v:v). Volume de injecdo do padréo e da
amostra: 20 L, temperatura da coluna 40°C; fluxo de fase movel: 0,8 mL/min.
Comprimento de onda de excitagdo: 360nm e comprimento de onda de emissao: 440nm.
(VARGAS et al., 2005).

Otimizacdo da metolodologia de ocratoxina A

Para otimizacdo do método foram realizados o teste de recuperagdo em trés niveis
de concentracdo: 4,8ug/Kg, 8,0 ng/Kg e 80,0 pg/Kg em triplicata, e determinados os
limites de detecc¢édo e quantificacdo. O limite de deteccao do método foi determinado pela
andlise de 10 repeticbes de amostras de café verde com baixa concentracdo de
ocratoxina A (menor que 1ug/kg). O desvio padrdo da média dos resultados foi
multiplicado pelo valor t de Student para uma confiabilidade de 99%, segundo graus de
liberdade apropriados. O limite de quantificagdo do método foi calculado como 10 vezes o
valor do desvio padréo (Keith et al., 1983, Long & Winefordner, 1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel notar na Tabela 1, tanto nas cerejas como passas, uma alta frequéncia
de fungos nas amostras sem desinfec¢do, com valores variando de 95,8 a 100%. Neste
caso, os fungos presentes na superficie dos grdos, provenientes do ambiente, da
superficie da area de secagem também foram considerados, implicando assim em uma

maior contaminagao.



Comparando as amostras cereja e passas desinfectadas, foi possivel notar maior
contaminacdo geral por fungos nas amostras passas, tanto antes da secagem (57,2%)
como apos a secagem (25,6%). A permanéncia dos frutos no pé possibilita uma maior
deposicao de matéria organica proveniente do solo e do ar ambiente, causando assim
uma maior contaminagdo. Além disso, com a senescéncia, os frutos vao perdendo a
resisténcia ao ataque de insetos e fungos, ficando mais suscetiveis a contaminagao.

Em relacdo as espécies potencialmente produtoras de ocratoxina A da sec¢do
Circumdati, é possivel notar tanto nas amostras cereja quanto nas passas nao
desinfectadas, um aumento na ocorréncia destas espécies ap0s a secagem (de 2,4%
para 12,8% para cereja e de 1,4% para 38,8% para passas). Ja as espécies da secao
Nigri encontraram-se em menor frequéncia, estando presentes principalmente nas
amostras de cereja e passas sem desinfec¢do, antes da secagem, em porcentagens
baixas (8,6% para cereja e 4,4% para passas). Assim como em estudos realizados
previamente por outros autores em café arabica (TANIWAKI et al, 2003; URBANO et al.
2001; SUAREZ-QUIROZ et al. 2004), foi possivel verificar uma maior incidéncia de fungos
potencialmente produtores de ocratoxina A da secdo Circumdati no café robusta
produzido no Estado de S&o Paulo.

A ocorréncia de isolados produtores de aflatoxinas, neste caso da sec¢éo Flavi, foi
baixa, estas espécies estando presentes apenas nas amostras cereja sem desinfec¢céo
antes da secagem (0,8%) e passas sem desinfec¢édo antes da secagem (0,4%), indicando
gue, nas amostras analisadas de café robusta, este grupo nao foi comum.

Conforme apresenta a Tabela 2 o grupo toxigénico de maior freqiéncia foi
pertencente a secdo Circumdati, com um total de 330 isolados e 77% foram produtores de
ocratoxina A. Dentre os isolados deste grupo 22,7% foram identificados como Aspergillus
westerdijikiae.

Os valores de recuperacdo da ocratoxina A obtidos para os niveis 4,8ug/Kg, 8,0
pg/Kg e 80,0 pg/Kg foram de 86,5%, 78,0 e 81,0% respectivamente, mostrando que o
método mostrou-se satisfatério. O limite de detec¢éo calculado foi de 0,2ug/Kg e o limite
de quantificacéo de 0,6ug/Kg.

Com exce¢do das amostras passas 6 e 9, todas as demais ndo apresentaram
contaminacgdo por ocratoxina A acima do limite de deteccdo. Atualmente ndo ha limite na
legislacdo brasileira para este contaminante em café cru (RDC N° 07, 18/02/11). As
amostras passas 6 e 9 apresentaram alta infeccdo fungica pelo grupo Circumdati,

chegando a 100% nas amostras sem desinfeccao, relacionando positivamente a presenca



Tabela 1: Porcentagem de infeccdo fungica (média de 10 amostras) em amostras cereja e passas, antes e ap0s a secagem, com e sem a
desinfeccéo dos graos

Fungos isolados (% infecgdo)
Fungos
Amostra % total Cladosporium sp | hifomicetos Circumdati Nigri Flavi Penicillium sp. Rhizopus sp. Leveduras Eurotium sp.
ANTES SECAGEM
Cereja—média” CD’ 26,4 4 21,4 0,2 0 0 1 0 0 0,2
Cereja - média SD 100 94,6 57,4 2,4 8,6 0,8 64 0,4 5,6 0
APOS A SECAGEM
Cereja - média CD 3.2 0 1,4 0,4 0 0 1,4 0 0 0
Cereja - média SD 96 87,2 3,8 12,8 1,6 0 53,8 0 0 1
ANTES SECAGEM
Passas - média CD 57,2 20 45,8 0 0,4 0 1 0
Passas - média SD 100 75,8 89,2 1,4 3,2 0,4 47,6 0,6
APOS SECAGEM
Passas - média CD 25,6 1,4 11,8 10,6 0 1,4 0 0,2
Passas - média SD 95,8 73,2 13 38,8 4,4 17,4 0,2 1,2

TMédia de 10 amostras >CD = com desinfec¢do ° SD = sem desinfecgao

Tabela 2: Freqiéncia de isolados produtores de ocratoxina A e aflatoxinas e a porcentagem de cepas toxigénicas.

Secéo Circumdati Secéao Nigri Secéo Flavi
Antes secagem Apobs secagem Antes secagem Apobs secagem Antes secagem Apds secagem

Cereja CD" — n° isolados 1 4 0 0 0 0
% produtores 100% 75,0% 0% 0% 0% 0%
Cereja SD? — n° isolados 12 64 40 8 4 0
% produtores 83,3% 68,8% 0% 0% 25% 0%
Passas CD — n° isolados 0 50 1 0 0 0
% produtores 0% 88,0% 0% 0% 0% 0%
Passas SD —n° isolados 7 192 21 2 2 0
% produtores 100% 75,5% 0% 0% 0% 0%

Total isolados 330 72 6

% produtores 77% ocratoxina A 0% ocratoxina A 16,7% aflatoxinas

CD = com desinfec¢éo “ SD = sem desinfec¢éo



destas espécies com a ocratoxina A. A amostra passas 9 ja apresentava

contaminacdo por estas espécies mesmo antes da secagem. A amostra 7 apesar da

alta infeccdo por espécies toxigénicas ndo apresentou contaminagao por ocratoxina A.

Tabela 3 — Ocratoxina A nas amostras de café robusta apdés a secagem em ug/Kg

(Média e desvio padrao)

OCRATOXINA A (ug/Kg)

Média Média
Amostra Repl Rep 2 Amostra Rep 1 Rep 2
(desvio padréo) (desvio padréo)

) . ND ND ND
Cereja 1 ND ND ND Passas 1

. ND ND ND
Cereja 2 ND ND ND Passas 2

. ND ND ND ND ND ND
Cereja 3 Passas 3

. ND ND ND
Cereja 4 ND ND ND Passas 4

. ND ND ND ND ND
Cereja 5 ND Passas 5
Cereja 6 ND ND ND Passas 6 4,62 6,85 9,41(6,46)

. ND ND ND ND ND ND
Cereja 7 Passas 7

. ND ND ND
Cereja 8 ND ND ND Passas 8

. ND ND
Cereja 9 ND Passas 9 0,46 0,36 0,41(0,07)

. ND ND ND ND ND ND
Cereja 10 Passas 10

TND = No detectado (limite de deteccdo = 0,2pg/Kg) 2 Foi calculada média de trés repeticdes (rep 3 = 16,75ug/Kg)

CONCLUSOES

Verificou-se uma maior infeccdo fungica total e por fungos toxigénicos nas

amostras sem desinfeccéo.

A presenca de fungos como Cladosporium sp., Penicillium sp. e hifomicetos foi

predominante, principalmente nas amostras ndo submetidas a secagem, cuja atividade

de agua era maior. Ja para os fungos toxigénicos, neste caso, 0s pertencentes ao

grupo Circumdati, produtores de ocratoxina A, a maior ocorréncia ocorreu apés a

secagem.

Das 20 amostras analisadas apenas 2 apresentaram contaminagdo por

ocratoxina A com nivel maximo de 16,75ug/Kg. A presenca deste contaminante esteve




diretamente relacionada com a presenca de fungos do grupo Circumdati nos gréos de

café robusta avaliados.
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