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RESUMO

Este estudo teve como objetivo comparar a micobiota dos graos sadios (e sem
broca), com os graos brocados (e sem outros defeitos), de amostras de café cru,
das principais regides produtoras de Coffea arabica e C. canephora do Brasil;
identificar os principais fungos ocratoxigénicos a nivel de secdo ou espécie;
otimizar a metodologia de andlise de ocratoxina A (OTA) nos grdos sadios e
brocados; determinar e comparar os niveis de OTA nas amostras destes dois
tipos de graos; e determinar a atividade de 4gua e umidade destas amostras. Foi
feita a separacdo dos graos de café sadios (sem defeitos) e brocados (infestados
pela broca-do-café), manualmente. Para a analise micologica, foi feita uma
desinfeccdo superficial e o plaqueamento direto no meio Agar Dichloran Glicerol
18%. O teste de producao de OTA dos isolados de A. section Nigri e A. section
Circumdati foi feito de acordo com o método agar plug aplicado a Cromatografia
de Camada Delgada (CCD). A analise de OTA nos graos sadios e graos brocados
foi realizada passando pela etapa de limpeza e extracdo em coluna de
imunoafinidade para OTA. A deteccdo e quantificacdo foi feita por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de fluorescéncia. Foram isolados
um total de 590 e 1.013 fungos potencialmente produtores de OTA, nos graos
sadios e graos brocados, respectivamente. A maioria das amostras 58 (72,5%)
apresentou maior infeccéo nas fracdes de graos brocados. Em apenas 22 (27,5%)
amostras 0s grados sadios tiveram maior infeccdo que os grdos brocados ou
infeccdo similar. As espécies potencialmente ocratoxigénicas predominantes
foram: A. section Nigri no café C. canephora (robusta) e A. section Circumdati no
café C. arabica (arabica). Nos graos sadios, de todos os isolados de A. section
Nigri (169) e A. section Circumdati (413) testados, 8 (4,7%) e 278 (67,3%) foram
produtores de OTA, respectivamente. Nos grdos brocados, dos 261 isolados de A.
section Nigri e 728 de A. section Circumdati testados, 6 (2,3%) e 522 (70,1%)
foram produtoras de OTA, respectivamente. A média de concentracdo de OTA foi
superior nas fracbes de grdos brocados comparado aos grdos sadios, nas

amostras do Cerrado Mineiro, Sdo Paulo, Bahia e Espirito Santo.

Palavras-chave: Café; broca-do-café; Hypotenemus hampei; fungos

ocratoxigénicos; ocratoxina A.
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ABSTRACT
The aim of this study was to compare the mycobiota of sound beans (without
coffee borer beans) and coffee borer beans (without other defective beans) of
Coffea arabica and C. canephora from the main Brazilian producing regions; to
identify the major ocratoxigenic fungi at the level of section or species; to optimize
the methodology of ochratoxin A (OTA) analysis in sound and borer coffee beans
in order to determine the presence and to compare the levels of OTA in sound
and borer coffee beans; to determine the water activity and moisture content of the
samples. The separation of sound and borer beans was performed manually. For
mycological analysis, each fraction was surface disinfected and plated directly
onto Dichloran 18% Glycerol Agar (DG18) medium. For OTA production test in A.
section Nigri and A. section Circumdati isolates, the agar plug technique was used
and applied onto thin layer chromatography (TLC) plates. OTA of sound and
borer coffee beans was analyzed using an immunoaffinity column for OTA. The
detection and quantification was performed using a High Performance Liquid
Chromatography with a fluorescence detector. A total of 590 and 1,013 fungi with
potencial for OTA production were isolated from sound and borer coffee beans,
respectively. Most of the samples 58 (72.5%) showed higher infection in the borer
bean fractions. In only 22 (27.5%) had sound beans a higher infection than borer
beans or similar infection. The predominant ochratoxigenic species were A.
section Nigri in Coffea canephora (robusta) and A. section Circumdati in C.
arabica (arabica). In sound beans, out of 169 isolates of A. section Nigri and 413
of A. section Circumdati, 8 isolates (4.7%) and 278 (67.3%) were OTA producers,
respectively. In the borer beans, out of 261 strains of A. section Nigri and 728 of A.
section Circumdati, 6 (2.3%) isolates and 522 (70.1%) were OTA producers,
respectively. The mean OTA concentration was higher in borer beans compared to
sound beans in the region of Cerrado Mineiro, Sdo Paulo, Bahia and Espirito

Santo.
Keywords:

Coffee; coffee berry borer; Hypotenemus hampei; ochratoxigenic fungi; ochratoxin
A.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil lidera o ranking mundial na producao e exportacdo de café desde
o0 século 19. A producdo de café no Brasil concentra-se principalmente nos
estados de Minas Gerais, com mais de 50% da producao nacional, Espirito Santo
(19%) e Sao Paulo (9,6%) (BRASIL, 2017a). Além das caracteristicas sensoriais,
o café apresenta efeitos estimulantes e propriedades funcionais o que torna o
café uma das bebidas mais apreciadas no mundo.

A qualidade do café esta relacionada com a auséncia de defeitos como
graos verdes, graos pretos, preto-verdes, ardidos, brocados entre outros. Estes
defeitos sdo originarios de falhas durante na colheita, pos-colheita e também pela
infestacdo de insetos ainda na lavoura. O defeito brocado, é causado pela broca-
do-café, Hypotenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), este
inseto se alimenta da semente do café ainda no cafezal, e causa a perda de peso,
alteracado na classificacado por tipo, queda de frutos no solo e ainda facilita a
entrada de fungos (CARRION; BONET, 2004; INFANTE, 2018; GAMA et al.,
2005; GAMA et al., 2006; PEREZ et al. 2003).

Até o ano de 2013, o principal agente quimico de controle deste inseto foi
o Endosulfan. Este inseticida e acaricida foi considerado um dos produtos mais
toxicos utilizados nas lavouras de café e em outras culturas como algodéo, cacau,
cana-de-acUcar e soja (BRASIL, 2009). A partir de 2013, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria baniu 0 seu uso no mercado nacional, por ser considerado
toxico para humanos e animais (BRASIL, 2010). Esta proibicdo fez com que os
produtores ficassem sem alternativas de produtos quimicos eficientes para

controlar esta praga.



Alguns estudos tém demonstrado que os grdos com defeitos estao
relacionados com uma maior ocorréncia de fungos produtores de toxinas, como
Aspergillus carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae e A. ochraceus (TANIWAKI et
al., 2014). As micotoxinas sdo toxinas originarias do metabolismo secundario
produzido por algumas espécies de fungos filamentosos, e podem causar danos a
salde humana e animal. Estas micotoxinas podem causar efeitos agudos, que
podem levar o individuo ou animal a morte, dependendo do nivel de
contaminacdo do alimento; ou efeitos crbénicos, quando ocorre a exposicdo a
micotoxina por longo periodo. As principais micotoxinas conhecidas nos alimentos
séo: aflatoxinas, zearalenona, fumonisinas, tricotecenos e ocratoxina A (OTA)
(PITT, 2000).

Existem trabalhos ainda ndo conclusivos de que a broca-do-café
(Hypotenemus hampei) pode facilitar a entrada de fungos no interior do fruto e
atuar como vetor no transporte de esporos de fungos produtores de toxinas
(VELMOUROUGANE; RAJEEV; THIRUKONDA, 2010). Contudo, faltam estudos
mais detalhados que relacionem os fungos ocratoxigénicos e a ocratoxina A com
a broca do café. Nestas condi¢cdes um estudo comparando a micobiota dos graos
sadios com graos brocados sdo necessarios, bem como os niveis de OTA nestes

graos.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Comparar a incidéncia dos fungos ocratoxigénicos e ocratoxina A nos graos de
café graos sadios (e sem broca) com os graos brocados (e sem outros defeitos),

obtidos da etapa de armazenamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a micobiota dos graos de café sadios (e sem broca) com os graos

brocados (e sem outros defeitos) de amostras de café cru, das principais regides

produtoras de Coffea arabica e C. canephora do Brasil;

- Identificar os principais grupos fungicos a nivel de género ou espécie;

- Otimizar a metodologia de analise de ocratoxina A em cafés sadios e brocados;

- Comparar os niveis de ocratoxina A nos graos sadios e brocados;

- Determinar a atividade de a4gua e umidade das amostras de café.



CAPITULO 1: Qualidade do café versus defeitos: broca-do-café

(Hypotenemus hampei), fungos e ocratoxina A

Artigo de revisdo enviado para a revista Brazilian Journal of Food

Technology no dia 08 de maio de 2018.



RESUMO

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Estudos
sobre a qualidade do café é de grande importancia, visto que, a ocorréncia de
grados defeituosos, pode afetar tanto a sua qualidade microbiolégica quanto a
sensorial. O inseto Hypotenemus hampei ao perfurar os frutos na lavoura, causa o
defeito brocado nos gréos, reduz o peso do café, e ainda pode favorecer a
entrada de fungos, muitos deles toxigénicos, que em condi¢cdes ideais de
crescimento sdo capazes de produzir toxinas. O presente artigo € uma revisao
sobre os aspectos gerais do café, os defeitos, a broca-do-café e a possivel

correlacdo com os fungos ocratoxigénicos, e a presencga ocratoxina A no cafeé.

Palavras-chave: Café, Broca-do-cafe, Hypotenemus hampei, Fungos, Ocratoxina

A, Micotoxinas.

ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed beverages in the world. Studies on
coffee quality are important, because the occurrence of defective grains can affect
its microbiological and sensorial quality. The insect Hypotenemus hampei, when
perfurating the fruits in the crop, causes the coffee berry borer defects in the
grains reduces weight, and can also favor the entry of fungi, some of them
toxigenic, that under ideal growth conditions are capable of producing toxins. The
present article is a review of the general aspects of coffee, its defects, the coffee
berry borer and the possible relationship with ochratoxigenic fungi and ochratoxin

A production in coffee.



Keywords: Coffee, Coffee berry borer, Hypotenemus hampei, Fungi, Ochratoxin A,

Mycotoxins.

1 Introducéo

O habito de consumir o café faz parte da rotina de milhdes de pessoas em
todo o mundo. Os Estados Unidos € o maior mercado consumidor de café do
mundo, seguido do Brasil. Em 2017 o consumo pelos brasileiros foi estimado em
21,5 milhdes de sacas de 60 kg de café beneficiado, com expectativas de liderar o
ranking mundial até 2021 de acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA, 2017).

Os aspectos sensoriais da bebida estéo relacionados, principalmente com
a auséncia de defeitos, que além de prejudicar a qualidade da bebida, podem
também causar perdas quantitativas ao produtor e afetar a qualidade
microbiolégica do café. A broca-do-café, Hypotenemus hampei (Coleoptera:
Scolytidae), € uma das principais pragas das lavouras de café, que causa danos
nos frutos, em varios paises produtores. O principal agente quimico de controle
deste inseto no café, até o ano de 2012, era o Endosulfan. A partir de 2013, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) baniu o seu uso, por ser
considerado toxico para humanos e animais (BRASIL, 2010). Esta proibicdo fez
com que os cafeicultores ficassem sem alternativas imediatas de produtos
guimicos eficientes para controlar esta praga.

Estudos tem mostrado que a broca-do-café pode facilitar a entrada de
fungos no interior do fruto e atuar como vetor no transporte de esporos de fungos

produtores de toxinas (VELMOUROUGANE et al., 2010).



Havendo boas condi¢Bes para o crescimento fungico, o café pode ser um
bom substrato, e alguns fungos sdo capazes de produzir micotoxinas, como a
ocratoxina A (OTA). Estudos tem demonstrado que os gréos de cafés defeituosos
como preto e ardido, podem estar relacionados com a incidéncia de fungos
toxigénicos como Aspergillus carbonarius, A. niger, A. westerdijkiae e A.
ochraceus. Estes graos (preto e ardido) apresentaram os maiores niveis de OTA,
comparados aos graos sadios e demais defeitos como verde e preto-verde
(TANIWAKI et al., 2014).

Como sao poucos os trabalhos que relacionam os graos brocados com a
incidéncia de fungos toxigénicos e micotoxinas no café, os objetivos desta revisao
foram: tratar os aspectos gerais do café, seu processamento, defeitos nos gréos e
verificar se existe uma correlagdo entre a broca-do-café, os fungos

ocratoxigénicos, e a presenca de ocratoxina A no café.

1.1 Aspectos gerais do café

O café, geralmente, é preparado através da infusdo de gréaos
processados, torrados e moidos das duas principais espécies botanicas
comercializadas: Coffea arabica L. e C. canephora Pierre ex. Devido a
importancia destas espécies em todo o mundo, o café é considerado a segunda
mercadoria mais valiosa do mundo, apos o petréleo (PARRAS et al., 2007).

O fruto do cafeeiro € constituido por duas sementes (endosperma),
envolto pela pelicula prateada (perisperma), pergaminho (endocarpo), mucilagem
(mesocarpo) e casca (exocarpo) (MESQUITA et al., 2016). A estrutura do fruto

esta representada na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Estrutura do fruto de café. (MESQUITA et al., 2016)

As espécies de cafeeiros sao agrupadas em dois géneros de acordo,
basicamente, com a sua capacidade de florescéncia: Coffea e Psilanthus
(BRIDSON, 1987). Os frutos pertencentes ao género Coffea apresentam cerca de
80 espécies e mais de 100 variedades de café distribuidos nas regifes tropicais e
subtropicais (HAMDOUCHE et al., 2016).

O Brasil encontra-se como 0 maior produtor e exportador de café do
mundo. Na safra de 2016/17 a producdao total foi estimada em 49,64 milhdes de
sacas beneficiadas, enquanto que na safra de 2017 a producéo foi de cerca de
44,77 milhdes. Além da bienalidade negativa, a queda da produtividade também
foi decorrente a periodos de seca durante o periodo de enchimento dos gréaos
(janeiro a marco), resultando em grdos menores (CONAB, 2017).

A Figura 1.2 apresenta os maiores produtores de café na safra 2016/17.



Figura 1.2. Producao mundial de café em 2016/2017 (USDA, 2017).

Dentre as dezenas de espécies pertencentes ao género Coffea, apenas
duas delas séo destaques no mercado mundial, representadas por C. arabica e C.
canephora, também conhecidas como café ardbica e café robusta,
respectivamente. Todas as espécies do género Coffea, provavelmente, sao
originarias das florestas intertropicais da Africa e Madagascar (COUTURON et al.,
1998).

No Brasil, a espécie arabica é responsavel por cerca de 77% da producéao
total (CONAB, 2016). O café arabica € cultivado em altitudes de 600 a 2100
metros, e € o mais comercializado devido aos seus atributos de sabor e aroma
gue torna os graos mais agradaveis ao paladar. Ja o café robusta pode ser
cultivado em baixas altitudes (100 a 1000 metros) e de clima quente e umido,
sendo utilizado em blends com café arabica e principalmente na industria de café
soltvel (LIMA, 2015; ILLY; VIANI, 2005).

A Figura 1.3 apresenta a estrutura do cafeeiro (C. arabica e C.

canephora).



Figura 1.3. i) C. arabica cultivar Catuai amarelo (Nova Resende, Minas Gerais);
ii) C. canephora (S&o Mateus, Espirito Santo) (Fonte: BUENO & TANIWAKI,

2018).

1.2 Processamento do café

No Brasil a colheita do café ocorre durante os meses de maio a setembro.
A colheita por derrica, que é a mais comum, deve se iniciar quando mais de 80%
dos frutos estiverem maduros, com o objetivo de se obter um café de boa
gualidade (MESQUITA et al., 2016).

A colheita pode ser feita manualmente (coleta seletiva ou derrica), semi-
manual ou por meio de maquinas. Em lavouras jovens, predomina-se a colheita
manual e a partir da segunda safra a colheita pode ocorrer de forma mecanizada,
de acordo com a declividade do solo (SANTINATO et al., 2015).

Alguns cafeicultores ainda utilizam os frutos que caem no solo apés a
colheita na planta. Esse processo € chamado de varre¢do, e ndo € recomendavel

sob o ponto de vista de sanidade por favorecer o crescimento de fungos
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ochratoxigénicos presentes no solo, e por prejudicar a qualidade da bebida
(TANIWAKI et al., 2014).

Ap6s a colheita, o café pode passar por um dos métodos de
processamento: via seca ou via Umida. A escolha do método depende de
investimentos em infraestrutura, condi¢ces climaticas, mercado consumidor entre
outros (BOREM, 2008).

No processamento por via seca (Figura 1.4), o café sai da lavoura, segue
ou ndo para o lavador-separador de densidade de frutos, onde sera abanado a
fim de eliminar paus e sujidades estranhas. A separacéo é feita em porcdes de
frutos mais densos (verdes e maduros) e menos densos (frutos muito maduros ou
passas, secos, chochos e mal granados entre outros). Apos este processo, o café
com casca é espalhado em camadas finas em terreiros de concreto, asfalto,
suspenso ou terra (este ultimo ndo € recomendado) para que ocorra a secagem
natural. Durante a etapa de secagem € importante o revolvimento periddico dos

frutos (BOREM, 2008).
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Figura 1.4. Etapas do processamento por via-seca. (Fonte: Adaptado do CAC,
2009).

No processamento por via umida (Figura 1.5), o café colhido passa pelo
lavador-separador, os frutos maduros e verdes, seguem para o descascador,
seguido ou ndo pelo desmucilador (retirada da mucilagem) e secagem. Ou ainda,
os frutos maduros e verdes saem do descascador e permanecem em tanques de

fermentacdo com a acdo das leveduras, a fim de se obter uma hidrélise da
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mucilagem. Apdés esta etapa, 0s graos com pergaminho, seguem para a secagem
em terreiros e ainda pode-se completar a secagem em secadores mecanicos

(BOREM, 2008).
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Frutos secos, maduros e
verdes

v

[ Lavador-separador (densidade) }

[ | l

Frutos maduros e verdes Frutos béia
(secos)

L Descascador ]
I

v v

[ Frutos verdes J [ Frutos maduros J
I

v ¥

[ Desmucilador ] [ Fermentacao ]

p .
Secagemem terreiro
J

.

) v
Secagem em secador

mecanico

y

[ Armazenamento ]

|

Beneficiamento ]

!

Armazenamento/
Comercializacdo

|

R

Figura 1.5. Etapas do processamento por via-uUmida (Fonte: Adaptado do CAC,
2009).
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ApGs atingir o teor de umidade requerido pela secagem, o café com
pergaminho podera ser armazenado e depois ser beneficiado, ou seguir direto
para o beneficiamento apds a secagem.

Quando os gréaos de café sdo armazenados antes do beneficiamento, é
mais recomendado deixar os graos com pergaminho do que com casca,
preservando assim a sua qualidade (SELMAR et al., 2008).

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA),
recomenda o teor maximo de umidade de 12% base umida (B.U.), para o café
beneficiado que sera armazenado (BRASIL, 2011a). Com relacdo a atividade de
agua, a Associacdo de Cafés Especiais da América, sugere um valor seguro de

no maximo 0,7 para o armazenamento de graos beneficiados (SCAA, 2016).

1.3 Defeitos no café

Os defeitos do café séo provenientes de fatores genéticos, fisiologicos ou
falhas durante o processamento, denominados fatores intrinsecos. Ja as fracfes
estranhas aos graos, sao os fatores extrinsecos (BRASIL, 2003).

Os defeitos de natureza extrinsecas sdo as cascas, paus e pedras,
enquanto que dos de natureza intrinsecas sao os graos verdes, pretos, preto
verdes, ardidos e brocados. A presenca destes defeitos, influenciam na
classificacao do café por tipo, uma vez que, podem ser responsaveis por alterar o
sabor da bebida e causar prejuizos ao produtor.

Dentre estes defeitos, os graos brocados séo originarios da infestacédo da
broca-do-café (Hypotenemus hampei) que ao perfurar os frutos na lavoura,
permite que os frutos caiam no solo, podendo ocorrer perdas em longa escala

(TEIXEIRA et al., 2006).
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1.4 Broca-do-café

A broca-do-café, H. hampei (Ferrari) (Curculionidae: Scolytinae), é um
besouro que infesta 0 endosperma dos frutos na lavoura do café causando o
defeito brocado. Os cafeicultores apontam como uma das principais pragas que
atacam o fruto, causando prejuizos quantitativos e qualitativos na maioria das
lavouras produtoras de café no mundo (AMEZQUETA et al., 2012).

A fémea do inseto é capaz de perfurar o fruto do café em todas as formas
de maturacdo, desde chumbinhos até passas, geralmente na regido da coroa.
Dentro do fruto, o inseto forma galerias onde deposita seus ovos. Depois de
adultas, as fémeas séo fortemente atraidas por outros frutos devido a percepcao
de odores, assim, elas deixam um fruto e vao perfurar outros frutos mais atrativos
(DAMON, 2000; RODRIGUEZ et al., 2017). A Figura 1.6 apresenta a entrada e

infestacdo da broca-do-café.

Figura 1.6. Broca-do-café atacando o fruto do café (AGEGNEHU et al., 2015).

Neste periodo de perfuracdo e formacdo das galerias, a broca pode
depositar mais de cem ovos e estes, seguem para o estagio de pré-pupa, pupa e
inseto adulto no periodo de um més ou mais, variando de acordo com as

condi¢des climaticas, ou seja, o besouro tolera uma faixa de 15 a 32°C, com
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crescimento rapido entre 27 e 30°C (MARINO et al., 2016; JARAMILLO et al.,
2009).

A perfuragdo causada pela broca pode facilitar a entrada de bactérias e
fungos no interior do fruto. A coloracdo esverdeada (Figura 1.7) nos graos pode
ser devida a agdo mecanica da perfuracdo e oxidagdo, assim como, a presenca

de fungos e bactérias (CARRION; BONET, 2004).

Figura 1.7. Grao infestado pela broca-do-café. (Fonte: BUENO; TANIWAKI,
2018).

MARINO et al. (2016) estudaram a relacdo entre cafezais sombreados e
expostos ao sol, concluindo que a infestacdo pela broca é maior em frutos de
regides sombreadas do que em frutos expostos ao sol. A broca passa a maior
parte do seu ciclo de vida dentro do fruto, o que dificulta a acdo de inseticidas
(DAMON, 2000).

O Endosulfan (6, 7, 8, 9, 10,10-hexachloro-1, 5,5a, 6,9,9a-hexahydro-6,9
methano-2,4,3-benzodiexathiepin-3-oxide) é um inseticida de acdo seletiva mais
utilizado no combate a broca-do-café e foi introduzido inicialmente nos Estados
Unidos em 1954 (MAIER-BODE,1968). O Endosulfan foi o inseticida mais

utilizado pelos produtores de café e outras culturas em todas as partes do mundo.
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Sua acgdo € de contato e ingestdo, causando a morte dos insetos e sua aplicacéo
ocorre nas partes aéreas da planta (INGRAM, 1968).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou o Endosulfan na
Classe I, isto €, de risco moderado a saude humana (WHO, 2010) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como Classe toxicologica |,
extremamente toxico (BRASIL, 2010). A partir de 2013, o seu uso foi banido, pois
foi considerado toxico para humanos (BRASIL, 2010). A proibicdo da
comercializacdo do Endosulfan, fez com que os cafeicultores ndo tivessem outra
alternativa imediata de combate quimico a broca. Dentre as medidas de controle
cultural desta praga, a completa remocao dos frutos da planta durante a safra,
guanto dos que caem no solo, permitem eliminar os focos de infestacdo da broca,
além de melhorar a qualidade sensorial e microbiolégica do café. Porém, esta
pratica ndo é muito comum entre os cafeicultores, pois encarece o0 processo
causando uma perda de café (CURE et al., 1998).

Fabricantes de produtos quimicos para a agricultura tem lancado produtos
gue combatem a broca de diferentes principios ativos e modos de acéo, alguns
deles ja com registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) como: Verismo (Metaflimizona), Spindle (Espinosade), Curinga
(clorpirifés), Curbix (Etiprole), Voliam Targo (clorantraniliprole abamectina),

Benevia (Ciantraniliprole) (BRASIL, 2017hb).
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1.5 Fungos ocratoxigénicos no café

No café, as principais espécies de fungos produtores de ocratoxina A sdo: A.
westerdijkae, A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger (MAGNANI et al., 2005;
NOONIM et al., 2008; TANIWAKI et al., 2003).

A presenca de fungos potencialmente produtores de toxinas néo significa
gue o mesmo sera capaz de produzir a toxina no alimento, uma vez que, a sua
producdo depende da disponibilidade de nutrientes no substrato, as condigdes
ambientais e o atendimento as boas préticas (PITT, 2000).

O café é susceptivel a infeccdo de fungos ocratoxigénicos, principalmente,
devido as falhas durante o processo de pos-colheita. Longos periodos em que o
café fica dentro de sacos apds a colheita até seguir para a secagem (BRANDO,
2004), periodos de chuvas durante a etapa de secagem em terreiros, falta de
revolvimento dos grdos no terreiro e armazenamento inadequado, sao fatores
fundamentais para o crescimento de fungos potencialmente produtores de
ocratoxina A (URBANO et al., 2001).

TANIWAKI et al. (2003), analisaram um total de 408 amostras de café
coletadas em diferentes estadios de processamento como: no pé-de-café (cereja
e passa), passas do solo, na secagem em terreiro e no armazenamento. Neste
trabalho foi constatado que os cafés deixados no solo, as condi¢cdes inadequadas
de secagem e armazenamento, contribuiram para uma maior infeccédo por fungos
ocratoxigénicos. Foi verificado também que o café cereja coletado no pé-de-café
possuia uma baixa infeccao de fungos ocratoxigénicos.

URBANO et al. (2001) estudaram amostras de cafés em diferentes

estddios de maturacdo e de processamento, verificando altos niveis de
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contaminagdo por A. ochraceus e A. niger, produtores de ocratoxina A em
amostras coletadas em terreiros e armazenamento.

GEREMEW et al. (2016) fizeram um estudo da micobiota do café
estocados na Etidpia e verificaram que as cepas de A. westerdijkae apresentaram

maior potencial de producéo de ocratoxina A do que A. ochraceus.

1.6 Ocratoxina A no café

A ocratoxina A (OTA) € um metabdlito secundario produzido por certas
espécies de fungos filamentosos como Aspergillus, principalmente A. ochraceus,
A. westerdijkae, A. carbonarius e Penicillium, como o P. verrucosum e P.
nordicum (PITT; HOCKING, 2009). Em climas temperados a ocorréncia de
alimentos contaminados com OTA é geralmente, decorrente da infeccdo por P.
verrucosum e P. nordicum. Ja em climas tropicais e sub tropicais predominam as
espécies do género Aspergillus capazes de produzir esta toxina (PITT, 2000).

A OTA ¢é considerada nefrotoxica, possivelmente carcinogénica e
teratogénica em células animais (GALVANO et al., 2005). A Agéncia Internacional
de Pesquisa do Cancer (IARC) classificou a ocratoxina A no Grupo 2B,
considerada potencialmente carcinogénica em humanos (IARC, 1993).

A presenca de ocratoxina A em café cru tem sido relatada em vérias partes
do mundo. PARDO et al. (2004) analisaram amostras de café cru arabica e
robusta de diferentes paises produtores, encontrando niveis de 1,3 a 31,5 pg/kg
sem diferencas significativas entre as duas espécies de café. BATISTA et al.
(2009) fizeram um estudo com diferentes fracbes de café durante os

processamento via-seca e via-Umida. Foi verificado que em frutos verdes, cerejas,
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passas, cereja descascado e cereja despolpado houve baixa presenca de OTA
enquanto que nos frutos de varrecao, os niveis foram superiores a 100 pg/kg.

No Brasil, a ANVISA estabelece o limite maximo de ocratoxina A em café
torrado (moido e em gréo) e café solavel de 10 pg/kg (BRASIL, 2011b), enquanto
gue na Unido Européia, o limite maximo de ocratoxina A em café torrado € de 5
Hg/kg e para café soltvel de 10 pg/kg (COMISSAO EUROPEIA, 2006). Estudos
demostram que apos a torracdo do café, a reducao da ocratoxina A pode ser de
13 a 93% (PEREZ DE OBANOS et al., 2005). Ferraz et al. (2010), verificaram
uma reducdo de ocratoxina A no café de 53 a 99% durante o processo de torra na

temperatura de 180 a 240°C sendo que esta reducéo depende do ponto de torra.

1.7 Ocorréncia de fungos e ocratoxina A em gréos de café brocados

Poucos trabalhos tém relacionado a presenca de fungos ocratoxigénicos
com a broca-do-café. PEREZ et al. (2003) analisando a micobiota associada a
broca-do-café e as galerias formadas nos graos, de trés lavouras no Meéxico,
encontraram os géneros Fusarium sp, Penicillium sp, e Aspergillus sp. Foram
isolados 187 cepas de fungos no corpo dos insetos, enquanto que nas galerias
foram isoladas apenas 25 cepas de quatro géneros diferentes. Segundo os
autores, as condicdes climaticas da regido afetaram a micobiota presente no
inseto e nas galerias.

Um estudo realizado em Veracruz, México, entre 1999 e 2002, identificou
varias espécies de fungos na broca-do-café, nos frutos brocados e nas galerias,
sendo as principais espécies: A. niger, A. flavus, Penicillium sp, Cladosporium sp

e Fusarium solani (CARRION; BONET, 2004).
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Ao comparar frutos brocados do solo e as partes aéreas de C. canephora,
GAMA et al. (2005) isolaram 110 e 91 cepas de fungos dos gréos brocados que
cairam no solo e 0s que estavam na planta, respectivamente, representados
pelos géneros Fusarium, Geotrichum, Penicillium e Aspergillus. Mais tarde, a
micobiota dos graos brocados foi determinada em graos de C. canephora e partes
da broca como cuticula, aparelho bucal, protérax, tubo digestivo e fezes. Neste
estudo, um total de 201 fungos filamentosos foram isolados, com destaque para
0s géneros Fusarium, Penicillium, Geotrichum e Aspergillus, tanto nas estruturas
da broca quanto nas galerias (GAMA et al., 2006).

VEGA et al. (1999) verificaram que as fémeas da broca-do-café
emergentes de frutos de diversas regides produtoras, sdo vetores de esporos de
A. ochraceus, A. flavus, A. niger entre outros. Num estudo sobre a micobiota da
broca adulta emergida dos frutos, realizado em dois paises da Africa (Uganda e
Benin), foi encontrado que em Uganda, 5,3% dos insetos estavam infectados por
A. ochraceus e em Benin, 17,4%. As cepas de A. ochraceus foram
potencialmente produtoras de ocratoxina A (VEGA; MERCADIER, 1998).
Entretanto, esses autores (VEGA; MERCADIER, 1998; VEGA et al.,, 1999) nao
analisaram o conteudo de ocratoxina A nessas amostras de café.

Na india, VELMOUROUGANE et al. (2010) compararam a contaminacao
de ocratoxina A em gréos de café arabica e robusta infestados pela broca-do-café
e graos sadios no periodo de trés anos. Foram coletados frutos brocados do solo,
deixados nas plantas, recém colhidos e graos ndo brocados. Foi observado uma
média de contaminacao, referente aos trés anos, de 8,80 pug/kg de OTA em graos

brocados que tiveram contato com o solo, seguido dos grdos brocados que
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permaneceram nas plantas (4,35 pg/kg de OTA) e frutos brocados recém colhidos
(2,35 pg/kg de OTA) nos cafés arabica e robusta.

VARGAS et al. (2004) estudaram a influéncia do processamento e defeitos
do café na ocorréncia de ocratoxina A. Neste estudo, foram coletadas 762
amostras em sua maioria de café ardbica beneficiado de diferentes regides do
Brasil. Foi observado que 66,7% das amostras continham pelo menos nove
tipos de defeitos. Os defeitos: ardido, brocado azulado, brocado, preto e mal
formado foram os que mais contribuiram para a ocorréncia e niveis de OTA no
café. Contudo estes autores (VARGAS et al., 2004) ndo estudaram o nivel de

infec¢do por fungos ocratoxigénicos nestas amostras.

2 Concluséo

E importante considerar que a infesta¢do causada pela broca-do-café nas
lavouras, além de causar perdas quantitativas aos produtores, pode também
reduzir a qualidade dos gréos. Além disso, a presenca de broca-do-café somada
as falhas no processamento ao longo da cadeia, pode levar ao desenvolvimento
de fungos e producéo de toxinas, como a OTA. A reducéo da infestacdo da broca-
do-café pode ser minimizada com a adocdo de Boas Préaticas Agricolas nas
lavouras, e as Boas Praticas durante o processamento de toda a cadeia sdo
medidas que auxiliam na prevencdo da presenca de fungos e toxinas no café,

melhorando a sanidade e qualidade da bebida.
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CAPITULO 2: Micobiota de gr&os de café (C. arabica e C. canephora) sadios
e brocados de regides cafeeiras do Brasil
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar a micobiota dos grédos de café (Coffea
arabica e C. canephora) nas fracdes dos gréos sadios (e sem broca) com 0s
grados brocados (e sem outros defeitos); determinar a atividade de agua e a
umidade, obtidos na etapa de armazenamento das principais regides cafeeiras do
Brasil. Foram analisadas um total de 80 amostras de café coletadas em diferentes
locais de armazenamento. Inicialmente foram separados manualmente as fracoes
de graos sadios (e sem broca) dos graos brocados (e sem outros defeitos) de
cada amostra. Foi feito o plaqueamento direto de 30 grdos no meio de cultura
Agar Dichloran Glicerol 18% (DG18) e incubado a 25°C. A leitura foi feita apos 7
dias de incubacdo e as espécies isoladas nos meios de cultura especificos em
diferentes temperaturas. Todas as amostras de café analisadas (sadios e
brocados) apresentaram infec¢ao fungica, variando de 3 a 100%. Nas fracdes de
graos sadios (e sem broca) foram mais presentes os fungos Aspergillus section
Circumdati (73,4%), Fusarium sp (77,2%), Penicillium brevicompactum (46,8%) e
A. section Nigri (40,5%), enquanto que nas fracoes de grdos brocados (e sem
outros defeitos) foram observados, Aspergillus section Circumdati (85%),
Fusarium sp (78,7%), A. section Nigri (53,7%) e P. brevicompactum (52,5%).

Palavras-chave: Café, café brocado, fungos, Aspergillus.

34



1. INTRODUCAO

O consumo mundial do café vem aumentando nos ultimos anos, como
mostram os dados da Organizacao Internacional do Café (ICO). No ano de 2014 o
consumo foi de cerca de 151 milhdes de sacas de 60kg e no ano seguinte, foi de
mais de 155 milhdes (ICO, 2017).

Com este aumento, os produtores e a industria de café tém adotado
estratégias a fim de oferecer um produto de melhor qualidade para concorrer
neste mercado tdo competitivo.

Existem diversas pragas que afetam o fruto e a lavoura do café e que
podem afetar a sua produtividade e qualidade. Dentre estas, a broca-do-café
(Hypothenemus hampei - Coleoptera: Scolitidae) € uma das principais pragas
responsaveis por perdas qualitativas e quantitativas em lavouras de todo o
mundo. A broca é um inseto capaz de perfurar os frutos na lavoura, formar
galerias e desenvolver seu ciclo de vida no interior da semente (VEGA et al.,
2009).

Ao perfurar os frutos, a broca pode favorecer uma colonizacéo interna de
fungos. Na literatura existem estudos que associam alguns fungos a graos
brocados (CARRION; BONET, 2004; PEREZ et al., 2003; VEGA; MERCADIER;
DOWD, 1999a; VELMOUROUGANE; BHAT; GOPINANDHAN, 2010).

A micobiota dos gréaos de café pode ser influenciada desde a colheita até o
armazenamento, devido as condicbes de alta umidade e armazenamento
inadequado. Estes fatores podem colocar em risco a saude do consumidor,
devido a contaminacao por fungos produtores de toxinas (LEMESSA et al., 2015).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
estabeleceu uma tolerancia maxima de 12% no teor de umidade (BRASIL, 2006).
Porém estes limites nem sempre sao respeitados pelos produtores, o que pode
levar a contaminacéo por fungos e toxinas (URBANO et al., 2001).

Falhas na pds colheita e injarias nos frutos no pé de café, como a
infestacdo da broca-do-café, podem estar ligados com a contaminacdo por
fungos. No Brasil, existem poucos estudos que relacionam grdos brocados e
infeccdo fuangica (GAMA et al.,, 2005, 2006). Além disso, estes estudos sao

anteriores a 2013, quando o principal inseticida, Endosulfan, utilizado no combate
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a praga foi banido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
fazendo com os produtores ficassem sem alternativas eficientes no controle
(BRASIL, 2010).

Desta forma, o conhecimento da micobiota do café com broca e sem
broca € importante, tendo em vista o aumento da infestacdo da broca-do-café

devido a falta de controles quimicos eficazes.

2. OBJETIVOS

Os objetivos foram comparar a micobiota dos graos sadios (e sem broca)
dos gréos brocados (e sem outros defeitos), de graos de café arabica (C. arabica)
e robusta (C. canephora), obtidos da etapa de armazenamento das principais

regides cafeeiras do Brasil.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS DE CAFE

Um total de 80 amostras de café cru, de cerca de 2 kg cada, foram
obtidas de produtores e cooperativas das seguintes regides cafeeiras do Brasil:
Sul de Minas (n=27), Cerrado Mineiro (n=21), Espirito Santo (n=12), Sado Paulo
(n=17) e Bahia (n=3). Destas, 62 amostras foram de café arabica e 18 amostras
de café robusta. As amostras foram correspondentes as safras de 2016 e 2017.

A Tabela 2.1 apresenta a quantidade de amostras de café e as regides
fornecedoras nas duas safras.

Os graos sadios (e sem broca) e gréos brocados (e sem outros defeitos)
foram separados manualmente e analisados separadamente.

As analises das amostras foram feitas no Laboratorio de Microbiologia do
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia
de Alimentos (ITAL), em Campinas (SP).
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3.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE AGUA E UMIDADE

A determinacdo da atividade de agua das amostras de café foi feita
utilizando o equipamento Aqualab Series 3TE instrument (Decagon, USA) em
triplicata a 25°C+1.

A determinagdo da umidade nas amostras de café foi feita utilizando a
metodologia descrita pela ISO 6673 (1SO, 2003). O método consistiu na utilizagéo
de cadinhos e tampas de aluminio que foram acondicionados na estufa com
ventilacdo forgada (Marconi 035 Campinas, SP, Brasil) a 105°C por uma hora.
Apbs este tempo, os cadinhos e tampas ficaram em dessecadores até atingirem
temperatura ambiente. Na sequéncia, foram pesados os cadinhos com as tampas,
e em seguida as amostras foram pesadas. As amostras seguiram para a estufa
onde permaneceram a 105°C por 13h (x0,5h). Apés este periodo, as amostras
foram pesadas e o calculo da umidade foi feito por meio da equacéao:

_ ml—-m2

ml-mo0

Onde:
mO= massa (g) do cadinho e tampa;
m1= massa (g) do cadinho, tampa e amostras antes de secatr;

m2= massa (g) do cadinho, tampa e amostras depois de secar.

A umidade foi expressada em % de base Umida (b.u.)

3.3 ANALISE DA MICOBIOTA

Cada amostra foi separada, manualmente em sub-amostras de fracdes de
graos sadios (e sem broca) e grdos brocados (e sem outros defeitos). Em
seguida, cada sub-amostra foi desinfectada em solucdo de hipoclorito de sodio
0,4% com agitacdo por 2 minutos (PITT; HOCKING, 2009). Um total de 30 gréos,
foi distribuido em 6 placas (5 grdos por placa) contendo Agar Dicloran 18%
Glicerol (DG18), conforme HOCKING; PITT (1980). As placas foram incubadas a

25°C por 7 dias. Depois de incubadas, as placas foram examinadas visualmente
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com o auxilio de um estereoscépio quanto ao crescimento das col6nias. Todas as
espécies de fungos foram isoladas em placas de Petri contendo agar Czapek
Extrato de Levedura (CYA) a fim de serem identificadas a nivel de espécie ou
género (PITT; HOCKING, 2009).

3.4 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

O género Aspergillus foi isolado e inoculado em trés pontos no meio agar
Czapek Extrato de Levedura (CYA) incubados a 25°C por 7 dias e o género
Eurotium no meio Czapek Extrato de Levedura Agar 20% Sacarose incubados a
25°C por 14 dias e identificados de acordo com KLICH; PITT (1988).

O género Penicillium foi inoculado em meio CYA a 25°C por 7 dias e a
37°C por 7 dias, em Agar Extrato de Malte (MEA) e Agar Sacarose Creatina
(CREA) a 25°C por 7 dias segundo PITT (1988).

Os demais fungos foram identificados segundo a metodologia de PITT;
HOCKING (2009) e SAMSON et al. (2010).

4. RESULTADOS

A média e variacdo da atividade de agua (ay) e da umidade das amostras
coletadas nas safras de 2016 e 2017 pode sem visualizada na Tabela 2.2.

Houve uma variacdo da atividade de agua de 0,419 a 0,742, sendo que
apenas 4 amostras excederam o limite de 0,7 recomendado pela Associacao de
Cafés Especiais da América (SCAA, 2016).

A variacdo da umidade foi de 8,53 a 12,64 % (B.U). Sendo que 8 amostras
apresentaram umidade acima de 11% (B.U.), sendo estas do Espirito Santo (2),
Sul de Minas (2), Bahia (3), e Sao Paulo (1).

Um total de 966 fungos foram isolados das 79 sub-amostras de gréos
sadios. Dos graos brocados, das 80 sub-amostras analisadas, um total de 1.554
fungos foram isolados.

Todas as amostras de café (sadios e brocados) apresentaram infeccao
fungica, variando de 3 a 100%. A média da infeccao total (%) por cada regido de

coleta pode ser visualizada na Figura 2.1.
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A maioria das amostras 58 (72,5%) apresentou maior infeccdo nas
fracOes de graos brocados. Apenas 22 (27,5%) amostras tiveram maior infec¢ao
ou infeccdo similar aos grdos brocados. Destas, 14 amostras sdo da espécie
robusta cultivadas nos estados da Bahia (3), Espirito Santo (10) e Sdo Paulo (1).
O tipo de processamento poOs-colheita empregado para café robusta,
principalmente, no estado do Espirito Santo, difere do processamento do café
ardbica. No Espirito Santo o café € colhido e seco em secadores mecéanicos, sem
passar pela etapa de secagem no terreiro, isto explica a baixa infeccdo por
fungos.

As fracdes de grados brocados apresentaram maior infec¢cao, com média de
76,6%, enquanto que nos sadios a média foi de 54,1%.

A micobiota dos gréaos sadios e brocados apresentaram predominancia dos
seguintes fungos: A. section Circumdati em 73,4% e 85%; Fusarium sp em 77,2%
e 78,7%; A. section Nigri em 40,5% e 53,7% e P. brevicompactum em 46,8% e
52,5%, respectivamente. Os principais géneros e espécies de fungos isolados
estdo apresentados na Figura 2.2 A micobiota dos grdos de café sadios e
brocados estédo apresentados nas Tabelas 2.3 e 2.4, respectivamente.

As Tabelas 2.5 a 2.9 apresentam a micobiota das amostras de café
sadios e brocados do Sul de Minas, Cerrado Mineiro, Sdo Paulo, Espirito Santo e

Bahia, respectivamente.

5. DISCUSSAO

Os valores da atividade de agua das amostras de café (0,419 a 0,742)
foram semelhantes aos encontrados por TANIWAKI et al. (2014). A baixa
atividade de agua das amostras propiciou o crescimento de fungos xerofilicos
como A. westerdijkiae, A. ochraceus, A. niger e Eurotium sp.

Das amostras analisadas 8 delas excederem 11% de umidade, nestas a
média da atividade de agua variou de 0,70 a 0,74 (Espirito Santo), 0,60 a 0,63
(Sul de Minas), 0,73 a 0,74 (Bahia) e 0,64 (Sao Paulo). O teor de umidade do café
superior a 11% é um dos fatores que podem contribuir para o crescimento de
fungos (SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008). A secagem adequada dos graos por
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parte dos produtores, pode evitar a infecgdo dos gréos por fungos, muitos deles,
toxigénicos.

Fungos como A. westerdijkiae e A. niger foram frequentes na maioria das
amostras, representando 45,29% e 17,01%, repectivamente, do total de amostras.
Na Etiopia, os principais fungos isolados do café corresponderam a 79% do
género Aspergillus sp, 8% de Fusarium sp, e 5% de Penicillium sp (GEREMEW et
al.,, 2016). Nas Filipinas, das 57 amostras de café analisadas, cerca de 59% e
19% das amostras estavam contaminadas com o0s géneros Aspergillus e
Penicillium, respectivamente (ALVINDIA; DE GUZMAN, 2016).

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por IAMANAKA et al.
(2014), que analisaram amostras de café de diferentes estadios de producéo:
frutos imaturos, frutos maduros, café de varrecdo (caidos no solo), café boia
(secos na planta) e cafés de armazenamento. Os principais fungos encontrados
por estes autores foram Penicillium brevicompactum, Penicillium sp. nov., A.
section Nigri, A. westerdijikiae e Fusarium lateritum. Sendo o género Aspergillus
0S mais comuns nos cafés de armazenamento.

VELMOUROUGANE; BHAT; GOPINANDHAN, (2010) analisaram a
infestacdo da broca-do-café em lavouras de café arabica e robusta na india e
verificaram um nivel de infeccdo de 42 a 62,5% de A. niger e 2 a 4% de A.
ochraceus isolados de insetos emergentes do fruto. J& nos grdos brocados a
infeccéo foi de 7 a 12% de A. ochraceus e 87,5 a 87,7% de A. niger.

A maioria dos fungos encontrados nos grdos sadios, também foram
encontrados nos graos brocados, porém com maior incidéncia nestes ultimos. Isto
demostra que a broca-do-café pode transportar fungos para o interior dos frutos
no campo, assim como, com a formacao de galerias podendo facilitar a entrada
de fungos para dentro dos frutos e propiciar um ambiente adequado para o
crescimentos dos mesmos. Por outro lado, as condicbes inadequadas de
secagem e armazenamento podem favorecer o crescimento de fungos, mesmo

nos graos sadios.

6. CONCLUSOES

Com este estudo foi verificado que os grdos de cafés brocados
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apresentaram maior infeccdo flngica comparado aos grdos sadios. Com
destaque para A. westerdijkiae, A. ochraceus, A. section Nigri, P.
brevicompactum, Fusarium sp., Penicillium sp nov e Eurotium sp.

As Boas Préticas Agricolas sédo essenciais para reduzir a incidéncia da
broca-do-café e grdos brocados assim como a ocorréncia de fungos. A secagem
em nivel seguro além de melhorar a qualidade e sanidade do café, contribui para

um maior periodo de armazenamento do café.
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CAPITULO 2: Micobiota de gréos de café (C. arabica e C. canephora) sadios
e brocados de regides cafeeiras do Brasil (Tabelas e Figuras)
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Tabela 2.1 Numero de amostras de café coletadas nas safras de 2016 e 2017 e as regides fornecedoras.

NUumero de amostras /Ano

Regido 2016 2017
Sul de Minas 14 13
Cerrado Mineiro 10 11
Espirito Santo 11 1
Bahia 3 0
Sao Paulo 14 3
Total 52 28

Tabela 2.2 Média e variacdo da atividade de 4gua (a,) e da umidade das amostras de café coletadas em diferentes regides.

Regiéo Média ay Variacao ay Média umidade (% B.U.) Variacdo umidade (% B.U.)
Sul de Minas (n=27) 0,55 0,50 -0,64 9,84 9,35-11,80
Espirito Santo (n=12) 0,67 0,54 -0,74 10,25 8,47 - 12,53
Cerrado Mineiro (n=21) 0,52 0,45 - 0,57 9,44 8,53 -10,17
Bahia (n=3) 0,73 0,73-0,74 12,24 11,76 - 12,64
Séo Paulo (n=17) 0,56 0,43 - 0,65 9,92 7,54 - 11,26
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Tabela 2.3 Frequéncia de ocorréncia (%), média de infec¢do (%) e variacéo de infec¢do (%) dos isolados em 79 amostras de café sadios.

Cafés sadios (n=79)

Fungos FO (%) MI (%) VI (%)
A. ochraceus 16,46 1,24 0,00 - 26,64
A. section Flavi 2,53 0,08 0,00 - 3,33
A. section Nigri 40,51 6,60 0,00 - 56,61
A. tamarii 5,06 0,21 0,00 - 6,67
A. westerdijkae 73,42 15,38 0,00 - 100,00
Absidia sp 1,27 0,04 0,00 - 3,33
A. versicolor 1,27 0,04 0,00 - 3,33
Chaetomium sp. 1,27 0,04 0,00 -3,33
Cladosporium sp 36,71 3,07 0,00 - 54,00
E. amstelodami 2,53 0,38 0,00 - 20,00
E. chevalierii 20,25 5,40 0,00 - 96,54
E. herbariorum 2,53 0,42 0,00 - 23,30
E. repens 1,27 0,37 0,00 -29,97
E. rubrum 10,13 1,53 0,00 - 69,90
Endomyces fibuliger 18,99 2,02 0,00 - 29,97
Eurotium sp. 2,53 0,35 0,00 -19,98
Fusarium sp 77,22 15,87 0,00 -56,61
Levedura 6,33 0,31 0,00 -6,67
P. brevicompactum 46,84 6,61 0,00 - 56,66
P. citrinum 3,80 0,13 0,00 - 3,33
Penicillium sp 12,66 1,55 0,00 - 36,60
Penicillium sp. nov. 15,19 1,27 0,00 -19,98
Ryzopus sp 1,27 0,04 0,00 -3,33
Syncephalastrum sp 1,27 0,04 0,00 - 3,33
Zigomicetos 6,33 0,34 0,00 - 9,99

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢cdo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.
VI (Variacdo de infeccdo)= Variacdo da infeccéo de cada isolado.
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Tabela 2.4 Frequéncia de ocorréncia (%), média de infeccéo (%) e variacéo de infeccdo (%) de cada isolado em 80 amostras de cafés
brocados.

Cafés Brocados (n=80)

Fungos FO (%) MI (%) VI(%) Fungos FO (%) MI (%) VI (%)
A. candidus 1,25 0,04 0,00-3,33 | Endomyces fibuliger 21,25 3,54 0,00 - - 26,66
A.ochraceus 22,50 1,72 0,00- 26,64 Eurotium sp. 3,75 0,37 0,00 - 24,00
A. penicilioides 1,25 0,08 0,00- 6,67 |Fungos dematiaceos 2,50 0,08 0,00 -6,67
A. section Flavi 3,75 0,17 0,00 - 6,67 Fusarium sp 78,80 27,12 0,00 - 73,26
A. section Nigri 53,75 10,10 0,00 - 76,66 Levedura 6,25 0,29 0,00 -6,67
A. sydowii 250 0,08 0,00 -3,33| P.atramentosum 1,25 0,04 0,00 - 3,32
A. tamarii 12,50 0,70 0,00 -13,32| P. brevicompactum 5250 12,15 0,00 - 73,26
A. westerdijkae 85,00 28,51 0,00 -96,67 P. citrinum 3,75 0,19 0,00 -9,99
Absidia sp 3,75 0,22 0,00 -3,33 P. thymicola 1,25 0,04 0,00 - 3,33
Cladosporiumsp 51,25 5,94 0,00 - 29,97 Penicillium sp 11,25 1,22 0,00 - 29,97
E. amstelodami 3,75 0,17 0,00 - 3,33 | Penicillium sp. nov. 20,00 2,17 0,00 -43,3
E. chevalieri 23,75 4,08 0,00 -49,95 Phoma sp 1,25 0,04 0,00 - 3,33
E. herbariorum 6,25 1,16 0,00 - 29,97 Ryzopus sp 6,25 0,22 0,00 - 4,46
E. repens 250 0,15 0,00 -8,00 Zigomicetos 6,25 0,40 0,00 - 9,99
E. rubrum 10,00 0,79 0,00 -23,33

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢céo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.
VI (Variacdo de infec¢do)= Variagdo da infeccdo de cada isolado.
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Tabela 2.5 Micobiota associada dos gréos de café sadios e brocados do Sul de Minas.

Regiao Sul de Minas (n=27) Sul de Minas (n=27)
Tipo do gréo Gréos sadios Gréos Brocados
Isolado FO (%) MI (%) VI (%) FO (%) MI (%) VI (%)
A. ochraceus 7,41 0,30 0,00 - 4,46 7,41 0,22 0,00 - 4,46
A. penicilioides 0,00 0,00 0,00 3,70 0,22 0,00 - 6,67
A. section Flavi 0,00 0,00 0,00 7,41 0,37 0,00 13,33
A. section Nigri 25,93 2,39 0,00 - 38,00 48,15 3,16 0,00 - 13,33
A. sydowii 92,59 21,19 0,00 96,30 39,86 0,00 - 3,33
A. westerdijkae 0,00 0,00 0,00 -90,00 3,70 0,12 0,00 - 96,57
Chaetomium sp. 3,70 0,12 0,00 - 3,33 0,00 0,00 0,00
Cladosporium sp. 37,04 5,18 0,00 - 54,00 59,26 6,88 0,00 - 23,31
E. amstelodami 0,00 0,00 0,00 3,70 0,12 0,00 - 3,33
E. chevalieri 3,70 0,07 0,00 -2,00 0,00 0,00 0,00
E. herbariorum 0,00 0,00 0,00 3,70 0,59 0,00 - 16,65
E. repens 3,70 0,22 0,00 - 6,67 3,70 0,30 0,00 - 8,00
E. rubrum 11,11 0,44 0,00 - 6,67 7,41 0,25 0,00 - 3,33
Endomyces fibuliger 33,33 3,70 0,00 - 29,97 25,93 4,69 0,00 - 26,67
Eurotium sp. 0,00 0,00 0,00 3,70 0,89 0,00 - 24,00
Fusarium sp. 88,89 17,74 0,00 - 33,33 96,30 36,58 0,00 - 73,26
Levedura 11,11 0,28 0,00 - 3,33 7,41 0,37 0,00 - 6,67
P. brevicompactum 85,19 16,38 0,00 - 53,28 81,48 25,51 0,00 - 73,26
P. citrinum 0,00 0,00 0,00 3,70 0,07 0,00 - 2,00
Penicillium sp. 0,00 0,00 0,00 18,52 2,76 0,00 - 29,97
Penicillium sp. nov. 37,04 2,74 0,00 - 13,33 0,00 0,00 0,00
Phoma sp. 0,00 0,00 0,00 3,70 0,12 0,00 - 3,33
Ryzopus sp. 0,00 0,00 0,00 7,41 0,25 0,00 - 3,33

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢cdo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.
VI (Variacdo de infeccdo)= Variagdo da infeccéo de cada isolado.
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Tabela 2.6 Micobiota associada dos gréos de café sadios e brocados do Cerrado Mineiro.

Regido Cerrado Mineiro (n=21) Cerrado Mineiro (n=21)
Tipo de gréos Gréos sadios Gréos brocados
Isolado FO (%) MI (%) VI (%) FO (%) M1 (%) VI (%)
A. section Nigri 9,52 0,32 0,00 - 3,33 9,52 0,32 0,00 - 3,33
A. westerdijkae 85,71 18,55 0,00 - 29,97 100,00 78,73 6,67 - 59,94
Cladosporium sp. 61,90 4,17 0,00 - 13,32 80,95 10,62 0,00- 26,64
E. amstelodami 0,00 0,00 0,00 4,76 0,16 0,00 - 3,33
Endomyces fibuliger 28,57 2,85 0,00 - 19,98 42,86 7,29 0,00 - 26,64
Eurotium sp. 0,00 0,00 0,00 4,76 0,16 0,00 - 3,33
Fusarium sp. 100,00 25,37 3,33-56,61 100,00 38,85 19,98 - 69,93
Levedura 19,05 0,79 0,00 9,52 0,48 0,00 - 6,67
Levedura 0,00 0,00 0,00 - 6,67 4,76 0,16 0,00
P. atramentosum 42,86 2,06 0,00 38,10 3,17 0,00 - 3,33
P. brevicompactum 9,52 0,32 0,0, - 9,99 9,52 0,63 0,00 - 20,00
P. citrinum 0,00 0,00 0,00 - 3,33 4,76 0,16 0,00 - 9,99
P. thymicola 4,76 0,32 0,00 4,76 0,16 0,00 - 3,33
Penicillium sp. 85,71 18,55 0,00 - 6,67 100,00 78,73 0,00 - 3,33

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢céo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.
VI (Variacdo de infec¢do)= Variagdo da infeccdo de cada isolado.
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Tabela 2.7 Micobiota associada aos graos sadios e brocados do Espirito Santo.

Regido Espirito Santo (n=12) Espirito Santo (n=12)
Tipo de gréos Gréaos sadios Gréaos brocados

Isolado FO (%) MI (%) VI (%) FO (%) MI (%) VI (%)
A. ochraceus 25,00 1,11 0,00 - 6,77 41,67 1,83 0,00 - 6,67
A. section Flavi 8,33 0,28 0,00 - 3,33 8,33 0,28 0,00 - 3,33
A. section Nigri 91,67 22,26 0,00 - 56,61 91,67 25,51 0,00 - 73,2
A. tamarii 0,00 0,00 0,00 8,33 0,28 0,00 - 3,33
A. westerdijkae 25,00 1,39 0,00 - 9,99 25,00 1,28 0,00 - 6,67
Absidia sp 0,00 0,00 0,00 16,67 0,56 0,00 - 3,33
A. sydowii 0,00 0,00 0,00 8,33 0,28 0,00 - 3,33

Cladosporium sp. 8,33 0,17 0,00 - 2,00 0,00 0,00 0,00
E. amstelodami 8,33 1,67 0,00 - 19,98 16,67 0,56 0,00 - 3,33
E. chevalieri 75,0 15,43 0,00 - 96,57 58,33 4,42 0,00 - 26,64
E. repens 0,00 0,00 0,00 8,33 0,28 0,00 - 4,00
Eurotium sp. 8,33 0,67 0,00 - 8,00 8,33 0,17 0,00 - 2,00
Fungos dematiaceos 0,00 0,00 0,00 8,33 0,56 0,00 - 6,67
Fusarium sp. 25,00 1,94 0,00 - 13,32 16,67 3,55 0,00 - 36,63

P. brevicompactum 8,33 0,56 0,00 - 6,67 0,00 0,00 0,00
Penicillium sp. 8,33 0,33 0,00 - 3,33 8,33 1,11 0,00 - 13,32
Penicillium sp. nov. 8,33 0,67 0,00 - 6,67 8,33 1,11 0,00 - 13,32
Zigomiceto 33,33 1,94 0,00 - 9,99 25,00 1,39 0,00 - 9,99

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢cdo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.

VI (Variacéo de infec¢éo)= Variagdo da infeccdo de cada isolado.
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Tabela 2.8 Micobiota associada dos gréos de café sadios e brocados de S&o Paulo.

Regido Sao Paulo (n=16) Séo Paulo (n=17)
Tipo de gréos Gréos sadios Gréos brocados
Isolado FO (%) MI (%) VI (%) FO (%) M1 (%) VI (%)
A. ochraceus 37,50 3,95 0,00 - 26,6 47,06 5,88 0,00 - 26,64
A. section Nigri 56,25 9,99 0,00 - 36,6 76,47 22,33 0,00 - 76,59
A. tamarii 25,00 1,04 0,00 - 6,7 41,18 2,74 0,00 - 13,32
A. versicolor 6,25 0,21 0,00 - 3,3 0,00 0,00 0,00
A. westerdijkae 62,50 14,36 0,00 - 66,6 94,12 24,49 0,00 - 63,27
Absidia sp 6,25 0,21 0,00 - 3,3 5,88 0,20 0,00 - 3,33
Cladosporium sp. 25,00 0,83 0,00 - 3,3 47,06 3,92 0,00 - 13,33
E. amstelodami 6,25 0,62 0,00 - 10 0,00 0,00 0,00
E. chevalieri 18,75 3,12 0,00 - 26,6 52,94 8,03 0,00 - 43,29
E. herbariorum 6,25 0,62 0,00 - 10 11,76 0,78 0,00 - 6,67
E. rubrum 25,00 6,04 0,00-70 35,29 3,33 0,00 - 23,31
Endomyces fibuliger 0,00 0,00 0,00 5,88 0,20 0,00 - 3,33
Eurotium sp. 6,25 1,25 0,00 - 20 0,00 0,00 0,00
Fusarium sp. 68,75 13,32 0,00 - 46,6 76,47 19,00 0,00-66,6 7
Levedura 0,00 0,00 0,00 5,88 0,20 0,00 - 3,33
P. brevicompactum 18,75 1,67 0,00 - 20 52,94 8,42 0,00 - 36,63
P. citrinum 6,25 0,21 0,00 -3,3 0,00 0,00 0,00
Penicillium sp. 6,25 0,21 0,00 - 3,3 11,76 0,39 0,00 - 3,33
Penicillium sp. nov. 6,25 1,25 0,00 - 20 0,00 0,00 0,00
Ryzopus sp. 6,25 0,21 0,00 - 3,3 17,65 0,67 0,00 - 4,66
Syncephalastrum sp 6,25 0,21 0,00 - 3,3 0,00 0,00 0,00

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infec¢cdo)= Soma dos valores de infeccdo das amostras/ numero total de amostras analisadas.
VI (Variacdo de infeccdo)= Variacdo da infeccéo de cada isolado.
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Tabela 2.9 Micobiota associada dos gréos de café sadios e brocados da Babhia.

Regido Bahia (n=3) Bahia (n=3)
Tipo dos graos Gréaos sadios Gréaos brocados
Isolado FO (%) MI (%) VI (%) FO (%) M1 (%) VI (%)
A. candidus 0,00 0,00 0,00 33,33 1,11 0,00 - 3,33
A. ochraceus 66,67 4,44 0,00. - 9,99 66,67 3,33 0,00 - 6,67
A. section Flavi 33,33 1,11 0,00- 3,33 0,00 0,00 0,0
A. section Nigri 100,00 7,77 3,33-13,32 100,00 10,00 6,66 - 13,32
A. westerdijkae 66,67 2,22 0,00 - 3,33 0,00 0,00 0,00
E. chevalieri 100,00 63,27 43,3-83,25 100,00 45,51 26,6 - 59,94
E. herbariorum 33,33 7,77 0,00 - 23,31 66,67 21,09 0,00 - 33,33
E. repens 33,33 7,77 0,00 - 23,31 0,00 0,00 0,00
Fusarium sp 33,33 1,11 0,00 - 3,33 0,00 0,00 0,00
P. brevicompactum 33,33 1,11 0,00 - 3,33 66,67 24,42 0,00 - 49,95
Zigomicetos 33,33 1,11 0,00 - 3,33 66,67 2,22 0,00 - 3,33

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = Numero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas.
MI (Média de infeccdo)= Soma dos valores de infec¢cdo das amostras/ nimero total de amostras analisadas.

VI (Variacdo de infeccdo)= Variacdo da infec¢éo de cada isolado.
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Figura 2.1. Média de infec¢éo dos gréos sadios e brocados por regido analisada.
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Figura 2.2 Coldnias de fungos isoladas nas amostras de café sadio e brocado em meio CYA
incubados a 25°C.

i: A. section Nigri; ii: A. ochraceus; iii: A. westerdijkiae; iv: Penicillium sp. nov; v: P.
brevicompactum; vi: Fusarium sp.
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CAPITULO 3: Comparacéo da incidéncia de fungos ocratoxigénicos e

ocratoxina A em graos de cafés sadios e brocados
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos: (i) comparar a incidéncia de fungos
ocratoxigénicos e ocratoxina A em graos sadios (e sem broca) e graos brocados
(e sem outros defeitos) de café. (ii) isolar e identificar os fungos potencialmente
produtores de ocratoxina A (OTA); (iii) testar a producdo de ocratoxina A nas
cepas potencialmente ocratoxigénicas e (iv) determinar a atividade de agua e
umidade das amostras de café; e (v) determinar o nivel de contaminacao por
ocratoxina A nas fracdes de graos sadios (e sem broca) e gréos brocados (e sem
outros defeitos) nas amostras de café, coletadas em diferentes regifes brasileiras.
Um total de 82 amostras de café cru foram separados manualmente, entre os
graos brocados e os gréo sadios. Inicialmente foi feita a desinfecgéo superficial
dos gréos sadios e dos graos brocados e plagueados diretamente no meio de
cultura Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18). Ap6s o periodo de incubacéo, as
colénias foram isoladas e inoculadas em meios de cultura especifico para
identificag@o. Aspergillus section Nigri e A. section Circumdati foram inoculadas
no meio de cultura Yeast Extrat Sucrose Agar (YESA) a fim de testar a producéo
de ocratoxina A, pela técnica de agar plug associada a Cromatografia de Camada
Delgada (CCD). Os niveis de concentracdo de OTA nos gréos sadios e graos
brocados, foram determinados pela extracdo com solvente organico e limpeza em
coluna de imunoafinidade. A quantificacdo e deteccdo de OTA foi realizada em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia.
Nas amostras de gréos sadios e brocados, observou-se uma alta incidéncia de
fungos potencialmente ocratoxigénicos representados por A. section Nigri e A.
section Circumdati. Nos graos sadios, dentre os 169 isolados de A. section Nigri e
413 de A. section Circumdati, 8 (4,7%) e 278 (67,3%), respectivamente, foram
produtores de OTA. Nos grédos brocados, dos 261 isolados de A. section Nigri e
728 de A. section Circumdati, 6 (2,3%) e 522 (70,1%), respectivamente, foram
produtores de OTA. A contaminacdo de OTA foi superior nas fracbes de gréos
brocados (e sem outros defeitos) comparado aos graos sadios (e sem broca), nas
amostras do Cerrado Mineiro, Sdo Paulo, Bahia e Espirito Santo. A contaminacao

das amostras de graos sadios e brocados nas regides do Sul de Minas, Cerrado
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Mineiro, Sdo Paulo e Bahia diferiram significativamente ao nivel de 5% de

probabilidade, de acordo com o Teste-F.

Palavras-chave: Café, broca-do-café, fungos ocratoxigénicos, ocratoxina A.

58



1. INTRODUCAO

Dentre as espécies botanicas do género Coffea, as mais cultivadas e
comercializadas no mundo sdo: Coffea arabica (arabica) e Coffea canephora
(robusta). Essas duas espécies apresentam diferentes formas de cultivo, manejo,
além de serem diferentes na analise sensorial.

O café arabica apresenta qualidade superior ao robusta, pois geralmente é
cultivado em altitudes superiores a 800 metros, sendo que cafés sem a presenca
de defeitos e cultivados em altitudes superiores a 920 metros apresentam maior
qualidade sensorial comparado a altitudes inferiores (SILVA et al., 2004). O café
arabica também apresenta maior preco de mercado.

O café robusta pode ser cultivado ao nivel do mar, é geralmente utilizado
na formacdo de blends com o café arabica e pode apresentar até o dobro da
guantidade de cafeina encontrada no café arabica (BICHO et al., 2013). Essas
duas espécies também apresentam diferenca no processamento pos-colheita, em
gue o café robusta em grande parte de sua producéo é preparada por via-seca.

O método mais simples de processar os frutos recém colhidos é por via-
seca. Nesta técnica, o café recém colhido é direcionado para um lavador-
separador onde serdo separados por diferenca de densidade dos graos. A parte
que flutua, isto €, com menor densidade, € chamada de “bdia”, composta pelo
café seco na arvore, frutos mal granados, brocados e outros. A parte que
submerge é constituida pelos grdos mais densos: verdes e maduros (BOREM,
2008). Em seguida os gréos sao esparramados no terreiro para serem Secos,
naturalmente, ao sol.

Ja o método por via-umida pode ser conduzido por trés formas: retirando-
se a casca em um descascador mecanico e a mucilagem através da fermentacao
em tanques com agua, resultando num café despolpado; removendo-se a casca e
parte da mucilagem de forma mecanica, sendo este chamado de cereja
descascado (CD); ou removendo-se mecanicamente a casca e a mucilagem,
produzindo o café desmucilado (BOREM, 2008). O resultado s&do grdos com
pergaminho. Este processo ajuda na homogeneidade dos grdos e também no

processo de secagem em terreiro (HAMDOUCHE et al., 2016).
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O cuidado em cada etapa do processo € importante para assegurar a
qualidade microbioldgica do café que chega ao consumidor (AMEZQUETA et al.,
2012). Durante a etapa de secagem em terreiros, o café natural ou descascado
apresenta elevada umidade, sendo necessario o revolvimento constante dos
frutos até atingir uma umidade segura (BOREM, 2008), a fim de manter a
gualidade do café. Além disso, é importante prevenir a ocorréncia de fungos
ocratoxigénicos e a producdo de ocratoxina A (OTA) durante a etapa de pOs-
colheita (PATERSON; LIMA; TANIWAKI et al., 2014)

No café, os principais fungos ocratoxigénicos sdo do grupo Aspergillus
section Circumdati, representados por A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. steynii,
A. melleus e a do grupo A. section Nigri, como A. niger e A. carbonarius
(BATISTA et al., 2009; FRISVAD et al., 2004; TANIWAKI et al., 2003; NOONIM et
al., 2008; URBANO et al., 2001).

A ocratoxina A (OTA) é o resultado do metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos filamentosos. Esta toxina € considerada nefrotoxica,
teratogénica e possivelmente carcinogénica em humanos, sendo classificada pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) no grupo 2B (IARC, 1993).
Devido a exposicdo humana e estudos toxicoldgicos em animais, o Comité
Permanente da Unido Européia, estabeleceu o limite maximo de ocratoxina A em
5ug/kg para café torrado e café torrado e moido, e 10ug/kg para café soluvel
(COMISSAO EUROPEIA, 2005). Estes limites a serem atingidos apds o0s
processos de torracdo sao considerados baixos para alguns paises produtores, 0
gue dificulta a exportacéo para os paises europeus.

No Brasil, a RDC n° 7 de fevereiro de 2011, estabeleceu o limite maximo de
10 pg/kg para ocratoxina A em café torrado, café torrado e moido e café soluvel
(BRASIL, 2011).

A presenca de certos defeitos no café, principalmente os defeitos pretos e
ardidos mostraram as maiores concentracdes de OTA, comparados aos graos
sadios (TANIWAKI et al., 2014).

O inseto Hypothenemus hampei (Ferrari) (Coleoptera: Curculionidae), €
resposavel por causar o defeito “brocado” nos frutos ainda na lavoura. A broca é

capaz de perfurar os frutos, e se alimentar dos mesmos, gerando prejuizos aos

60



agricultores e a industria do café em todas as partes do mundo (INFANTE;
PEREZ; VEGA, 2014).

VELMOUROUGANE; RAJEEV; THIRUKONDA (2010) estudaram a
ocorréncia da ocratoxina A em Hypothenemus hampei na india, afirmando que
este inseto pode ser carreador de esporos de fungos ocratoxigénicos para o
interior do café, aumentando assim a contaminacgdo por OTA nos gréos brocados.

No Brasil, faltam estudos sobre a incidéncia de fungos ocratoxigénicos em
grados de cafés brocados e sua relacdo com a producdo de ocratoxina A. Em
2013, o endosulfan, principal agente quimico para combater a broca no campo foi
banido, por ser considerado altamente toxico. Este fato fez com que o0s
produtores de café ficassem sem alternativas quimicas no combate a praga,
gerando uma grande perda de café. Além disso, a Resolugédo n°® 14 de 2014 da
Anvisa (BRASIL, 2014), dispde sobre os limites de toleranicia de matérias
estranhas para alimentos e bebidas, incluindo o café torrado e moido, em 60
fragmentos de insetos por 25g de café. Esta Resolucao foi aprovada apenas um
ano apo6s o Endosulfan ser banido do mercado.

2. OBJETIVOS

Nestas condi¢cdes, 0s objetivos deste estudo foram isolar e identificar os
fungos potencialmente produtores de ocratoxina A; testar a producdo da toxina
das cepas; determinar o nivel de contaminacédo por OTA nas fracdes graos sadios
(e sem broca) e graos brocados (e sem outros defeitos); e determinar a atividade

de agua e umidade das amostras de café.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS DE CAFE

Um total de 82 amostras de café beneficiado (contendo 300g a 2 kg) foram
obtidas de produtores, cooperativas e comércios das seguintes regides: Sul de
Minas (n=32), Cerrado Mineiro (n=27), Bahia (n=3), Espirito Santo (n=2), Goias
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(n=2), Sao Paulo (n=17). Estas amostras continham gréos sadios (sem a
presenca de defeitos) e graos brocados.

Os graos sadios (e sem broca) e gréos brocados (e sem outros defeitos)
foram separados manualmente e analisados separadamente. As andlises das
amostras foram feitas no Laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncia e
Qualidade de Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
em Campinas (SP).

3.2 ATIVIDADE DE AGUA

A determinacgéo da atividade de agua das amostras de café foi feita com os
graos sadios e brocados juntos, utilizando o equipamento Aqualab Series 3TE

instrument (Decagon, EUA) em triplicata a 25°C+1.

3.3 UMIDADE DO CAFE

A determinacdo da umidade nas amostras de café foi feita utilizando a
metodologia descrita pela ISO 6673 (ISO, 2003). O método consistiu na utilizacédo
de cadinhos e tampas de aluminio que foram tarados na estufa com ventilacédo
forcada (Marconi 035 Campinas, SP, Brasil) a 105°C por uma hora. Apos este
tempo, os cadinhos e tampas ficaram em dessecadores até atingirem temperatura
ambiente. Na sequéncia, foram pesados os cadinhos com as tampas, e em
seguida as amostras foram pesadas. As amostras seguiram para a estufa onde
permaneceram a 105°C por 13h (x0,5h). ApGs este periodo, as amostras foram

pesadas e o calculo da umidade foi feito por meio da equacéo:

_ mi-mz2

m1l-mo

mO= massa (g) do cadinho e tampa;
m1= massa (g) do cadinho, tampa e amostras antes de secatr;

m2= massa (g) do cadinho, tampa e amostras depois de secar.
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A umidade foi expressada em % de base umida (b.u.)
3.4 PLAQUEAMENTO DIRETO DAS AMOSTRAS

Trinta gréos sadios e trinta grdos brocados foram analisados
separadamente, para isto, foram desinfectados superficialmente em solucéo de
hipoclorito de sddio (0,4%), com agitacdo por 2 minutos (PITT; HOCKING, 2009).
Em seguida foram plaqueados em 6 placas (5 grdos por placa) contendo Agar
Dicloran 18% Glicerol (DG18), conforme HOCKING; PITT (1980). As placas foram
incubadas a 25°C (+1°C) por 7 dias. Os resultados foram expressos em % de
infecgédo fangica.

3.5 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES COM POTENCIAL
OCRATOXIGENICOS

Os fungos potencialmente produtores de OTA foram isolados e inoculados
em 3 trés pontos no meio CYA (Czapek Yeast Extract) e incubados a 25°C por 7
dias (PITT; HOCKING, 2009). ApoOs este periodo, os isolados de A. section
Circumdati e A. section Nigri foram inoculados no meio CYA a 37°C por 7 dias e
MEA (Malt Extract Agar) a 25°C por 7 dias.

3.6 TESTE DE PRODUCAO DE OCRATOXINA A

As cepas de A. section Cirumdati e A. section Nigri com potencial de
producéo de OTA foram inoculadas em meio YESA (Yeast Extrat Sucrose Agar) e
incubadas a 25°C por 7 dias.

Apés a incubacéo, foi feito um plug de cada isolado na placa e a extracao
da toxina foi feita com a solucdo de metanol/cloroférmio (1:1) e aplicado a uma
placa de silica gel de Cromatografia de Camada Delgada (CCD), conforme a
metodologia de FILTENBORG et al. (1983). O padrdao de OTA foi adicionado
junto, antes da corrida cromatografica. A placa foi desenvolvida com fase mével
contendo tolueno/acetato de etila/acido formico/cloroférmio (7:5:2:5, viviviv). A

leitura dos cromatogramas foi realizada com o auxilio de um Cromatovisor, com
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lampada ultravioleta de comprimento de onda de 365 nm e 254 nm, e a

comparacao da fluorescéncia no mesmo fator de retengéo do padrao de OTA.

3.7 DETERMINACAO DE OCRATOXINA A EM CAFE SADIO E BROCADO

A determinacdo de OTA nas amostras foi feita de acordo com VARGAS,;
DOS SANTOS; PITTET (2005).

3.7.1 EXTRACAO DA OCRATOXINA A

As fracOes de graos sadios e grados brocados foram triturados,
separadamente, em moinho IKA (IKA All basic, Campinas, SP, Brazil) e
peneirados numa peneira com abertura de 1mm. Em seguida, foi feita a extracao
da toxina para cada uma das fracdes de cafe.

Nesta etapa, foi tomada uma aliquota de 12,5g de gréos de café, extraindo
com 100 ml de solucdo de metanol bicabornato (3%) (1:1, v/v) com agitacdo no
shaker por 30 minutos. Em seguida foi feita a filtracdo em filtro de papel qualitativo
(Nalgon, Alemanha) e fibra de vidro (Vicam, EUA). Foi coletado 4 ml do filtrado e
adicionado 96 ml de PBS e num baldo volumétrico. Na sequéncia, este volume foi
passado pela coluna de imunoafinidade Ochratest WB (Vicam, EUA) num fluxo de
1-2 gotas por segundo. Apés lavar a coluna com 30 ml de agua destilada, a toxina
foi eluida com 4 mL de metanol grau HPLC. O extrato foi seco numa chapa

aquecida com acéo de nitrogénio e ressuspendido com 300uL de fase mével.

3.7.2 DETECCAO E QUANTIFICACAO DE OCRATOXINA A POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENICA (CLAE)

A deteccdo e quantificacdo de ocratoxina A no café sadio e brocado foi
feita por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um
equipamento com injetor automatico, com detector de fluorescéncia de 333 nm de
excitacdo e 477 nm de deteccdo (Agilentl260 Infinity, EUA). Foi injetado um

volume de 20uL e a separagdo cromatogréafica ocorreu numa coluna C18 fase
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reversa a 40°C. A fase movel utilizada foi Acetronitrila: Metanol: Agua: Acido
acético (30:30:39:01,v/v/viv) com fluxo de 0,8 mL/min. Foi utilizado um padréo de
OTA a fim de determinar a massa da toxina (ng) e o tempo de corrida (minutos).

3.7.3 OTIMIZACAO DO METODO

A verificacdo de recuperacdo da OTA foi feita em todos os dias de analise,
através da adicdo do padrédo de OTA numa amostra de café. Foi realizado o limite
de deteccao (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) por meio da contaminacéo
com 0,79ug/kg de OTA em 8 repeticdes (10g) numa amostra de café que nao
apresentou contaminagdao natural. A otimizacdo da metodologia seguiu as
recomendacdes propostas pela EURACHEM GUIDES (2014).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Na anadlise estatistica foi utilizada o Teste-F, que avalia se existem
diferencas significativas entre as variancias de duas populacbes (LAPPONI,
2005). A significancia estatistica foi de 5% de probabilidade. Neste teste foi
verificado se existem diferencas na concentracdo de OTA em graos de café

sadios e brocados de acordo com a regido de origem de cada amostra.

4. RESULTADOS
4. 1 ATIVIDADE DE AGUA E UMIDADE DO CAFE

Nas amostras de café analisadas (82 sub-amostras de café sadio e 82 sub-
amostras de café brocado), a média da atividade de agua das amostras variou de
0,52 a 0,74, e o teor de umidade foi de 8,46 a 12,64 de acordo com a metodologia
ISSO 6673 (ISSO, 2003). A Tabela 3.1 apresenta os valores médios da atividade

de agua e umidade, bem como a variacao nas regiées coletadas.
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4.2 FUNGOS OCRATOXIGENICOS NO CAFE SADIO E CAFE BROCADO

Das amostras de gréos sadios (e sem broca) e gréos brocados (e sem
outros defeitos), observou-se uma alta incidéncia de fungos potencialmente
ocratoxigénicos representados por A. section Nigri e A. section Circumdati. Estes
foram caracterizados pela morfologia das coldnias e crescimento a 37°C, como A.
ochraceus (com crescimento a 37°C) e A. westerdijkae (sem crescimento a 37°C).

Nos graos sadios foram isolados 169 (17,5%) cepas de A. section Nigri e
421 (43,6%) cepas de A. section Circumdati. Nos gréos brocados foram isolados
269 (17,3%) cepas de A. section Nigri e 744 (47,9%) cepas de A. section
Circumdati.

Nos graos sadios (e sem broca), de todos os isolados de A. section Nigri
(169) testados, 8 cepas (4,7%) foram produtoras de OTA. Das 413 cepas de A.
section Circumdati testadas, 278 (67,3%) foram produtoras de OTA, destas todas
foram identificadas como A. westerdijkae.

Nos graos brocados (e sem outros defeitos), das 261 cepas de A. section
Nigri testadas, apenas 6 (2,3%) isolados foram produtoras de OTA. Ja para A.
section Circumdati um total de 728 cepas testadas 522 (70,1%) foram produtoras
de OTA, destes apenas uma cepa foi identificada como A. ochraceus.

As Tabelas 3.2 e 3.3 apresentam a incidéncia de fungos ocratoxigénicos
por regido. As amostras do Espirito Santo apresentaram a maior ocorréncia de A.
section Nigri, enquanto que as amostras do Sul de Minas apresentaram a maior
ocorréncia de A. section Circumdati, seguida pela regido do Cerrado Mineiro. Nos
graos brocados, a infec¢ao por A. section Circumdati produtores de OTA foi maior
nas amostras do Sul de Minas, Cerrado Mineiro, Sdo Paulo e Espirito Santo. Em
relacdo a A. section Nigri produtores de OTA a incidéncia nos graos sadios das
amostras de Sado Paulo foram préximas, e no Espirito Santo a ocorréncia nos
graos brocados foi menor que nos sadios.

Os graos Coffea arabica tiveram maior predominancia de A. westerdijkae
(50,6%), enquanto que nos grdos de C. canephora, as espécies de A. section
Nigri (53,5%) e A. ochraceus (12,4%) foram mais incidentes.

Na Tabela 3.4 estdo apresentadas a Infeccdo de fungos ocratoxigénicos

nos graos de cafés sadios e brocados das espécies C. arabica e C. canephora
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das regides do Sul de Minas, Cerrado Mineiro e S&do Paulo e; na Tabela 3.5 as

regides do Espirito Santo e Bahia.

4.3 OCRATOXINA A NOS GRAOS SADIOS E BROCADOS

A presenca de ocratoxina A nas amostras de gréos sadios e de graos
brocados e os niveis de contaminagdo podem ser visualizados na Tabela 3.6. O
limite de deteccdo (LOD) para ocratoxina A foi de 0,11ug/kg e o limite de
guantificacédo (LOQ) foi de 0,37ug/kg.

Um total de 57 sub-amostras de grdos sadios apresentaram niveis de
contaminacdo por OTA superior ao LOD. Para os grdos brocados, 71 sub-
amostras tiveram niveis superiores ao LOD.

A média de concentracdo de OTA foi superior nas fracbes de graos
brocados comparado a contaminagcao dos graos sadios nas amostras do Cerrado
Mineiro, Sado Paulo, Bahia e Espirito Santo.

Os cromatogramas referentes a analise de contaminacdo por OTA dos
graos sadios e brocados podem sem visualizados nas Figuras 3.1 e 3.2,
respectivamente.

Nas Tabelas 3.7 e 3.8, estdo apresentados os resultados do Teste F dos
graos de café sadios e brocados por regido. A analise do Teste F nas amostras
de gréos brocados e sadios permitiu verificar que a média de contaminacao por
OTA nos graos brocados nas regides do Sul de Minas, Cerrado Mineiro, Espirito
Santo, Sdo Paulo e Bahia foram superiores aos graos sadios. Apenas nas duas
amostras da regido de Goias, a média de contaminacdo nos graos sadios (0,3
Hg/kg) foram superiores aos graos brocados (0,2 pg/kg).

A contaminacdo das amostras de grdos sadios e brocados nas regides do
Sul de Minas, Cerrado Mineiro, Sdo Paulo e Bahia diferiram significativamente ao
nivel de 5% de probabilidade (F calculado maior que o F tabelado). Enquanto que
nas amostras do Espirito Santo e Goias, ndo houve diferenca significativa entre a

contaminacao de graos sadios e brocados (F calculado menor que o F tabelado).
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5. DISCUSSAO

O grao de café é um substrato susceptivel a infeccdo por fungos quando
existem boas condi¢cbes de temperatura e umidade, em particular aos fungos
potencialmente produtores de OTA. KOUADIO et al. (2012) analisaram a
presenca de fungos e producdo de OTA nas amostras de café robusta, e
verificaram que de 2,4 a 3,8% de A. niger foram produtores de OTA. Por outro
lado, 100% das cepas de A. ochraceus (e espécies pertencentes a A. section
Circumdati) foram produtoras de OTA. MORELLO et al. (2007) fizeram uma
comparacao genética das espécies de A. ochraceus e A. westerdijkae isoladas de
café do Brasil, demostrando que a maioria dos isolados antes identificados como
A. ochraceus, eram na verdade A. westerdijkae.

Na literatura, poucos trabalhos tem relacionado a presenca de fungos
potencialmente produtores de OTA com a broca-do-café. VEGA; MERCADIER,;
DOWD (1999) verificaram que 5,3% e 17,4% dos insetos (H. hampei) estavam
infectados com A. ochraceus em Uganda e Benin, respectivamente. Os autores
sugeriram que o inseto pode ser um vetor deste fungo, porém, neste trabalho nao
foi realizado o teste de producdo de OTA. Outros trabalhos tém mencionado
apenas a micobiota nos graos infestados e no inseto (CARRION; BONET, 2004;
GAMA et al., 2006; PEREZ et al., 2003; VEGA; MERCADIER; DOWD, 1999).

A infeccdo por fungos no café é influenciada pelo manejo na pré e poés-
colheita. Falhas durante a secagem e condi¢cdes inadequadas (temperatura e
umidade) de armazenamento e transporte podem contribuir para o
desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos e OTA (PALACIOS-CABRERA et al.,
2007; PATERSON; LIMA; TANIWAKI et al., 2014). BATISTA et al. (2009)
verificaram que no processamento por via-seca a incidéncia de fungos como A.
section Nigri e A. section Circumdati foi maior, devido a ndo remocéo da casca
durante a etapa de secagem.

No presente estudo, o Teste F de estatistica, mostrou que a concentracéo
de OTA nos graos brocados diferiu estatisticamente dos graos sadios a 5% de
probabilidade, isto é, os grados brocados apresentaram maior contaminacao por

OTA do que os graos sadios.

68



Nos estudos de VELMOUROUGANE; RAJEEV; THIRUKONDA (2010) na
india, com gréos de café arabica e robusta brocados e n&o brocados do solo, do
pé-de-café, recém colhidos, foi revelado que nos graos sem infestacdo da broca,
os niveis de OTA foram baixos ou sem contaminacao.

A broca pode ser um vetor para fungos ocratoxigénicos por facilitar a
entrada dos mesmos no café. Entretanto, o presente trabalho demostrou que
mesmo o0s grados sadios (sem broca), podem ser contaminados por OTA,
dependendo dos processos de pos-colheita de secagem e armazenagem. Desta
forma as Boas Praticas Agricolas podem ajudar a controlar a broca-do-café além
de evitar a contaminacdo por fungos ocratoxigénicos e ocratoxina A, melhorando

a qualidade da bebida.

6. CONCLUSAO

Este trabalho permitiu comparar a incidéncia de fungos ocratoxigénicos e
ocratoxina A no café infestado pela broca (e sem outros defeitos) e nos gréos
sadios (e sem broca). A broca-do-café pode ser um vetor de fungos
ocratoxigénicos e ainda permitir que os fungos cres¢cam no interior dos graos e
produzam a OTA. No entanto, a adocao das Boas Praticas Agricolas em toda a
cadeia produtiva do café pode reduzir a incidéncia de OTA, reduzir os graos

brocados e melhorar a qualidade da bebida.
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CAPITULO 3: Comparacéo da incidéncia de fungos ocratoxigénicos e

ocratoxina A em graos de cafés sadios e brocados (Tabelas e Figuras)
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Tabela 3.1 Média e variacdo da atividade de agua (aw) e umidade das amostras de café em diferentes regiées produtoras.

Regido Média ay Variacdo a, Média da umidade (% B.U.) Variacdo umidade (% B.U.)
Bahia 0,74 0,74 - 0,74 11,41 10,12 - 12,64
Cerrado 0,52 0,45 - 0,56 9,44 8,53 -10,17
Espirito Santo 0,58 0,54 - 0,62 10,25 8,47 - 12,53
Goias 0,55 0,54 - 0,55 10,16 10,12 - 10,21
Séo Paulo 0,57 0,43 - 0,65 9,92 7,54 - 11,26
Sul de Minas 0,54 0,50 - 0,64 9,78 9,13-11,80

Tabela 3.2 Ocorréncia de A. section Nigri nas amostras, graos sadios e brocados por regido analisada.

Isolados A. section Nigri (% de produtores)

Regido (n) Cafés sadio Cafés brocados
Bahia (3) 7 (0%) 9 (0%)
Cerrado Mineiro (21) 2 (0%) 2 (0%)
Espirito Santo (12) 190 (2,6%) 105 (0,9%)
Séo Paulo (17) 48 (8,3%) 122 (4,1%)
Sul de Minas (27) 27 (0%) 31 (0%)

n= NUmero de amostras de café analisadas.
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Tabela 3.3 Ocorréncia de A. section Circumdati nas amostras, gréos sadios e brocados por regidao analisada.

Isolados A. section Circumdati (% de produtores)

Regiao (n)
Cafés sadio Cafés brocados
Bahia (3) 7(25,6%) 3 (0%)
Cerrado Mineiro (21) 116 (58,6%) 233 (54,5)
Espirito Santo (12) 9 (22,2%) 10 (30%)
Séo Paulo (17) 89 (70,8%) 160 (64,4%)
Sul de Minas (27) 200 (72%) 338 (85,5%)

n= NUmero de amostras de café analisadas.
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Tabela 3.4. Infec¢éo por fungos ocratoxigénicos nos graos sadios e brocados das amostras de café das regibes do Sul de Minas, Cerrado

Mineiro e Sao Paulo.

FO (%) MI (%) VI (%)
Regiao Especie Isolado Sadios Brocados Sadios Brocados Sadios Brocados
sul de Mi C. arabica A. westerdijkae 92,59 96,30 21,19 39,86 0,00 - 96,57 0,00 - 96,57
ut de Minas (n=27) A. ochraceus 7,41 7,41 0,30 0,22  0,00-4,00 0,00 - 4,00
A. section Nigri 25,93 48,15 2,39 3,16 0,00 - 38,00 0,00 -13,33
_ A. westerdijkae 85,71 100,00 18,55 78,73 0,00 - 29,97 6,67 - 59,94
- C. arabica
Cerrado Mineiro (n=21) A. ochraceus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A. section Nigri 9,52 9,52 0,32 0,32 0,00-3,33 0,00-3,33
C. arabica A. westerdijkae 50,00 92,31 9,25 22,03 0,00 - 66,66 0,00 - 43,33
Sao Paulo '(n:13) A. ochraceus 16,70 30,77 0,55 1,02 0,00-3,33 0,00-3,33
A. section Nigri 41,70 69,23 3,05 8,71 0,00 - 36,66 0,00 - 36,63
A. westerdijkae 100,00 100,00 30,80 32,47 6,6 - 43,33 13,3-43,33
~ C. canephora

Séo Paulo (n=4) A. ochraceus 100,00 100,00 14,15 21,65 3,3-26,66 10 - 26,66
A. section Nigri 100,00 100,00 26,64 66,60 10- 36,63 53,3 -76,67

FO (Frequéncia de Ocorréncia) = NUumero de amostras infectadas/numero total de amostras analisadas. Ml (Média de Infec¢éo) = Soma dos valores de

infeccdo das amostras/ nimero total de amostras analisadas. VI (Variagdo de Infec¢do) = variacdo de gréos infectados numa amostra.
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Tabela 3.5 Infeccéo por fungos ocratoxigénicos nos graos de café sadios e brocados das amostras das regiées do Espirito Santo e Bahia.

FO (%) MI (%) VI (%)
Regiao Espécie Isolado Sadios Brocados Sadios Brocados Sadios Brocados
A,
i C arabica(nel westerdijkae 100,00 100,00 9,99 6.66 9,99 6.66
spirito Santo -arabica(n=1) A ,chraceus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A. section Nigri 100,00 100,00 36,63 60,00 36,63 60,00
A
N ) ) westerdijkae 18,18 27,27 0,61 078  000-33 0,00 -333
Espirito Santo  C. canephora (n=11)  » b oceus 273 45,5 1.2 20 000-67 0,00-677
A. section Nigri 90,9 90,9 21.0 224  000-56,6 0,00-7326
A
y gy Westerdikae 6667 0,00 1.39 000  000-333 0,00
Bahia C.canephora(n=3) chraceus 66,67 66,67 1,11 333  0,00-999 000-667

A. section Nigri 100,00 100,00 22,26 9,99 0,00- 13,33 6,66 - 13,33
FO (Frequéncia de Ocorréncia) = NUumero de amostras infectadas/nimero total de amostras analisadas. Ml (Média de Infecgdo) = Soma dos valores de

infeccdo das amostras/ nimero total de amostras analisadas. VI (Variagdo de Infeccdo) = variac@o de gréos infectados numa amostra.
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Tabela 3.6 Contaminacao por ocratoxina A (OTA) nos graos de café sadios e brocados nas regides produtoras do Brasil.

Tipo do gréo/ numero de Variagao
Regido amostras OTA>LOD OTA > 2 ug/kg Média (ng/kg) (ng/kg)
I 0, 0 -
Sul de Minas Sadio (32) 24 (75%) 2 (6,25%) 1,05 0,00 - 20,36
Brocado (32) 30 (93,75%) 11 (32,37%) 6,34 0,00 - 57,83
Cerrado Mineiro Sadio (27) 22 (81,48%) 6 (22,22%) 4,92 0,00 - 53,29
Brocado (27) 15 (55,55%) 14 (51,85%) 36,48 0,00 - 541,08
i 0 - -
Espirito Santo Sadio (2) 1 (50%) 0,15 0,00 - 0,3046
Brocado (2) 2(100%) - 0,91 0,83 - 0,99
Sa0 Paulo Sadio (16) 7 (43,75%) 3 (18,75%) 0,55 0,00 - 2,58
Brocado (16) 11 (68,75%) 7 (45,75%) 21,76 0,00 - 284,07
Bahia Sadio (3) 2 (66,67%) - 0,49 0,001,19
Brocado (3) 3 (100%) 2 (66,67%) 21,92 0,11 - 63,36
Goias Sadio (2) 1 (50%) - 0,30 0,10 - 0,50
Brocado (2) 1 (50%) - 0,17 0,00 - 0,25

LOD= Limite de deteccao.
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Tabela 3.7 Resultado do Teste F para as amostras de café sadios e brocados das regidées Sul de Minas, Cerrado Mineiro e Sao Paulo.

Sul de Minas Cerrado Mineiro Sao Paulo
Graos Graos Graos Graos
Dados Sadios Brocados Graos Sadios Brocados Sadios Graos Brocados
Média (ug/KQg) 1,1 6,3 4,9 36,5 0,9 21,1
Variancia 13,0 204,3 134,4 12296,6 5,0 49455
NUmero de amostras 32 32 27 27 16 16
GL 31 31 26 26 15 15
F calc 15,8 91,5 989,4
P valor 0,0 0,0 0,0
F tab 1,8 19 2,4
Fcal = F calculado. Feal = M4r St
MenorS2

GL = Grau de liberdade (n-1); n= numero de amostras analisadas.
F tab = F tabelado. Valor consultado na Tabela VI - Distribuicdo F ao nivel de probabilidade de 5%. (Figura 3.3)

P valor= Probabilidade de significancia
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Tabela 3.8 Resultado do Teste F para as amostras de café sadios e brocados das regides Espirito Santo, Bahia e Goias.

Espirito Santo Bahia Goiés
Graos Graos Graos Graos Graos Graos
Dados Sadios Brocados Sadios Brocados Sadios Brocados
Média (ug/KQg) 0,2 0,9 0,5 21,9 0,3 0,2
Variancia 0,05 0,01 0,4 1289,0 0,08 0,01
NUmero de amostras 2 2 3 3 2 2
GL 1 1 2 2 1 1
F calc 3,6 3310,2 5,8
P valor 0,3 0,0 0,3
F tab 161,4 19,0 161,4
Fcal = F calculado. Feal = M4r St
MenorS2

GL = Grau de liberdade (n-1); n= numero de amostras analisadas.
F tab = F tabelado. Valor consultado na Tabela VI - Distribuicdo F ao nivel de probabilidade de 5%. (Figura 3.3)

P valor= Probabilidade de significancia
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FLD1 A, Ex=333, Em=44T (Cafe Josi 04102017 2017-10-04 09-41-58\CnlineEdited—-012.0))
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Figura 3.1 Cromatograma de uma amostra de café sadio naturalmente contaminada com 0,50 ug/kg de OTA.
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FLD1 A, Ex=333, Em=44T (Cale Josi D4102017 2017-10-04 09-41-580nlineEdsed-014.0)
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Figura 3.2 Cromatograma de uma amostra de café brocado naturalmente contaminado com 6,04ug/kg de OTA.
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Tabela VI — Distribuigdo F
Corpo da tabela dé os valores 1. tais que P (F > £) = 0,05.

-

Graus de liberdade do

2

3

4

5

6

7

8

Grou de liberdode do numerador de F: v,

9

10

12

14

15

16

18

20 24 30 40 &0

120

Graus de liberdade do

18,51
10,13
7.7
6,61
5,99
5,59
5,32
512
4,96
4,84
475
4,67
4,60
4,54
4,49
4,45
4.4]
4,38
4,35
4,32
4,30
4,28
4,26
4,24
423
42)
420
418
417
4,08
4,00
3,92
3,84

+ BB B8R BN RN RN NS nrion -0 ooNonawn— denominador de F: v,

19,00 19,16

9,55
6,94
579
514
4,74
4,46
4,26
410
3,98
3,89
3,81
3,74
3,68
3,63
3,59
3,55
3,52
3,49
3,47
3,44
3,42
3,40
3,39
3,37
3,35
3,34
3,33
3,32
3,23
315
3,07
3,00

9,28
6,59
541
476
435
407
3,86
371
3,59
3,49
341
3,34
329
3,24
320
3,16
313
3,10
3,07
3,05
3,03
3,01
2,99
2,98
2,96
2,95
2,93
2,92
2,84
2,76
2,68
2,60

19,25
9,12
6,39
519
4,53
412
3,84
3,63
3,48
3,36
3,26
3,18
3n
3,06
3,01
2,96
2,93
2,90
2,87
2,84
2,82
2,80
2,78
276
2,74
273
2,71
2,70
2,69
2,61
2,53
2,45
2,37

19,30 19,33

9,01
6,26
5,05
4,39
3,97
3,69
3,48
3,33
3,20
n
3,03
2,96
2,90
2,85
2,81
2,77
2,74
2.7
2,68
2,66
2,64
2,62
2,60
2,59
2,57
2,56
2,55
2,53
2,45
2,37
2,29
2,21

8,94
6,16
4,95
4,28
3,87
3,58
3,37
3,22
3,09
3,00
2,92
2,85
2,79
2,74
270
2,66
2,63
2,60
2,57
2,55
2,53
2,51
249
2,47
2,46
2,45
2,43
2,42
2,34
2,25
2,17
2,10

19,35 19,37

8,89
6,09
4,88
4,21
3,79
3,50
3,29
3,14
3,01
29
2,83
2,76
27N
2,66
2,61
2,58
2,54
2,51
2,49
2,46
2,44
2,42
2,40
2,39
2,37
2,36
2,35
2,33
2,25
2,17
2,09
2,01

8,85
6,04
4,82
4,15
373
3,44
3,23
3,07
295
2,85
2,77
2,70
2,64
2,59
2,55
2,51
2,48
2,45
2,42
2,40
2,37
2,36
2,34
2,32
2,31
2,29
2,28
2,27
2,18
2,10
2,02
1,94

19,38
8,81
6,00
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Figura 3.3 Tabela de Distribuicdo F ao nivel de significancia de 5%.
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CAPITULO 4: CONCLUSAO GERAL E TRABALHOS A SEREM PUBLICADOS
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1. CONCLUSAO GERAL

As seguintes conclusdes puderam ser obtidas:

- Foi possivel verificar que os fungos ocratoxigénicos e a ocratoxina A
foram incidentes nas amostras de café coletadas de diferentes regifes do Brasil e
nas duas espécies analisadas.

- Foi verificado que os gréos de cafés brocados (e sem outros defeitos)
apresentaram maior infeccdo fungica comparado aos grdos sadios (e sem broca)
nas amostras de café do Sul de Minas, Cerrado Mineiro e Sdo Paulo. No entanto,
0 processo de secagem em nivel seguro e as boas condicbes de armazenagem
podem garantir a qualidade e sanidade do café.

- A broca-do-café (Hypotenemus hampei) pode ser um vetor de fungos
ocratoxigénicos ao perfurar os frutos na lavoura e ainda permitir que os fungos
cresgam no interior dos gréaos e produzam a OTA.

- Por meio do Teste-F foi possivel verificar que a contaminacdo das
amostras de gréos sadios (e sem broca) e graos brocados (e sem outros defeitos)
nas regides do Sul de Minas, Cerrado Mineiro, Sdo Paulo e Bahia diferiram
significativamente ao nivel de 5% de probabilidade (F calculado maior que o F
tabelado).

- A adocao das Boas Praticas Agricolas em toda a cadeia produtiva do café
pode reduzir a incidéncia de OTA tanto nos grdos sadios quanto nos graos
brocados, assim como reduzir a presenca de grdos brocados e melhorar a

gualidade da bebida.
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2. TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSO

Trabalho intitulado: “Comparagao da incidéncia de fungos ocratoxigénicos
e ocratoxina A em café com broca e sem broca” apresentado no 43° Congresso
de Pesquisas Cafeeiras em Poc¢os de Caldas - Minas Gerais, no periodo de 07 a
10 de novembro de 2017.

3. TRABALHOS A SEREM ENVIADOS PARA PUBLICACAO

Bueno, J. & Taniwaki, M, H. 2018. Qualidade do café versus defeitos:
broca-do-café (Hypotenemus hampei), fungos e ocratoxina A. Trabalho submetido
ao Brazilian Journal of Food Technology no dia 08 de maio de 2018.

Bueno, J., Martins, L. M., lamanaka, B. T., Taniwaki, M. H. Mycobiota
associated with the coffee berry borer and sound beans in Brazilian coffee. Food
Microbiology.

Bueno, J., Martins, L. M., lamanaka, B. T., Taniwaki, M. H. Comparison
between the incidence of Ocratoxigenic Fungi and Ochratoxin A in coffee berry

borer and normal coffee berry. International Journal of Food Microbiology.
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