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RESUMO: A ocorrénciade ocratoxina A (OTA) foi estudada em gréos de café (Coffea arabica L.) em diferentes fragdes e apds o
processamento via seca e via Umida. Foram analisadas 289 amostras coletadas em 11 municipios do Sul de Minas Gerais. As de fracdes
coletadas foram béia (35), fruto cereja (4), cergjat+verde (11), cereja descascado (18), cereja despolpado (2), mistura (97), frutos secos
naplanta (4), varricdo (106) e verde (12). Das 289 amostras analisadas, em 128 ou sgja, 44,29%, ndo foi detectada a presengade OTA,
em 89 amostras, 30,80%, foi detectada a presenca de OTA em niveis que variaram de 0,1 a 5,0 ug/Kg de café. Estes resultados
demonstram que 75,09% das amostras analisadas estavam dentro dos limites em estudo da L egislagdo Européia que regulamenta a
concentracdo maximade OTA em graos de café em 5,0 ug/Kg. Os tipos de café cereja, cereja despol pado, cereja descascado verde e seco
na planta mostram niveis de contaminaggo de OTA abaixo de 5 pug/Kg em sua grande maioria. As fragdes misturas, boia e principalmente
avarricdo apresentam os maiores indices de contaminacdo com OTA acimado limite de 5 pg/Kg. Das amostras de café de varrigdo, em
apenas 22,64% das amostras ndo foi detectada a presenca de OTA, nagrande maioria 77,36% foi detectada a presenca de OTA, sendo
que duas amostras apresentaram niveis superiores a 100 pg/Kg de gréos de café. A varricdo que ja é uma parcela que geralmente da
origem aum café de baixa qualidade, demonstrou no presente estudo, também representar uma maior exposi¢ao ao perigo OTA. Com
relagdo ao potencial toxigénico das espécies identificadas ocorrendo em associagdo com os gréos de café, observou-se na Segédo
Circumdati a maior freqiiéncia de isolados produtores de OTA, especia mente o fungo Aspergillus ochraceus G. Wilh com 95% dos
isolados com OTA positivos.
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OCHRATOXIN-A INCIDENCE IN DIFFERENT COFFEE (Coffea arabica L.)
BERRY FRACTIONS

ABSTRACT: Ochratoxin A (OTA) occurrence was studied in different coffee (Coffea arabica L.) berry types according to the
processing method (dry or wet). Two hundred eighty nine coffee samples from 11 locations in the south of Minas Gerais Sate, Brazl
were collected and analyzed. The sample types were overripe (35), cherry (4), cherry + green (11), husked cherry (18), cherry
(parchment) (2), mixes(“boia” - overripeberriesdried ontree (97), “varricdo” - coffee berries swept from ground (106) and green
- not mature (12). In 128 samples (44,29%) OTA contamination was not detected but in 89 (30,80%), it was detected from0,1t0 5,0
pg/kg. This results show that 75,09% of the analyzed samples would be within the limitsin study by the European Commission that
regulates OTA levelson coffee beans. Most cherry, cherry parchment, husked, greenand “coco” (dried cherry) sampletypeshad OTA
contamination level bellow 5 pg/kg but in those from “varricdo” ,only 22,64% were OTA negative, and 77,36% positive, with two
samples with levels above 100 pg/kg. The “varrigdo” coffee that is already a type which gives low quality coffee beverage, also
represents risk for coffee safety due to OTA presence as showed in this study. As for the toxigenic potential of theidentified species
associated with coffee beans, it was observed a higher frequency of OTA producer isolates at the Circumdati Section, mainly the fungus
Aspergillus ochraceus G. Wilh, present in 95% of OTA positive isolates.

Key words: coffee, Coffea arabica, ochratoxin A, safety food, Aspergillus.

A presenca de fungos toxigénicos, além de alterar a
qualidade do café pode colocar em risco a seguranca
do produto. Isto pode ocorrer devido a producdo de
micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios que
mesmo em pequenas concentracdes, sdo toxicas ao

1 INTRODUCAO

A influéncia dos fungos sobre as caracteristicas
sensoriais do café tem sido reconhecida desde 1940
(CARVALHO & CHALFOUN, 1985; KRUG, 1940,

1941). Os principais géneros de fungos toxigénicos
como Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo
contaminantes naturais do café e estdo presentes desde
0 campo até o armazenamento (BATISTA et a., 2003).

homem e aos animais. Atualmente, as micotoxinas
mai s estudadas e de maior importancia para a salide
humana presentes em alimentos e bebidas séo
aflatoxinas, fumonisinas, patulina, ocratoxina e
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zearalenona (CAST, 2003). Nos gréos e produtos de
café, a Unica que representa 0 maior perigo e € a
mais estudada é a OTA (OTA).

A ocratoxina A (OTA) é produzida pelos
fungos Penicillium verrucosum Dierckx e
Penicillium nordicum Dragoni & Cantoni
(LARSEN et al., 2001) e um ndmero variado de
espécies do género Aspergillus, como o Aspergillus
ochraceus G. Wilh., A. ostianus Wehmer, A.
auricomus (Grég) Saito, A. sulphureus Desm., A.
carbonarius (Bainier) Thom, A. niger Tiegh. e A.
sclerotiorum GA, Huber (ABARCA et al., 2000;
BATISTA et al., 2003; FRISVAD et al., 2004,
SAMSON et al., 2004).

Além do café, a OTA € um perigo freqlente
para 0s seguintes produtos: cevada, trigo, cerveja,
vinho, carnes, cacau, alimentosinfantis, racao animal,
milho, aveia, centeio, figo, sangue e rins de suinos e
outros tecidos de origem animal (CAST, 2003;
WILSON et al., 2002). De acordo com o JECFA —
Joint WHO/FAO Committee on Food Additives, o
nivel deingestdo toleravel de OTA tem sido estimado
em 100 ng por Kg peso corpdreo por semana.
Entretanto, o Comité Cientifico sobre Alimentos da
Unido Européia (EC), recomenda que o nivel de OTA
sgja reduzido o maximo possivel, préximo de 5 ng
(Kg peso corporeo) por dia. O limite maximo de OTA
para cereais (5,0 ug/Kg) e seus subprodutos (3,0 pg/
Kg) tem sido estabelecido pela Comissdo de
Regulamentacdo da Unido Européia EC n. 472
(EUROPEAN COMMUNITY, 2002).

Portanto, avaliar a incidéncia de OTA em
diferentes fracBes de café submetidas a diferentes
métodos de pré-processamento (via seca e via imida)
foi o principal objetivo do presente estudo, além de
isolar e identificar os principais fungos associados aos
gréos, bem como verificar o potencial de producéo
de OTA nas principais espécies identificadas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

As amostras constituiram-se de
aproximadamente 5,0 Kg de gréos de café Coffea
arabica, foram coletadas em 11 municipios
produtores do Estado de Minas Gerais, a saber: Boa
Esperanca, Campestre, Campos Gerais, Carmo do
Rio Claro, Céssia, Guaxupé, Machado, Monte Santo
de Minas, Pocgos de Caldas, Pratinha e Sdo Sebastido
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do Paraiso. As fragdes coletadas foram béia (35),
fruto cergja (4), cergjat+verde (11), cereja descascado
(18), cergja despol pado (2), mistura (97), frutos seco
na planta (4), varri¢do (106) e verde (12), perfazendo
um total de 289 amostras.

ApGs a coleta as amostras foram enviadas para
a Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais no Centro Tecnoldgico do Sul de Minas em
Lavras. A andlise de OTA foi realizada em amostras
gue apresentavam teores de umidade entre 11 e 12%
apos o beneficiamento.

2.2 Isolamento e identificacdo dos fungos

Para o0 isolamento dos fungos associados aos
gréos de café beneficiados, foi utilizada atécnicade
plagueamento direto em meio de cultura DG18
(Dicloran Gicerol 18%) conforme Pereira et al.
(2003).

2.2.1 Identificacdo de fungos filamentosos do género
Aspergillus

A partir das culturas puras, as espécies do
género Aspergillus Secdo Circumdati e Nigri foram
identificadas de acordo com Christensen (1982),
sendo estas identificagbes amparadas por Pitt &
Hocking (1997), Raper & Fennell (1965) e Samson
et a. (2000). Todos os isolados foram incubados em
meio CYA (Czapek Yeast Agar) e MEA (Malt Extract
Agar) a 25°C e CYA a 37°C e ap6s 7 dias de
incubacdo foram observadas as caracteristicas
mi croscopicas e macroscopicas.

2.2.2 Determinagéo da producdo de OTA por fungos
pelo método Plug Agar

Para a determinacdo do potencial de
producéo de OTA, os isolados fungicos testados
foram inoculados em meio YES (Yeast Extract
Sucrose Agar) com solucdo metélica por 7 dias a
25— 26 °C, conforme Filtenborg & Frisvad (1980).
Foi utilizado o padréo de OTA (Sigma-Aldrich),
Placas de Cromatografia de Camada Delgada
(Merk-Silica Gel 60, 20x20) e como Fase mével
TEF-Tolueno Acetato de Etila e Acido Formico 90%
(50:40:10). A confirmacdo quanto a producédo de
OTA foi feitaem luz ultravioletacom | 366 nm em
cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).
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2.3 Andlise de OTA em Gréaos de Café

As andlises de OTA foram realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
no Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranca
Alimentar/LACQSA em Belo Horizonte, conforme
metodol ogia publicada no Diério Oficial daUni&o n.62,
Secdo 1, p.37 de 30 de marco de 2000. A extracado
foi realizada com metanol-bicarbonato de sodio 3%
(1:1) sob agitacdo mecénica. A purificacdo foi feita
em colunas de imunoafinidade (Ochratest-Vicam). A
guantificaco por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiénciafoi realizadaem Cromat6grafo Liquido com
coluna Shimpack C18 CLC ODS (M) 250 x 4,6 mm,
tendo como fase méve acetonitrila:metanol:agua:écido
acético (35:35:29:1, viviviv) com fluxo de 0,8 mL/mim,
detector de fluorescéncia com excitacdo em 332 nm e
emissdo em 476 nm. O limite de deteccdo do método
€de 0,12 pg/Kg e o limite de quantificacéo € de 0,20
Mo/Kg sendo que a confirmagdo foi realizada com
solucdo metandlica de BF3 (14%).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 100% e 86,67% dos gréos das amostras
de varricdo e boia, respectivamente foi detectada a
presenca de fungos do género Aspergillus Secdo
Circumdati. Levando em consideracdo que as
amostras varricdo e béia foram coletadas em todas
as localidades, estes resultados mostram que esta
comunidade é comum dentro do ambiente da lavoura
de café. Nas amostras processadas via Umida,
33,33% dos grados com pergaminho estavam
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contaminados com fungos do género Aspergillus
Secdo Circumdati. Com referéncia aos fungos do
género Aspergillus, Secdo Nigri, verificou-se a sua
ocorrénciaem 72,73 e 64,71% dos frutos das amostras
de varricdo e bdia, respectivamente. Das amostras
processadas via Umida, 25% apresentaram
contaminagao.

De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 1, observa-se que 178 isolados dos fungos do
género Aspergillus Secdo Circumdati identificados (165
— A. ochraceus; 3 — A. melleus Yukawa; 4 — A.
suphureus, 02 - A. dimorphicus B.S Mehotra & R.
Prasad, 03 — A. scleratiorum e 1 — A. auricomus)
85,39% foram produtores de OTA, sendo que dos
isolados de A. ochraceus, 95% foram produtores de
OTA, as outras espécies desta secdo produtoras de OTA
foram A. sclerotiorum e A. sulphureus. Das espécies
de Aspergillus Secdo Nigri, A. niger (58) e A. foetidus
Thom. & Raper (25) nenhum foi produtor de OTA.

Conforme demonstrado na Tabela 2, das 289
amostras andlisadas, em 128, ou segja. 44,29%, ndo
foi detectada a presenca de OTA; em 89 amostras,
30,80%, foi detectada a presenca de OTA em niveis
gue variaram de 0,1 a 5,0 pg/Kg de café. Estes
resultados demonstram que 75,09% das amostras
analisadas estariam dentro dos limites em estudo pela
Legislacdo Européia que regulamenta a concentracdo
maxima de OTA em grdos de café. As demais
amostras, 24,91%, apresentaram contaminagdo acima
de 5 pg/Kg, ficando acimado limite em estudo pela
Unido Européia.

Tabela 1 — Resultados de avaliacdo do potencia de producdo de OTA das espécies de Aspergillus identificadas
associadas a gréos de café (Coffea arabica) do Sul de Minas Gerais. Ano agricola 2003/2004.

Espécie do género

NUmero de isolados

Isolados produtores de OTA

Aspergillus testados

Secéo Circumdati

A. ochraceus 165 149
A. melleus 03 00
A. dimorphicus 02 00
A. sulphureus 04 01
A. sclerotiorum 03 02
A. auricomus 01 00
Secéo Nigri

A. niger 58 00
A. foetidus 25 00
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Tabela 2— Niveis de contaminacdo por ocratoxina A em diferentes fracfes de graos de café (Coffea arabica) do Sul de

Minas Gerais. Ano agricola 2003/2004.

Niveisde ;
\% .
contaminacdo de OTA la Seca ViaUmida
Verde Cerga Seco Varricdo Mistura Boia Cerga Cerga Cerga
+ descascado  despolpado
Verde

0,0-0,0n/d 7 3 4 24 56 15 3 14 2
0,1-5,0 4 1 0 37 29 8 6 4 0
51-10,0 1 0 0 15 3 6 1 0 0
10,1-20,0 0 0 0 16 3 2 0 0 0
20,1-50,0 0 0 0 7 6 0 1 0 0
50,1 - 100,0 0 0 0 5 0 4 0 0 0
> 100,00 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Totd 12 4 4 106 97 35 11 18 2

Os estudos sobre a incidéncia de OTA em
gréos de café tém demonstrado uma grande variacéo.
A porcentagem de amostras contaminadas tem
variado de 22 a 65,4%, (BATISTA et al., 2003;
BUCHELI et a., 1998; MORAES & LUCHESE
2004; NAKAJIMA et al., 1997; TANIWAKI et d.,
2003).

Os tipos de café cereja, cereja despolpado,
cereja descascado, verde e seco na planta mostram-
se com uma contaminagdo de OTA de até 5 pg/Kg
em sua grande maioria. As frages de café misturas,
boia e principal mente varricao, apresentam os maiores
indices de contaminagéo, com OTA acimado limite
de 5ug/Kg.

Dessa forma, de acordo com os resultados
obtidos neste estudo, a porcentagem de amostras
contaminadas, bem como os niveis acimade 5,0 pg/
Kg, sdo influenciados também pela fracdo de café,
béia, varricdo, cergja e pelo tipo de processamento,
descascado e despolpado.

Em todas as fragbes analisadas ocorreu uma
porcentagem variada de amostras ndo contaminadas,
apesar de ser identificada a presenca de fungos
produtores de OTA mesmo em fracBes de café que
possuem um risco maior de contaminagdo como café
boia, e principalmente o café de varricdo. Acredita-se
gue isto tenha ocorrido devido, primeiro ao fato de

gue as condi¢Bes ambientais e/ou populacéo
microbiana ndo tenha favorecido o desenvolvimento
dos fungos ocratoxigénicos e producdo da OTA;
segundo, uma vez colonizado o gréo, as condicdes
favoréveis (ambientais €/ou populagdo microbiana)
para a producdo de OTA ndo ocorreram, e se
ocorreram, ndo houve tempo e/ou nutrientes suficientes
para a sintese da OTA; e terceiro, a composi¢ao
qguimica dos gréaos de café da qual participam
compostos como a cafeina e os &cidos clorogénicos,
atua com uma barreira natural, fato ja bastante
estudado (CHALFOUN et a., 2000; SUAREZ-
QUIROZ et a., 2004) em isolados geneticamente mais
sensiveis a esta composi¢do quimica.

Conforme Tabela 2, observa-se que 42,86%
das amostras de café boia analisadas n&o
apresentaram contaminag&o com OTA, e 34,28% das
amostras apresentaram niveis de contaminacgao
superiores a 5 pg/Kg, confirmando que esta fragcéo
apresenta uma maior exposi¢ao ao risco de
contaminagdo por conter frutos mal formados e
injuriados (insetos, doengas, agentes de clima, etc),
gue se encontram mais expostos as alteracdes
climéticas nalavoura e a contaminag&o durante todo
o ciclo produtivo e de pré-processamento do café.

Na Tabela 2, demonstra-se também os
resultados de contaminacdo das amostras de café de
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varricdo, em apenas 22,64% das amostras ndo foi
detectado a presenca de OTA, na grande maioria,
77,36%, foi detectada a presencade OTA, sendo que
duas amostras apresentaram niveis superiores a 100
Mg/Kg de gréos de café. Resultados semelhantes
foram observados por Moraes et a. (2002), segundo
0s quais a maior incidéncia de amostras contaminadas
ocorreu no café de varricao.

A presenca de OTA em café de varricdo se
deve em grande parte ao tempo gue os frutos ficam
em contato com o0 solo. O solo é o habitat natural dos
fungos produtores de OTA identificados neste estudo;
umavez em contato com o solo, o periodo de secagem
destes frutos sera maior devido & umidade do solo,
ficando, assim, os frutos mais tempo em condicBes
favoraveis a colonizacéo e sintese de OTA.

Em 57,72% das amostras de café tipo mistura
ndo foi detectada a presenca de OTA; 12,38% das
amostras apresentaram contaminacéo acima de 5,0
Mg/K g, sendo que 6 amostras, 6,18%, apresentaram
contaminagdo elevada, entre 20,1 — 50,0 ug/Kg de
gréos de café. A fracdo mistura também apresenta
um fator de perigo, uma vez que contém frutos que
seriam separados pelo processamento hidréulico,
dando origem ao café bdia (uma parcela que
apresenta um risco maior para a presenca de OTA).
Sendo assim, a presenca de OTA no café mistura
pode ser devida a presenca de frutos que dariam
origem afracdo boia.

Das amostras de café cergjatverde, 27,27%
nao apresentaram contaminacgdo com OTA, e 81,82%
das amostras apresentaram contaminacdo abaixo de
5,0 pg/Kg de gréos de café, em uma amostra foi
detectado um valor elevado de OTA de 42,91 ug/Kg.

A frac8o cergatverde é gerada apenas nas
propriedades que fazem a separacéo hidraulica dos
frutos, sendo assim, estas amostras foram coletadas
no terreiro. Apesar de parte do nivel de contaminacéo
poder ter sido gerado no campo, pode-se inferir
também que o tipo e as condicBes do terreiro em que
essas amostras foram coletadas podem ter
influenciado significativamente a contaminacéo dos
fungos e na concentracdo de OTA detectada.

Em 77,77% das amostras de cereja
descascado ndo foi detectada a presenca de OTA e
100% apresentaram niveis abaixo de 5 pg/Kg de
gréos de café. Os resultados demonstram que a
retirada da casca (descascado) ou da casca e
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mucilagem reduzem a contaminacdo dos gréos, forte
indicativo de que os fungos e a ocratoxina estéo
concentrados na casca até o0 momento do beneficio.
Adiciona-se o fato de que estas parcel as sao obtidas
com a utilizacdo de frutos cereja teoricamente com
baixos niveis de contaminacao.

Das amostras de frutos de café verde
analisadas, em 58,33% ndo foi detectada a presenca
de OTA e, em 91,66%, 0s niveis de contaminacao
ficaram abaixo de 5,0 pg/K g de gréos de café verde.
Das quatro amostras de fruto seco na planta
analisadas, em nenhumafoi detectada a presencade
OTA. Todas as amostras foram coletadas no mesmo
municipio (Pratinha-MG), local onde normalmente o
periodo de colheita do café é seco e com baixa
umidade do ar; estes podem ser os fatores
responsaveis pela auséncia da OTA nestas amostras.

Das quatro amostras de fruto cereja andisadas,
100% apresentaram contaminagao abaixo de 5,0 ug/
K g de gréos de café e uma amostra apresentou uma
contaminacgdo de 0,22 ug/Kg. Estes resultados foram
semelhantes ao obtido por Taniwaki et al. (2003),
segundo os quais de 6 amostras analisadas, a média
de contaminacdo foi de 0,12 ug/Kg com os valores
variando de ndo detectado a 0,4 pg/Kg de gréos de
café. Bucheli et al. (2000) observaram que as
amostras de café verde e café cergja apresentaram
apenas tragos de contaminagdo com OTA, com uma
média 0,3 ug/Kg. Segundo os autores, aintegridade,
a firmeza dos frutos cergja e a disponibilidade de
aclcares no pericarpo podem afetar o
desenvolvimento dos microrganismos.

As duas amostras de café cereja despolpado
ndo apresentaram contaminagdo com OTA. Frank
(1999), citado por Bucheli & Taniwaki (2002), relata
gue os frutos submetidos ao processamento Umido
parece ser menos susceptivel a contaminagdo com
Aspergillus produtores de OTA.

Segundo Bucheli et al. (2000), a casca do café
€ o0 principal substrato para o desenvolvimento de
fungos ocratoxigénicos. A remocdo da casca, além
de eliminar uma quantidade de microrganismos
produtores de OTA, acelera o periodo de secagem,
diminuindo o risco de desenvolvimento dos fungos e
a producdo de OTA. Entretanto, a qualidade inicia
dos frutos colhidos, a presenca de fungos produtores
de OTA e as condi¢bes do local de processamento
podem certamente contribuir para a formagdo de
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OTA em café processado via Umida (BUCHELI &
TANIWAKI, 2002).

Buchdi et d. (2000), analisando café robusta,
indicam que a OTA tem uma tendéncia maior de estar
presente em frutos “overripe” (passa 0u Seco) e cerga
danificados do que em frutos verdes e cergja, que
normalmente ndo contém OTA. A partir de tais
informagdes, é provavel que a ocratoxina tenha sido
produzida também durante o periodo de secagem dos frutos.

A presenca de OTA em cafés cergja
descascado pode ser devido a presenca de frutos
levemente brocados, sendo que a broca é considerada
um vetor de fungos ocratoxigénicos. As condicdes
de secagem também podem influenciar, o tipo de
terreiro, o clima e a espessura das camadas e a
remocdo diaria do café.

As condi¢bes de secagem também podem
contribuir para a presenca de OTA, pois os frutos
ficam mais tempo no terreiro, devido a
desuniformidade de maturacéo dos frutos, e
consequentemente dos niveis de umidade.

Dependendo das condicbes de secagem (tipo
deterreiro e clima) e com carga microbianaincluindo
fungos produtores de OTA, criar-se-ia um ambiente
favoravel asintese de OTA. A separacdo dos defeitos
(BUCHELI et al., 2000) e a selecdo dos graos por
peneiras (NASSER, 2001) podem reduzir o risco de
contaminacdo com OTA. Desde que a casca é
significativa fonte de OTA, o beneficiamento
adequado e a selecéo de gréos sdo métodos efetivos
para a reducdo dos niveis de OTA em graos de café
(VIANI, 2002).

Com o presente estudo, demonstrou-se que as
operactes de colheita e de pré-processamento geram
fracOes (parcelas do produto com caracteristicas
diferenciadas) e tipos de café que apresentam
diferentes riscos de exposicdo a contaminagdo por
fungos toxigénicos e OTA. A adocdo de Sistema de
Andlise de Perigo e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) e de Boas Préticas Agricolas (BPA) ir4
influenciar significativamente tanto na reducéo do
perigo de contaminagcdo por microrganismos, nas
condi¢cdes em que pode ocorrer a deterioracdo dos
frutos e gréos de café, como na reducdo de OTA.

CONCLUSOES

Na Secéo Circumdati encontra-se a maior
fregliéncia de isolados (90%) produtores de OTA,
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especialmente Aspergillus ochraceus.

A colheita por derrica gera fracbes que
apresentam diferentes niveis de exposi¢éo ao risco
de contaminacdo por fungos produtores de OTA e
pela micotoxina.

As fracBes bbia e varricdo apresentaram as
maiores fregqliéncias de amostras contaminadas por
fungos produtores de OTA e os niveis mais elevados
da micotoxina.

O preparo via Umida mostrou-se eficiente na
reducdo da contaminacdo por OTA, confirmando a
concentracdo da micotoxina na casca.
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