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Ocorréncia de fungos produtores de micotoxinas em gréaos de café
comercializados em Goias

Jacqueline Farias Rodrigues de Lima

RESUMO

Os fungos constituem um heterogéneo grupo de microrganismos com atividade
ecoldgica diversificada. Muitos fungos sado Uteis a humanidade, outros bastante
nocivos. Além de serem organismos deteriorantes, alguns géneros de fungos séo
toxigénicos e produzem metabdlitos secundarios perigosos denominados
micotoxinas. As micotoxinas sdo compostos de baixo peso molecular e
termorresistentes, que podem ser encontrados em diversos componentes da
alimentacdo humana. O café é um dos géneros alimenticios com maior incidéncia de
fungos toxigénicos e a presenca desses organismos pode causar graves problemas
de saude em quem consome a bebida preparada. A auséncia de boas praticas ao
longo da cadeia produtiva facilita o desenvolvimento desses fungos, principalmente
espécies de Aspergillus, Fusarium e Penicilium. Alguns estudos mostram que as
micotoxinas produzidas por estes fungos ndo sdo completamente eliminadas durante
0 processo de torra dos grdos ou apés a fervura do café, o que demonstra a
importancia de se detectar a presenca deles, de forma preventiva, antes da etapa de
torrefacdo. O presente trabalho avaliou a ocorréncia de fungos produtores de
micotoxinas em graos de café, comercializados na forma crua, secos, sem casca e
prontos para torrefacdo, de cinco diferentes marcas comercializadas em Goias. Graos
de café foram inoculados em meio BDA e ap6s formacéo de colbnias, foram realizados
microcultivos em lamina para posterior identificacdo. Os resultados apontaram niveis
elevados de contaminacdo fungica, com predominancia de Aspergillus niger, espécie
comumente encontrada em solos, que produz uma das mais potentes micotoxinas

conhecidas, a ocratoxina A.

Palavras-chave: contaminacdo; diversidade fungica; Coffea arabica; Aspergillus;
alimentos.



ABSTRACT

Fungi constitute a heterogeneous group of microorganisms with diverse ecological
activity. Many fungi are useful to mankind, others are quite harmful. Besides being
spoilage organisms, some genera of fungi are toxigenic and produce dangerous
secondary metabolites called mycotoxins. Mycotoxins are low molecular weight,
thermoresistant compounds that can be found in various components of human food.
Coffee is one of the foodstuffs with the highest incidence of toxigenic fungi, and the
presence of these organisms can cause serious health problems in those who
consume the beverage prepared. The absence of good practices along the production
chain facilitates the development of these fungi, especially species of Aspergillus,
Fusarium, and Penicilium. Some studies show that the mycotoxins produced by these
fungi are not completely eliminated during the process of roasting the beans or after
boiling the coffee, which shows the importance of detecting their presence, in a
preventive way, before the roasting stage. The present work evaluated the occurrence
of mycotoxin producing fungi in coffee beans, commercialized in the raw form, dry,
unshelled and ready to be roasted, of five different brands commercialized in Goias.
Coffee beans were inoculated in BDA medium and after the formation of colonies,
microcultures were performed on slides for further identification. The results showed
high levels of fungal contamination, with a predominance of Aspergillus niger, a
species commonly found in soils, which produces one of the most potent mycotoxins

known, ochratoxin A.

Keywords: contamination; fungal diversity; Coffea arabica; Aspergillus; food
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1 INTRODUCAO

Originario das montanhas de Kaffa, Etidpia (SOUZA, 2006), o cafeeiro foi
introduzido no Brasil em 1727 a partir da Guiana Francesa e devido as condi¢des
climaticas favoraveis, seu cultivo se espalhou por todo o pais (BRASIL, 2018). Planta
de porte arbustivo ou arbéreo, de caule lenhoso e com ciclo de vida perene, o cafeeiro
pertence a familia da Rubiaceae e conta com cerca de 500 géneros e mais de 6000
espécies, sendo Coffea arabica e Coffea canephora as principais espécies cultivadas
e comercializadas, que dao origem as bebidas café arabica e café robusta,
respectivamente (CARVALHO et al., 2017).

O café é um dos principais produtos agricolas do mundo, movimentando
bilhdes de ddlares todos os anos (BRASIL, 2022) e empregando cerca de 500 milhdes
de pessoas (REZENDE et al., 2013). Esta no grupo das bebidas mais consumidas no
planeta, principalmente devido a sua natureza quimica estimulante e aos seus
refinados aroma e sabor. Tais atributos valorizam o café como bebida e contribuem
para um numero cada vez maior de apreciadores.

Além de seu efeito estimulante, associado a cafeina, sabe-se que o café possui
propriedades antioxidantes gracas a elementos quimicos, tais como acidos
clorogénicos, existentes em seus grdos (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009). Os
americanos sdo 0s maiores consumidores de café no mundo, seguidos pelos
brasileiros que ocupam a segunda posicao nesta classificacdo (BRASIL, 2018). Talvez
por isso, Estados Unidos e Brasil, nesta ordem, sejam os dois principais paises em
namero de publicacdes cientificas sobre o café, no mundo (DURAN et al., 2017).

Além de ser o maior produtor mundial de café, o Brasil € também quem mais
exporta essa mercadoria, que atualmente representa um dos mais importantes
produtos do agronegdcio no pais. E o quinto principal produto na pauta de exportacio
brasileira e movimentou, apenas em 2017, algo em torno de cinco bilhdes de ddlares.
Sua cadeia produtiva emprega mais de oito milhdes de brasileiros, proporcionando
renda, acesso a saude e a educacéao para os trabalhadores e suas familias (BRASIL,
2018).

O consumo do café esta diretamente relacionado a sua qualidade, a qual é
comercialmente determinada pelas caracteristicas fisicas de seus gréaos e pelas suas
respectivas propriedades sensoriais quando transformados em bebida (PASIN;

ALMEIDA; ABREU, 2009). Nesse sentido, caracteristicas sensoriais do café como
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aroma e sabor podem sofrer influéncia de fatores extrinsecos, tais como: temperatura
e umidade, tipo de solo, condi¢cdes de cultivo, condi¢cdes nutricionais da planta, além
da contaminagao por microrganismos deteriorantes (FRAGA et al., 2003).

A contaminacdo por microrganismos deteriorantes é um processo que pode
acontecer em qualquer fase da cadeia produtiva do café, desde a colheita e
processamento até o armazenamento e beneficiamento, uma vez que em todas estas
etapas é comum que 0s graos sejam expostos a altera¢des bruscas nas condi¢des do
ambiente em que se encontram (PARIZZI, 2005). Entre os principais microrganismos
encontrados no café estao as bactérias, fungos filamentosos (bolores) e as leveduras
(BATISTA, 2001).

E importante aqui destacar os bolores porque sua associacdo a frutos e gréos
de café provocam ndo somente danos econémicos a cadeia produtiva, mas também
transtornos a saude humana, como sera discutido adiante. De forma geral, a presenca
de fungos pode afetar a qualidade da bebida pronta devido a deterioracédo dos graos
de café provocada pela atividade de enzimas, tais como celulases, hemicelulases,
xilanases, pectinases, proteases, entre outras. Esse processo de deterioragdo pode,
por vezes, gerar odores e sabores desagradaveis, e ainda vir acompanhado pela
producdo de metabdlitos secundarios denominados micotoxinas (REZENDE et al.,
2013).

A “ocratoxina A” (OTA) é a micotoxina mais comumente encontrada no café,
seguida pela aflatoxina (BORGES et al., 2009). A OTA pode ser produzida por fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium, em regifes tropicais e de clima temperado,
respectivamente (PARIZZI, 2005), com destaque para as espécies Aspergillus
ochraceus (A. ochraceus) e Aspergillus carbonarius (A. carbonarius) (CHALFOUN et
al., 2007), que sao potencialmente toxigénicas.

Muitos estudos tém mostrado que fungos toxigénicos sao contaminantes
naturalmente encontrados em café (BOKHARI, 2007; NOONIM et al., 2008; SILVA et
al., 2000). Além disso, a auséncia de Boas Praticas Agricolas (BPA) durante o
processo de cultivo aumenta as contaminacdes e o desenvolvimento desses
organismos, que Sao perigosos a saude humana justamente porque podem produzir
micotoxinas (REZENDE et al., 2013), destacando-se nesse sentido, espécies dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009).

Fungos do género Aspergillus sdo considerados patdégenos oportunistas e

frequentemente sdo encontrados associados ao café. Além de produzirem OTA, a
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mais toxica dentre as ocratoxinas, também sintetizam aflatoxinas, as quais sao
capazes de causar aberracdes cromossOmicas, sintese de DNA ndo programada,
troca de croméatides irmas, quebras nos cromossomos e ligagdes com o DNA de
células humanas (ZUCCHI; MELO, 2009).

Algumas espécies de Aspergillus sdo deteriorantes contumazes, e por iSSo
mesmo, capazes de ocasionar inimeros danos aos graos de café, os quais podem
ser de natureza sensorial, nutricional e qualitativa, como: pigmentacéo, descoloracéo,
podriddo e/ou desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis. Dentre essas
espécies, Aspergillus niger (A. niger) destaca-se como um fungo amplamente
difundido devido a sua capacidade de se reproduzir de forma eficaz em diferentes
ambientes, proporcionando forte diversidade metabdlica e flexibilidade nutricional
(DIOGO et al., 2020).

Micotoxinas, de forma geral, sdo metabdlitos termorresistentes, o que significa
dizer que micotoxinas como a OTA e a aflatoxina, produzidas por Aspergillus sp.,
podem permanecer nos graos de café, mesmo apds o processo de torra (IAMANAKA,
2010). Assim, parece ser inviavel tentar eliminar esses compostos completamente,
apesar de ser possivel reduzir a0 maximo sua presenca para que nao apresentem
risco a saude humana (BORGES et al., 2009; SOARES; ABRUNHOSA; VENANCIO,
2013).

A presenca dessas micotoxinas no café pode ser consequéncia de falhas na
colheita, no processamento, condi¢cdes instaveis de secagem e armazenamento
inadequado dos graos, o que acentua a propagacao de fungos toxigénicos (MELLO,
2016). Posto isto, uma das alternativas viaveis para diminuir ou eliminar a
possibilidade de contaminag¢do humana por micotoxinas no café é a melhoria de BPA,
com adequadas condicbes de armazenamento e transporte, como afirmado por
Astoreca et al. (2009), que acrescenta que tais acdes reduzem o crescimento de
fungos toxigénicos no café utilizado para o consumo humanao.

Cumpre salientar que a presenca de fungos sabidamente toxigénicos em gréaos
de café ndo implica necessariamente na presenca de suas respectivas toxinas, porem,
ja é o suficiente para que a qualidade nutricional e sensorial do café esteja
comprometida, uma vez que, como mencionado anteriormente, trata-se de
organismos decompositores. Dessa forma, realizar o isolamento e a identificacdo de
fungos produtores desses compostos, em gréos verdes de café (antes da torra),

representa um esforgo cientifico valioso no sentido de se obter informacgfes sobre 0
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nivel de contaminacédo em gréos de café e 0 perigo que isso representa para a saude

das pessoas que consomem a bebida pronta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FUNGOS

Os fungos séo microrganismos unicelulares (leveduras) ou pluricelulares e
filamentosos (bolores ou mofos), eucaridticos, heterotroficos, que pertencem ao
reino Fungi e que desempenham importantes funcdes em seus ecossistemas, tais
como decomposicao, simbiose e patogénese. O grupo dos fungos € muito diverso,
apesar do numero real de espécies ainda permanecer desconhecido. Estimativas
obtidas na ultima década variaram entre 2,2 — 3,8 milhdes e 11,7 — 13,2 milhdes de
espécies, dependendo da metodologia utilizada para o calculo. Atualmente, o
namero de espécies descritas se aproxima de 150.000, niumero sabidamente
insignificante diante das estimativas apresentadas por HYDE (2022).

Os bolores ou mofos consistem em um grupo de longos filamentos, chamados
hifas, que quando combinadas formam aglomerados visiveis a olho nu,
denominados micélios. Estes podem gerar alteracdes desejaveis no sabor e na
qualidade dos alimentos, como na producdo de queijos, por exemplo. Em muitos
outros casos, no entanto, ocasionam transformacdes indesejaveis, produzindo
sabores e odores desagradaveis, que variam em funcdo do grau de deterioracdo.
(SILVA; MALTA, 2016; SOUZA et al., 2017).

Os fungos séo utilizados na producéo de alimentos, tais como fermentados e
bebidas alcoolicas, contribuem para a inddstria farmacéutica, estdo presentes na
biodegradacdo e tratamento biolégico de efluentes e sédo capazes de produzir
enzimas de valor industrial e de biotransformacédo. Eles também tém grande
importancia agricola e ecolbgica, visto que mantém o equilibrio ambiental,
decompondo detritos de plantas, degradando substancias toxicas e ajudando as
plantas a crescerem e se protegerem de inimigos, como outros microrganismos
patogénicos (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

Os fungos podem se propagar no campo, durante o cultivo, a colheita e a
estocagem, devido a fatores intrinsecos (substrato) e fatores extrinsecos (umidade
e temperatura) (BUENO, 2018). Espécies do género Aspergillus sdo frequentemente

responsaveis por ocasionar doengas em plantas e animais, sendo que, as espécies
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mais comuns sao A. niger, A. ochraceus e A. alliaceus, sendo capazes de contaminar
produtos agricolas em qualquer fase da cadeia produtiva (PERRONE et al., 2007).

Apesar dos inumeros impactos positivos no cotidiano da vida humana, diretos
e indiretos, os fungos podem comumente estarem associados a perdas econdémicas,
uma vez que, como afirmado anteriormente, podem se proliferar em alimentos,
causando sua deterioracdo. Além disso, alguns géneros agregam espécies
extremamente toxicas (Aspergillus, Penicillium e Fusarium), capazes de provocar
graves danos a humanos e animais, através da producao de metabolitos secundarios
extremamente toxicos denominados genericamente de micotoxinas (ARRUDA;
BERETTA, 2019).

2.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, toxicos
a humanos e animais e que sdo produzidos por diversas espécies de fungos
filamentosos (SOUZA et al, 2017). Essas substancias sédo expelidas através de um
conjunto de vias metabolicas que ndo sdo fundamentais para o desenvolvimento e a
sobrevivéncia dos fungos (por isso chamados de metabdlitos secundarios) e sao
biossintetizados quando as condicbes em que os fungos se encontram, Sao
adequadas a producéo desses compostos. Tais condicfes englobam a presenca de
substancias como fungicidas, alteracdes ambientais favoraveis em parametros fisicos
como temperatura e umidade, além de variaveis bioldégicas como susceptibilidade ao
hospedeiro e a prépria viruléncia do patégeno avaliado (BUENO, 2018; MELO, 2014).

Os fungos responsaveis pela sintese de micotoxinas na agricultura séo
classificados em dois grupos: fungos de campo, que afetam as plantacfes antes da
colheita; e fungos de armazenamento, que acometem os produtos agricolas apés a
colheita (OLIVEIRA; MATTOS; RODRIGUES FILHO, 2021). As principais micotoxinas
encontradas em alimentos séo as aflatoxinas, a OTA, a patulina, as fumonisinas, a
zearalenona e o desoxinivalenol. Estas sdo sintetizadas principalmente por espécies
dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SILVA, 2021). A existéncia de fungos
em produtos alimenticios ndo indica a presenca de micotoxinas, entretanto a auséncia

de fungos visiveis ndo descarta a sua presenca (PRADO, 2014).
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A exposicdo a micotoxinas pode acontecer de forma direta, por meio da
ingestdo de alimentos vegetais, ou indireta, através de alimentos de origem animal,
guando consomem racao contaminada. Algumas micotoxinas podem ocasionar
degeneracdo da capacidade funcional de rins e figado, enquanto outras sao
neurotéxicas ou prejudicam a sintese proteica, acarretando uma variedade de efeitos,
que vao desde a sensibilidade ou a necrose da pele até a uma extrema
imunodeficiéncia (MARROQUIN-CARDONA et al., 2014).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), estima-se que
cerca de 25% de alimentos e ra¢des, em todo o mundo, estdo contaminadas com
micotoxinas (OLIVEIRA; MATTOS; RODRIGUES FILHO, 2021). Quando se trata do
café, a OTA é a de maior relevancia e ganha uma atengédo especial, pois possui
potencial carcinogénico (AZEVEDO, 2019).

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, as micotoxinas sdo compostos
guimicos estaveis, ou seja, sao termorresistentes. Logo, ndo podem ser eliminadas
dos alimentos atraves das etapas de processamento ou fervura (ROCHA et al., 2020).
Especificamente no café, elas reduzem a qualidade da bebida, e podem oferecer
riscos a saude. Essa toxicidade levou o Brasil a estabelecer regulamentos para
garantir a regularizacdo dos teores toleraveis, sendo a Resolucdo de Diretoria
Colegiada — RDC N° 07, de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) que dispbe sobre o limite médximo de micotoxinas tolerado para
alimentos. Para o café torrado (moido ou em gréo) e o café solavel, o limite de OTA é
de 10 pg/kg (BRASIL, 2011).

2.3 QUALIDADE DO CAFE

Em uma era de globalizacdo econémica e de mercado, é necessario aumentar
a competitividade do setor produtivo investindo na qualidade dos diferentes tipos de
cafés. Atualmente, a producdo de café de alta qualidade € a melhor opcéao para a
cafeicultura brasileira, sobretudo quando o foco esta na viabilidade econdmica dessa
atividade. A qualidade de um produto pode ser determinada através do somatério de
todos os atributos que atendam as necessidades do consumidor. No café, esses atri-
butos véo além dos aspectos sensoriais, com foco crescente na seguranga alimentar
(PRADO, 2014).
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Levando em consideracdo os substratos que o grdo de café apresenta (casca,
polpa e semente) € viavel o crescimento de uma microbiota diversificada, abrangendo
fungos filamentosos, sobretudo espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium, leve-
duras, bactérias lacticas (Leuconostoc e Lactobacillus) e bactérias pectoliticas (Erwi-
nia, Bacilus) IAMANAKA, 2010).

Ao longo de todo o ciclo de producao, diversos fungos estdo associados aos
frutos e graos de café e, em condi¢des favoraveis, podem causar perda de qualidade,
odores e sabores desagradaveis, pois os fungos possuem uma gama muito ampla de
potencial enzimatico e também podem comprometer a seguranca do produto final de-
vido a producao de micotoxinas (MELLO, 2016). Varios estudos realizados no Brasil
e no exterior ttm demonstrado o envolvimento persistente e significativo dos fungos
filamentosos como um dos principais componentes da microbiota dos frutos apds a
colheita ou no decorrer da secagem (AZEVEDO, 2019; GEREMEW, 2016; SANTI-
AGO, 2020).

Em um sistema de producéo, os processos de colheita e pos-colheita sdo fun-
damentais para a obtencao de um produto de alta qualidade. Se ndo manejadas ade-
guadamente, podem favorecer a proliferacao de fungos que causam fermentacdes in-
desejaveis e podem produzir micotoxinas, como a OTA, que causam danos a saude
humana (LAZZARINI; MORAES, 1958). Nenhuma fonte ou tipo de processamento de
café demonstrou estar livre do risco de contaminacao por fungos toxigénicos, incluindo
0S ocratoxigénicos. Isso torna as questdes de qualidade onipresentes em sua segu-
ranca e precisam ser abordadas em escala global (CHAULFOUN; CORREA, 2002).

O café é passivel de infeccao por fungos ocratoxigénicos, especialmente, em
funcdo das falhas durante a colheita na pés-colheita. Muitos cafeicultores aproveitam
os frutos que caem no solo apds a colheita e esse procedimento, conhecido como
varredura ou varricado, ndo é recomendado do ponto de vista de sanidade, pois propi-
cia o crescimento de fungos ocratoxigénicos existentes no solo, e prejudica a quali-
dade da bebida (CAMPQOS, 2009; SOUZA, 2019).

A colheita apresenta uma grande importancia na obtencédo de um produto de
qualidade superior. Isso justifica o controle de aspectos tais como: a determinacao da
melhor época para o inicio da colheita, o periodo de duracdo, bem como o método de
colheita adequado para a regido e/ou para o tamanho da lavoura (EMBRAPA, 2004).

Longos periodos em que o café fica dentro de sacos apos a colheita até seguir

para a secagem, periodos de chuvas durante a etapa de secagem em terreiros, falta
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de revolvimento dos graos no terreiro e armazenamento inadequado, sdo condicdes
indispensaveis para o desenvolvimento de fungos potencialmente produtores de OTA
(BUENO, 2018).

A secagem é uma das etapas mais importantes no controle de fungos e na
obtencéo de um produto de qualidade desejada, e se nao for realizada de forma ade-
quada, pode levar a defeitos no café, afetando a aparéncia e a qualidade final da
bebida (SILVA; ROBERTO; NOGUEIRA, 2007). O café é um dos produtos agricolas
gue requer maior tempo de secagem devido ao alto teor de umidade da colheita, jus-
tificando assim métodos de secagem que sejam mais eficientes (SIMOES; FARONI;
QUEIROZ, 2008).

Para evitar o crescimento fangico em graos, € necessario seca-los completa-
mente e os manter em local fresco. Quando as condi¢Bes sdo propicias para o de-
senvolvimento de fungos, é comum que desenvolva mais de um tipo de fungo. No
periodo de armazenamento, 0s graos sao colonizados constantemente por uma su-
cesséao de fungos, conforme a temperatura e umidade. Em razdo da atuacéo de diver-
sas espécies de fungos, o grdo pode ser contaminado com diferentes nimeros de
micotoxinas (ALMEIDA, 2015).

Batista e Chalfoun (2007) identificaram maior nivel de contaminacao por fungos
no café de varricdo e indicaram que o café seco em terreiro de terra apresenta maior
contaminacgao por ocratoxina que café seco em terreiro de concreto. Embora seja di-
ficil conter os fungos e as toxinas, € essencial que se tenha a auséncia desses com-
postos, visto que, uma vez produzida, a toxina ndo tem mais como ser eliminada.

O controle do desenvolvimento de fungos toxigénicos pode ser obtido por meio
de medidas destinadas a prevenir a contaminagao das culturas por fungos no campo
e no armazenamento. No campo, o controle € feito por meio de BPA'’s, incluindo a
remocao de residuos de culturas anteriores, rotacdo de culturas e uso de variedades
de culturas resistentes a fungos e outras pragas. Além de ser fundamental evitar da-
nos mecanicos, como microfissuras e quebras de graos, durante a colheita, armaze-
namento e transporte, também € necessario controlar os danos causados por pragas,
ja que todos esses fatores facilitam o desenvolvimento de fungos nos graos (SILVA,
2021).

A presencga de micotoxinas como a OTA em gréos de cafée, tem sido uma pre-
ocupacao constante nos paises importadores e, por isso, a higiene planejada envol-

vendo boas praticas na colheita, preparo, secagem imediata e armazenamento em
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condicbes ambientais adequadas e de forma higiénica sdo um aspecto importante
para prevenir a introducéo e desenvolvimento de fungos produtores de OTA e garantir
a saude do consumidor (SILVA; ROBERTO; NOGUEIRA, 2007).

Medidas para prevenir a ocorréncia de micotoxinas sdo recomendadas por
meio do uso de BPA, Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e Boas Praticas de Higiene
(BPH). Dessa forma, o risco de contaminacéo e o desenvolvimento de fungos toxigé-
nicos podem ser prevenidos ou minimizados, reduzindo assim a produg&o de micoto-
xinas. Diante do exposto, 0 objetivo comum € identificar os pontos criticos de controle
para garantir a integridade do produto e a qualidade sensorial, e reduzir o risco de
contaminacgdao por ocratoxina do café por meio da compreenséo dos estagios e condi-
cbes da producéo do café (CHAULFOUN; CORREA, 2002).

3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar a presenca de fungos toxigénicos associados a grdos de cafée,

comercializados na forma crua (secos, sem casca, prontos para torrefacdo).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amostrar graos de café de cinco diferentes marcas comercializados na forma
crua (secos, sem casca), obtidos nos municipios de Inhumas Goiéas, Petrolina
de Goias e Santa Rosa de Goiés;

e Isolar cepas de fungos de graos de café;
e Purificar cepas de fungos isoladas utilizando meios de cultura especificos;

e Identificar fungos isolados através de técnica de microcultivo, utilizando

descritores morfol6gicos, macroscépicos e microscopicos.



24

4 METODOLOGIA

Foram analisadas cinco diferentes marcas, as quais foram compradas em
supermercados localizados nos municipios de Inhumas Goias, Petrolina de Goias e
Santa Rosa de Goias. Estas marcas foram adquiridas em embalagens de 1kg, entre
marco e junho de 2022, onde foram abertas em ambiente asséptico (capela de fluxo
laminar), momentos antes dos gréos serem inoculados em meio de cultura. De cada
marca foram amostrados 40 graos, que foram plaqueados aleatoriamente, sendo
estes separados em dois lotes: em um dos lotes (50% dos graos) foi realizada uma
desinfestacdo superficial com hipoclorito de sédio a 1% e alcool 70%, com o objetivo
de eliminar os fungos presentes no exterior dos grédos e avaliar a diversidade de
fungos que colonizam o interior dos mesmos; enquanto o outro lote ndo recebeu a
desinfestacédo superficial com hipoclorito para que fosse possivel avaliar a composi¢cao
de fungos, que habitam naturalmente o exterior dos grédos ou que oportunamente 0s
infectaram no caminho entre a lavoura e o beneficiamento.

Durante o processo de desinfestacdo, as amostras (graos) foram primeiro
imersas em hipoclorito de sodio a 1% por dois minutos. Em seguida, foram drenadas
e imersas em alcool 70% por um minuto para uma desinfestacdo mais eficaz, sendo
novamente drenadas e, como etapa final de desinfestacéo, as amostras de café foram
lavadas com agua destilada e esterilizada para remover residuos de hipoclorito de
sodio e alcool 70% (OLIVEIRA, 2016).

Apos a desinfestacdo, todos os graos foram inoculados assepticamente, em
placas de Petri de acrilico, contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). Em
cada placa foi colocado apenas um grao. Apés inoculacéo, as placas foram incubadas
em incubadora BOD, durante sete dias, a uma temperatura de 28°C, com fotoperiodo
de 12 horas. Os isolados obtidos foram purificados através da repicagem, com o0
auxilio de ponteiras esterilizadas em autoclave, transferindo-os para placas de Petri
contendo meio Agar Extrato de Malte e incubados novamente por sete dias, a 28°C
de temperatura (REZENDE, 2010).

Apbés o isolamento e obtencdo das culturas puras, os isolados foram
identificados realizando-se a técnica de microcultivo, como descrito em Brasil (2004).
Apos o periodo de incubacéo, cada laminula foi removida cuidadosamente e colocada
sobre uma lamina de vidro contendo uma gota de corante lactofenol azul de algodéao,

que foi levada ao microscopio. A identificacdo de cada isolado foi processada através
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da observacédo de padrdes morfologicos tradicionalmente utilizados nesses tipos de
estudos, como descrito por Chalfoun e Batista (2003), De Hoog et al (2000), Kern e
Blevins (1999) e Pitt e Hocking (2009).

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas eletrénicas através do

programa Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 200 amostras analisadas apresentaram algum tipo de
contaminagdo, seja por bolores ou por bactérias (Figura 1).

Figura 1 - Placas de Petri com diferentes tipos de contaminacao.

- S
Fonte: Propria (2022).

De forma geral, niveis elevados de contaminacao fungica foram observados
em amostras que ndo foram submetidas ao processo de desinfestacdo, as quais
apresentaram-se contaminadas em 99%. Por outro lado, das 100 amostras que
passaram por desinfestacdo, apenas 10% apresentaram algum nivel de
contaminacgédo. Resultados semelhantes foram observados por Batista et al. (2003)
e Rezende et al. (2013), que também avaliaram grdos de café cru antes e apos
desinfeta-los superficialmente. Esse resultado era esperado, uma vez que a
desinfestacdo remove a maior parte dos fungos encontrados na parte externa do
grao, favorecendo apenas a prevaléncia de fungos endofiticos.

A comparacdo entre 0 numero de gréos contaminados das amostras que néo
passaram por desinfestacdo (99), e o numero de grdos contaminados, previamente
desinfestados (11), revelou ter havido reducédo de 89,90% de contaminacao,
considerando todo o universo amostral utilizado. Este resultado é importante porque
demonstra que mesmo adotando-se BPA’s, e assim reduzindo a maior parte da
contaminagdo dos grdos, consumidores de café ndo estariam livres de fungos
toxigénicos e de suas micotoxinas, uma vez que fungos endofiticos foram
encontrados em 10% dos graos que passaram pelo processo de desinfestacéo.

Taniwaki et al. (2003) analisaram um total de 408 amostras de café coletadas
em diferentes estagios de beneficiamento como: colhidos diretamente do cafeeiro,
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colhidos do chéo, nas etapas de secagem no terreiro e durante o armazenamento.
Os autores constataram que fatores como o contato de frutos e grdos com o chéo,
secagem mal realizada, além de armazenamento inadequado, facilitam as infec¢des
de gréos por fungos ocratoxigénicos. Além disso, 0s respectivos autores apontaram
baixa taxa de infeccdo em frutos de café colhidos diretamente de cafeeiros.

Urbano et al. (2001) estudaram amostras de café em diferentes estagios de
maturacgéo e processamento, confirmando altos niveis de contaminag&do com fungos
produtores de OTA, como A. ochraceus e A. niger em amostras de gr&éos crus
coletadas em terreiros e em armazenamento. Bueno (2018) enfatiza em seu estudo,
gue a secagem dos graos em nivel seguro melhora a qualidade e sanidade do café,
contribuindo para um maior periodo de armazenamento. A autora também afirma
que as BPA's sdo cruciais para reduzir a incidéncia fangica de gréos de café.

E consenso entre diferentes autores que o café é muito propenso a
contaminacgdao por fungos toxigénicos, especialmente em funcao das falhas durante o
processo de pods-colheita. Dentre os fatores que contribuem para a ocorréncia de
contaminagcdo pode-se citar: a demora em proceder a secagem dos graos de café
apos a colheita, secagem nos terreiros em periodos de chuva, falta de revolvimento
dos grdos durante a secagem, além de armazenamento inadequado dos graos
(BRANDO, 2009; URBANO et al., 2001).

A tabela 1 apresenta os numeros de isolados encontrados nas marcas
analisadas neste trabalho. Dentre os 100 gréos inoculados sem desinfestacdo, 11

apresentaram duas diferentes espécies em cada amostra.



Tabela 1 - NUmeros de isolados encontrados nos graos de café cru sem desinfestacéo e com desinfestacao*.

28

SEM DESINFESTACAO

COM DESINFESTACAO

Marcas Placas Numero de Espécies Isolados néo Placas Numero de Espécies Isolados n&o
contaminadas Isolados identificadas identificados contaminadas Isolados identificadas identificados
A. niger (13)
1 20 20 Rhizopus sp. (7) - 08 08 A. niger (5) 03
A. niger (15)
2 20 23 A. ochraceus (6) 2 0 0 i i
A. niger (13)
3 20 24 Fusarium sp. (2) 08 01 01 Fusarium sp. (1) -
Rhizopus sp. (1)
A. niger (7)
4 20 24 A. ochraceus (15) - 02 02 Fusarium sp. (1) 01
Fusarium sp. (2)
A. niger (6)
5 A. ochraceus (8)
19 19 03 0 0 - 0

Fusarium sp. (1)

Rhizopus sp. (1)

* graos de café submetidos a uma imersédo de hipoclorito de sddio a 1% (2 min.) e alcool 70% (1 min.).

Fonte: Prépria (2022).
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Das cinco diferentes marcas analisadas, foram obtidos 110 isolados nas
amostras que nao passaram pelo processo de desinfestacéo (Figura 2) e 11 isolados

nas amostras que foram submetidas ao processo de desinfestagao (Figura 3).

Figura 2 — Grafico representando os ndmeros de isolados nas amostras sem desinfestacao.
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Fonte: Propria (2022).

Figura 3 — Gréfico representando os ndmeros de isolados nas amostras com desinfestacao.
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Fonte: Prépria (2022).
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Isolados encontrados nas amostras que ndo passaram pelo processo de
desinfestacdo apresentaram variacao fenotipica moderada, tendo sido observadas
nove diferentes espécies, das quais cinco ndo foram identificadas. Fungos do género
Aspergillus foram detectados em todas as marcas analisadas no presente trabalho,
com predominancia de A. niger (Figura 4a), ocorrendo em aproximadamente 54,55%
das amostras, seguida pela espécie A. ochraceus (Figura 4b), encontrada em

aproximadamente 29,30% das amostras.

Figura 4 — Isolados de A. niger e A. ochraceus obtidos em gréos de café cru.

Figura 4 — a - Isolado de A. niger; b — Isolado de A. ochraceus.

Fonte: Propria (2022).

A ocorréncia de A. niger em graos de café ndo € um fato novo, tendo ja sido
descrito por outros autores. Por exemplo: Taniwaki et al. (2003) isolaram fungos de
graos de café e observaram a presenca de A. niger em 63% deles. Rezende et al.
(2013), ao estudarem fungos ocratoxigénicos associados a graos de café verde
(Coffea arabica L.) em cultivo convencional e organico no Brasil, encontraram, no
sistema de cultivo convencional, 31,87% dos gréos contaminados por A. niger.
Oliveira (2016), analisou amostras de café cultivadas no Sul e no cerrado de Minas
Gerais, observando a ocorréncia de A. niger em 54% e 71% das amostras
respectivamente.

Além de A. niger e A. ochraceus, os graos amostrados neste trabalho
apresentaram fungos de outros géneros importantes como Fusarium (Figura 5a e 5b)

e Rhizopus (Figura 5 c). Estudos anteriores, que também avaliaram gréos de café
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cru, encontraram resultados semelhantes: Pasin, Almeida, Abreu (2009); Rezende
(2010); Geremew et al. (2016); Bueno (2018) e Garrido-Ramirez et al. (2018).

Figura 5 — Isolados de Fusarium sp. e Rhizzopus sp. obtidos em gréos de café cru.
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Figura 5 — a — Isolado de Fusarium sp.; b — Estruturas reprodutiva{s de Fusarium sp.; ¢ — Isolado de
Rhizzopus sp.

Fonte: Propria (2022).

Ao avaliarem graos de café cru beneficiados de duas safras (2016/2017 e
2017/2018) no estado de S&o Paulo, Cardozo et al. (2019) constataram que dentre os
fungos identificados, isolados de Fusarium sp. foram detectados em ambas as safras.
Nakayama et al. (2020), ao analisarem a presenca de fungos em gréaos de café em
diferentes tempos de secagem, no municipio de Patrocinio em Minas Gerais,
observaram a predominancia de Fusarium sp. no café cereja descascado, durante
todo o tempo de secagem.

Segundo Rocha (2020), fungos de armazenamento, como Aspergillus,
Penicillium e Rhizopus, crescem rapidamente sob condi¢Bes favoraveis durante o
cultivo, colheita, transporte e armazenamento. Christensen e Kaufmann (1965)
relataram que fungos do género Fusarium eram mais comuns na casca e na
mucilagem de cerejas de café, enquanto A. ochraceus e A. niger infectavam mais
frequentemente graos armazenados.

Fungos do género Rhizopus sp. ndo sdo produtores de micotoxinas,
entretanto, podem ocasionar perdas significativas na cadeia produtiva do café, uma
vez que sua atividade decompositora pode afetar a qualidade sanitaria, fisica e
nutricional dos grdos (PINTO, 2000). Sdo organismos altamente saprofitas e, em

alguns casos, sua incidéncia pode acarretar no mais destrutivo de todos os patégenos



32

pos-colheita, podendo causar mais de 50% de perdas durante a logistica de transporte
(OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2007).

As espécies A. niger, A. ochraceus e Fusarium sp. sédo fungos toxigénicos,
potencialmente perigosos, capazes de produzir aflatoxina, OTA e Fumonisina,
respectivamente, sendo por isso consideradas de alto risco a saude humana e animal
(IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010). Alguns estudos relatam que A. niger
também sdo produtores de OTA, como no trabalho de Oliveira (2016), cujos
resultados demonstraram que 84% dos isolados produtores de OTA foram
identificados como A. niger.

Rezende (2010) afirma que nas condicfes climaticas e ambientais do Brasil,
dentre as principais espécies produtoras de OTA estdo as pertencentes a Secédo
Nigri (A. niger) e a Secdo Circundati (A. ochraceus), sendo esta Ultima a maior
produtora de OTA. Estudos dos autores Palacios-Cabreira et al. (2005), relatam que
o café cru é um substrato adequado para o crescimento de A. ochraceus e producédo
de OTA. Rezende (2010) testou isolados de trinta amostras de graos de café quanto
a capacidade de produzir OTA, resultando em A. ochraceus como a principal espécie
produtora desta micotoxina. Resultados semelhantes foram encontrados por Batista
et al. (2003).

Segundo Soares, Abrunhosa e Venancio (2013), as aflatoxinas possuem
efeitos citotéxico, mutagénico, hepatotdxico, carcinogénico, teratogénico e
imunossupressor. A OTA, comumente encontrada no café, possui efeitos citotoxico,
nefrotoxico, teratogénico e hepatotoxico; enquanto fumonisinas apresentam efeitos
citotdxicos, carcinogénico, teratogénico e hepatotoxico (ARRUDA; BERETTA, 2019;
MINAMI, 2004).

De acordo com Prado (2017), dentre o grupo das Fumonisinas, a mais toxica
e mais abundante €é a Fumonisina Bl (FB1) e estd relacionada a
leucoencefalomalacia em cavalos, edema pulmonar em suinos, hepatocarcinoma
em ratos e possui propriedade carcinogénica em humanos, podendo causar

principalmente cancer de esofago.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou resultados que confirmaram suspeita prévia,
corroborando com o titulo escolhido. Em outras palavras, os resultados demonstraram
que, de fato, fungos produtores de micotoxinas ocorrem em graos de café crus,
comercializados em vendas e supermercados de algumas cidades de Goias. Em
relacdo as marcas analisadas, a alta incidéncia de fungos toxigénicos observada
aponta para uma condi¢ao inadequada para 0 consumo humano, uma vez que é alta
a possibilidade de tais marcas conter micotoxinas nos gréos presentes em suas
respectivas embalagens.

E importante destacar que as marcas de café analisadas podem representar
problemas relacionados a saude publica, uma vez que espécies importantes,
associadas a transtornos graves em humanos, como A. niger e A. ochraceus foram
encontradas, mas também, do ponto de vista econbmico, jA que a presenca de
Rhizopus sp. € frequentemente associada a perdas sensoriais e da propria matéria
prima utilizada para confeccionar a bebida.

Espera-se que os resultados obtidos nesse trabalho de investigacdo possam
servir de parametro para auxiliar na tomada de decisbes por autoridades ou
representantes da cadeia produtiva do café, no sentido de se alcancar melhorias no
processo produtivo (da lavoura a mesa), que garantam a seguranca e o bom paladar
de quem consome esta importante bebida. A adocdo criteriosa de boas préaticas
agricolas pode ser o caminho mais viavel para que essas necessidades sejam

atendidas.
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