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Parte 1 - RESUMO e ABSTRACT

RESUMO

Esta investigagdo analisou café cru (verde) brasileiro exclusivamente destinado
a exportagao quanto ao teor de ocratoxina A (OTA), antecipando-se a possiveis
medidas regulatorias européias que visam limitar a presenga desta toxina em
café. As amostras foram obtidas das principais regides produtoras em seis
estados brasileiros (SP, MG, BA, ES, RO, PR), das safras 1999/2000 e
2000/2001, englobando as variedades arabica e robusta, amostras de “café
organico” e de estoque governamental. A primeira parte do estudo foi determinar
a concentragdo de OTA nas amostras por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) com técnica aperfeicoada por Pittet et al. (1996). Os
resultados apontaram que entre as 37 amostras estudadas, 20 apresentaram
valores de OTA abaixo de 0,2 ng/g ou ppb (limite de detecg¢ao) e 16 amostras
apresentaram contaminagdo entre 0,2 e 0,85 ng/g (contaminagdo média 0,16
ng/g entre as 36 amostras); uma amostra excluida da média apresentou 6,24
ng/g de OTA. Para a segunda etapa, 5 das 37 amostras foram divididas em duas
sub-amostras: uma com gréaos sadios e outra com grdos danificados (“pretos” e
“ardidos”). Nas sub-amostras também foi determinado o teor de OTA com o
objetivo de investigar a possivel relagdo entre graos danificados e ocorréncia da
toxina. Graos de café das sub-amostras foram observados em Microscopia Otica

e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) a fim de verificar a presenga de



microrganismos e/ou ocorréncia de danos celulares. Dos 15 grdos analisados,
apenas um grao, “preto”, revelou a presenga de fungos e esporos. A morfologia
dos gréos sadios revelou endosperma organizado, enquanto que a dos graos
defeituosos apresentou endosperma parcialmente comprimido e contetdo
celular reduzido. Todas as amostras analisadas na primeira parte deste estudo
apresentaram concentragdo de OTA abaixo dos valores mais rigidos exigidos
atualmente (8 ng/g, na Italia) e 97,3% das amostras estavam dentro do limite
sugerido pelos orgdos legisladores europeus (5 ng/g). Os resultados da analise
de OTA em gréos danificados e sadios mostraram correlagdo entre grdos
danificados e concentragao da toxina. Considerando os resultados obtidos nesta
investigagéo, o café verde brasileiro destinado a exportagdo esta apto a cumprir
as exigéncias sanitarias atualmente estabelecidas em relagdo a OTA e que

poderao entrar em vigor em 2003.



ABSTRACT

The present survey analyzed raw coffee for export obtained from the main
producing regions of six Brazilian states: Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Ronddnia, Parana and Bahia and from two harvests (1999/2000 and
2000/2001) anticipating possible regulatory limits of ochratoxin A in coffee
throughout the world, especially in the European Community. The sampling batch
included Arabica and Robusta varieties as well as “organic coffee” and
government stock samples. They were first investigated for their content of
Ochratoxin A by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) according to
methodology used by Pittet et al. (1996). Of the 37 samples, 20 presented OTA
levels below the detection limit (0.2 ng/g or ppb). The toxin content ranged from
<0.2 ng/g to 0.85 ng/g for 36 samples with an average of 0.16 ng/g. One sample,
excluded from average and range, showed an OTA concentration of 6.24 ng/g.
Following this, five of the original samples were divided into two sub-samples,
one containing sound beans and the other damaged ones (black and sour), with
the purpose of verifying a possible correlation between damage and OTA
concentration. Beans from each of the sub-samples were observed under Optical
and Scanning Electron Microscope in search of moulds and/or cellular
modification that could indicate an infection by microorganisms. Morphology of
sound and sour beans showed an organized endosperm while black ones
showed an endosperm somewhat compressed and a badly defined cellular

content. Of the 15 beans observed, one (black) showed the presence of moulds



and spores. All samples investigated in the first part of the study presented an
OTA concentration below the lowest limit already established in Europe (8 ppb,
Italy) while 97.3% were below the suggested regulatory limit of 5 ppb. Some
correlation between damaged beans and OTA concentration was found in the
second part of the study. According to this investigation, Brazilian green coffee
for export is able to comply to established regulatory limits and those suggested

for 2002.



Parte 2 — INTRODUGCAO

A contaminagdo do café por ocratoxina A (OTA) é tema de preocupagao
sanitaria do setor de produgdo e exportagdo de café, visto que varios paises
dirigem seus esforgos para legislarem niveis mais exigentes. Além de enfrentar
oscilagbes de precos na Bolsa de Nova lorque e quebras de safra, os
exportadores poderao se defrontar com o risco de rejeicdo de lotes. Alguns
paises importadores ja adotam limites maximos para ocratoxina A em café e a
Unido Européia possivelmente o fara em 2003. Esta micotoxina, um possivel
carcinogeno em humanos, foi encontrado ha décadas em cereais e derivados.
Com o aprimoramento de metodologias de detecgédo, foi apontada em outros
alimentos como soja, vinho e cacau.

A Food and Agriculture Organization (FAO) calcula que se a Comunidade
Européia impuser um limite maximo de 5 ppb de OTA em café verde, 7% de todo
café importado pela Europa podera ser rejeitado. A rejeicdo causara um prejuizo
de mais de um bilhdo de dolares anuais aos paises produtores. Sob esta
previsdo, o Brasil poderia ser afetado em 220 milhdes de doélares porque, nos
tltimos 7 anos, participou com 22% da exportagdo mundial, afetando
negativamente a balanga comercial do Brasil uma vez que o café foi o quarto
item de exportagdes agropecuarias em 2000, contribuindo com 1,8 bilhGes de

dolares em divisas para o pais.



Diante desta perspectiva, centros de pesquisas brasileiros tém se
empenhado em investigar as formas de contaminagdo do café pelo fungo, locais
afetados, métodos de prevengao de formagéo da toxina, entre outros.

O objetivo do presente estudo foi investigar o atual nivel de contaminagéo
de ocratoxina A no café brasileiro destinado & exportagdo e a possivel relagio
entre grédos danificados e a contaminagéo pela toxina. Foram tomadas amostras
de café verde arabica e robusta, provenientes de seis estados brasileiros,
obtidas em duas safras consecutivas, incluindo “café organico” e café de

estoques governamentais.



Parte 3 — ARTIGO DE REVISAOQ

A ser submetido ao Boletim da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.



OCRATOXINA A EM CAFE

Andréa Pittelli-Golliicke, Marta Hiromi Taniwaki, Débora de Queiroz Tavares

Resumo

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina detectada principalmente em cereais e
seus produtos. E nefrotéxica para humanos e carcinogénica para animais. Com
metodologias de detecgdo mais refinadas, verificou-se a ocorréncia de OTA no
café e em outros alimentos. A presente reviséo apresenta a forma de produgéo
da ocratoxina A, sua toxicidade e incidéncia em café. Foram discutidos também
o efeito do processamento na destruicdo da OTA, a defini¢éo de tolerancia diaria

de OTA, a legislagédo e programas de prevengao.

Palavras-chave: micotoxinas; ocratoxina A; café; torragao; legislagéo.

Summary

Ochratoxin A is a mycotoxin mostly found in cereals and their products. It is

nephrotoxic to humans and carcinogenic to animals. Due to improvements in

detection methodology, OTA has also been detected in other foodstuffs, such as

coffee. This review describes the OTA formation, toxicity and occurrence in



coffee. The effects of coffee processing in OTA destruction, maximum tolerable

intake levels, legal restrictions and prevention programs were also discussed.

Key words: mycotoxins; ochratoxin A; coffee; roasting; legislation.

1-INTRODUGAO

Segundo estudo do Food and Drug Administration (FDA) relatado por
Strobel (1988), o género de fungo mais freqiiente em café verde foi Aspergillus,
cujo aspecto toxigénico é relevante neste substrato. A espécie de Aspergillus
mais invasora € A. ochraceus, capaz de produzir cinco micotoxinas importantes:
ocratoxina A e B, xantomegnina, viomeleina e vioxantina.

Krogh (1987) discorreu sobre o tema da incidéncia de ocratoxina A em
alimentos: o primeiro relato ocorreu na década de 60 na Africa do Sul e discorria
sobre metabdlitos toxicos produzidos por fungos. Nove anos depois a toxina foi
encontrada em milho cultivado nos Estados Unidos, ao mesmo tempo que na
Escandinavia, surgiam doengas em suinos relacionadas ao consumo de ragéo
contaminada por fungos. Em 1978, chegou-se a conclusdo que a ocratoxina A
era a causa determinante de uma nefropatia suina e desde entio foi associada a
nefropatias crénicas em humanos. Atualmente, sabe-se que a ocratoxina A
contamina varios tipos de gréos, uvas secas, vinhos, cervejas, cacau e café

proveniente de varios paises.



2- CARACTERISTICAS DA OCRATOXINA A (OTA)

A ocratoxina A (C20H18CINOe) € um composto com peso molecular 403,82
daltons. Steyn et al. (1970) estudaram a biossintese de ocratoxinas e
demonstraram que o grupo isocumarico, chamado de ocratoxina « (figura 1),
resulta da unido de uma molécula de acetil-CoA e quatro de malonil-CoA. O
atomo de cloro € provavelmente derivado de cloreto de sédio e o grupo adicional
COOH provem da metionina. A L-fenilalanina, proveniente da via do acido
shikimico, se liga a estrutura através do grupo carboxila, dando origem &
ocratoxina A (STEYN et al., 1970; STEYN, 1993).

A figura 1 apresenta a estrutura da ocratoxina e de seus seis analogos

conhecidos.
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HO,C

Nucleo Isocumarico O
(Ocratoxina a) H

Foérmula basica das ocratoxinas

FIGURA 1. Férmula basica das ocratoxinas (Rahimtula et al. 1990).

Ocratoxina A: X=Cl; R1=R2=R3=R4=H

Ocratoxina B: X=H: R1=R2=R3=R4=H

Ocratoxina C: X=Cl; R1=R2=R3=H; R4=CH3
O-metil-octatoxina C: X=Cl; R2=R3=H; R1=R4=CH3

(4R)-4-hidroxi-ocratoxina A X=Cl; R1=R3=R4=H; R2=0H

(4S)-4-hidroxi-ocratoxina A X=Cl; R1=R2=R4=H; R3=0H
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A OTA é um metabdlito secundario produzido por fungos especificos sob
determinadas condi¢Ges de temperatura e atividade de agua. Ao contrario dos
metabdlitos primarios, que sdo compostos conhecidos e necessarios para o
crescimento e funcionalidade de fungos, a fungdo biolégica deste metabdlito
secundario ndo é clara. E possivel que atue como defensivo natural no ambiente
dos fungos, pois séo ativos contra outros seres vivos (MOSS, 1987; STROBEL,
1988). Os metabdlitos secundarios sdo especificos da espécie e produzidos
durante a fase estacionaria da cultura; a produgéo ndo é uniforme sendo muito
sensivel as condigdes ambientais e nutricionais (MOSS, 1987). O crescimento
de fungos em substrato sélido requer além das condi¢cées ambientais, o contato
intimo das hifas com a fonte de nutrientes: a produgdo de metabdlitos
secundarios € conseqléncia desta relagéo.

A determinagdo de ocratoxina A segue as mesmas etapas que aquela de
outros contaminantes em alimentos: inicia-se com amostragem, limpeza,
separagao, seguida de detecgéo, quantificagdo e confirmagéo de identidade (van
Egmond, 1996). A obtengdo de amostras representativas € um ponto critico na
analise de micotoxinas devido ao carater heterogéneo da contaminagao.
Atualmente n&o ha um plano recomendado de amostragem para a ocratoxina A
em café pelo FDA (Food and Drug Administration) ou pelo Codex Alimentarius.
Gilbert (1999) sugeriu separar 20 a 30 kg de amostras extraidos a partir de 20 a
100 sub-amostras aleatérias; a seguir triturar finamente, misturar e entdo extrair

sub-amostras para analise.
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A extragdo de OTA da amostra é feita com uma combinagéo de solventes
organicos e agua ou acidos. Para a purificagdo do extrato utilizam-se colunas de
imunoafinidade, compostas de anticorpos monoclonais especificos para OTA,
que retém a toxina, enquanto os demais compostos nédo sio retidos na coluna.

Em seguida, a ocratoxina A é eluida com acetonitrila e injetada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE). A detecgdo se da por
fluorescéncia. Embora a maioria dos estudos nos Ultimos anos utilize CLAE, a
cromatografia em camada delgada (CCD), seguida de detecgdo em UV, é um
metodo Util para separagé@o e quantificagdo de OTA. No caso da quantificagdo
por CLAE e detecgéo por fluorescéncia o limite de detecgédo chega a menos de 1

ng/g (van Egmond, 1996; PITTET et al., 1996).

3- PRODUGAO DE OTA

3.1. Fungos produtores

As ocratoxinas foram isoladas pela primeira vez em 1965 a partir de uma
cultura de A. ochraceus. Descobriu-se depois que outras espécies dos géneros
Aspergillus e Penicillium eram capazes de produzir OTA, dependendo das
condigbes climaticas: em paises de clima quente, OTA €& produzida
principalmente por fungos dos géneros Aspergillus e em zonas temperadas, por
Penicillium (KROGH, 1987). Por esta razdo, o Aspergillus ochraceus esta

associado a produgdo de OTA em alimentos como café, cacau e soja, enquanto
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que o Penicillium verrucosum estéa associado & presenca de OTA em cereais
estocados nos paises sub-tropicais (MOSS, 1996).

Os fungos produtores de OTA s&o freqientes no solo, na vegetagdo em
decomposigdo e nos graos (MOSS, 1987). Em geral, as espécies do género
Aspergillus e Penicillium s&o colonizadoras mais rapidas que outros fungos
xerofilicos, portanto deterioram alimentos sobretudo sob processamento
incorreto e/ou umidade alta (PITT, 1985).

Mislivec et al. (1983) estudaram a incidéncia de fungos toxigénicos e n3o-
toxigénicos em café de 31 paises produtores na Asia, Africa e Américas Central
e do Sul. Das 944 amostras estudadas, os fungos foram detectados em 99,1%
de graos ndo desinfectados na superficie e em 47,9% dos desinfectados com
solugdo a 5% de NaOCI. Segundo os autores, a flora dominante no gréao de café
antes e depois da desinfecgdo pertencia ao género Aspergillus. A principal
espécie invasora foi A. ochraceus, potencial produtora de ocratoxina A, embora
outras espécies toxigéncias como A. flavus e A. niger estivessem presentes.

Recentemente, Pitt et al. (2001) analisaram a distribuicido de Aspergillus
ochraceus, A. niger e A. carbonarius em mais de 400 amostras de café
provenientes de quatro regides produtoras nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais. Entre os 872 organismos isolados, A. niger foi a espécie predominante
(63%), seguida de A. ochraceus e outras espécies intimamente relacionadas
(31%). A. carbonarius foi menos frequente (6%) e encontrado em apenas uma

regido (Alta Paulista). Ao serem testados quanto a capacidade toxigénica, 75%

14



das cepas de A. ochraceus e 77% de A. carbonarius produziram OTA em agar
YES (extrato de levedura + 15% de sacarose) contra 3% de A. niger.

Bittencourt et al. (2001), ao estudarem 93 amostras de café verde em
regides produtoras de Minas Gerais, Goias e Bahia, encontraram 91% de
contaminagdo por fungos, dos quais 39% foram identificados como A.
ochraceus. Foi demonstrada uma capacidade de formar OTA em 60% das cepas
estudadas.

Estes resultados confirmam o trabalho de Taniwaki et al. (1999) que
analisaram a capacidade toxigénica de fungos encontrados em café proveniente
de cinco regibes dos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Parana. A maioria
das cepas de Aspergillus ochraceus e A. carbonarius isoladas demonstraram ser
produtores de OTA, enquanto que A. niger foi um produtor menos importante de

OTA.

3.2. Fatores que afetam o crescimento do fungo e a producio

de ocratoxina A em café

A obtengédo de dados sobre as condigées de crescimento e produgéo de
OTA por Aspergillus € fundamental para o desenvolvimento de métodos de
prevengdo para formagdo de OTA. As condigbes basicas de crescimento e
producdo de ocratoxina A por A. ochraceus em meio de cultura estdo na tabela

1.

15



TABELA 1: Condigbes para crescimento e produgéo de OTA por A. ochraceus

em meio de cultura.

Minimo Otimo Maximo
Crescimento
Temperatura (°C) 8 24-31 37
Atividade de agua 0,77-0,80 0,95-0,99 > 0,99
pH 2,2 3-8 13
Producdo de OTA
Temperatura (°C) 12 31 37
Atividade de agua 0,83 0,95-0,99 > 0,99

Fonte: International Commission on Microbiological Specifications for Foods

(ICMSF), 1996.

Sansing et al. (1973) estudaram os efeitos tempo e temperatura sobre a

produgdo de OTA por A. ochraceus em meio agar YES (extrato de levedura +

15% de sacarose). O pico de produgao da toxina ocorreu apos 10 e 12 dias de

incubagcao a 25°C, embora ndo diferenciasse significativamente dos valores

encontrados apos 14 dias a mesma temperatura e apés 6 e 8 dias a 30°C.

A influéncia da atividade de agua (aw) sobre o crescimento fungico e

produgdo de OTA em café verde por A. ochraceus e A. carbonarius foi

investigada por Taniwaki et al. (2001). Grdos de café foram inoculados com



esporos de cada um dos microrganismos e incubados a 25°C sob trés diferentes
niveis de atividade de agua: 0,80, 0,87 e 0,95. O crescimento e toxigenicidade
das especies em aw de 0,80 foi inexpressivo. A producdo de OTA por A.
ochraceus atingiu 2,5 x 10° ng/g e 7,2 x 10° ng/g quando incubado em 0,87 e
0,95 de aw respectivamente apos 21 dias. Por sua vez, o maximo de OTA
produzido por A. carbonarius foi 9,62 ng/g em aw 1,00. Os resultados obtidos por
Taniwaki et al. apontam o potencial toxigénico de A. ochraceus em café verde
em aw > 0,87. A manutengéo do café a aw< 0,80 (abaixo de 14% de umidade em
base seca) € uma forma de evitar a produgdo de OTA. Contudo, para prevenir o
crescimento fungico e manter a qualidade do grdo, a umidade deve estar em
torno de 11%.

Para dimensionar o efeito de alterndncia de temperatura durante a
secagem, armazenamento e transporte do café, Palacios-Cabrera et al. (2001)
submeteram cepas de A. ochraceus a alteragdes de temperatura: 14 e 25°C
(medias diurnas e noturnas nos meses de safra) em intervalos de 12 horas. O
ensaio foi efetuado sob trés condigées de aw (0,80, 0,87 e 0,95). A produgéo de
OTA foi respectivamente 57,1%, 34,4% e 13,9% maior a temperaturas ciclicas
do que a temperatura constante de 25°C em aw 0,80, 0,87 e 0,95. Estes
resultados indicam que a variagdo de temperatura entre dia e noite nos
armazéns e/ou terreiro de café verde, mesmo sob baixa umidade seria um
agente estimulador para a produgéo de OTA. De fato, a baixa atividade de agua
(0,80), a variagdo de temperatura provocou maior incremento na produgdo de

OTA.
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Urbano et al. (2001) estudaram os diferentes estagios de desenvolvimento
da fruta de café arabica proveniente dos estados de S3o Paulo e Parana (safra
1998/1999) quanto a susceptibilidade a infestagédo por fungos e producdo de
OTA pelos fungos infectantes. Os resultados mostraram que os gridos em
contato com o ch@o ou manipulados apresentaram incidéncia 5 a 10 vezes
superior de A. ochraceus e A. niger do que as cerejas e passas no pé, indicando
que o contato com o ch&o e manipulagdo inadequada do café sdo condigdes
favoréveis a contaminagdo. Os mesmos autores obtiveram OTA em 88,1% e
11,5% das cepas de A. ochraceus e A. niger isoladas, respectivamente.

Insetos podem ser vetores de contaminagdo do café por fungos
produtores de ocratoxina A (VEGA e MERCADIER, 1998). Os autores isolaram
A. ochraceus em gréos de café infectados por “broca do café” (Hypothenemus
hampei) em Uganda e Benin. A broca € uma praga comum e mundial nas
regides produtoras de cafe, que deteriora a superficie do grdo e reduz o valor
comercial. Dentre os insetos investigados em Uganda e Benin, 5,3% e 17,4%,

respectivamente, estavam infectados com o fungo.

3.3. Estabilidade da molécula de OTA e métodos de

detoxicagao

Segundo Scott (1996) a ocratoxina A é uma molécula moderadamente
estavel, sofrendo pouca alteragdo apds o processamento dos alimentos. A

limpeza e moagem de trigo e cevada ndo foram capazes de destruir OTA em
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amostras naturalmente contaminadas (SCOTT, 1996). Nio foi observada
redugéo no teor de OTA durante a produgédo de paes com farinha artificialmente
contaminada ou com inoculagdo de OTA antes do processo térmico. Durante o
processo termico por 25 minutos a 220°C ndo houve decomposicdo da toxina.
Entretanto, apds o processo de cozimento de biscoitos onde a temperatura é
mais elevada houve 2/3 de redugdo de OTA (SUBIRADE, 1996). Bouldra et al.
(1995) investigou a inativagdo de OTA em trigo em duas condi¢des de umidade
(seco e umido). O resultado obtido demonstrou que OTA é relativamente estavel
a temperaturas até 250°C e que a presenga de umidade (50%) aumenta a
velocidade de decomposi¢do da toxina a 100°C e a 150°C. Os autores
observaram, entretanto, que a 200°C a presen¢a de umidade reduz a taxa de

decomposic¢éo de OTA (tabela 2).

TABELA 2. Tempo de meia-vida de OTA (BOULDRA, 1995).

Temperatura (°C) Trigo umido Trigo seco

(min.) (min.)
100 145 707
150 60 201
200 19 12
250 - 6
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Devido a estabilidade de OTA as temperaturas usuais de cozimento,
surgiram pesquisas introduzindo métodos altemnativos para obter sua
degradacgao ou eliminagéo.

Em estudo com ragdo para porcos, a adi¢do de carvdo ativado & mesma
resultou em redugdo no nivel de OTA no sangue e tecidos dos animais. Silicatos
de sddio, calcio e aluminio sdo capazes de adsorver OTA em ragdes, assim
como hidroxido de sodio. Entretanto, Scott (1996) apresenta criticas aos testes
de detoxicagado devido ao teor de residuos toxicos encontrados.

Deberghes et al. (1993) estudaram a agdo preventiva de meios fisicos,
quimicos e enzimaticos sobre a produgdo de OTA por espécies toxigénicas de
Aspergillus ou sob a condigdo de destruidores da toxina quando em meios de
cultura liquido ou solido. A exposigdo da cultura de A. ochraceus a raios UV por
duas horas mostrou ser eficiente na prevencdo de formagdo de OTA em meio
liquido. Irradiagé@o y também mostrou-se eficiente para prevenir a formagéo de
OTA e tambéem para sua destruicdo. As doses efetivas estavam entre 2 a 3 KGy
para o meio liquido e 4 a 5 KGy para o meio sélido. O efeito de congelamento (-
20°C) e descongelamento repetidos (a cada 20 minutos) sobre indculos de A.
ochraceus em meio liquido reduziu o crescimento dos micélios. Para demonstrar
a eficiéncia do método enzimatico foi aplicada a carboxipeptidase A bovina ao
inéculo. Sob a concentragdo de 4 a 5 U/l, a enzima demonstrou capacidade
6tima para clivar a OTA existente em meio liquido.

Stander et al. (2000) testaram algumas lipases comerciais oriundas de

distintos microrganismos (Rhizopus, Aspergillus, Pseudomonas e Penicillium)
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quanto a capacidade de clivar OTA até compostos n3o toxicos. Apenas uma
lipase oriunda de A. niger demonstrou capacidade hidrolitica sobre a OTA
separando-a em ocratoxina o (ndo tdxica) e fenilalanina; esta forma de
inativag&o de ocratoxina A n&o esta ainda comercialmente disponivel.

Varga et al. (2000) testaram 70 isolados de varias espécies de Aspergillus
quanto a habilidade de degradar a OTA. Cepas de A. fumigatus e de espécies
negras de Aspergillus eliminaram 2 ug de OTA/ml do meio de cultura (YES). A
cinética de detoxicag@o foi estudada com uma cepa de A. niger (CBS 120.49)
nao-toxica. Em sete dias de incubagdo o microrganismo demonstrou, em meios
liquido e sélido, ser eficaz na convers&o de OTA para ocratoxina a. A quantidade
de ocratoxina a aumentou nos primeiros seis dias e diminuiu gradualmente até

restarem tragos apods 10 dias de incubag3o.

4- TOXICIDADE

4.1. A¢coes sobre o metabolismo in vivo e in vitro, transferéncia

através da lactagao

Krogh (1987) resumiu as seguintes etapas sobre o metabolismo animal da
OTA: absorgao, distribuigdo nos tecidos, transformacéo e excre¢do. Em ratos
sujeitos a ingesta Unica de 10 mg de OTA por kg de peso corpdreo (10 mg/kg de

peso) demonstrou-se que a concentragdo da toxina era maior na mucosa do
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estdbmago nas primeiras 4 horas em relagdo ao intestino. A seguir, a absor¢ao
intestinal da toxina indicou o jejuno proximal como o local de maior absorgdo. A
veia portal foi a seguir a principal rota de transporte, embora ocorresse também
transporte pelos vasos linfaticos. Em experimentos com porcos alimentados com
racdo contaminada com OTA, o autor relatou presenca de residuos da toxina em
quatro tecidos na seguinte ordem decrescente: rins, figado, musculo e tecido
adiposo. Krogh relata que ratos submetidos a injegédo intra-peritonial de 1 mg de
OTA permitiram determinar que os rins continham duas vezes mais ocratoxina A
intacta do que o figado, apds 30 minutos: os rins continham entre 4 e 5% da
dose total.

Quanto as transformagdes metabdlicas, foi demonstrado em ratos que a
ocratoxina A se liga a albumina sérica in vitro e in vivo. Ratos injetados intra-
peritoneamente com OTA demonstraram que 1 a 1,5% da dose administrada foi
excretada na urina como (4R)-4-hidroxi-ocratoxina A e 25 a 27% como
ocratoxina a. Neste experimento concluiu-se que os ratos possuem a
capacidade de clivar entre 26 e 28,5% de OTA: a menor parte resultou no
analogo toxico (4-hidroxi-OTA) e a maior parte no nudcleo isocumarico
(ocratoxina a), considerado n&o-téxico. Segundo Krogh (1987) os animais
superiores excretam ocratoxina A e seus metabdlitos principalmente pela urina e
fezes e a seguir pela bile: ratos submetidos a ingesta de OTA, excretaram 6% de
OTA, 1,5% de (4R)-4-hidroxi-ocratoxina A e entre 25 e 27% de ocratoxina @ na
urina; nas fezes excretaram 12% de OTA e 9% de ocratoxina a. A taxa de

“clearance” de OTA dos tecidos de porcos demonstrou-se exponencial na
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concentrag@o ensaiada de 1 mg de OTA/kg de ragdo (KROGH, 1987). Quando
submetidos a ingesta de 1 mg de OTA/kg de ragdo durante 1 més e depois
mantidos sem a toxina pelo mesmo periodo, a meia-vida dos residuos nas
amostras de rins, figado, musculo e tecido adiposo esteve entre o 3° e 5° dia,
sendo a toxina ainda detectavel nos rins apés 1 més do término de exposicao.
Uma vez metabolizada, a OTA exerce diversos efeitos toxicos. A toxina
demonstrou efeito inibitério da sintese de proteinas in vitro e in vivo por
competicdo com a fenilalanina, na etapa da sintese de tRNA(phe) catalisada
pela fenilanil-tRNA sintetase. Até mesmo o metabdlito de OTA, o 4-hidroxi-
ocratoxina A, apresentou efeito semelhante, enquanto o nlicleo ocratoxina a e o
anélogo ocratoxina B ndo demonstraram efeito sobre a enzima (DIRHEIMER,
1996). A inibicdo da mencionada sintetase (fenilanil-tRNA) péde ser revertida
pela fenilalanina, o que explica o fato deste aminoacido demonstrar agéo
preventiva contra o efeito imuno supressor da OTA, podendo prevenir
parcialmente sua agdo teratogénica e nefrogénica (CREEPY et al., 1996).
Analogos de OTA, com substituicdo de fenilalanina por outro aminoécido,
demonstraram efeito inibitério semelhante sobre suas tRNA sintentases
correspondentes e consequente sinteses protéicas. A OTA age também sobre
aquelas enzimas que utilizam a fenilalanina como substrato causando
inativagdes: € o caso, por exemplo, da fenilalanina hidroxilase. E interessante
notar que a porgao fenilalanina da molécula de OTA foi parcialmente hidroxilada
a tirosina apos incubagéo com hepatocitos (CREEPY e al., 1996), demonstrando

a afinidade entre enzima e toxina.
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Meisner e Selanik (1979) demonstraram 26% de inibigdo da
gluconeogénese renal a partir do piruvato em ratos alimentados com 2 mg de
OTA/kg de ragéo/dia por dois dias, assim como 55% de reducio da atividade da
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). Os autores relacionaram o
bloqueio parcial da gluconeogénese renal a inibicdo da atividade de PEPCK,
embora no figado a atividade da enzima ndo tenha sido alterada. Estudo
subsequente, ainda em ratos, Meisner e Meisner (1981) verificaram que em
doses menores em relagdo ao estudo precedente (0,3 - 0,5 mg/kg) houve
redugdo da atividade de PEPCK em 50%, enquanto que outras enzimas
localizadas nos tubulos proximais do néfron ndo foram afetadas. Meisner et al.
(1983) demonstraram que esta redugdo ocorreu em fungdo da diminuigdo da
concentracdo de mRNA codificado para PEPCK in vivo, embora a velocidade de
transcricdo do RNA de PEPCK ndo tenha sido alterada. A remogdo da
fenilalanina da estrutura da toxina impediu inibigdo da atividade de PEPCK e da
sintese protéica in vivo.

Visto que a ocratoxina A tem efeito bloqueador, mesmo parcial sobre a
gluconeogénese, é esperado que o metabolismo de carboidratos seja afetado.
De fato, Krogh (1987) relatou que uma dose Unica de 15 mg de OTA/kg de peso
corpéreo causou o decréscimo do nivel de glicogénio no figado de ratos e seu
acréscimo no coragdo apos 4 horas: o declinio hepatico foi associado ao
aumento de glicose sérica e também a diminuigao de glicose-6-fosfato no figado.
Ao mesmo tempo, a atividade da enzima glicogénio sintetase no figado

decresceu e da fosforilase aumentou. Trés doses diarias de 5 mg de OTA/kg de
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peso corpdreo causaram diminuigdo da concentragéo de "glic_ogénio medida ao
supressao de sintese de glicogénio e aceleragéo da metabolizagéo do glicogénio
estocado no hepatécito.
A relag@o de transferéncia de OTA através da lactagdo esta comprovada.
O leite, assim como o soro sanglineo € um bom biomarcador para rastrear
xenobidticos e entre estes a OTA (BRERA et al. 2001). Apds dose intravenosa
ou oral de OTA a transferéncia desta, do sangue para o leite, foi verificada em
coelhas e ratazanas, segundo o relato de Ferrufino-Guardia et al. (2001).
Entretanto, os autores citam que n&o ocorreu a transferéncia de OTA da racédo
para o leite de porcas. Um estudo destes autores para verificar a transferéncia
de OTA do sangue para o leite em coelhas alimentadas repetitivamente com
ragdo contaminada ao longo de 19 dias demonstrou trés fatos interessantes, a
partir do 5° dia de ensaio:
1- A média de ingesta de OTA foi constante (15,6 wg/kg de peso
corpdreo/dia)
2- A média de OTA no plasma sangliineo manteve-se estavel também (2,9
ug/L)
3- A quantidade de OTA acumulada no leite elevou-se gradativamente: 37,7
ng/L ao 5° dia até 48,8 ng/L ao 19°. dia.
Quanto a transferéncia de OTA para o leite de mulheres italianas foi relatado

por BRERA et al. 2001 que em 67 doadoras, 63% dos leites demonstraram
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presenca de OTA (limite de detec¢do em 0,015 ng/ml). O intervalo de
concentragao esteve entre 0,015 ng/ml e 2,350 ng/ml.

Embora ocorram respostas diferenciadas para distintos animais, no caso dos
humanos n&o restam duvidas quanto a transferéncia de OTA de lactantes ao

leite.

4.2. Imuno supressao, agdo sobre mitocéndrias e peroxidagao

lipidica

Haubeck et al. (1981) relataram o forte efeito imuno supressor de OTA na
indugdo da resposta imune em camundongos apos inje¢do intra peritoneal de
0,005 ug de OTA por kg corpéreo. Os animais receberam a dose de OTA
acompanhada ou ndo de fenilalanina. Nos camundongos que receberam OTA +
fenilalanina na concentragdo de 1:2 ndo ocorreu efeito imuno supressor. Creepy
et al. (1983) investigaram o efeito imuno supressor em ratos de dois metabdlitos
de OTA: (4R)-4-hidroxi-ocratoxina A e ocratoxina a. O metabdlito (4R)-4-hidrdxi-
ocratoxina A demonstrou ser quase tao ativo quanto OTA como imuno supressor
causando 80% de redugdo das células produtoras de Imunoglobulina M
(lembrando que foi 90% a redugéo causada pela OTA) e 93% de redugdo das
células produtoras de Imunoglobulina G (contra 92% causada pela OTA).
Quanto a ocratoxina e, esta ndo se monstrou eficiente como imunossupressora,
indicando que a presenga da fenilalanina € necessaria para deflagrar a agdo

inibitoria. Os autores acima sugerem que o efeito imunossupressor da OTA seja
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causado pela inibigdo da sintese de proteinas por competicdo com fenilalanina
na reacao catalisada por fenilalanil-tRNA sintetase. Ademais, concluem que a
parte isocumarica da molécula (ocratoxina @) ndo é capaz de causar
imunossupresséo e que a hidroxilagdo de nicleo isocumarico ndo afeta o efeito
toxico da OTA.

E freqliente a utilizagdo de mitocondrias in vitro para detectar efeitos
deletérios de compostos. O estudo in vitro com mitocondrias hepaticas de ratos
demonstrou que a OTA inibe a respiragdo da organela, atuando como
competidor das proteinas carreadoras localizadas na membrana interna da
mitocdndria. Foi evidenciado que a entrada de OTA na mitocondria era um
processo dependente de energia, resultando em deplegdo do ATP intra-
mitocondrial. Adicionalmente, a OTA inibia o transporte de fosfato no interior da
mitocondria, resultando em sua degeneragdo. Esta acdo degenerativa ja havia
sido observada em ratos sujeitos a doses orais de 10 mg de OTA/kg de peso
corpéreo (KROGH, 1987).

Outra agao toxica de OTA é sua capacidade de formar perdéxidos em
lipideos por oxidagdo, in vivo e in vitro, prejudicando a funcionalidade de
biomembranas celulares e mitocondriais, levando a reagbes que podem levar a
morte celular. Rahimtula et al. (1988) investigaram a agdo de OTA em
microssomos de figado de ratos e observaram aumento importante da taxa de
peroxidacao lipidica, a qual podia ser inibida pela adigdo de antioxidante BHT.
Os autores sugeriram que a OTA facilita a etapa de iniciagdo da peroxidagédo

lipidica e/ou auxiliando a redugéo de Fe*" a Fe?* pelo NADPH ou pelo ascorbato,
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através da formagdo do quelato OTA-Fe*". In vivo o processo deve envolver a
mediaga@o do citocromo P-450. Omar et al. (1990) confirmaram a mediagédo do
citocromo P-450 utilizando um sistema que incluiu vesiculas de fosfolipides,
citocromo P-450 redutase, Fe**, e NADPH em presenca de OTA. O sistema
experimental demonstrou a formagdo de um complexo OTA-Fe*. A taxa de

reducdo de Fe** a Fe**

sofreu aumento significativo na presenca de OTA,
indicando que a toxina estimula a peroxidagao lipidica por complexa¢cdo com
Fe*, facilitando sua redugdo. Hohler (1998) relatou o efeito do uso de

antioxidantes como o acido ascoérbico e a forma soluvel em agua de vitamina E

(Trolox C) na reducéo dos efeitos toxicos de OTA em ratos e bactérias.

4.3. Teratogénese, mutagénese e carcinogénese

A ocratoxina A tem acao teratogénica sobre ratos: injegao peritonial de 5
mg de OTA/kg de peso corpdéreo em camundongas gravidas ao 7° e 12° dias da
gestagdo aumentaram a mortalidade pre-natal, produziu diminuicdo do peso
fetal, mas formagdes, anencefalia, anomalias oculares, faciais e digitais dos
recém nascidos. Ratazanas e hamsters quando submetidas a injegées contendo
OTA demonstraram efeitos similares (KROGH, 1987).

Mayura et al. (1984) estudaram a eficacia inibitoria da fenilalanina sobre a
capacidade teratogénica da OTA: injetaram dose Unica de OTA (1,75 mg/kg
corpoéreo) em ratazanas gravidas com e sem adi¢ao de 20 mg/kg e 25 mg/kg de

peso corpéreo de fenilalanina. Houve 72% de involugdo embrionaria e alta
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incidéncia de mas formagGes. Em resumo, a fenilalanina ndo demonstrou agéo
protetora quando co-administrada com OTA em niveis inferiores a 20 mg/kg.
Entretanto, quando o aminoacido foi administrado em dose U(nica em
concentragées de 20 mg/kg ou 25 mg/kg de peso corporeo, conseguiu-se
redugéo dos efeitos teratogénicos, embora néo significativa.

Para examinar a capacidade mutagénica de OTA procederam-se ensaios
com Bacillus subtilis, Samonella typhimurium e Saccharomyces cerevisiae e 0s
resultados foram negativos (KROGH, 1987). Em células humanas, Manolova et
al. (1990) testaram in vitro a capacidade da ocratoxina A de induzir aberragées
cromossOmicas em linfocitos periféricos: o nivel de aberragées in vitro aumentou
cinco vezes em relagédo ao controle. Observou-se que a toxina promoveu
aberragdes nos cromossomos X, similares aquelas detectadas em linfécitos de
pacientes que sofrem de nefropatia endémica, como citaremos logo adiante.
Pfohl-Leszkowicz et al. (1993) estudaram o efeito genotdxico de OTA medindo a
formagéo e o “clearance” do complexo OTA-DNA apds administragédo oral de 2,5
mg de OTA/kg corporeo em camundongos. Foram detectados diversos
nucleotidios modificados do DNA de rins, figado e bago, 24 horas apds a
administracdo. O rim foi o principal alvo da genotoxicidade de OTA; os
nucleotidios modificados desapareceram no figado e bago apos 5 dias da
administragao de OTA,; porém persistiram até o 16° dia nos rins.

O efeito carcinogénico de OTA em ratos esta bem estabelecido. O
International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou a toxina como

“possivel carcinégeno humano baseado em suficiente evidéncia carcinogénica
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obtida dos testes com animais e evidéncia inadequada para humanos” (KUIPER-
GOODMAN, 1996).

Os resultados de muitos estudos com camundongos na década de 80,
detectando maior incidéncia de tumores nos animais submetidos a dietas com
ocratoxina A foram apresentados por Krogh (1987). Kuiper-Goodman (1996), em
relagdo aos rins, comparou os efeitos toxicos de OTA em ratos a compostos
carcinogenos genotoxicos e ndo-genotoxicos tendo demonstrado que OTA se
comporta mais como toxina carcindgena genotdxica. A conclusio esta baseada
(1) no evidente carater maligno; (2) no alto indice de metastases; (3) na baixa
dose de toxina necessaria para o desenvolvimento do tumor e (4) na rapida
progress&o. Entretanto, a autora aponta inconsisténcias nestes estudos e alerta
gue mecanismos nado-genotdxicos podem ser também responsaveis pelo efeito

carcinogénico da ocratoxina A.

4.4 Nefropatias

4.4.1 Nefropatias endémicas em animais e humanos

Casos de nefropatias em suinos sdo encontrados frequentemente na
Escandinavia; a descoberta iniciou-se na Dinamarca em 1928, conforme relatou
Krogh (1987). A incidéncia da doenga em 1971 estava entre 0,6 e 65,9 casos por
10.000 porcos, dependendo da regido, com epidemias registradas em 1963 e

1971, associada a alta umidade dos graos das dietas, em fungéo das condigbes
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climaticas dos respectivos anos. Os estudos revelaram que a ocorréncia de OTA
na ragao era o fator etioldgico da nefropatia suina, embora a toxina citrinina
pudesse estar envolvida também. Na Hungria, em 1980-1981, foi realizado um
estudo epidemioldgico onde encontrou-se taxa de 2,0 casos de nefropatia por
10.000 porcos; 39% dos rins doentes continham residuos de OTA. As mudangas
morfolbgicas causadas pela doenga em porcos sdo caracterizadas por
degeneragao dos tubulos proximais, fibrose intersticial da cortex renal e perda de
alguns glomerulos. Na Dinamarca, lesGes renais associadas a ingesta de
ocratoxina A também foram encontradas em aves (KROGH, 1987).

A correlagdo de OTA com nefropatias em humanos foi estudada em
diversos paises. Bacha et al. (1993) estudaram a relagdo entre a presenca de
OTA no sangue e casos de nefropatias na Tunisia. Dos 310 voluntarios que
sofriam de doengas renais, 100% apresentaram OTA no sangue analisado, em
concentragGes entre 25 e 100 ng/ml e média 56 + 19 ng/ml. Na populagao geral,
442 amostras de sangue de voluntarios foram analisadas e em 70% OTA foi
detectada em concentragbes entre 2 e 100 ng/ml.

Na Argélia, Khalef et al. (1993) investigaram a presenga de OTA no
sangue da populagdo geral (346 voluntarios) e nefropatas (84 voluntarios)
encontrando 66% e 95% de amostras positivas para OTA respectivamente. O
teor médio de OTA foi 2,8 + 2,6 ng/ml para a populagdo geral e foi 7,4 £ 7,1
ng/ml para a populagéo doente. A incidéncia de OTA no sangue da populagao
dos dois paises (Argélia e Tunisia) foi maior que a encontrada em outros paises

investigados. Hadlok (1993) analisou a incidéncia de OTA na populagdo de
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diversas regides da Alemanha, compilando estudos realizados na década de 80.
De 56 a 68% dos voluntarios investigados apresentaram OTA no sangue em
concentragées entre 0,1 e 14,4 ng/ml. Nas regides francesas da Alsacia,
Aquitania e Alpes franceses a incidéncia de OTA na populagao foi em média
20% com concentragdo média 0,1 ng/ml nos anos de 1991 e 1992 (CREEPY et
al., 1993). No Japéo, a concentracdo de OTA em plasma de 184 voluntarios foi
investigada durante quatro anos. Estes voluntarios apresentaram 85% de casos
positivos, com 68 x 10°ng/ml de concentragdo média de OTA (UENO et al.,
1998). No Canada, em estudo realizado com 159 voluntarios em 1990, nao
houve diferenga significativa entre incidéncia de OTA no sangue de pacientes
nefropatas e nao-nefropatas. 40% apresentaram concentragdo média de 0,47
ng/ml entre os positivos para OTA (KUIPER-GOODMAN et al., 1993).

A relagdo entre a concentragdo de OTA e nefropatias esta estabelecida
em certos paises dos Balcas, Escandinavia e norte da Africa; em outros paises

esta relagédo nédo é conclusiva.

4.4.2 Nefropatia endémica dos Balcas (Balcan endemic nephropathy- BEN)

A nefropatia endémica dos Bélcas (BEN) é uma doenga renal observada
em populagées da antiga lugoslavia, Roménia e Bulgéria. Nas ultimas decadas,
investigacGes etiologicas a respeito de bactérias, virus, metais toxicos e fatores
genéticos foram conduzidas sem resultados conclusivos. BEN &€ uma doenga

cronica e endémica que ocorre usualmente na faixa etaria entre 30 e 50 anos e
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que afeta mais as mulheres. E caracterizada pela redugdo significativa do
tamanho dos rins e seu progresso leva lentamente @ morte. Anatomicamente, a
doenga leva a degeneracéo tubular, fibrose intersticial e hialinizagao glomerular
na cortex.

Ha muitas similaridades entre as mudangas estruturais e funcionais renais
encontrada na nefropatia endémica dos Balcas e a nefropatia suina induzida por
OTA. Investigagdes em alimentos indicaram maior exposicédo a OTA nas areas
endémicas da antiga lugoslavia (12,8%) que nas areas de controle (1,6%)
(KROGH, 1987).

Embora haja controvérsias sobre a relagéo entre BEN e ocratoxina A,
pesquisas recentes apontam correlagdo entre OTA e nefropatia. Radic et al.
(1997) publicaram resultados obtidos apés dez anos de estudos comparativos
entre habitantes de uma vila com doengas renais endémicas e vilas de controle
na Croacia. A incidéncia de OTA em 6.909 amostras de sangue coletadas no
periodo atingiu 4,5% na vila com doenga renal endémica e 2,4% nas vilas de
controle com concentragéo entre 2 e 50 ng/ml e 2 e10 ng/ml, respectivamente.
Quase todas as amostras de alimentos (cereais e feijées) e sangue coletados na
regido endémica continham OTA.

As nefropatias endémicas estdo associadas, portanto a presenga de OTA,
embora continuem indeterminados os alvos especificos da toxina nos rins e sua

forma de atuag&o.
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5- OCRATOXINA A EM CAFE

5.1. Ocorréncia de OTA em alimentos e no café

Os cereais (milho, trigo, aveia, cevada, centeio e arroz) sdo considerados
os alimentos com maior incidéncia de ocratoxina A, contribuindo com até 50% da
ingestao total de OTA no mundo (PITT, 2001). Embora a infecg@o dos cereais
pelos fungos produtores de OTA ocorra antes e apés a colheita, predomina a
produgdo de OTA pds-colheita (PITTET, 2001). A maior parte dos registros de
sua ocorréncia em alimentos & proveniente da Europa Central, Balcas e
Escandinavia, onde as principais fontes de ingesta de OTA sé&o cereais (60%),
vinho (25%), suco de uva (5a 7%) e café (5 a 7%) (PITT, 2001). Outros paises
como india, Canada e Estados Unidos também estdo susceptiveis a altos teores
de OTA em certos produtos, principalmente em ragdes animais (PITTET, 2001).
A OTA foi detectada em outros produtos como soja e feijoes, cacau, uvas
passas, cerveja, condimentos, rins de suinos e chourigo em varias
investigagdes. Dados recentes da incidéncia de OTA em alimentos estéo

apresentados na tabela 3.
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TABELA 3. Ocorréncias recentes de OTA em alimentos (exceto café).

Alimento Pais Ocorréncia  Contaminagéo Referéncias
Positivos/total (ng/g)
Cacau e derivados Reino Unido 50/60 0,1-24 Slayne
(2001)
Trigo e cevada E.UA. 55/486 02-314 Trucksess et
al. (1999)
Cerveja Dinamarca 21/21 0,2-0,99 Jorgensen
(1998)
Uvas secas Reino Unido 286/301 0,1-40,8 Slayne
(2001)
Vinho tinto Reino Unido 28/50 0,1-1,0 Slayne
(2001)
Carne e rins de Dinamarca 64/76 0,2-1,3 Jorgensen
suino (1998)
Carne e rins de Dinamarca 73/149 0,2-0,99 Jargensen
aves* (1998)

* Frango, peru, pato e ganso

O café &€ um substrato adequado para o desenvolvimento de fungos
produtores de OTA, este fato esta registrado em numerosos estudos ao longo
das ultimas trés décadas. Levi et al. (1974) analisaram 335 amostras de cafe
verde e encontraram 22 contaminadas com OTA, onde o limite de detecgéo do
método analitico era =20 ng/g. As amostras positivas apresentaram
concentragdo da toxina entre 20 e 360 ng/g. Com o aprimoramento dos niveis de
deteccdo, Micco et al. (1989) analisaram 29 amostras de café verde coletadas

em porto na ltalia provenientes do Brasil, América Central e Africa e encontraram
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58% de contaminagdo com teores de OTA entre 0,2 e 15 ng/g (limites de
detecgdo 0,01 ng/g). Nakajima et al. (1997) analisaram 47 amostras de café
verde provenientes da Asia, Africa e América do Sul e encontraram 30% de
contaminagdo em niveis entre 0,1 ng/g (limite de detecgdo) e 17,4 ng/g e
localizadas somente nas amostras dos continentes africano e asiatico. A
incidéncia de OTA em café verde brasileiro foi estudada por Furlani (1998): em
84 amostras obtidas de seis estados produtores, 18 apresentaram contaminagao
por OTA com valores entre 1,7 e 147,5 ng/g (limite de detecgé@o 0,7 ng/g). A
importancia da ocorréncia de OTA em café verde oriundo nos continentes

produtores podem ser vistos na tabela 4.

TABELA 4. Ocorréncia de OTA em café verde de vérias origens nos ultimos trés

anos.
Origem Ocorréncia Contaminagdo Referéncias
Positivos/total  (ng/g)
Africa 42/51 0,2-62,0 Heilmann et al. (1999)
Africa 76/84 0,5-48 Romani et al. (2000)
América Central 6/15 0,2-0,8 Heilmann et al. (1999)
Ameérica do Sul  9/10 0,1-49 Trucksess et al. (1999)
Américado Sul  5/17 02-1,0 Heilmann et al. (1999)
América Latina  19/60 01-77 Romani et al. (2000)
Asia 11/18 0,2-4,9 Romani et al. (2000)
Asia 20/29 0,2-4,9 Heilmann et al. (1999)
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Brasil 17/37 0,2-6,24 Gollicke et al. (2001)

Brasil 27/132 0,7-4728 Leoni et al. (2001)

Como se observa na tabela 4, o café verde de origem africana apresenta
maior concentracdo de OTA do que os provenientes dos demais continentes
produtores em pesquisas recentes. O café brasileiro também aparece com alta
concentragdo de OTA segundo Leoni et al. (2001), embora apresente baixa
incidéncia (cerca de 20% de positivos). Estes resultados nao concordam com 0sS
de Golliicke et al. (2001) cuja amostragem apresentou baixa concentracé@o da
toxina no café brasileiro. A provavel razdo da discrepancia € a origem das
amostras analisadas por Golliicke et al., composta exclusivamente de café verde

destinado a exportagao.

5.2 Etapas de processamento de café verde susceptiveis a

formagdo de OTA

As etapas de processamento do café estao esquematizadas na figura 2. A
formacdo de OTA podera ocorrer durante a secagem nas duas vias do

processamento de café verde.
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COLHEITA DA FRUTA

LIMPEZA
l
[ i)
VIA SECA VIA UMIDA
Secagem em Lavadores
terreiro ou secadores
CAFE EM COCO Despolpamento Mecanico

Tanques de Fermentagao

|

Lavagem

Secagem em
terreiro ou secador

CAFE EM PERGAMINHO
a. b.

FIGURA 2. Despolpamento de café (a) pela via seca e (b) pela via (mida.

(VINCENT, 1987).

Bucheli et al. (2000) investigaram a formagédo da toxina em café Robusta
proveniente da Tailandia durante a secagem do fruto em trés ensaios distintos:
solo, concreto e mesa de bambu durante 20 dias. O teor de OTA no grao de café
cru apos a secagem foi baixo (média 0,2 ng/g) independente do piso estudado.
Entretanto, o pericarpo que envolve o grdo apos a secagem, formando o “café
coco”, apresentou contaminagdo irregular porém alta, chegando a 220 ng/g.

Neste estudo foi relevante o grau de maturidade e integridade das cerejas do
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café. Os autores concluiram que gréos danificados ou excessivamente maduros
seriam mais susceptiveis ao desenvolvimento de OTA.

A avaliagdo microbioloégica de café verde Robusta armazenado sob
condigbes variadas, em relagdo a umidade e temperatura, na Tailandia nao
demonstrou correlagdo univoca entre OTA versus umidade ou OTA versus
condi¢bes precarias de armazenagem (BUCHELI et al., 1998). Os autores
estudaram o efeito do armazenamento em silo industrial (sob ar-condicionado,
aerado e ndo aerado) e em sacas (sob condigdes ambientais) por oito meses.
OTA foi encontrada em todas as amostras analisadas durante o periodo de
testes, com meédias 4,5 ng/g (silo com ar-condicionado), 4,9 ng/g (silo aerado),
2,8 ng/g (silo ndo aerado) e 1,9 ng/g (sacas). Entretanto, ndo houve relacéo
entre o teor de OTA e o tempo de estocagem, pois a concentragdo média inicial
de toxina era 3,9 ng/g.

Teixeira et al. (2001) compararam os teores de OTA encontrados em 132
amostras de café verde retiradas de varios estagios do processamento de café
verde proveniente de quatro fazendas nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais. Os resultados apontaram o terreiro de secagem como o mais propicio
para a formagéo de OTA. Os autores identificaram alguns pontos criticos nesta
etapa, observados nas fazendas analisadas: posigdo geografica desfavoravel,
localizado em uma baixada hidrografica muito afetada pelo orvalho matutino:
auséncia de periodicidade na movimentagdo do café no terreiro dificultando a
exposi¢ao dos graos ao sol e finalmente, altura da camada de café maior que a

recomendada. Os autores apontaram que amostras cujos teores de OTA eram
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mais elevados foram encontradas em fazendas onde as boas praticas agricolas

nao eram praticadas.

5.3 Efeito do transporte (terrestre e maritimo) e armazenamento

portuario na formacgao de OTA

O cafée € produzido, em geral, em regies de planalto em paises
localizados nas zonas tropicais. No momento de exportagéo, o café verde (cru)
parte da regiao produtora por transporte terrestre para o embarque sob trés
formas: em sacas de 60 kg dentro de contéineres, ou ensacado e conduzido em
transporte aberto, ou a granel em contéiner protegido por embalagem pléastica. O
café € levado via maritima aos paises importadores da América do Norte,
Europa e Asia. No porto de destino o café permanece nos contéineres durante o
tramite legal, sendo entéo transportado a industria torrefadora.

Blanc et al. (2001) coletaram dados de umidade relativa e temperatura em
trés investigagGes. A primeira coleta, durante a armazenagem em um porto de
destino no norte da Europa revelou a ocorréncia de diversos periodos de
condensacgdo de vapor de agua no espago entre as sacas de café e o teto do
contéiner, com longos periodos de umidade relativa acima de 85%.

A segunda fase do estudo avaliou as condigbes do transporte terrestre da
regido produtora até o porto de embarque, e o transporte maritimo até o porto de
destino em condi¢gbes de transporte aberto em sacas. Os autores observaram

aumento importante de temperatura e umidade relativa no topo das sacas




durante o transporte terrestre, criando um ambiente propicio & deterioragdo dos
graos. Durante o transporte maritimo n&o foi verificada situacdo critica em
relagdo aos parametros estudados.

A terceira fase do estudo foi similar & segunda. Neste caso, os parametros
foram analisados em café a granel, transportado fechado dentro de contéiner até
o porto de destino. Foi observado que durante o transporte terrestre ocorreriam
condicbes extremas de umidade relativa e temperatura, porém sem
condensacé@o de vapor. Neste caso, o transporte maritimo e a estocagem no
porto ndo foram situagdes criticas em relagdo aos parametros estudados.

O estudo de Blanc et al. (2001) indicou que a fase terrestre do transporte
do café era a mais critica para a formagdo de OTA. As diferengas climaticas
entre os hemisféricos contribuem para a variagdo da atividade de agua dos

graos em transporte e conseqiientemente sobre a formagéo da toxina.

5.4. Processos para remover OTA do café cru

A selecdo automatica de grdos de café por método fotocromatico, etapa
usual no processamento de café verde para a eliminagédo de gréos defeituosos,
mofados e pretos, foi testada por Heilmann (1999) para verificar a capacidade de
eliminar grdos com OTA. Foi utilizado um equipamento de selegdo cromatica
Elexso que utilizava a luz refletida na superficie do gréo para detectar diferencas
cromaticas. Ao final do procedimento obtinha-se duas categorias de grédos: os

selecionados e os rejeitados. O teste foi realizado com 3 amostras cuja
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concentragdo media era de 6,5 ng/g de OTA . ApOs a separagdo, os graos
selecionados apresentaram teor de OTA de 8,4 ng/g e os rejeitados 28,0 ng/g. O
teor de 8,4 ng/g de OTA nos gréos selecionados mostrou, entretanto, que a
presenca de OTA ndo modifica necessariamente a estrutura e cor do grdo de
café verde. Este fato foi confirmado por Leoni et al. (2001) quando analisou 137
amostras de café brasileiro e ndo encontrou relagdo entre concentracdo de OTA
e quantidade de defeitos, contados manualmente segundo a classificacao oficial.

Outro método testado foi o tratamento com vapor. O seu uso em café
verde € um processo facultativo utilizado em alguns paises como a Alemanha
para obtencdo de cafés de sabor suave, através da remogdo de compostos
como o 3-metoxi-4-hidroxiestireno formado pela decomposigdo de acidos do
complexo do &cido clorogénico (CLARKE, 1987c). Heilmann et al. (1999)
observou a redugdo da concentragdo média de OTA de 6,5 para 4,9 ng/g em 4
amostras retiradas de um lote de 3.500 kg de café verde submetido a vapor a
1,7 bar de pressdo e 140°C por 40 minutos. Os resultados sugerem que o
processo apresenta alguma eficiéncia, entretanto maior amostragem seria
necessaria para dimensionar a agao da vaporizagao.

Aléem da vaporizagéo, outro processo utilizado para a obtengdo de café
com sabor suave € o dewaxing, utilizado mais frequentemente na Alemanha. O
processo consiste na remogdo, através de solventes, de compostos
responsaveis por determinados aromas indesejaveis, destacando-se o carboxi-5-
hidroxitriptamida (C-5-HT) (CLARKE, 1987c). E um processo que utiliza os

mesmos principios da descafeinizagdo, embora menos vigoroso. Heilmann et al.

42



(1999) investigou a eficiéncia deste processo na remogéo da ocratoxina A. Trés
amostras de um lote de 3.000 kg foram analisadas quanto ao teor de OTA antes
e apds do processo de dewaxing. As amostras que continham nivel de OTA em
6,2 ng/g, 4,7 ng/g e 8,7 ng/g antes do processo mostraram valores de 3,8 ng/g,
19,0 ng/g e 3,0 ng/g respectivamente apds o tratamento com acetato de etila e
vaporizagao a pressdo de 1,27 bar e 118°C por 2 horas. Os resultados sugerem
que o uso do solvente pode ter alguma eficiéncia na remogédo de OTA, como
citaremos mais adiante. O pequeno numero de amostras investigados neste
estudo e a inconsisténcia do resultado da segunda amostra ndo permitem avaliar

mais profundamente a eficiéncia do processo.

6. A PREPARAGAO DO CAFE PARA O CONSUMO E O EFEITO

SOBRE OTA

6.1 Torragcao, moagem e a resisténcia da OTA

A torragao € um processo térmico no qual o café verde (cru) € submetido
a temperatura entre 200-250°C por tempo variavel, geralmente entre 5 e 15
minutos. Durante a torragdo ocorrem mudangas quimicas com a formagdo de
aromas e compostos com cor escura, e fisicas, com perda de agua e massa
seca, principalmente gas carbdnico e outros volateis. A torragdo ocorre

usualmente sob condi¢gées atmosféricas, sendo que a fonte de calor mais
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comum € o ar quente obtido da combustdo de gases ou outros compostos
combustiveis (CLARKE, 1987d).

O processo de moagem consiste do fracionamento do gréo torrado inteiro
em particulas finas usualmente através de moedores de impacto. Quanto mais
fina a moagem, melhor seré a extragdo dos solidos soliveis pela agua e dos
volateis do café, embora a escolha do tamanho da particula seja fungéo do
equipamento utilizado na extragéo da bebida (CLARKE, 1987d).

Ate 1987 considerava-se que OTA era decomposta durante a torragso e
moagem dos gréos de café crus. A partir de entdo surgiram controvérsias sobre
o efeito da torragéo e preparacdo da bebida e a resisténcia da toxina. As razées
das discrepancias podem ser devidas aos métodos experimentais de inoculagao
da OTA e a evolugdo dos métodos analiticos de detecgdo da toxina que em
1974 detectava a partir de 20 ng/g e hoje esta abaixo de 0,2 ng/g (VIANI, 1996:;
PITTET et al., 1996; BLANC et al., 1998). A ndo homogeneidade de distribuigao
de OTA em amostras de café é um fator ainda muito intrigante e seguramente é
o fator responsavel pela discrepancia dos resultados das pesquisas até hoje.

A tabela 5 apresenta estudos sobre a redugdo de OTA obtida apos a

torragao de café registradas nas ultimas duas décadas.
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TABELA 5. Efeito da torragéo na redugdo de OTA

N°. de Origem da Parametros de % de Referéncias

amostras toxina Torragdo redugao

4 Inoculagao*  200°C/10-20 min 0-12  Tsubouchi et al.
(1988)

2 natural™* 5 — 6 min/torra escura 90 - 100 Micco et al. (1989)

3 natural 252°C/100-190 seg 14 -62 Studer-Rohr et al.
(1995)

2 inoculagdo  252°C/100-190 seg 2-28  Studer-Rohr et al.
(1995)

6 natural 223°C /14 min 84 Blanc et al. (1998)

* Os graos de café foram inoculados com esporos de Aspergillus ochraceus e incubados.

** Graos naturalmente contaminados.

Urbano et al. (2001) testaram 18 amostras de café arabica artificialmente
contaminadas com OTA e submetidas as temperaturas de 200°C, 210°C, 220°C
por 10 e 15 minutos. O nivel de destruigdo foi distinto para cada bindmio
tempo/temperatura: a 200°C esteve entre 22 e 48%; a 210°C entre 39 e 65% € a
220°C entre 89 e 94%. Segundo os autores, a torragdo foi um procedimento
efetivo na destruigdo de OTA nas condigGes estudadas dependendo do binémio
tempo/temperatura adotados. Estes resultados de Urbano et al. e os dados da
tabela 5 sugerem que tempo curto e temperatura baixa ndo favorecem a

decomposigao de OTA, ou seja, a temperatura deveria estar em torno de 220°C
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e o tempo acima de 10 minutos. Na pratica, porém, este binémio pode ndo

produzir um produto sensorialmente aceitavel para muitos consumidores.

6.2 Ocorréncia de OTA em café torrado/moido

A presenga de OTA em amostras comerciais de café torrado e moido foi
detectada por primeira vez por Tsubouchi et al. (1988). Os autores analisaram
68 amostras comercializadas na cidade de Nagoya, Japdo, em 1987,
provenientes de varios paises produtores na Asia, Africa e América Latina e
encontraram 5 amostras (7%) contaminadas em niveis entre 3,2 ng/g e 17,0 ng/g
(limite de detecgdo: 2 ng/g). Studer-Rohr et al. (1995), analisaram 40 amostras
de café torrado comercializado na Suiga quanto ao teor de OTA. Sete amostras
(15%) apresentaram contaminagéo entre 0,2 e 1,8 ng/g.

A tabela 6 apresenta a incidéncia de OTA em café torrado e

torrado/moido no periodo de 1996 a 2000 em varios paises.

TABELA 6. Incidéncia de OTA em café torrado e torrado/moido

Pais de Tipo de café Ocorréncia  Contaminagdo Referéncias

comercializagéo Positivos/total (ng/g)

Brasil Torrado e 23/34 0,3-6,5 Leoni et al.
(Campinas-SP) moido (2000)
Brasil (Belo Torrado e 41/47 0,99 - 5,87 Prado et al.
Horizonte-MG) moido (2000)
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Estados Unidos Torrado 9/13

Dinamarca Torrado 11/11

Espanha Torrado e 28/28
moido

Europa Torrado e 299/633

moido+sollvel
Reino Unido Torrado e 17/20

moido

0,1-1,2
0,1-3,2
0,22 - 5,64
0,56-27.2
0,2-2,1

Trucksess et
al. (1999)
Jargensen
(1998)
Burdespal e
Legarda
(1998)

van d. Stegen
et al. (1997)
Patel et al.

(1997)

6.3 Passagem de OTA para a bebida de café

A bebida de café é obtida a partir de um processo fisico de extragdo

solido-liquido. As condi¢bes de contato (temperatura, pressdo e tempo) sdo

estabelecidas para que os constituintes soliveis do café sejam extraidos pela

agua na concentragdo requerida. As técnicas mais usuais de preparagdo da

bebida s&o: filtragdo (percolagdo), infusdo, fervura e decantagdo (café turco).

Embora os métodos apresentem diferengas entre si, a temperatura da agua

varia entre 65°C e 120°C e o tempo de contato com o café varia entre 2 e 10

minutos (PICTET, 1987). A concentragéo de sodlidos sollveis da bebida varia em
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torno de 1%, entretanto este valor depende da preparagéo adotada e de habitos
e preferéncias culturais (CLARKE, 1988a).

A maioria dos estudos aponta a transferéncia de OTA para a bebida
durante o processo de extragdo. Studer-Rohr et al. (1995) analisaram 40
amostras de bebida de café preparadas com café torrado/moido comercial pelo
método de filtragem (filtro de papel) na proporgdo de 30g de café torrado/moido
para 500 ml de agua fervendo. A OTA foi detectada em 18 amostras de bebida,
com concentragao entre 0,4 e 7,8 ng por grama de café moido. Os autores
também testaram a transferéncia a partir de café verde inoculado com OTA e
concluiram que entre 25 e 50% da toxina foi encontrada na bebida, mesmo apos
a torragdo. Van d. Stegen et al. (1997) coordenaram um estudo envolvendo 9
laboratdrios europeus em diferentes paises, cada um utilizando o método local
tipico para a preparagdo da bebida. Os resultados mostraram transferéncia de
94% em meédia de OTA a partir de café torrado/moido (28% de coeficiente de
variagéo).

Leoni et al. (2000) examinaram o efeito de dois métodos de preparagéo
da bebida de café utilizados no Brasil quanto a permeagéo da OTA. Utilizando a
filtracdo, cujo método consiste na adigdo de agua fervendo ao pd previamente
colocado dentro de um filtro de papel, houve transferéncia de 86% de OTA (15%
de coeficiente de variagdo). Com o método tradicional, que consiste na fervura
do po de café em agua e posterior filtrag&o, observaram 74% de transferéncia da

toxina (20% de coeficiente de variagédo).
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Doze anos de investigagdo sobre a passagem da OTA durante o
processo de obtengéo da bebida n&o encerram a questdo, porque Micco et al.
(1989) ndo detectaram OTA em bebida preparada a partir amostras de café
torrado artificialmente contaminado com 6 ng/g de toxina. A utilizagdo de
amostras contaminadas naturalmente versus contaminagdo artificial e a
distribuicéo heterogénea de OTA nos grdos de café contribuem para a

discrepancia dos resultados.

6.4 Producao de café soluvel

A obtengéo de café sollvel resulta de um processo complexo de extragdo
de solidos soluveis e de compostos volateis a partir do café torrado/moido,
seguido de secagem. O processo envolve baterias de percolagéo, onde o café
torrado/moido é colocado em colunas estéticas paralelas e o fluxo de agua
quente passa por elas extraindo os sélidos solUveis. A agua, que € o solvente da
operagdo, entra em contato com o café a temperatura de aproximadamente
100°C, embora a temperatura de alimentacdo da agua no sistema alcance
180°C. O objetivo € obter um extrato com concentragéo de soélidos solliveis entre
15-25% que sera seco em atomizadores ou liofilizadores até a umidade final de
café soluvel entre 2 e 5% (CLARKE, 1987a,b).

Segundo Blanc et al. (1998), o processo de obtengdo de café sollvel
reduz o teor de OTA previamente encontrado no café verde original. Os autores

observaram 13% de redugdo de OTA em relagdo ao café verde em estudo
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realizado com 50 amostras de café robusta naturalmente contaminadas
provenientes da Tailandia. A redugdo mais significativa de OTA na investigagao
de Blanc et al. ocorreu, entretanto, durante o processo de torragdo quando a
concentracao da toxina foi reduzida a 16% do nivel presente no café cru (verde).
Neste estudo, a torragdo foi um processo mais importante na destruigdo da
toxina que a producao de soluvel.

A inclusdo de pergaminho e cascas de café no processo de extracao
pode levar ao aumento de OTA no produto final (VIANI, 1996; PITTET et al.,
1996), uma vez que usualmente sdo mais suscetiveis & contaminagao (ver item
5.2). Esta pratica é coibida pelos érgéos de fiscalizagéo de alimentos em varios
paises.

A tabela 7 apresenta a incidéncia de OTA em café soltvel no periodo de

1996 a 2000.

TABELA 7. Incidéncia de OTA em café solGvel

Pais de Tipo Ocorréncia  Contaminagdo Referéncias

comercializaggo Positivos/total (ng/g)

Brasil Soluvel 8/10 0,31-1,78 Prado et al.
(2000)

Brasil soluvel 16/16 0,5-5,1 Leoni et al.
(2000)

Espanha solavel 9/9 0,19-1,08 Burdaspal e
Legarda
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(1998)

Reino Unido soluvel 64/80 0,1-8,0 Patel at al.
(1997)
Australia Solavel 7/22 0,2-4,0 Pittet et al.
(1996)
Estados Unidos Soluvel 3/6 1,5-21 Pittet et al.
(1996)
Alemanha Soluvel 5/9 0,3-2,2 Pittet et al.
(1996)

6.5 Descafeinizacao

O processo de descafeinizagdo consiste na remogdo da cafeina do café
com o objetivo de minimizar seus efeitos fisiologicos. A operagdo de extragdo
ocorre pelo contato do café verde previamente tratado com vapor a 120°C por
30 minutos com solventes apropriados, como diclorometano, acetato de etila,
agua ou diéxido de carbono supercritico. As condigdes de extracdo, dependendo
do método, requerem temperaturas do solvente entre 50 e 120°C, durante 8 a 10
horas de processo (KATZ, 1987).

Micco et al. (1989) submeteu uma amostra de 1 kg de café robusta verde
naturalmente contaminada com 6 ng/g de OTA & descafeinizagéo utilizando

equipamentos industriais. A amostra sofreu tratamento com vapor e extracdo de
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cafeina com diclorometano. O teor de OTA apés o processo revelou 60% de
redugéo da toxina. Heilmann et al. (1999), submeteram 9.000 kg de café verde
naturalmente contaminados a descafeinizagdo com diclorometano. Trés
amostras do lote com concentragéo inicial de OTA 6,2, 4,7 e 8,7 ng/g
apresentaram 75% de redugdo média da toxina ao final do processo.

Sé&o poucas as investigagées publicadas e ainda é reduzido o nimero de
amostras analisadas. Entretanto, é provavel que a descafeinizagdo seja um
processo razoavel na eliminagdo de OTA presente no café verde devido a
afinidade da toxina por solventes organicos. Heilmann et al. (1999) citam patente
registrada por Fabian M. em 1997 indicando redugdo no teor micotoxinas em

café verde tratado com diclorometano e acetato de etila.

7. INGESTAO MAXIMA ACEITAVEL

Em reunido realizada em fevereiro de 2001, o grupo constituido pelo
JECFA (Joint Expert Commiftee on Foods Additives - 6érgdo da Organizacdo
Mundial de Saude) e pela FAO, concluiu que a ingestdo semanal toleravel
(PTWI) de OTA deveria ser mantida em 100 ng/kg de peso corpéreo/semana,
valor estabelecido pelo mesmo comité em 1995. O grupo concluiu que até o
momento ndo foram identificados casos de intoxicagdo aguda em populagoes
humanas comprovadamente relacionadas a ingestdo de ocratoxina A (PITT,

2001).



Por outro lado, a Unido Européia, através do seu 6rgdo de recomendacao
em alimentos o SCF (Scientific Commission on Food), sugere que o nivel de
OTA nos alimentos seja mantido o mais baixo possivel, ou seja, no intervalo
entre 1,2 e 14 ng/kg de peso corpéreo/dia, preferencialmente “menor que 5
ng/kg corporeo/dia” (equivalente a 35 ng/kg corporeo / semana) (SLAYNE,
2001).

Na Inglaterra, a exposi¢do humana a OTA através da dieta foi estudada
em 1999, medindo-se a concentragdo da toxina da dieta, plasma e urina em 50
individuos. A exposigéo a toxina foi 0,26 a 3,54 ng/kg de peso corporeo/dia, com
valor medio de 0,94 ng/kg de peso corpéreo/dia; OTA foi detectada em todas as
dietas. Houve correlagdo aceitavel entre teor de OTA das dietas e o encontrado
na urina e plasma (MACDONALD et al.,, 2001). Embora a toxina estivesse
presente em todas as dietas, a exposigdo humana média desta populacéo de 50
individuos estava dentro do limite recomendado pelo SCF.

Em investigagdo conjunta de paises da Comunidade Européia constatou-
se que a ingestédo de OTA estava entre 0,7 e 4,7 ng/kg de peso corpéreo/dia,
com média 0,8 ng/kg de peso corpdreo/dia. Os cereais e seus derivados foram
os alimentos que introduziram maior quantidade de OTA a dieta (VIANI, 1996).
Na atualidade, a exposicdo a OTA estda demonstrando valores considerados
seguros, ou seja, abaixo de 5 ng/kg de peso corpoéreo/dia.

As pesquisas recentes apontam que os cereais (ver tabela 3) sdo os
maiores responsaveis pela presenga de OTA na dieta; o café acrescenta menos

de 10% a ingesta aceitavel recomendada pelo SCF. A tabela 8 mostra a
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exposi¢cado humana a OTA através do consumo de café mensurada no ultimo

quinqiénio em alguns paises. A ingesta média estd dentro da maxima

recomendada pelo SCF.

TABELA 8. Exposi¢do humana a OTA através do consumo de café (dados de

1995 a 2000).
Pais Ingestdo média Referéncias
ng/kg de peso corpéreo/dia
Brasil 0,4 Leoni et al. (2000)
Espanha 0,2 Burdaspal e Legarda (1998)
Dinamarca 0,2 Jorgensen (1998)
Reino Unido 0,3 Patel et al. (1997)
Uni&@o Européia 0,3 van. d. Stegen et al. (1997)
Varios 0,03 Pittet et al. (1996)
Suica 0,4 Studer-Rohr et al. (1995)

Ingestao maxima total de OTA recomendada: 5 ng/kg corpéreo/dia (SCF)

8- LEGISLAGAO E MEDIDAS PREVENTIVAS

N&o ha legislagdo comum adotada pela Comunidade Européia, América
do Norte ou Mercosul, estabelecendo limites méaximos especificos para a
presengca de OTA em alimentos. Segundo a FAO sdo 11 os paises que

adotaram limites maximos de OTA para alguns alimentos, sobretudo cereais e
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derivados em niveis que variam entre 0 a 50 ppb (ng/g). O Brasil no momento
nao possui legislagdo especifica para a incidéncia de OTA em alimentos. A

tabela 9 apresenta os limites maximos permitidos para OTA em alimentos nos

paises onde sdo adotados.

TABELA 9. Limites maximos permitidos para OTA em alimentos.

Pais Produtos Limite
(ng/g)
Uruguai Arroz, cevada, milho 50,0
Israel Cereais, legumes e derivados 50,0
Dinamarca Rins de suinos 25,0
Grécia Suco e produtos de maga 20,0
Rep. Checa Alimentos 20,0
Roménia Alimentos 5,0
Dinamarca Cereais e derivados 20
Franga Cereais 5,0
Italia Cereais e derivados 3,0
Suica Cereais 2,0
Italia Carne de porco e derivados 1,0
Chipre Leite e laticinios 0,5
Italia Cacau e derivados 0,5
ltalia Cerveja 0,2
Hungria Alimentos preservados 0

Fonte: FAO (1997).
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O SCF (Scientific Commission on Food) solicitou ao érgéo legislador da
Comunidade Européia que imponha um limite maximo para OTA em cereais (5
ng/g) e derivados (3 ng/g) assim como em produtos secos de uvas (10 ng/g).
Quanto ao café, vinho, cerveja, suco de uvas, cacau/derivados e condimentos,
ha um prazo até 31 de dezembro de 2003 para analisar o aporte de OTA destes
alimentos na dieta humana (Commission Regulation EC, 2002). Alguns paises ja
adotam isoladamente um limite maximo para OTA especifico para café verde

e/ou seu produto final, em niveis que estdo entre 4 e 50 ng/g (tabela 10).

TABELA 10. Limites maximos permitidos para OTA em café.

Pais Produtos Limite Referéncias
(ng/g)

Uruguai Café 50,0 FAO (1997)

Grécia Café verde 20,0 FAO (1997)

Finlandia Café verde 10,0 Food Standards (2001)
Italia Café verde 8,0 Food Standards (2001)
Suiga Café torrado/moido e sollvel 5,0 Heilmann et al. (1999)
Italia Café torrado/moido e soluvel 4,0 Food Standards (2001)

O crescente nimero de paises adotando limites sanitarios para OTA

podera gerar um impacto econdmico em paises produtores e consumidores
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(BOUTRIF e BESSY, 2001). No caso do café, paises produtores significam
paises de economia fragil, cujas perdas econdmicas repercutem com
severidade. Segundo resultados do estudo coordenado pela FAO “On Improving
Coffee Quality Through Prevention of Mould Formation”, se a Comunidade
Européia estabelecer limite maximo de OTA em 5 ppb para café verde, 7% das
amostras do estudo da FAO seriam rejeitadas. Extrapolando estes resultados 2
produgdo mundial, poderiam ser estimadas perdas de mais de 1 bilhdo de
dolares anuais pelos paises produtores. Adicionalmente, a Comunidade
Européia contabilizaria gastos em andlises laboratoriais avaliados em 500
milhSes de dolares anuais (BOUTRIF e BESSY, 2001).

Segundo LOPEZ-GARCIA (2001) e FRANK (2001), o método HACCP
(Hazard Analyses and Critical Control Points) seria eficiente no controle dos
pontos criticos da produgdo de café tais como colheita, secagem e
armazenagem, evitando a formagdo da toxina e as perdas econdmicas
proveniente da eventual rejeicdo de lotes. Ainda segundo Lopez-Garcia (2001)
os objetivos da aplicagdo do HACCP serdo adequados para evitar a formagao de
toxinas, reduzir e eliminar aquelas que ja se encontram nos alimentos e desviar
os alimentos irreversivelmente contaminados para outros usos em vez do
consumo.

Estd em andamento um programa da FAO intitulado “Mould Reduction
Project in Selected Coffee-Producing Countries” visando prevengédo da formagao
de fungos no cafeé e melhoria de qualidade sensorial (VIANI e CLARKE, 2001). O

Brasil e mais seis paises, Colémbia, Costa do Marfim, india, Indonésia, Quénia e
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Uganda, participam do projeto com duragdo de quatro anos e perseguem 0s
seguintes objetivos:
» Identificagdo dos pontos criticos de controle na formagao de fungos na
cadeia produtiva e de processamento de café.
 |dentificagé@o dos fungos produtores de OTA e as condiges de produgéo
de toxina.
o Capacitagdo de laboratdrios, metodologias e pessoal nos paises
participantes do programa.

e Desenvolvimento e teste de sistemas HACCP.

9- CONCLUSAO

A ocratoxina A é um contaminante conhecido de cereais em paises da
Europa. Sua incidéncia no café tem sido investigada com mais énfase
ultimamente devido a intengdo da Comunidade Européia em impor limites
sanitarios ao produto, embora sua contribuicdo a ingesta total de OTA seja
minoritaria.

A preocupagdo em minimizar a ocorréncia de OTA nos alimentos e
justificavel, uma vez que sua toxicidade esta estabelecida: a OTA mostrou agéo
inibitoria sobre enzimas e respiragao mitocondrial, agdo imuno supressora e
estimuladora de peroxidacdo lipidica, agdo teratogénica, mutagénica e
carcinogénica, além de estar relacionada a nefropatias endémicas em animais e

humanos.
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Nao ha um método de detoxicagdo para OTA que seja efetivo e
comercialmente viavel; a eficacia da torragdo comercial do café na destrui¢ao da
toxina ainda & discutivel. No momento, a melhor forma de minimizar a ocorréncia
de OTA no café & evitar sua formag&o, principalmente durante a secagem
quando determinadas condi¢Ges de temperatura e atividade de agua favorecem
sua formagéao pelos fungos.

Apesar das investigagdes mostrarem que a exposigdo da populacéo
européia a OTA esta em um nivel considerado seguro, e que o café contribui
com menos de 10%, a adogdo de barreiras sanitarias ja estd ocorrendo,
podendo acarretar prejuizos aos paises produtores e levando a necessidade de
validar laboratérios e treinar técnicos para a detecgdo da toxina. A prevengao,
portanto, € a forma mais simples de lidar com o problema da OTA em café,

através do controle dos pontos criticos que levam a sua formagéo.
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Incidence of ochratoxin A in Brazilian raw coffee destined for

export

A. B. Pittelli-Golliicke, M. H. Taniwaki, D. Q. Tavares

Abstract

The presence of ochratoxin A (OTA) in foods has led some countries to establish
regulatory limits. Although coffee is not a major source of OTA in human
consumption, the European Community (EC) may establish limit for this toxin in
coffee in the near future. Such measures may affect producing countries,
generating large economic losses. This study analysed the OTA content in 37
samples of Brazilian raw coffee from various regions for the export market. The
results showed an OTA content ranging from < 0.2 ng/g to 0.85 ng/g with an
average of 0.16 ng/g. One sample showed a content of 6.24 ng/g. Twenty
samples (54%) presented OTA levels below the detection limit of 0.2 ng/g, while
97.5% of the samples showed OTA concentrations below 5 ng/g and 100% were
below 8 ng/g. Five samples were then divided into two sub-samples: one of
sound beans and the other of defective beans (black and sour beans) and tested
for OTA. The toxin content of sound bean samples ranged from 0.22 to 0.80 ng/g
(average 0.46 ng/g) and that for defective sample from 0.42 to 17.46 (average
4.52 ng/g). No morphological differences in the endosperm of sound, black and
sour beans were observed under optical microscopy. One black bean depicted

the presence of mould and spores on observation under a Scanning Electron
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Microscope (SEM). According to this investigation, Brazilian green coffee for

export complies with most of the proposed limits.

Keywords: coffee, export, Brazil, ochratoxin A

Introduction

Ochratoxin A (OTA) is a nephrotoxic and possible carcinogenic mycotoxin mostly
found in cereals and cereal products in Europe. It is produced by some species
of Aspergillus and Penicillium as a secondary metabolite. Ochratoxin A inhibits
protein synthesis both in vitro and in vivo through competition with phenylalanine
and it was also found to increase lipid peroxidation, leading to further cell and
mitochondrial damage (Dirheimer, 1996). Due to health concerns, the FAO/WHO
Joint Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA)
established a provisional tolerable weekly intake of 100 ng / kg body weight (bw)
(JECFA, 1995). Moreover, the EC Scientific Committee on Food (SCF)
recommends that levels of OTA should be reduced as much as possible, i.e.,
‘below 5 ng/kg bw / day’.

Reports have shown OTA incidence in other foodstuffs such as wine (MAFF,
1999), beer (Jergensen, 1998), cocoa (MAFF, 1999), dried wine fruits (MAFF,
1999) and green and roasted coffee (Patel et al., 1997; Trucksess et al.,1997).
Although a minor contributor to the dietary intake of OTA, coffee has received
special attention in the last few years (Pittet, 2001). As a consequence, some

countries such as ltaly, Switzerland, Finland and Greece have set regulatory
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limits with maximum OTA values ranging from 4 to 20 ppb (ng/g). The EC might
establish a limit in the near future.

According to estimates of the Institute for Scientifc Information on Coffee (ISIC)
implemented by FAO, if the EC establishes a regulation for OTA on the proposed
level (5 ppb), 7% of coffee batches worldwide would exceed this amount (Boutrif
& Bessy, 2001). The rejected shipments would lead to economic losses to
producing countries of over one billion dollars and an extra 500 million dollars to
the EC alone on laboratory costs.

Brazil is the largest coffee producer and exporter with a 22% average market
share in the last seven years (Silva, 2001). Research on OTA occurrence in
green, roasted and soluble coffee produced in Brazil has been carried out
(Taniwaki et al., 1999; Leoni et al., 2000; Leoni et al., 2001; Urbano et al., 2001).
However, to date, no investigation has been reported on Brazilian green coffee
exclusively destined for export, which would be directly impacted by the
regulatory limits of importing countries. The objectives of the present work were
to quantify OTA in green coffee samples obtained from export batches, to verify a
possible correlation between coffee defects versus incidence of OTA and to

search for morphological susceptibility of defective beans to microbial invasion.

Material and Methods

Samples
Thirty seven samples of Brazilian green coffee were obtained from export

companies in Santos, comprising 6 states, 2 harvest years, arabica and robusta,
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“organic” and government stock samples, as shown in table 1. The 1 kg samples

were obtained from the 1999/2000 and 2000/2001 harvests for all origins except

for Bahia (dry process) (2000/2001) and government stock (1987/1988).

Table 1. Composition of samples according to origin and type.

Origin Number of samples Type

Séo Paulo 9 Arabica

Minas Gerais 9 Arabica

Espirito Santo 6 Arabica & Robusta
Rondonia 3 Robusta

Parana 3 Arabica

Bahia (wet process) 3 Arabica

“Organic” 2 Arabica

Bahia (dry process) 1 Arabica
Government stock 1 Arabica

Sub-sampling

Five of the original samples were divided into two sub-samples. One of black and

sour beans and the other containing only sound beans. Black and sour beans are

considered coffee defects, probably a result of over-ripe cherries, deficient drying

in field and/or undesirable fermentation, which could lead to infestation by OTA

producing microorganisms and consequently OTA formation (Silva, 2000).
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Extraction and cleanup of OTA in coffee

The extraction and cleanup procedures of OTA in the coffee samples were
performed according to Pittet et al. (1996). Twenty five grams of the finely
blended samples were mixed with 200 ml of methanol/3% aqueous sodium
hydrogen carbonate (50:50). The suspension was blended for 3 min at medium
speed with a Polytron homogenizer and then filtered through a 55 mm Whatman
GF/B glass microfiber filter under low vacuum. Five milliliters of the filtrate were
transferred to a cylinder and the volume then completed to 100 ml with
phosphate-buffered saline (PBS). The whole extract was applied to the
immunoaffinity column at 2-3 ml/min with the aid of a vacuum pump. The column
was then washed with 10 ml distilled water, followed by 4 ml methanol. The
eluate was collected and evaporated to dryness under a nitrogen stream at 40°C.
The residue was resuspended in 1 ml of the High Performance Liquid

Chromatograph (HPLC) mobile phase.

HPLC

The HPLC equipment used was a Shimadzu SCL-10AVP (Shimadzu
Corporation, Japan) chromatograph with an automatic injector. Toxin detection
was obtained with a Shimadzu RF-10AXL fluorescence detector operating at
excitation and emission wavelengths of 330 nm and 470 nm respectively. A
Supelcosil™6 LC-18 (5um particle size, 4.6 mm X 250 mm) column (Supelco,
USA) with a Hypersil guard column (5um particle size, 4.6 mm x 25 mm) and a

mobile phase a solution in the proportion of 42% acetonitrile / 58% 4 mM sodium
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acetate/acetic acid (19:1) was used. The injection volume of the extract was 50ul

at a flow rate of 1.0 mli/min.

Optical and Scanning Electron Microscopy (SEM)

In five samples the beans were separated according to the official coffee
classification into sound, black and sour. In all 15 beans were observed
separately under optical microscopy and SEM. For the optical analysis, the
beans were held directly in the microtomy (no previous inclusion), and cut into
sections of about 5 gm. Observations were made without previous staining; the
morphology being enhanced by means of polarization lenses. As for SEM
preparation, the coffee beans were cut in half, de-fatted with acetone for 3 hours
and placed in an incubator overnight. After sputtering with gold the beans were

observed under SEM at 10 kV of acceleration.

Results and discussion

Composition

Of the 37 original coffee samples analysed, 36 presented OTA content ranging
from < 0.2 ng/g to 0.85 ng/g with an average of 0.16 ng/g. One sample showed a
content of 6.24 ng/g. Twenty samples (54%) presented OTA levels below the
detection limit of 0.2 ng/g and 97.5% of the samples showed OTA concentration
below 5 ng/g (Figure 1). No correlation between coffee origin and OTA levels was

found.
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Figure 1. Data obtained from a batch of 37 samples of Brazilian export raw coffee
from several producing regions (average of duplicates) (detection limit of 0.2

ng/g).
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The results of the OTA investigation of sound and defective sub-samples are
presented in table 2. Except for one, all sub-samples showed higher contents of
OTA than the original samples, most likely due to the heterogenicity of
contamination. Samples 3, 4 and 5 showed good correlation between OTA
content and defects. The average OTA level was 0.46 ng/g in sound sub-
samples and 4.52 ng/g in the defective sub-sample. Heilmann (1999) reported
similar findings with the use of a colour sorting machine to separate defective
beans. Leoni et al (2001), however, found no correlation between OTA
contamination and defected beans using total defects counting according to the

Brazilian classification system.
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Table 2. Concentration of OTA (ng/g) in the original raw coffee samples and after

separation into two sub-samples: sound and defective (black and sour) (detection

limit of 0.2 ng/g).

Sample Original content  Sound beans Black and Sour beans
1 831 0.61 n.d.

2 <0.2 0.42 0.42

3 <0.2 0.22 17.46

4 <0.2 0.25 3.88

5 <0.2 0.80 0.84

Optical and Scanning Electron Microscopy

Visually, sound beans had the typical green colour and good appearance. Black
ones, known to be a result of over-ripening or deficient drying, presented a dark
colour. Sour beans, consequence of the same process failures, presented a
brown, shiny aspect. The results of optical microscopy depicted no significant
morphological differences in the endosperm of sound, sour and black beans as
shown in figures 2 to 7. (Differences in colour represent the best polarized light
used in each observation). The cells were practically empty of contents due to
the dryness of beans. Furthermore, no mould, bacteria or yeast contaminations
were found using this technique. Using SEM, the morphology of the sound and
sour coffee beans also showed an organized endosperm with cells containing the

contracted cytoplasm (figures 8 and 9). The black ones showed a somewhat
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compressed endosperm and badly defined cellular contents (figure 10). Of 15
coffee beans, only one (black) depicted the presence of moulds and spores
under SEM (figure 11).

There may be a correlation between higher quality of export coffee beans and
lower concentration of OTA. However, defective beans characterised as sour and
black do not necessarily correspond to OTA contamination. It was not possible to
correlate the visual aspect of sour and black beans with obvious damage to the
endosperm structure, which could indicate susceptibility to mould invasion. The
results of this investigation reveal an OTA concentration in Brazilian raw coffee
for export, which is lower than previous data obtained for raw coffee produced in
that country (Taniwaki et al., 1999; Leoni et al., 2000; Leoni et al., 2001; Urbano
et al., 2001). According to the present survey, Brazilian raw coffee for export

complies with the regulatory limits in vigour.
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Figure 3: Optical microscopy of sour Robusta coffee bean (40 x)

Figures 2 and 3 show normal tissues for both sound and sour
beans. Cell walls show their characteristic shape and thickness (1),

while the middle lamellae is defined by the brillant cresyl blue dye.

83



Figure 4. Optical microscopy of black Robusta coffee bean (25 x)

Figure 5. Optical microscopy of black Robusta coffee bean (25 x)

The arrows indicate the tissues of endosperm in figures 4 and 5
whose cells have lost their organization. Diffusion of cell contents
occurred due to the high level of moisture. There were no signs of

mould contamination.
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Figure 6. Optical microscopy of black Arabica coffee bean (25 x)

Figure 7. Optical microscopy of black Arabica coffee bean (40 x)

Although an outside black skin was closely attached to the beans in
figures 6 and 7, the endosperm looked normal. Some cells show

fraaments of their inner contents or cellulosic portions (1).
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Figure 8 — Endosperm of sound raw coffee bean on Scanning Electron
Microscopy. Cell walls (dotted arrow) are thick in Coffea and cytoplasm is

depicted (1) though not preserved (750 x).

Figure 9 — Endosperm of sour raw coffee bean on Scanning Electron
Microscopy. Cell walls and cytoplasm do not differ from sound beans

(750x).
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Figura 10 — Endosperm of black raw coffee bean on Scanning Electron
Microscopy. Black beans are smaller; microscopy demonstrates a compression
of cells, possibly due to abrupt water loss. Oil is emerging from cells, also

observed with sound and sourbeans (1) (750 x).

Figure 11 — Endosperm of the only coffee bean (black) that depicted the
presence of mould and spores (1) enclosing an apparently normal endosperm

(Scanning Electron Microscopy) (1500 X).
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