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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivos principais estudar a presenga e identificar
fungos produtores de ocratoxina A (OTA) em diferentes fases de maturagdo do
café, assim como quantificar a producéo da toxina em cafés de terreiros e tulhas.
Através de plaqueamento direto verificou-se elevada contaminagéo flngica das
sementes de café estudadas (100%), com o género Aspergillus ocorrendo em
niveis de 33.2%, sendo que A. ochraceus e A. niger, representaram 10,3 e 22,9%,
respectivamente, das cepas isoladas das sementes de café. Um total de 155
cepas de A. ochraceus e A. niger foram avaliados quanto a capacidade de
produgao de ocratoxina por Agar Plug e extragdo com cloroférmio, constatando-se
que 88,1% das cepas de A. ochraceus & 11,5% das cepas de A. niger foram
positivas. Na analise de OTA em amostras de cafés de terreiro e tulha,
independentemente do cultivar, ano de safra e da regido produtora, todas as
amostras analisadas, com excegdo de uma delas, mostraram niveis de OTA
abaixo do limite sugerido pela Unido Européia (8ug/Kg), indicando, portanto, que a
ocorréncia do problema parece ser bastante restrita e decorrente de falhas muito
grosseiras nas praticas de colheita e armazenamento. Também foi avaliada a
influéncia da atividade de agua (Aa) na produgdo de OTA por cepas de A.
ochraceus isoladas de frutos de café a 25°C. Primeiramente, desenvolveu-se a
isoterma de adsorcdo de sementes de café, verificando-se a relagdo entre o teor
de umidade no armazenamento e valores correspondentes de Aa. Para verificar a
adequacidade do café como substrato para produgao de OTA, foram realizados
experimentos inoculando-se 10° esporos/ml de A. ochraceus e A. niger em cafés
mantidos em ambiente saturado de agua, incubando-se durante 50 dias a 25°C
com amostragem e analises de OTA nos intervalos de 10, 20, 30, 40, 45 e 50 dias.
Foram constatados niveis de 59, 64, 117, 213, 245 e 194 nug/kg de OTA nos
inéculos com A. ochraceus e nos experimentos com A. niger nao foi detectada

toxina, mesmo ap6s 50 dias de incubagdo. Numa segunda etapa, utilizando-se
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como referéncias valores de Aa limitantes para o crescimento fungico (0,77) e
para producao de OTA (0,83), o café verde foi acondicionado em dessecadores
(25°C) e mantido em ambiente com umidades relativas de equilibrio (URE) de 75:
78, 83, 85%, sendo inoculado com suspensio padronizada de esporos de A.
ochraceus. Andlises dos teores de OTA foram efetuadas com 20, 40 e 60 dias de
incubagao, considerados ap6s ser alcangada uma situacao de equilibrio na Aa dos
graos de café mantidos nos varios ambientes. Em Aa de 0,75 foram detectados
teores de OTA de 34,0, 25,5 e 24,2ug/kg apés 20, 40 e 60 dias, respectivamente.
Na Aa de 0,78 detectaram-se niveis de 30,2; 34,2 e 1 6,4ug/kg apés 20, 40 e 60
dias de incubagao, respectivamente, ao passo que na Aa de 0,83 constatou-se
31,5; 24,0 e 118,3ug/kg, apos 20, 40 e 60 dias, respectivamente. J4 em Aa de
0,85 foram atingidos valores bastante elevados de OTA, de 214,8, 1.600 e
12.600ug/kg com 20, 40 e 60 dias, respectivamente. Os resultados comprovaram
a adequacidade dos graos de café como substrato para o crescimento e produgao
de OTA por A. ochraceus, bem como a importancia da Aa na velocidade de
crescimento do fungo e na sua capacidade para produzir a toxina. Com o objetivo
de estudar-se a estabilidade térmica da OTA em café torrado e moido, assim
como no preparo da bebida, amostras de café Arabica, artificialmente
contaminadas com A. ochraceus e contendo niveis médios de 160ug/kg de OTA,
foram testadas quanto a estabilidade térmica da toxina utilizando-se trés diferentes
temperaturas e dois tempos de torragao, a saber: temperaturas de 200°, 210° e
220°C por 10 e 15 minutos. Foi estudado também o efeito da moagem nos niveis
de OTA desses cafés torrados. Selecionou-se amostras torradas a 210°C para
preparar bebidas e avaliar o efeito deste procedimento na destruicao da OTA. Os
resultados revelaram que os niveis de redugao de OTA nos processos de torragéo
foram de 22 a 48% na temperatura nominal de 200°C, de 39 a 65% a 210°C e de
88 a 93% a 220°C. A moagem aumentou os niveis aparentes de OTA nos cafés
torrados devido, provavelmente, a maior homogeneizagéo dos graos de café. Em
relagao ao preparo das bebidas, houve retengao de aproximadamente 94,25% da
OTA na borra de café retida no filtro, tendo sido constatado niveis préximos a 3,0
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ug/kg (5,75% da OTA inicial) na bebida preparada. Os resultados demonstraram
que as etapas de torragdo, e de preparo da bebida sdo capazes de reduzir
drasticamente os niveis de OTA inicialmente presentes nos graos de cafés.



ABSTRACT

The main objectives of this research were to study the presence and to identify,
ochratoxin (OTA) producing fungi in the coffee at different stages of maturation, as
well as to quantify the toxin in coffee during terrace drying and in that stored in
barns. By direct plating, a high level of fungi contamination (100%) was found in
the coffee beans studied, with the genus Aspergillus representing 33.2%, of which
A. ochraceus and A. niger represented 10.3 and 22.9% respectively of the strains
isolated from the coffee beans. The capacity to produce OTA was determined in
155 strains of A. ochraceus and A. niger using both agar plug methodology and
extraction with chloroform, giving positive results for 88.1% of the A. ochraceus
strains and 11.5% of the A. niger strains. The analysis for OTA in the terrace and
barn coffee samples studied, showed that, independent of cultivar, year of
harvesting or production region, all the samples analyzed, with the exception of
one, showed mycotoxin levels below the limit suggested by the European Common
Market (8ug/Kg), thus indicating that the problem is quite restricted and due to
severe faults in the harvesting and storage practices. The influence of water
activity (Aw) on the production of OTA at 25°C by strains of A. ochraceus isolated
from coffee fruits, was also evaluated. The adsorption isotherm of coffee beans
was prepared, determining the relation between water content during storage and
the corresponding values for water activity. To verify the adequacity of coffee as a
substrate to produce OTA, some experiments were realized, by inoculating a
standard suspension of A. ochraceus spores in dissecators with saturated water at
25°C during 50 days. The analysis of OTA content were done after 10, 20, 30, 40,
45 and 50 days and the results were 59, 64, 117, 213, 245 and 1949/kg
respectively. In cultures of A. niger OTA weren't detected. In a second step and
using as reference values of Aw limiting fungal growth (0.77) and the production of
OTA (0.83), green coffee was mantained in dissecators at 25°C with Equilibrium
Relative Humidity (ERW) of 75, 78, 83 and 85%, being innoculated with spores of
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A. ochraceus. OTA levels were measured at 20,40 and 60 days, considered after
reaching the equilibrium. At Aw=0.75 the levels of OTA detected were 34.0; 25.5
and 24.2 png/kg after 20,40 and 60 days of incubation, respectively, while at
Aw=0.83 the levels of OTA were 31.5; 24.0 and 118.3ug/kg, after 20, 40 and 60
days, respectively. At Aw=0.85 the levels of OTA were 214.8, 1.600 and 12.600
png’/kg with 20, 40 and 60 days, respectively. These results proved that coffee
beans are an adequate substrate for growth and OTA production by A. ochraceus,
showing the influence of Aw on the velocity of fungi growth and its capacity to
produce toxin. In order to study the thermal stabilit'y of OTA in roasted and ground
coffee samples of coffee Arabica, artificially contaminated with OTA levels of 160
ng/kg, were tested. Different temperatures and roasting times (200, 210 and 220°C
for 10 and 15 minutes) were used. At 200°C the reduction levels were 22% (10
min) and 48% (15 min); at 210°C the reduction were 39% (10 min) and 65% (15
min) and at 220°C it reached levels were 88.5 (10 min) and 93% (15 min). It was
observed an apparent increase in OTA levels by grounding the coffee beans
probably due a better homogenization. The samples roasted at 210°C were used
to prepare beverages being noticed that 94.25% of OTA remained in the ground
coffee retained on the filter with only 5.75% of OTA being detected in the final
beverage. The results showed that the roasting and beverage preparation steps
are able to reduce drastically the OTA levels initially present in coffee beans.
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Capitulo | - Introducao e Revisao Bibliografica

1 Introdugao

O cultivo, comercializagdo e industrializagao do café vem representando, ao
longo dos Gltimos 3 séculos, um dos principais sustentaculos do desenvolvimento
sdcio-econdmico brasileiro. Neste contexto, o pais vem ocupando, com relativa
constancia, a posicdo de maior produtor mundial, n&o significando,
lamentavelmente, que o excelente desempenho em termos gquantitativos seja
acompanhado no aspecto qualitativo, pela produgéo de matéria prima capaz de
propiciar infusGes de qualidade superior. E um fato reconhecido que a qualidade
da bebida é decorrente da somatéria de inimeros fatores, incluindo a espécie ou
variedade botanica, condigdes edafoclimaticas de cultivo, técnica de colheita e
secagem dos graos e as condigoes tecnoldgicas de preparo, moagem e torrefagao
dos graos (Carvalho et al., 1997).

O café é um dos poucos produtos agricolas que agrega valor comercial nao
somente pela especulagdo do mercado, mas também pela qualidade da bebida
produzida. Atualmente, o Brasil é o principal pais produtor e exportador de cafe,
seguido por paises da Africa, pela Coldmbia e por paises da América Central. No
entanto, o produto brasileiro sofreu uma queda nas exportagbes, entre 1961 e
1995, devido a crescente demanda por cafés especiais, produtores de bebida
superior, por parte dos paises importadores (Abecafe, 2001).

Relatando-se um breve histérico da produgdo nacional de café, pelas
estatisticas disponiveis, a safra de 1998/99 foi considerada “record”, quando o
Brasil produziu cerca de 35,35 milhdes de sacas de café. Ja no biénio 99/2000,
conforme descrito pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento, houve uma
queda na produgao, ficando esta em torno de 28,9 milhGes de sacas. Na safra de
2000/01 a produgdo foi de aproximadamente 26,6 milhdes de sacas, um nimero
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inferior ao dos anos anteriores , conforme demonstrado na Tabela 1. A queda na
produgdo nos ultimos anos pode ser explicada pela ocorréncia de forte estiagem
que atingiu a regiao cafeeira no centro-sul do pais, principalmente os Estados de
Minas Gerais, Sao Paulo e Parana. Houve um acréscimo significativo na producgao
apenas nos estados do Espirito Santo e Bahia. Outra forte razao para a quebra
da safra é o ciclo bianual de café, em que o esforco requerido para produzir uma
safra grande tende a exaurir o cafeeiro, levando a uma produtividade menor na

safra seguinte (Abecafé, 2001).

Tabela 1: Safras Brasileiras de café nos ultimos anos.

Safra MilhGes de sacas (60kg)

1993/1994 25,0
1994/1995 26,0
1995/1996 16,8
1996/1997 27,0
1997/1998 22,3
1998/1999 35,3
1999/2000 28,9
2000/2001 26,6

Fonte: FEBEC/USDA/ABECAFE, 2001

No Figura 1 pode-se verificar a localizagéo das regides do pais onde a
produgéo de café se concentra.

Apesar das ligeiras quedas ocorridas na produgéo, o café é o segundo
principal produto agricola de exportagdo do Brasil, participando com cerca de 25
% da produgdo mundial. A América do Sul representa 40,78% da producao
mundial de café, sendo o Brasil o pais que apresenta as melhores condigdes para
o cultivo (FOLHA DE SAQ PAULO, 1998).
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Figura 1: Mapa das regides produtoras de café no Brasil (Abecafé, 2001).

Reconhecendo-se a importancia do café no mercado mundial, torna-se
extremamente oportuno e prioritario o estudo de componentes (bioldégicos ou nao)
gue possam afetar sua qualidade e principalmente sua seguranca no aspecto de
saude publica. _

Dentro de uma enorme diversidade de fatores, sabe-se que o problema da
contaminagao microbiana do fruto e a intensidade de sua proliferacao nas etapas
cruciais de secagem em condi¢des naturais ou artificiais sao componentes
fundamentais na definicao da qualidade final da bebida. Esta contaminag¢ao dos
graos € bastante complexa, envolvendo a participagao de bactérias, bolores e
leveduras, com a predominancia de um ou outro grupo, dependendo do estagio do
processo e das condigdes ambientais.

Inimeras pesquisas, conduzidas no Brasil e no exterior, ttm comprovado a
participacdo constante e marcante dos fungos como um dos principais

componentes da microbiota presente nos frutos de café imediatamente apos a
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colheita e durante os varios estagios da secagem. Ao lado do potencial
deteriorador dos fungos e conseqiente influéncia na qualidade da bebida a
presenca dos mesmos vem sendo relacionada nos ultimos anos com o aspecto de
saude publica.

E um fato reconhecido que muitas espécies de fungos, principalmente dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e outros, sdo capazes de produzir
micotoxinas, metabdlitos téxicos com efeitos mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos. Atualmente, sdo reconhecidas dezenas de diferentes micotoxinas,
sendo as aflatoxinas as primeiras descritas e provavelmente as mais estudadas
entre elas. Outra micotoxina que vem sendo bastante pesquisada € a ocratoxina,
produzida principalmente por Aspergillus ochraceus. Esta micotoxina vem sendo
detectada em diferentes matérias primas vegetais, no Brasil e no exterior, havendo
restrigbes crescentes com relagao a sua presenca nos alimentos. Recentemente,
pesquisas conduzidas na Inglaterra e outros paises europeus comprovaram a
presenca da ocratoxina em amostras de café brasileiro, em niveis oscilando de 2 a
7.4 pg/kg (STUDER-ROHR et al, 1995), sendo que a comunidade européia tem
recomendado limites maximos de 8 ug/kg para esta toxina no café oferecido a
comercializagao.

E evidente que a constatagdo da presenca da OTA no café brasileiro
reveste-se de extrema importancia, podendo apresentar reflexos a curto e médio
prazos tanto no aspecto econdmico quanto de salide publica. No contexto atual,
em que a globalizagao da economia é uma realidade, aspectos gerais de
qualidade e principalmente higiénico-sanitarios sdo fundamentais na definicao da
aceitagdo e da recomendacao de quaisquer produtos, especialmente os
destinados a alimentag@o humana.

Com base no contexto e problematica acima expostos, desenvolveu-se a
presente pesquisa, visando a obtengdo de dados para analisar e quantificar a
presenca de A. ochraceus no fruto de café, o estudo do efeito da umidade na
produgdo de .ocratoxina, bem como a contribuicdo do processamento térmico
tecnolégico na eventual redugao dos teores inicialmente presentes.



Portanto, este trabalho teve como objetivos:

e Avaliar a presenga e identificar fungos produtores de ocratoxina (OTA) em
frutos de café, coletados em diferentes regioes do Estado de Sido Paulo e
Parana, em diversos estagios de maturagao;

e Estudar a produgdo da micotoxina em grdos de café inoculados
experimentalmente e mantidos sob condi¢cbes controladas de atividade de

agua (Aa) e temperatura;

e Avaliar a estabilidade da ocratoxina A (OTA) nas diversas etapas do processo
de torragao dos graos de café;

e Estudar a estabilidade da micotoxina no preparo da infusdo, efetuado em

diferentes condicoes.

O presente trabalho esta redigido na forma de capitulos, sendo que o
Capitulo |, Introducao e Revisdo Bibliografica, seguiram as normas de redagao da
Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA/UNICAMP/Comissdo de Pds-
graduagao), de 09 de setembro de 1996, e visou o embasamento tedrico dos
trabalhos desenvolvidos, apresentados nos capitulos Il, Il e IV, na forma de
artigos. O capitulo V apresenta as conclusdes do trabalho.

Os artigos seguintes foram redigidos de acordo com as normas das revistas
especializadas para onde foram encaminhados, a saber:

Capitulo II: “Occurrence of Ochratoxin A-producing Fungi in Raw Brazilian
Coffee”, Journal of Food Protection, vol.64, n. 8, pages 1226-1230, 2001.



Capitulo lil: “Influéncia da Atividade de Agua na Produgdo de Ocratoxina A
por A. ochraceus em café Verde”. A ser encaminhado para a revista “Brazilian
Journal of Food Technology”.

Capitulo IV: “Efeito da Torragdo e Preparo da Bebida nos Teores de

Ocratoxina A em Café.”
Encaminhado para a revista “Food Additives and Contaminants™.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2. Histérico da Cultura e Produgao Agricola

A palavra café é um termo geral, referindo-se ao fruto, semente e produtos
da planta do género Coffea L, pertencente a familia das Rubiaceas. Descrito pela
primeira vez por Linnaeus em 1758, inclui mais de 500 géneros e cerca de 800
espécies. A origem do café se confunde com lendas e n&o se conhecem
documentos que registrem com clareza sua descoberta e aproveitamento.
Acredita-se que seja originario da Etiépia e que tenha se tornado popular como
bebida & partir do século XVI, quando foi torrado na Pérsia (Conhega mais sobre o
café..., 2001). As principais espécies cultivadas sdo Coffea arabica, Coffea
canephora v. Conillon (Robusta) e Coffea arabusta, que € um hibrido das
anteriores. No Brasil, 85 a 90% da produgéo é da espécie arabica enquanto 10 a
15% é da espécie robusta (Carvalho et al.,1997).

Entre os paises produtores da espécie arabica, apenas o Brasil tem o
potencial de aumentar sua produgao, em até 20% anualmente; além disso, o fim
do Imposto sobre Circulagao de Mercadorias e Produtos (ICMS), nas exportagoes
brasileiras, também aumentaria a competitividlade do café no mercado
internacional(Anuério Estatistico, 1997). No Quadro 1 encontram-se os dados
referentes a produgao brasileira de café no periodo 1985/1996.



Quadro 1: Produgao Brasileira de Café por Estado (em sacas x 1000)

Estado/ano 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

Parana 5.41 2.01 10.002.40 4.60 3.00 3.30 1800 2.10 2.10 250 800

Sao Paulo 8.92 1.656 12.603.50 4.70 5000 4.30 3.50 3.50 3.65 1.30 3.000
Minas Gerais 10.6 4.31 13.209.60 9.20 7.30 119. 7.20 10.8 10.6 6.80 15.00
Espirito Santo 5.07 3.64 4.8005.20 4.50 4.50 5.10 4.40 4.55 3.60 23.0 5.300

Bahia 1.01 783 900 900 1.00 800 700 900 1.10 900 650 1.200
Outros 149 1.19 1.4001.20 1.40 1.30 1.50 1.10 1.95 1.25 1.22 2.200
Total 32.6 13.5 42.9022.8 25.4 21.9 26.8 18.9 2.40 2240 12.5 27.50

Fonte: Anuario Estatistico, 1997.

Alguns cultivares de C. arabica sao a base da cafeicultura brasileira, como
o Catuai Vermelho e o Catuai Amarelo. Estes cultivares possuem porte baixo, sao
rusticos e de alta produtividade. O cultivar Mundo Novo possue porte alto e
também é importante para a cafeicultura brasileira. Todos os cultivares citados
tém ampla capacidade de adaptagao, permitem maior densidade de plantio e
produzem muito nos dois primeiros anos de colheita. Quando bem adubados e
conduzidos, podem mostrar sensiveis diferencas regionais. Os cultivares Catuai
Vermelho, Amarelo e Mundo Novo produzem sementes de tamanho médio,
peneira média em torno de 16 ou 17. Foram os cultivares escolhidos para a

realizag@o da primeira fase deste projeto.

S ———

Figura 2: Cultivares Catuai Vermelho, Catuai Amarelo e Mundo Novo.



No Quadro 2 apresentam-se as caracteristicas térmicas e hidricas dos

meses de maturagdo e colheita de algumas regides do Estado de Sao Paulo de

onde foram coletadas as amostras de café para realizagdo deste trabalho e na

Figura 3 encontra-se o mapa das regides produtoras de café no Sul e Sudeste do
pais, incluindo as regides do norte do Parand e de S&o Paulo, de onde foram

realizadas coletas de amostras para esta pesquisa.

Quadro 2: Caracteristicas térmicas e hidricas dos meses de colheita de

algumas regioes do Estado de Sao Paulo

Zonas Alt. Colheita | Temp. média| Def. hidrica| Umidade | Qualidade
(m) (meses) (°C) Relativa bebida
Leste 670 6,7.8 18,7 18a30 |60,6a67,0 Dura
o riordaste| @ 1.000 p/melhor
(Mogiana)
620 6,7,8 17,4 31a6 66,0 a 69,0 Dura
Sudoeste .
a 780 p/ riado

Fonte: Ortolani et al., 1997




Figura 3: Regibes produtoras de café e locais onde foram coletadas amostras para

a presente pesquisa.

1.3. Fatores Que Afetam a Qualidade do Café e da sua
Bebida.

O café & um produto agricola cuja qualidade final é resultado da
contribuicao de varios fatores, tais como, condi¢oes climaticas, tipo de colheita,
adubacao, tratamentos fitossanitarios, maturagao, cuidados na colheita, secagem,
beneficiamento e armazenamento (Vilela, 1997). Além disso, a realizacao da
colheita no ponto ideal, isto €, com uma quantidade maxima de frutos maduros
(cerejas) e uma quantidade minima de frutos verdes & fundamental para melhorar
a qualidade (Moricochi, 1998). Os melhores cafés do mundo, como os da
Colémbia, Costa Rica e El Salvador, sdo obtidos mediante colheita manual dos
frutos, completamente maduros, os quais sdo posteriormente submetidos a
operacdo de despolpamento (Rigitano et al, 1967). Sabe-se, também, que a

qualidade depende das fases pré e pos colheita, da interagac entre fatores que
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garantam a expressao final das caracteristicas de sabor e aroma e ainda dos
cuidados nos processos de armazenamento, beneficiamento, torragao, moagem e
preparo da infusdo (Carvalho et al., 1997).

- O sabor caracteristico do café deve-se a presenga e aos teores de varios
constituintes quimicos volateis, destacando-se, entre eles, os acidos, aldeidos,
cetonas, agucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos, compostos fendlicos,
entre outros. Também a agdo de enzimas em alguns destes constituintes ira gerar
como produtos de reagdes, compostos que interferirdo no sabor do café (llly &
Viani, 1995). A composigao quimica do grao cru (arabica e robusta) € apresentada
na Tabela 2.

A execugdo adequada do processo de armazenamento,
beneficiamento, torragao, moagem e preparo da infusdo garantem a expressao da

qualidade do produto (Carvalho et al., 1997).

Tabela 2: Composi¢ao média de graos verdes de café nas espécies

(% peso seco)

Constituinte Arabica Robusta

~ cafeina 1.2 2.2
trigonelina 1.0 0.7
aminoacidos totais 10.3 10.3
a.a. livres 0.5 0.8
carboidratos 58.9 60.8
acidos alifaticos 1.7 1.6
acidos clorogénicos 6.5 10.0
lipidios 16.0 10.0

glicosideos 0.2 tracos
minerais 4.2 4.4
potassio 1.7 1.8

Fonte: llly & Viani, 1995
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1.4. Microbiologia do Café

A incidéncia e atividade de microrganismos nas fases pré e pés colheita
tém sido considerada como um dos principais fatores que influenciam a qualidade
do café, principalmente levando-se em conta o tipo de colheita e preparo
comumente adotados no Brasil (Souza & Carvalho, 1997). Os frutos de café estao
expostos & uma grande diversidade de fungos e bactérias. Os primeiros trabalhos
publicados no Brasil, correlacionando a presenca de microrganismos com a
qualidade do café, datam de 1936 (Krug, 1940), quando se detectou a presenca
de micélio do fungo Fusarium em uma amostra de graos classificados como
“ardidos”. Ainda com relagdo a microbiota do café, Leitao (1968), cita varios
autores que ja pesquisavam a presenga de microrganismos na semente do café.
Segundo o autor a mesma estava relacionada ao estagio de maturagao do fruto, ja
que o grau de contaminag&@o em frutos secos era maior do que no café cereja
(fruto maduro). O mesmo autor cita também, que embora os fatores de natureza
biolégica n@o sejam 0Os Unicos responsaveis pela qualidade da bebida, é
indiscutivel que os microrganismos desempenham um papel de destaque na
obtengao daquelas de boa qualidade.

Estudos demonstraram que varios bolores, entre eles espécies de
Fusarium, Cladosporium, Colletotrichum, Penicillium, Trichoderma, Aspergillus e
Gliocladium incidem sobre os frutos do cafeeiro no terreiro, acelerando o processo
de fermentagdo dos mesmos (Carvalho et al., 1997).

Os principais tipos de injdrias ou danos pré-colheita sdo devidos a infecgao
dos frutos, ainda na planta, por microrganismos, ao ataque de insetos no fruto, o
que facilita a infecgao microbiana e 0 desenvolvimento de microrganismos do solo,
contaminando os graos derrigados (Carvalho et al., 1997).

Mislivec et al. (1983), estudando a incidéncia de fungos toxigénicos sobre
graos de café provenientes de 31 paises produtores, antes e apds a realizagao de
uma desinfecgdo superficial com NaClO a 5%, observaram ocorréncia de fungos
variavel de 93,4 a 100% em todas as amostras, antes da realizagao da
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desinfeccdo. Apds a sua efetivacdo, observaram uma diferenga nas amostras
provenientes de paises asiaticos e africanos (80%), em relagdo as amostras
oriundas de paises centrais e da América do Sul (49,9%). Aspergillus spp.
predominou na microbiota de 944 amostras, antes e ap6s a desinfecgéo. Espécies
de Penicillium spp. também foram detectadas regularmente, embora em menor
intensidade comparativamente as do género Aspergillus.

Quando se considera os danos causados pelos microrganismos a qualidade
do café, pode-se verificar que os esforgos no sentido de realizar pesquisas que
visem o controle dos mesmos nas fases pré e pés-colheita tém sido pequenos, o
que pode ser corroborado pelo histérico dos trabalhos realizados e pela virtual
inexisténcia de medidas adotadas diretamente com este objetivo (Souza &

Carvalho, 1997).

1.5. Micotoxina, efeitos toxicos das ocratoxinas e legislagao

pertinente

Desde a década de 60, quando iniciou-se a discussdo e estudo das
micotoxinas, com destaque as aflatoxinas, varias pesquisas foram realizadas,
visando a detecg¢ao de fungos toxigénicos e suas respectivas toxinas. Até o
momento, ja foram descritas mais de 400 toxinas diversas, produzidas por cerca
de 350 diferentes fungos (Filtenborg et al., 1996).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos que podem ocorrer em produtos alimenticios sob determinadas
condigdes de umidade e temperatura e que podem causar sérios danos a saude
humana e de animais (Bullerman et al., 1984; Biancardi & Riberzani, 1996; Stegen
et al., 1997). Outra definicdo, € a que diz que as micotoxinas sdo metabdlitos
fungicos que, quando ingeridos, inalados ou absorvidos através da pele, causam
baixa “performance”, doengas da pele ou morte em seres humanos e animais,
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incluindo passaros. Tem efeito ao longo do tempo, podem causar cancer, algumas
vezes sao imunosupressivas e podem ser toxicas ou teratogénicas.

Entre as micotoxinas, a ocratoxina A (OTA) é produzida por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium, que normalmente contaminam o café e outros
cereais (Van der Merwe et al., 1965; Hald, 1988; Micco et al., 1987).

Primeiramente descrita por Shotwell, Hesseltine e Gouden, em 1969, como
contaminante de milho, a OTA quimicamente consiste num grupo de sete
derivados de isocumarina ligados a uma amida que, por sua vez, esta unida a um

grupo B-fenilalanina, como mostra a Figura 4 (Pholand et al, 1992).

OH o
COOH

CH,

Cl1

Figura 4: Estrutura quimica da ocratoxina A (CzH1sOsNCI)

A ocratoxina A € um pé branco e cristalino quando seco, com peso
molecular de 403,84 e ponto de fuséo de 169°C. E pouco solivel em agua
(<« 1mg/ml) e apresenta solubilidade moderada em cloroférmio e metanol,
fluorescendo nas cores verde e azul, quando em solugdes acidas e alcalinas,
respectivamente (Van der Merwe et al., 1965; Steyn, 1993; Moss, 1996). E
conhecida por suas caracteristicas carcinogénicas, nefrotdxicas, teratogénicas e
imunotdéxicas em células animais (Pohland et al., 1992; Steyn, 1993). Sendo um
derivado da dihidro-hidroxicumarina, atua como um xenobidtico anti vitamina K,
causando sindromes hemorragicas em animais de laboratério. Os seres humanos
sdo mais sensiveis aos efeitos nefrotéxicos (Pohland et al., 1992; Stormer, 1993).
Num estudo conduzido pelo United States Toxicology Program (NTP) em 1989, foi
demonstrada a atividade carcinogénica da OTA, sendo considerada a partir de
entdo como um “possivel carcinégeno”. Esta pesquisa demonstrou um aumento
na incidéncia de adenomas incomuns e de carcinomas das células tubulares em
rins de ratos aos quais a OTA havia sido administrada (Pohland et al., 1992).
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Atencado especial tem sido dada a OTA, desde que esta toxina esteve
envolvida na etiologia da doenga conhecida como “Balkan Endemic Nephropathy”
(BEN), uma desordem renal que afetou pessoas de 30 a 50 anos de idade,
moradoras de areas rurais dos Balkans (formada pelos paises Bulgaria, Romenia
e Yugoslavia) e que pode lentamente levar a morte (Plestina, 1992).

Estudos realizados na Suécia e Canada confirmaram a presenga de OTA
em soro humano. Isto pode ser atribuido a provavel estabilidade da micotoxina no
corpo humano (Breitholz et al, 1991; Steyn, 1993).

O efeito toxico primario da OTA é a inibigdo da sintese proteica, com
inibicdo competitiva do RNA; fenilalanina sintetase, fundamental para os passos de
amino acilagdo na sintese proteica (Kuiper-Goodman & Scott, 1989; Pohland et
al., 1992).

A nefropatia suina, estudada na Dinamarca, € um problema para criadores
e estad associada a frequente exposigdo a toxina. Em porcos, a ingestao diaria
durante 3 a 4 meses, de 200ug de OTA/kg de ragao foi suficiente para produzir
alteragbes renais nos animais (Plestina, 1996).

Os niveis maximos de OTA sao regulamentados ou estao sendo sugeridos
em diversos paises e variam de 1 a 5 ug/kg para alimentos infantis, 2 a 50 pug/kg
para cereais e 5 a 300 pg/kg para ragoes (van Egmond, 1996). Na Uni&o Européia
estdo sendo sugeridos limites de 4 a 5 pg/kg para café torrado e café verde,
respectivamente. Também sugerem um limite geral para cereais de 8 ug/kg.

O “Joint Expert Committee on Food Additives” (JECFA), calculou o nivel
toleravel provisério de ingestdao didria para OTA como 14ug/kg de peso
corpéreo/dia (Kuiper-Goodman, 1996; Furlani et al., 1999).

Até recentemente, acreditava-se que a ocratoxina era produzida apenas por
P. verrucosum e por A. ochraceus. No entanto, relatos recentes indicam que esta
micotoxina pode ser produzida também por algumas cepas de A. niger, A.
carbonarius e A. terreus (Heenan et al., 1998).
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1.6. Incidéncia de ocratoxina em café verde e torrado

Em 1974, Levi et al., relataram pela primeira vez, utilizando cromatografia
em camada delgada, OTA em gréos de café verde. Das 335 amostras de café
verde analisadas com relagio a OTA e encontraram 22 amostras com
quantidades préximas de 20ug/kg.

Levi (1980), relatou diversos trabalhos confirmando a relagdo entre a
proliferacao flingica em graos verdes de café e o processo de produgdo de
micotoxinas, destacando a de ocratoxina em particular. O autor concluiu, ainda,
que em café coado a incidéncia de OTA era muito baixa.

Cantéafora et al. (1983), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), analisaram 40 amostras de café verde e encontraram 9 contaminadas por
OTA, em niveis que variaram de 0,5 a 23ug/kg.

Estudos realizados por Micco et al. (1987), levantaram o problema
novamente e comprovaram uma alta porcentagem de cafés comerciais
contaminados com OTA, em niveis que variaram de 0,2 a 15 ug/Kg. Os autores
também constataram, avaliando a porcentagem de destruicao da toxina em cafés
torrados, constatando a se completa destruicdo da mesma em decorréncia da
torracdo. Em cafés descaieinados e torrados, quando a bebida € preparada em
maquinas préprias, houve também completa destruigdo da micotoxina.

Tsubouchi et al. (1988), no Japao, analisaram amostras de café torrado e
moido importado de diversas regides e comercializado na cidade de Nagoya.
Cinco amostras, de um total de 68, estavam contaminadas com OTA em niveis
que variaram de 3,2 a 17ug/Kg. Foi o primeiro relato da deteccédo de OTA em café
torrado e moido vendido no varejo.

Em 1995, Studer-Rhor et al., analisaram 25 amostras de café verde, das
quais 13 estavam contaminadas com OTA (0,9 a 50ug/kg). Os autores também
examinaram o café coado, elaborado a partir de 40 amostras de café torrado e
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moido, comercializado na Suiga. A OTA foi encontrada em 18 dessas amostras,
em niveis que variaram de 0,7 a 7,8 pg/kg de café moido. |

Pittet et al. (1996), analisando 101 amostras de café solivel procedentes de
varios paises, detectaram OTA em 75% das amostras com niveis de 0,2 a 6,5
ug/kg de OTA. Relataram ainda, que o Ministério da Agricultura do Reino Unido
(MAFF-UK) informou, em 1996, que foram analisadas 291 amostras de café verde
procedentes de 27 paises diferentes e representativas do café em grao que
entrava no Reino Unido. Do total de amostras analisadas, 110 amostras estavam
contaminadas, sendo que o nivel maximo de OTA encontrado foi de 27,3 po/kg.

Patel et al. (1997), também no Reino Unido, analisaram 80 amostras
comerciais de café soltvel e 20 de café torrado e moido. A OTA foi detectada em
64 amostras de café solvel (0,2 a 8 pg/kg) e 17 de café torrado e moido (0,2 a 2,1
Hg/kg).

Stegen et al. (1997) analisando 633 amostras de produtos de café em nove
laboratérios diferentes detectaram niveis de 0,2 a 1 pg/kg de ocratoxina A para
café solGvel e café torrado. Encontraram 229 amostras contaminadas e o maior
nivel de OTA encontrado foi de 27,2 pg/kg, em café soluvel.

Nakajima et al. (1997) determinaram OTA e aflatoxina By em 47 amostras
de café verde provenientes da Asia, Africa e América do Sul. A metodologia
utilizada incluia a de limpeza em coluna de imunoafinidade e quantificagao em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de fluorescéncia. A
contaminagéo foi de 30% e os niveis de ocratoxina A variaram de 0,12 17,4 pg/kg.
Nenhuma amostra proveniente da América do Sul estava contaminada.

Furlani (1998), analisando 84 amostras de café verde proveniente de
regides produtoras brasileiras, detectaram OTA em 18 amostras que continham
niveis de 1,7 a 147,5 pg/kg.

Urbano et al. (2001), analisaram cafés verdes, provenientes de terreiros e
tulhas de trés fazendas brasileiras, durante as safras de 1998 e 1999 e detectaram

niveis de OTA entre 0,7 a 17,0 pg/kg.
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1.7. Metodologia para a Determinagao de Ocratoxina A em

cafe.

Vérias metodologias tém sido propostas para a determinacéo de ocratoxina
em café, incluindo desde a cromatografia em camada delgada (CCD), proposta
por Levi et al. (1974) até a cromatografia liquida da alta pressao (CLAE), assim
como métodos imunoenzimaticos, tipo ELISA (Abramson & Clear, 1996; Biancardi
& Riberzani, 1996).

Terada et al. (1986) determinaram OTA por CLAE, utilizando extragao com
metanol e bicarbonato de sédio, seguida por limpeza em colunas de C1g obtendo
bons resultados.

Tsubouchi et al. (1988), detectaram OTA em café torrado também utilizando
CLAE, a exemplo de outros autores, na mesma época, que contribuiram para o
aperfeicoamento da técnica.

Em 1993, a metodologia por CLAE foi consolidada, num estudo colaborativo
entre 24 laboratérios europeus, que utilizaram vérias fases moveis diferentes e
“clean up” (Hald et al., 1993).

Studer-Rohr et al. (1995) utilizaram, para confirmagdo qualitativa e
quantitativa de baixos niveis de ocratoxina, coluna de imunoafinidade antes da
aplicagdo do extrato em CLAE. Em gréos verdes, a ocratoxina foi detectada em 13
das 25 amostras comerciais” analisadas, com limite de detecgao de 0,5 pg/Kg.
Segundo os autores, a coluna de imunoafinidade, aliada a CLAE, é uma 6tima
metodologia para detecgéo de baixos niveis desta toxina.

Pittet et al. (1996), estudaram em café verde e torrado, o uso de diferentes
colunas de imunoafinidade e tampéao fosfato aplicado as colunas,com a eluicao
das mesmas com metanol. Na andlise quantitativa de OTA, o limite de detec¢ao
alcangado foi de 0,2 pg/kg.

Também Nakajima et al. (1997), recomendaram e utilizaram colunas de
imunoafinidade na determinagao de ocratoxina, com a posterior quantificacao em

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) .
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Furlani (1998) testou colunas para extracdo em fase sélida na detecgéo de
OTA em café, menciona que apenas as colunas de imunoafinidade foram
capazes de remover os interferentes existentes nos extratos. O limite de deteccao

conseguido foi de 0,7 pg/kg.

1.8. Fatores que afetam o crescimento flngico e a

producao de OTA

Fatores ambientais como temperatura, atividade de agua (Aa) e suas
interagdes sdo importantes no desenvolvimento de barreiras tecnologicas para
prevencao da deterioragao flngica em gréos (Marins et al., 1998; Frank, 1999).

No caso especifico de Aspergillus ochraceus, produtor de OTA, os limites
de temperatura, pH e Aa para o crescimento e produgéo de toxina encontram-se

descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Limites de crescimento e producdao de toxina (OTA) por A.

ochraceus.
Fatores Minimo 6timo Maximo
Temperatura de crescimento 8°C 24-31°C 37°C
Temperatura para produgdo OTA 12°C 31°C 37°C
Limites pH de crescimento 2,2 3-8 13
Aa para crescimento 0,77-0,80 0,95-0,99 >0,99
Aa para produgéo de OTA 0,83 0,95-0,99 >0,99

Fonte: ICMSF, 1996

Varios estudos tem sido feitos para determinar o desenvolvimeto de A.
ochraceus em meios de cultura (Ciegler, 1972; Bullerman et al., 1984; Madhyastha
et al., 1993) e em diferentes grdos como cevada (Damaglou et al., 1984), trigo
(Madhyastha et al., 1990) e milho (Madhyastha et al., 1990). No entanto, pouca
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atencao tem sido dada a influéncia da temperatura de incubagéo e da atividade de
agua no crescimento fungico e produgéo de OTA, principalmente utilizando-se o
café como substrato.

Bacon et al (1973) isolaram uma cepa de A. ochraceus e estudaram o efeito
de varias temperaturas e umidades na produgdo de OTA; os autores constataram
que a temperatura 6tima para desenvolvimento dos conidios foi de 30°C e a
umidade relativa (85%) favoreceu a produc¢ao de OTA em meio de cultura.

Northolt et al. (1979) reafirmaram que as condicdes ambientais
influenciavam o crescimento fungico e a producao de micotoxinas em geral. Os
autores confirmaram que fatores como Aa, temperatura, pH e atmosfera podem
afetar muito intensamente o crescimento e produgdo de toxinas e que a
manutengdo de produtos estocados em baixas temperaturas previne a produgéo
de micotoxinas, sendo que a escolha das medidas de controle dependem do tipo
de produto, periodo de estocagem e técnicas disponiveis.

Beuchat (1983) relatou que os niveis minimos de Aa para crescimento
fangico sdo menores que aqueles requeridos para produgao de toxinas.
Bullerman et al. (1984), afirmaram que a produgcéao de micotoxinas era favorecida
por alta umidade e Aa ,sendo que, para controlar a formacdo das mesmas, o
contetdo de umidade deveria ser mantido abaixo do nivel critico para cada
produto.

Lépez-Malo et al. (1997) estudaram o efeito de temperaturas de incubagéo
(10-30°C), pH (3,0-7,0) e concentragdo de vanilina, um antimicrobiano, no
crescimento de A. flavus, A. niger, A. ochraceus e A. parasiticus em meio de
cultura ajustado para Aa 0,98. Os dados demonstraram que os microrganismos
estudados eram mesofilicos e que temperaturas de refrigeragdo podiam controlar
o tempo de germinagéo e a taxa de crescimento flngico. A vanilina poderia ser
usada como um agente antimicrobiano na prevengao de crescimento de fungos,
combinada com a Aa reduzida, pH e temperatura de estocagem.

Marins et al (1998) também compararam o efeito de temperatura, Aa e suas
interagdes na taxa de germinagdo e crescimento micelial de trés linhagens
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toxigénicas de A. ochraceus , A. flavus, A. niger e Penicillium , em meio de cultura
a base de milho. Os autores salientaram a importdncia do controle de fatores
ambientais e suas interagdes na prevengao de deterioragdo em produtos agricolas
e alimentos. Ramos et al., (1999), determinaram o efeito da Aa, temperatura,
tempo e crescimento de A. ochraceus e producao de OTA em meio de cultura a
base de cevada. Maximas quantidades de ocratoxina A foram produzidas em
Aa>0,98 e apds trés semanas de incubagao a 25-30°C. A concentragdo de OTA
variou de 1,7 a 12,9 ppm, dependendo da Aa e da temperatura de incubagao.

Na Tailandia, Bucheli et al. (1998) estudaram café verde estocado em silos
por 8 meses sob condigdes industriais. A redugdo na umidade e a aeragdo nos
silos de café foram eficientes pois nenhuma OTA foi detectada. Posteriormente,
Bucheli et al. (2000) estudando a ocorréncia e formagao de ocratoxina em cafés
cerejas sob secagem, verificaram que a contaminagao por ocratoxina dependia do
estagio de maturagdo do fruto; com cerejas verdes a ocorréncia € menor e os
frutos passa mais susceptiveis. Os defeitos encontrados no café foram a mais
importante causa de contaminagdo por ocratoxina. Os estudos sugeriram que a
secagem adequada e procedimentos de escolha dos graos poderiam efetivamente
reduzir a toxina no café verde.

Joosten et al. (2001) analisaram a presenga de fungos e de OTA em cafés
cerejas antes e apés a secagem ao sol em fazendas da Tailandia. Das 14
amostras analisadas, Aspergillus ochraceus foi detectado em apenas uma

amostra, enquanto A. carbonarius foi isolado em 7 amostras.

1.9. Efeito das operacgoes da torragcao e moagem na
estabilidade da OTA

Para se obter a bebida caracteristica do café € necessario que os graos
verdes passem por um processo de torracdo, durante a qual transformagbes
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fisicas e quimicas serdo responsaveis pelo desenvolvimento do sabor e aroma do
café torrado.

Durante o processo de torragdo, o tempo e a temperatura devem ser
controlados a fim de evitar que os grios se queimem. Em média, para torracao de
café arabica, a temperatura indicada é de 220°C por 10 a 15 minutos (Sivetz &
Foote, 1963).

O mecanismo de transferéncia de calor para o grao pode ocorrer de
maneira diferente conforme o tipo de torrador. O torrador constitui-se num cilindro
horizontal giratério (Figura 5) contendo o café, que & aquecido por ar quente, por
meio de resisténcia elétrica. A transferéncia de calor se d& por convecgao, em
regime laminar, pelo contato do ar com o gréo e também por condugéo. O
processo de torragao pode ser dividido em 3 etapas: desidratagao dos graos,
aumento de volume e reagdes de pirdlise (Clarke, 1989).

Figura 5: Figura esquematica interna do torrador Probat-Werke (Clarke,
1989).

A primeira etapa ocorre durante pouco menos da metade do tempo total,

numa temperatura entre 100 e 104°C, com o aquecimento dos graos promovendo
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a desidratagdo. As variagdes ainda sdo pequenas, havendo uma diminuigao da
densidade, uma vez que, com o volume ainda constante, ocorre pequena perda de
peso devido a desidratagdo. Ha um pequeno escurecimento na superficie do grao,
porém seu interior ainda se mantém claro (Sivetz & Foote, 1963).

Na segunda etapa, a desidratagao continua, havendo também a liberagao de
gases (CO.) promovendo a expansao do grao. Com o aumento de volume e perda
de peso a densidade diminui ainda mais. O escurecimento superficial indica o
inicio da reagao de caramelizagdo (Sivetz & Foote, 1963).

Na terceira etapa, a umidade se mantém constante. Com a umidade fixa,
ocorre um sensivel incremento nas mudangas das caracteristicas; o grao se torna
escuro, a temperatura aumenta devido a reagao pirolitica, que é exotérmica,
percebe-se o aroma tipico do café e a liberagao da fumagca (Sivetz, 1963).

No término do processo de torragdo, é necessario que, na saida do torrador,
os grios sejam resfriados para que se interrompa a reacdo de pirdlise, o que
normalmente é feito por borrifo de dgua ou com ar frio (Sivetz, 1963).

O sabor e o aroma caracteristicos de café séo formados pela decomposigao
de substancias durante a pirdlise. Um dos requisitos para obtengédo de uma boa
bebida de café é o grau de torragéo, que pode ser claro, medio ou escuro. O grau
de torragao depender4 do paladar do consumidor. No Brasil, a torragao dos graos
é do tipo média, a qual acentua o sabor € 0 aroma e com moagem do tipo fina,
permitindo uma maior solubilidade de sélidos, reforgando o sabor do café (Sivetz &
Foote, 1963).

Além do grau de torrefagao ideal, os graos torrados requerem uma moagem
(quebra) para o preparo da bebida (Clarke, 1989). Os graus de moagem a que sao
submetidos os gréaos de café séo definidos como grosso, médio ou fino, de acordo
com o tipo de preparo da bebida. A moagem grossa ou média é usada para
percoladores caseiros e industriais, enquanto que a moagem fina é usada para
filtros e também em magquinas de café expresso (Clarke, 1989).

Como ja relatado anteriormente, muitos estudos foram realizados desde
1970 sobre a incidéncia de OTA em cafés torrados e moidos (Micco et al., 1987;
Tsubouchi et al, 1988; Pittet et al., 1996, Patel et al., 1997; Stegen et al., 1997;
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Leoni et al., 2000; Prado et al., 2000 e Leoni et al., 2001). Entretanto, estudos
sobre a investigagao da passagem da OTA durante o preparo da bebida devem
ser continuados.

Em 1998, Blanc et al., realizaram experimentos para investigar o
comportamento da OTA durante a torragdo e no processamento de café sollvel.
Os autores verificaram que a torragdo e moagem do café eram responsaveis pela
eliminagdo da OTA, devido a degradagdo térmica da micotoxina. No
processamento de café solivel também observaram reducéo de cerca de 80% da
OTA presente inicialmente.

Em 2000, Heilmann et al., num programa da Associagéo Alema de Café,
avaliaram as tecnologias para controle de qualidade, selegdo ou tratamento do
café verde apropriadas para redugdo dos niveis de OTA neste produto. As
tecnologias usadas na selecdo dos gréos pareceram nao ser efetivas na
descontaminagéo dos graos. Apenas a torragao, através da destruigéo térmica ou
tratamentos com solventes organicos pareceram ser adequados na

descontaminagao.
Observa-se, portanto, que a maioria das pesquisas mostram o processo de

torragdo como eficiente na redugdo quase completa da ocratoxina, apesar da
existéncia de dados controvertidos. Assim sendo, pesquisas sobre a estabilidade
da ocratoxina no preparo da bebida ainda séo particularmente importantes.
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ABSTRACT

Ochratoxin A (OA)-producing fungi were identified in coffee at different stages of maturation. The toxin was quantified
in coffee during terrace drying and in coffee stored in barns. By direct plating, a high level of contamination (100%) was
found in the coffee beans studied. with the genus Aspergillus representing 33.2%. of which Aspergillus ochraceus and As-
pergillus niger represented 10.3 and 22.9%. respectively, of the strains isolated from the coffee beans. The capacity to produce
ochratoxin was determined in 155 strains of A. ochraceus and A. niger using both the agar plug method and extraction with
chloroform. giving positive results for 88.1% of the A. ochraceus strains and 11.5% of the A. niger strains. Analysis for OA
in the terrace and barn coffee samples showed that. independent of cultivar. vear harvested. or production region. all except
one of the samples analyzed showed mycotoxin levels below the iimit suggested by the European Common Market (8 pg/
kg). thus indicating that the problem is resiricted and due to severe faults in harvesting and storage practices.

Ochratoxin A (OA) is a mycotoxin produced by fungi
of the genera Aspergillus and Penictllium. which contami-
nate coffee and other cereals (8 /0). This mycotoxin is
known for its carcinogenic. nephrotoxic. and immunotoxic
characteristics in animal cells. It has been detected in a great
variety of agricultural products in various geographical
regions of the world and was originally isolated as a metab-
olite of Aspergillus ochraceus. but other species have since
been identified as OA producers. such as Aspergillus car-
bonarius. Aspergillus ulliaceus, Aspergillus melleus, and As-
pergillus niger. The production of OA by A. niger was first
reported by Abarca et al (/). In 1998. Heenan et al. /6)
examined 33 strains of A. carbonarius and 115 strains of A.
niger in Australia that were isolated from a mixture of dried
vine fruits. Using coconut agar. which fluoresces under UV
light in the presence of the toxin. they showed that 91% of
the A. carbonarius and only 2% of the A. niger isolates were
OA producers. Recently. Taniwaki et al. (/9) investigated the
presence of OA-producing fungi in several coffee samples
from different farms in Brazil. It was concluded that there
are two or at most three species involved in the production
of OA in coffee: A. ochraceus, A. carbonarius, and. rarely.
A. niger. Of the Penicillium species. Penucillium verrucosum
was the major producer of OA in temperate climates. In hot
and tropical climates. the Aspergillus species have been the
most related to the production of OA (/9).

The presence of microorganisms in coffee beans has
been reported since 1936. and of the tungi. the genera Fu-
sarim. Penicillivm, and Aspergillus have been the most
frequently detected at the different stages from harvest 1o
storage (9. 10).

= Author for correspondence. Tel: — 35 19 241-5222 R. 210: Fun: — 55
19 242-4585. E-maii: cross@ fed.umicamp.br or mianiwah @ itui.org or

Mislivec et al. (/0), studying the incidence of toxigenic
and nontoxigenic fungi in coffee beans from 31 producer
countries, found 93.4 to 100% infected beans from most
countries evaluated. Aspergillus species predominated in
both the internal and external microbial flora of the 944
samples, including various potentially toxigenic species,
such as A. ochraceus. Aspergillus flavus, Aspergillus ver-
sicolor, A. niger, Aspergillus tamarii. Aspergillus wentii,
and species of the Aspergillus glaucus group. The genus
Penicillium, including the toxigenic Penicillium cyclopium,
Penicillium citrinum, and Penicillium expansum, was reg-
ularly detected. but with a much lower frequency.

The first reports of OA in raw coffee beans date from
1974 (8), followed by various other studies. In 1989, Micco
et al (9) showed that a high percentage of commercial cof-
fees were contaminated with OA at levels from 0.2 to 15
ug/kg. At the same time, Tsubouchi et al. (20) found OA
in ground roasted coffee samples at levels of 3.2 to 17 ug/
kg. Since 1995. frequent reports have appeared on the oc-
currence of OA in raw and roasted coffee samples (/2, /3,
15-17), all detecting OA levels above those permitted.

Based on these considerations. the objectives of this
research were to identify OA-producing fungi in coffee
fruits at different stages of development and also to eval-
uate the presence of the mycotoxin in the beans during
terrace drving and storage in barns.

MATERIALS AND METHODS

Sampling. The study was carried out analyzing coftee samples
1 Coffea arabica of the Catual Vermelho (red). Amarelo (vellow).
and Mundo Novo cultivars during the 1998 and 1999 harvests. The
fruits were collected at different stages of maturation and process-
ing: ripe frutts (cherries) collected directly from the shrubs. overripe
iruits from bush and ground. fruits being dried on the terraces. und
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TABLE 1. Toeral veast and mold count (CF U’g) in coffee beans collected ar different stages of marration and processing during the

1998 and 1999 harvests«

Stages of 1998 Harvest 1999 Harvest
maturation
or processing Range Mean Range Mean
Cherry 14 X 10° to 4.8 X 108 2.4 x 106 0.2 X 10510 0.1 X 10¢ 0.6 X 10°
Overripe 1.2 X 107 to 1.7 x 108 9.1 x 107 0.2 X 10°to 1.3 X 107 6.5 X 108
Overripe
(from the ground) 0.1 X 107 to 8.0 x 107 4.0 x 107 1.0 X 10° to 1.0 X 107 5.0 X 108

Terrace 6.8 X 10°t0 8.7 x 108 43 x 108 0.1 X 10° to 5.2 x 106 2.6 x 108
Bamn 6.2 X 10510 1.7 X 10° 8.5 x 108 0.1 X 10° to 1.87 x 10° 9.4 X 105

¢ The mean results refer to two samplings in three different coffee-producing regions.

coffee stored in barns. Sampling was carried out during maturation
of the coffee and harvesting. Five samples of 500 g from each stage
were taken and 25 samples from each farm were analvzed. The
samples were kept inside an icebox during sampling and transport
from the farm to the laboratory. The period from sampling to mi-
crobiological analysis did not exceed 12 h.

Three different producing regions were selected characterized
by the beverage quality produced and the climatic conditions dur-
ing harvesting: North of Parand State (low-quality beverage, cold
rainy region). Northwest of Sdo Paulo State (good-quality bever-
age, hot dry region), and North of Sdo Paulo State (average-qual-
ity beverage, temperate region. not too dry).

Total yeast and mold count. From the fruit samples collected
aseptically at the various stages of maturation and processing, 25-
g portions were separated and placed in sterile plastic bags and 225
ml of 0.1% peptone water was added. The sample was then ho-
mogenized for 2 min in a Seward stomacher (model EQ MB 049-
UK) followed by plating on dichloran 18% glycerol agar DGI1§
(Oxoid-UK. Basingstoke. Hampshire) (73) and incubation at 25°C
for 5 to 7 days (/4). The results were expressed in CFU/g.

Direct plating. The fruits. at different stages of maturation
and processing. were externally disinfected by immersion in a
0.4% sodium hypochlorite solution for 1 min. The fruits were then
opened aseptically and 10 beans (seeds) transferred to each of 5
petri dishes containing dichloran 18% glycerol agar DG18 (Oxoid-
UK) and incubated at 25°C for 5 to 7 days, the results being
expressed as percentage of internally infecting beans (74). These
assays were repeated using the same procedure at two distinct
points in both years of harvest (1998 and 1999). Thus, for each
stage of maturation or process, a total of 200 beans were analyzed.

Identification of fungi. The strains of the genus Aspergillus
were isolated in malt extract agar and identified according to the
identification key for Aspergilius (7).

Test for OA production by the isolated fungi. The strains
of A. ochraceus and A. niger, potential producers of QA. were
grown on yeast extract 15% sucrose agar at 25°C for 7 days and
evaluated for the production of OA by the agar plug method (4).
At the same time. the whole medium and colony were extracted
with 50 m! of chloroform in a stomacher tor 3 min (/8). The extract
was filtered and concentrated in a water bath at 60°C near to dry-
ness and then dried under a N stream. The toxin was resuspended
in chloroform and analyzed by thin Luyver chromatography plates
and observed under UV light at 365 nm. comparing qualitatively
with OA standard (Sigma Chemical Co.. St. Louis. Mo. ).

Method for the analysis of OA in coffees during terrace
drying and barn storage. The coffccs from both the terraces and

barns were dried in the sun for 2 days and then hulled and ground
in a knife mill using mesh 3.2. This produced an ideal granule
size for the analytical method used in the detection of OA (12),
using an immunoaffinity column (77, 15).

From each sample. with an average weight of 1.5 kg, three
subsamples of 25 g were separated and analyzed for the presence
of OA. OA was extracted with a solution of methanol and 3%
sodium bicarbonate (50:50). The extract was filtered and diluted
with phosphate-buffered saline and applied to an immunoaffinity
column (VICAM. Watertown., Mass.) containing the monoclonal
antibody specific for OA. The phosphate-buffered saline water
solution consisted of the following salts: 0.002 M KCIL 0.13 M
NaCl. 0.007 M Na,HPO,, and 0.001 M KH,PO,. After washing,
the OA was eluted with high-performance liquid chromatography
(HPLC) grade methanol and quantified by reverse-phase HPLC
using a fluorescence detector. The detection limit of this method
was 0.2 pg/kg. The mobile phase used was 4 mM sodium acetatef
acetic acid (19:1) in acetonitrile. The equipment used was a Wa-
ters HPLC 717 with autosampler (Waters. Milford, Mass.) under
the following conditions: 5 pm by 250 by 4.6 mm ODS Spheri-
sorb column. 5 wm by 25 by 4.6 ODS Hypersil precolumn, mobile
phase of 420 ml of acetonitrile and 580 ml sodium acetate at a
flow rate of 1 ml/min. and an injection volume of 50 ul. A fiuo-
rescence detector was used with an excitation of 330 nm and emis-
sion of 470 nm.

Moisture (dry weight) and water activity determinatioms.
During the 1999 harvest, the moisture content was determined in
a vacuum oven at 70°C and the water activity (a,,) using an Aqua-
lab equipment. model CX2 (Decagon, Pullman, Wash.), by the
dew point method (2).

RESULTS

Table | shows the yeast and mold counts in the beans
collected at different stages of maturation and process dur-
ing the 1998 and 1999 harvests.

A high level of contamination by yeasts and molds was
observed in all stages of maturation in the two harvests,
reaching maximum values of 4.3 X 10% CFU/g in samples
from the terrace and 8.5 X 108 CFU/g in coffee stored in
barns (Table ). It was evident that manipulated beans and
those in contact with the ground (terrace and barn) had
higher total counts than mature fruits and overripe fruits on
the bush (cherrv und overripe).

Table 2 presents the incidence of A. ochraceus and A.
niger isolated from beans at different stages of maturity
during the 1998 and 1999 harvests.

It was shown that 100% of the beans unalyzed by direct
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TABLE 3. Levels of OA (peskgi in the copfee sampies trom the
rerraces and barns during the 1998 and 1999 harvests:

Sample origin

Terraces Barns
Sampling
rezion 1998 1999 1998 1699
North of Parana 0.2 17.0 0.7 13.0
Northwest of
Sédo Paulo 0.2 1.9 NDr¢ 0.2
North of Sao
Paulo ND 3 ND 4.5

“ The results are means of duplicates in each harvesting period.
P Detection limit of the method was 0.2 pg/ke.
“ Not detected by the method.

plating were contaminated with fungi. including Penicilli-
um, Cladosporium, Fusarium, and Rhizopus spp. and
yeasts, along with the genus Aspergillus spp.

These 1solations represented the internal contamination
of the coffee fruits. much more pronounced in the samples
collected from the terrace und barns than that from the ma-
ture fruits on the bush. It is probable that intense handling.
damage to the external surface. and contact with the soil
favor infection of the fruits and fungal penetration 1nto the
Interior,

The values presented in Table 2 represent the sum of
the strains of A. ochraceus and A. niger isolated in the two
samplings each vear in each producing region, correspond-
ing to the analysis of 200 beans in each stage of maturity
Or processing.

Of the 135 strains of A. ochraceus detected in 1998
and 1999, 42 were tested for their capacity to produce OA.
and of these, 37 (88.1%) were positive. Of the 344 strains
of A. niger isolated. 87 were tested for the production of
OA. only 10 (11.5%) giving positive results.

No strains of A. carbonarius were isolated in this
study. and all the strains of A. niger were confirmed as such
by an analysis of their macro and microscopic character-
istics. such as size of conidia (between 3 and 6 pm) and
culuvaton in differentiated culture media (7).

Table 3 shows the levels of OA (ug/kg) detected in
the coffee samples from the terraces and barns during the
1998 und 1999 harvests.

The data shown in Table 3 show the levels of OA in
coffee from barns and terraces collected in 1998 and 1999.
Except for the samples from North of Parand in 1999, most
of samples had levels of OA below the limit suggested by
the European Common Market for the exportation of raw
cotfee. which is 8 pg/kg.

Figure | presents the results of the moisture and a,
determinanons in the cotfee beans collected from terraces
and barns during the 1999 harvest.

Good storage practices for cotfee recommend moisture
values of up to [3% for coffee in barns. preterablv nearer
[1% . As cun be seen in Figure |. ail the moisture values
were below the suggested limits. despite potentiallv toxi-
genic tungt having been isolated. principally from samples
stored in burns or being dried on terraces. The ingh vaiues
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FIGURE 1. Values for moisture and a,, in coffees from terraces
and bams during the 1999 harvest.

found in the terrace samples from the North of Parana stand
out, with moisture values of 36.8% and an a,, of 0.92, co-
inciding with the detection of high levels of OA. as shown
in Table 3.

DISCUSSION

Toxigenic fungi are widely distributed in nature, but
factors such as the nature of the substrate, the ideal tem-
perature, a,,. and relative humidity are important with re-
spect to their capacity to produce toxins (3, 5, /0, 13, 15,
18). The presence of OA in beans is normally a result of
badly controlled harvesting procedures, precarious drying
of the beans. and inadequate storage conditions, allowing
for the proliferation of toxigenic fungi.

The results of this study show a high incidence of fungi
in raw coffee beans collected in the different producing
regions of Brazil. independent of the region and cultivar. It
also showed that 100% of the fruits were internally contam-
inated with fungi and that most toxigenic strains of A.
ochraceus and A. niger, producers of OA. were isolated
from the samples coming from the terraces and barns. This
suggests that better processing and storage practices should
be used at these stages of the process.

In 1999, Frank (5), evaluating the production chain for
coffee in six different countries, detected the presence of
A. ochraceus in the beans. but not all of the samples had
detectable levels of OA. These data are important in the
distinction between the presence of the toxin and the con-
ditions necessary for its production. A. ochraceus was fre-
guently isolaied from cotfee during the drying phase. but,
on the other hand. the isolation of xerophilic species was
not common in the ripe fruit (cherry). where nonxerophilic
yeasts and molds were more common. These reports agree
with the results obtained in this study. that is. that infection
bv A ochracens and A. niger do not necessarily indicate
high OA contamination. No study of the brochemical or
genetic differentiation ot the different strains of A, ochira-
ceuy was carried out. but clear ditferences in the capacities
of the various strains tested to produce OA were observed.
In the study reported herein. there was considerable in-
crease in OA levels detected 1n 1999, especially in the
North of Parand. This coincided with a rainy period during
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sampling. which could have influenced the greater infection
and development of the fungi and consequentiy the higher
levels of OA detected. In addition to the occurrence of A.
ochraceus. the presence of strains of A. niger (22.9%) was
also noted in the coffees analyzed. but with only a smail
percentage (11.5%) being positive for OA production. The
production of OA by A. niger was first reported by Abarca
et al. (1) in animal feeds in Spain. These data. together with
those of Heenan et al. (6) and those verified in this research.
confirm A. niger as being a producer of OA. This fact is
extremely important from the public health point of view.
since A. niger is widely distributed in the environment. be-
ing found in diverse substrates such as grains. hay. fruits,
and vegetables. A. carbonarius, also a potential OA pro-
ducer (6). was reported for the first time. together with
ochratoxigenic A. niger in coffee in samples from terraces
and barns from a farm in the west of the State of S3o Paulo,
Brazil (/9). However. in this study. no strains of A. car-
bonarius were isolated.

in general. the data obtained in this study agree with
those of other recent research papers (/. 5. /2. 13, 16. 19,
20) in relatung the occurrence of potentially toxigenic
strains of A. ochraceus and A. niger in raw coffee beans.
Generally. the levels of OA detected were well below the
limits considered as being of major significance from the
public health aspect. Nevertheless, good practice procedu-
res must be used in the harvesting and storage of coffee to
minimize the problem, emphasizing principally the need for
rapid drying after harvesting and adequate storage of the
beans in the barns.
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CAPITULO Il - “INFLUENCIA DA ATIVIDADE DE AGUA NA
PRODUCAO DE OCRATOXINA A POR Aspergillus
ochraceus EM CAFE VERDE”.

URBANO, G.R'.; LEITAO, M.F de F' ; TANIWAKI, M.H?; VITALI, A. de A% &
VICENTINI, M.C2

{.Faculdade de Engenharia de Alimentos/ Departamento de Tecnologia de
Alimentos-Universidade Estadual de Campinas-Carnpinas—S.P.-Brazil

2 |nstituto de Tecnologia de Alimentos, Avenida Brasil, 2880, caixa postal 139, cep
13073-001. Fone/fax + 55 19 37431 820-Campinas-S.P.-Brazil

RESUMO

Foi avaliada a influéncia da atividade de agua (Aa) na produgao de
ocratoxina A (OTA) por cepas de A. ochraceus isoladas de frutos de café a 25.
Primeiramente, desenvolveu-se a isoterma de adsorgdo de sementes de café,
verificando-se a relagéo entre o teor de umidade no armazenamento e valores
correspondentes de Aa. Para verificar a adequacidade do café como substrato
para produgédo de OTA, foram realizados experimentos inoculando-se 10°
esporos/ml de A. ochraceus e A. niger em cafés mantidos em ambiente saturado
de agua, incubando-se durante 50 dias 4 25°C com amostragem e analises de
OTA nos intervalos de 10, 20, 30, 40, 45 50 dias. Foram constatados niveis de
59, 64, 117, 213, 245 e 194 pg/kg de OTA nos inéculos com A. ochraceus € nos
experimentos com A. niger nao foi detectada toxina, mesmo apés 50 dias de

40



incubagao. Numa segunda etapa, utilizando-se como referéncias valores de Aa
limitantes para o crescimento fngico (0,77) e para produgao de OTA (0,83), o
café verde foi acondicionado em dessecadores (25°C) e mantido em ambiente
com umidades relativas de equilibrio (URE) de 75; 78, 83, 85%, sendo inoculado
com suspensdo padronizada de esporos de A. ochraceus. Andlises dos teores de
OTA foram efetuadas com 20, 40 e 60 dias de incubacao, considerados apds ser
alcangada uma situagéo de equilibrio na Aa dos graos de café mantidos nos varios
ambientes. Em Aa de 0,75 foram detectados teores de OTA de 34,0, 25,5 e
24,2ug/kg apds 20, 40 e 60 dias, respectivamente. Na Aa de 0,78 detectaram-se
niveis de 30,2; 342 e 16,4ugkg apdés 20, 40 e 60 dias de incubagéo,
respectivamente, ao passo que na Aa de 0,83 constatou-se 31,5; 24,0 e
118,3ug/kg, apbs 20, 40 e 60 dias, respectivamente. Ja em Aa de 0,85 foram
atingidos valores bastante elevados de OTA, de 214,8, 1.600 e 12.600pg/kg com
20, 40 e 60 dias, respectivamente. Os resultados comprovaram a adequacidade
dos graos de café como substrato para o crescimento e produgdo de OTA por A.
ochraceus, bem como a importancia da Aa na velocidade de crescimento do fungo

e na sua capacidade para produzir a toxina.

Keywords: A. ochraceus, A. niger, water activity, coffee, ochratoxin A.
1.Corresponding authors: gross@fea.unicamp.br and mffleitao@uol.com.br

1. Introducao

A contaminagdo fungica é uma das principais causas de deterioragao em
grdos armazenados, sendo estes microrganismos capazes de crescer numa
grande variedade de substratos, provocando significantes perdas econdmicas.
Além disso, o problema da contaminagao fungica é importante no aspecto de
salde publica, ja4 que muitas espécies, principalmente nos géneros Aspergillus,
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Penicillium e Fusanum sao toxigénicas. Entre estas (ltimas, destaca-se o
Aspergillus ochraceus, capaz de produzir ocratoxina A (OTA), que é constatada
naturalmente em cereais como o milho, trigo e cevada (Bucheli et al., 1998), e
ainda em sementes como café, cacau e também em frutas secas (Frank, 1999).
As ocratoxinas foram originariamente detectadas em culturas de A. ochraceus
(Van der Merwe et al., 1965) mas sabe-se que Penicillium verrucosum e varias
outras espécies de Aspergillus também sao capazes de produzi-la. Varios estudos
tem demonstrado que as ocratoxinas, principaimente as do tipo A, sédo
nefrotéxicas, hepatotoxicas, teratogénicas e imunossupressivas para diferentes
espécies animais (Pohland et al., 1992).

Fatores ambientais como umidade, temperatura, tempo de incubagao, bem
como a natureza do substrato, tem um importante papel na colonizagao por A.
ochraceus e na quantidade de ocratoxina produzida nos diferentes tipos de graos,
sendo que a atividade de agua (Aa), temperatura de estocagem e tipo de
substrato parecem ser os mais relevantes (Frank, 1999).

Varios estudos tem sido conduzidos para avaliar o desenvolvimento de A.
ochraceus em meios de cultura (Ciegler, 1972; Bullerman et al., 1984; Madhyastha
et al., 1993) e em diferentes graos, como cevada (Damaglou et al., 1984), trigo e
milho (Madhyastha et. al., 1990) e milho (Madyastha et al., 1990). No entanto, sao
poucos os trabalhos estudando a influéncia da temperatura de incubacao e da Aa
destes substratos, no crescimento e produgéo de OTA.

No que se refere especificamente a presenca de OTA em café verde, os
primeiros relatos de sua ocorréncia foi efetuado por Levi et al. (1974). Em 1987,
Micco et al., (1987), comprovaram alta porcentagem de cafés comerciais
contaminados com OTA, em niveis variando de 0,2 a 15ug/g, enquanto Tsubouchi
et al. (1988), no mesmo periodo, encontraram OTA em amostras de café torrado e
moido em niveis de 3,2 a 17ug/kg. Apos 1995, relatos freqlentes sobre ocratoxina
A em amostras de café verde ou torrado tem sido descritos (Sthuder-Rhor et
al.,1995; Pittet et al.,1996; Patel et al.,1997; Stegen et al.,, 1997), a maioria
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detectando niveis de OTA proximos dos limites sugeridos pela Unido Européia, de
8ug/kg para café verde e 4ug/kg para café torrado (Frank, 1999).

Com base nestas consideragoes, esta pesquisa foi conduzida com o
objetivo de se obter informagbes adicionais sobre o comportamento e produgéo de
OTA por A. ochraceus quando desenvolveram-se em graos de café como
substrato. De maneira particular, procurou-se avaliar a influéncia da variacao dos
teores de Aa e do tempo de incubacao na intensidade de producéo da toxina.

2. Material e métodos
2 1 Isoterma de adsorgdo do café verde

O café utilizado na obteng&o da isoterma de adsorgao foi proveniente de um
lote de aproximadamente 10 kg, da safra de 1998, variedade Arabica (Coffea
arabica) sendo colhido na Fazenda Experimental do Instituto Agrondmico de
Campinas-Santa Elisa em Campinas (S.P-Brasil). O café, ja beneficiado, foi
submetido previamente a um processo de esterilizagao por irradiagdo, com fonte
radioativa de Cobalto 60, com uma intensidade de feixe de 10 kGy, no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura -CENA- USP (Piracicaba-S.P). O nivel de OTA no
café, antes da irradiago, estava abaixo de 1 pg/kg. Apés o tratamento, a
esterilidade foi confirmada pelo plaqueamento dos gréos de café em meio para
contagem total de bolores e leveduras, Agar Extrato de Malte (MEA), nao sendo
constatado crescimento fangico.

O café foi ligeiramente triturado em blender, em condigdes assépticas, e sua
umidade inicial foi determinada em estufa 3 vacuo a 70°C (AOAC,1995). A seguir,
foram preparados 5 dessecadores, contendo cada um deles solugdes saturadas
de cloreto de sodio (Aa 0,75); sulfato de aménia (Aa 0,80); cloreto de potassio (Aa
0,84); cloreto de bério (Aa 0,90) e sulfato de potassio (Aa 0,97), utilizando-se sais
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puros e agua deionizada. Trés pesa-filtros contendo aproximadamente 5 gramas
do café moido foram mantidos a 25°C em cada um dos dessecadores. Pesagens
constantes, em balanga analitica, foram realizadas até que o peso das amostras
se estabilizasse, sendo acompanhado de determinagbes de Aa utilizando-se o
equipamento Aqualab, modelo CX2, (Decagon, USA). Cada determinacédo foi
efetuada em triplicata.

2.2. Selegao de cepas de A. ochraceus produtoras de OTA

Foram avaliadas varias cepas de A. ochraceus, isoladas originalmente de
café verde cultivado em diferentes fazendas na regido sudeste do Brasil e
previamente confirmadas como potenciais produtoras de OTA. Essas cepas foram
cultivadas em placas de Petri contendo Agar Czapeck Extrato de Levedura (CYA)
e incubadas a 25°C por sete dias até crescimento intenso, tendo sido selecionadas
como inéculo as cepas produtoras de OTA.

2.3 Preparo do Inéculo

Duas metodologias diferentes foram utilizadas no preparo da suspensao de
esporos para uso na inoculag@o dos graos de café:
Metodologia I: A partir de cepas de A. ochraceus, produtoras de OTA, foram
preparadas suspensdes em 50 ml de solugao 0,1% de Tween 80, de forma a
garantir um indculo de aproximadamente 10° esporos/kg de café verde. A
contagem de esporos foi realizada em camara de Petroff-Hausser (C.A. Hausser &
Son, Philadelphia-USA) com o auxilio de um microscépio optico (Olympus CBA-
Germany). Esse tipo de inéculo foi utilizado nos experimentos descritos no item
24.
Metodologia II: O indculo de café verde foi feito com solo estéril e seco, contendo
aproximadamente 10® esporos/kg de café verde, para nao modificar as umidades
relativas de equilibrio. A contagem de esporos foi realizada em camara de Petroff-
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Hausser (C.A. Hausser & Son, Philadelphia-USA) com o auxilio de um
microscépio éptico (Olympus CBA- Germany). Este tipo de inéculo foi utilizado nos
experimentos descritos no item 2.5, onde o fungo cresceu em Aa controladas.

2.4 Avaliagio da adequacidade do café verde como substrato para o

desenvolvimento de A. ochraceus e A. niger.

Foram realizados experimentos visando-se obter um intenso crescimento
fungico e produgdo de OTA, em ambiente com ambiente saturado de &gua. Para
tanto, doze potes de vidro, com capacidade de 3 litros e mais doze frascos
menores (250 ml), foram adequadamente esterilizados. No frasco maior, colocou-
se 250 ml de agua destilada estéril e dentro dos menores pesou-se 25 gramas do
café irradiado. A seguir, este café foi inoculado com suspensdo de esporos de A.
ochraceus, (1 0° esporos/kg), preparado como descrito no item 2.3, Metodologia |.
O frasco maior foi coberto com grossa camada de gaze, também estéril, sendo
que o frasco menor ficou suspenso dentro do maior, contendo agua. O conjunto
assim preparado foi incubado durante 50 dias a 25°C com andlises sendo
efetuadas em intervalos de 10 dias. Todos os ensaios foram feitos em duplicata.
Este mesmo experimento foi realizado com café do mesmo lote e inoculado com
A. niger potencialmente produtor de OTA, também isolado de cafe.

2.5. Avaliagdao do desenvolvimento e produgdo de OTA por A. ochraceus em
café verde mantido em ambiente com diferentes URE.

Utilizou-se como substrato nos experimentos 0 mesmo café empregado na
elaboragao da isoterma do café verde, mas sem tritura-lo.

Dessecadores previamente higienizados, contendo cada um deles soluqoes
saturadas de cloreto de sodio (Aa 0,75); sulfato de amdnia (Aa 0,80); cloreto de
potassio (Aa 0,83); tartarato de sodio e potassio (Aa 0,85) foram mantidos durante
7 semanas a 25°C, com objetivo de se alcangar a umidade relativa de equilibrio
(URE) desejada. Dentro dos dessecadores, havia nove potes estéreis com cerca
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de 25 gramas de café verde sem triturar, em cada um. Quando atingidas as Aa de
0,75; 0,78; 0,83 e 0,85, comprovadas por medidas periddicas no aparelho Agualab
(Decagon-USA), o café verde foi removido e inoculado com esporos de A.
ochraceus em solo seco e estéril, preparado segundo o item 2.3, Metodologia L.
Apbs vigorosa homogeneizagao do material inoculado com o solo contaminado
com esporos, foram pesadas novamente porgdes de 25 gramas e distribuidas nos
frascos estéreis. A seguir, os frascos foram colocados no interior de cada
dessecador equilibrado em diferentes umidades relativas e os dessecadores
incubados a 25°C. A partir desse momento foram retiradas amostras para analise
de OTA apds 20, 40 e 60 dias de incubagao. Todas as andlises foram efetuadas

em duplicata.
2 5. Analise de Ocratoxina

A metodologia utilizada para anélise de OTA foi a proposta por Pittet et al.
(1996), baseada no uso da coluna de imunoafinidade de Nakajima et al. (1990) na
etapa de limpeza. Uma aliquota de 25 gramas do café inoculado foi extraida com
200 ml de solugao de metanol-bicarbonato de sodio 3% (50:50) em “blender” por 2
minutos. A seguir, o extrato foi filtrado sob vacuo, retirando-se 5 ml do filtrado e
diluido com tampdo fosfato (PBS, pH 7,0) até 100 ml. O tampéao fosfato foi
composto pelos sais KCl, NaCl, Na;HPO4, KHoPO,, diluidos em agua, com as
respectivas concentragoes: 0.002, 0.13, 0.007 e 0.001M e aplicado em coluna de
imunoafinidade (VICAM®) contendo anticorpo monoclonal especifico para
ocratoxina A (deixou-se passar 0S 100 ml). Apés lavagem com 10 ml de agua,
eliminou-se toda agua através de vacuo para secar a coluna. Em seguida, a OTA
foi eluida com 4 ml de metanol e quantificada por CLAE fase reversa com
deteccao de fluorescéncia. O limite de detecgdo do método foi de 0.2 ug/kg, sendo
que a fase moével utilizada foi solugdo 4mM de acetato de sédio/acido acético
(19:1) em acetonitrila.

O CLAE utilizado foi WATERS 717 plus Autosampler (USA) nas seguintes
condigdes: Coluna Spherisorb ODS, Sum, 250mm x 4,6mm, pré-coluna ODS
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Hypersil 5um, 25mm x 4,6 mm, fase mével 420 ml de acetonitrila-580 ml de
acetato de sédio e fluxo de 1 ml por minuto, sendo o volume injetado de 50 pl. O
detector de fluorescéncia utilizou excitagdo de 330nm e emissdo de 470 nm.

3. Resultados

3.1 Isoterma de adsorgao do café verde a 25°C.

A Figura 1 mostra a isoterma de adsor¢éo do café verde beneficiado a

temperatura de 25°C.

Umidade em Base Seca (%)

075 0,80 085 090 08 1,00
Atividade de agua

Figura 1: Isoterma de adsorg&o de café verde a 25°C.

3.2 Avaliagio da adequacidade dos grdaos de café como substrato para
crescimento de A. ochraceus e A. niger e produgao de OTA.

A Figura 2 mostra os niveis de OTA produzidos por A. ochraceus ao longo
dos 50 dias de incubacao dos gréos de café a 25°C, em ambiente saturado e com
analises sendo efetuadas em diferentes intervalos de tempo.
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Os resultados obtidos confirmaram que o café verde, mantido em ambiente
saturado com alta umidade & 25°C se constitue em substrato adequado para o
crescimento de A. ochraceus € produgdo de OTA, mesmo ap6s periodos
relativamente curtos de incubagao.

Ja no caso de A. niger apenas tragos (< 0.2pg/kg ) de OTA foram
constatados nas amostras inoculadas de café, mesmo apos 50 dias de incubagao

3 25°C, indicando a reduzida atividade da cepa estudada.

Figura 2: Produgao de OTA (ugkg )™ em café mantido em ambiente de alta
umidade relativa e temperatura de 25°C e inoculado com esporos de A

ochraceus.
300 Conc. OTA - 300
— w_ 7 m
% 2001 - 200
o - -
3
E 150 - -1 150
g 100 - 100
50 450

o = 0 0 50
Tempo (dias)

** A barra de erros representa valores max/min.

3.3. Produgao de OTA por Aspergillus ochraceus em café verde, com
diferentes valores de atividade de agua e tempos de incubagao.

Somente apds 7 semanas de incubagao dos cafés verdes em ambientes
com diferentes valores de umidade relativa é que atingiu-se uma condigao de
equilibrio da atividade de agua do café e da umidade relativa nos dessecadores
(URE). S6 entao foi feita a inoculagdo com esporos conforme descrito em 2.4,
Metodologia Il. Na Tabela 1 podem ser observados 0S niveis de OTA apés 20, 40
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e 60 dias de incubacdo nos diferentes ambientes, e as respectivas Aa atingidas

pelos graos.
Tabela 1: OTA em café inoculado com A. ochraceus e mantido em atividades de

agua controladas.
Periodo de OTA (pg’kg)* em diferentes Aa
Incubag¢ao
(dias) 0.75 0.78 0.83 0.85
20 34,0 30,2 31,5 214,8
40 25,5 34,2 24,0 1.600,0
60 24,2 16,4 118,3 12.600,0

*Resultados sdo médias de duplicatas
Limite de detecgéo: 0,2ug/kg

Paralelamente aos niveis de OTA detectados, © crescimento fungico foi
acompanhado visualmente. Apos 60 dias de incubagdo, houve crescimento
fangico aparente nas Aa de 0,83 e 0,85, 0 mesmo n&o sendo observado nos
outros ambientes em que a Aa dos graos era de 0,83. Nestas Ultimas condigdes
também constatou-se os maiores valores de OTA, atingindo 12600,0 ug/kg apds
60 dias de incubacdo em Aa de 0,85.

4. Discussao

Fatores ambientais como temperatura, atividade de agua e suas interagoes
sdo importantes no desenvolvimento de obstaculos para prevencao de
deterioragdo fingica em graos (Marins et al., 1998). Os experimentos realizados
neste estudo mostraram a marcante influéncia da atividade de agua e do tempo de
incubagéo no crescimento e produgdo de OTA por A. ochraceus em café verde,
sugerindo também, que o crescimento fungico pode ser prevenido com O controle
adequado desses fatores ambientais. Por outro lado, estes ensaios confirmaram
ser o café verde um substrato adequado para 0 crescimento e producao de OTA

por A. ochraceus.
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Foi constatado que a combinagéo de temperatura a 25°C e alta umidade
relativa possibilitou a produgdo de OTA-em sementes de café, atingindo niveis de
até 194ug/kg apés 50 dias de incubagdo. Este periodo de tempo pode ser
considerado relativamente curto se comparado ao usualmente constatado em silos
de armazenagem de graos. Estes resultados sdo concordantes com os relatados
por Bacon et al. (1973) e Frank (1999), que, inclusive, sugeriram que o teor de
umidade poderia ser utilizado como parametro importante no controle do
crescimento flngico em grdos armazenados. Este ultimo autor constatou ainda
que a etapa critica para produgédo de OTA durante 0 processamento do café é a
secagem em terreiro. Ficou comprovada, também, a adequacidade da semente de
café como substrato para o crescimento de A. ochraceus e produgao de OTA
desde que mantida em condigoes ambientais favoraveis, sendo que mesmo apés
10 dias de incubagdo em ambiente com alta umidade relativa ja se atingia niveis
de OTA de 59ug/kg. E interessante observar-se que apés 50 dias de incubagao,
os niveis de OTA detectados apresentaram uma leve diminuigdo, o que poderia
ser explicado pelo fato da toxina poder ser metabolizada por outras enzimas
intracelulares durante a lise celular, ou por enzimas extracelulares, quando o
cultivo é prolongado ou ha condigoes de “stress” celular (Damaglou et al., 1985).

Beuchat (1983), relatou que 0s niveis minimos de Aa para crescimento
fangico sdo, normalmente, inferiores aos requeridos para produgdo de
micotoxinas. J& Northolt & Bullerman (1982) constataram que a Aa minima para
crescimento de A. ochraceus situava-se entre 0,79 e 0,83. Na presente pesquisa,
em valores de Aa=0,75 e 0,78 nao houve crescimento aparente do fungo, mas
niveis variaveis entre 16,4 a 34,2ug/kg de OTA (Tabela 1) foram constatados apos
60 dias de incubagdo & 25°C. Estes resultados sdo de dificil explicagdo, ja que a
inoculagdo com esporos foi feita somente apds ser atingida uma condigao de
equilibrio nas varias Aa; embora os graos inoculados tenham sido previamente
esterilizados por irradiagdo, existe a possibilidade de eventual contaminagao e
crescimento incipiente até ser alcangado 0 equilibrio, apds 50 dias de incubagao, o
que foi observado no café inoculado. Também poderia ser considerada a
possibilidade da presenca de tragos de OTA no indculo utilizado, esporos de A.
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ochraceus em solo seco e estéril. Estas hipéteses devem ser consideradas, uma
vez que no espaco de tempo entre 20 e 60 dias de incubagao nao houve qualquer
evolugdo dos teores de OTA em grdos com Aa>0,75 e <0,78, o que deveria
ocorrer caso houvesse condigbes minimas favoraveis para o crescimento fungico.
De qualquer forma, quando comparado com 0s resultados obtidos nas amostras
mantidas em Aa de 0,83 e 0,85, observa-se que os teores de OTA sao muito
reduzidos, indicando a inadequagdo dos valores de Aa<0,78 para o
desenvolvimento de OTA em café. Em Aa acima de 0,83, relatada por Northolt &
Bullerman, (1982) como limite minimo para produgao de OTA, foram constatados
altos niveis da toxina, mesmo considerando-se que os cafés inoculados ficaram
um longo periodo incubados a 25°C. Assim sendo, embora com algumas
variagdes, os resultados obtidos s&o concordantes com os relatados por outros
autores (Beuchat, 1983), indicando que as produgbes acentuadas de OTA sao
observadas apenas em alimentos com valores de Aa maiores que 0,83.

Além disso, os altos niveis de OTA encontrados principalmente nos graos
de café mantidos em Aa>0,85 sdo realmente alarmantes, devendo-se, no entanto,
considerar que o indculo utilizado para produgdo de OTA foi muito elevado, ao
redor de 10° esporos/kg de café verde. A isoterma desenvolvida neste trabalho
(Figura 1), evidencia que valores de Aa ao redor de 0,75 corresponderam a teores
de umidade de 12%, o que, conforme ja mencionado, & recomendado como
padréo de seguranga na estocagem de graos de café. Em valores de Aa>0,80, os
teores de umidade seriam maiores que 14%, néo sendo recomendado que o café
seja mantido nesta condigao por periodos prolongados.

Bucheli et al. (1998), recomendaram que umidade de 13% e Aa de 0,69
seriam as maximas permitidas para a estocagem segura de graos de café, de
forma a impedir o crescimento e produgdo de OTA por A. ochraceus. Os
resultados obtidos neste trabalho (Figura 1), divergem parcialmente dos relatados
por estes autores, ja que a 13% de umidade correspondeu valores de Aa mais
elevados, proximos de 0,76. Assim sendo, a sugestdo da Associacao dos
Produtores de Café Brasileiros (ABECAFE), que recomenda um limite maximo de
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11% de umidade, parece ser totalmente segura no sentido de impedir a produgao
de OTA durante o armazenamento do café, correspondendo a valores de Aa
inferiores a 0,75. Normalmente, no Brasil, 0 término da secagem € avaliado por
determinadores de umidade, sendo que valores entre 11,5 a 12%, sao
considerados ideais para O armazenamento e boa qualidade do grao.
Basicamente, o processo de secagem é realizado naturalmente ao sol ou entao
pelo uso de secadores mecanicos. Em valores de umidade acima de 13% os
graos sofrem um branqueamento rapido no armazenamento e correm o risco de
deterioragdo, enquanto que abaixo de 11%, o café perde peso e quebra-se
facilmente no beneficiamento. Portanto, é fundamental o controle preciso do teor
de umidade final dos graos, contemplando tanto aspectos de qualidade como de
seguranga (Vilela, 1997).

Em concluséo, fica evidenciado que a presenca de niveis elevados de OTA
é sempre indicativa de falhas nas boas praticas de colheita e armazenamento dos
graos de café. Desde que sejam assegurados limites maximos de umidade de
11%, correspondendo a Aa de 0,75, o crescimento de A. ochraceus sera inibido e
a produgdo de OTA no café sera restrita, mesmo apés periodos relativamente

longos de armazenamento.
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CAPITULO IV - “EFEITO DA TORRAGAO E PREPARO DA
BEBIDA NOS TEORES DE OCRATOXINA A EM CAFE.”
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RESUMO
Amostras de café Arabica, artificialmente contaminadas com A. ochraceus e

contendo niveis médios de 160ug/kg de ocratoxina A, foram testadas quanto a
estabilidade térmica da toxina utilizando-se trés diferentes temperaturas e dois
tempos de torracdo, a saber: temperaturas de 200°, 210° e 220°C por 10 e 15
minutos. As amostras foram avaliadas em relagdo a porcentagem de sélidos
soliveis e foi estudado também o efeito da moagem nos niveis de ocratoxina
desses cafés torrados. Selecionou-se amostras torradas a 210°C para preparar
bebidas e avaliar o efeito deste procedimento na destruigao da OTA. Os
resultados revelaram niveis de redugao de OTA nos processos de torragao de 22
a 48% na temperatura nominal de 200°C, de 39 a 65% a 210°C e de 88 2 93% a
220°C, todos realizados com 10 e 15 minutos de torragdo. A moagem aumentou
os niveis aparentes de OTA nos cafés torrados devido, provavelmente, & maior
homogeneizagdo dos graos de café. Em relagdo ao preparo das bebidas, houve
retencao de aproximadamente 94,25% da OTA na borra de café retida no filtro,
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tendo sido constatado niveis préximos a 3,0 pg/kg (5,75%, inicialmente presente
nos grios) na bebida preparada com cafés altamente contaminados. Os
resultados demonstraram que as etapas de torragao e de preparo da bebida sao
capazes de reduzir drasticamente os niveis de OTA inicialmente presentes nos

graos de cafés.

Keywords: A. ochraceus, ochratoxin A and coffee

Introdugao

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina nefrotéxica e carcinogénica,
produzida por varias espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. E
comumente encontrada em cereais e seus produtos (McDonald et al., 1999;
Trucksess, 1999). A ocorréncia de OTA em café verde e torrado, tem sido relatada
por varios autores (Levi et al., 1974: Cantafora et al., 1983; Micco et al., 1987;
Tsubouchi et al.,1988; Sthuder- Rhor et al.,1995; Pittet et al., 1996; Patel et
al.,1997: Stegen et al.,1997; Leoni et al., 2000; Urbano et al., 2001). No entanto,
dados conflitantes sdo encontrados na literatura referentes a influéncia da
torragdo, moagem e preparo da bebida em relagdo aos niveis residuais de OTA.
Blanc et al.(1998), realizaram experimentos para investigar o comportamento da
OTA durante a torragdo e no processo de café solavel. Neste trabalho, uma
pequena proporgao de OTA foi eliminada durante a limpeza do café, pelo descarte
de graos defeituosos e pretos, mas mais significante reducdo ocorreu durante o
processo de torragéo. O café torrado e moido continha somente 16% da OTA
originalmente presente no café verde. A remogdo ou limpeza dos graos e a
degradagao térmica foram os fatores mais importantes na eliminagéo de OTA no
café.

Heilmann et al. (2000), estudaram o comportamento e a redugao de OTA
em graos de café verde processados pela industria de torragdo, sendo que
especialmente nos descafeinados com solvente, os niveis de OTA foram
significantemente reduzidos.
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Leoni et al. (2000), estudaram 34 amostras de café torrado e moido, 14 de
café instantaneo e 2 de café descafeinado. Os autores constataram que todas as
amostras de café instantaneo continham uma média de 2,2 pg/kg de OTAeem23
amostras de cafés torrados e moidos foram encontrados valores de OTA entre 0,3
a 6,5 pgkg. Com as Gltimas, foram preparadas bebidas, posteriormente
analisadas quanto ao teor de ocratoxina A, conseguindo-se recuperar de 74 a 86%
da OTA inicialmente presente.

Os dados de literatura evidenciam que o processo de torragéo é eficiente na
redugdo da OTA, mas faltam pesquisas mais conclusivas sobre os efeitos das
etapas de torracdo, moagem € preparo da infusao na estabilidade da toxina.
Portanto, este trabalho teve como objetivo principal a obtengéo de informagoes
adicionais relativas a influncia destas etapas nos teores de OTA presentes

originalmente nos graos de cafeé.
Materiais e métodos

Material
Foi utilizado como amostra café da espécie arabica (Coffea arabica),

proveniente da Fazenda Santa Elisa, do Instituto Agrondmico de Campinas- Sao
Paulo, Brasil, num total de 7,5 kg de amostra beneficiada, peneira 14, sem escolha

e proveniente da safra de 1998.

Procedimento Experimental:
Produgio de ocratoxina A no café

Foram selecionadas para contaminagdo artificial do café, 5 cepas de
Aspergillus ochraceus produtoras de OTA, isoladas originaimente de café e
reativadas em meio CYA (Czapek Yeast Agar) a 25°C por 7 dias. As cepas
produtoras de OTA foram catalogadas na Fundagao André Tosello, Campinas,
Sao Paulo, Brasil, como CCT 7029, CCT 7031, CCT 7036, CCT 7042 e CCT 7045.
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Apb6s intenso crescimento, os esporos foram removidos das placas e transferidos
para um tubo de ensaio contendo 40 ml de tampao fosfato (pH 7,0). A contagem
de esporos foi realizada em camara de Petroff-Hausser (C.A. Hausser & Son,
Philadelphia-USA) com o auxilio de um microscopio Optico (Olympus CBA-
Germany), obtendo-se um inéculo de 10° esporos/ml.

Onze frascos de vidro esterilizados contendo cerca de 600-700g de café cru
foram contaminados com a suspenséo de esporos com adi¢@o de 100ml de agua
destilada estéril, que foi colocada para aumentar a umidade e promover o melhor
crescimento do fungo.

O café foi incubado durante 50 dias & 25°C até ser constatado intenso
crescimento fangico. A seguir, foi transportado para o Centro de Energia Nuclear
na Agricultura-CENA-USP, em Piracicaba, S.P., onde foi irradiado com dose de
10kGy em fonte de Cobalto 60, para destruigao do fungo.

Determinagdo de ocratoxina A

Todas as andlises de ocratoxina A realizadas seguiram a metodologia descrita
por Pittet et al. (1996) que € baseada na utilizagdo de colunas de imunoafinidade,
conforme proposto por Nakajima et al. (1990). O limite de detecgdo do método foi
de 0,2 pg/kg (como descrito no item 2.5, do Capitulo I11). No café amostrado apos
a torragdo e moagem, analisou-se também 25 g de amostra de p6 de cafée,

seguindo-se o mesmo procedimento analitico.

Torragao do café
Foram realizados ensaios com trés niveis de torragao do café e em cada um

deles utilizou-se uma temperatura nominal e tempos diversos, conforme mostra a
Tabela 1.
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Tabela 1: Graus de torragao, temperaturas e tempos utilizados.

Grau de torragao Temperatura(°C) Tempo (min)
Média 200 10e 15
Média 210 10e 15
Escura 220 10e 15

A temperatura de 200°C é considerada torragdo média, a de 210°C é
considerada média escura e a de 220°C é considerada escura. Na execugao dos
experimentos utilizou-se 0 torrador piloto marca Probat (WERK tipoRE1-
Germany), com capacidade de 200 gramas por teste e as curvas calorimétricas
foram baseadas em leituras feitas com um termopar Delta Ohm (HD 9214-Brasil).
Foram realizadas trés repeticoes de cada processo, totalizando 18 procedimentos
de torragdo. As amostras utilizadas foram preparadas conforme descrito na

determinagéo de OTA.
Preparo da bebida

Para o preparo da bebida foi escolhida a temperatura de torracéo de 210°C
durante 10 e 15 minutos, por tratar-se do ponto de torra mais apreciado no Brasil.
O grau de moagem mais utilizado no Brasil para preparo da bebida em coador de
papel (Melitta®) € a moagem fina, que foi escolhida como padrao. Para moer 0s
cafés torrados foi utilizado moinho da marca Tupa (Brasil), seguido de peneiragem
até granulometria correspondente a 30 ou 40 (Maquina Vibratéria Produtest,
modelo T-Brasil).

Foram usados coadores e filtros de papel (marca Melitta), com proporgcao de
agua: café sendo de 8g/100ml e 10g/100ml e um tempo de filtracéo de
aproximadamente 2 minutos. A temperatura da agua mineral usada foi de 82+1°C,

sendo os procedimentos repetidos 5 vezes.
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Determinagao de soélidos soluveis

A determinagdo de sélidos sollveis no café torrado e moido e na bebida, foi feita
de acordo com o método da AOAC, n°973.21(1990).

Resultados

Efeito da torragdo nos teores de OTA presente em graos de café.

Os niveis de OTA (ug/kg) foram determinados tanto no café controle (gréos
inteiros) como no café ap6s inoculagdo e irradiagdo (gréos inteiros). No café
controle, a média encontrada foi de 0,49ug/kg, ao passo que no café inoculado e
irradiado os teores de OTA alcangaram valores de 160,5ug/kg. Na Figura 1 sao
relatados os efeitos do binémio tempo/temperatura nos teores de OTA.
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Figura 1: Teores iniciais, apos a torragdo e porcentagem (%) de destruicao de
OTA durante os processos de torragao nos graos de cafe.

Teores de OTA*(ug/kg)
Binémios OTA OTA % destruigao
tempo/temperatura Inicial apos torragcao OTA
200°C/10 min 160,5 124,37 22,5
200°C/15 min 160,5 83,23 48,14
210°C/10 min 160,5 97,48 39,25
210°C/15 min 160,5 55,13 65,65
220°C/10 min 160,5 18,65 88,38
220°C/15 min 160,5 9,82 93,89
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* Os valores sdo médias de trés repeticoes em cada temperatura e tempo,
totalizando 18 procedimentos de torracao.

Os resultados obtidos evidenciaram a baixa estabilidade da OTA ao calor
seco, com niveis de destruicdo da micotoxina variando de 23,5% a 93,89%, no
intervalo entre 200° e 220°C. Na Figura 2 estao contidas as curvas calorimétricas

obtidas nas condigdes experimentais utilizadas.
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Figura 2: Curvas calorimétricas obtidas durante os processos de torra.
Ti: temperatura de torragéo nominal
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Escolheu-se a temperatura de torra de 21 0°C, durante 10 e 15
minutos, para o café utilizado-no processo de preparo da bebida, sendo efetuados
ensaios utilizando-se 8 e 10 gramas de p6 de café, repetindo-se cada processo
cinco vezes. Simultaneamente, como mostra a Tabela 2, realizou-se as
determinacoes dos teores de sélidos solGveis presentes tanto no po de café como

na bebida pronta para o consumo.
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Tabela 3 : Teores iniciais e redugédo de OTA e solidos soliveis em bebidas de

café.
Condicdo Condigao Retengao
de preparo Solidos soliveis(%) Teores de OTA (ug/kg) naborra
Torragdao  infusao (%)
Café/agua : _ Café
café bebida . bebida
(g:ml) original
210°C/
8/100 23,01 0,73 5,410,6 95
10 min
111,10
210°C/
10/100 22,40 0,96 4,0£0,5 96
10 min
210°C/
8/100 21,61 1,0 5.240.5 91
15 min
62,25
210°C/ 3,0+1,1
10/100 22,23 1,1 95
15 min

Os resultados sao médias de cinco repetigoes.
(+) : valores de desvio padrao.

Discussao

As curvas calorimétricas mostram 0s histéricos das temperaturas medidas
com termopar em intervalos de um minuto (Figura 2). No ensaio em que a
temperatura nominal de trabalho registrada no “display” do torrador era de 200°C,
a temperatura real de torragdo do café, registrada com auxilio de termopar,
inserido na camara de torragao, nao atingiu 200°C (grafico c), alcangando o valor
maximo de183,9°C apds 10 minutos de processo. O mesmo ocorreu para o café
torrado por 15 minutos, quando a temperatura maxima atingida foi de 194,8°C.
Nos experimentos feitos a 21 0°C (grafico b), a variagéo de temperatura foi menor,

atingindo 208°C nos testes feitos com 10 minutos e 218°C nos testes com 15
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minutos. Ja nos experimentos & 220°C (gréfico a), a temperatura acusou um
aumento de 4°C apés 10 minutos e maior aumento, de 16°C, apos 15 minutos,
atingindo 236°C. ‘

Estes resultados evidenciam que fatores como o tipo de equipamento
utilizado no processo de torragao, que determinam sequéncias de transferéncia de
calor variaveis, influenciam marcadamente no processo térmico, e que a
temperatura nominal de trabalho evidenciada no “display” do equipamento &
apenas uma indicacé@o da temperatura final de torragdo, que pode ser mais baixa
ou mais elevada, dependendo de varios fatores, principaimente do grau de
torragdao. No entanto, em todos 0s ensaios de torracdo, relatados pelas curvas
calorimétricas (Figura 2), objetivou-se atingir o ponto desejado de torra do café,
segundo as caracteristicas desejadas, e, a este respeito, o torrador piloto mostrou-
se eficiente no processo.

Embora as condigdes experimentais nao permitam que se estabeleca uma
relagdo definitiva da cinética de destruigdo da OTA em fungéo da temperatura, fica
evidente que o processo de torragao em temperaturas entre 200 e 215°C tem um
efeito decisivo na destruico da mesma. lIsto é confirmado pelos dados
experimentais obtidos, evidenciando niveis de destruigdo oscilando entre 22,5%
(200°C/10 min) a 93,89% (21 5°C/15 min), dependendo portanto, da combinagao
tempo/temperatura. Estes resultados s&o similares aos descritos por Heilmman et
al. (2000), que verificaram a destruicdo térmica da OTA durante o processamento
do café. Também concordam com 0S relatados por Blanc et al. (1998), que
comprovaram uma redugao significativa nos teores de OTA durante o processo
industrial de torracdo, com o café torrado e moido ap6s processamento térmico
contendo apenas 16% da OTA originalmente presente no café verde.

Em relacdo ao conteudo residual de OTA na bebida final, constatou-se
cerca de 91 a 96% de retencdo da toxina na borra de café retida no filtro,
detectando-se apenas teores entre 3,0 e 5,4ug/kg no filtrado. O método de
filtragdo em coador de papel, utilizado nesta pesquisa, bem como a granulometria
das amostras de café sdo representativos de procedimentos bastante usuais no
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Brasil, razdo pela qual as condigdes experimentais simulambem a pratica de
preparo da infusdo em nosso meio.

Algumas hipéteses poderiam ser aventadas na tentativa de explicar os
baixos niveis de OTA constatados na bebida; de inicio, sabe-se que esta
micotoxina é uma molécula com baixa solubilidade em agua, < 1mg/ml (Furlani &
Soares, 1999), o que dificultaria o processo de extragdo aquosa. Desconhece-se,
também, se a temperatura utilizada no preparo da bebida, cerca de 92°C, é
adequada para assegurar uma boa extracdo da micotoxina. Além disso, o tempo
de contato da agua com o café durante o preparo da infusé@o foi muito curto,
variando de 1 a 2 minutos, o que dificultaria ainda mais o processo de extracao.
Estes dados discordam dos relatados por Leoni et al. (2000), que prepararam
bebidas com niveis de ocratoxina OTA entre 0,3 a 6,5 ug/kg no poé de café inicial,
conseguindo recuperar de 74 a 86% da mesma, utilizando temperaturas de
ebuligdo da dgua no preparo das infusoes.

Em conclusdo, os resultados obtidos evidenciam claramente que as etapas
de torragao do café e a de preparo da bebida final para o consumo séo de extrema
importancia na redugéo dos niveis de OTA presentes inicialmente nos graos. De
acordo com o “Joint Executive Committee on Food Additivies” (JECFA), da
FAO/WHO, a Ingestao Toleravel Semanal (PTWI) foi estipulada em 100ng/kg de
peso corpéreo e portanto, 14 ng/kg/peso corpéreo/dia. Nestas condigoes, levando-
se em consideragao os niveis méximos de OTA relatados em graos de café (Levi
et al., 1974; Cantafora et al., 1983; Micco et al., 1987; Tsubouchi et al.,1988;
Sthuder- Rhor et al.,1995; Pittet et al., 1996; Patel et al.,1997; Stegen et al., 1997,
Leoni et al., 2000; Urbano et al., 2001) e as redugdes ocorrendo NOS processos de
torragao e preparo da bebida, (Blanc et al.1998; Leoni et al., 2000), conclui-se que
muito dificilmente um individuo adulto atingiria estes valores, considerando-se 0
consumo médio diario.

Assim sendo, a despeito da eventual comprovagao da severidade da toxina
ao organismo humano e da relativa frequéncia na sua ocorréncia no café em
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graos, parece gue Os riscos de intoxicagdo humana, decorrentes do consumo da

bebida, seriam bastante minimizados. -
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Capitulo V - Conclusodes Gerais

o Os resultados deste trabalho relataram alta incidéncia de fungos em graos de
café verde, coletados nas diferentes regioes produtoras brasileiras,

independente da regido e do cultivar estudado;

o Elevada contaminagdo das sementes de café estudadas (100%) por fungos foi
constatada, com O género Aspergillus ocorrendo em 33,2%, sendo que A.
ochraceus e A. niger representaram 10,3 e 22,9%, respectivamente da

contaminagao fingica total;

e A maioria das cepas toxigénicas de A. ochraceus e A. niger, produtoras de
OTA, foram isoladas de amostras provenientes de terreiros e tulhas.

e De um total de 155 cepas de A. ochraceus e A. niger, constatou-se que 88,1%
da cepas de A. ochraceus € 11,5% das de A. niger foram positivas para

produgdo de OTA;

e Todas as amostras de café verde analisadas quanto a presenga de OTA, com
excecao de uma, mostraram niveis abaixo do limite sugerido pela Uniao

Européia, que é de 8 ng’kg;

« Foi calculada uma isoterma de adsorgao de café verde, onde observou-se que
valores em torno de 12% de umidade nos graos, correspondem a uma Aa de
0,75, valor seguro no armazenamento de graos; inibindo a produgéo de OTA

em graos de café;
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Experimentos realizados com A. ochraceus e A. niger inoculados em café
verde e mantido em ambiente saturado de agua, mostraram produgdes de OTA
de 559, 64, 117, 213, 245 e 194 ug/kg em intervalos de 10, 20, 30, 40, 45 e 50
dias para A. ochraceus, enquanto A. niger nao produziu OTA em niveis

detectaveis nas mesmas condigoes;

Cafés mantidos em umidades relativas de equilibrio (URE) de 75, 78, 83 e 85%
e inoculados com esporos de A. ochraceus, mostraram ser substratos

adequados para o crescimento do fungo e produgéo de OTA;

Amostras de café verde contaminado e torrado tiveram redugdo de OTA de 22
a 48% na temperatura nominal de torragao de 200°C; de 39 a 65% a 210°C e
de 88 a 93% a 220°C;

Preparando-se bebidas com 0 café contaminado, torrado e moido, observou-se
retencdo de aproximadamente 94,25% da OTA na borra de café remanescente

no filtro, tendo sido constatado niveis de 3,0 pg/kg na bebida;
Os resultados comprovaram que as etapas de torragéo e preparo da bebida

sao capazes de reduzir drasticamente os niveis de OTA inicialmente presentes

nos gréos de café.
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