“') UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
N4
. FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

* DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TRANSPORTE DE CAFE: INFLUENCIA DOS
FATORES CLIMATICOS (TEMPERATURA E
UMIDADE RELATIVA) SOBRE O TEOR DE
UMIDADE E PRODUCAOQO DE OCRATOXINA A
EM CAFE CRU BENEFICIADO

Héctor Abel Palacios Cabrera
Quimico-Farmacéutico, Msc. Tecnologia de Alime

PARECER
) Este exemplar corresponde
Orientadora redaco final da tese defendida
Prof? Dr? Hilary Castle de Menezes Hector Abel Palacios Cabr

aprovada pela Comissao Julgac
em 20 de junho de 2005.

Co-orientadora

Dr? Marta Hiromi Taniwaki Campinas, 20 de junho de 20

Ny €. ot Sy

Profa. Dra/Hilary Castle de Mene:
Presidente da Banca

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas para obtencéo do Titulo de Doutor em Tecnologia de Alimentos

Campinas, SP

2005



3 m\lmpbf-‘ P} (;M.._.m
4ﬁ?~Ar>:JA
N m&M?
"\) AT X
Y .z:: -
TOMBO BC/& Pl b
prOC. (oo P oo Te o ¥
cf1 ol
P"’tr o . "[/u
me: Ao gie>
A CRD

Jﬁ\%’ LD QDQ\O»A\

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FE.A. — UNICAMP

Palacios Cabrera, Héctor Abel

P171t Transporte de café: influéncia dos fatores climaticos
(temperatura e umidade relativa) sobre o teor de unudade e
producdo de ocratoxina A em café cru beneficiado / Héctor Abel
Palacios Cabrera. — Campinas, SP: {s.n.], 2005.

Orientador: Hilary de Castle de Menezes

Co-orientador: Marta Hiromi Taniwaki

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

R
1. Café. 2. Transporte. 3. Transporte maritimo. 4.
Umidade. 3. Ocratoxina: I. Hilarv Castle Menezes. 1L
Marta Hiromi Tamwaki. III. Unmiversidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos. IV. Titulo.

Titulo em inglés: Coffee transportation: influence of climatic factors (temperature and relative
humidity) on moisture content and ochratoxin A productlon on raw coffee
beans.

Palavras-chave em inglés (Keywords): Coffee, TransporLTransport maritime, Mmsture

Ochratoxin’

Titulagdo: Doutor em Tecnologia de Alimentos

Banca examinadora: Hilary Castle de Menezes

Mauro Faber de Freitas Leitdo
Myrna Sabino

José Guilherme Cortez

Aldir Alves Teixeira

Homero Fonseca

Edir Nepomuceno da Silva



BANCA EXAMINADORA

ol Ot s,

Prof. Dra/Hilary Castle de Ménezes

de Freitas Leitao

) P
i 5.»’“\»:;15%(7 LL U

Dr,Jdsé fuilh%rme Cortez

H

_ ~. Y% ’
Dr/Aldir Alys Teixe\ra/ ‘W
A

Prof. Dr. Homero Fonseca (Suplente)

i

4

Prof. Dr. Edir Nepomuceno da Silva (Suplente)



DEDICATORIA

Em especial a Deus, a minha esposa Alexandra e a minha filha Laurinha, aos meus
pais (Hector e Laura) por serem minhas bases divinas e humanas nesta vida. Ao meu
irmao Ricardo e familia (Alicia, Danielito e Gabriel) por suas preces e carinho. Aos amigos

do Brasil e do Equador.
A Marta pelo seu exemplo de profissionalismo e luta.

A minha prezada professora Hilary.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida e salide, pelo seu amor e misericérdia para comigo.

A minha esposa Alexandra e a minha filhinha Laurinha por fazer a vida ter mais
sentido. Aos meus pais Héctor e Laura por acreditarem em mim e me darem palavras de

apoio, ao meu irmao Ricardo e sua familia porque sempre torcem de longe com carinho.

A Marta pela sua co-orientacdo, profissionalismo, luta e confianca no trabalho de
equipe. A Hilary pela ajuda oportuna em todos os momentos da minha formagao
profissional. A Beatriz (Bia) pelo seu apoio e amizade constante. A Claudia Martins,

Carolina Vicentini, Karina e Daniel Bonadia pela forga neste projeto.

A Federico Canepa da empresa Porto de Santos-Brasil, Nelson Carvalhaes
(Escritério Carvalhaes), Tadeu Leme (Armazéns Leme), Aldir Teixeira e Anna Belcci (lily
Cafe), Domenico Santi (Grimaldi Group Brazil), ao capitdo do Navio Republica do Brasile

e todos os seus 35 tripulantes.

Aos pesquisadores Alfredo Vitali, Flavio Schmidt e Katumi pela sua amizade e
valiosa colaboragéo neste trabaltho. A Flavio Toledo Piza do Cetea pelo apoio coragem de
ser meu companheiro de jornada na Italia (Valeu Flavio). Ao pesquisador Assis do Cetea

pelo apoic ao projeto.

Aos meu colegas e estagiarios do Laboratério de microbiologia sem excecdo. A
Neliane, Neusely, Valeria e Fernanda pelos apoios objetivos durante a minha corrida. A
Rosana pela sua generosidade. A Dionir pelo seu carinho. A Luciara e Adelaide pela sua

alegria. A Margarete pela sua prestatividade e bondade.
Aos colaboradores e amigos Araujo (picanha com alho) e Carlinhos.

Ao corpc docente da Universidade de Engenharia de Alimentos (Unicamp) pelo

conhecimento compartilhado e a Fapesp pelo apoio financeiro deste pesquisa.

A todos os que sem querer esqueci e fazem parte de alguma forma desta jomada

concluida.

Aos meus amigos simbolizados por Isaias e Carlos Arruda que sio felizes com
meus triunfos e sentem minhas derrotas. Ao Cito que nos deixou sem falar Adeus mais

que sempre nos doou um sorTiso e um abraco.



INDICE

RESUMO ...ttt crams e e e e s sre s s e e en e meat e s e e m e e e sees e en e m e memese e et s e e xvi
SUNMMARY ..ttt st e e s e e e e e e s ae e st s s s smesseeeeemeeeseesaseeese e s es s e smeeeemeeesee e et seeeeeees Xvii
INTRODUGAQD GERAL......ciitneeeereesesese e scess e seasassesseesnsesensesasasesessssssssnsessssesemsses e eeseeeeeeeeeeeeee s 1
REVISAO DA LITERATURA......oocueuruertretseae e ses s ssesssssesesseesesseesaeseesessessssssseees e see e s e eeeseeeee e 3
1. Cultura € Produg80 AQriCOIA ..o 3
1.1 Produgéo e Exportacdo Mundial do Café cru beneficiado .......oo.oooveeoe oo 4
2. Fatores que afetam a qualidade do café no transporte e armazenamento de café cru................. 5
3. FUNGOS NO CAMG ...t 7
3.1 Fungos produtores de 0CratOXina A ...............ccooooieoeoeeeeeeeeeeeeeee e 7
4. Ocorréncia de OTA M Caf€ ..o e 8
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooo oo 8

CAPITULO |
OTIMIZAGAO DA METODOLOGIA DE INOCULAGCAO DE ESPOROS DE ASPERGILLUS

OCHRACEUS EM GRAOS DE CAFE CRU ....cuvieiereceeieeeeeseeeeeeeeeeeeseee e seeemes e e 13
TINTRODUCGAO ..o 13
2. MATERIAL E METODOS ... 13
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......oomieeeieieoeeeeee e 15
4. CONCLUSAO ...ttt 18

CAPITULO Il

INFLUENCIA DA ALTERNANCIA DE TEMPERATURA SOBRE A PRODUCAO DE

OCRATOXINA A POR ASPERGILLUS OCHRACEUS ...uuviieeeeeeeeeeeeeeeevesesssassssssmemesessseeeeeeeeeeese oo 19
TUINTRODUGAO . ...t e 19
2. MATERIAL E METODOS ...t 20

2.1 Selecao das cepas e preparagio da suspensido de esporos de A. ochraceus....................... 20
2.2 Inoculacdo de esporos de A. 0CHraceus N0 CAFE. ... ......c.ooeoeeeeeoe e 20
2.3 Determinacdo de umidade e atividade de dgua em café cru beneficiado. .......ooooovveeevee 20

2.4 Preparacéo das solugdes saturadas de sais dos dessecadores para atingir a umidade
relativa de equilibrio (URE). ........cooui i 21

2.5 Montagem do ensaio de isotermas & temperaturas alternadas de 25 e 14°C, e
temperaturas constantes de 25°C em trés umidades relativas de equilibrio (80, 87 e

0000 e e 21

2.6 Extrag&o de ocratoxina A nos gréos de Caf@ CrU............oooeooe oo 21

2.7 CondigOes do equipamento (CLAE) ..........ooooi oo e 22
2.7.1 Validacdo do método para deteccio de ocratoxina A em Gaté orU..ooeeeeeeooeeoo 22

2.7.2 Quantificagdo da Ocratoxin@ A N0 Caf® ... 23

3. RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot .23

Vi



3.1 Producao de ocratoxina A por Aspergillus ochraceus em temperaturas alternadas € em

diferentes Umidades Relativas de Equilibrio e tempo de incubac¢io apos o equilibrio.......... 25
4. CONCLUSOES ..ot ettt 27
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 27

CAPI{TULO Il
PRODUCAO DE OCRATOXINA POR ASPERGILLUS CARBONARIUS EM GRAOS DE CAFE

CRU, UTILIZANDO DIFERENTES VALORES DE ATIVIDADE DE AGUA A 25°C.......coocevveveueremsnennee 29
T INTRODUCAO ..o e et er e 29
2. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt st s e 29

2.1 Selecdo das cepas de A. carbonarius produtoras de ocratoxina A.............ooiiiiiiiiiiinenenn. 29
2.2 Esterilizac80 dos graos de Caf..........oooeiiiii e 30
2.3 Preparacio da SUSPENSA0 T8 ©SPONOS ..ottt i e e e e e e ere it eeecae e eeaeneenbe e e rerenaaan 30
2.4 Inoculacdo dos esporos de A. carbonanius N0 Caf€..........cccoiiriiiiiiiiiiii e 30
2.5 Determinacgéo de umidade e atividade de dguado café..............ooooiiiiiiiiiiiiiii 30
2.6 Preparacio das SOIUCDES .....coviiiiiiiicie et e e e ae e e et e et s e s nnnsrraenaaaaans 30
2.7 Montagem do eqUIDAMIENEO. ... oottt et rn e e e e e e e e e e e e e enannaas 31
2.8 Extracdo da ocratoxina nos graos de Café Cru ...........oiviiiiiiiiiiiii e 31
2.9 Condicdes CromatografiCaS ..........oiiiiiiie ettt e e e e e e e 31
2.10 Quantificacdo e Validacdo do método para determingdo de ocratoxina A no café por
C LA e ettt e et e aa e e e ente e e e e e e nnaeeeeennnns 32
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt ee e eananas 33
3.1 Isoterma de adsorcBo do Caf€ ... i 33
3.2 Producao de ocratoxina A por A. carbonarius a 25°C, em diferentes valores de atividade
de Agua e tempos de INCUDECAO. ... o e 34
4. CONCLUSODES ...ttt ettt esee 36
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt et eaeses s s 36

CAPITULO IV

CONSOLIDAGAO DE ISOTERMAS DE CAFE CRU......ocueeeeecreecerenteneserssssssessssssssssssssssesssessssssssseses 39
et 1Y [ J U PSS 39
T AINTRODUGAO ... 39
2. MATERIAL E METODOS ...t oeeeeeceeeeeiae e s s cese et eae ettt es s eme et eaes e eneseeeee 40

2 M AT E R AL oot e et htntbeaeaeae e aasn b aeaaeeanneeaeens 40
2 2 METODOS oo 40
3. MODELOS MATEMATICOS ...t e 41
3.1 EQUACAO DE KUHN (KUHN, T987) ... oo 41
3.2 EQUACAO DE OSWIN (OSWIN, 1948) .....oiiiiiiiieeeeeeeee e 42
3.3 EQUACAO DE SMITH (SMITH, 1947) . oo 42
3.4 EQUACAO DE BET (BRUNAUER €f al., 1938) ..o, 42

Vii



3.5 EQUACAO DE GAB (GUGGENHEIM, ANDERSON & BOER, 1966) ... 43

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ... e 43
5. ANALISE ESTATISTICA ..o e e 47
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 48
CAPITULOV
MONITORAMENTO DURANTE O ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DO CAFE CRU
BENEFICIADO ...ttt ircscnnrnmsetr s sersrrsennran s s reresssses s b nmss s e s e s s e e eres e sassssenneresesassnnsannnnmnmnennesernes 53
TINTRODUGAD ..., 53
2. OBUETIVOS e e e 53
B JUSTIFICATIVAS e e e e e 54
4. MATERIAL E METODOS ..ot 55
4.1 CONTEINER REAL (O R oo e 56
4.2 CONTEINERES PROTOTIPOS (CP) ..o 56
5. PARAMETROS INTRINSECOS MONITORADOS NO CAFE ..o 57
5.1 Avaliagdo quantitativa da incidéncia de A.ochraceus na superficie do café beneficiado ....... 57
5.2 Avaliagao quantitativa da incidéncia de A.ochraceus na porg¢io interna do café
DENEFICIATO. ...t e 57
5.3 Porcentagem de umidade do Café ..., 57
6. PARAMETROS EXTRINSECOS MONITORADOS ..o 58
B.1 TEMPEIAIUIA ... e 58
8.2 Umidade relativa .. ... e 58
6.3 OULr0S PATEMEBITOS ....oiiiii it e e 58
7. ANALISES REALIZADAS NO LABORATORIO ..o 59
7.1 Determinacdo da atividade de agua do Café............co e 59
7.2 Andlise quantitativa de ocratoxina por CLAE ..., 59
8. AMOSTRAGEM ... e 59
8.1 Amostragem dos sacos colocados nos CONteINEeres reais ...........coveeeeeoeeeeeee e, 59
8.2 Amostragem das sacas colocadas nos conteineres prototipoS.............oovceeeeeeeeeeeeeaeeeeeeereenn. 60
9. ETAPAS DO PERCURSO DO CAFE MONITORADO ..., 60
9.1 Reensacagem e Armazenamento (Leme Ammazeéns) 4 didS........ooooevivoee oo, 60
9.2 Transporte ROGOVIATIO. .. ..o e 61
9.3 Estufagem em Santos (S. Magalhdes) - 1 dig........ccoooi e, 61
9.4 Amazenamento do café em conteineres antes do embarque (Santos - Terminal
TECONAI) T2 AIAS -eeeiiieiii e 62
9.5 Embarque (Porto de Santos)............. et eeeeeeteteeeeaeeeeneeeeea e ee e eeeeee e naaaaeenaas 63
9.6 Transporte Marftimo - 14 Aias........ocoooo e 63
9.7 Desembarque dos CONEINETES ... .....ooi i et 64
9.8 Amazenamento no Porto de Livorno e Transporte Ferroviario - (9 dias) .........cocovveeeeeeeeeen.... 65
9.9 Desova dos Conteineres - (THESIE) ....ooioe e 65

viii



10.1 ANALISE DE OCRATOXINA EM CAFE .....ooooooooooooo 72

10.1.2 Validag&o do método para detecgéo de ocratoxina Aemcafé cru. ..o 72

10.1.3 Quantificagdo da Ocratoxina Ano café ... 72

ANEXOS ... 75

11 CONCLUSOES ... 77

12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 77

CAPITULO VI

ENSAIOS DE PREVENGAO DE CONDENSAGAO EM CONTEINERES PROTOTIPOS ..o 97

T INTRODUGAO ... 97

2. MATERIAL E METODOS. ... ..o 97

2.1 Acondicionamento dos Conteineres Prototipos.............oooeeeooooeoeeeo o 98

2.2 Condig8es do ENSRIO .......c.ooooviiiiiice oo 98

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ .......oooooooeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeoeeeeeee 99
4. CONCLUSOES. ... e 101
CONCLUSOES GERAIS.......coeeorrsensesarsnessssssssessssssssssesesmmsesesssssssessesssmsssssesssssseseseeeseeeseessessseeenssnseneen 111
CONSIDERAGOES FINAIS .......creurmremreaessessesrssssensessenseesssssesessasessssssessssessessesseeseeseeseesseesessesssneseenes 113



INDICE DE TABELAS

REVISAO DA LITERATURA

TABELA 1. Cafeé cru beneficiado - Safra 2004/2005 - Producéo e Produtividade. ............cooovovoiii.. 3
TABELA 2. Producdo mundial de café - Principais Paises (MAPA, 2004). ..........ooovovoeeooo 4
TABELA 3. Exportacdo Mundial - PrinCipais PaiSes. ...........coooo oo 5

CAPITULO |

TABELA 1. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL)*, utilizando-se 2
diferentes veiculos de contaminagdo com diferentes granuiometrias (300 e 850 um), e
contagem da suspensdo pelo MEtodo dir€lO. . ... 16

TABELA 2. Porcentagem dos graos contaminados com diferentes veiculos em diferentes
granulometrias. Comparacao da homogeneizacio dos grios contaminados com o método

B0, L e e 16
TABELA 3. Valores de atividade de &gua (Aa) dos grios de café antes e apds a inoculacéo da
suspensdo de esporos com veiculos (solo e café moido) e do método direto. ...........oovveeevoi . 17

CAPITULO Il

TABELA 1. Valores de umidade e atividade de agua (Aa), medida no tempo de equilibrio,
submetidos a afternancia de temperatura de 14°C por 12 horas e 25°C por 12 horas.................... 24

TABELA 2. Producéo de ocratoxina A (ug/kg) no café cru, em diferentes valores de atividade de

agua, atemperaturas alternadas de 14-25°C em diferentes tempos de incubacio apés o
BAUITTDIIO. . e e e 25

TABELA 3. Producéo de ocratoxina A (ug/kg) por A. ochraceus em café cru, a temperatura
constante de 25°C, em diferentes valores de atividade de agua & 0 e 21 dias apds o

BQUITTDIIO. ..o e 26
CAPITULO Il
TABELA 1. Valores de umidade em base seca e atividade de agua do café medidos no
EQUILTDIIO. ... e e e 33

TABELA 2. Producéo de ocratoxina A (ug/kg), produzida por A. carbonarius em grios de café
oru, na atividade de agua 0,80; 0,87; 0,95 e 1,00 e nos tempos de equilibrio (tempo zero), e

apos 7 e 21 dias, em condicdes de temperatura constante (25°C)............oooooooeoooeeooe 35
CAPITULO IV
TABELA 1. Isotermas analisadas neste estudo de consolidacdo de isotermas de café cru
DENETICIAUO. .. e e 41

TABELA 2. Faixa de atividade de agua (Aa) e coeficiente de correlacdo (R?) das diferentes
isotermas e seus respectivos modelos MatemMatiCoS. ..........occcooo oo 44



TABELA 3. Parédmetros dos modelos matematicos calculados das isotermas de adsorsido do

Café Cru BenefiGIadO. .. ..o e 45
TABELA 4. Dados de umidade em base seca obtidos com ajuste de regress3o linear...................... 47
CAPITULO V
TABELA 1. Porcentagem da microbiota flngica em Café GrU. .........ccooouveoeeooee oo 66
TABELA 2. CondicOes inicias e finais de Aa e Umidade do café monitorado em conteineres
TEAIS. ettt ettt et e et n e e e 67
TABELA 3. Monitoramento de Umidade e atividade de agua inicial e final nos conteineres
PROTOTIDOS. ..o e 68
TABELA 4.Concentragdo de Ocratoxina A em café transportado em conteineres reais ug/Kg
(016 o) BSOSO RSO RS E TSR TR 73
TABELA 5. Concentracao de Ocratoxina A em café transportado em conteineres protétipos
LT ol { o o] « ) TR OO U OSSOSO 74
CAPITULO VI
TABELA 1. Ganho de Umidade do café com diferentes acondicionamentos dentro de
CONEEINEIES PIOTOUIPOS. ...coi i 100

Xi



INDICE DE FIGURAS

CAPITULO Il
FIGURA 1. Curva padrdo (1) e (2) de ocratoxina, utilizadas para analise quantitativa de OTA nos

GrA0S A CAFE. .. .. e e 23
FIGURA 2. Isoterma de Adsorcdo do café submetido a alternancia de temperatura 14-25°C em
intervalos de 12 horas cada teMPEratura. . .......ooooo oo 24
CAPITULO 1li
FIGURA 1. Curva padr&o da ocratoxina utilizada para analise quantitativa de OTA nos graos de
GAIC. .o e e e 32
FIGURA 2. Isoterma de adsor¢do do café inoculado com A. carbonarius a 25°C. ..o.ooooeeeiveoe 34
CAPITULO IV
FIGURA 1. Isoterma consolidada gerada segundo o modelo de Oswin com os dados de umidade
em base seca corrigidos segundo 0 MEtodo da ISO. .. ... oo 46
FIGURA 2. Isoterma consolidada gerada segundo o modelo de Oswin com os dados de umidade
em base seca originais (Nao corrigidos pelo método da ISO).......oooevvireiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 46
FIGURA 3. Isoterma Consolidada com o modelo de Oswin com 95% graus de confiabilidade........... 51
FIGURA 4. Isoterma Consolidada com o modelo de Oswin com 99,99% graus de confiabilidade. ..... 51
CAPITULO V
FIGURA 1. Conteiner real junto ao conteiner prototipo no conveés do Navio. ...........c.oeooeeoeveeeeove . 57
FIGURA 2. Atividade de reensacagem em Leme. ... ... .. ot 61
FIGURA 3. Sacas de café pequenas e grandes reensacadas. ..........ooooeeveeeee oo 61
FIGURA 4. Caminh&o tipo carrete transportadorde Gaf€......... ..o 61
FIGURA 5. Café sendo @StUfadO. .........ooovoiiioeiie e 62
FIGURA 6. Carga de café sendo forrada com papel Kraft. .......coooviviiiii e 62
FIGURA 7. Terminal TeCoNndi €M SantOS. ... e 62
FIGURA 8. Embarque do COMEINEr T AL ... .. ..o i e 63
FIGURA 9. Embarque do conteiner prototipo. ... 63
FIGURA 10. Embarque do conteiner N0 POrE0. ... 63
FIGURA 11. Caminh&0 Saind0 d0 NAVIO. ..........ooooi oo 63
FIGURA 12. MONItoramento N0 CONMVES. .........oiiiii i 64
FIGURA 13. Monitoramento no prmeiro @ndar. ............ooooo oo 64
FIGURA 14. Monitorament0 N0 POF0. ... 64
FIGURA 15. Rede ferroviaria em BAHA. .............oooii e 65
FIGURA 16. DeS0Va A0S COMBINEIES. ...ooviiiuiiiitie oo 66

Xii



FIGURA 17.
FIGURA 18.
FIGURA 19.

FIGURA 20.
maritimo.

FIGURA 21.
maritimo.

FIGURA 22.
FIGURA 23.
FIGURA 24.

FIGURA 26.

FIGURA 27.
do navio

FIGURA 28.
do navio

FIGURA 30.
FIGURA 31.
FIGURA 32.

FIGURA 33.

do navio

FIGURA 37.

do navio

FIGURA 36.

FIGURA 42.
FIGURA 43.

CoNAEeNSAGEAO EXEEIMA. ...ttt e 69
CoNdenSaAGAO INTEIMIA. ..ot e 69
Graos de café com defellos. ... 70
Valores de umidade relativa (%) do ambiente, monitorados durante o percurso
...................................................................................................................................... 71
Valores de temperatura (°C) do ambiente, monitorados durante o percurso
...................................................................................................................................... 71
Curva padrio da 0cratoXing A. ... ..o 72
Descri¢ao das principais etapas do percurso. Figura descritiva. ...........oocooevoovoioi 79
Temperatura da regido inferior e externa do conteiner localizado no convés do
...................................................................................................................................... 79
Temperatura da regido superior e externa do conteiner localizado no convés do
...................................................................................................................................... 80
Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no convés do navio...... 80
Temperatura da regido inferior e externa do conteiner localizado no primeiro andar
...................................................................................................................................... 80
Temperatura da regido superior e externa do conteiner localizado no primeiro andar
...................................................................................................................................... 81
Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no primeiro andar do
...................................................................................................................................... 81
Temperatura da regido inferior e externa do conteiner localizado no pordo do navio. .... 81
Temperatura da regido superior e externa do conteiner localizado no poréo do navio ... 82
Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no pordo do navio. ....... 82
Umidade relativa da regigo inferior e externa do conteiner localizado no convés do
...................................................................................................................................... 82
Umidade relativa da regido superior e externa do conteiner localizado no convés do
...................................................................................................................................... 83
Umidade relativa do espaco livre e externa do conteiner localizado no convés do
...................................................................................................................................... 83
Umi. relativa da regido inferior e externa do conteiner localizado no primeiro andar
...................................................................................................................................... 83
Umi. relativa da regido superior e externa do conteiner localizado no primeiro andar
...................................................................................................................................... 84
Umi. relativa do espaco livre e externa do conteiner localizado no primeiro andar do
...................................................................................................................................... 84
Umidade relativa da regido inferior € externa do conteiner localizado no pordo do
...................................................................................................................................... 84
Umidade relativa da regido superior e externa do conteiner iocalizado no pordo do
...................................................................................................................................... 85
Umidade relativa do espaco livre e externa do conteiner localizado no pordo do
...................................................................................................................................... 85
Temp (°C) e UR(%) do espaco livre do conteiner localizado no convés do navio........... 85
Temp (°C) e UR(%) do espaco livre do conteiner localizado no primeiro andar do
...................................................................................................................................... 86

xiii



FIGURA 44. Temp (°C) e UR(%) do espaco livre do conteiner localizado no pordo do navio. ............ 86
FIGURA 45. UR (%) da carga proxima ao espaco livre no conteiner localizado no convés do

FIGURA 46. UR (%) da carga préxima ao espaco livre no conteiner localizado no primeiro andar
O NMAVIO. ... e 87

FIGURA 47. UR (%) da carga proxima ao espaco livre no conteiner localizado no pordo do navio. ... 87
FIGURA 48. Cinética da temperatura na regido superior dos conteineres localizados no pordo

(Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) dO NaVIO. .......oveeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 88
FIGURA 49. Cinética da temperatura na regido superior dos conteineres localizados no poréo

(Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) dO NAVIO. ......ovevioeeeeeeeeeeeeeeeee e, 88
FIGURA 50. Cinética da Umidade relativa na regi&o inferior dos conteineres localizados no pordo

(Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) dO NAVIO. ..c..vveeeee e 89
FIGURA 51. Cinética da Umidade relativa na regido superior dos conteineres localizados no

poréo (Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e conveés (Deck 7) do Navio. ..oveeeveeeeeeee e 89
FIGURA 52. Temperatura da regido superior e inferior de conteineres reais e protdtipos.

(CONMVES) ...ttt e ettt ettt e 90
FIGURA 53. Temperatura da regido superior e inferior de conteineres reais e prototipos. (1

=110 F- o O OSSN SRR 90
FIGURA 54. Temperatura da regifio superior e inferior de conteineres reais e protétipos. (Pordo)..... 91
FIGURA 55. UR (%) da regido superior e inferior de conteineres reais e prototipos. (Convés)........... 91
FIGURA 56. UR (%) da regiao superior e inferior de conteineres reais e protétipos (Primeiro

ANAADY e, 92
FIGURA 57. UR (%) da regido superior e inferior de conteineres reais e protdtipos. (Pordo) ............. 92
FIGURA 58. Cinética de Umidade relativa e temperatura no espaco livre do conteiner protdtipo

localizado N0 CONVES (DECK 7) <o e e 93
FIGURA 59. Cinética de Umidade relativa e temperatura no espaco livre do conteiner real

l0calizado NO COMVES (DBCK 7) .....uiiiiiiiiiiiieee e e e e e e 93
FIGURAS 60 e 61. Cinética de Temperatura do Deck 1 e do Deck3. ...o.oooooeeeeeeeeeeeeeeeeee 94
FIGURA 62. Cinética de Temperatura do Conteiner localizado no Deck7 ... 25

CAPITULO VI

FIGURA 1. Conteiner Prot6tipo. Regifes Monitoradas. ..............ccoovoiioiiieeeeeeeeee e 99
FIGURA 2. Conteiner Protétipo controle embrulhado com papel Krafl. .......ccooeeooeeeee oo, 99
FIGURA 3. Temperatura das regides intemas do Conteiner Controfe. Etapa 1........ccooveeeeveeieeennenne. 103
FIGURA 4. Temperatura das regides internas do conteiner Controle. Etapa 2...............ccceeeeeeveenn.. 103
FIGURA 5. Temperatura das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 1 ...........occoooveveeveeeenn.. 104
FIGURA 6. Temperatura das regides intemas do conteiner Tyvec. Etapa 2 ...........coooovvvmeieiieeeiin, 104
FIGURA 7. Temperatura das regides internas do conteiner 1sopor. Etapa 1 .......ccoeoveveooiveeeeeeeeen.. 105
FIGURA 8. Temperatura das regides internas do conteiner ISopor. Etapa 2.......cc..coovvvoveeeieeeeceen.. 105
FIGURA 9. Umidade relativa das regifes internas do conteiner Controle. Etapa 1 .........ccccooevveen.... 106
FIGURA 10. Umidade relativa das regides intemnas do conteiner Controle. Etapa 2 ..........ccoeveveee... 106
FIGURA 11. Umidade relativa das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 1 ..oooovvveveeeeeveeeeeen, 107

Xiv



FIGURA 12.
FIGURA 13.
FIGURA 14.
FIGURA 15.
FIGURA 16.
FIGURA 17.
FIGURA 18.
FIGURA 19.
FIGURA 20.

Umidade relativa das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 2.............................. 107
Umidade relativa das regifes internas do conteiner Isopor. Etapa ...l 108
Umidade relativa das regides internas do conteiner Isopor. Etapa 2. 108
Conteiner CONIOIB. ... .ot e 109
Conteiner COMIOI. ... ... ..o e 109
ConteiNer CONIOIE........cooiiiii e 109
CONLBINET TYVEC. ..o 109
Conteiner Tyvec. CONAENSAGAD. .......cueiiii oo 109
CONLBINET ISOPOT. ...ttt 109



RESUMO

Os objetivos do presente trabalho foram: 1) Estudar a influéncia das condi¢cdes
ambientais durante o transporte para o desenvolvimento de Aspergilius ochraceus e
produg@o de ocratoxina no café. 2) Levantar dados das condicdes reais de transporte e
validar conteineres protétipos, e 3) Propor medidas preventivas para evitar 0 aumento da
umidade do café dentro dos conteineres.

Seis conteineres (trés comerciais e trés protétipos) foram monitorados durante o
transporte do Brasil até a Italia. Os conteineres foram colocados em trés diferentes
posigbes (conves, abaixo do convés e pordo) no navio. Cada protétipo foi colocado ao
lado do conteiner convencional. Dados de temperatura, umidade relativa, condensacéo e
mudancas no conteudo de umidade dos grdos foram monitorados. O conteiner de café
localizado abaixo do conves foi 0 menos afetado pelas variagdo em relagdo ao contetdo
de umidade (0,7%). Os cafés dos conteineres localizados no pordo sofreu a maior
variagdo no conteudo de umidade (3%). Este conteiner apresentou sinais visiveis de
condensagdo. O café transportado no convés teve uma variagdo da umidade
intermediaria (2%) e n&o apresentou uma condensagdo visivel. A variagdo no contetido
de umidade dos conteineres protétipos foi similar ao convencional. Houve um aumento na

producao de ocratoxina A nos cafés que apresentaram aumento no contetido de umidade.

O ensaio sobre simulagéo do transporte estudou a prevencéo da condensacéo dos
conteineres. O ensaio feito com os conteineres protétipos testou duas altemativas: uma
utilizando isolamento do conteiner com isopor, tentando criar um ambiente isotérmico, e a
outra utilizando uma embalagem (tyvec) que tem barreira a 4gua no estado liquido (ndo
vapor). Ambas altemativas foram comparadas a uma situagéo rotineira de transporte.
Este estudo mostrou que o uso do tyvec seria uma alternativa melhor que o uso de papel
kraft ou o isopor, como barreira protetora contra a umidade formada nos conteineres

durante o transporte.



SUMMARY

The objectives of the present work were: 1) To study the influence of climatic
conditions during transportation, for the development of A. ochraceus and ochratoxin
production in coffee. 2) To obtain data under real coffee transport conditions and validate
prototypes containers and 3) Propose prevention measures to avoid an increase in coffee
moisture content inside the containers.

Six containers (three commercial ones and three prototypes) were monitored during
a shipment from Brazil to ltaly. The containers were stowed in three different places (hold,
below deck and deck) on the ship. Each prototype was located next to a conventional
container. Temperatures, relative humidity, condensation and changes in moisture
content, were monitored. The coffee container located below deck was less affected by
variations (0.7%) in relation to the moisture content. Coffee located in the hold showed the
highest variation in moisture content (3%). This container showed visible condensation.
Coffee transported on the deck had an intermediary moisture variation (2%) and there
was no visible condensation. The coffee moisture content in the prototype containers
varied in a similar way to that in the commercial ones. There was an increase in ochratoxin
A production with an increase in coffee moisture content.

The transport simulation trial studied alternatives to prevent container condensation.
Two packaging alternatives were tested in prototype containers: one using polystyrene to
give an isothermic environment, and another using tyvec package film which provides a
water barrier. Both altematives were compared in a routine transport situation. This study
showed that the tyvec film would be a better alternative than kraft paper or polystyrene as

a barrier against the humidity formed inside the containers during transportation.



INTRODUGAO GERAL

Com o avango da tecnologia em todas as areas, a agroindustria também se aderiu a
esta tendéncia. O controle de qualidade do produto & monitorado desde antes da sua
produgdo no campo, até o consumidor. Sendo o Brasil, um pais agro-industrial por
exceléncia e o primeiro exportador de café do mundo, cabe ao governo, iniciativa privada
e pesquisadores, otimizar todas as etapas de producio do café e monitorar todas as
atividades e processos que tenham relagdo com o produto. Uma barreira fito-sanitaria
atual a exportagcdo do café vem sendo a presenca de ocratoxina A. Embora ndc possua
um limite oficial para café cru, existe a recomendacdo da Comunidade Européia (2002)
que o limite maximo ndo deve exceder 5ug/kg (ppb). Em conseqiiéncia disso, nestes
ultimos anos vém se pesquisando muito sobre a incidéncia de ocratoxina A (OTA) em
café brasileiro. A ocratoxina A € uma toxina, nefrotoxica, carcinogénica e teratogénica
produzida pelos fungos Penicilium verrucosum, Aspergilius ochraceus, Aspergillus niger e
Aspergillus carbonanus. As espécies de A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger
toxigénicas, bem como a ocratoxina A foram encontradas em varias amostras de cafés
crus do Brasil (TANIWAKI ef al., 2003; URBANO et al., 2001; BATISTA et al., 2003). Os
fungos presentes na microbiota do gréo de café podem representar um risco na producéo
de ocratoxina A, em qualquer etapa apés a colheita, quando condices dtimas de

temperatura (20-30°C) e umidade relativa acima de 80% estiverem presentes.

Aspergillus ochraceus no café cru beneficiado tem sido encontrado nas tulhas de
armazenamento. Problemas originados por fungos durante o transporte maritimo ndo sao
novos, no entanto poucos trabalhos foram realizados nesta area. O risco do aumento da
umidade na carga dentro dos conteineres durante o percurso de regiées de clima tropical
a regides frias € real. A condensagdo na superficie das paredes internas do conteiner
pode ocorrer especiaimente em conteineres sem ventilacdo (sweat conteiner). Como
conseqléncia, pode ocorrer a coalescéncia e precipitagdo do condensado sobre a carga.
Aléem disso as diferencas nos gradientes de temperatura dentro da carga originam a
migragao da umidade das regides mais quentes para as regides mais frias, a umidade
relativa da atmosfera do espaco livre é controlado pelo teor de umidade da carga PIXTON
(1982). O transporte de café do Brasil para a Europa ocorre geralmente nos meses de
novembro a janeiro. No Brasil estamos em pleno verdo brasileiro, contudo na Europa

ocorre o inverno. Este fato leva a uma situacdo de risco para a carga ndo sé do ponto de



vista do desenvolvimento fungico e producéo de micotoxinas, como também da perda da
qualidade sensorial dos cafés. Poucos trabalhos tém se preocupado em monitor a carga
durante o percurso maritimo. Na literatura os trabalhos de SHARP et a/. (1982), e SAUER
(1988), reportaram o risco da contaminacao por fungos durante percurso maritimo. LEE
(1999) mencionou algumas situagdes reais de percurso maritimo e as conseqliéncias na
qualidade morfoldgica e sensorial dos graos.

Até o momento varios trabalhos foram realizados no Brasil e no mundo levantando a
ocorréncia de fungos produtores de ocratoxina A e a toxina no café em varios estadios de
producdo desde o pé de café até a estocagem. Dados sobre o controle durante o
transporte desde a ensacagem até a desova no armazém industrial eram inexistentes,
justificando assim a realizagdo do presente trabalho. Nestas condicdes o objetivo principal
do presente trabalho foi:

Quantificar a cinética de umidade relativa e temperatura dentro dos conteineres
reais e prototipos em condi¢des de transporte maritimo e avaliar a influéncia desta etapa
na producéo de ocratoxina A produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus (Capitulo V).

Como complemento deste objetivo outros estudos foram realizados com o0s

seguintes obijetivos:

e Desenvolver uma metodologia de inoculacdo de fungos para verificar a producéo de
ocratoxina A nos graos de café cru, em diferentes condicées de umidade relativa de
equilibrio e temperatura (Capitulo |).

¢ Verificar a producao de ocratoxina A nos gréos de café cru, por Asperngillus ochraceus

em diferentes condi¢des de umidade relativa de equilibric e temperatura (Capitulo Ii).

¢ Verificar a produgé@o de ocratoxina A nos gréos de café cru, por Aspergillus carbonarius
em diferentes condicbes de umidade relativa de equilibrio a temperatura de 25°C
(Capitulo IlI).

e Consolidar as isotermas de adsorgdo do café cru beneficiado (Capitulo V).

Como uma altemnativa preventiva do re-umedecimento dos grdos de café durante o

transporte o objetivo da etapa seguinte foi:

e Simular o transporte maritimo em condi¢des piloto, para prevenir o re-umedecimento
dos graos de café devido a condensacéo (Capitulo VI).



REVISAO DA LITERATURA

1. Cultura e Producgao Agricola

O café pertence a familia das Rubiaceas, género Coffea L, que inclui mais de 500
géneros e cerca de 800 espécies. Acredita-se que sua origem seja na Etiépia que hoje é o
décimo produtor mundial (ILLY & VIANI, 1996). Das espécies cultivadas no mundo as
principais s&o: Coffea canephora v. Conilion (robusta) e Coffea arébica. Até 1997, 85 a 90
% da produgg&o de café do Brasil foi de arabica enquanto 10 a 15% de robusta
(CARVALHO et al., 1997). Na atualidade a producéo de arabica diminuiu para 74,4%, e a
de robusta passou para 25,60% (MAPA, 2004), conforme mostra a Tabela 1.

TABELA 1. Café cru beneficiado - Safra 2004/2005 - Producio e Produtividade.

Estados Producao (mil sacas de 60 Kg beneficiadas) P'}Zg‘ég;}g:;’e
Arabica Robusta Total

Minas Gerais 18.630 30 18.660 18,57
Espirito Santo 1.950 4,450 6.400 12,60
Séo Paulo 5.071 - 5.071 24,77
Parana 2.500 - 2.500 20,05
Bahia 1.870 390 2.260 22,65
Rondbnia - 1.996 1.996 11,09
Mato Grosso 60 315 375 10,19
Para - 320 320 17,30
Rio de Janeiro 220 12 232 21,11
Outros 160 290 450 20,00
BRASIL 30.461 7.803 38.264 17,31

Agosto de 2004 / Convénio: MAPA - S.P.C / CONAB



1.1 Producgdo e Exportagdao Mundial do Café cru beneficiado

O Brasil continua sendo o lider mundial da produgdo e exportacdo de café cru
beneficiado, € como tal tem a responsabilidade de se manter na vanguarda das pesquisas
relacionadas a constante garantia de qualidade (Tabelas 2 e 3).

TABELA 2. Producdo mundial de café - Principais Paises (MAPA, 2004).

2003/2004 2002/2003 2001/2002 2000/2001
Paises  Produgdo ., ~ Produgdo o ..., ~ Produgdo o ;. Produgdo o0,
{mil sacas (%) (mil sacas (%) (mil sacas ip. (%) (mil sacas (%)
de 60kg) o de 60kg) o de60kg) 'P'*) de 60kg) °
Brasil (*) 28.820 28,44 48,480 40,09  31.300 28,62 31.100 27,68
Coldmbia 11.750 11,60 11,889 9,83 11.999 10,97 10.532 9,37
Vietna 11.250 11,10 11,555 9,56 13.133 12,01 14.775 13,15
Indonésia 6.012 5,93 6,785 5,61 6.833 6,25 6.947 621
india 4.508 445 4,565 3,78 4970 4,54 4526 4,03
México 4.550 4,49 4.000 3,31 4200 3,84 4815 429
Etidpia 4333 428 3,693 3,05 3.756 3,43 2768 246
Guatemala 3.000 2,96 4,070 337 3.669 335 4940 4,40
Peru 2.525 2,49 2,900 2,40 2749 2,51 2506 2,31
Costa do 2.325 2,29 2,483 2,05 3.492 3,19 4846 4,31
Marfim
Sa“ltsrg: 22.251 21,96 20,505 16,96 23265 21,27 24491 2180
TOTAL 101.324 100,0  120.925 100,0 109.366 1000 112.363  100,0

Fonte: OIC /7 (*) MAPA , 2004.



TABELA 3. Exportagéoc Mundial - Principais Paises.

Paises 2003/2004 2002/2003 2001/2002 2000/2001
Produgio i Producgao .. Producido . . Produgdo i
{mil sacas Pa{t;;lp. {mil sacas Pa(r:/u):lp. {mil sacas Par:;c:p. {mil sacas Parot/lcnp.
de 60kg) ° de 60kg) ° de 60kg) (%) de 60kg) (%)

Brasil (*) 25.555 30,07 28296 32,18 23273 25,82 18.083 20,28

Colémbia 10.244 12,05 10.273 11,68 9.944 11,03 9.175 10,29

Vietna 11.641 13,70 11771 13,39  13.946 1547 11619 13,03
Indonésia 4.301 5,06 4286 487 5243 582 5355 6,01
india 3.623 4,26 3516 400 3740 415  4.447 4,99
México 2.595 3,05 2645 301 3333 370 5304 5,95
Etidpia 2.229 2,62 2055 234 1376 153  1.982 2,22
Guatemala 3.821 4,50 3491 397 4110 456  4.852 5,44
Peru 2.412 2,84 2789 317 2663 295 2361 2,65
Ch‘,’;t;igo 2.627 3,09 2901 330 4174 483 6110 6,85
Sa”.tsré’i 15.933 18,75 15.895 18,08  18.331 20,34  19.881 22,30
TOTAL 84.981 100,00 87.918 100,00 90.133 100,00 89.169 100,00

Fonte: OIC / {*) MDIC e SECEX (2004)
Atualizado em 11/10/04.

2. Fatores que afetam a qualidade do café no transporte e
armazenamento de café cru

O transporte de grdos € um fator importante na cadeia produtiva. Este deve
proporcionar um conjunto de servigos, que possam garantir a chegada do produto ao seu
destino sem alteragdes, na qualidade extrinseca (gré&o embolorado, umido, descolorido), e
intrinseca (odor estranho, producdo de toxinas por fungos). Os fatores capazes de
favorecer ou limitar o crescimento de fungos durante o armazenamento e transporte sao:
teor de umidade, temperatura, atmosfera favoravel, condicdo de sanidade dos gréos e
presencga de insetos e acaros. Durante o aftmazenamento e transporte do café ocorre a
respiracédo aerdbia, sendo necessarios o controle da umidade e temperatura para evitar
altas taxas de respiracdo (ILLY & VIANI, 1996, ATHIE et al, 1998). No entanto, a

quantidade de agua produzida pela atividade metabdlica é inexpressiva sendo necessario



um incremento de 150°C de temperatura para aumentar 1% no teor de umidade da carga
(PIXTON, 1982).

Observacbes sistematicas de carregamentos de grdos (milho) sugerem que o
excesso de umidade foi o fator responsavel pelo crescimento dos fungos. Estes, por sua
vez podem produzir toxinas em 2 ou 3 dias (SAUER, 1888). Problemas concernentes a
qualidade do transporte de graos nos mercadoes intemacionais n@o sao novos. BOERNER
(1919 citado por SAUER, 1988), observou que o fato do gr&o ser seco em condigoes
adequadas, ndo assegurou a integridade do mesmo, e que fatores durante o transporte
como acondicionamento da carga no porao, estacdo do ano e as distdncias das rotas,

influenciaram na qualidade da carga.

Durante o transporte o café transpira e essa umidade pode condensar em fungac
das condi¢cdes de acondicionamentos e do ambiente externo. lIsto € uma grande
preocupacdo aos grandes exportadores de café cru, pois necessitam de conteiner e
embalagens mais adequadas para reduzir os riscos da perda de qualidade por excesso
de umidade (GROB, 1991; Intemational Trade Centre (ITC); 1992, PFEIFF, 1998).
Estudos realizados em laboratério relatam que, a agua absorvida pelos gréos localizada
na superficie migra rapidamente para o centro, € com isto ha um aumento uniforme da
umidade (FRANK, 1999). Isto também ocorre com as mudangas de temperatura. No calor
a transpiracdo dos gréos & maior. Ao esfriar esse vapor se condensa havendo um

aumento de umidade.

Atualmente, o transporte do café na rota interma é 100% rodoviario. As empresas
tém frota propria ou utilizam o servico de terceiros. Quanto ao café tipo exportacdo o
transporte ¢ feito em navios. O maior porto cafeeiro de Brasil e do mundo € o porio de
Santos que garante ao Brasil o privilegio de exportar em um unico més, volumes de cafés
que os paises concorrentes exportam em um ano. Santos foi pioneiro mundial da
“conteineirizacéo” e “granelizacdo” das exportagbes do café. Hoje Santos dispde de 10
terminais que podem estufar até 500 conteineres a granel por dia, equivalente a mais de
170.000 sacas de café. Os embarques realizados em sacaria solta (sacas de juta) em

pordo é muito raro hoje em dia e tende a desaparecer.

No futuro préximo a maioria dos embarques maritimos devera ser realizada em
contener. Os embarques a granel tendem a crescer. Hoje estima-se que estes

embarques representem de 30 a 35% do total. A conteinerizagdo € um grande avango na



area de logistica pois facilita a manipulagéo e protege a carga. Na moVimentagéo de café,
no ano de 1997 foram utilizados cerca de 43 mil conteineres. O uso de ferrovias e
hidrovias fardo uma redugdo do transporte interno em trechos longos, e ja foram
privatizadas 6 malhas de ferrovias. Em relagdo as hidrovias, o uso desse tipo de
transporte principalmente do Porto Velho, Rondénia pelo Rio Amazonas depende do
crescimento da produg&o e da competitividade da exportacdo de café robusta do Brasil.
Com a continuagéo da privatizagdo e da melhoria dos portos, ¢ transporte de produtos
tende a se otimizar cada vez mais (SETTE , 1998)

3. Fungos no café

Os fungos mais freqientes em graos sdo espécies de Aspergilfus e Penicilium.
Estes fungos tém sido denominados de fungos xerofilicos, pela capacidade de se
desenvolver em graos com baixos teores de umidade, ao redor de 13-18% (70-85% de
Umidade relativa). Os fungos podem descolorar os graos, alterar o teor de acidos graxos
livres, aquecer a massa de graos e produzir micotoxinas. A produgéo de micotoxinas & de
suma importancia neste estudo uma vez que elas apresentam uma aita toxicidade e poder

carcinogénicoc em animais e homens.
3.1 Fungos produtores de ocratoxina A

Dentre as espécies de Aspergillus, a principal espécie conhecida como produtora de
ocratoxina, & Aspergillus ochraceus. Porém outras espécies, raramente associadas com
alimentos, também podem produzir a toxina, tais como A sulphureus, A. sclerotiorum, A.
meleus (MOSS, 1996). A. ochraceus ja foi chamado de A. alutaceus por SAMSON &
GAMS (1985), contudo mais recentemente, houve um acordo de que o nome mais
apropriado para esta espécie € A. ochraceus (PITT & SAMSON, 1993). Outras especies
de Aspergilius relatadas, recentemente, como produtoras de OTA incluem: A. niger e A.
carbonarius (HEENAN et al., 1998).

Das espécies de Penicillium, o P. verrucosum € o maior produtor de OTA em climas
temperados. Em climas quentes e tropicais as espécies de Aspergillus tem sido mais

relacionados com a producdo de OTA.



A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger foram encontrados em amostras de cafés
em varias partes do mundo (URBANO et al., 2001; JOOSTEN et a/., 2001; TANIWAKI et
al., 2003; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004).

4. Ocorréncia de OTA em café

Além de cereais e derivados, a ocratoxina A tem sido encontrada em café de
diferentes origens e com relativa frequéncia. A ocorréncia naturai de OTA em café cru foi
reportada em concentracées entre 0,1 a 360 ug/Kg (LEVI et. al., 1974; LEVI 1980;
NORTON et al., 1982., CANTAFORA et al., 1983; TSUBOUCH! et al., 1988; MICCO ef al.,
1989.; STUDER-ROHR et al, 1995; VIANI, 1996; STEGEN et a/., 1997; BUCHELI et
al.,1998; BLANC et al., 1998; JORGENSEN, 1998; TRUCKSESS ef a/.,1999; ROMANI et
al., 2000).

As ocorréncias de OTA reportadas em café brasileiro também foram relatadas (LEVI
et al.,1974; STUDER-ROHR ef al., 1995, FURLANI, 1998, PRADO et al., 2000, URBANO
et al., 2001, TANIWAKI et al., 2003). As concentragcdes encontradas nas diversas

amostras analisadas variaram entre 0,2 - 147 ug/Kg.
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CAPITULO |

OTIMIZAGAO DA METODOLOGIA DE INOCULAGAO DE
ESPOROS DE ASPERGILLUS OCHRACEUS EM GRAOS DE
CAFE CRU

1. INTRODUCAO

Tradicionalmente a inoculagdo da suspensio de esporos de fungos para fins de
estudos sobre o crescimento fungico ou producdo de algum metabdlito em laboratorio é
feita de forma direta, que consiste em adicionar um volume da concentragao liquida do
esporo diretamente ao substrato. A objec&o que se faz deste procedimento é a variacao
de atividade de agua do grdo apés a inoculagdo, o que possivelmente altera o
crescimento do fungo e a produgdo da toxina. Devido a isto, o presente estudo testou
material particulado (solo, café moido e amido) como veiculo da suspenséo de esporos de
fungos antes de ser inoculada no café visando n&o alterar a atividade de agua do gréo. O
estudo visa coadjuvar uma simulagdo de monitoramento de ganho de umidade no café
como ocorreria durante o armazenamento na tulha e durante o transporte maritimo dentro
dos conteineres, ja que em condicoes reais, nas fases iniciais destas duas etapas, o café
esta praticamente seco com umidade menor que 12% e atividade de agua menor que
0,68. Comparou-se a eficiéncia entre a inoculagdo através de veiculos e a inoculacao
direta, a partir do estudo de trés parametros: a homogeneizac¢do do esporo no veiculo, a
homogeneizagdo do esporo no griao e a atividade de agua do grao, antes e apds a

inoculagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material - O café utilizado para este estudo foi o arabica, doado pelo Instituto
Agrondémico de Campinas. Os graos de café foram esterilizados, através de
irradiacdo, com uma dose de 10 KGY e fonte de Cobalto 60, no Centro de Energia
Nuclear da Agricultura (CENA), USP - Piracicaba.

2.2 Material utilizado como veiculo - Foram testados trés veiculos para a inoculagéo do

fungo Aspergillus ochraceus:

e Amido em p6 grau laboratorial. (< 100um).
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e (Café moido (850 e 300 um) - O café foi moido e posteriormente peneirado nas

peneiras respectivas.

e Solo vermelho - Colhido na fazenda do Instituto Agrondmico de Campinas e

posteriormente peneirado até obter granulometrias de 300 e 850 um.

Os veiculos foram esterilizados a 121°C durante 30 minutos e foram realizados

testes de diluicdo em meios de cultura para comprovar a esterilidade.

2.3 Preparacdo da suspensao de esporos - Cepas produtoras de ocratoxina A isoladas
de gréos de café provenientes do Parana foram inocuiadas em piacas de malt extract
agar (MEA) e incubadas a 25°C por 5 dias. Com a ajuda de uma al¢a, as colbnias
foram colocadas em um tubo de ensaio com 40 mL de tampao fosfato + 0,1% de
tween 80 e pérolas de vidro. Fez-se uma diluicdo de 10’ UFC / mL de esporos.

2.4 Metodologia - Os ensaios foram realizados tendo como controle a metodologia do
método direto (vide 2.4.1). As metodologias alternativas que consistem no uso do

veiculo (vide item 2.2) foram comparadas ac método direto em relagéo a:
e A atividade de agua no gréo antes e apos a inoculagdo com esporos
¢ A homogeneidade dos esporos no veiculo

¢ A homogeneidade dos esporos no grao.

2.4.1 Método direto - Foram adicionados 1 mL da suspensdo 10’ UFC / mL de
esporos em 25 g de café cru e agitados durante 15 minutos em agitador
modelo Wagner.

2.4.2 Método alternativo utilizando solo (300 e 850 um) - Foi adicionado 1 mL da
suspensdo 107 UFC / mL de esporos em 10 g de veiculo (solo com
granulometria de 300 ou 850 um), agitados por 10-15 minutos e logo em
sequida, 1 g dessa mistura foi adicionado em 25 g de café cru agitando durante
15 minutos em agitador modelo Wagner.

2.4.3 Método alternativo utilizando café moido (300 e 850 um) Procedeu-se da

mesma forma que no item (2.4.2).
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2.4.4 Método alternativo utilizando amido (granulometria < 100 um) Procedeu-se

da mesma forma que nos itens 2.4.2 e 2.4.3.

2.5 Determinagéo da Atividade de agua - Foi utilizado o equipamento Aqualab Cx2
(Decagon-USA) para medir a atividade de agua com e sem inoculo. A umidade foi

determinada em estufa a vacuo a 70°C durante 24 horas.

2.5.1 Determinac@o da homogeneidade dos esporos no veiculo - Para realizar
este teste, adicionou-se 1 mL de suspensdo de esporos 10”7 UFC/mL em 10 g
do respectivo veiculo (solo, café moido, amido) com granulometria de. (300,
850 e <100 um respectivamente). A mistura suspensao-veiculo foi dividida em
trés porgbes de 3 g cada um, adicionando-se a cada uma destas 27 mL de
agua peptonada 0.1%. A similaridade das contagens, apos a diluicdo e
plaqueamento serviu para determinar homogeneizacdo da suspensic no
veiculo. Para avaliar no método direto a homogeneiza¢cdo dos esporos no
veiculo (agua peptonada), dividiu-se 1 mL da suspensio em trés partes de 0,3
mL e diluiu-se em 2,7 mL de agua peptonada 0,1% e plaqueou-se cada parte
separadamente.

2.5.2 Determinagiao da homogeneidade da mistura (suspensao-veiculo) no grio
de café cru - Um grama da mistura (suspens&o - veiculo) foi adicionada em
25 g de café cru beneficiado. A nova mistura foi homogeneizada durante 15
minutos em um agitador modelo Wagner. Posteriormente 60 grédos foram
plagueados em 6 placas com o meio de cultura DG18, com 10 grdos cada. As

placas foram incubadas durante 5 dias & 25°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidos do teste da homogeneidade
da suspensdo de esporos de Aspergillus ochraceus nos respectivos veiculos e a
uniformidade foi comparada com o método direto. O amido foi descartado desde o inicio
e n&o foi testado em nenhum ensaio como veiculo, devido & formac&o de grumos grandes

em contato com a suspenséo de esporos.
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TABELA 1. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL)*, utilizando-se 2

diferentes veiculos de contaminacdo com diferentes granulometrias (300 e 850 um), e

contagem da suspensao pelo método direto.

Métodos alternativos

veiculos (UFC/mL)

Repeticao Café moido Solo Método
direto
300 um 850 um 300 pm 850 um sug::i;o
10 9x10°® 4x10° 45x10° 2x10°® 1,4x 107
2° 8x10° 3x10° 45x10° 55x10° 1,5x107
3° 9x10° 1,5x10° 7x10° 1,5x10° .

* Unidades formadoras de cofonias por mililitros

Os resuitados apresentam pouca diferenca entre as homogeneidades do solo e café

de 300 um quando comparados ao metodo direto, ressaltando que a diferengca de um

ciclo logaritmico € logica, devido pois ao utilizar veiculos se dilui 10 vezes a suspensao

de esporos (1mL de suspenséo em 10 g de veiculo). O valor obtido no teste de

homogeneizagdo do veiculo + inoculo, depois de incorporados aos gréos de café, e o

teste do método direto € mostrado na Tabela 2.

TABELA 2. Porcentagem dos gréos contaminados com diferentes veiculos em diferentes

granulometrias. Comparacéo da homogeneizagdo dos grdos contaminados com o

método direto.

Porcentagem de Contaminagdo de graos de café cru (%)

Veiculos Método direto
Café moido Solo Café cru + inoculo
Granulometria
do veiculo 300 um 850um 300um 850um
100 100 50 60 100 100 100 100 100 100
% de graos
contaminados 100 100 50 50 100 100 100 100 100 100
100 100 30 60 100 100 100 100 100 100
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Segundo os valores mostrados na Tabela 2, os veiculos café moido e solo de 300
um contaminaram a mesma porcentagem de graos que o solo de 850 um. O veiculo café
moido de 850 um contaminou aproximadamente 50% dos gréos. Este ultimo ensaio, foi o
unico que n&o teve a mesma eficiéncia de contaminar os 100% dos gréos que se obteve
atraves do método direto. Na Tabela 3 estio apresentados os valores de atividade de
agua antes e apds a inoculacdo com os diferentes veiculos, assim como a inoculacdo
pelo método direto.

TABELA 3. Valores de atividade de agua (Aa) dos gréos de café antes e apés a
inoculacdo da suspensio de esporos com veiculos (solo e café moido) e do método

direto.
Métodos alternativos
Atividade Café cru sem Método direto (café + veicuio + inéculo)
de agua Aa indculo (Café + inéculo) Soi0(300um) Café moido
R (300um)

0,654 0,765 0,669 0,693
Repetigbes ————— x=0,654 —————— X=0,766 ———— x=0.67 ——— x=0,682

0,654 0,766 0,670 0,671

Segundo os dados obtidos podemos observar que a menor variacdo da Aa foi
quando se utilizou solo (300um), café moido (300 um) e método direto, nessa ordem

respectivamente.

Cabe ressaltar que a medicdo da atividade de agua dos graos de café cru foi
realizada 24 horas apoés a adicdo da suspensdo no veiculo respectivo, no caso dos
métodos alternativos, e diretamente nos graos de café no caso do método direto. Em
relacdo a atividade de agua, aparentemente é positiva a influéncia do uso de métodos
alternativos no estudo de isotermas em grios em armazenamento assim como o0s
transportados, pois a variagdo da atividade de agua inicial € minima. A diferenca do
metodo direto, n&o foi s6 pelo valor, mas também, pelo tempo em que o grdo ndo passou
pelas fases gradativas de ganho de umidade, adquirindo um valor de Aa maior em menor
tempo que o normal. A influéncia disto sobre o crescimento do fungo assim como da

producao de ocratoxina sera tema de estudos posteriores.

17



4. CONCLUSAO

As alternativas de inoculacéo de esporos de Aspergillus ochraceus em graos de
café cru tiveram relativo sucesso, especialmenie em relacéo a atividade de agua, quando
o veiculo solo 300 um modificou quase sem expressao da atividade de agua do café ao
ser comparado com o método direto de inoculagdo, onde a atividade de agua foi alterada.
Em relagéo a homogeneidade os resultados foram similares, com ligeiras diferengas entre
as granulometrias dos veiculos. isto torna viavel a substituicdo do método direto pelos
métodos alternativos pelo menos no caso de simular contaminagdo durante o
armazenamento e transporte de graos.
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DA ALTERNANCIA DE TEMPERATURA SOBRE
A PRODUCAO DE OCRATOXINA A POR ASPERGILLUS
OCHRACEUS

1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor e exportador de café do mundo, e os desafios na
pesquisa agricola e tecnoldgica do produto, principalmente na cadeia produtiva que vai
desde a semente até a torrefadora s&o muitos. As exigéncias dos paises importadores de
café sado muitas, andlise de pesticidas, aditivos, exames patoloégicos entre outros.
Ultimamente, a analise de micotoxinas, principalmente a ocratoxina A (OTA) em café esta
sendo solicitada. Para cada parémetro, o pais importador tem o seu limite maximo de
tolerancia , e este limite esta cada vez mais baixo.

O café que o Brasil exporta geralmente é de qualidade , entretanto existem fatores
que muitas vezes estdo fora do controle do produtor e exportador. Estes fatores,
principaimente climaticos e podem favorecer as mudangas das caracteristicas ideais do
gréo e permitir que certos fungos possam crescer, multiplicar e produzir toxinas, como a
ocratoxina A. A presenca desta toxina tem preocupado os paises europeus. O fungo
Aspergillus ochraceus que é o principal produtor desta toxina, € xerofilico (se desenvolve
em atividade de agua abaixo de 0,85). A contaminac&o de ocratoxina A em café tem sido
reportado por STEGEN ef al., 1997; TRUCKSSES, ef al., 1999; KONOKENKO et al,
2000. A ocratoxina A ja foi detectada em café brasileiro embora em quantidades baixas e
o fungo produtor foi isolado em algumas amostras provenientes dos frutos do solo e
gracs armazenados na tulha. (MICCO, et al, 1989; STUDER-ROHR, et al, 1995;
FURLANI & SOARES, 1999; URBANO, et al., 2001, TANIWAKI, ef al., 2003).

O presente estudo teve por finalidade estudar a influéncia da altemancia da
temperatura (14-25°C) e umidades relativas de equilibrio (URE) & 80, 87 e 95% sobre, 0
crescimento do fungo Aspergillus ochraceus e produgdo de OTA. Estas temperaturas
foram escolhidas atraves dos dados anuais fornecidos pelos técnicos agricolas das
fazendas do Estado de S&o Paulo e se constituem os valores médios de temperatura das

principais variagdes que ocorrem, principalmente entre o dia, e a noite, neste Estado.
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Este estudo se justifica devido ao fato de que as mudangas bruscas de temperatura
podem causar estresse metabdlico nos fungos, o que pode desencadear uma maior ou
menor produc¢do de toxina. O trabalho também teve por objetivo simular o comportamento
dos gréos contaminados com Aspergillus ochraceus dentro de um conteiner que suporta

mudancas drasticas de temperatura durante o transporte maritimo.

2. MATERIAL E METODOS

O gréo de cafe utilizado para realizar este estudo foi do tipo arabica, doado pelo
Instituto Agronémico de Campinas. Foi esterilizado por irradiagdo com uma dose de 10
KGY no Centro de Energia Nuclear de Agricultura (CENA), na USP - Piracicaba

2.1 Selecao das cepas e preparacao da suspensao de esporos de A.
ochraceus

Trés cepas foram selecionadas em experimentos anteriores e isoladas de graos de
café provenientes do Parana. As cepas foram inoculadas em MEA a 25°C por 5 dias. A
cuftura em crescimento foi adicionada em um tubo de ensaio com 40 mL de tampao
fosfato + 0,1% tween 80 e pérolas de vidro. Agitou-se a suspensdo em vortex por 1
minuto. A concentragéo foi de 10’ UFC/mL de esporos.

2.2 Inoculacdo de esporos de A. ochraceus no café.

Na inoculagdo adicionou-se 1 mL da suspensdo de esporos concentracdo 10’ em
10 g de solo esterilizado de granulometria de 300um. Posteriormente, tomou-se 4 g desta
mistura e se adicionou em 100 g de café. O café + inoculo foram homogeneizados em
agitador modelo Wagner por 15 minutos. O mesmo se repetiu até contaminar
aproximadamente 1,5 kg de café. Detalhes do procedimento de inoculacdo s&o descritos
por Palacios et al. (2001) e apresentados no capitulo 1.

2.3 Determinagao de umidade e atividade de agua em café cru
beneficiado.

A umidade foi determinada pelo método de estufa a vacuo & 70°C por 24 h e seus
valores corrigidos pelo método de rotina para café cru da ISO referéncia 1447 (1978), de
acordo ao trabalho de PALACIOS & TANIWAKI (2003). A atividade de agua (Aa) foi
determinada no equipamento AqualLab 3TE (Decagon-USA) a 25°C.
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2.4 Preparacgao das solugdes saturadas de sais dos dessecadores para
atingir a umidade relativa de equilibrio (URE).

Foram preparadas solugbes saturadas de sulfato de aménio (NH4)2S04, tartarato
de sbdio e potassio NaKC4H406 e nitrato de chumbo Pb(NO3)2 para obter solucdes de
80, 87 e 95% de URE respectivamente. As solugdes foram deixadas nos desssecadores

por 7 dias ate atingirem o equilibrio.

2.5 Montagem do ensaio de isotermas a temperaturas alternadas de 25 e
14°C, e temperaturas constantes de 25°C em trés umidades relativas
de equilibrio (80, 87 e 95%).

Potes plasticos com 25 g de café cru beneficiados foram inoculados com uma
suspensdo de esporos (10° UFC/g) veiculados através do solo. Foram colocados 5 potes
em cada dessecador (4 contaminados e um controle sem inéculo). Os dessecadores
foram colocados em camaras de 25°C por 12 h e 14°C por 12 h, alternadamente. As URE
testadas de 80, 87 e 95% ja haviam sido atingida com as solucdes respectivas de sais. O
pote sem inoculo foi pesado com intervalos de uma semana para observar o ganho de
umidade e determinar o tempo de equilibrio dos graocs de café com o sal através da
mudanga do peso dos gréos. O tempo zero foi considerado quando os gréos do café
atingiram a URE dos sais respectivos. A producdo de ocratoxina A foi quantificada nos
tempos O (equilibrio), 7, 14 e 21 dias. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

Visando obter resultados que apresentem o efeito da alternancia de temperaturas
sobre a produgdo de ocratoxina foi realizado paralelamente um experimento nas mesmas
condigdes, & temperatura constante de 25°C. A producéo de ocratoxina neste ensaio s6

foi quantificada no tempo 0 e 21 dias.
2.6 Extracao de ocratoxina A nos graos de café cru

O método empregado para a extragdo de ocratoxina A foi proposto por PITTET et af.
(1996) utilizando-se a coluna de imunoafinidade desenvolvida por NAKAJIMA ef al.
(1990). Foram retirados os potes dos dessecadores com 25 g de café e triturados em
blender com 200 mL de solu¢do de metanol: bicarbonato de sédio 3% (50:50) por 4
minutos. A solug&o foi filtrada com auxilio de bomba de vacuo. Tomou-se 5mL do filtrado
e 100mL de solucéo tampéo fosfato (PBS) foi adicionado. Os 100mL foram eluidos numa

coluna de imunoafinidade (Vicam-USA), a qual foi lavada com 10 mL de agua destilada
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apos a eluicdo. A amostra detida na coluna foi eluida com 4 mL de metanol, sendo filtrada
ao mesmo tempo com o auxilio de um manifold. O extrato foi levado a secura sob
corrente de nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 1 mL de 42% acetonitrila: 58%
solugdo 4mM de acetato de sédio /acido acético (19:1) que constituiu a solugéao utilizada
como fase movel.

2.7 Condig¢des do equipamento (CLAE)

O equipamento utilizado foi (CLAE) Shimadzu LC-10VP com deteccdo de
fluorescéncia/ excitacao: 330 nm, emissdo 470nm.

Coluna: Spherisorb 5 um,4,6 mm x 250 mm OD5 Hypersil
Pre-coluna: ODS Hypersil 5 um, 4,6 mm x 25 mm

Fase movel: 58% de solugdo 4 mM de acetato de sodio/acido acético (19:1) e 42% de

acetonitrila).
Fluxo: 1 mL/ min
Press@o maxima: 200 kgf/cm2

Volume injetado: 50 ulL

2.7.1 Validacao do método para deteccao de ocratoxina A em café cru

Para a quantificacdo da Ocratoxina A foi utilizada padronizag&o externa de acordo
com a curva padrdo descrita abaixo na Figura 1. Para os testes de validagcdo foram
realizados os ensaios de recuperagao e o calculo do limite de detec¢o e quantificacéo.
Amostras de café (3 repeticbes) foram fortificadas como ocratoxina utilizando trés niveis
de contaminacdo (4,8, 8, e 80 ug/kg. Os respectivos valores de recuperagao foram de
86,5%, 78.0% e 81%. Os limites de detecgdo e quantificagdo foram obtidos pela analise
de 10 amostras naturaimente contaminadas com baixos niveis de ocratoxina A (< 1ug/kg).
O limite de deteccdo de 0,16ug/kg, foi obtido pela muitiplicagdo do desvio padréoc pelo
valor t-student segundo graus de liberdade apropriados para 99% de confiabilidade. O
limite de quantificagdo de 0,58ug/kg, foi determinado como 10x o desvio padrdo (KEITH et
al., 1983, LONG & WINEFORDNER, 1983).
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2.7.2 Quantificagao da Ocratoxina A no café

Para a quantificacio da ocratoxina A foi utilizada padronizagéo externa de acordo
com as duas curvas padrbes descritas na Figura 1. A curva 1 para amostras mais

diluidas e a 2 para amostras mais concentradas.
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FIGURA 1. Curva padrao (1) e (2) de ocratoxina, utilizadas para analise quantitativa de

OTA nos gréos de café.

O resultado final, expresso em ng/g, foi obtido pela divisdo da massa de ocratoxina

obtida na curva pela massa injetada (0,0312 g)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 € apresentado o valor de umidade em base seca e atividade de agua
dos graos do café que foram determinados no tempo de equilibrio (tempo quando os
gréos atingiram o equilibrio do meio saturado ou n&o houve incremento de massa dos

mesmos).
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TABELA 1. Valores de umidade e atividade de agua (Aa), medida no tempo de equilibrio,

submetidos a alternancia de temperatura de 14°C por 12 horas e 25°C por 12 horas.

Ubs/UBU (Umidade em base

Atividade de agua Atividade de agua medida seca/Umidade em base Gmida)

0,791 18,62/15,70

Aa 0,80 0,801 19,21/116,11
0,798 19,01/15,97
0,859 26,19/20,75

Aa 0,87 0,862 26,26/20,80
0,860 25,24/20,15
0,925 33,04/24,83

Aa 0.95
0.915 31,85/24,16

Com estes dados foi construida a curva de isoterma, no entanto é importante
esclarecer que a Aa de 0,95 nao foi atingida. Isto foi devido a contaminagao dos graos do
café antes de terem atingido o equilibrio.

A relagdo, umidade em base seca e atividade de agua é apresentada na isoterma
da Figura 2. Esta figura nos permite conhecer o valor da Atividade de agua do gréo do
café pelos dados da umidade ou vice-versa.

35 4
30 -
25

20 §

Umidade em base seca (% b.s)

0.5 08 07 0.8 08 1

Atividade de agua

FIGURA 2. Isoterma de Adsorc&o do café submetido a alternéancia de temperatura 14-

25°C em intervalos de 12 horas cada temperatura.
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3.1 Producao de ocratoxina A por Aspergillus ochraceus em
temperaturas alternadas e em diferentes Umidades Relativas de
Equilibrio e tempo de incubag3o apés o equilibrio

A produgao de ocratoxina A apos os graos terem atingido a URE de 80, 87 e 95%,

a temperaturas alternadas de 14-25°C, é apresentada na Tabela 3

TABELA 2. Producgéo de ocratoxina A (ng/kg) no café cru, em diferentes valores de

atividade de agua, a temperaturas alternadas de 14-25°C em diferentes tempos de

incubacgdo apds o equilibrio.

Ocratoxina (ug/kg)

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias Controle
ND* ND 1,70 0,61
Aa 0,80 ND ND 3,49 0,45
ND ND 0,52 ND ND
Média ND ND 1,90 0,35
955 1854 1907 4260
Aa 0,87 796 1347 1763 2999
631 1440 1778 4347 ND
Média 794 1547 1816 3869
2250 5483 7239 9253
Aa 0,95 2273 7554 8917 9723 8,71
2399 7343 8443 6037
Média 2307 6793 8200 8338

* Néo detectado (limite de detecgao 0,16(ug/kg).

De acordo com estes resultados, é evidente que a Aa € um fator limitante para a
producéo de ocratoxina A, j@ que com 0,80 de Aa a produc&o de ocratoxina foi bem
menor que a 0,87 e 0,95. E muito importante ressaltar que quando os valores de equilibrio
foram atingidos, a ocratoxina ja havia sido produzida nas atividade de agua de 0,87 e
0,95. O valor de ocratoxina encontrado no controle de 0,95 (6,71 (ug/kg), ndo alterou muito
o resultado obtido, mas deve ser descontado dos valores encontrados nas amostras. Na
Tabela 3 s&o apresentados os dados de produgdo de ocratoxina A por Asperygillus
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ochraceus no café mantido a temperatura constante de 25°C, nas mesmas condi¢cdes de
URE (90, 87, 85%) que o ensaio anterior.

TABELA 3. Producdo de ocratoxina A (ug/kg) por A. ochraceus em café cru, a
temperatura constante de 25°C, em diferentes valores de atividade de agua a@ 0 e 21

dias apés o equilibrio.

Atividade de agua Ocratoxina A (ug/kg)
0 dias 21 dias Controle
ND 0,25
0,80 ND <0,2 ND
ND ND
Média ND 0,15
154,78 3197
0,87 89,37 2056 ND
252,63 2244
Média 165,6 2499
2059 7544
0,95 1749 6896 6,58
2239 7095
Média 2016 7178

Analisando as Tabelas 2 e 3 é possivel observar que houve pouca variagdo na
produgdo de ocratoxina A pelo efeito da alternancia da temperatura, mas que a varia¢&o
de temperatura se tornou mais importante nas atividades de agua menores que 0,95. A
0,87 no tempo de equilibrio (tempo zero), a produ¢do de ocratoxina com alternancia de
temperatura foi aproximadamente 80% maior do que as mesmas condigdes a temperatura
constante. A 0,80 as diferencas foram minimas, € & 0,95 houve uma maior produgdo de
ocratoxina nas temperaturas alternadas. MANTLE & CHOW (2000) também reportaram
que A. ochraceus pode produzir altas concentragées de ocratoxina em café cru, quando

as condi¢cbes de umidade e temperatura sdo favoraveis.

Este ensaio mostrou uma tendéncia que pode se ocorrer durante o transporte

maritimo de café, onde as mudancas de temperaturas s&o bem drasticas.
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4. CONCLUSOES

A produg&o de ocratoxina nos ensaios de 87 e 95% de URE foram bem altas, tanto
nas temperaturas alternadas como na temperatura constante. A URE de 87% nas
temperaturas altemadas, observou-se as maiores diferengas na producdo de OTA,
principalmente no momento em que o café entrou em equilibric. A URE de 80% a
produgao de ocratoxina foi baixa ou estava abaixo do limite de deteccio.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

FURLANI, R.P.Z.; SOARES, L.M.V. Ocratoxina A em café. Brazilian Journal of Food
Technology, Campinas, v.2, n (1/2), p. 1-6, 1999.

KEITH, L.H.; CRUMMETT, W.; DEEGAN J_; LIBBY, RA_; TAYLOR, J.K.; WENTLER, G.
Principles of environmental analysis. Analytical Chemistry, Washington, v.55, p.2210-
2218, 1983.

KONONENKGO, G.P.; BURKIN, A A.; ZOTOVA, E.V & SOBOLEVA, N.A. Ochratoxin A:
Contamination of grain. Applied Biochemistry and Microbiology, Moscou, v.36, p.177-
180, 2000.

LONG, G.L.; WINEFORDNER, J.D. Limit of detection. A closer look at the [UPAC
definition. Analytical Chemistry, Washington, v.55, p. 712A-724A, 1983.

MANTLE, P.G.; & CHOW, A.M. Ochratoxin formation in Aspergillus ochraceus with
particular reference to spoilage of coffee. International Journal of Food Microbiology,
Amsterdam, v.56, p.105-109, 2000.

MICCO, C.; GROSSI, M.; MIRAGLIA, M.; AND BRERA, C. A study of the contamination
by ochratoxin A of green and roasted coffee beans. Food Additives and Contaminants,
London, v.6, p.333-339, 1989.

NAKAJIMA, M.; TEREWDA, H.; HISADA, K.; TSUBOUCH]I, H.; YAMAMOTO, K.; UDA, T.;
ITOH, Y.; KAWAMURA, 0.; UENO, Y. Determination of ochratoxin A in coffee beans and
coffee products by monoclonal antibody affinity chromatography. Food and Agricultural
Immunology, Chester, v.2, p.189-195, 1990.

NORM INTERNATIONAL I1SO 1447. Green coffee determination of moisture content
(routhine method), 1978.

27



PALACIOS-CABRERA, H.A.; TANIWAKI M.H.; MENEZES H.C.; VICENTINI M.C;
IAMANAKA, B.T and TANIWAKI, N.N. Optimisation of the inoculation of Aspergillus
ochraceus in coffee for isothermal studies simulating storage and marine transport of raw
coffee. Proccedings of the 19th ASIC Coffee Conference (CD room). Trieste, Italy:
ASIC, 2001.

PALACIOS-CABRERA, H. A., M.H, TANIWAKI. Determinagdo do teor de umidade do cafée
cru beneficiado: comparacio entre diferentes metodologias. Revista Brasileira de
Armazenamento, Vicosa, v.6, p.25-29, 2003.

PITTET, A.; TORNARE, D.; HUGGET, A. & VIANI, R. Liquid chromatographic
determination of ochratoxin A in pure and adulterated soluble coffee using na
immunoaffinity column cleanup procedure. Journal Agricultural Food Chemistry,
Washington, v. 44, p.3564-3569, 1996.

STEGEN, G.V.D.; JORISSEN, U_; PITTET, A.; SACCON, M.; STEINER, W_; VINCENZI,
M.: WINKLER, M.; ZAPP, J.; & SCHLATTER, C. Screening of European coffee final
products for ocurrence of ochratoxin A (OTA). Food Additives and Contaminants,
London, v.14, p. 211-216, 1997.

STUDER-ROHR, |.; DIETRICH, D.R.; SCHLATTER, J.; SCHLATTER, C. The occurrence
of ochratoxin A in coffee. Food and Chemical Toxicology, Oxford, v.33, n.5, p. 341-355,
1995.

TANIWAKI, M.H.; PITT, J.I; TEIXEIRA, A.A. & IAMANAKA, B.T. The source of ochratoxin
A in Brazilian coffee and its formation in relation to processing methods. International
Journal of Food Microbiology, Amsterdam, v. 82, p.173-179, 2003.

TRUCKSESS, MW.: GILER, J.; YOUNG, K.; WHITE, K.D. & PAGE, W. Determination
and survey of ochratoxin A in wheat, barley, and coffee-1997. Journal of the Association
of Official Analytical Chemist, Baltimore, v.82, p.85-89, 1999.

URBANO, G.R.; TANIWAKI, M.H.; LEITAC, M.F. & VICENTINI, M.C. Occurrence of
ochratoxin A producing fungi in raw Brazilian coffee. Journal of Food Protection,
London, v.64, p.1226-1230, 2001.

28



CAPITULO Il

PRODUGAO DE OCRATOXINA POR ASPERGILLUS
CARBONARIUS EM GRAOS DE CAFE CRU, UTILIZANDO
DIFERENTES VALORES DE ATIVIDADE DE AGUA A 25°C

1. INTRODUCAO

O estudo das condigdes 6timas de crescimento e produgdo de toxina pelos fungos
toxigénicos € de suma importancia. O género Aspergillus tem se destacado por
apresentar algumas espécies que sdo produtoras de micotoxinas, dentre estas as
espécies de A. flavus, A. ochraceus, A. carbonarius, e mais recentemente A. niger,
(GALVANO et al.,2001), devido a frequéncia destas espécies nos alimentos e ao grau de

toxidez.

Até recentemente, A. carbonarius havia sido, muitas vezes, confundido com A.
niger, devido as suas semelhancas na morfologia e coloracdo da coldnia, contudo estas
duas espécies tém sido relatadas por varios autores como produtores de ocratoxina A.
HEENAN et al., 1998; ABARCA, et al., 2001; BUCHELI, ef al, 2000 e JOOSTEN et al.,
2001 verificaram a produgdo de ocratoxina A por A. carbonarius em café cereja. Os

trabalhos em café beneficiado sé&o poucos ou inexistentes.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito da umidade
relativa de equilibrio (80, 87, 95 e 100 %) & temperatura de 25°C, na producdo de

ocratoxina A por A. carbonarius em café cru beneficiado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selecao das cepas de A. carbonarius produtoras de ocratoxina A

Foram selecionadas 3 cepas de A. carbonarius , produtoras de ocratoxina, isoladas

de gréos de café do terreiro e tulha, da regido de Parapué (SP)
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2.2 Esterilizacao dos graos de café

Foram utilizados café arabica cru beneficiado, doado pelo Instituto Agronémico de
Campinas - IAC. Para se obter a esterilidade, o café foi irradiado com uma dose de
10KGY fonte de Cobalto 60, no Centro de Energia Nuclear da Agricultura - CENA, da
USP em Piracicaba. Fez-se o plaqueamento direto no meio extrato de malte agar (MEA),
para testar a esterilidade dos gréos.

2.3 Preparacgao da suspensao de esporos

Cepas de A. carbonarius foram inoculadas em placas de MEA e incubadas & 25°C
por 5 dias. As colbénias foram retiradas com o auxilio de uma espatula e todo o contetido
transportado para um tubo de ensaio com 40mL de tampao fosfato + 0,1% tween 80 e
perolas de vidro. Agitou-se o tubo no Vortex por 1min, realizando uma contagem prévia na
camara de Neubauer. Fez-se uma diluigdo até atingir 10’ Unidades Formadoras de

Colénias (UFC)/mLde esporos.
2.4 Inoculagao dos esporos de A. carbonarius no café

O solo (granulometria 300um) foi utilizado como veiculo para a inoculacdo dos
esporos. A inoculagdo foi feita segundo o procedimento sugerido por PALACIOS et al,,
(2001). Adicionou-se 1mL da suspensdo de esporos, preparada conforme o item 1.3, em
10 g de solo esterilizado. Em seguida tomou-se 4g desse inoculo e adicionou-se em 100g
de café. O café e o inbculo foram homogeneizados em Agitador Modelo Wagner por 15

minutos.
2.5 Determinacdo de umidade e atividade de agua do café

A umidade inicial do grdo, com e sem inoculo, foi medida pelo método de estufa a
vacuc a 70°C por 24h e os seus valores corrigidos segundo a metodologia da norma 1SO
1447 (1978) conforme o estudo de PALACIOS & TANIWAKI (2003) Os valores de
atividade de agua foram medidos no equipamento Aqualab 3TE (Decagon - USA), & 25°C.

2.6 Preparacgao das solugoes
Para a obtenc@o dos valores de atividade de agua requeridos neste ensaio, foram

utilizados dessecadores contendo solugbes saturadas dos seguintes sais: sulfato de
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amonio (NH4).SO4 (Aa 0,80); tartarato de sodio e potassio NaKC,4H4Os (Aa 0,87) e nitrato
de chumbo Pb(NOs), (Aa 0,85). Para a atividade de agua 1,0 foi utilizada agua deionizada.
As solucoes foram preparadas e deixadas nos dessecadores para atingir o equilibrio,
durante 7 dias a 25°C.

2.7 Montagem do equipamento

Frascos com 25g de café cru foram inoculados com 1 g de solo contendo esporos
de A. carbonarius (10° UFC/g). Em cada dessecador foram colocados 5 frascos com café
contaminado, e incubados a temperatura de 25°C. Foram testados 4 valores de atividade
de agua: 0,80; 0,87; 0,95 e 1,0, conforme descritc no item 2.6. Em cada dessecador foi
colocado um frasco com café sem inoculo para medir a umidade e atividade de agua. O
tempo zero foi considerado quando os grdos de café atingiram o valor da atividade de
agua dos sais. A producéo de ocratoxina foi testada nos tempos O, 7 e 21 dias. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
2.8 Extracao da ocratoxina nos graos de café cru

O método utilizado para andlise de ocratoxina foi o proposto por PITTET et al.
(1996), utilizando coluna de imunoafinidade. Um frasco com 25g de café inoculado
contido nos dessecadores foi retirado e o café foi triturado por quatro minutos em blender
com 200mL de solug@o metanol:bicarbonato de sddio 3% (50:50). O conteudo foi filtrado
com auxilio de uma bomba a vacuo. Tomaram-se 5mL desse filtrado e 100mL de soluc&o
tampao fosfato (PBS) foram adicionados. Esses 100mL foram eluidos numa coluna de
imunoafinidade (Vicam, USA), lavando-a posteriormente com 10mL de agua destilada. A
amostra foi eluida com 4mL de metanol, sendo filtrada ac mesmo tempo. Levou-se esse
extrato a secura em corrente de nitrogénio. O residuo foi ressuspendido em 1 mL de 42%
acetonitrila:58% solu¢cdo 4mM de acetato de sédio/acido acético (19:1) que é solucéo

utilizada como fase mével na cromatografia liquida.
2.9 Condi¢cdes cromatograficas

O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), com
deteccdo de fluorescéncia (excitagdo: 330nm; emissdo: 470nm), no equipamento
Shimadzu LC-10VP. A coluna utilizada foi Spherisorb 5um, 4,6mm x 250mm ODsHypersil;

a pre coluna ODS Hypersil 5um, 4,6mm x 25mm e a fase moével: 58% de solugcdo 4mM de

31



acetato de sodio/acido acético (19:1) e 42% de acetonitrila. O fluxo foi de 1mL/min , a

pressdo maxima 200kgf/cm? e o volume injetado de 50uL.

2.10 Quantificagao e Validagao do método para determinacéao de
ocratoxina A no café por CLAE

Para a quantificacdo da Ocratoxina A foi utilizada padronizagéo externa de acordo
com a curva padrdo descrita abaixo na Figura 1. Para os testes de validagdo foram
realizados os ensaios de recuperac¢do e o calculo do limite de detecgdo e quantificagcdo.
Amostras de café (3 repeticbes) foram fortificadas como ocratoxina utilizando trés niveis
de contaminagdo (4,8, 8, e 80 ug/kg. Os respectivos valores de recuperac&o foram de
86,5%, 78.0% e 81%. Os limites de deteccdo e quantificagcdo foram obtidos pela analise
de 10 amostras naturalmente contaminadas com baixos niveis de ocratoxina A (< 1ug/kg).
O limite de detecgdo de 0,16ug/kg, foi obtido pela multiplicacdo do desvio padrao pelo
valor t-student segundo graus de liberdade apropriados para 99% de confiabilidade. O
limite de quantificacdo de 0,58ug/kg, foi determinado como 10x o desvio padréo (KE/TH et
al., 1983, LONG & WINEFORDNER, 1983).
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FIGURA 1. Curva padrao da ocratoxina utilizada para analise quantitativa de OTA nos

graos de café.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isoterma de adsorcao do café

O valor da umidade inicial dos gréos de café em base seca foi 14,94%, e atividade
de agua 0,672. O equilibrio foi atingido quando os valores de atividade de agua
coincidiram com a atividade de agua do dessecador. Este processo durou cerca de 46
dias para o cafe com maior valor de atividade de agua, e foi indicado também quando néo
havia mais variacao de peso dos frascos. Na Figura 2 € ilustrada a isoterma de adsorcéo
do café. Os valores de umidade em base seca (%) correspondem & atividade de agua

medida dos graos de café.

TABELA 1. Valores de umidade em base seca e atividade de agua do café medidos no

equilibrio.
Atividade de agua medida Umidade base seca (%)
0,785 20,50
0,779 20,10
0,792 20,50
0,854 25,89
0,857 25,65
0,851 25,87
0,907 32,16
0,910 33,21
0,910 32,04
0,94 36,80
0,934 36,07
0,933 35,51

Com os dados da Tabela 1, foi construida a curva de isoterma de adsorcéo do café,
como é mostrado na Figura 2. Essa relagéo umidade e atividade de agua permite adquirir

valores de atividade de agua do gréos, apenas conhecendo-se o seu valor de umidade.
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FIGURA 2. Isoterma de adsor¢ao do café inoculado com A. carbonarius a 25°C.

3.2 Producgéao de ocratoxina A por A. carbonarius a 25°C, em diferentes
valores de atividade de agua e tempos de incubagao.

Na Tabela 2 encontram-se os valores (ug/kg) de produgao de ocratoxina A no café
cru, inoculado com A. carbonarius, € submetido a 4 valores de atividade de agua e

temperatura de 25°C.
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TABELA 2. Producéo de ocratoxina A (ug/kg), produzida por A. carbonarius em gréos de
café cru, na atividade de agua 0,80; 0,87; 0,95 e 1,00 e nos tempos de equilibrio

(tempo zero), e apds 7 e 21 dias, em condi¢des de temperatura constante (25°C).

Ocratoxina (ug/kg)
Tempo
Aa 0,80 Aa 0,87 Aa 0,95 Aa 1,0
ND <0,16 3,162 0,56
0 dias (equilibrio)

ND <0,16 1,988 8,62
Média ND' <0,16? 2,575 7,59

ND ND 2,098 3
7 dias

ND ND 5,951 -
Média ND ND 4,024 -

ND 1,178 2,454 11,907
21 dias

ND 0,581 2,721 7,334
Média ND 0,879 2,587 9,620

" néo detectado pelo método
2 abaixo do limite de detecgdo (0,16 ug/kg)

? amostras descartadas por contaminacéo

Assim como A. ochraceus (Capitulo ll), A. carbonarius ndo produziu ocratoxina nos
graocs de café com atividade de agua a 0,80. Ndo foi possivel realizar a analise do café
com 7 dias de inoculagdo a atividade de agua de 1,0, pois os frascos se contaminaram
com os fungos do ambiente, antes mesmo dos grdos atingirem o equilibrio. Para o
controle de esterilidade do café foi realizada analise em duplicata dos grdos sem o
inoculo. Houve o aumento gradativo da concentracéo de ocratoxina com o aumento dos
valores de atividade de agua, em 0, 7 e 21 dias de inoculagdo. Porém a producéo de
toxina por A. carbonarius em café cru foi baixa em todos os ensaios, inclusive, utilizando o
valor de atividade de agua 1,0 apds 21 dias. Observamos gue nas atividades de agua de
0,95 e 1,00, o incremento de ocratoxina no intervalos de 0 a 21 dias ap6s o equilibrio foi
de 0,5 e 21% respectivamente, ja para a atividade de agua de 0,87, o incremento foi de
aproximadamente 83%. A producdo de ocratoxina A encontrada neste estudo foi menor
que a encontrada por BUCHELI et al. (2000) em café cereja.
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4. CONCLUSOES

O fungo A. carbonarius produziu pouca ocratoxina A em café cru beneficiado na
umidade relativa de equilibrio de 87, 95 e 100% nas condicbes estudadas. Além disto esta
espécie ndo produziu ocratoxina A a 80% de URE.
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CAPITULO IV
CONSOLIDACAO DE ISOTERMAS DE CAFE CRU

RESUMO

O café & um gréo sujeito a mudangas de umidade em resposta as diferentes
condigbes de secagem, armazenamento e transporte maritimo que constituem algumas
das etapas da cadeia produtiva. O conhecimento da umidade no café, é um parametro
fundamental que determina nédo sé o preco do produto, mas influi também na qualidade
sensorial do mesmo. A elaboragdo de isotermas de adsorsdo ou dessorcéo tem por
objetivo estudar a relacgo de ganho de umidade de um determinado produto em funcao
do tempo e relacionar os parametros de atividade de agua (Aa) e umidade, sendo que
para um valor de Aa existe um valor de umidade. O objetivo deste trabalho foi consolidar
as isotermas de adsor¢éo de umidade construidas para café cru, utilizando-se dados de
isotermas obtidos durante o transporte maritimo (neste projeto), e os dados obtidos por
diferentes autores. Além disto, as isotermas foram avaliadas frente a modelos
matematicos preestabelecidos para o estudo de isotermas (Gab, Bet, Oswin, Smith’s,
Kuhn). O trabalho apresenta também o valor dos parametros para cada um das equagdes
dos modelos estudados, sugere uma isoterma consolidada e um modelo matematico, que
descreve o ganho de umidade do café cru da isoterma consolidada.

1. INTRODUCAO

As isotermas de adsorsdo sao de grande importancia no estudo de conservacao dos
alimentos e estabelecem uma relacdo matematica entre o conteudo de umidade e a
atividade de agua de um produto. O parametro de umidade é um fator limitante na maioria
das reagdes quimicas, fisico-quimicas que ocorrem em um produto ou matéria prima. A
utilidade pratica das isotermas é observada nos estudos de viabilidade de embalagens
permeaveis, no estabelecimento do teor de umidade mais adequado para se obter
produtos com maior vida de prateleira, na previsdo da deterioracdo oxidativa de certos
produtos desidratados, e outras aplicagbes Uteis como as etapas de armazenamento,

transporte, estocagem e embalagem de produtos. O café cru beneficiado é muito sensivel
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as mudangas climaticas, e ja foram feitos alguns estudos de isotermas por diversos
autores tentando descrever a cinética do ganho de umidade do grédo. A dificuldade de se
estabelecer parametros ou limites visando prevenir contaminacao microbiologica, sabores
desagradaveis na bebida, mudanga no aspecto, é devida as diferengas nas metodologias
nos estudos realizados, nas matérias primas, nas temperaturas e condicbes do
laboratério. O presente trabalho teve por objetivo compilar diversos estudos com
isotermas de adsorcdo de café e descrever as metodologias, formas de obtencdo das
isotermas, analisa-las frente a diversos modelos matematicos com as suas respetivas
equacgbes descritas na literatura (Gab, Bet, Oswin, Smith’s, Kuhn), apresentar os valores
dos parémetros para cada uma das equacgbes e finalmente estabelecer uma isoterma
consolidada de café cru beneficiado.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
Dados de isotermas obtidos de café arabica cru beneficiado de diferentes origens.
2.2 METODOS

A obtengdo dos valores para a construgdo das isotermas de adsorgao foi levantada
e diversos estudos realizados com café cru. Os dados foram obtidos de tabelas, graficos e
de modelos de isotermas de diferentes autores. A Tabela 1 descreve a fonte original dos

dados, autores, e faixa original de Atividade de agua (Aa) utilizada por cada um.
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TABELA 1. Isotermas analisadas neste estudo de consolidacio de isotermas de café cru

beneficiado.
. Faixa de
Autores Origem dos dados Aa original
1- NETO, R. & D.G QUAST, 1977 Isoterma 0,05-0,90
2- NETO, R. & D.G QUAST, 1977 Dados corrigidos com metodologia 0,05-0,90
1ISO
3- WOTTON, 1968-1969. Tabela 0,20-0,90
4- AYERST, G., 1867 Tabela 0,40 - 0,91
5- GOUGH, M.C., 1975 Isoterma 0,10-0,89
6 BUCHELI ef a/., 1998 Isoterma 0,33-0,85
7- PAULINE M.D & ELCOATE, S., 1967 Tabela 0,35-0,90
8- PALACIOS-CABRERA ef al., 2004 (A) Tabela 0,66 - 0,90
9- PALACIOS-CABRERA ef al., 2004 (B) Tabela 0,67 — 0,91
10- PALACIOS-CABRERA ef al., 2001 (C)
Dados n&o publicados Tabela 0.79-0,89
) Tabela (Transporte maritimo -
11- PALACIOS-CABRERA ef al., 2001 Conteineres reais) 0,53-0,70
Tabela (Transporte maritimo -
12- PALACIOS-CABRERA ef al., 2001 Conteineres Prototipos) 0,57 -0,63
13- URBANO et. al. (Dados nao publicados) Tabela 0.80-0,95
14- SHARP, 1988. Isoterma 0,20 - 0,87

3. MODELOS MATEMATICOS

As seguintes equagbes foram estudadas para descrever o comportamento de ganho
de umidade do café cru beneficiado: Equacé@o de Kuhn (LABUZA et al., 1972), equacgéo
de Oswin (OSWIN, 1946), equacéo de Smith (SMITH, 1947), equacdo de Bet
(BRUNAUER et al,, 1938), equagéoc de Gab (GUGGENHEIM et al., 1966).

3.1 EQUACAO DE KUHN (Kuhn, 1967)

A equacao de Kuhn é o enunciado teérico do fendbmeno de adsorsdo, onde a e b

sdo constantes.

M= allnAa + b
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QUAST & KAREL (1972) usaram o enunciado de Kuhn para correlacionar o teor de
umidade com atividade de agua em batata chips com aproximadamente 0,32 de Aa.
LABUZA et al. (1972) utilizou esta equacéo para descrever umidade de equilibrioc em leite
em pé com aproximadamente 0,5 de Aa.

3.2 EQUAGAO DE OSWIN (OSWIN, 1946)

E uma serie de expans&o para curva tipo S onde ¢ e n s&0 constantes.

M= c[Aa/1-Aa]”

LABUZA et al. (1972) utilizou esta equagdo no estudo de isotermas de leite em pé
desengordurada e cha soluvel em pé liofilizado, em ambos produtos a atividade de agua
foi de aproximadamente 0,5.

3.3 EQUAGAO DE SMITH (SMITH, 1947)

E uma equacdo muito util para descrever isotermas de alimentos e de varios
biopolimeros. As faixas de Aa utilizadas para descrever as isotermas por esta equacéo
sédo de 0,3 a 0,95. Nesta equacédo a e b sdo constantes.

M= Db - a* In (1-Aa)

BECKER & SALLANS (1956) utilizaram esta equagido em isotermas de trigo na faixa
de Aa de 0,5-0,95. Young (1976) estudou isotermas de amendoim com esta equacao,

reportando que a mesma podia ser utilizada em atividades de agua acima de 0.30.
3.4 EQUA(}AO DE BET (BRUNAUER et al., 1938)

E utilizada freqlientemente para caraterizar a agua da monocamada. Esta equacéo
€ util para descrever o comportamento de ganho de umidade em Aa abaixo de 0,5. O
enunciado da equacdo é o seguinte:
Aa/(1-Aa)M= 1/MmC + Aa (C ~1)/MmC
Mm = Teor de umidade da monocamada

C= constante que descreve o calor absoluto de sorgéo.

A equacgéo de BET usualmente € utilizada com atividades de agua entre 0,05 e 0,45.
O valor obtido da agua da monocamada ¢ efetivo para estimar a quantidade de agua
ligada & sitios polares nos sistemas de alimentos desidratados (DUCKWORTH & SMITH,
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1963). IGLESIAS & CHIRIFE (1976) reportaram valores de monocamada de
aproximadamente 100 diferentes alimentos e matérias primas, estes autores observaram
que o valor da monocamada diminuiu com o aumento da temperatura. Os mesmos
autores sugerem que valores de C baixos, podem ser atribuidos para alimentos com alto
teor de acgucar.

3.5 EQUACAO DE GAB (GUGGENHEIM, ANDERSON & BOER, 1966)

E um modelo de multicamadas, gue considera as moléculas das monocamadas
mantém interagbes de sor¢do com niveis de energia que dependem, em magnitude, do
valor da monocamada. E considerado o mais versatil dos modelos de sorgdo e uma das
melhores equagbes para ajuste de isotermas na maioria dos alimentos. O modelo requer
cinco pontos experimentais e é aplicavel nas faixas de Aa de 0 a 0,94. Teoricamente, é
uma extensao da faixa de Aa da equagéo de BET, sendo que o modelo de GAB também,
fornece o valor da monocamada dos alimentos.

O enunciado da equacgéo é:

M/Mo = (C K Aa)/ ([1- K Aa]) [1- K Aa + C K Aa])

Mo = Monocamada de égua absorvida
C = Constante de Guggenheim
K = Uma constante corrigida das propriedades das moléculas de multicamadas com respeito a uma massa

liquida.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a faixa de atividade de agua (Aa) e o coeficiente de correlacéo

(R%)das diferentes isotermas e seus respectivos modelos matematicos.

A Tabela 3 apresenta os parametros dos modelos matematicos calculados das

isotermas de adsors&o do café cru beneficiado.
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TABELA 2.

diferentes isotermas e seus respectivos modelos matematicos.

Faixa de atividade de &gua (Aa) e coeficiente de correlacdo (R?) das

Kuhn Oswin Smith’s BET GAB
i Faixa Aa
Autores R®  Faixa Aa R? FaixaAa R? FaixaAa R? FaixaAa R?
trab

1 0,5-0,60 0,990 0,05-0,90 0,994 0,05-0,85 0,890 0,3-0,70 0,895 0,05-0,90 0,999
2 0,45-0,90 0,991 0,150,85 09861 0,15-0,85 0,983 045075 0,990 0,050,890 0,898
3 0,20-0,9¢ 0,985 0,38-0,80 1,000 0,20-080 0,986 0,20-0,90 0,879 0,20-0,80 0,982
4 0,40-0,81 0,988 0,40-0,91 0,994 0,40-0,82 0,995 0,73-091 0,892 0,40-0,91 0,996
5 0,70-0,88 0,998 0,10-0,89 0,991 0,10-0,89 0,997 0,10,7 0,882 0,10-0,80 0,984
6 0,33-0,74 0,985 0,33-0,85 0,995 0,33-0,85 0,983 0,530,77 0,981 0,33-0,85 0,997
7 0,45-0,85 0,992 0,35-0,80 0,993 0,350,980 0,880 0,35-0,80 0,988 0,35-065 0,995
8 0,66-0,80 0,988 0,66-0,90 0,896 066-0,80 0,985 066-086 0,998 0,79-0,90 0,999
9 0,67-0,91 0,956 0,67-0,91 0,993 0,670,891 0,998 0,67-0,85 0,888 0,79-0,91 0,999
10 0,79-0,88 0,999 0,780,888 1,000 0,790,890 0,998 0,79-0,89 0,990 0,79-0,89 1,000
11 0,57-0,70 0,988 0,60-0,70 0,982 0,58-0,70 0,885 0,53-0,70 0,963 0,53-0,70 0,959
12 0,57-063 0,948 057063 0,954 057-063 0,957 0,57-0,63 0,834 0,57-0,63 0,959
13 0,75-0,80 0,991 0,75-0,87 0,899 0,75-0,98 0,983 0,80-0,90 0,976 0,75-0,98 0,999
14 0,43-0,87 0,982 060-0,87 0,987 0,43-0,87 0,989 0,20-0,78 0,956 0,20-0,87 0,993
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TABELA 3. Parametros dos modelos matematicos calculados das isotermas de adsorsio

do café cru beneficiado.

Autores / Kuhn Oswin Smith's BET GAB
Para-
metros A B c n a b Mm C Mo C K
1 0,0276 | -0,0252 | 0,0531 | 0,7513 | -0,0063 | -0,0947 | 0,0459 | -108,63 | 0,04801 2,66617 0,9455
2 0,072 | -0,0268 | 06,1038 | 0,3861 | -0,0428 | 0,0883 0,0425 -5,305 0,05499 155,292 0,9153
3 0,0497 | -0,0318 | 0,1000 | 0,3682 | -0,0576 | 0,0667 | 0,0345 -4,660 | 0,04394 | 1279950 | 0,97329
4 00773 | -0,0264 | 00950 | 05191 | 0,0272 | 0,0988 | 0,0281 | -1,1271 | 0.48004 | 1630231 0,93727
5 0,1064 | -0,0148 | 0,1000 | 0,4010 | -0,0361 | 0,088 | 0,0459 | -108,63 | 0,06093 19,8776 0,83380
6 0,0587 | -0,0303 | 0,1060 | 0,3560 | -0,0541 | 0,0742 | 0,0347 -2,637 | 0,07628 13,1841 0,72992
7 0,0849 | -0,0231 | 0,1171 | 0,3670 | -0,0510 | 0,0920 | 0,0482 -6,037 | 0,06664 | 24212E-02 | 0,83743
8 0,0705 | -0,027 | 0,0850 ; 0,6030 | 0,0534 | -0,1590 | 0,03432 | -2,3415 | 0,04766 94553,6 0,94594
9 0,1124 | -0,0207 | 01080 | 0,4840 | 0,0005 | 0,1343 | 003534 | -1,6903 | 0.07801 3,21520 0.85478
10 0,0534 | -0,0295 | 0,0690 | 0,7140 | 0,1394 | -0,2012 | 00311 | -1,5659 | 0,04339 7,70383 0,96744
11 0,0404 | -0,045 | 01034 | 0,5540 | 00079 | 01313 | 0,0463 | -6,2806 | 0,05746 | 256379,3 | 0,93031
12 0,0223 | 0,056 | 0,1010 | 0,6440 | -0,0001 | -0,1444 | 0,0562 | 10,3116 | 2,69042 0,11273 0,42136
13 0,1095 | -0,0196 | 0,1008 | 0,4869 | 0,0138 | 0,1031 0,0246 | -0,6294 | 0,09886 0,50169 0,83067

Os diferentes coeficientes obtidos dos modelos (a, b, ¢, n, Mm, C, Mo, C, K)
apresentados na Tabela 3, mostram que os de Oswin tem valores préximos, mesmo sinal,
e interpretam bem as faixas de atividade de agua entre 0,05 e 0,90. Estes critérios foram
escolhidos como modelo gerador de uma isoterma consolidada. Todas as isotermas
obtidas neste estudo, e as obtidas pelos diferentes autores, foram superposicionadas
sobre a isoterma consolidada (Figura 1). A isoterma consolidada foi obtida do modelo de
Oswin utilizando como parametros de ¢ e n os valores médios de todas as isotermas.
Alguns pontos néo coincidem sobre a linha e isto se deve as diferentes variaveis como:
metodologia empregada, equipamento (balanca, estufa, dessecador), se o grio foi
triturado ou ndo. Na Figura 2 observamos que a superposi¢do é ruim, isto & devido aos
coeficientes de Oswin (c, n) obtidos da isoterma de Rodrigo Original, conforme a Tabela
3. Estes dados foram obtidos da metodologia de estufa a vacuo para a determinacéo de
umidade. Por outro lado, ao aplicar uma correcdo da umidade segundo o0 método de
rotina para café cru beneficiado da ISO, conforme PALACIOS ef al. (2003), os

coeficientes de Oswin (c, n) mudaram a superposicdo melhoraram notavelmente. No
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entanto cabe destacar que uma simples corre¢do ndo impede que outras isotermas
possam existir e que estejam fora da isoterma consolidada, ou ainda, que as isotermas

obtidas segundo metodologia ISO estejam fora da tendéncia da curva.
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FIGURA 1. Isoterma consolidada gerada segundo o modelo de Oswin com os dados de

umidade em base seca corrigidos segundo o método da ISO.
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FIGURA 2. Isoterma consolidada gerada segundo o modelo de Oswin com os dados de

umidade em base seca originais (N&o corrigidos pelo método da ISO).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises estatisticas dos dados coletados de diferentes isotermas
de cafe cru beneficiado. Foi realizado um ajuste de regressdo linear com nivel de
confianca de 95% e 99,9%. Os resultados obtidos sugerem que a isoterma consolidada
obtida pode ser utilizada para qualquer trabalho, onde forem fornecidos os dados de
umidade e atividade de agua de café arébica beneficiado. O modelo matematico para a

consolidagéo das isotermas foi 0 de Oswin e o resultado foi a equagéo:

Ubs = 0.10638* [Aa/(1-Aa)]**0.43027 com R2= 96,8%

As Figuras 3 e 4 apresentadas no anexo deste capitulo mostram as isotermas

consolidadas com 0 modelo de Oswin com 99,99e 95% graus de nivel de confiabilidade

Os dados gerados do ajuste da regressdo sdo apresentados na Tabela 4. Estes
dados sugerem que em atividade de agua entre 0,60 e 0,80 as variacdes de umidade em
base seca estdo entre 0,7 a 1,8%, e que variagbes menores ocorrem em atividade de
agua menores a 0,65. A medida que a atividade de agua aumenta, a variacéo pode ser

maior.

TABELA 4. Dados de umidade em base seca obtidos com ajuste de regressao linear.

Desvio
Atividade de agua Superior/Média/Desvio
inferior (Umidade % b.s)

13

0,60 12,7 + 0,49
12,3

Maximo desvio em % de
umidade

14,3
0,65 13,9 =0,64
13,4

15,9
0,70 15,3 +0,78
14.8

17,8
0,75 17,1 +0,99
16,4

20,2
0,80 19,3 +1,27
18,4

* Dados com 95% graus de nivel de confiabilidade.
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Os dados obtidos sugerem que tendo um valor de atividade de agua entre 0,60 até
0,80 e umidade de café arabica cru beneficiado entre 12 e 19% em b.s, o desvio em
percentual de umidade sera entre 0.5 ¢ 1,3%.
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ANEXOS

Limite de Confiabilidade {95%)
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FIGURA 3. Isoterma Consolidada com o modelo de Oswin com 95% graus de

confiabilidade.

Limite de Confiabilidade {99,99%)
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FIGURA 4. Isoterma Consolidada com o modelo de Oswin com 99,99% graus de

confiabilidade.
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CAPITULO V

MONITORAMENTO DURANTE O ARMAZENAMENTO E
TRANSPORTE DO CAFE CRU BENEFICIADO

1. INTRODUGAO

Frente as tendéncias irreversiveis da globalizacdo, os produtos agricolas tipo
exportacdo, como o café, devem estar em harmonia com as exigéncias do mercado
internacional e dentro dos limites impostos aos diferentes quesitos de qualidade. O
controle de ocratoxina A (OTA) vem sendo efetuado nos portos de destino dos paises
importadores e pode se constituir em uma barreira comercial para o café, que embora nao
possua um limite oficial para a OTA, o Codex (1998) recomenda um limite maximo de 5
ng/Kg (ppb). O fungo A. ochraceus presente na microbiota natural do grio do café pode
representar um risco na produgdo de ocratoxina A em qualquer etapa apds a colheita do
grao, quando condigées 6timas de temperatura (20-30°C) e umidade relativa (80- 100%)
estiverem presentes. O Brasil. como primeiro pais produtor e exportador de café no
mundo, tem que estar na vanguarda das pesquisas em todas as etapas concernentes a
cadeia produtiva. O estudo visou o levantamento de dados de umidade, umidade relativa,
temperatura do café cru beneficiado em condi¢ées reais de transporte maritimo dentro de
conteineres reais e protdtipos. O ganho de umidade dos graos foi provocado por
gradientes altos de temperatura entre o ambiente externo com o espaco livre no conteiner
(condensagéo), assim como gradientes altos entre as diferentes regiées da carga de café
(migrag@o de umidade das zonas mais quentes as mais frias, com posterior ganho de
umidade das regiGes mais frias).Nesta etapa também foi estudado a ocorréncia de A.

ochraceus no café cru transportado.

2. OBJETIVOS

Quantificar a cinética de umidade e temperatura dentro de conteineres reais e
protdtipos em condigdes reais de transporte maritimo e avaliar a influéncia desta etapa na

produg&o de ocratoxina A produzida pelo fungo A. ochraceus.

Comparar e validar os dados obtidos nos conteineres reais e protétipos visando a

prevencao de ocratoxina A.
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3. JUSTIFICATIVAS

O fungo A. ochraceus produtor de ocratoxina A (OTA) esta presente na microbiota
natural do café e em outros alimentos, contudo, se 0 gréo se mantém abaixo de 0,80 de
atividade de agua, o fungo nao ird se desenvolver e produzir a toxina (JOOSTEN et al,,
2001; CREPPY, 2002). E muito complexo quantificar a ocorréncia de microbiota fungica e
estabelecer um percentual definitivo de um determinado fungo, devido as variagbes de
condicbes climaticas, solo, competidores, etc. No entanto (ILLY & VIANI, 1996)
informaram uma ocorréncia de Aspergillus ochraceus de 80% em tulhas de café. Em
nosso trabalho foi feito um levantamento preliminar com os lotes de café monitorados, e
foi encontrado uma ocorréncia media de 53%.

O monitoramento da umidade, atividade de agua do grao assim como, temperatura,
umidade relativa, tempo sdo parametros que precisam ser monitorados e controlados
para evitar a producéo de OTA e também para evitar a perda de qualidade do gréo como
descoloracao, perda de acidez, sabor estranho e outros (SAUER, 1988; TEIXEIRA, 2002).

O aumento ou perda de umidade da carga dentro de um sistema dinamico n&o
hermético como é o caso de conteineres que transportam café, € uma situagéo rotineira
que ocorre nos percursos maritimos entre paises de clima tropical como o Brasil e paises
da Europa e do hemisfério Norte (LEE, 1999; PEIFF, 1998; SHARP & GREVE, 1984).

O aumento da umidade pode ocorrer pela migragac da umidade das regides de
carga mais quentes para as mais frias do conteiner, favorecido por um gradiente
diferencial de temperatura entre as mesmas, assim como pode ocorrer por condensacao
e posterior coalescéncia e precipitacdo do condensado na carga. Um gradiente de
temperatura numa carga de umidade uniforme origina um gradiente de pressaoc de vapor
com movimentacdo de agua das regides mais quentes para as regides mais frias
(PIXTON, 1982). Em qualquer volume grande de graos, diferencas de temperatura
resultam numa transferéncia de umidade. A diferen¢a de (2-3°C) favorece a migragdo, as
diferencas de (5-10°C) entre as regides favorecem uma rapida transferéncia de umidade
(LAZZARI, 1997). As regides mais quentes da carga tendem a perder dgua que é captada
pelas regides mais frias, que por terem uma menor capacidade de retengédo da agua,
ganham essa umidade (PIXTON, 1982).

54



As constantes oscilagbes de umidade relativa e temperatura dentro do conteiner,
desde o estufamento no porto até o seu destino final, favorecem o ganho ou perda de
umidade da carga nas distintas regides do conteiner. Em alguns casos um aumento de
umidade (de 12 para 13%) pode representar uma perda de qualidade principalmente em
relacdo a bebida.

A longa permanéncia do café no terminal de destino, onde a temperatura da carga
interna € mais morna ou menos fria que a extema, origina uma condensacéo (LEE 1999).
E possivel que, nesta situagdo, tanto em trajetos menores como em trajetos maiores a
situacao se torne muito mais complexa com relacéo a condensagéo e subsequente ganho
de umidade da carga, principalmente no topo da carga e nas regides préximas as paredes
laterais do conteiner. Algumas medidas tém sido tomadas em relacdo a evitar o
incremento de umidade da carga dentro de um conteiner como: utilizacdo de material
dessecante (gel, silica), uso de material isolante, uso de conteineres ventilados, uso de
desumidificadores extemos ou sistemas a vacuo e outros (SHARP, 1978). Todos s&o
efetivos em maior ou menor escala, mas a maioria & inviavel principalmente pelo custo

oneroso € pela inviabilidade de seu uso em cargas conteineirizadas maiores.

E uma situacdo ndo muito confortavel para os produtores e exportadores de café
que apods terem sido muito cuidadosos na produgao, classificacdo e logistica do seu
produto, o mesmo chegue ao destino com uma qualidade inferior por uma simples perda
ou ganho de umidade de seu produto, como conseqgiiéncia de situagbes climaticas

incontrolaveis.

4. MATERIAL E METODOS

O cafe arabica cru beneficiado foi monitorado dentro de conteineres reais (CR) e
conteineres prototipos (CP). Os conteineres foram localizados em 3 diferentes locais
dentro do navio: Deck 1 (por&o), Deck 3 (primeiro andar do navio) e Deck 7 (convés do

navio). Cada CP foi colocado junto ao CR correspondente, nos trés locais.

O estudo paralelo dos CP visou a possibilidade de coletar amostras durante o trajeto
maritimo, a fim de medir a umidade do café, o que seria impossivel com os CR. A

justificativa principal de um estudo em paralelo surgiu pela dificuldade de realizar varias
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viagens de trajeto maritimo e pelo custo que isso significaria, bem como a dificuldade de

testar em condigdes reais um lote inoculado com A. ochraceus.
4.1 CONTEINER REAL (CR)

Foram utilizados conteineres de 20 pés para sacaria, com dimensoes de (5,88 x
2,32 x2,19 m). As especificacdes dos conteineres e sua respectiva identificacéo e
localizacéo dentro do navio foram as seguintes:

GRIU 123944 localizado no Deck 7 (convés) de lado do CP ltal #1
GRIU 123433 localizado no Deck 3 (primeiro andar) préximo do CP Ital # 3
GRIU 120951 localizado no Deck 1 (poréao) préoximo do CP ltal #2

4.2 CONTEINERES PROTOTIPOS (CP)

Foram utilizados trés conteineres protétipos de aco “Corten”, com dimensdes de
(1,86 x 0,73 x 0,73 m). O peso do conteiner vazio foi de 160 Kg. Os CP foram
identificados como |TAL #1, ITAL #2 e ITAL #3. Os conteineres foram estufados no Porto
de Santos na forma que seriam transportados durante o trajeto maritimo (posigao
vertical). Foi colocada uma camada de isopor nas trés paredes verticais do conteiner,

mas em uma parede vertical e no topo n&o foram colocadas.

O conteiner protdtipo tinha como objetivo simular um segmento do conteiner real. A
sua altura na vertical era proxima a altura do conteiner real na posigdo horizontal. Os
conteineres prototipos continham na parte lateral do mesmo, nove orificios com seus
respectivos parafusos, onde atraves de caladores as amostras eram retiradas para
determinar a umidade. A Figura 1 apresenta o conteiner real junto ao conteiner prototipo

no convés do navio.
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FIGURA 1. Conteiner real junto ao conteiner protétipo no convés do navio.

5. PARAMETROS INTRINSECOS MONITORADOS NO CAFE

5.1 Avaliagao quantitativa da incidéncia de A. ochraceus na superficie
do café beneficiado

Um total de 60 gréos de café foram colocados em 6 placas de Petri contendo agar
Dicloran Glicerol 18% (DG18) com cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25°C por 5

dias. Os resultados sdo expressos em porcentagem de grdos contaminados.

5.2 Avaliag@o quantitativa da incidéncia de A.ochraceus na porgéao
interna do café beneficiado.

Foi realizado de forma similar e simulténea ao ensaio anterior, com a diferenca que
os graos de café colocados nas placas foram desinfetados antes do plaqueamento, com
solucéo de hipoclorito de sodio 0.4% durante 1 minuto. Os resultados sdo expressos em

porcentagem de graos infectados segundo a metodologia de PITT & HOCKING (1997).
5.3 Porcentagem de umidade do café

Esta variavel foi analisada em todos as amostras no inicio e final do experimento
tanto nas amostras dos sacos que foram nos CP como nos CR. A umidade foi
determinada por capacitancia elétrica num medidor de umidade Gehaka 600 previamente

calibrado com o metodo da estufa até peso constante de 105°C +2 por 24 horas. O
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medidor realizou leituras instantaneas in situ. A correcdo de temperatura também foi

considerada no resultado final.

6. PARAMETROS EXTRINSECOS MONITORADOS
6.1 Temperatura

A temperatura foi monitorada através dos sensores Onset (H08-032-08),
devidamente calibrados. Quatro sensores foram colocados para monitorar a regiéo
inferior, central, superior e espaco livre do conteiner real. No total, foram utilizados 12
sensores para 0s CR. O sensores foram protegidos por gaiolas de ac¢o inox. No caso dos
CP, foi utilizado o0 mesmo critério de localizagao de sensores, s6 que nos conteineres #2 e
#3 ndo se colocaram sensores no espaco livre por falta dos mesmos. Além de sensores
foram colocados também nos CP cabos de termopar tipo T devidamente identificados
que, apo6s os conteineres serem fechados, ficavam pendurados com a finalidade de fazer
leituras diarias da temperatura dentro do saco do café, no espaco livre e na parte externa
superior do conteiner. No total foram colocados 5 cabos por conteiner. O monitoramento
da temperatura dos CP com termopares foi como medida preventiva, para ter dados de
temperatura no caso dos sensores eletrénicos falharem, e também para se ter dados
comparativos da mesma medida. Nao foi possivel colocar cabos de termopar nos CR por
questées de logistica e politica interna dos importadores e dos armadores do navio.
Foram colocados 2 sensores na parte extema do conteiner (localizado no convés) para

monitorar a temperatura e umidade relativa externa do meio externo.
6.2 Umidade relativa

A umidade relativa foi monitorada da mesma forma que a temperatura pelos
mesmos sensores Onset (H08-032-08) previamente calibrados. O procedimento foi similar
a temperatura.

6.3 Outros parametros

Foram efetuadas outras medi¢cdes durante o transporte maritimo como umidade
relativa externa com um termohigrometro texto 615. Foi também monitorado a velocidade

do ar nos diferentes decks onde os CR e CP estavam localizados. As analises desies
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dados estdo sendo realizados e serdo apresentados no proximo relatério com os dados

de temperatura dos termopares tipo T.

7. ANALISES REALIZADAS NO LABORATORIO
7.1 Determinacao da atividade de agua do café

Os valores de atividade de agua foram medidos no equipamento Aqualab modelo

serie 3TE (Decagon - USA). As medidas foram realizadas em triplicata.
7.2 Analise quantitativa de ocratoxina por CLAE

As amostras de café foram analisadas quanto a presenca da ocratoxina conforme
metodologia de extracdo de (PITTET ef al. 1996), utilizando coluna de imunoafinidade
(VICAM).

A quantificacdo da ocratoxina foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, utilizando equipamento Shimadzu e detetor de fluorescéncia. As andlises

foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em ug/kg (ppb)

8. AMOSTRAGEM

8.1 Amostragem dos sacos colocados nos conteineres reais

O procedimento de amostragem foi sujeitc ao planejamento preestabelecido pela llly
café (empresa compradora de café brasileiro), e algumas concessdes foram feitas para
obter um bom controle e para que os resultados pudessem ser significativos. Nove sacos
de 60 Kg (3 por conteiner) foram selecionados, aleatoriamente, e identificados. Os sacos
foram escolhidos de 5 lotes diferentes (OIC 0239, 0279, 0280, 0290, 0291) de café cru
tipo exportagdo. A OIC foi o cddigo de identificagdo dos lotes. De um Uunico lote (OIC
0239) se identificou trés sacos que iriam no conteiner identificado como GRIU 123944
localizado no convés (Deck 7). De dois lotes diferentes (OIC 0279, 0280) escolheu-se trés
sacas que irlam no conteiner identificado como GRIU 123433 localizado no Deck 3
(primeiro andar do navio). As trés sacas que iriam no conteiner localizado no porao do
navio identificado como GRIU 120951 (Deck 1) foram escolhidos de 2 lotes diferentes
(OIC 0290 e 0291). De cada saca coletou-se 1 Kg de amostra, na qual foi determinada:
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umidade, atividade de agua e teor de ocratoxina. Esta primeira amostragem correspondeu
a determinacéo inicial dos parametros que seriam monitorados. Das mesmas sacas
identificadas e amostradas, foram retirados 1 Kg de amostra quando os conteineres foram
abertos no destino final na ltalia. De cada lote também foram amostrados, aleatoriamente,
5 sacas com a finalidade de determinar a umidade a fim de servir como parametro da
homogeneidade do lote.

8.2 Amostragem das sacas colocadas nos conteineres protétipos

Foram coletadas 6 Kg de amostras em 8 saquinhos diferentes de um unico lote de
30 sacas de cafée. As 30 sacas foram amostradas antes de serem abertas e despejadas
em um recipiente, para posterior ensacamenio em saquinhos de juta de 2 Kg. As analises
de umidade, atividade de agua e concentracdo de ocratoxina A foram feitas em
sextuplicatas (correspondentes aos 6 saquinhos) e corresponderam a determinagao
inicial. No percurso maritimo foram feitas duas amostragens. O conteiner protétipo tinha 9
orificios com rosca por onde se colhia a amostra com um calador de sacos. As amostras
foram retiradas da regiao inferior, central e superior do conteiner para 0 monitoramento de
umidade. Na amostragem final feita em Livorno foram coletadas 1 kg de cada regiao do

conteiner para determinacaoc de ocratoxina A. Foram amostrados 3 quilos por conteiner.

9. ETAPAS DO PERCURSO DO CAFE MONITORADO
9.1 Reensacagem e Armazenamento (Leme Armazéns) 4 dias

O café proveniente das fazendas ou cooperativas previamenie classificado e
selecionado pelo importador, foi reensacado em sacas de juta novas de 60 Kg. Apés a
reensacagem o café ficou 3 dias no armazém até aviso prévio de embarque rodoviario.
Nesta etapa foram colocados os sensores dentro das sacas, especificamente na parte
central dos mesmos, também foi retirada uma amostra para analise de umidade inicial,
concentragdo de ocratoxina A inicial e contaminagao e infe¢do do café com Aspergillus
ochraceus. Paralelamente foram reensacados 960 saquinhos de aproximadamente 2Kg
de um lote de 30 sacas de 60 Kg. Nas Figuras 2 e 3 sdo mostradas as atividades

realizadas nesta etapa.
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FIGURA 2. Atividade de reensacagem em
Leme.

FIGURA 3. Sacas de café
pequenas e grandes
reensacadas.

9.2 Transporte Rodoviario

O café foi colocado em carretas ou caminhdes para ser levado até o Porto de
Santos. Foi coberto por lonil partindo em comboio (Figura 4) O percurso do trajeto foi de
aproximadamente 8 horas. O transporte rodoviario finalizou em Santos.

FIGURA 4. Caminhé&o tipo carrete transportador de café.

9.3 Estufagem em Santos (S. Magalhaes) - 1 dia

Em Santos as sacas de café foram estufadas (colocadas nos conteineres) no

armazém S. Magalh&es. Os trabalhadores retiraram as sacas de café do caminh&o e o

colocaram dentro do conteiner em pilas de 10 sacas como apresenta a Figura 5. Antes de
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completar a metade da estufagem de cada conteiner foi colocado no centro do conteiner
as sacas previamente identificadas que continham os sensores. Antes de fechar os
conteineres, a carga inteira foi embruihada com papel Kraft como mostra a Figura 6.
Posteriormente o conteiner foi lacrado e aberto somente no destino final. De forma similar
embora num processo mais simples foram estufados os CP. Os cabos de termopar tipo T

foram colocados nesta etapa. As Figuras 5 e 6 apresentam as duas situagdes durante a

estufagem do café.

FIGURA 5. Café sendo estufado. FIGURA 6. Carga de café sendo forrada

com papei Kraft.

9.4 Armazenamento do café em conteineres antes do embarque (Santos
- Terminal Tecondi) - 12 dias

Os conteineres com café foram levados ao terminal Tecondi para aguardar o
embarque previsto para dia 27 de Janeiro de 2002. Os conteineres foram expostos ao ar
livre por um periodo de 12 dias como mostra a Figura 7.

FIGURA 7. Terminal Tecondi em Santos.
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9.5 Embarque (Porto de Santos)

Os conteineres tanto reais como protétipos foram igados com cabos e guindastes
ao convés do navio, 0s conteineres transportados no pordo e no primeiro andar foram
transportados até o interior do navio em caminhdo como mostram as Figuras 8, 9 10, 11.

foet

FIGURA 8. Embarque do conteiner real. FIGURA 9. Embarque do conteiner
protétipo.

s

FIGURA 10. Embarque do conteiner no FIGURA 11. Caminh&o saindo do navio.
porao.

9.6 Transporte maritimo - 14 dias

Os conteineres reais e protétipos estavam localizados nos decks 1, 3 e 7 como
mostram as Figuras 12, 13 e 14. O deck 7 fica no convés do navio onde o conteiner sofre
drasticamente os efeitos climaticos. O deck 3 fica no primeiro andar, onde havia
ventilagdo, e o deck 1 fica no pordo do navio, aproximadamente 5 m abaixo do nivel da
agua, neste local ha pouco ar, a ventilagédo estava bem reduzida quando comparada ao
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deck 3. Durante o trajeto maritimo foram feitas 3 amostragens de café dos CP. Todos os
dias de manha e a tarde foram feitas medidas de umidade relativa e temperatura e a
velocidade do ar dos decks onde estavam localizados os conteineres, assim como as

leituras de temperaturas dos termopares tipo T dos CP. O transporte maritimo durou 14
dias.

As Figuras 12, 13 e 14 apresentam as atividades de monitoramento de temperatura
nos CP desenvolvidas durante o percurso maritimo nos trés decks.

rimefo
(Deck 3)

Convés
(Deck 7)

FIGURA 12. Monitoramento no convés. FIGURA 13. Monitoramento no primeiro
andar.

Pordo
(Deck 1)

FIGURA 14. Monitoramento no poréo.

9.7 Desembarque dos Conteineres

Esta etapa ocorreu em Livorno, destino final do trajeto maritimo. Os conteineres
reais foram colocados no terminal e posteriormente embarcados de trem para serem

levados a seu destino final em Trieste. Por questdes burocraticas e de ordem logistica os
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CP n&o puderam ser desembarcados na ltélia e retornaram ao Brasil. Os dados dos
sensores dos CP foram retirados e também foram coletadas amostras para medicéo de
umidade e teor de ocratoxina A.

9.8 Armazenamento no Porto de Livorno e Transporte Ferroviario - 9
dias

Nesta etapa os conteineres reais foram armazenados e posteriormente levados de
trem até Trieste. A Figural5 mostra a rede ferroviaria onde os conteineres foram

transportados.

-

FIGURA 15. Rede ferroviaria em Italia.

9.9 Desova dos Conteineres - (Trieste)

Esta etapa consiste em retirar todas as sacas dos conteineres e coloca-las no
armazém até posterior torracdo. Foram retiradas amostras das mesmas sacas
amostradas no inicio em Leme. Foi verificado se havia condensacdo nas paredes do

conteiner. As sacas que apresentaram sinal de umidade foram separadas.
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FIGURA 16. Desova dos conteineres.

10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da ocorréncia de A. ochraceus e outros fungos presentes na

microbiota natural do café monitorado s&o apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Porcentagem da microbiota fungica em café cru.

Porcentagem de ocorréncia fingica em café (%)

# Amostragem cbh* SD**
Fungos
Asperygillus niger 12 33
Aspergillus ochraceus 2 12
Aspergillus tamarii 4 -
Eurotium spp 4 17
Penicilium spp. 3 17
Qutras espécies 3 5

**CD - Desinfectado com hipociorito de sédio (0,4%).
*SD - Sem desinfecdo com hipociorito de sédio.

A Tabela 1 mostra o fungo A. ochraceus como presente na microbiota natural do
café cru tipo exportacdo, e pde em evidéncia o risco que qualquer café apresenta se tiver

que suportar condigdes favoraveis para o crescimento do fungo, principalmente durante o
transporte maritimo.
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A umidade e atividade iniciais de agua no café foram determinados em Leme e
correspondem as condigdes intrinsecas iniciais do grao do café monitorado, enquanto que
as amostras finais foram retiradas em Trieste, os resultados iniciais e finais obtidos, sdo

apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. Condigbes inicias e finais de Aa e Umidade do café monitorado em

conteineres reais.

o * Regido Umidade em base seca (BS %) e atividade de agua
Localizagao dentro do
NONAVIO  conteiner Aainicial  BS (inicial)  Aa final BS (final)
Inferior 0,591 1220+000 0,586 12.20+0.00
Deck 7 Central 0,588  1217+020 0,580 13,69 + 0,13
S:\;}‘c’)es do Superior 0,590 12204027 0639 1419 0.11
Miscelanea NM “*NM 0,597 13,46 = 013
Inferior 0,538 11,14+010 0,532 11,14 + 0,27
Deck 3
o Central 0,578  12,38+027 0536 1132+ 0.10
Primeiro
andar do Superior 0,578  1238+010 0602 13,10 + 0,10
navio
Miscelanea NM NM 0,569 12.02 + 0,10
Inferior 0,564  1238+018 0574 12.20 + 0,10
Deck 1 Central 0,605  1274+018 0583 12,20 + 0,10
E;’;?f do Superior 0608 1292010 0628  1364+018
Miscelanea NM NM 0,700 16,83 + 0,33

**NM- N&o monitorado (lote amostrado aleatoriamente sé no final do ensaio.

Em geral houve uma diminui¢&o no teor da umidade no final da viagem nos 3 decks
estudados, com exceg¢do da parte superior no deck 7. Na Tabela 3 estio apresentados os
dados de umidade inicial, atividade de agua inicial e final do café monitorado nos
conteineres prototipos, assim como a umidade das amostras coletadas durante a viagem
(29/01 e 3/02).
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TABELA 3. Monitoramentc de Umidade e atividade de agua inicial e final nos conteineres

protdtipos.

Atividade de agua e Porcentagem de Umidade em base seca (% b.s)

Datas de amostragens
Posicdes das
10/01 9/02
sacas 29/01 3/02
%BS Aa %BS Aa
Inferior 12,02 | 0,569 10,62 11,67 13,82 0,573
Deck 1
al 42 Médio 12,02 | 0,569 10,28 10,97 13,46 0,576
ta
Superior 12,02 | 0,569 10,62 11,49 14,75 0,595
Inferior 12,02 | 0,569 11,64 11,49 13,46 0,581
Deck 3
tal #3 Médio 12,02 | 0,569 11,12 10,97 13,46 0,593
ta
Superior 12,02 | 0,569 11.12 11,32 14,01 0,590
Inferior 12,02 | 0,569 11,67 *ND 13,46 0,602
Deck 7
ol # 1 Médio 12,02 | 0,569 11,67 *ND 13,46 0,587
ta
Superior 12,02 | 0,569 11,67 *ND 14,19 0,630

ND- Néo determinado.

Os valores de atividade de agua e umidade do grao apresentados na Tabela 3 na
data do dia 10/01 (amostragem inicial) correspondem aos valores das medias de 6
determina¢des (vide item 8.2). Os outros valores foram obtidos das medias de trés
determinagdes. Cabe ressaltar que infelizmente os CP nao foram desembarcados em
Livorno juntos com os reais, sendo assim, os valores de umidade e atividade de agua da

amostragem final ndo podem ser comparados com os obtidos das amostras do CR.

As amostras utilizadas para a determinacdo de umidade e atividade de agua foram
coletadas das mesmas sacas coletadas em Leme, na amostragem inicial. As posicoes
das sacas no conteiner correspondem: | (regido inferior), M (regido central), S (regido

superior). Os resultados de umidade s&o calculados em base seca.

Durante a desova dos conteineres em Trieste algumas sacas que estavam na parte
superior do conteiner e apresentavam sinais de umidade foram separadas As sacas
tinham algumas caracteristicas interessantes: o café contido em algumas delas tinha cor
esbranquicada (tinha sofrido descoloragéo), as regides das sacas suspeitas estavam

como empedradas (café grudado) e foram sinalizadas com canetas. especiais tipo
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marcador. Foi realizada uma amostragem aleatéria destas sacas e encontrou-se uma
umidade de 14%, atividade de agua de 0,70 e teor de ocratoxina de 13 ug/kg (ppb). As
amostras foram coletadas do conteiner localizado no pordo. Coincidéncia ou n&o neste
conteiner foi observado a maior quantidade de condensado nas paredes. As Figuras 17 e
18 mostram o fenbmeno da condensacgéo.

Condensado
saindo do
conteiner.
Convés

Condensado

no topo do
conteiner

F

FIGURA 17. Condensagao externa. FIGURA 18. Condensacéo interna.

Na primeira situacéo temos um condensado saindo do interior do conteiner real
localizado no convés do navio. O segundo condensado corresponde ao conteiner

localizado no porao do navio.

Este dltimo tipo de condensagdo ndo foi observado no conteiner localizado no
conves, possivelmente porque a umidade alta do espago livre foi perdida em parte para o
ambiente em forma de vapor ou condensado e em parte para a carga. O vento pode ter
contribuido para secar e evaporar o condensado (existem 4 respiradouros nas laterais dos
conteineres). Nos decks 1 e 3 a ventilagdo era limitada sendo no primeiro quase
imperceptivel. A evaporagdo do condensado pelo efeito do ar externo neste Ultimo caso,
tornou-se menos provavel. A umidade e atividade de agua da regido superior do conteiner
localizado no convés, aumentaram em relagdo ao inicio, contudo nos conteineres
localizados no por&o e no primeiro andar houve diminuicdo. A capacidade de retencéo de
agua é menor a temperaturas mais baixas, a carga da regido superior acaba ganhando
um pouco de umidade como apresenta a Tabela 2, j4 no caso dos outros dois
conteineres, a temperatura diminui lentamente, e consequentemente a capacidade de
retengdo de umidade € maior, a tendéncia é, doar agua para 0 meio encontrando o
equilibrio, essa agua em forma de vapor sobe por convecgdo, se esfria e condensa pelo
gradiente altoc de temperatura entre o espaco livre e a carga, e o espaco livre e o

ambiente externo.
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Observou-se que no conteiner localizado no deck 3 o condensado na parede
superior foi escasso em comparagdo com o decki, j& o conteiner do convés nao
apresentou condensado na parede superior. A Figura 19 apresenta graos com defeito,
escuros e alguns esbranquigados, provavelmente devido ao frio. Ao furar os saquinhos,
os graos se espalharam no chéo do conteiner protétipo, no entanto vale lembrar, que os
conteineres ndo foram abertos durante a viagem. As flechas mostram os gréos de café
escuros, possivelmente queimados pelo frio.

e %

FIGURA 19. Graos de café com defeitos.

Nas Figuras 20 e 21 sdo mostrados os dados de umidade relativa e temperatura dos
decks onde os conteineres estavam localizados. Os dados do dia 10/02 e 11/02 ndo
foram incluidos neste grafico. E importante destacar que estes dados foram obtidos
exclusivamente durante o percurso maritimo e do navio em movimento.
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UMIDADE RELATIVA

Umidade Relativa (%)
3

30 T T T T T T 1
26/jan 28/jan 30/jan 1/fev 3ifev 5/fev 7/fev 9ffev

Dias

—a—~Deck 1 —e—Deck 3 —e-Deck 7

FIGURA 20. Valores de umidade relativa (%) do ambiente, monitorados durante o

percurso maritimo.
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FIGURA 21. Valores de temperatura (°C) do ambiente, monitorados durante o percurso

maritimo.

Os dados apresentados nas Figuras 20 e 21 sdo valores médios de determinagdes

realizadas nas manhas e tardes do percurso maritimo do navio em movimento.
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10.1 ANALISE DE OCRATOXINA EM CAFE

10.1.2 Validagdo do método para deteccao de ocratoxina A em café cru.

Para os testes de validagcdo foram realizados 0s ensaios de recuperagéo e o
calculo do limite de deteccdo e quantificagdo. Foram testados 3 niveis de contaminacéo,
4,8, 8 e 80ug/kg e os respectivos valores de recuperacdo foram de 86,5, 78 e 81%. Os
limites de deteccdo e quantificagcdo foram obtidos pela andlise de 10 amostras
naturaimente contaminadas com baixos niveis de ocratoxina A (< 1ug/kg). O limite de
deteccgdo foi obtido pela multiplicacdo do desvio padrdo (0,058) das 10 repeticdes, pela
multiplicacdo do numero correspondente do valor na Tabela t-student para 99% de
confiabilidade. Para as 10 repeti¢des e nove grau de liberdade, o valor t-student foi 2,821.
O limite de detec¢do do método foi 0,16ug/kg. O limite de quantificagdo de 0,58ug/kg. foi
determinado como 10x o desvio padrdo, conforme (KEITH ef al, 1983, LONG &
WINEFORDNER, 1983).

10.1.3 Quantificagdo da Ocratoxina A no café
Para a quantificagdo da ocratoxina A foi utilizada padronizacdo externa utilizando a

curva padrdo descrita na Figura 22. O resultado final, expresso em pg/kg, foi obtido pela
diviséo da massa de ocratoxina obtida na curva pela massa injetada (0,0312 g).

Curva Padrao da Ocratoxina
0.3 - U . S . )
0.25 :
g 02 // :
< 0.15 o
5 o1 =
0.05
o : : ;
0 10000 20000 30000 40000
Area y = 7E-06x - 0.0009
R” = 0.9996

FIGURA 22. Curva padrao da ocratoxina A.

Nas Tabelas 4 e 5 seguintes sdo apresentadas as concentracdes de ocratoxina A
no café do conteiner real e protétipo no inicio e final do experimento. Na Tabela 4 s&o
apresentados dados de ocratoxina A determinados em sacas de café escolhidos

aleatoriamente (miscelanea) durante a desova dos cafés do conteiner. Foram sacos que
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apresentavam defeitos (sacos empedradas, com a tinta de identificacdo desmanchada,

etc.

TABELA 4. Concentracdo de Ocratoxina A em café transportado em conteineres reais

ug/Kg (ppb)

Concentragao de Ocratoxina A em café ug/kg (ppb)

Localiza¢ao no
navio

* Regiao dentro do
conteiner

Concentragado de OTA (ug/kg)

Inicial Final

Inferior ND 0,33

Deck 7 Central ND <LD
Co:;/\?iz do Superior ND 7,91
*Miscelanea. NM ND

Inferior 1,65 0,17

Deck 3 Central 0,19 <0,16

Pri rgsirr](;;gdar Superior 1,03 0,74
**Miscelanea. NM ND

inferior 1,54 0,17

Deck 1 Central 0,30 0,26
Poréao do navio Superior ND 0,28

*Miscelanea. NM 13,13

™™ Miscelanea - S&o sacos com defejtos amostrados aleatoriamente durante a desova. O limite de deteccdo

(LD) do método foi 0,16ug/kg.
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TABELA 5. Concentracdo de Ocratoxina A em café transportado em conteineres

protétipos nug/kg (ppb).

Concentragao de Ocratoxina A em café ng/kg (ppb)

Localizagdo no | Regido interna Concentragao de OTA (ug/kg)
navio do conteiner lnicial ** Final
inferior 2,85
Deck 7
Central 0,20 1,01
Convés do navio
Superior 2,38
Deck 3 Inferior 1,22
Primeiro andar do Central 0,20 2.06
navio Superior 0,45
Inferior 0,20
Deck 1
_ Central 0,20 1,29
Porao do navio
Superior 0,66

** Média de 6 determinagdes.

Os conteineres reais localizadas no deck 3 e deck 1 correspondem a amostras de 2
lotes diferentes. O conteiner real (localizado no deck 7) e os conteineres protdtipos
localizados nos trés decks, correspondem a um unico lote.

E valido ressaltar que na etapa de reensacagem (colocacéo de café em sacos

novos) os cafés juntam-se em um s6 lote e a possibilidade de se ter amostras
homogéneas € maior.

De acordo com as Tabelas 4 e 5 houve um pequeno aumento de ocratoxina A
durante o transporte maritimo, principalmente nos conteineres transportados no deck 7
(convés do navio) na regido superior, a mais proxima do espago livre. Neste local as
oscilagbes de temperaturas foram mais drasticas e como consequéncia a difusdo de
umidade dentro do conteiner foi mais dindmica que nos outros decks, principaimente no
percurso maritimo.

Situacdo similar ocorreu na regido superior do conteiner protétipo. No conteiner
protétipo localizado no deck 7 houve uma maior produgdo de ocratoxina que no do deck 3

e deck 1 respectivamente. Pelos resultados apresentados na Tabela 5, o deck 1 seria o

74



local mais apropriado para transportar os conteineres, as oscilacdées de temperatura s&o
menos drasticas, e 0 micro ambiente inter-granular apresenta menores condicbes para o
crescimento do fungo A. ochraceus.

Pelo perfil dos dados obtidos a condensacéo e ganho de umidade provavelmente
ocorreram quando o navio estava chegando na itdlia, principalmente nas etapas de
desembarque, armazenamento no porto e percurso ferroviario. As Figuras 38, 39 e 40
reforcam este fato, sendo que a temperatura do ponto de orvalho se reduz drasticamente

em relagao a temperatura do espago livre dos conteineres no periodo de chegada a Italia.

Os anexos apresentados descrevem graficamente a cinética de umidade e

temperatura durante todo © percurso desde Leme até Trieste.

ANEXOS

As Figuras sao apresentadas em forma original , sem modificagdo nenhuma. Todos
os sensores foram calibrados por laboratorios certificados peio Inmetro. Em alguns casos
os sensores deram sinais elétricos momentaneos ou que nao foram considerados no
analise dos dados. A desova ocorreu no dia 19/02/2004, pelo que os dados devem ser
considerados até essa data. O programa inserido nos sensores tem um softer que permite
filtrar os dados e enfeitar os gréficos, mais isso impediria o verdadeiro histérico de registro

dos dados, além de em certos casos impedir a realizacéo de uma boa analise.

A Figura 23 tem uma finalidade didatica, mostra o percurso total dividido em trés
etapas principais: armazenamento em Santos antes do embarque, percurso maritimo,

armazenamento no porto de destino e percurso ferroviario.

As Figuras 24-59 apresentam principalmente a cinética de temperatura e umidade

relativa no ambiente externo, espago livre e regides internas da conteiner, sendo que:

As Figuras 24-32 descrevem a cinética da temperatura das regiées superior e
inferior dos conteineres nos diferentes locais do navio. As Figuras 33-41 mostram a
cinética de umidade relativa. As Figuras 42-44 mostram a cinética do espaco livre dos
diferentes conteineres, apresentando uma verdadeira fotografia do acontecido em todo o
trajeto nessa regido.
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As Figuras 45-47 apresentam as mesmas figuras anteriores acrescentando os

dados de umidade relativa das regides superior e inferior dos conteineres.

As Figuras 48-51 descrevem claramente as diferencas de cinética de temperatura
e umidade relativa entre as regides dos conteineres.

As Figuras 52-59 descrevem paralelamente o comportamento de cinética de
temperatura e umidade relativa dos conteineres reais e protétipos.

As Figuras 52-54 evidenciam o comportamento similar da temperatura entre
conteiner real e protétipo durante o armazenamento no porto e durante o percurso

maritimo e também sugerem que esta tendéncia similar se deve manter apds esta etapa.

As Figuras 80-62 apresentam uma outra visdo do ensaio e inclui o dato de ponto de
orvalho do espaco livre dos trés conteineres monitorados assim como inclui os dados de
temperatura externa dos D1 e D3 que foram monitorados sé durante o percurso maritimo
e com medidores manuais. Estes resultados s&o importantes pois fortalecem a discussao
de que o periodo critico de aumento de umidade do café ocorrem no final do percurso
maritimo e inicio das etapas de desembarque em ltalia. Sendo que uma temperatura
maior a temperatura do ponto de orvalho desencadeia a condensacao, este tipo de grafico
se torna util para avaliar uma situacdo de monitoramento de carga sujeita a ganho de
umidade por condensacéo.

Tempos de armazenamento longos nos portos do desembarque, armazenamentos €
transporte inadequados, assim como longos periodos de tempo antes da desova podem
ser de alto risco para a carga. Periodos de quarentena podem-se constituir em barreiras
nao s6 politicas mais também técnicas aos nossos produtos, pois as condigbes climaticas
durante o inverno do hemisfério norte séo propicias para favorecer a condensagao dentro
de carga de grdos provenientes do tropico principalmente em lugares de armazenamento
inadequados.
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11. CONCLUSOES

A ocorréncia do A. ochraceus em amostras de café, sugere que medidas
preventivas sejam tomadas visando manter condigbes adversas para o crescimento do
fungo.

As variagbes e oscilagdes de temperatura podem ocorrer durante, antes e apds o
percurso maritimo, isto quer dizer, que o fluxo de convecgdo do ar com umidade é
dinamico e pode representar variagdes de umidade na carga quando oscilagdes drasticas

de temperatura acontecerem em quaisquer etapa.

A produc@o de ocratoxina pelo fungo, pode ocorrer no percurso maritimo,
principalmente no café transportado no convés do navio, No entanto em percursos
maritimos maiores na mesma época do ano, o café transportado nos deck 3 e 1 podem
ser afetados com uma condensagdo mais drastica e como conseqiiéncia um aumento na
produgdo de ocratoxina A. Cabe no entanto ressaltar que pelos dados obtidos a
condensagéo ocorre no final do percurso maritimo e inicio das etapas de desembarque,
armazenamento e transporte ferroviario do café.
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ANEXOS

Cinética de Umidade do espago livre no CR (Deck?)
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FIGURA 23. Descri¢éo das principais etapas do percurso. Figura descritiva.

Temperatura da regido inferior vs temperatyra externa CR {Deck 7)
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FIGURA 24. Temperatura da regido inferior e externa do conteiner localizado no convés
do navio.
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Temperatura da regjdo superior vs temperatura externa CR (Deck 7) -
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FIGURA 25. Temperatura da regido superior € externa do conteiner localizado no convés
do navio.

Temperatura do espago livre vs temperatura externa CR {(Deck 7)
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FIGURA 26. Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no convés do
navio

Temperatura da regjdo inferior vs temperatyra externa CR (Deck 3)
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FIGURA 27. Temperatura da regido inferior e externa do conteiner localizado no primeiro
andar do navio.
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s Temperatura daregfao superior vs temperatyra externa CR (Deck 3) e
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FIGURA 28. Temperatura da regiao superior e externa do conteiner localizado no primeiro
andar do navio.
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FIGURA 29. Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no primeiro
andar do navio.

Temperatura regidg inferior vs temperatura externa CR (Deck 1)
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FIGURA 30. Temperatura da regi&o inferior e externa do conteiner localizado no poréo do
navio.
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Temperatura regiio superior vs temperatura externa CR (Deck 1)
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FIGURA 31. Temperatura da regido superior e externa do conteiner localizado no porao
do navio

Temperatura do egpago livre vs temperaturg externa do CR (Deckt)
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FIGURA 32. Temperatura externa e do espaco livre do conteiner localizado no porédo do
navio.

Umldage rel_a’t_lva da regido inferior vs umidade nelativa externa CR Deck 7
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FIGURA 33. Umidade relativa da regido inferior e externa do conteiner localizado no
convés do navio
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FIGURA 34. Umidade relativa da regido superior € externa do conteiner localizado no
convés do navio

Umidade relativa do espaco livre vs UR externa do CR (Deck 7)
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FIGURA 35. Umidade relativa do espaco livre e externa do conteiner localizado no convés
do navio.
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FIGURA 36. Umidade relativa da regido inferior e externa do conteiner localizado no
primeiro andar do navio
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elativa dp regiao superior vs UR ¢xterna do CR (Deck 3)
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FIGURA 37. Umidade relativa da regido superior € externa do conteiner localizado no
primeiro andar do navio.
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FIGURA 38. Umidade relativa do espacgo livre e externa do conteiner localizado no
primeiro andar do navio.

Umidade relativa da regido inferior vs UR externa do CR (Deck 1)
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FIGURA 39. Umidade relativa da regido inferior e externa do conteiner localizado no
poréo do navio.
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FIGURA 40. Umidade relativa da regido superior e externa do conteiner localizado no
porao do navio.
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FIGURA 41. Umidade relativa do espaco livre e externa do conteiner localizado no poréo
do navio.
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FIGURA 42. Temp (°C) e UR(%) do espago livre do conteiner localizado no convés do
navio.
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Cinética de Umidade relativa e temperatura no egpaco livre do CR (Deck 3)
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FIGURA 43. Temp (°C) e UR(%) do espaco livre do conteiner localizado no primeiro andar
do navio.

Cinética de Temperatura e Umidade relativa do espago livre do CR (Deck1)
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FIGURA 44. Temp (°C) e UR(%) do espaco livre do conteiner localizado no pordo do
navio.

Umidade relativa dﬁ regidao superior vs Espaco livre do CR (Deck 7}
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FIGURA 45. UR (%) da carga proxima ao espaco livre no conteiner localizado no conveés
do navio.
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Umidade relativa dq regido superior vs espaco livre do CR (Deck 3)
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FIGURA 46. UR (%) da carga préxima ao espaco livre no conteiner localizado no primeiro
andar do navio.
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FIGURA 47. UR (%) da carga proxima ao espaco livre no conteiner localizado no poréo
do navio.
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" Temperatura da regiao inferior dos conteineres localizados nos Decks (1,3e7) 5

& TEMP. DECK7
+ TEMP. DECK 3
& TEMP. DECK 1
a0 Lan
5l Fa0
]
5 By o RS
® I
H]
2
z 20 20
&
164 0
0T T T T —7 2
011102 0172102 013102 02111102 22102 0301102
0414402 00:00:00 030102 00:08:00

FIGURA 48. Cinética da temperatura na regido superior dos conteineres localizados no
pordo (Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) do navio.

_ Temperatura da regiao superior dos conteineres localizados nos Decks 1,3 e 7 ®
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FIGURA 49. Cinética da temperatura na regido superior dos conteineres localizados no
poréo (Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) do navio.
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p, UMidade relativa da regiao if\ferior dos conteineres Jocalizados nos Decks 1,3, 7.
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FIGURA 50. Cinética da Umidade relativa na regido inferior dos conteineres localizados
no poréo (Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) do navio.

10u_l!miclacle relativa da regido superior dos conteineres localizades nos Decks 1,3 e 7.
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FIGURA 51. Cinética da Umidade relativa na regio superior dos conteineres localizados
no porédo (Deck 1), primeiro andar (Deck 3) e convés (Deck 7) do navio.
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m'remperatura das regites guperior e inferior do CR vs similares do CP (Deck Qu
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FIGURA 52. Temperatura da regido superior e inferior de conteineres reais e prototipos.
(Convés)
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FIGURA 53. Temperatura da regido superior e inferior de conteineres reais e prototipos.
(1 andar)
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Sﬂ'[emperatura das regides superior e inferior do CR vs similares do CP {Deck n
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FIGURA 54. Temperatura da regido superior e inferior de conteineres reais e prot6tipos.
(Porao)
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FIGURA 55. UR (%) da regi&o superior e inferior de conteineres reais e prototipos.
(Convés)
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Ii{]{]nidade relativa das regiées superior e inferior do CR vs similares do CP (Deck ":]iu\
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FIGURA 56. UR (%) da regido superior e inferior de conteineres reais e protétipos
(Primeiro andar)
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FIGURA 57. UR (%) da regido superior e inferior de conteineres reais e prototipos.
(Poréo)
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Cinética de temperatura e umidade relativa do espago livre do CP (deck 7)
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FIGURA 58. Cinética de Umidade relativa e temperatura no espaco livre do conteiner
protétipo localizado no convés (Deck 7)

Cinética de temperatura e umidade relativa do espago livre do CR {deck 7)
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FIGURA 59. Cinética de Umidade relativa e temperatura no espago livre do conteiner real
localizado no conves (Deck 7)
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FIGURAS 60 e 61. Cinética de Temperatura do Deck 1 e do Deck3.



50 - —— Temperatura do Espaco livre (deck 7)

Espaco livre (deck 7)

—— Temperatura externa ( deck 7)

45
0 } : —— Temperatura de Ponto de orvalho do

Temperatura (*C)
% 8
e '
‘.
-
-
"
y o
“ ‘-«’. ™ e
h 4
y

o i T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tempo (horas)

FIGURA 62. Cinetica de Temperatura do Conteiner localizado no Deck7
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CAPITULO VI

ENSAIOS DE PREVENGCAO DE CONDENSAGCAO EM
CONTEINERES PROTOTIPOS

1. INTRODUGAO

Mudancgas drasticas de temperatura ocorrem em rotas maritimas do hemisfério Sul
até o Norte, estas mudancas favorecem a formacéo de condensado nas paredes internas
dos conteineres ndo ventilados ou parcialmente ventilados. A coalescéncia deste
condensado sugere que a carga dentro do conteiner pode ganhar umidade devido as
condigbes climaticas incontrolaveis. No trajeto maritimo (Santos-Livorno) realizado neste
projeto, constataram-se a formac&o de condensado nas paredes internas dos conteineres,
constatando-se também um aumento da umidade do café. O presente ensaio teve por
objetivo utilizar dois procedimentos alternativos de prevencgao, que diminuam o efeito do
condensado na carga do café. O primeiro foi a utilizacdo de isopor nas paredes internas
do conteiner com a finalidade de criar um ambiente isotérmico, baseado nas propriedades
isolantes do isopor. Procurou-se neste ensaio reduzir o gradiente de temperatura entre o
exterior e o interior do conteiner. A segunda alternativa consistiu na utilizac&o do filme
“Tyvec” que é um material semelhante ao papel Kraft. O Tyvec é um material que tem
propriedades de barreira a agua em estado liquido, permitindo a passagem do vapor de
agua. A utilizacdo do Tyvec seria uma alternativa ao uso do papel Kraft usualmente
utilizado que ndo tem propriedades de barreira & agua. Havendo a formacdo de
condensado dentro do conteiner, a agua em seu estado liquido ndo entraria em contato
com a carga prevenindo, o ganho de umidade, o crescimento de fungos, a descoloraréo
do gréo, bem como a formagcado de odores estranhos formados pelo umedecimento do
gréo. Ambas alternativas foram comparadas com o procedimento rotineiro de transporte

que neste ensaio foi denominado como controle.

2. MATERIAL E METODOS

Neste ensaio foram utilizados cafés arabica proveniente das fazendas do Estado de
S&o Paulo. Novecentos saquinhos de aproximadamente 2 quilos cada um foram

acondicionados em trés conteineres prototipos (aprox. 250 saquinhos por conteiner).
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2.1 Acondicionamento dos Conteineres Protétipos

Foram utilizados trés conteineres protétipos de ago “Corten”, dimensdes de (1,86 x
0,73 x 0,73 m), os mesmos que foram utilizados no ensaio de transporte maritimo na rota
Santos-Livorno. O conteiner prototipo teve como objetivo simular um segmento do
conteiner real. A sua altura na vertical era préxima a altura do conteiner real na posicao
horizontal. Os cafés foram acondicionados nos trés conteineres com os seguintes
ensaios: (i) Controle, (ii) Tyvec e (iii) Isopor. O controle foi acondicionado com trés placas
de isopor de espessura de 50 mm, nas laterais e no fundo da regido interna do conteiner.
O teto e a porta do conteiner nao foram acondicionados. O café foi colocado no conteiner
e envolvido com papel Kraft. O segundo conteiner foi acondicionado da mesma forma
com a diferenca de que em lugar da carga de café ser envolvida com papel Kraft foi
envolvida com Tyvec. O terceiro conteiner foi acondicionado com placas de isopor em
todas as paredes internas, incluido, porta e teto, e ndo foi utilizado nenhum papel ou
embalagem envoltéria para proteger a carga.

2.2 Condic¢oes do Ensaio

Em cada conteiner foram colocados 7 sensores de umidade relativa e temperatura:
2 na regi&o inferior, 2 na regido central, 2 na regido superior e 1 no espaco livre. Os
sensores foram colocados dentro dos sacos de café com excecdo do sensor localizado no
espaco livre. Dois sensores foram colocados na regido externa do conteiner para
monitorar as condi¢cdes climaticas externas. Foram realizadas analises de umidade do
café em cada saquinho do respectivo conteiner. Os conteineres foram colocados na
intempérie durante 13 dias, apontando a direcdo do nascimento do sol (simulando uma
rota antes de entrar no hemisfério Norte). Apés os 13 dias, os conteineres foram
esvaziados, os dados parciais de temperatura, umidade relativa € umidade do grao desta
primeira etapa foram anotados. Os sensores foram colocados nos mesmos saquinhos nas
mesmas posigdes e os conteineres foram transferidos para uma camara de congelamento
(segunda etapa) a -10°C, simulando o invemo rigido do hemisfério Norte (Alemanha,
paises nordicos). O café foi deixado nestas condi¢cdes durante 18 dias. Apds o ensaio foi
feita uma ultima analise de umidade do gréo e a avaliacdo dos dados dos sensores. As
Figuras 1 e 2 apresentam o acondicionamento do café dentro dos conteineres, as setas
em vermelho indicam as regides do conteiner monitoradas. A seta de cor azul indica a

regido do espagco livre. A Figura 2 apresenta um exemplo de como foi embruthado o café
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no conteiner Controle, de forma similar foi acondicionado o conteiner com tyvec. O

conteiner com isopor n&o foi acondicionado com nenhum tipo de embalagem.

FIGURA 1. Conteiner Protétipo. FIGURA 2. Conteiner Protétipo

Regides Monitoradas. controle  embrulhado com
papel Kraft.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da umidade do gréo da fase inicial, intermedia e final s&o
apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1. Ganho de Umidade do café com diferentes acondicionamentos dentro de

conteineres prototipos

CONTROLE TYVEC ISOPOR
*Umidade b.u (%) Umidade b.u (%) Umidade b.u (%)
Inicio Interm. Final Inicio  Interm. Final Inicio Interm. Final
Regido Regido Regiao
inferior inferior inferior
11,6 11,3 11,7 12,7 12,4 12,4 12,3 12,3 12,3
Regido Regiéo Regiao
central central central
11,3 11 12 11,9 12 12 12,3 11,8 12
Regiao Regido Regigo
superior superior superior
11,7 12 11,8 11,7 11,6 12,4 11,4 11,3 13,1

* Umidade em base Umida, media de 6 determinacdes.

O ensaio ocorreu em duas etapas, uma que simulava as temperaturas do verao
brasileiro e outra que simulava o rigido inverno europeu. As cinéticas de temperatura e
umidade relativa interna dos trés conteineres durante as duas etapas s&o apresentadas
nas Figuras 3-14 (vide anexo 1). Cabe ressaltar que os sensores foram programados para
comecar a coletar os dados algumas horas antes dos conteineres estarem nas condigbes
de ensaio. Desta forma algumas variaveis ocorreram no periodo quando os sensores néao
estavam coletando dados, isto explica as mudangas bruscas das variaveis em algumas
regides dos conteineres, entre a primeira € a segunda etapa do ensaio. Analisando a
cinética das figuras frente a uma carta psicrometrica, concluimos que houve condensacgéao
em todos os conteineres, principaimente no intervaio de tempo transcorrido entre o final

da primeira etapa e o inicio da segunda etapa.

Observou-se ao final do ensaio, grandes formacbes de gelo nas paredes superiores
dos conteineres, principalmente nos conteineres controle (C) e tyvec (Ty). Gelo em forma
de escamas na superficie dos conteineres sugerem a formagéo de condensado seguido
de congelamento. Camadas continuas de gelo sugerem condensacgéo continua, seguida
de congelamento. [sto possivelmente foi devido a mudanga drastica de temperatura. De
acordo com os dados, houve um aumento de umidade maior no café acondicionado em

condi¢cdes isotérmicas (IS), no entanto cabe ressaltar que o este conteiner foi retirado da

100



camara a —10°C aproximadamente 3 horas antes dos outros dois conteineres. Os dados
dos sensores sugerem que houve descongelamento, o isopor estava bem molhado e a
carga superior umida. Ao analisar a umidade foi observado um aumento de 1-1,5% de
umidade em relacdo a umidade inicial. Isto ocorreu, provavelmente devido ao
descongelamento e posterior umedecimento da carga, embora os dados do sensor
também mostrem que houve uma umidade relativa alta no espaco livre deste conteiner
desde o inicio do ensaio. A umidade da regi&o superior da carga e da placa de isopor
apods a descarga, sugerem que a umidade ganha pela carga era recente e ndo paulatina
no caso de um ganho de umidade pelo equilibrio com a umidade do espaco livre. Outra
evidencia desta hipotese, foi o gelo formado no teto dos outros dois conteineres que
foram abertos dentro da mesma camara pelo qual ndo houve condigbes para o
descongelamento, sendo que a temperatura ndo foi maior que O °C, esta observacédo

sugere que o gelo formado no conteiner (IS) derreteu e caiu na carga.

Nas Figuras 15-17 (anexo 2), pode-se observar a formagéo de camadas de gelo no
teto do conteiner, especialmente no conteiner controle, isto sugere uma formacéo de
condensado rapida seguida de congelamento. As Figuras 18-19 apresentam o teto do
conteiner Tyvec e apresentam a formacgao do condensado. Este fato evidencia um recente
descongelamento ocorridc na hora da descarga do café no final do ensaio. As
observagbes neste ensaio indicam que a desova dos conteineres a temperaturas maiores
que as do ambiente ou maiores que 0°C, podem desencadear um degelo do condensado
formado durante o trajeto, com subsequente aumento de umidade da carga de café,

especialmente proxima ao teto e paredes laterais superiores do conteiner.

As setas colocadas na Figura 20 (conteiner isopor) indicam as duas placas de
isopor que n&o foram colocadas nos conteineres controle e tyvec. A cinética ocorrida
neste conteiner evidenciou que o uso do isolamento térmico como medida preventiva para
evitar a condensacao € limitada na situagéo estudada, e que o aumento de temperatura
no armazenamento pode originar um degelo rapido nas camadas de gelo formadas nas

paredes internas do conteiner.

4. CONCLUSOES

e O uso do Tyvec € uma boa alternativa em substituicdo do papel Kraft, sendo que este

alem de proteger os gréos da condensacéo, impede a descoloragdo dos mesmos.
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e O uso de isopor como medida preventiva deve ser melhor estudada. Oscila¢des
drasticas de temperaturas, temperaturas elevadas, reduzem o potencial da sua fungéo
isotérmica.

e Requerem-se de mais ensaios visando a preven¢do de condensacdo, as tentativas
preliminares mostraram que o problema potencial da condensacdo necessitam de
novas tecnologias.

e A utilizacdo de conteineres protétipos visando ensaios de prevencao € viavel.
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ANEXO 1
Figuras do Ensaio de Prevencdo: Temperatura e Umidade
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FIGURA 3. Temperatura das regides internas do Conteiner Controle. Etapa 1
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FIGURA 4. Temperatura das regies internas do conteiner Controle. Etapa 2
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FIGURA 5. Temperatura das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 1
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FIGURA 6. Temperatura das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 2
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FIGURA 7. Temperatura das regides internas do conteiner Isopor. Etapa 1
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FIGURA 8. Temperatura das regides internas do conteiner Isopor. Etapa 2
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FIGURA 9. Umidade relativa das regides internas do conteiner Controle. Etapa 1
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FIGURA 10. Umidade relativa das regides internas do conteiner Controle. Etapa 2
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FIGURA 11. Umidade relativa das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 1
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FIGURA 12. Umidade relativa das regides internas do conteiner Tyvec. Etapa 2
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FIGURA 13. Umidade relativa das regites internas do conteiner Isopor. Etapa 1
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FIGURA 14. Umidade relativa das regies internas do conteiner Isopor. Etapa 2
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Este projeto apresentou dados Uteis sobre o que ocorre, e o que pode ocorrer, com
a carga de café durante o transporte maritimo. Além de alternativas praticas para
prevengcdo do aumento da umidade dos grdos de café. A partir destes dados mais
trabalhos poderéo ser realizados, n&o apenas com café mas com outros tipos de grios. O
Brasil € um dos maiores paises produtores e exportadores de grdos, trabalhos como este
s&o uteis na prevencgao da deterioracéo de graos por fungos e conseqiiente producéo de
micotoxinas. Este trabalho foi inédito no Brasil e poucos trabalhos no mundo tém trazido
tantas informacdes sobre o comportamento do café dentro dos conteineres durante o
transporte.
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