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RESUMO

PASIN, Lihana Auxiliadora Avelar Percira Efeito de micronutrientes e
cultivares sobre a populacio fiingica em grios de café (Coffea arabica L)
Lavras: UFLA, 2000, 158p. (Tese - Doutorado em Fitopatologia) "

Foram realizados trés ensaios objetivando estudar aspectos relacionados
a microflora fiilngica dos gréos de café na qualidade do produto final e produgio
de ocratoxina A. No primeiro ensaio objetivou-se verificar o efeito de
micronutrientes aplicados sobre os frutos na populagdo fiungica associada aos
graos, produgdo de OTA e qualidade do produto. No segundo, verificar a
ocorréncia fungica em diferentes cultivares, processadas pelas vias seca e umida
e detecgdo de OTA nas diferentes cultivares. O terceiro ensaio objetivou
relacionar cada espécie fungica presente nas amostras de diferentes cultivares
com as caracteristicas quimicas dos grdos. A avaliagdo da incidéncia fungica foi
realizada quando os grdos atingiram teor de umidade em torno de 12%, antes e
apos a desinfec¢do superficial com NaQCl 1%. A exteriorizagdo dos fungos foi
realizada através do método Bloffer Test. A determinagdo de OTA foi realizada
nos dois primeiros ensaios através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Foram determinados os valores médios de lixiviagdo de potassio,
condutividade elétrica, atividade enzimatica da polifencloxidase, fendlicos
totais, agucares totais redutores € nio redutores, cafeina e acidez titulavel e acido
clorogénico. O efeito dos micronutrientes foi verificado em grdos crus
beneficiados, pulverizados com cobre, zinco, manganés e boro, aplicados
isoladamente e emn associagdo, diretamente sobre os grdos, desde a fase de
chumbinho até a colheita. Para o segundo ensaio, frutos das cultivares Catuai
Amarelo, Mundo Novo, Acaia, Rubi e Icatu, provenientes da safra 1998/1999,
foram colhidos na Fazenda Experimental da EPAMIG, no municipio de
Lavras/M@G, constituindo as diferentes amostras analisadas. Parte dos frutos
despolpados de cada cultivar foi imediatamente despolpados para posterior
secagem 1o terreiro, a outra parte foi conduzida ao terreiro, onde permaneceu ate
atingir teor de umidade em tomo de 12%. Os resuitados obtidos no primeiro

* Comité Orientador: Prof. Dr. Mirio Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Dra. Sara
Maria Chalfoun de Soura — EPAMIG, Prof? Dra. Vinia Déa de Carvalho —
UFLA.



ensaio permitiram verificar que todos os nutnientes aplicados isoladamente
reduziram significativamente a ocorréncia dos fungos Aspergillus ochraceus,
Fusarium semitectum € Cladosporium cladosporioides. Entretanto a ocorréncia
do fungo Penicillium variable ndo apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos realizados. Apesar da ocorréncia interna do fungo A.ochraceus ter
sido em tomo de 50% na testemunha, ndo se detectou a ocorréncia de OTA
nestas amostras. Verificaram-se valores médios mais elevados de lixiviacao de
potassio, condutividade elétrica e fendlicos totais € menor atividade enzimatica
da polifenoloxidase nas amostras de café com maior incidéncia dos fungos
Aspergillus ochraceus, Fusarium semitectum e Cladosporium cladosporioides.
Para o segundo e terceiro ensaio, verificou-se a ocorréncia dos fungos F.
variable, Penicillium. rugulosum, Penicillium funiculosum, F. semitectum,
Fusarium equiseti, A. ochraceus, Aspergillus. niger ¢ C. cladosporioides nas
diferentes cultivares. Através dos resultados obtidos verificou-se que o fungo ¥
semitectum foi identificado apenas na cultivar Mundo Novo e F. equiseti foi
identificado nas demais, nao havendo diferengas significativas entre elas. Foram
isolados, dos grio das amostras, trés espécies do género Penicilium, sendo:
P.rugulosum na cultivar Rubi, P. funiculosum na cultivar Icatu e P.variable nas
demais. A cutivar Acaid apresentou maior incidéncia do fungo P. variable,
seguida por Mundo Novo e Catuai. A ocorréncia de A. ochraceus nido diferin
entre as cultivares processadas pela via seca. Nas amostras de café despolpado,
houve maior incidéncia deste fungo na cultivar Icatu, ndo havendo diferenca
entre as demais. A ocorréncia de A. niger ndo apresentou diferengas entre as
cultivares. As cultivares processadas pela via seca ndo apresentaram diferengas
para o fungo C. cladosporioides. A cultivar Icatu, quando processada via imida,
apresentou menor ocorréncia, diferindo estatisticamente das demais. A
contamina¢do mtema para todas as espécies fungicas detectadas foi
significativamente inferior 4 contaminagdo externa. A ocorréncia de OTA foi
verificada apenas em uma cultivar processada pela via umida, em nivel bem
abaixo do limite proposto pela Unido Européia. Pela analise dos resultados
obtidos no terceiro ensaio, observou-se que a presenga do fungo A. ochraceus
reduz a atividade da enzima polifenoloxidase e aumenta os valores de lixiviagdo
de potassio, condutividade elétrica e fendlicos totais. A incidéncia do fungo C.
cladosporioides influenciou nos valores médios de lixiviagdo de potassio e
condutividade elétrica.
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ABSTRACT

PASIN, L.AAP. Effect of micronutrients and cultivars on fungal
population in coffee grains. Lavras: UFLA, 2000. 158p (Thesis - Doctorate
in Phytopathology) *

Three trials aiming at studying the aspects related to fungal microflora
on coffee kernels on the quality of the final product and ochratoxin A (OTA)
production were conducted. The first trial was aimed at verifying the effect of
micronutrients applied upon the fruits on the fungal population associated with
beans, OTA production and bean quality. The second was aimed at verifying
the fungal occurrence on different cultivars processed by the wet and dry vias
and OTA detection in the different cultivars agted. The third trial was intended
to relate each fungal species present in the samples of different cultivars with
the chemical characteristics of kernels. The evaluation of the fungal incidence
was performed when kemels reached moisture content around 12% before and
after surface desinfection with 1% NaQCL. The fungal exteriorization was
accomplished through the Bloster test method, this procedure was the same to all
the trials. The OTA determination was proceeded in the two first trials through
high performance liquid chromatography (HPLC). The average values of
potassium leaching, electric conductance, polyphenoloxidase activity, total
phenolics, total reducing and non-reducing sugars, caffeine, titletable acidity and
chlorogenic acid. The effect of the micronutrients was verified in processed raw
kemels sprayed with copper, zin¢c, manganese and boron, appled singly or in
association, directly on kemels, since the phase green berry until harvest. For
the second tnal, fruits of the cultivars Mundo Novo, Catuai, Acaid, Rubi and
from the 1998/1999 ¢rop were harvested in the EPAMIG expenimental farm in
the town of Lavras/MG, making up the different samples analyzed. A part of the
pulped fruits of each cultivar were directly pulped for further drying on the flat
terrain , the other part was carried to the flat terrain where they stayed until they
reached the moisture content of around 12%. The results obtained in the first

* Guidance Committee: Prof. Dr. Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Dra.
Sara Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG, Prof ® Dra. Vania Déa de Carvalho
- UFLA.
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trial enabled to verify that all the micronutrients applied singly reduced
significantly the occurrence of the fungi; however the occurrence of the fungus
Penicillium variable presented no significant differences among the treatments
performed . In spite of the intemal occurrence of the fungus Aspergillus
ochraceus having been around 50% in the check, the occurrence of OTA was
not detected in these samples. Higher average values of potassium leaching,
electric conductivity and total phenolics and lower activity of polyphenoloxidase
were detected in the coffee samples with the highest incidence of the fungi A.
ochraceus, F.semitectum ¢ C.cladoporioides on different cultivars. The second
and third trials, the occurrence of fungi P. variable, Penicillium. rugulosum,
Penicillium funiculosum, F. semitectum, Fusarium equiseti, A. ochraceus,
Aspergillus. niger e C. cladosporioides was verified on the different cultivars.
Through the results obtamned, it was found that the fungus F. semitectum was
identified only on the cultivar Mundo Novo and ¥ equiseti was identified on the
others, withe no significant differences among the cultivars. Three species of the
genus Penicllium, namely : P. rugolosum on the cultivar Rubi, P . funiculosum
on the cultivar Icatn and P . variable on the others were isolated from the grains.
The cultivar Acaia presented the highest mcidence of the fungus P. variable
followed by the Mundo Novo and Catuai. The occurrence of 4 . ochraceus did
not differ among the cultivars processed by the dry via. In the samples of pulped
coffee, there was a greater incidence of this fungus in the cultivar Icatu, withe no
differences among the others. The occurrence of A. niger presented no
significant differences among the cultivars. The cultivars processed by the dry
via presented no differences for the fungus C. cladosporioides. The cultivar
Icatu, when processed moist via presented lower occurrence, of this fungus
statistically differing from the others. The intemal contamination for all the
fungal species was significantly less in relation to the external contamination.
The occurrence of OTA was found only m a cultivar processed by the wet via at
a level quite bellow of the hmit propoded by the European Community. From
the analysis of the results obtained, it was found that the presence of the fungus
A. ochraceus reduces the activity polyphenoloxidase and increase the values of
potassium leaching, electric conductivity and total phenolics. The incidence of
the fungi C. cladosporioides influenced the average values of potassium
leaching and electric conductivity.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

Historicamente, o Brasil tem ocupado a posi¢do de maior produtor e
exportador de café no mercado intemacional, comstituindo uma das principais
fontes de receita para o pais, de grande importancia social e econémica. No
entanto, com o aumento da produgdo, associada a methoria da qualidade do cafe
por outros paises produtores, além da crescente demanda por cafés de bebidas
superiores por paises importadores, a exportacio brasileira tem sofrido quedas
significativas, sendo que um dos fatores responsaveis pelo declinio da
participagdo brasileira no mercado intemacional foi a falta de padrio de
qualidade do produto nacional.

Além de influenciar diretamente o prego do produto, a qualidade é fator
imprescindivel para a aceitagio do café no comércio internacional. O consumo
interno tambem tem apresentado aumentos significativos, sendo que ¢ mercado
consumidor tem se mostrado cada vez mais exigente quanto & qualidade do
produto. Diante de tal exigéncia, ha uma tendéncia de redugdo no mercado para
o consumo de café de baixa qualidade, ou seja, o produtor brasileiro devera se
especializar e adotar técnicas modemas para a producgdo de café de qualidade
superior,

A qualidade do café esta relacionada as caracteristicas dos grios quanto
a cor, aspecto, numero de defeitos, aroma e sabor da bebida, os quais sdo
dependentes de varnos fatores, dentre eles a composigio quimica do grio, que €
determinada por fatores genéticos, pelo sistema de cultivo , ambiente e a
presenga miCroorganismos responsaveis por fermentagdes e podriddes que
alteram sua qualidade. Entre os microorganismos que compdem a microbiota do
café, os fungos filamentosos representam o grupo que pode provocar maiores

danos Além da influéncia direta na qualidade, certos fungos associados aos



graos, denominados toxigénicos, podem produzir substincias toxicas,
metabohitos secundinos denominados micotoxinas. A incidéncia de fungos
toxigénicos em graos de café dificulta sobremaneira a aceitagio do produto no -
mercado , ja que representa uma ameaca a saude dos consumidores.

Varios estudos de melhoramento genético buscam um maior vigor das
plantas, associado a maxima produtividade, levando ao desenvolvimento de
vanas linhagens de cultivares de café com importantes caracteristicas produtivas
€ vegetativas, como resisténcia a pragas € doengas, menor porte, maior relacio
frutos por ramo, sistema radicular mais eficiente, uniformidade de maturagio,
entre outras. Todas as caracteristicas manipuladas geneticamente podem
influenciar em maior ou menor grau na qualidade final do produto.

Embora as diferengas entre as diversas cultivares se restrinjam a
caracteristicas vegetativas e de produgdo, torma-se necessario conhecer a
qualidade de diferentes cultivares, através da avaliagio da incidéncia fungica e
da composigdo quimica dos grios, objetivando alcangar uma melhor qualidade.

Além do fator genético, a qualidade do café é dependente da forma pela
qual ele e cultivado, colhido e processado no campo. Deficiéncias nutricionais
conduzirdo a um café de baixa qualidade, ja que predispdem a planta ao ataque
de patogenos, acarretando acentuada desfolha da planta, o que proporcionara um
mal suprimento na fase de enchimento dos gréos, levando a uma ma formagéo ¢
possivelmente, a queda dos mesmos. Com a desfolha, a planta tera sua produgio
comprometida no ano seguinte, j4 que suas reservas serdo utilizadas para a
recomposigdo vegetal, o que conduzira a uma menor frutificagio, além da
influéncia direta na micoflora associada aos graos. Entretanto , a influéncia de
certos micronutrientes na qualidade dos grios ainda ndo foi investigada.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia dos fatores
genéticos e ambientais na incidéncia fiingica associada aos grios, produgdo de

ocratoxina A e qualidade dos gréos.



Foram estabelecidos como objetivos especificos: 1) Avaliar o efeito dos
micronutrientes (Zinco, Cobre, Boro e Manganés, aplicados isoladamente e em
associagdo) na incidéncia fingica, relacionando-a com as caracteristicas
quimicas dos grios crus; 2) Awvaliar a produgdo de Ocratoxina A na cultivar
Mundo nove submetida aos tratamentos com micronutrientes (Zinco, Cobre,
Boro e Manganés, aplicados isoladamente e em associagdo). 3) Avaliar a
incidéncia de fungos nos graos de seis cultivares de café processados por via
seca e umida; 4) Avaliar a produgdo de ocratoxina A por fungos toxigénicos nas
diferentes cultivares e diferentes vias de processamento; 5) Relacionar cada
espécie fiingica associada aos grios com as caracteristicas quimicas dos grios

crus.
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7 REFERENCIAL TEORICO

2.1 0 café no Brasil

O caté aribica (Cofjew arcbica L), planta da familia Robizceas, tom
como centro de ongum o syl da Eidpis. Tonde chegado ao Brasil por volta do
1727, foi plastado imciahments em Belém do Pard (nstituto Campineiro de
Enzme Agticels, 1587) A cafefcuiiniz como atividade econfmics existe dosde o
peiiodo colaial, vo sécnlo AVIN, a prinefpic na megio do Vale do Parajha 2
exnandindose postericrmeste pam o Oeste do Esiade de 8o Paule (Silva,
2000)

Q eadrelin, planta tropical de altdude adaptads 2 clime Gmide do
tompertums anenas, o constib’ a culhica mais difindida entre o8 paises de
clima  twpical. £ prodazide & espottads por mais de S0 paises om
desmvolvinumto & o maion coasumo, provam dos Bstados Unidos, paisen
uroneuss ¢ JapEo, ¥ o segunde prodite: do malor covervializagic rundial,
sende de vilal inposénca pgra 4 economia cos pafses produtores. A
Organizacic Internacicnal de Caf estima que = cafeiculiure fomece empregos
diretos para 25 milhdes de pessoas no mundo podends chegar 2 100 mikdes do
possoas quancs se Cousicerant 08 servigos © mw;\a,m relacionzdas g indistria
(Siiva; 2000).

Dos produtos agncolas nacionais taportados. o csfié verde e sobivel
repressrarem, ds janero a setambre de 1999, 5,9% do toizl arrecadado no pais,
gorendo v yeceita de 182 bilkdes do dolzres (EUA;1929. citeds pox
Lapes, 2000)



2.2 Processamento do Café

A fase de processamento é considerada a mais critica para a preservagio
¢ aumento da quaiidade do café. Apds a colheita, os grios de café podem ser
processados por via seca, também denominada natural, ou por via amida, que
consiste na secagem dos frutos sem a casca e a mucilagem ou apenas sem a
casca, dando origem aos cafés despolpados e descascados, respectivamente
(Souza e Silva, 1999).

O preparo por via seca é a forma mais usual de processamento do café
brasileiro , neste método, o café, apds a colheita, tanto por derri¢a no chio, no
pano, ou mecanizada, passara imediatamente por processos de separagdo das
impurezas, que podem ser feitos através de peneiramento, manual ou mecanico,
ventilagio forgada ou ainda por separadores de ar e peneira. Em seguida o café é
separado nos diferentes estagios de matura¢do em separadores hidraulicos. Apos
a separacio de umpurezas e lavagem, o café ¢ encaminhado para o processo de
preparo por via seca, que consiste na secagem em terreiro ou em secadores
mecanicos.

A operagdo do processamento dos grios de café por via umida inclui a
colheita dos grdos cereja; lavagem e selegio dos grios flutuantes,
despolpamento, que consiste na retirada da casca dos frutos maduros atraves de
um descascador mecanico e posterior fermentagdo ou uso de substincias
quimicas, enzimaticas ou por atrito e agua quente, para a remogidoc da
mucilagem; secagem e beneficiamento (Chalfoun e Carvalho, 1997). O tempo de
fermentacdo dependera da altitude e vaniedade do café. O café despolpado tem a
vantagem de diminuir a area de terreiro € o tempo necessario para a secagem,
além da obtenc¢do de cafés de melhor qualidade, ja que, para este procedimento,
é necessaria a colheita selecionada de fnutos no estadio cereja, possibilitando a
demucilagio (Jones e Jones,1984). Puerta(1996) também ressalta que a

qualidade da bebida ¢é preservada ou aumentada por esse processo, ja que esta



via comtrola o tempo de fermentagdo, evitando fermentacdes prolongadas O

autor cita que em processamentos realizados por via seca, a obtengdo de cafés

com defeito é favorecida, porque o café fica um tempo maior em contato com a =~

polpa ou mucilagem, por ser uma barreira para perda da umidade dos grios.

A qualidade de café por wia seca é influenciada pelas condigdes
climaticas locais, no periodo de colheita e¢ secagem (Lacerda et al., 1985).
Segundo Carvalho (1997) a auséncia de insolagdo e alta umidade do ar,
favorecem o desenvolvimento de microorganismos, que produzem metabélitos
como acidos butirico e propidnico, afetando a qualidade do produto final quando
difundidos da polpa para a semente.

2.3 Qualidade do café

A valorizagdo da qualidade do café vém de longa data, o que levou os
setores ligados a atividade cafeeira no Brasil a elaborar normas de classificagdo
de café em 1917, ja que o café destaca-se entre os poucos produtos agricolas que
tem seus pregos baseados em parametros qualitativos, cujo valor aumenta
significativamente com a melhoria da qualidade, sendo considerado também um
fator limitante para a exportagdo.

Segundo Amorim et al.(1977) e Prete (1992), para a comercializagio do
café, a qualidade da bebida tem maior peso que os outros atributos, pois € o que
afeta diretamente o prego do produto, podendo ocorrer uma diferenga de 30%,
em média, entre o prego de um café fino (bebida mole) e um de qualidade
inferior (bebida rio).

Mais recentemente, Prete (1992) definiu qualidade como sendo a
somatoéria de atributos fisicos do grao cru, como: cor, tamanho, densidade, forma
e uniformidade, no grdo torrado, tém-se como atributos de destaque as

caracteristicas organolépticas da bebida, expressas através do gosto e aroma,



A qualidade do café no Brasil é avaliada em fun¢io de duas
classificagdes: uma baseia-se nas caracteristicas fisicas (tipo), através do aspecto
e pureza do grdo, e outra pelo sabor da bebida (Carvalho et al.,1994). A
classificagdo por tipo é feita segundo a Tabela Oficial Brasileira de Classificagao
do Instituto Brasieiro do Café, IBC (1985). Ja a classificagdo da bebida é
realizada através da analise sensorial, conhecida como “prova da xicara”, que
surgiu no Brasil no inicio do século XX e foi adotada pela Bolsa Oficial de Café
e Mercadorias de Santos a partir de 1917.

A classificagdo da bebida utilizada ainda hoje foi instituida por Garruti e
Conagin (1961) , na qual foi estabelecida uma escala de valores para a avaliagio
da bebida do café, representada através da média de 160 determinagdes feitas
por degustadores previamente selecionados e treinados. Esta classificagdo separa
o café em “estritamente mole”, como bebida de sabor suavissimo e adocicado;
“mole” como bebida de sabor suave acentuado e adocicado; “apenas mole”,
bebida de sabor suave, entretanto com leve adstringéncia; “dura”, bebida com
sabor adstringente e gosto aspero, “riada”, bebida com leve sabor de iodoformio
ou acido fémco; e “rio”, bebida com forte e desagradavel sabor, lembrando
iodoformio ou acido fénico.

Atualmente a classificagdo realizada através da analise sensorial, da
forma como vem sendo aplicada, é questionada, ja que representa um trabalho
complexo que exige ndo apenas um conhecimento perfeito e grande pratica,
como também a educagio do paladar. Valencia (1973) afirma que a prova da
xicara ¢ uma opimdo subjetiva e dependente da capacidade sensorial do
provador, que pode ser alterada e ndo € apta como padrdo de qualidade, quando
analisada isoladamente.

Varios estudos indicam que compostos quimicos presentes no grao
processado estio relacionados com a qualidade da bebida, como a enzima

polifenoloxidase.



De acordo com os resultados obtidos por Carvalho et al.(1994), a
determinagdo da atividade da polifenoloxidase, associada ao indice de coloragio,
permite avaliar a qualidade do café de modo mais objetivo; esse método,
possivelmente, tendera a substituir 0 método de classificagdo usado atualmente.
Da mesma forma, Chalfoun (1996} relaciona a atividade da polifencloxidase
como sendo um parametro seguro para a avaliagdo qualttativa do café, pois os
cafés que apresentam pior bebida pela prova tradicionalmente usada apresentam
também o menor valor de atividade de polifenoloxidase.

A veracidade da analise da enzima polifenoloxidase sobre a
classificagio da bebida de café foi confimmada por Pimenta, Chagas e Costa
(1997), cuja analise possibilitou a classificacio de cafés “estritamente mole” a
"no”, enquanto, através da analise sensomal, todas as amostras foram
classificadas como “bebida dura™.

Varnos fatores estdo ligados a qualidade da bebida do café, destacando-
se fatores externos, como: temperatura, umidade, tipo de solo, condigdes de
cultivo, estado nutricional da planta, até a presenca de microrganismos
responsaveis por fermentagdes e podriddes, abrangendo a colheita e o preparo do
café. Carvalho e Chalfoun (1985), Fena-Morales(1990) e¢ Chagas(1994)
também relacionam a qualidade da bebida a diversos fatores, como, a
composigdo quimica dos graos, sendo determinada por fatores genéticos,
culturais ¢ ambientais; o processo de preparo e conservacdo do griao, nos quais a
temperatura e a umidade sdo fatores determinantes, ja que podem propiciar
infecgdes mucrobianas e fermentagGes indesejavels; a torragdo e o preparo da
bebida. Os autores afirmam, ainda, que o sabor caracteristico do café € devido a
presenca de varios constituintes quimicos volateis, destacando-se, entre eles, os
acidos, aldeidos, cetonas, agucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos,

compostos fendlicos, entre outros, além da acdo de enzimas em alguns desses



constrtuintes, formando como produtos das reagdes compostos que interferirio
no sabor, quando se realiza a analise sensorial.

Prete (1992) ressalta que os piores cafés, em termos de qualidade de
bebida, possuem menores teores de proteinas soldveis, fendis hidrolizaveis,
acido ascorbico, lipideos e carboidratos e maiores teores de aminoacidos, acido

clorogénico e acidos graxos.

2.3.1 Influéncia de fatores genéticos na qualidade do café

As caracteristicas fisicas e a composi¢do quimica dos cafés variam em
fungdo de fatores diversos, entre eles os fatores genéticos. Qualquer programa de
melhoramento genético de uma espécie tem como principal objetivo o aumento
da produtividade. Entretanto, sendo o café um produto em que seu prego é
diretamente dependente da qualidade, € essencial que esses programas visem o
desenvolvimento de cultivares de elevado potencial produtivo e, sobretudo, com
boa qualidade de bebida (Carvalho, 1997)

Apesar de trabalhos mais antigos demonstrarem ndo haver diferengas
entre cultivares de uma mesma espécie quanto a qualidade, a Orgamizacio
Internacional do Cafeé, recentemente apresentou resultados mostrando diferengas
entre cultivares, destacando diferengas entre aromas e sabores, sugerindo que
diferentes cuitivares podem atender demandas diferenciadas no mercado de café
{Carvalho, 1997).

A cafeicultura brasileira é constituida basicamente por lmhagens das
cultivares Mundo Novo, Catuai e, mais recentemente, em area ainda pouco
expressiva, Icatu e Rubi. Segundo Alves (1996) e Séondahl ¢ Corp (1999),
vanedades distintas das espécies Arabica e Robusta podem estar associadas a
qualidade de bebida do café.

A relagdo entre a quahdade da bebida e o material genético usado
também foi citada por Séondahl e Corp (1995). Os autores mencionam que a



qualidade ndo € dependente apenas das condigdes ecolégicas e praticas culturais
adotadas na propriedade, mas também do material genético usado. Estes autores
relatam que, até o momento, o conceito que se tem € que o café Arabica sempre
oferece uma bebida de boa qualidade, enquanto o Robusta produz uma bebida de
qualidade inferior, mas que, com os avangos obtidos pelo melhoramento
genético, pode se obter linhagens de Arabica de alta qualidade e Robusta com
melhor bebida.

llly e Viani (1995), também ressaltam a melhor qualidade apresentada
pelo café Arabica, o qual apresenta maiores concentragbes de carboidratbs,
lipideos e trigonelina, e o café Robusta, considerado de bebida neutra, que exibe,
normalmente, teores mais elevados de compostos fendlicos e cafeina. Os autores
evidenciam também que a qualidade da bebida do café Arabica é uma
caracteristica multigénica. No cruzamento interespecifico entre Arabica e
Robusta, a qualidade da bebida tem um comportamento poligénico, sendo que,
em geral, o café Arabica melhora a qualidade do hibnido (Teixeira, Pimentel
Gomes e Cruz, 1971). Essas observagdes salientam a importincia do controle
genético das caracteristicas com vistas 4 selegdo de plantas para melhoraria da
qualidade da bebida.

A relagdo entre qualidade e germoplasma pode ser identificada através
de caracteristicas morfologicas. Como exemplo, pode-se citar que genotipos
com area foliar reduzida produzem, geralmente, cafés de boa qualidade,
possivelmente influenciada pelo mucroclima da propria planta. A reducio da
area foliar promoverd maior aeragdo, aumentando a penetragdo de Iuz,
formecendo, com isto, mais energia durante o amadurecimento do grio,
minimizando consequentemente a incidéncia de microorganismos, presemtes no
2130 cereja muito maduro (Illy e Viani, 1995). Os autores afirmam, ainda, que,
correlagbes estatisticas indicam haver interagbes significativas entre a

composi¢do quimica e a qualidade apenas quando vanas substincias ou classes
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de substincias sdo consideradas unicas, enguanto a correlagdo entre
componerntes especificos e qualidade € geralmente baixa.

Lopes et al. (2000) analisaram oito cultivares de café da espécie Coffea
arabica L. e observaram diferengas entre as cultivares testadas com relagdo aos
testes de condutividade elétrica e lixiviagido de potassio, entretanto as mesmas

cuitivares ndo apresentaram diferen¢as quanto a atividade da polifenoloxidase.

2.3.2 Efeito de adubagdes na qualidade do Café

Trabalhos que relacionam niveis e fontes de nutrientes com a qualidade
do café, sdo ainda incipientes; entretanto, diversos autores relatam que a
composigdo quimica dos grdos e a qualidade da bebida de café podem ser
influenciadas pela adubacdo de nitrogénio, fosforo, potassio, ferro, magnésio e
matéria organica (Northmore, 1965; Amorin et al., 1967, Amonim, 1968,
Amornim et al., 1973). A fertilizagdo da cultura, de uma maneira geral, afeta o
vigor da planta e, consequentemente, sua suscetibilidade a contaminagdo e
infecgdo fingica antes da colheita (Petraco, 1999).

Northmore (1965) procurou relacionar os teores de calcio, fosforo, e
potassio na semente com a qualidade total do grdo, através da avaliagdo das
caracteristicas qualitativas do grio cru, do café torrado e da bebida, e concluin
que os altos niveis de calcio e potassio nos graos foram prejudiciais a qualidade
da amostra. Em relacdo ao fdsforo, ndo houve correlacio entre os teores do
elemento no grio e a qualidade total da amostra. Blore (1965) também observou
um decréscimo na quahidade dos grao mediante a adubagido potassica; entretanto,
verificou que esta queda na qualidade pode ser controlada pela aplicagdo de
magnesio. A aduba¢io fosfatada aumentou a qualidade da bebida,
principalmente com a presenga de magnésio, que possibilitou aumento na
absorgio de fosforo (Amonm et al.,1965).

11



Com relagdo a adubagdo nitrogenada, Amorim (1967) verificou um
efeito depreciativo na qualidade do café. Qutra observagio feita pelo mesmo
autor foi que a deficiéncia em ferro no solo pode resultar em bebidas inferiores.

Através do estudo do eferto de nitrogénio, fosforo e potassio na
composigdo do grido e na qualidade de bebida do café, Amorim et al. (1973)
concluiram que maiores teores de nitrogénio e potassio do grio proporcionavam
uma bebida de pior qualidade. Cabe ressaltar que o efeito na qualidade foi
pequeno no caso do nitrogénio, ou seja, as bebidas passaram de classificacdes
entre apenas mole e mole; entretanto, os aumentos de produtividade devidos' as
adubagdes fosfatadas e nitrogenadas compensam o efeito prejudicial a qualidade
da bebida.

Os microorganismos representam uma das causas principais da redugio
da produtividade e qualidade dos produtos agricolas, no entanto, ¢ bem
evidenciado que plantas bem nutridas sdo mais tolerantes ao ataque de
microorganismos patogénicos. Marschner (1986) ressalta que os nutrentes
minerais, além dos efeitos sobre o crescimento e produtividade, afetam também
os padrdes de crescimento, a morfologia e anatomia da planta, através da
produgdo de compostos fenolicos, lignina, entre outros, e essencialmente suas
propriedades fisioldgicas e bioquimicas, como a produgio de substincias
mibitérias ou repelentes, como fitoalexinas e fendis, influenciando, desta
maneira, o nivel de resisténcia da planta a microorganismos patogénicos.

Trabalhos desenvolvidos pela EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) tém verificado que o oxicloreto de cobre 50% de
cobre metalico, pulverizado diretamente sobre os frutos, pode reduzir o café de
varrigio que se constituira em café de pior qualidade (Bartholo et al., 1989). De
acordo com o0s autores, este eferto € atribuido ao papel exercido pelo cobre sobre
o metabolismo de carboidratos, importante na fixagdo de frutos e folhas.
Zambolim e Ventura (1993) ressaltam que baixas concentragdes de cobre nas
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folhas estimulam a atividade da peroxidase, enquanto que a alta concentragdo
reduz a atividade da enzima. A redugfo na atividade da peroxidase pode resuttar
no acumulo de peroxidos. Além da peroxidase, a catalase tambem pode degradar
peroxidos. O aumento na concentragdo de cobre tem também efeito mibitério na
atividade da catalase ¢ a inibig3o destas enzimas pode acarretar no acimulo de
peroxidos, que sdo altamente bactericidas.

Becker-Raterink, Moraes e Quijano-Rico (1991) relatam existir uma
correlagdo entre concentragdes de cobre e manganés e a gualidade da bebida, em
amostras de cafés cultivados em diferentes regides de Angola. O manganés esta
relacionado com o aumento na sintese de lignina, atuando como co-fator
enzimatico nas rotas de biossintese de lignina e fendis soliveis, inibe a produgdo
de exoenzimas, como a pectinametilesterase, produzida por certos fungos para
degrada¢do da parede celular do hospedeiro, pode atuar diretamente no
crescimento de fungos que podem se associar aos grdos por toxidez direta
{Graham e Webb, 1991).

Outro elemento essencial ao desenvolvimento do cafeeiro é o zinco,
sendo fundamental na sintese de varias enzimas, na sintese do triptofano,
aminoacido precursor do AJA (actdo indolacético), responsavel pelo aumento de
volume celular ou maior desenvolvimento das plantas. Sua deficiéncia € uma das
mais generalizadas e limitantes para o cultivo do cafeeiro, e em caso de
deficiéncia acentuada, pode ocorrer a seca de ramos, de ponteiros e frutos mal
granados.

Perez (1970), citado por Povoa (1978), relata que a deficiéncia de zinco
ndo interfere apenas no crescimento de ramos e folhas, mas tambeéem no
vingamento floral, tamanho e queda precoce dos frutos.

A interferéncia do zinco na produgdo foi demonstrada por Silva e
Almeida (1970), citados por Povoa (1978), que obtiveram um aumento de 38%

na produgio pela aplica¢do de zinco em forma de pulvenzagdo foliar.
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O boro é outro microclemento essencial para as plantas, sendo
imprescindivel nos diversos estigios de desenvolvimento da planta. A
deficiéncia deste elemento pode acarretar na redugiio ou deterioragio da
qualidade da produgdo. Esta relacionado com a sintese de bases nitrogenadas,
tais como a uraci, precursora da uridina-glicose bisfosfato (UDPG).A
deficiéncia de boro resulta numa alteragio na formacio de UDPG e,
consequentemente, reducdo da formagao, translocacio e degradacio da sacarose,
aumeno na formac¢do de amido e interferéncia na formagio da parede celular
{Rémheld e Marschner, 1991).

Alguns autores relatam haver uma relagio entre deficiéncia de boro e a
conformagio da parede celular. Zambolim e Ventura (1993) relatam que frutos
de ma¢i apresentam um aumento na firmeza com crescentes niveis de boro no
fruto, até 10 ppm.

A relagdo entre o boro e a conformagdo de parede celular sugere que
este elemento pode mduzir uma maior resisténcia dos frutos ao ataque de
MiCroorganismos.

O cafeeiro € extremamente dependente deste micronutriente, sendo o
boro limitante para o crescimento em condiges de solo pobre. Sua deficiéncia

pode provocar o abortamento da florada.

2.3.3 Alteracbes qualitativas provocadas por fungos associados aos graos de
café

Trabalhos sobre a influéncia dos fungos na qualidade da bebida do café

sdo bem antigos. JA na década de 30, Camargo concluiu que o gosto ruim do

café estava associado a populaciio microbiana durante o periodo de secagem,

porém, o inicio real das vestigagdes foi realizado por Krug (1940) quando

observou, através de um exame rapido por meio de lente de bolso, que os grios
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de café seccionados apresentavam micélio de Fusarium, surgindo dai a hipotese
de serem os fungos os responsaveis pela origem dos cafés duros.

Krug (1941), em um ensaio para explicar a variagdo da qualidade do
café em duas zonas diferentes, observou que as piores bebidas sdo provenientes
de grios que apresentam maior porcentagem de microorganismos. Neste
trabalho os resultados obtidos indicaram que uma ou mais espécies de fungos
sdo responsaveis pelo mau gosto do café, especialmente os oriundos de varrigdo.
Através dos isolamentos realizados, observou-se que a porcentagem de fungos
encontrados no, interior das sementes crescia com o aumento do tempo de
permanéncia dos frutos no chdo. Entre os fungos isolados, o fungo detectado
com maior freqiiéncia foir Fusarium roseum, o qual conferia coloragdo rosea as
fendas dos grdos, sendo este um mdicativo de bebida ruim.

Trabalhando com café de terreiro, Bitancourt (1957) observou que os
fungos mais abundantes foram Colletotrichum gloesporioides, C. coffeanum,
Fusarium sp. Penicillium spp., e em menor incidéncia, Aspergillus niger.

Em estudos sobre a incidéncia de fungos em grios de café provenientes
de 31 paises produtores, foi observada porcentagem meédia de fungos variavel
entre 93,4 a 100%, nas amostras de todos os paises, em grios sem desinfestagio
superficial. No entanto, apos a desinfestagdo superficial dos grdos com
hipoclorito de sodio a 5,0%, verificou-se que a infecgdo interma era bem menor
nas amostras dos paises das Américas Central e do Sul que nos paises afficanos
e asiaticos. Fungos do género Aspergillus predominaram na microflora de 944
amostras, antes e apos desinfecgdo. Os fungos dos géneros Alfernaria e
Fusarium apresentaram incidéncia reduzida. O género Penicillium predominou
nas amostras provemientes das Ameéricas Central e do Sul (Mislivec, Bruce e
Gibson, 1983).

Observando a relagio entre a microflora do grdo beneficiado e a

classificagdo do café através da bebida, composigdo fisico-quimica e quimica,
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Carvalho et al. (1989) concluiram que as amostras de café classificadas como
bebida mole e dura apresentavam indice de infecgdo de Fusarium roseum,
Aspergillus ochraceus e A. flavus bem wferiores que os cafés classificados como
bebida riada e rio. Entretanto, apresentaram indices igualmente elevados de
Fusarium sp e Penicillium sp., ja o género Cladosporium predominou nos cafés
classificados como bebida mole e dura.

A predominancia dos géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus em
amostras de café previamente classificadas nos padrdes de “bebida rio e riada™
foi constatada por Meirelles (1990). Apenas o fungo Cladosporium sp.
predominou nos café de “bebida mole” e dura”, estes mesmos géneros também
foram constatados por Alves e Castro (1993) e Chalfoun et al. (1994). Em
trabatho semelhante, Alves (1996), estudando os principais fungos presentes nos
grios de café em diferentes localidades do Estado de Minas Gerals, constatou,
também, que Fusarium, Aspergillus niger, A. ochraceus e A. flavus,
apresentaram relagio com as piores bebidas, e o fungo Cladosporium mostrou-
se associado aos cafés de melhor bebida. Entretanto, ndo se sabe que tipo de
influéncia o Cladosporium exerce na qualidade dos grios.

Trabalhando com frutos e grios de café beneficiados, Silva et al., (1998)
encontraram os fungos Cercospora coffeicola, Cladosporium cladosporioides,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium semitectum e Penicillium spp. Dentro
do género Aspergillus, as espécies A .niger e A .ochraceus, foram as que
apresentaram maior incidéncia. Em trabalho recente, Freitas (2000) também
identificou os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium associados aos grios
de café beneficiados de varios municipios da regido sul de Minas Gerais.

As transformagfes quimicas ocorridas nos grios de café, conduzindo a
uma bebida inferior, sdo de natureza enzimatica, envolvendo polifenoloxidase,
glicosidase, lipase e proteases, sendo que as enzimas podem ser constituintes do

Proprio grio ou de microorganismos que contaminam o fruto em caso de alta
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umidade, o que facilita a multiplicagdo desses organismos e o consequente
aumento dessas enzimas (Amorim et al., 1977),

Os microorganismos que infectam os griaos de café, segundo Carvalho e
Chalfoun (1985), produzem enzimas que agem sobre os componentes quimicos
da mucilagem, principalmente sobre os agucares, fermentando-os e produzindo
alcool, que é desdobrado em acido acético, latico, butirico e outros Aacidos
carboxilicos., Ao iniciar a produgdo de acido butirico, inicia-se o

comprometimento da qualidade do café.

2.4 Composigio quimica dos grios

A qualidade do café encontra-se refacionada aos constitnintes quimicos
dos grios, que atuam como precursores de substancias responsaveis pelo
“flavor” e cor dos grios, o sabor e 0 aroma caracteristicos do café sdo devidos a
presenca e teores de diversos compostos quimicos volateis € ndo volateis, entre
eles acidos, aldeidos, cetonas, acidos graxos, aminoacidos, compostos fendlicos,
além da acdo de enzimas em alguns destes constituintes, originando, como
produto das reagfes, compostos que irdo atuar no sabor, aroma e coloragiao, na
analise sensorial (Carvalho 1997).

Os teores destes constituintes sio vanaveis durante o desenvolvimento e
maturagido dos graos, podendo diminuir ou aumentar, até atingir niveis ideais
caracteristicos do grio de café maduro. A quantidade destes compostos varia em
fungido do clima, solo, altitude, espécies, entre outros.

Chagas (1994) relata que a composigdo do grio de café cru depende de
fatores genéticos, ambientais, condigdes de manejo pré e pos colheita e da agdo
de microorganismos. Estes fatores alteram o metabolismo do fruto,
desencadeando a sintese de compostos quimicos que sdo prejudiciais &

qualidade.
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As caracteristicas de grios verdes de café que origmam bebidas
inferiores sdo: paredes celulares mais delgadas, possibilitando a liberagdo de
compostos que depreciam a qualidade (Amorim, Smuker ¢ Psiter, 1976); menor
densidade dos grios; maior presenga de agucares redutores; maior concentracio
de acido clorogénico (Amorim et al. 1973 ; Vilas Boas, Padua e Carvalho,
1999); perda da atividade de peroxidases e polifenoloxidases (Amorim ¢
Amorim, 1977); menor concentragdo de lipidios e compostos fénicos nos
bordos; maior lixiviagdo de potassio; decréscimo de material insaponivel
(Amorim et al., 1977); maior concentra¢ao de proteinas de baixo peso molecular
(Amorim ¢ Amorim, 1977; Jones e Jones, 1984).

Prete (1992) relata que a condutividade elétrica do exsudato dos grios
demonstra que quanto pior a qualidade da bebida, maiores serdo os valores
determinados. O autor determinou os valores de condutividade elétrica em
diferentes genétipos de café, e concluiu que as diferengas encontradas poderiam
ser atribnidas a composigdes quimicas distintas e diferentes velocidades de
detertoracio.

O potassio € o principal ion lixiviado, presente na membrana do grio de
café, que influencia diretamente na medida da condutividade elétrica, Assim,
quanto maior a injuria sofrida pelo grio, maior quantidade de ions de potassio €
translocada para o meio liquido. Amorim (1978) observou maior lixiviagdo em
grios de café de baixa qualidade, e concluin que estes sofreram maiores
degradagdes, consequentemente, maiores alteragdes na membrana celular.

A cafeina é um dos componentes quinucos do café mais estudados,
devido aos seus efeitos fisiologicos, principalmente como estimulante. Ocorre
livre no citoplasma, complexada com clorogenato de potassio, o qual € pouco
soluvel € encontra nesta forma alguma mobilidade entre os tecidos (Baumann et

al., 1993 citado por llly e Viani, 1995).
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Lopes (2000) também observon diferengas no teor de agiicares totais, redutores e
ndo redutores, em diferentes cultivares de uma mesma espécie.

O teor de acidez titulavel em grios de café pode vanar de acordo com os
niveis de fermentacdo que ocorrem nos grios € também com os diferentes
estadios de maturagio dos frutos, podende servir como suporte para auxiliar a
avaliagdo da qualidade do café.

Os principats acidos do café sdo o malico e o citrico, responsaveis por
uma acidez desejavel, que proporciona o sabor acido caracteristico do produto.
Nos frutos de café, podem ocorrer diferentes tipos de fermentagGes, alterando a
acidez, o sabor e o aroma (Costa e Chagas,1997).

Diferencas na acidez entre as cultivares Catuai Amarelo ¢ Mundo Novo,
foram detectadas pela OIC (1992). A acidez titulavel total em 8 cultivares de
café Arabica foi determinada também por Lopes (2000), que também detectou
diferencas estatisticas significativas .

O grio de café possui varios tipos de compostos fendlicos, sendo os
acidos clorogénicos os de maior importincia, devido a grande quantidade
encontrada no grdo (Amorim,1972). Estes acidos, de acordo com Dentam
(1985), estdo presentes na superficie do grio, associados a graxa cuticular e
também no citoplasma, ao lado da parede celular do endosperma no parénquima.

Os compostos fenolicos, principalmente os acidos clorogénicos e
caféico, exercem agdo antioxidante dos aldeidos e, geralmente, sdo produtos
secundanos em plantas. Entretanto, Clifford (1985) afirma que a concentragdo
destes compostos nos grios de café € bem maior que na maioria dos vegetais,
esta elevada concentracio faz com que estes compostos exercam outras fungdes,
além de controlar os niveis de acido indol acético na planta.

A presenca destes compostos no café, em quantidades maiores que
aquelas verificada para determinada espécie, esta associada a desvalorizagdo da

qualidade (Amorim, 1972). Os compostos fendlicos s3o os principais substratos
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para as enzimas polifenoloxidases, e encontram-se compartimentalizadas em
células intactas; no entanto, qualquer desorganiza¢io interna da célula,
promovida por injurias, faz com que enzima e substrato interajam, produzindo
quinonas reativas, que reagem com proteinas e owutras enzimas, promovendo a
sua Inativagao (Aragjo, 1990). Costa e Chagas (1997) afirmam que gualquer
condigdo adversa aos griocs, ou seja, colheita madequada, problemas no
processamento e armazenamento, faz com que as polifenoloxidases atuem sobre
os polifendts reduzindo sua agdo antioxidante sobre os aldeidos, promovendo
sua oxidagdo, resultando no detrimento do sabor e aroma do café apos torragéo.
Isto explica porque os teores de acido clorogénico em cafés classificados como
bebida “mole” sdo menores que nos cafés classificados como bebida “rio”,
“riada” e “dura”.

Em cafés brasileiros, a maior concentragio de compostos fendlicos,
como o acido clorogénico, pode ser devida ao ataque intenso do fungo Fusarium
sp., que induz a planta a alterar seu metabolismo e produzir compostos de defesa
(Amorim et al., 1973).

O teor do acido clorogénico varia entre as diferentes espécies de cafegiro
e local de cultivo; como mostra o trabalho de Smith (1963), os valores sao de
aproximadamente 10% em Coffea canephora e 7% em Coffea arabica.

A presen¢a de enzimas nos grios de café pode servir como parametro
para determinagdo de qualidade. Dentre as enzimas presentes nos grios de cafe,
a polifenoloxidase tem se destacado na determinagio de qualidade, permitindo
avalia-la de modo mais objetivo. A polifencloxidase (PFO) ¢é tambem
denominada tirosinase, fenolase, catecol oxidase, mono fenol oxidase, cresclase.

Quimicamente, 2 PFO é uma enzima cuprica que oxida os o-difendis a
quinonas. E uma enzima intracelular localizada principalmente na membrana
dos cloroplastos, participando dos processos de respiragdo celular, biossintese de

flavondides e quinonas e na defesa do vegetal, em resposta ao ataque de pragas
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¢ patogenos. Além do café esta enzima € importante na determinacio da
qualidade de frutos e vegetais estocados e processados (Whitaker, 1995).

A ativagdo da polifenoloxidase ocorre apos injiirias mecanicas ou apos o
estabelecimento da interagdo patogeno-planta, resultando na fonnaqéo de
quinonas e, consequentemente, de polimeros insoliveis que proporcionam uma
barreira que impede a evolugo da coloniza¢io do microorganismo nos tecidos
da planta hospedeira.

As primeiras evidéncias da correlagdo da atividade enzimatica da
polifenoloxidase com a qualidade do café foram relatadas por Amorim e Silva
(1968) apos observarem uma maior atividade da enzima em cafés de melhor
qualidade, indicando a menor ocorréncia de degradagbes das paredes celulares
nestes cafés.

A determinagdo da atividade da polifenoloxidase associada ao indice de
coloragdo, permitem avaliar de modo mais objetivo a qualidade do café. Este
método possivelmente, tendera a substituir o método de classificagdo usado
atualmente (Carvalho et al., 1994). Da mesma forma, Chalfoun (1996) relaciona
a atividade da polifenoloxidase, como sendo um parametro seguro para a avalia-
¢do qualitativa do café, sendo que a pior bebida pela prova tradicionalmente
usada apresenta também o menor valor de atividade de polifenoloxidase

A atividade enzimatica da polifenoloxidase foi verificada por Valéncia
Arnistizabal (1972) entre as espécies Coffea arabica L e Coffea canephora e
entre as variedades Tipica, Bourbon, Caturra e Moka. Em relagdo as espécies
observou-se acentnada diferenca na atividade enzimatica, que foi menor em
Coffea canephora, entretanto, as diferengas encontrada para as variedades da
mesma foram pequenas.

Comparando também café Arabica e Robusta, e as cultivares Mundo
Novo, Bourbon Amarelo e Catuai, Oliveira et al. (1976) detectaram diferengas

interespecificas; no entanto , nio observaram diferengas entre as cultivares.
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Determinando a atividade da polifenoloxidase em grios crus de
diferentes cultivares de Coffea arabica L., Lopes (2000) ndo encontrou

diferencas significativas entre elas.

2.5 Micotoxinas

O fato de fungos produzirem “flavors” desagradaveis ou outras
substancias e alteragdes indesejaveis em alimentos € bem relatado. Além disto,
alguns fungos tém a capacidade de sintetizar substancias quimicas, que podem
ser toxicas, quando alimentos que as contém sio ingeridos pelo homem ou
animais. Estas substincias, produtos metabolitos de fungos, sdo denominadas
micotoxinas. Apresentam quatro tipos basicos de toxidade, sendo: agudo,
cronico, mutagénico e teratogénico. Como efeito agudo tem-se a deterioragio
das fung¢Ses hepaticas e renais. Q cincer, principalmente no figado, se destaca
como © principal efeito cronico. Algumas micotoxinas podem afetar a replicagdo
do DNA, gerando efeitos mutagénicos e teratogénicos (ICMSF, 1996 b).

Estes metabolitos sdo caracterizados pela diversidade estrutural quimica
e de atividades biologicas. Espécies toxigénicas podem ser encontradas em todos
os principais grupos de fungos, sendo que os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium sao os maiores produtores(Scussel, 1998).

Cerca de 300 micotoxinas ja foram isoladas; entretanto, as toxinas
identificadas, que apresentam propriedades tdxicas acentuadas, sendo
amplamente distnbuidas em alimentos causando danos aos consumidores sio:
ergotoxina, aflatoxina, esterigmatocistina, ocratoxina, zearalenona, tricotecenos,
fumonisinas, patulina, toxinas produzidas no arroz, rubratoxina, esporodesminas,
acido ciclopiazénico e micotoxinas tremorgénicas (Scussel, 1998; Moss, 1998).

No café, a micotoxina de maior ocorréncia é a ocratoxina A {(OTA),
seguida pela aflatoxina e esterigmacistina (Naidu, 1996). Além do café essa

toxina, pode ser encomtrada em diversos alimentos, destacando-se o mikho,
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cevada, feijdo, soja, trigo, centeio e arroz, constituindo-se um sério problema de
saide publica mundial, desde que foi associada com a nefropatologia dos
Balcans, nma enfermidade renal do homem, podendo também atingir o figado e
intestino delgado (Kroogh et al.,1997). Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos
para registrar a ocorréncia de OTA em alimentos para o homem e ragdes
animais.

Regulamentacdes para a presenga de OTA em alimentos foram
propostas e adotadas por 11 paises, sendo os limites de tolerdncia variaveis de 1
a 50pg/Kg. Para o café, a Unido Européia propds o limite maximo de tolerancia

de 5 ne/Kg (Petracco, 1999).

2,5.1 Ocratoxina A em café

As ocratoxinas foram descobertas na Africa do Sul, em 1965, POT um
grupo de cientistas que isolava o fungo Aspergillus ochraceus, responsével por
efeitos toxicos em animais em laboratorio, havendo subsequentemente
identificado o0 metabolito.

Quanto a sua natureza quimica, as ocratoxinas (A, B e C ) sdo um grupo
de compostos que possuem uma 3 - fenilalanina ligada a uma 1socumarina por
ligacdo amida.

Dentre as ocratoxinas, a ocratoxina A € considerada a mais toxica, sendo
constituida por uma molécula de cloro na formula (radical R,), responsavel por
seu carater toxico, distinguindo-se da ocratoxina B por apresentar fluorescéncia
verde. A ocratoxina € & um etil eter da ocratoxina A e também apresenta
fluorescéncia verde, porém muito menos toxica (Scussel, 1998).

Ocratoxinas sdo produzidas por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium, dentre eles: A. ochraceus, A sulphureus, A.melleus, A.sclerotiorum,
A.ostianus, A. alliacius, A. petrekki e P. verrucosum (Scussel, 1998; Frisvad e
Samson, 1991; Moss, 1998).
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A primeira referéncia citada da OTA em café foi de Levi et al (1974),
que detectaram niveis de até 360 ppb em sacas de cafés com alta mcidéncia
fangica; entretanto, apenas tragos da micotoxinas foram detectados em lotes
comerciais. Posteriormente, Palo et al.(1977), citado por Petracco (1999),
avaliaram cerca de 500 amostras de café verde, sem venficar qualquer
ocorréncia da OTA: no entanto, as analises foram realizadas através de TLC
(cromatografia em camada delgada), cujos Iimites de detecgdo sdo muito altos,
sendo expressos em mg/Kg.

Ha evidéncias de que a incidéncia de fungos potencialmente toxigénicos,
associados a frutos e grios de café, esta relacionada com o manejo de cuitura e
frutos durante a fase de pré e pos—colheita (Chalfoun et al., 1994), além dos
fatores ambientais e genéticos (Fema Morales, 1990; Chagas, 1994).
Comparando a contaminagio com OTA em café Arabica e Robusta, Cantafora et
al. (1983), relataram haver diferengas entre as duas espécies, sendo o café
Robusta mais suscetivel. No entanto, Nakajima et al.(1997) sugerem que a
incidéncia da contaminagdo por esta toxina € independente das especies de café,
porém ha uma correlagdo com o local de plantio, evidenciando a influéncia
ambiental ou condigdes diferenciadas de manejo nas fases de pré e pos colheita,
nas regides em que predominam espécies distintas.

Em revisdo realizada por Pohland, Nesheim e Friedman (1992), foi
constatado que amostras de café beneficiado, provenientes de diversos paises,
apresentaram niveis maximos de contaminagdo por OTA variando de 90 a 360
ng/g. Neste trabalho, os autores constataram que, embora os fungos produtores
de OTA sejam frequentemente encontrados em alimentos, a contaminacio
depende da regido em que foram produzidos os produtos agricolas. A produgao
de micotoxina € normalmente alta quando o substrato favorece o crescimento do

fingico € o meio se encontra livre de outras espécies que podem atuar
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competitivamente com os fungos potencialmente toxigénicos, sendo que esta
condi¢do normalmente ndo ocorre (ICMSF, 1996a).

A ocorréncia de ocratoxina A em cafés beneficiados tém sido relatada
por varios autores, em concentracdes que variam de 0,2 a 360 pg/Kg (Levi,
Trenk e Mohr, 1974; Tsubouchi e Udagawa, 1984; Micco, Brera e Desiderio,
1989; Sturd-Rohr et al,, 1995; Pittet et al., 1996; WNakajima et al., 1997;
Trucksess et al. 1999; Mantle e Chow, 2000).

A OTA em amostras de café torrado, e também na sua infusdo, foi
determinada por Tsubouchi (1984, 1987 e 1988), demonstrando que esta toxina
ndo se degrada durante o processo de torrefagdo. Vanos trabalhos tém sido
realizados no sentido de aprimorar a metodologia de analise para detecgdo em
café verde e torrado (Pittet, et al., 1996, Truckess et al., 1997, Nakajima et al.,
1997).

2.5.2 Fatores que influenciam a produ¢io de micotoxinas

O crescimento de fungos toxigénicos associados aos grios e,
consequentemente, a deterioragdo e a produgdo de micotoxinas, resulta de uma
interagdo complexa de varios fatores, que incluem a umidade, temperatura,
injurias nas sementes, composi¢do do substrato, microflora fingtca, predominio
de linhagens toxigénicas, intera¢do entre a populagdo de microorganismos, entre
outros (Scussel, 1998).

Normalmente a produg¢io de micotoxinas pode ocorrer se a umidade do
grio estocado aumentar de 9-16%, e a producdo maxima ocorre entre 20 a 25%
de umidade. Entretanto, a exigéncia de agua para o crescimento e a produgdo de
toxinas sdo diretamente influenciadas pelas espécies de fungos. temperatura, pH
e substrato (Naidu, 1996; Scussel, 1998)
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Nos graos de café, a umidade no final da secagem devera estar entre 11
a 12%; acima destes valores ocorre o brangueamento e aumenta o risco de
deterioracio.

A umidade relativa também € outro fator determinante para o
desenvolvimento de fungos e produgio de toxinas. E a umidade de equilibrio
entre 0 ambiente e o produto. Dependendo da umidade presente no alimento e da
umidade do ambiente, havera ganho ou perda da umudade do produto,
favorecendo ou impedindo a proliferagio de fungos.

A umidade relativa minima para o crescimento de fungos € de 70%, e a
urmidade relativa tima esti entre 80 a 85%; contudo, eles também podem se
desenvolver em UR de até 90 a 100% (Scussel, 1998).

A temperatura ¢ outro fator que afeta a produgdo de micotoxinas, sendo
amplamente variavel entre espécies. Para varias espécies de fungos, 30° C ¢ uma
temperatura satisfatoria para o desenvolvimento efetivo; entretanto, essas faixas
sdo afetadas por outros fatores, como umidade, concentragdo de oxigénio e
disponibilidade de nutrientes (Naidu, 1996).

Os fungos micotoxigénicos podem crescer em varios tipos de substratos,
que apresentam, em sua constituigdo quimica, compostos que podem estimular
ou inibir a producdo de micotoxinas. Micco et al. (1992) citam que a cafeina
pode atuar como agente protetor contra a produgdo de aflatoxina B1 em graos de
café, embora as mudas de café crescam em condigdes chmaticas favoraveis ao
crescimento do Aspergillus. A agdo inibidora da cafeina sobre os fungos
toxigénicos foi constatada também por Buchanan, Harry e Gealt (1983) e
Chalfoun, Pereira e Angélico, (2000).

Buchanan, Harry e Gealt {1981) estudando os efeitos da cafeina sobre o
crescimento dos fungos Aspergillus ochraceus e espécies toxigénicas de
Aspergillus e Penicillium, constataram que a cafeina apresentou efertos

reduzidos sobre o crescimento imicial destes fungos; no entanto, quando os



fungos entraram na fase estacionaria de crescimento, houve um decréscimo da
massa micelial, proporcional a dose de cafeina testada.

Diversas pesquisas sobre a produgdo de aflatoxina e ocratoxina A
sugerem que a cafeina pode mibir tanto o crescimento de fungos toxigénicos
comeo a produgdo de toxina, sendo que os dois processos podem ndo estar
diretamente relacionados {Buchanan, Harry e Gealt 1983). Os mesmos autores
relacionam que a cafeina exerceu inibigdo drastica no crescimento e sintese de
toxina dos fungos A. parasificus, A. ochraceus e A. versicolor. O crescimento de
P. citrinum fo1 mibido, pela cafeina, mas, a sintese da micotoxina foi apenas
retardada. Inversamente, o fungo P. urticae foi relativamente resistente a cafeina
com relagdc a Inibigdo do crescimento, mas a produgdo de patulina foi
acentuadamente suprimida pela cafeina.

A presenga de outros microorganismos também pode alterar o
crescimento e a produgio de micotoxinas. Mislivec, Bruce e Gibson (1983)
relatam que o fungo A.ochraceus ou A.parasiticus crescem junto com A. flavus
sobre o mesmo substrato, ndo afetando a produgdo de aflatoxina. Ja as espécies
de Penicillium mibiram a produgdo de aflatoxina pelo A.flavus. Esta inibigdo foi
atribuida a presenga de alguns metabdlitos estaveis produzidos pelos fungos do
género Penicillium.

Vale ressaltar também que além dos fatores mencionados anteriormente,
diferentes gendtipos de diversas espécies de plantas, podem se comportar de
maneira distinta com relagdo a microorganismos associados aos grios. Scussel
(1998) salienta que algumas variedades de grios apresentam ¢ pericarpo mais
resistente a invasdo e proliferacdo por fungos, o que dificulta a produgio de
toxinas. Além dos caracteres morfologicos dos grdos, caracteristicas como
arquitetura da planta e uniformidade de maturagdo também podem influenciar a
associacdo de fungos toxigénicos e consequente producio de micotoxinas
(Chalfoun et al., 1994).
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CAPITULO 2

EFEITO DE MICRONUTRIENTES NA POPULACAO FUNGICA
ASSOCIADA A GRAOS DE CAFE (Coffea ardbica L.),
OCORRENCIA DE OCRATOXINA A E QUALIDADE DO
PRODUTO.



RESUMO

PASIN, Liliana Auxiliadora Avelar Pereira Efeito de micronutrientes na
populagio fungica associada a grdcs de café (Coffea arabica L.),
ocorréncia de ocratoxina A e qualidade do produto. Lavras: UFLA, 2000
158p. (Tese - Doutorado em Fitopatologia)”

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de micronutrientes,
puiverizados diretamente sobre os grios na pré-colheita, na incidéncia fungica
em grios de café beneficiados do ano agricola 1999/2000, ocorréncia de
ocratoxina A e composi¢do quimica dos grios. Os nutrientes cobre, zmco,
manganés e boro, foram aplicados isoladamente e em associagdo, pulverizados
diretamente sobre os grdos desde a fase de chumbinho até a colheita. A
avaliagdo da mcidéncia fingica foi realizada quando os grios atingiram teor de
umidade em tomo de 12%, antes e apds a desinfecgdo superficial com
hipoclorito de sédio a 1%. A exteriorizagdo dos fungos foi realizada através do
método Blotter fest. A avaliagio do indice de ocorréncia baseou-se nas
caracteristicas morfoldgicas das colonias fingicas. A determinagdo da OTA foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foram
determinados os valores médios de lixiviagdo de potassio, condutividade
elétrica, atividade enzimatica da polifenoloxidase, e fendlicos totais. Os
resultados obtidos permitiram verificar que todos os nutrientes aplicados
1soladamente reduziram significativamente a porcentagem média de mcidéncia
dos fungos A. ochraceus, F. semitectum e C. cladosporioides, entretanto a
ocorréncia do fungo P. variable ndo apresentou diferengas estatisticas
significativas entre os tratamentos realizados. Apesar da ocorréncia intema do
fungo A. ochraceus ter sido relativamente elevada, em tomo de 50% na
testemunha, ndo se detectou a ocorréncia de OTA nestas amostras, sugenndo
que o café ndo é um bom substrato para a produgdo desta micotoxma.
Venficou-se valores médios mais elevados de lixiviagdo de potassio,
condutividade elétrica e fendlicos totais, ¢ menor atividade enzimatica da
polifenoloxidase nas amostras de café com maior incidéncia dos fungos
A.ochraceus, F. semitectum e C. cladosporioides, indicando que a presenga de
fungos associados aos griaos pode exercer influéncia direta na qualidade do café.

* Comité Orientador: Prof Dr. Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Dra. Sara
Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG, Prof * Dra. Vinia Déa de Carvalho - UFLA,
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ABSTRACT

PASIN, Liliana Auxiliadora Avelar Pereira. Effect of micronutrients on the
fungal population associated with coffee (Coffea arabica L.) grains,
occurrence of ochratoxin A and product quality. Lavras :UFLA, 2000
158p. (Thesis - Doctorate in Phytopathology)”

The purpose of this work was to evaluate the effect of micronutrients
sprayed directly on the grains at the pre-harvest on the fungal incidence in the
processed coffee grains of the agricultural year 1999/2000, occurrence of
ochratoxin A and chemical composition of grains. The nutrients copper, zinc,
manganese and boron were applied singly and in association, sprayed directly on
grains simce the phase green berry until harvest. The evolution of fungal
incidence was performed when the grains reached moisture content around 12%
before and after the surface disinfested with 1% sodium hypochloride. The
fungal exteriorization was performed through Blorter test method. The
evaluation of occurrence index was based on morphological characteristics of
the fungal colonies. The determination of OTA was proceeded by high
performance liquid chromatography (HPLC). The average values of potassium
leaching, electric conductivity, polyphenoloxidase activity and phenolics were
determined. The results obtained enabled at verifying that all nutrients applied
singly reduced the average percentage of incidence of the fungi Aspergillus
ochraceus,  Fusarium.semitectum and  Cladosporium  cladosporioides
nevertheless, the occurrence of the fungus P. vgriable presented no significant
statistic differences among the treatments accomplished. In spite of the mtemal
occurrence of the fungi A. ochraceus having been relatively high, around 50%,
on the occurrence of the OTA in these samples was not detected, suggesting that
the coffee 1s not a good substrate for the production of the mycotoxin. Higher
average values of potassium leaching electric condutivity na total phenolics and
less enzyme activity of the fungi A ochraceus, F. semitectum and C.
cladosporioides denoting that the presence of fungi associated with grains may
exercise direct influence on coffee quality.

* Guidance Commitee: Prof. Dr. Mario Sobral de Abren - UFLA (Major Adviser), Dra.
Séra Maria Chalfoun — EPAMIG, Prof ® Dra. Vinia Déa de Carvalho - UFLA,
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1 INTRODUCAO

O café constitui uma das principais fontes de receita para o pais; no
entanto, com 0 aumento da produgdo e melhoria da qualidade por outros paises
produtores, aliados a crescentes demandas por cafés de quahdade superior por
paises importadores, a exportagdo brasileira tem soffido quedas significativas,
refletindo diretamente nos aspectos sociais e econdmicos do pais.

Esta crescente demanda pelos paises importadores por um café de
melhor qualidade, mostra a importéncia de associar produtividade e qualidade, ja
que o café destaca-se entre os poucos produtos agricolas que tem seus pregos
baseados em parametros qualitativos, cujo valor aumenta significativamente
com a methoria da qualidade.

Dentre os aspectos que influenciam a qualidade do café, a incidéncia de
microorganismos nas fases de pré e pods colheita tem sido um dos principais
fatores envolvidos. Os fiutos estio expostos a uma diversidade de
microorganismos, tais como leveduras, fungos, bactérias, que encontrando
condigbes favoraveis para se desenvolver, infectam os pgrios. Entre os
organismos que compdem a microbiota do café, os fungos filamentosos
representam © grupo que pode causar maior dano, comprometendo,
consequentemente, a qualidade (Carvalho, 1997).

Além da influéncia direta na qualidade, certos fungos associados aos
craos, denommados toxigénicos, podem produzir substancias toxicas, ou seja,
metabolitos secundarios denominados micotoxinas, altamente nocivas a saude
do homem. A ocorréncia de micotoxinas em grios de café até entfo ndo era
considerada por falta de evidéncias cientificas. Somente recentemente, apds o
refinamento de técnicas quimicas analiticas, a presenga destes metabolitos

tornou-se evidente.
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No café, a toxina de maior ocorréncia € a Ocratoxina A (OTA) sendo
produzidas por fungos dos géneros Aspergilius e Penicillium, dentre eles:
A.ochraceus, A.melleus, A.sulphureus, P.variable, P. verrucossum (Scussel, 1998
e Moss,1998). A ocorréncia desta toxina em grios de café tem gerado grénde
preocupagdc no mercado consurmidor do produto, devido ao seu potencial
hepatoxico, nefrotoxico, teratogénico e carcinogénico (Sturder-Rhor et al.,1995),
podendo comprometer, além da saude do consumidor, a comercializagdo do
produto.

De acordo com Frank (1998), uma das altemativas viaveis para impedir
este problema sena a prevengido da contaminagdo dos grios por fungos, durante
o processo de produgio.

A presen¢a destes microorganismos e a qualidade do café dependem
diretamente dos cuidados na condugdo e manejo da cultura e dos frutos durante
as fases de pré e pos—colheita. (Souza e Carvalho,1997). Entre 1939 e 1943,
Bitancourt (1957) realizou vanos testes visando melhorar a qualidade do café,
impedindo o desenvolvimento de microorganismos, e concluiu que é possivel
melhorar a bebida do café através de pulveriza¢des. Feira-Morales (1990)
ressalta que deficiéncia nutrictonal e o uso inadequado de medidas de protegdo
contra as doengas do café conduzem a produgdo de baixos padrdes qualitativos
do produto.

Considerando ainda ¢ manejo da cultura, Petracco(1999) evidencia que
medidas de conservagdo de solo e adubagdo verde exercem impacto na flora
fungica., assim como a poda e a fertilizagdo da cultura, ja que estas medidas
aumentam o vigor da planta.

Considerando os danos causados por microorganismos nio apenas na
qualidade do café, como no aspecto de seguranga do produto, pesquisas que
visem o seu controle nas fases de pré e pos-colheita sfo ainda incipientes. Diante

destas evidéncias, este trabalho objetiva determinar o efeito de micronutrientes
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aplicados nos frutos na pré-cotheita, na incidéncia fimgica dos grdos de café
beneficiado, produgdo de ocratoxina A e a influéncia destes micronutrientes na

composigdo quimica dos graos verdes.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacio do experimento

O trabalho foi desenvolvido em lavoura da EPAMIG, safra 1999/2000,
situada no Campus da Universidade Federal de Lavras ,no municipio de Lavras,
MG, em lavoura adulta da cultivar Mundo Novo TAC-379-39, em franca
produgdo.

O sistema de cultivo adotado foi ¢ de livre crescimento com
espagamento de 4 x 1m. A lavoura ndo recebeu nenhuma pulverizagio com
micronutrientes além dos tratamentos realizados neste ensaio, assim como
pulverizagdes visando o controle fungico. Os demais procedimentos foram os
mesmos recomendados para a cultura do cafeeiro.

Testou-se o efeito de produtos quimicos a base de cobre, manganeés,
zinco e boro, pulverizados com costal manual, mensalmente, isoladamente ou
em associagdo, conforme tabela 1, diretamente sobre os frutos, desde a fase de
chumbinho, até a colheita, totalizando sete pulverizagdes.

O experimento foi instalado em blocos casualisados, cada parcela foi
constituida por 6 plantas, delimitadas por trés plantas, que ndo foram
pulvenzadas, constituindo bordaduras. Cada fileira contendo os tratamentos foi
separada por uma que ndo foi submetida a pulverizagdes.

Quando 80% dos frutos atingiram o estadio de maturagio ceregja, foram
colhidos. Para cada tratamento colheram-se 60 Kg de frutos, para posterior
secagem, em terreiro de concreto. Os frutos permaneceram no terreiro por um
periodo de 15 dias, até atingirem o teor de umidade em tomo de 12%. Apos
secagem os graos foram armazenados em sacos de papel duplo. Para analises
posteriores, as quais foram realizadas dois dias apds a retirada dos grios do

terreiro.



TABELA 1 Relagio dos tratamentos realizados no café (Coffea arabica L.) com

respectivas fontes e concentrages dos nutrientes.

Tratamentos Descri¢do
1 Cu — Oxicloreto de cobre (0,3%)
2 Zn — Sulfato de zinco (0,5%)
3 Mn — Sulfato de manganés (0,2%)
4 B - Acido Bérico (0,3%)
5 CutZn (0,3 %+ 0,5%)
6 Cu+Mn (0,3%+0,2%)
7 CutB (0,3%+0,3%)
8 Zn+B (0,5%+0,3%)
9 Zn+Mn (0,5%+0,2%)
10 Mn+B (0,2%+0,3%)
11 Cu+Zn+Mn+B (0,3%+0,5%+0,2%+0,3%)
12 Testemunha

*Pulverizagdo a alto volume (400 'ha)

2.2 Exteriorizacgio e identificagio dos fungos associados aos grios

Para identificagdo dos fungos associados aos grios, 200 graos de café
beneficiados foram coletados ao acase, de cada tratamento. Um lote de 100
gréos fol desinfectado superficialmente, apds a imersao por 1 mmuto em alcool
etilico a 70%, a fim de garantir a desinfecgdo superficial em grios com grande
infecgdo de Aspergillus e Penicillium, fungos produtores de esporos muito secos
e hidrofobicos. Em seguida, os grios foram imersos em solugdo de hipoclorito
de sodio a 1% por trés minutos. Apods a imersdo em hipoclorto de sddio, os
grios foram lavados com agua destilada e esterilizada, para a remogio do
residuo. Este procedimento permite conhecer os fungos que realmente mvadiram
os grdos. Os 100 grios restantes da amostragem realizada, ndo foram

desinfectados, permitindo, assim, conhecer a populagdo fingica externa, a qual
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representa uma fonte de moculo em potencial, durante o periodo de transporte e
armazenamento dos graos.

Os grios de cada tratamento, desinfectados e ndo desinfectados com
hipoclorito de sodio, foram distnibuidos, sob condigdes assépticas em placas de
Petri de 15 cm de diametro, contendo trés folhas de papel de filtro, previamente
esterilizadas e umedecidas com agua destilada e esterilizada. Cada placa com 25
grios foi considerada uma repetigio. Apds plaqueamento, os graos foram
incubados em cimara com temperatura de 20° C * 2 °C e fotoperiodo de 12
horas de luz, durante oito dias, até exteriorizacio ¢ desenvolvimento dos fungos
(Mazzani, 1994).

A micoflora associada aos grios foi avaliada através da identificagdo e
contagem dos fungos, examinado individualmente os grdos em microscopio
estereoscopico, apos oito dias de incubac¢do. Em alguns casos, a identificacio foi
confirada pela wvisualizagio das estruturas morfologicas dos fungos em

microscopio optico.

2.3 Analises quimicas

2.3.1 Preparo das amestras para analise quimicas

Para a realizacdo das analises quimicas, fez-se uma amostragem de 200
gramas de grio cru, de cada tratamento. As amostras foram moidas em moinho
marca Tecnal, modelo T 650, e peneiradas em peneiras de 20 mesh.
Especialmente para a avaliagdo da atividade da polifenoloxidase e acidez
titulavel total, realizou-se a extragdo imediatamente apos a moagem, para nao
haver alteracSes do material. Para as analises de condutividade elétrica e

lixiviagao de potassio, separaram-se 100 gramas de grao cru.
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2.3.2 Lixiviacio de fons de potdsssio

A determinagdo da quantidade de potassio lixiviado foi realizada em
fotometro de chama Digimed NK —2002 apos 3,5 horas de embebigao dos grios,
segundo metodologia proposta por Prete (1992).

2.3.3 Condutividade elétrica
Determinada através do método adaptado de Loeffler, Tekrony e Egli
(1988).

2.3.4 Atividade enzimatica da polifenoloxidase

A obtengdo do extrato enzimatico foi realizada através da adaptagéo do
processo de extragdo descrito por Draetta e Lima (1976). Pesados 5 g do grio
cru, adicioparam-se, a seguir, 40 ml de tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 6,0
agitando-o por 5 mmnutos, o material utilizado foi mantido sob refrigeragdo.
Apds agitagdo, as amostras foram submetidas a filtragdo a vacuo utilizando
papel Whatman n° 1. A atividade enzimatica foi determinada pelo meétodo
descrito por Ponting e Josling (1948), utilizando-se extrato de amostra sem

DOPA como branco.

2.3.5 Compostos fendlicos totais

Foram extraidos pelo método de Goldstein e Swain (1963) utilizando
metanol (50%) como extrator e identificados pelo método de Folin Denis,
descrito pela AOAC (1990).

2.4. Anilise de Ocratoxina A
As anahses foram realizadas no Laboratéorio de Micotoxinas, do
Ministério de Agricultura e Abastecimento, de acordo ¢com os métodos analiticos

de referéncia para analise de micotoxinas em produtos e subprodutos e derivados
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de origem vegetal, publicadas no Diario oficial. Os procedimentos analiticos
desta metodologia sdo baseados nos descritos por AOAC (1990) e Nakajima et
al. (1990).

Utilizou-se a metodologia analitica para a determinagdo da ocratoxina A
(OTA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE /HPLC). Esta
metadologia fundamenta-se na extragdo da ocratoxina A pela solu¢io de
metanol: bicarbonato de sodio; purificagio do extrato por coluna de
immoafinidade; separagio do extrato purificado por CLAE; detecgio e
quantificagiio. O limite de detecgdo foi de 0,01 ng/g. |

De cada tratamento foi retirado 1 Kg de grio, que for previamente
homogenizado, constituindo as sub-amostras. Apos moidas, estas foram
novamente homogeneizadas para a retirada de 25 g, os quais foram utilizados
para as analises em triplicata.

Apenas o café beneficiado foi utilizado para realizagdo das analises.

2.5 Analise estatistica

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado.

Para avaliagdo dos fungos exteriorizados pelos grdos de café cru,
utilizaram-se quatro repetigdes de 25 sementes, para todos os tratamentos.

Para a realizaciio das analises quimicas, fez-se uma amostragem de 200
gramas de grao cru, de tratamente em cada bloco.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o procedimento GLM
(General Liner Models) do sistema estatitico SAS® (Sas Institute,1992).

Os testes de hipdtese foram conduzidos através de analise de varidncia

Os dados referentes & incidéncia fingica foram previamente
transformados em +fx+ (.5 antes de serem submetidos & analise de variancia,

em razdo de nao ter havido normalidade e/ou homogenetdade dos erros.
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Os testes de comparagoes de médias, para detectar as diferengas quanto
a incidéncia fingica ¢ composi¢do quimica dos grios, foram realizados pelo
teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Populagao flingica associada aos grios

Os resultados referentes as porcentagens medias de fungos em cafés
beneficiados, submetidos a diferentes tratamentos com micronutrientes, em
grios desinfestados e nio desinfestados com hipoclorito de sddio a 1%, sdo
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Observa-se que as espécies fingicas associadas
aos grios de café estio incluidas nos géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium e Cladosporium, o que esta de acordo com o verificado por Meirelles
(1990}, Alves (1996) e Freitas(2000).

A testemunha foi o tratamento no qual se observou maior incidéncia de
todos os géneros de fungos; entretanto, ndo se detectaram diferencgas estatisticas
significativas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, entre a testemunha e
alguns tratamentos, para todos os fungos. Isto foi verificado tanto para os grios
desinfectados como para os ndo desinfectados superficialmente (Tabela 2,3).



TABELA 2 Porcentagem de ocorréncia de fungos em grios de café beneficiado,
nio desinfestado com hipoclorito de sédio e pulverizados com
micronutrientes. UFLA — Lavras (MG), 2000

Tratamentos  Cladosporium  Penicillium  Fusarium  Aspergillus

cladosporigides variable semitectum  ochraceus
Cu 68 b 72 a 33 ¢ 5 cd
Zn 68 b 73 a 33 ¢ 6 cd
Mn 71 b 71a 38 ¢ 8 cd
B 6% b 72 a 41 ¢ 10 cd
Cu+Zn 87 ab 64 a 58 ab 26 cd
Cu+Mn 66 b 63 a 58 ab 18 cod
Cu+B 70 b 58a 66 ab 15 cd
Zn+Mn 83 ab 73 a 65 ab 22 cd
Zn+B 73 ab 83a 47 be 20 cd
Mn+B 84 ab 79a 55 ab 42 be
Cu+Zn+Mn+B 88 ab 70a 68 ab 83a
Testemunha 94 a 8la 79 a 84 a

Médias com a mesma letra na coluna, sfo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Verificou-se menor incidéncia do fungo Aspergillus ochraceus para
todos os micronutnientes aplicados isoladamente, sendo as pulverizagées com
cobre e zinco as mais efetivas no controle da incidéncia deste fingo; isto pode
ser constatado na Tabela 2. Entretanto, quando os micronutrientes foram
aplicados em associagdo, os resultados ndo foram satisfatdrios, principalmente
quando todos os fertilizantes foram aplicados associados em solugio (Tabela 2).

O cobre € componente de diversas moléculas protéicas como:
plastocianina, peroxidases e protemas, que dentre varias fungdes, oxidam

monofendis a difendis e promovem a formac¢do de radicais mesoméncos,
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fenolase, que participa da monooxigenagao de monofendis e cataliza a oxidagdo
de o difendis para o quinonas e lacase (Marschner, 1986).

Desta forma, no tocante a tolerdncia das plantas as doengas, o cobre
pode exercer efeitos diretos sobre os fungos ou indiretos agindo sobre os
proprios mecanismos de resisténcia do hospedeiro. No primeiro caso, a
influéncia desse micronutriente esta relacionada com sua capacidade
fungistatica, que tem sido amplamente demonstrada por varios pesquisadores
(Graham, 1983; Bell,1989).

De maneira geral, os mecamismos de controle de fungos pelo cobrer
podem ser devidos a toxidade direta, provocando a desnaturagao de proteinas;
participagao direta na sintese de lignina, reconhecida barreira a penetragio de
microorganismos (Graham e Webb, 1991).

Além de participar da sintese de lignina, o Mn também pode exercer
uma imbig¢do direta no crescimento fingico, em certas concentragdes, podendo
atmgir niveis toxicos para o fungo (Graham e Webb, 1991). Neste trabalho,
pode-se verificar também uma redugdo na porcentagem de incidéncia do fungo
A.ochraceus quando se aplicoun sulfato de manganés a 0.2%.

Becker-Raternink, Moraes ¢ Quijano-Rico (1991) relatam existir uma
correlag@o entre as concentragdes de cobre e manganés e a qualidade da bebida;
a methor qualidade da bebida em fun¢do destes micronutrientes pode ser
atribuida a redugdo da incidéncia de fungos associados aos grios, ja que a
ocorréncia de fungos nas fases pré e pos-colheita ¢ um dos prncipais fatores que
mfluenciam a qualidade.

Apesar do fungo Aspergilius ochraceus ser enquadrado no grupo de
fungos xerofilicos, ou seja, capazes de atnar sobre grios e sementes em
atmosfera relativamente seca, desfavoravel aos fungos de campo, e serem
saprofitas e oportunistas, provavelmente foi sensivel ao efeito fungitéxico do

cobre e manganés, mesmo a baixas concentragdes.
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O zinco € um dos elementos mais limitantes para o cultivo do cafeeiro.
Em caso de deficiéncia acentuada, pode causar a seca de ramos e ponteiros e
frutos mal granados e supostamente mais sensiveis a associagdo com
microorganismos. Neste estudo, pode-se observar que a aplicagio de sulfato de
zinco a 0.5% reduziu a incidéncia do fungo 4. ochraceus.

O boro também participa no metabolismo de fendis e lignina, além de
ser responsavel pelo incremento na formagio de fitoalexinas fenédlicas em
resposta a liberagdo de borato, que se comportaria como elicitor dessas
substancias (Lewis, 1980; Graham e Webb, 1991).

A analise dos grios desinfectados com hipoclorito de sodio é relevante
para se conhecer o nivel de infestagdo de cada fungo. O fungo Aspergillus
ochraceus é um fungo saprofita e oportunista, necessitando de condigdes
favoraveis para mfectar o interior dos gridos de café (Samson et al, 1995)
Verificando as tabelas 2 e 3, observa-se que a presenca extema aos grdos é
malor que a interna, no entanto, para o fungo Aspegillus ochraceus, os indices de
contaminagdo intema e extema foram relativamente equivalentes. Verificou-se
contaminagdo intema para todos os fungos detectados nos grios ndo
desinfectados.

Pode-se verificar, também, que o comportamento com relagdo aos
tratamentos com micronutrientes foi semelhante, nos grios desinfectados e nio
desinfectados, com hipociorito (Tabelas 2 e 3), ou seja, quando se pulverizaram
apenas os nutrentes isoladamente houve menor indice de infestagdo de A.

ochraceus.
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TABELA 3 Porcentagem de ocorréncia de fungos em grios de café beneficiado,
desimfestado com hipoclorito de sodio e pulverizados com
micronutnientes. UFLA — Lavras (MG), 2000

Tratamentos Cladosporium Penicillium  Fusarium Aspergillus

cladosporioides  variable semitectum  ochraceus

Cu 16,0 b 22,0a 14,0 ¢ 40¢
Zn 11,0b 230a 12,0 ¢ 50c¢
Mn 150b 21,0a 15,0 ¢ 3,0c

B 17,00b 22,0a 120¢ 9,0¢
Cut+Zn 32,0ab 260 a 28,0b 3500
Cu+Mn 36,0ab 220a 2800b 11,0¢
CutB 36,0a b 26,0a 36,0ab 120c¢
Zn+Mn 38,0ab 220a 340ab 150 ¢
Zn+B 360ab 22,0a 36,0ab 200bc
Mn+B 32,0ab 26,0 a 31,0ab 3200
Cut+Zn+Mn+B 480a 220a 290ab 440 a
Testemunha 44,0a 26,0a 36,0ab 48 a

Meédias com a mesma letra na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A incidéncia dos fungos Cladosporium cladosporioides e Fusarium
semitectum em resposta as pulverizagdes com micronutrientes foi semelhante a
incidéncia de Aspergillus ochraceus. Todos os micronutrientes aplicados
1soladamente diminuiram significativamente a incidéncia destes fungos; no
entanto, para ¢ fungo Penicillium variable, isto ndo foi venficado. Pode-se
constatar, pela analise dos resultados obtidos e apresentados nas tabelas 2 e 3
que a incidéncia deste fungo ndo diferiu estatisticamente para todos os nutrientes
aplicados isoladamente ou em associagdo, sugerindo que este fungo é mdiferente

ao efeito fungitoxico destes elementos, nas concentragdes aplicadas.



3.2 Ocorréncia de Ocratoxina A

No presente estudo constatou-se a incidéncia dos fungos Aspergillus
ochraceus e Penicillium variable, conforme Figura 1, ambos citados como
produtores de ocratoxina A {Scussel, 1998). No entanto, apesar da porcentagem
meédia de ocorréncia intemma de A.ochraecus ter sido, em alguns tratamentos,
como a testemunha, e todos os micronutrientes aplicados associados, proximo a

50%, a ocorréncia desta micotoxina nio foi detectada (Tabela 4).

Bl A.ochraceus
B P.variable

% de Incidéncia de fungos

FIGURA 1 Porcentagem média de ocorréncia intema de fungos potencialmente
produtores de OTA, em amostra de café beneficiado, submetidas a
pulverizagdes com micronutrientes, safra 1999/2000.Lavras-MG,
UFLA,2000.



TABELA 4 Ocorréncia de Ocratoxina A (OTA) em amostras de café
beneficiado submetidos a pulvenizagio com micronutrientes.

UFLAMG), 2000.

Tratamentos DET. ((ug/Kg)
1 ND
2 ND
3 ND
4 ND
5 ND
6 ND
7 ND
8 ND
9 ND
10 ND
11 ND
12 ND

Levantamentos realizados em amostras de café para a detecgdo da
ocorréncia de micotoxinas demonstraram que a fregiiéncia de contaminagio €
extremamente baixa e quando a toxina € encontrada, o nivel de contaminagdo €
baixo (Tsubouchi et al,, 1987; Levi, 1990; Mantle e Chow, 2000). Segundo
Scussel (1998), varios fatores influenciam o desenvolvimento destes fungos e a
produgdo de metabdlitos toxicos. Dentre esses fatores destaca-se a composigdo
quimica do substrato. O baixo nivel de contaminagdo por fungos potencialmente
toxigénicos tem sido atribuido ao efeito mibidor da cafeina sobre a produgdo de
micotoxinas (Buchanan, Harry e Gealt, 1983),

Chalfoun, Pereira e Anggélico (2000) relatam que a cafeina pode exercer
uma atividade bioldgica contra uma variedade de fungos, inclusive os
toxigénicos. Neste estudo, o fato da contaminagio interna ter sido mferior a

contaminagdo externa sugere que a cafeina possa ter exercido um efeito imtbidor
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no crescimento destes fungos, inibindo, consequentemente, a produgao da OTA.
Entretanto, alguns relatos indicam alta contaminagdo interna de fungos
toxigénicos em amostras de café, sendo também detectada ocratoxina A em
niveis superiores aos propostos pela Unmido Européia (Truckess et al., 1999;
Urbano et al., 2000, Leoni et al., 2000), indicando que outros fatores, além da
composi¢do do substrato, podem influenciar a ocorréncia de fuimgos toxigénicos
e producdo de micotoxina,

Dentre os fatores que favorecem o desenvolvimento fingico, ressalta-se
temperatura, umidade relativa, conteiido de umidade, predominio de linhagem
toxigénica, composi¢do do substrato e competigdo microbiana (Scussel, 1998;
Moss, 1998). Isto sugere que, nas condigdes deste estudo, todos esses fatores
podem ter contribuido para uma menor infestagio imterna dos fungos
toxigénicos, e a inibi¢do da produgdo de ocratoxina A, e ndo apenas o efeito da
cafeina, ja que em alguns casos, estes fungos podem infectar grios de café e

produzir micgtoxinas.

3.3 Avaliaciio dos efeitos dos micronutrientes na composicdo quimica dos

griaos de café cru

3.3 1 Lixiviagao de potassio

Pela analise dos resultados apresentados na tabela 5, pode-se verificar
que houve diferengas significativas entre os valores referentes a lixiviagdo de
potassio (ppm), dos grdos provenientes de amostragem, nos diferentes

tratamentos,
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TABELA 5 Valores médios de lixiviagdo de Potassio de grios beneficiados
verdes de café (Coffea arabica L.) , submetidos a pulverizagdo com
micronutrientes. Lavras-MG, UFLA, 2000.

Fratamentos Lixiviacio de K' (ppm)
Testernunha 5484 a
Cu+Zn+Mn+B 5088 b
Zn+Mn 5006 b
Mn+B 4983 b
Cut+B 4891 be
Zn+B 48.79 be
Cut+Zn 4641 cd
Cu+Mn 4641 cd
B 45.83 d
Cu 42.82 e
Zn 42.62 e
Mn 42.03 e
CV. (%) 245

Meédias com a mesma letra na coluna, sfo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
5% de probalidade.

A maior lixiviagdo de potassio ocorreu nos grios nio subinetidos a
pulverizagdes e apresentou diferengas estatisticas significativas das demais.

Amorim (1978), realizando testes de lixiviagdo de Potassio, com o
objetivo de avaliar a integridade da membrana, encontrou maiores indices de
lixiviagdo em cafés de pior qualidade. Isto vem indicar que os cafés que tiveram
deterioragdo da qualidade apresentaram suas membranas afetadas. O autor
afirma, ainda, que as membranas sd3o as primeiras a serem afetadas pelas

condi¢Ges adversas ao café. Consequentemente ocorrem desorganizacdes no
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mterior da célula, indicando que qualquer fator ambiental que altere a estrutura
da membrana provocara a deterioragio mais rapida do gréo.

E comum ocorrerem danos mecanicos nos grios ndo apenas durante a
fase de processamento, mas também na fase de pré e poés-colheita, devido ao
ataque de insetos e infecgbes microbianas (Carvalho, Chagas e Souza, 1997).
Neste estudo, o maior valor de lixiviagd3o de potassio, coincide com o tratamento
em que foi verificada maior incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus,
Cladosporium, Fusarium, o que estd de acordo com o relato de Carvalho,
Chagas e Souza (1997), que relacionam infecgdes microbianas como um
relevante fator na alteragdo da estrutura das membranas. Uma vez rompida a
estrutura da membrana, ha wn maior contato entre as enzimas e componentes
quimicos e entre 0s proprios componentes intra e extracelulares, o que acarreta
reagdes na composi¢do, e consequentemente, na qualidade dos graos.

Os tratamentos que apresentaram menores valores de hixiviagao foram as
amostras nas quais se pulverizaram os nutrientes isoladamente, sendo verificado,
nestes, menor incidéncia fingica. Este fato confirma a relagdo existente entre
infecgBes por microrganismos, alteragdes na estrutura da membrana e lixiviagdo
deX".

3.3.2 Condutividade elétrica

Através dos resultados apresentados na tabela 6, para a condutividade
elétrica (W/S/g) dos grios dos diferentes tratamentos com micronutnentes
avaliados, observam-se diferencas significativas entre os tratamentos.

O tratamento no qual ndo se utilizou nenhum micronutriente, seguido
pelo tratamento no qual todos os micronutrientes foram aplicados em
associagdo, foram os que apresentaram maiores valores de condutividade elétrica

e todos os nutrientes aplicados isoladamente apresentaram menores valores.



TABELA 6 Valores médios de condutividade elétrica de grios beneficiados de

café (Coffea arabica 1.), submetidos a pulverizagio com

micronutrientes. Lavras-MG, UFLA, 2000,

Tratamentos Condutividade elétrica(u/S/g)
Testemunha 26593 a
Cu+Zn+Mn+B 25426 a
Zn+Mn 210.19b
Mn+B 209.58 b
Cu+B 20322b¢
ZntB 19634 cd
Cu+Zn 187.60de
Cu+Mn 186.75d e
B 184.35d e
Cu 18124 ¢
Zn 181.20e
Mn 15623 ¢
C.V. (%) 2.56

Meédias com a mesma letra, na coluna, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
5% de probalidade.

Pela analise dos resultados obtidos, pode-se verificar que ocorre uma
relagdo positiva entre a lixiviagdo de K+ e condutividade elétrica, sendo que
maroes valores e wondutividede ddirca foram encomttedos em EIROE gue
sofreram maior lixiviagdo de potassio. Esse resultado confirma o que foi
verificado por Prete (1992), que relata ser o ion potassio o lixiviado em maior
quantidade e que apresenta uma relagdo com a condutividade elétrica, com
r2=0.99.

Estes resultados também evidenciam que procedimentos adequados nas

operagdes de colheita e pds-cotheita, ataque de microorganismos, entre outros,
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influenciam diretamente a qualidade do café, considerando que tais injurias
podem promover no grao. Diante disto, pode-se sugenr que os melhores cafés
seriam provenientes de melhores condigdes de cultivo e processamento.
Considerando que quanto maior a intensidade dos danos celulares, maior
a facilidade de penetragio e difusdo de agua, e que todos os tratamentos foram
conduzidos nas mesmas condigdes de manejo, acredita-se ter havido uma
vaniagdo das membranas celulares nos graos avaliados, que pode ser devida a
uma maior incidéncia fimgica apresentada em alguns tratamentos, facilitando a

translocagdo de ions citoplasmaticos para o meio liquido.

3.3.3 Atividade da polifenoloxidase

Os resultados referentes a atividade da polifenoloxidase (wmin/g de
amostra), determinada em graos crus submetidos a pulverizagdes com diferentes
micromitrientes, estdo apresentados na Tabela 7.

A atiidade da polifenocloxidase apresenta faixas de vanagdes que
separam os cafés em quatro classes distintas, sendo bebida mole, apenas moie,
dura, riada e no. (Carvalho et al., 1994) Neste estudo, pode-se observar que os
diferentes tratamentos diferiram significativamente, sendo o tratamento em que
ndo fol aplicado nenhum dos produtos o que apresenton menor atividade desta
enzima, se enquadrando de acordo com classificagio proposta por Carvalho et
al., {(1994), no padrdo de bebida dura. Venficou-se maior atividade enzimatica
da polifencloxidase quando foram pulverizados os micronutrientes
isoladamente,  sendo as amostras classificadas no padrio mole segundo a
classificagdo de Carvalho et al (1994), seguidas pelas associagdes de mutrientes,
quando dois nutrientes foram aplicados em solugdo, nas quais o Cu estava

presente, apresentando padrdo apenas mole.
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TABELA 7 Atividade enzimatica da poiifenoloxidase (u/min/g de amostra) de
graos beneficiados verdes de café (Coffea arabica L.), submetidos a

pulverizagdo com micronutrientes. Lavras-MG, UFLA, 2000.

Tratamentos Atividade enzimafica da polifenoloxidase
(w/min/g de amostra)
Cu 6533 a
B 64.74 ab
Mn 64.57 ab
Zn 64.50 ab
Cu+B 64.48 ab
Cu+Zn 64.16 ab
Cu+Mn 63.57 be
Zn+B 62.73 od
Mnt+B 6237 cod
Zn+Mn 6217 d
Cu+Zn+Mn+B 61.83 e
Testernunha 60.66 e
C.V. (%) 0.82

Me¢édias com a8 mesma letra, na coluna, sio estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
5% de probalidade

Segundo Amorim e Silva (1968), os compostos fendlicos,
principalmente os acidos clorogénico e caféico, exercem uma fungdo protetora,
antioxidante dos aldeidos, quando ocorre qualguer condicdo adversa, incluindo
a incidéncia de microorgamsmos associados aos grdos. As polifenoloxidases
agem sobre os polifendis diminuindo sua agdo antioxidante sobre os aldeidos,
facilitando a oxidagdo destes, simultaneamente ocorre a produgdo de quinonas,
que agem como substrato imibidor da ag¢do da polifenoloxidase.
Consequentemente, cafés de pior qualidade tém baixa atividade da
polifenoloxidase.
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Neste estudo, a maior ocorréncia dos fungos dos géneros Aspergillus e
Fusarium foi verificada nas amostras que apresentaram menor atividade desta
enzima, confirmando o que foi verificado por Carvalho et al. (1989) e Alves
(1996), segundo os quais a micoflora de griaos de cafés beneficiados e
classificados quanto a bebida apresentaram variagdes na composi¢do ¢ indice de
infeccdo. Qs cafés de bebida tipo mole e dura apresentaram as espécies
Fusarium sp., Aspergillus ochraceus e A. flavus em quantidade bem inferior a
dos cafés classificados como bebida * riado™ e * ri0”.

Estes resultados comprovam que a menor asscciagdo de fungos do
género Aspergillus e Fusarium nos grios de café, exerce influéncia direta na
qualidade do café, ja que estes microorganismos podem acarretar uma alteragio

na composigdo quimica do grio.

3.3.4 Fenodlicos totais

Os resuttados referentes aos fendlicos totais (%) no grio de café cru
estio apresentados na tabela 8. O contraste entre os valores médios da
porcentagem de fenolicos totais do tratamento testemunha (sem pulverizagdo) e
os valores médios dos demais tratamentos foi significativo (Tabela 8),
evidenciando que njurias provocadas nos grios pela maior incidéncia fingica,
verificada neste tratamento, podem ter exercido influéncia direta na porcentagem
destes compostos.

Enzimas ¢ seus principais substratos, compostos fenolicos, encontram-se
compartimentalizados em células intactas; entretanto, diante de qualquer
desorganizagdo interna da célula, promovida por injiirias, enzima e o substrato
interagem produzindo quinonas reativas, as quais reagem com proteinas e outras

enzimas, sendo ent3o inativadas (Araujo, 1990).



TABELA 8 Valores médios de fendlicos totais de grios beneficiados verdes de
cafe (Coffea arabica L.), submetidos a pulvenzagio com
micronutrientes. Lavras-MG, UFLA, 2000.

Tratamentos Fendlicos totais (% MS)
Testemunha 774 a
Cu+Zn+Mn+B 724 b
Zn+Mn 711 b
Mn+B 7.06 b
Zn+B 6.91 be
Cut+Mn 6.59 ¢
Cu+Zn 650 «cd
Cu+B 6.42 de
Mn 6.32 de
Zn 6.24 de
B 6.15 e
Cu 6.12 e
CV. (%) 2.55

Meédias com a mesma letra, na coluna, sfo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey a
3% de probalidade

A presenga desses compostos no café em quantidades maiores que
aquelas verificadas para determinada espécie, € associada 3 desvalorizacio da
qualidade (Amorim, 1972). Os resultados deste estudo podem indicar que a
maior ocorréncia dos fungos Aspergillus ochraceus e Penicillium variable esta
relacionada com o aumento dos fendlicos totals, ocasionando,
consequentemente, a depreciagio da qualidade dos grios .

Dentre os compostos fenolicos encontrados nos graos de café, os acidos
clorogénicos sdo os de maior relevancia, devido & quantidade encontrada no

grao. Os resultados evidenciados neste trabalho refor¢am o que foi sugerido por
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Amorim et al. (1974), segundo o qual teor do acido clorogénico é mais elevado
em cafés de qualidade inferior em decorréncia do ataque do fungo Fusarium
sp., indicando que os danos mecdnicos e quimicos induzem a produgdo de

maiores quantidades de compostos fenolicos.



4 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi desenvolvido este trabalho e baseado nos

resultados obtidos, conclui-se que:

1)

2)

3)

4)

3)

Todos os micronutrientes (Cu, Zn, Mn e B), aplicados isoladamente, foram
efetivos na redugdo da incidéncia dos fungos Aspergillus ochraceus,
Fusarium semitectum, Cladosporium cladosporioides. Entretanto, quando
estes foram aplicados em associagdo, este efeito nio foi verificado,

especialmente quando todos foram aplicados em conjunto.

Os micronutrientes nao reduziram a porcentagem meédia de ocorréncia do

fungo Penicillium variable, mesmo quando aplicados isoladamente.

A contaminagdo interna dos grios de café beneficiado foi inferior a extemna,

para todos os fungos observados

A ocorréncia de ocratoxina A ndo foi verificada em nenhuma das amostras
analisadas, mesmo nas condigdes em que a porcentagem média ocorréncia
interna do fungo Aspergillus ochraceus foi relativamente elevada, ou seja,

em tomo de 50%.

Os valores médios de lixiviagio de potassio, condutividade elétrica e
fenolicos totais foram maiores nas amostras em que a incidéncia dos fungos
Aspergillus  ochraceus,  Fusarium  semitectum e  Cladosporium

cladosporioides fol maior.
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6) A atividade enzimatica da polifenoloxidase foi menor nas amostras em que
a ocorréncia média dos fungos Fusarium semitectum, Aspergillus ochraceus

¢ Cladosporium cladosporioides foram mais elevadas.
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CAPITULO 3

FUNGOS ASSOCIADOS AOS GRAOS DE CAFE(Coffea arabica L.)
PROCESSADOS POR V1A SECA E UMDA EM DIFERENTES
CULTIVARES



RESUMO

PASIN, Liliana Auxiliadrora Avelar Pereira. Fungos associados aos grios de
café (Coffea arabica 1) processados por via seca e umida em diferentes
cultivares. Lavras: UFLA, 2000. 158p (Tese - Doutorado em Fitopatologia) "

O objetivo deste trabalho foi verificar a microflora associada interna e
externamente aos grio de café nas cultivares. Catuai Amarelo, Mundo Novo,
Acaia, Rubi e Icatu, processadas pelas vias seca e imida e detectar a ocorréncia
de Ocratoxina A nestas amostras. Frutos de café foram colhidos de 5 cultivares
distintas na Fazenda Experimental da EPAMIG, situada no municipio de
Lavras/MG no ano agricola 1998/99. Parte dos frutos coletados de cada cultivar
foi imediatamente despolpadas, para posterior secagem no terreiro. A outra parte
foi conduzida até o terreiro de concreto, onde permaneceu até atingir o teor de
umidade em tomo de 12%. A avaliagdo da incidéncia fungica foi realizada antes
e apos desinfecgdo superficial com NaOCl a 1%. O procedimento para
exteniorizagdo dos fungos foi o método Blotter test. A determinagio da OTA foi
realizada por HPLC. Os resultados obtidos permitiram verificar que o fungo /.
semitectum foi identificado apenas na cultivar Mundo Novo, e F. equiseti foi
identificado nas demnais, nio havendo diferencas significativas entre elas. Foram
isolados dos grios das amostras trés espécies do género Penicilium, sendo:
P.rugulosum na cultivar Rubi, P.fiumiculosum na cultivar Icatu e P.variable nas
demais. A cutivar Acaia apresentou maior incidéncia do fungo P.variable,
seguida por Mundo Novo e Catuai. A ocorréncia de 4. ochraceus nio diferiu
entre as cultivares processadas pela via seca. Nas amostras de café despolpado,
houve maior incidéncia deste fungo na cultivar Icatu, ndo havendo diferenca
entre as demais. A ocorréncia de A. miger nio apresentou diferengas entre as
cultivares. As cultivares processadas pela via seca ndo apresentaram diferencas
para o fungo C. cladosporioides. A cultivar Icatu, quando processada via imida
apresentou menor ocorréncia, diferindo estatisticamente das demais. A menor
porcentagem média de ocorréncia nas amostras despolpadas ndo foi verificada
para todas as espécies filngicas detectadas nas amostras. A contaminagio intema
para todas as espécies fingicas detectadas foi significativamente inferior a
contamina¢do extema. A contaminagdo interna dos grios pelos fungos
toxigénicos foi muito pequena. A ocorréncia de OTA foi verificada apenas em
uma cultivar processada pela via tmida, em nivel bem abaixo do limite proposto
pela Uméo Européia.

* Comité Orientador : Prof . Dr. Mério Sobral de Abren — UFLA (Orientador), Dra. Sara
Maria Chalfoun de Souza- EPAMIG, Prof * Vinia Déa de Carvalho — UFLA.



ABSTRACT

PASSIN, Liliana Auxiliadora Avelar Pereira. Fungi associated with coffee
(Coffea arabica L.) processed dry and wet via on different cultivars.
Lavras : UFLA, 2000. 158p. (Thesis - Doctorate in Phytopathology ). ™

The objective of this work was at verifying the mycoflora associated
both intemally and extemally with coffee grains on the cultivars, Catuai
Amarelo, Mundo Novo, Acaia, Rubi, Icatd processed by the dry and wet via and
detect the occurrence of ochratoxin A in these samples. Coffee fruits were
harvested from 5 distinct cultivars on the EPAMIG experiment farm, situated in
the town of Lavras /MG in the agnicultural year 1998/1999. A part of the fruits
collected from each cultivar was readily pulped for further drying on the flat.
The other part was carried to the concrete flat open terrace where it remained
until they reached moisture content around 12%. The evaluation of the fungal
incidence was performed before and after surface disinfection with 1% sodium
hypochloride. The procedure for exteriorization of fung: was the Blorter rest
method. The determination of the OTA was accomplished by HPLC. The results
obtained enabled to verify that the fungus Fusarium semitectum was identified
only on the cultivar Mundo Novo and Fusarium equiseti was identified on the
others, there being no significant differences among them. From the grains of the
samples were 1solated three species of the genus Penicillium, namely,
P. rugulosum on the cultivar Rubi, P. fumiculosum on the cultivar Icatu and
P. variable on the others. The cultivar Acaia presented the highest incidence of
the fungus P. variable followed by Mundo Novo and Catuai. The occurrence of
A. ochraceus did not differ among the cultivars processed by dry via on the
pulped coffee samples, there was a greater incidence of that fungus on the
cultivar Icatu, white no differences among the others. The occurrence of
Aspergillus niger did not present any differences among the cultivars. The
cultivars processed by the dry via did not present any differences for the fungus
Cladosporium cladosporioides. The cultivar lcatu, when processed wet via
presented decreased occurrence of this fungus differing statistically from the
others. The lowest average percentage of occurrence in the pulped samples was
not found for all the fungal species detected in the samples. The intemal
contamination for all the fungal species was significantly less in relation to the
external contamination. The internal contamination of the grains by toxigenic
fungi was very poor. The occurrence of OTA was verified only on a cultivar

* Guidance Committe: Prof. Dr. Mirio Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Dra. Sara
Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG, Prof ® Vania Déa de Carvalho — UFLA.
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1 INTRODUCAOQ

O café ¢ um dos poucos produtos agricolas que recebe valor comercial
nao apenas pela especulagdo do mercado, como também de acordo com a
qualidade da bebida produzida. Segundo a legisiacdo vigente do Ministério da
Agricultura e Reforma Agrana, cafés classificados como estritamente mole ou
motle possuem valor agregado 30% superior aos cafés classificados como duro,
rio ou nado (Silva,2000).

A cafeicultura, para o pais, possibilita a geragio de empregos e
arrecadagdes de impostos importantes para a economia nacional. Para que haja a
continuidade de lavouras cafeeiras, € necessario produzir e produzir bem, o que
significa aumentar produtividade e melhorar a qualidade.

A qualidade do café € determinada comercialmente por caracteristicas
fisicas dos grios e organolépticas da bebida. O desenvolvimento de infecghes
microbianas nos grios de café pode comprometer tanto o seu aspecto visual
quanto o gosto e aroma. Entre os organnismos que compdem a microbicta do
café, os fungos filamentosos representam o grupo que pode causar maior dano
(Carvalho Chagas e Souza, 1997).

A associagdo de fungos filamentosos aos grios de café depende de
fatores ambientais da regido de cultivo, como umidade, temperatura, época do
ano, populagio do solo e variedade do café cultivado (Silva, 2000).

Diversas pesquisas tém procurado assegurar que a qualidade do café nio
se perca em nenhuma das etapas de seu processamento, levando a estudos de
melhoramento genético em busca de um maior vigor das plantas, associado a
maxima produtividade. Vanas linbagens de cultivares de café com importantes

caracteristicas produtivas e vegetativas tém sido desenvolvidas.
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As diferengas entre as diversas cultivares se restringem a caracteristicas
vegetativas e de produgdo, no entanto, torna-se necessario conhecer a qualidade
de diferentes cultivares, através da avaliagdo da incidéncia fingica e composigio
quimica dos grios, objetivando alcancgar melhor qualidade.

A relagdo entre a qualidade ¢ o germoplasma tem sido identificadas
através de caracteristicas morfolégicas, como por exemplo, gendtipos com area
foliar reduzida, geralmente produzem cafés de boa qualidade, possivelmente
influenciada pelo microclima da proprna planta. A redugfo da area foliar
promovera maior aeragdo, aumentando a penetragio de luz, diminuindo
consequentemente o tempo de amadurecimento e a umidade dos frutos,
atenuando a fermentago microbiana que ocorre nos frutos cergjas
demasiadamente maduros. (Illy e Viani, 1995).

Outro fator preponderante na gualidade final do produto é o
processamento dos grdos. Os grios de café apos colhidos, podem ser
processados por via seca (café em coco) ou por via umida {café despolpado).
Segundo Jones e Jones (1984), cafés processados por via seca sempre fornecem
bebidas de pior qualidade quando comparados aos cafés processados por via
umida. Dentre os fatores que contribuem para aumentar a qualidade de cafés
processados pela via umida estd a menor ocorréncia de fungos em frutos cerejas
despolpados (Carvalho, 1997).

Além da depreciagdo qualitativa em grios de café, fungos associados
aos graos podem produzir micotoxinas, substincias toxicas altamente nocivas a
saude humana,

No café a toxma de mailor ocorréncia € a ccratoxina A (OTA), sendo
produzida por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium (Moss, 1998). Em
recente encontro entre paises produtores e consumidores de café, discutiu-se a
situagdo atual da OTA em grios de café verdes, sendo sugerido, pelas
autoridades reguladoras da Unido Eurcpéia (EU), o liumite de 5 ppb. Este limite
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estabelecido podera provocar a rejeicdo de grande quantidade de café verde
importada, refletindo diretamente na economia dos paises produtores.

Entretanto, deve-se considerar que © desenvolvimento de fungos
toxigénicos, e consequente, producdo de metabolitos toxicos, depende de varios
fatores, dentre eles a variedade de café cultivada e a forma como © café €
processado (Illy e Viani, 1995; Carvalho, 1997; Silva, 2000)

Neste sentido, este trabalho objetiva verificar a contaminacio intema e
externa dos fungos associados aos grios, detectar a ocorréncia de ocratoxina A

de café em diferentes cultivares, processadas por via seca e timida.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagio do Experimento

Foram avaliadas 5 cultivares de café da espécie Coffea arabica L.,
cultivadas na area de produgido de sementes da Fazenda Experimental da
EPAMIG, localizadas no municipio de Lavras, MG (Tabela 1).

O sistema de cultivo adotado foi o de livre crescimento. As condigBes
de cultivo foram as recomendadas para a cultura do cafeeiro na regido, sendo
que todas as plantas foram conduzidas sob as mesmas condigdes de manejo.

Todas as cultivares receberam pulverizagdo com fungicida para o
controle da fermugem, exceto a cultivar “Icatu Amarelo™.

Realizou-se a cotheita quando 80% dos grios atingiram o estadio
de maturagio cereja.

Foram colhidos 30 quilos de café, da safra 1998/1999, de cada cuitivar,

constitumdo as amostras analisadas.

TABELA 1 Cultivares e linhagens de Café (Coffea arabica L) provenientss da
Fazenda Experimental da EPAMIG, no municipio de Lavras-MG.

UFLA, Lavras, 2000
Cultivar Linhagem Espacamento  Apo de Instalagfo
da lavoura

Acatia Cerrado MG 1474 3,0x0,7 1996
Mundo Novo IAC379/19 40x0,9 1993
Icata Amarelo TAC 2944 38x08 1993
Catuai Amarelo IAC-62 40x038 1993
Rubi MG 1192 30x038 1995
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Metade da amostra coletada foi processada via umida, na qual se retirou
a casca do fruto maduro através de um descascador mecanico, seguida pela
fermentagdo da mucilagem e lavagem dos grdcs. Apos a retirada da mucilagem,
os grdos foram conduzidos ao terreiro para a secagem. A outra metade fot
preparada por via seca, ou seja, os frutos foram colocados para secagem em
terreiro de concrefo, imediatamente apés a colheita.

(s grios permaneceram no terreiro até atingirem © teor de umidade de
aproximadamente 12%, totalizando 20 dias. Apds obtengdo do teor de umidade
adequado, os grios foram beneficiados, acondicionados em sacos de papel duplo
e armazenados no laboratorio de Controle de enfermidades de plantas do

Departamento de Fitopatologia da UFLA, até a realizagio das analises.

2 2 Exteriorizagiio dos fungos nos grios de café

Para venficagdo dos fungos associados aos grios utilizou-se a técnica
Blotter Test (Tempe, 1963), que consiste na distribui¢ao dos graos em placas de
Petri de 15 ¢m de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas em agua destilada ¢ esterilizada., para posterior
incubagao. Segundo Samsom et al., (1995), o plaqueamento direto tem sido
considerado a técnica mais efetiva para analise de fungos em alimentos como
grios e castanhas.

Das amostras beneficiadas de cada cultivar, processadas tanto pela via
seca quanto pela umida, foram retirados 100 grdos aleatoriamente, para posterior
distribuigdo, em condigdes assépticas, de 25 grios por placa, conforme a técnica
Blotter Tesi. Cada placa com 25 grios fol considerada uma repeticao.

Apods plaqueamento, os grdos foram incubados a 20 °C = 2 °C em
camara com fotoperiodo de 12 horas de luz negra {comprimento de onda
proximo a ultravioleta) durante oito dias, até a exteriorizagdo ¢ desenvolvimento
dos fungos (Mazzani, 1994).
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A micoflora associada aos grios foi avaliada em todas as cultivares,
processadas por via seca e umida, através do exame criterioso de cada gréo,
individualmente, em microscopio estereoscopio, apos oito dias de incubagdo.
Em alguns casos a identificagdo foi confirmada pela visualizagdo das estmtufas

morfolégicas dos fungos em microscopio optico.

2.3 Deteccfio de Ocratoxina A

Foram coletados 30 Kg de frutos de cada cultivar, sendo cothidos
aleatoriamente na lavoura, em diversos pontos. Posteriormente retirou-se 1 Kg
de cada amostra de café verde beneficiado, constituindo as sub-amostras, que
ap6s moidas, foram devidamente homogeneizadas para a retirada de 50 g para
a realizagdo da analise.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Micotoxina, do
Ministério de Agricuitura e Abastecimento, conforme metodos analiticos de
referéncia para analise de micotoxinas em produtos e subprodutos e derivados de
origem vegetal, publicados no diario Oficial de 1999. Os procedimentos
analiticos desta metodologia foram baseados nos descritos pela AOAC (1990) e
Nakajima (1990).

A metodologia utilizada para a determinagdo da OTA foi Cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com limite de detec¢do de 00,1 ng/g, sendo realizada
em triplicata.

2.4 Analise estatistica

Para analise dos fungos associados aos grios, utilizou-se o delinearnento
experimental em blocos casualizados, constando de 4 blocos, em esquema
fatorial 5X2X2, sendo as combinagdes entre as 5 cultivares, processadas por via

seca e umida, e desinfecgdo superficial dos graos com hipoclorito de sodio a 1%.
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A anahse estatistica fol realizada utilizando-se o procedimento GLM do
sistemna estatistico SAS® (Sas Institute, 1992)

Foi realizada analise de variancia para cada fungo detectado, nas
diferentes cultivares e diferentes vias de processamento.

Os testes de comparagdo de médias foram realizados pelo teste Tukey
(P<0.05). Os dados foram previamente transformados em +/x+0,5, antes de

serem submetidos a analise de varidncia, em razio de ndo ter havido

normalidade e/ou homogeneidade dos erros.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Micoflora associada aos graos

3.1.1 Contaminagdo dos grios de café por Fusarium spp

Os resultados referentes a incidéncia do fungo Fusarium semitectum e
Fusarium equiseti, detectados em amostras de cafés beneficiados, em diferentes
cultivares, processadas pelas vias secas e umidas, e associados aos grios extema
e internamente, estio apresentados nas tabelas 2, 3,4 e 5.

Verificou-se a ocorréncia do fungo Fusarium semitecturmn apenas na
cultivar Mundo Novo, tanto para as amostras despolpadas quanto para as
amostras de café em coco; observa-se também que a via de processamento nio
influenciou na incidéncia deste fungo.

O fungo Fusarium equiseti foi detectado nas demais cultivares, nas duas
vias de processamento, nio sendo, entretanto, verificado na cultivar Mundo
Novo.

Fungos do género Fusarium tém sido detectados em grios de café em
vanos trabalhos {(Carvalho et al., 1989, Meirelles, 1990; Alves, 1996, Freitas,
2000); no entanto, a maioria dos trabalhos ndo referencia a espécie em questio,
nem a cultivar avaliada.

Freitas (2000), trabalhando com amostras de café beneficiado de
diversos municipios da regido Sul de Minas Gerais, verificou que as lavouras de
Catuai e lcatu tiveram indices de severidade de contaminagdo por Fusarium sp.
menores que nas lavouras formadas por outras cuitivares, sugerindo que a
incidéncia fungica ocorre de forma diferenciada nas diferentes cultivares.

Neste estudo, as cultivares Catuai e lcatu, apresentaram porcentagem

média de ocorréncia externa em tomo de 80 % e 4 % de ocorréncia mterna,
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entretanto, ndo foram verificadas diferengas significativas (P<0.05) entre estas

cultivares e as demais (Tabelas 4 ¢ 5).

TABELA 2 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo Fusarium
semitectum em grios de café processados por via seca e umida, em

diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 0,0aA 00aA
Mundo Novo 830b A 97,0b A
Icatu 0,0aA 0,a A
Catuai 0,0a A 00aA
Rubi 0,0a A 0,0aA

Médias com a mesma letra, maiiscula nas linhas e mimiscula nas colunas, sfo
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 3 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo Fusarium
semitectum em grios de café desinfectados com hipoclorito de

sodio, processados por via seca e umida, em diferentes cultivares
UFLA --Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 0,0a A 00aA
Mundo Novo 30aA 20aA
Icatu 0,0a A 00aA
Catuai 0,0a A 00aA
Rubi 0,0aA 00aA

Médias com a mesma letra. maiiscula nas linhas e minuscula nas colunas, sfo
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).
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TABELA 4 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo Fusarium

equiseti em grios de café processados por via seca e tmida, em

diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 570aA 66,0a A
Mundo Novo 0,0bA 0,0bA
Icatu 87,0a A 74,0a A
Catuai 77.0a A 76,0a A
Rubi 74,0a A 99,0a A

Médias com a mesma letra, maiGscula nas linhas e mimiscula nas colunas, sdo

estatisticamente 1guais pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 5 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo Fusarium

equiseti em graos de café desinfectados com hipociorito de sodio

processados por via seca e umida, em diferentes cultivares UFLA —

Lavras/MG@G, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 40a A 10aA
Munde Novo 0,0a A 0,0aA
Icatu 20aA 30aA
Catuai 30aA 1,0a A
Rubi 40aA 1,0a A

Meédias com a mesma letra, maifiscula nas linhas ¢ miniscula nas colunas, sio

estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).

Varias espécies de Fusarium sdo relatadas associadas a cultura do

cafeeiro. Em germinadores e viveiro, no estadio “pahto de fosforo”, tém sido

relatadas as espécies de F.solani, Fl.oxysporum, F. equiseti, F.moniliforme e
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F. semitectum. Estas espécies mostraram-se patogénicas as cultivares de Catuai e
Mundo Novo. Portanto, sdo varias as espécies de Fusarium que podem atacar o
cafeeiro desde a fase de viveiro, de crescimento das plantas no campo até a de
frutificacdo (Zambolim et al., 1999).

Além dos sintomas causados por fungos deste género nos diversos
orgdos das plantas, sintomas de fusariose tém sido também observados no
pendinculo dos frutos tipo cereja. Inicialmente, ha um apodrecimento dos
pediinculos, que adquirem coloragdo pardo-escura. Posteriormente, a lesdo
atinge todo o fruto, secando-o totalmente, até a abscisdo. Os frutos podem ser
atacados em todos os estadios, sendo os maiores danos causados quando o fruto
em formagdo é atingido. No entanto, espécies do género Fusarium podem ser
isoladas de frutos, principalmente no estadio cereja, sem que os sintomas sejam
observados (Zambohm et al., 1999).

Neste estudo, nio se observou sintoma em nenhuma das cultivares
avaliadas, entretanto o fungo estava presente nas amostras de café. Como ndo
foram detectados sintomas de fusariose nas plantas das quais foram coletadas as
amostras, supde-se que os frutos tenham sido infectados por tubos germinativos
de conidios recém-germinados do fungo, disseminados pelo vento, respingos de
chuva ou insetos.

Acredita-se que, nas condigbes deste estudo, a ocorréncia do fungo
Fusarium semitectum apenas na cultivar Mundo Novo possa ser explicada pela
contanunagdo da lavoura, desta cultivar, casualmente apenas por conidios deste

fungo, e nio por alguma caracteristica inerente a esta cultivar.
3.1.2 Contaminagio dos grios de café por Penicillium spp

Os resultados referentes a4 porcentagem de ocorréncia dos fungos

P.ariable, P rugulosum e P funiculosum em graos de café cru beneficiado,
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desinfestados ou nao com hipoclorito de sédio a 1%, de cultivares distintas,

processadas por via seca e umida estio apresentados nas tabelas 6 a 11.

TABELA 6 Incidéncia  (porcentagem média

ocorréncia) do ﬁjhgo

P.rugulosum em grios de café processados por via seca ¢ umida,

em diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 00aA 00aA
Mundo Novo 00aA 00aA
Icatu 0,0aA 0,0aA
Catuai 0,0a A 00aA
Rubi 820b A 490bB

Médias com a mesma letra, maiiscula nas linhas e miniscula nas colunas, sdo

estatisticamente iguais peto teste de Tukey (P<0,03).

TABELA 7 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo Penicillium

rugulosum em griaos de café desinfectados com hipoclonito de

sodio, processados por via seca e umida, em diferentes cultivares

UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 0,0aA 0,0aA
Mundo Novo 0,0aA 00aA
Icatu 0,0a A 0,0a A
Catuai 0,0a A 0,0aA
Rubi 3,0aA 1,0a A

Meédias com a mesma letra, maiigscula nas linhas ¢ mimiscula nas colunas, sdo

estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).
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TABELA 8 Incidéncia  (porcentagem média de ocorréncia) do fungo
P funiculosum em grios de café processados por via seca e umida,

em diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 0,0aA 0,0aA
Mundo Novo 00aA 0,0aA
Icatu 79,0b A 90,0b A
Catuai 0,0a A 0,0a A
Rubi 00a A 0,06aA

Médias com a mesma letra, maitscula nas linhas e mimiscula nas colunas, sio
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 9 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo
P funiculosum em grios de café, desinfestados com hipoclorito de
sodio, processados por via seca e umida, em diferentes cultivares
UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acata 00aA 00aA
Mundo Novo 0,0aA 00aA
Icatu 40a A 30aA
Catuai 0,0a A 00aA
Rubi 0,0a A 0,0aA

Médias com a mesma letra, maiiscula nas linhas e minfiscula nas columas, sdo
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).
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P.citrinum, P.viridicatum e P. verrucosum associadas a grdos de café
beneficiado de diversos municipios da regido Sul de Minas Gerais; entretanto,
no presente trabalho ndo foi detectada nenhuma das espécies relatadas por este
autor, sugenindo que varias espécies de Penicillium podem estar associadas aos
grios de café. No mesmo trabalho, o autor observou que os valores medios do
indice de severidade de contaminagdo pelas espécies de Pericillium foram mais
elevados nas lavouras de Catuai e lcatu. Neste estudo, a cultivar Icatu foi a unica
em que fot verificada a ocorréncia de P funiculosum, ja a cultivar Catuai
apresentou menor incidéncia de P.variable, diferindo estatisticamente (P<0,05)
das demais.

Pode-se observar que o fungo P. rugulosum aparecen apenas na cultivar
Rubi, ja o fungo P.funiculosum foi identificado na cultivar Icatu e nas demais
cultivares verificou-se a ocorréncia de P. variable,

O género Penicillium é enquadrado no grupo de fungos denominados
fungos de armazenamento, ou seja, € responsavel pela invas&o e deterioracio das
sementes e gridos armazenados. Os fungos classificados neste grupo sdo capazes
de atuar sobre sementes ou graos em atmosfera relativamente seca, desfavoravel
aos fungos de campo (Neergarrd, 1977; Benak, 1987). Esses fungos sdo
adaptados a ambientes com baixa umidade e podem crescer em qualquer matéria
orginica que contenha grau de umidade em equilibrio com a umidade do
ambiente entre 65 ¢ 90%. Estes fungos sdo difundidos em quase todo o mundo e
estio entre os mais bem sucedidos e abundantes organismos vivos, sendo
responsaveis por contaminagdes quase que inevitavels em grios armazenados
(Christensen, 1973).

Alguns pesquisadores consideram que os fungos de armazenamento
ocorrem apenas durante esse periodo, nio estando presentes em grdos recém
colhidos ou que, se presentes, estdo em quantidade reduzida (Christensen, 1963;
Kennedy, 1964; Christensen, 1973). Nas condigdes deste estudo, os fungos do
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phawre Pemicillivin possivoimenta ge associamam 308 grics ainda co canpe. 4
que- ¢ procadiniento para exleiinicasds dests fimgos foi malizado logo apds a
sotheta. Estes fongos podent eslar asspoiadas aoe gracs na formia de mizélio
dormenie, & quando enconiram condiples fRvotave s, porminarn.

Difcrontss - espéaion do géoer Fenlottium so encootram ‘essocizdas 3
rattivares digiintas. A proprs anqurecurs worfoldgice da plasta; como of rainos
secum daTios mais ov menos shondemtes, o0 unifemidade pa matnrasio dos
trutos, pods ter tercido mfedncia dinta cu indireta na associaco de repbtiss
Cngicas adatadas em mudor ou menor g2y & detenminadas cof:ligties

Amevis do andlise dos resultados obtidos meste trabakws, pudes
werifeay guo houve diferonge estetisticamente significative ma ncidincia de
FPenteillivm spp. das amostras processadas pefas vise seca’e vrmidal Pars '/
rugulosum, verifisou-go goe as amostras da cultivar Rubi despalpans apresentou
menor mcidfncia deste fongo. A cultivar Munde Novo também spivsentou
meor iacidéucia de Foverishle no cafd processedo wia fimica, oriretamtc o
mesmo 280 foi wirificado pers g cultivar Catusi.

Qs meultacos obsormats ro presents ostudo discordam cagusles obtides
por Careelho . (195Y), depunde’ o quel ¢ desnolpamesto  rodusc
mignificat.vinints & ocormncia dos fimgos

312 Condaminagio dos grios de café por dsperg s epp

A pocentagemn média (de . ocomincia de Aspergiihs velraceus nlo
difieriu catztistcamontss cotie as Sultiveres avalindas, no caf¥ processado pels vie
saca; 1O eafante, @ oultiver Yeatu aprosarton Dokiéscia de ST, diferiade das
cemais (P00} nas amostres de caff despo’pade (Tabela 12}, A copfeminagdo
oienia deste fluigo ndo difena oobre as culiimres (Tabeig 11).

A incidéacia do fmgo Asperglivs niger iathém nfc aprosentou
vaniacios signifcativas (F<0.05) exre as cutsivarcs (Tabelas 14 015),




TABELA 12 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo
Aspergillus ochraceus em graos de café, processados por via seca

e umida, em diferentes cultivares UFLA -Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 1802 A 17.0a A
Mundo Novo 90aA 50aA
Icatu 8.0aA 500bB
Catuai 120a A 140a A
Rubi 16,0a A 19,0a A

Médias com a mesma letra, maifscula nas linhas e miniscula nas colunas, sio
eslatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0.05).

TABELA 13 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo
Aspergillus ochraceus em grios de café, desinfectados com
hipoclorito de sodio processados por via seca e umida, em

diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2600,

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 3,0aA 1,0a A
Mundo Novo 1,0a A 2,0aA
Icatu 2,0a A 3,0aA
Catuai 20aA 40aA
Rubi 40aA 3,0aA

Meédias com a mesma letra, maifiscula nas linhas e mindscula nas colunas, sdo
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).
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TAGELA 14 Incidincie  (porcontagoen  moédie. de  ocominsis) do  fuige
Aspersrillus piger eme grios de café, processsdos nor vie s6ca o

e rm— —m— G em ceEmemw e

_ E.-.._"_W:I_m — Fri caco e Swio
Acaia 2 A 0.0z A
Musde Nove 4,0a A D,0aA
lestu Al Zilta A F0a A
Catuai 1208A 50& A
l!.hh ﬂ.; !- -11 ’} AL n

mmmtwe mnmdn'l'uw (Pl 0*]

TABELA 15 Incichucia {poreeutsgers . média  de  oconéasia) do o fungo
Aspergillus miger em grdos.ce café, desinfectates com hipociorito
de ebdio, proccssedos por via, seca ¢ inuda, em diferentes
cultivaros UNLA -Lavias/MG, 2000.

e pRres (00, ool gger -H_]‘_‘.:"‘”__f. S i
Aczia _ LiaA Lis A
Munco Nove Lita A o D0ah
Tty 00 A 00a A
Catnai 00aA L0z A
. Ruba G0z A 008 A

-t s

v@mwawammmmm muﬂmwmc:ﬂmqﬁ.ﬂu
esttsticamene igeas peld teste de Tuleey (B50.05).

Avaliasdo amostrss do cafi proveniontes de Gversas ragides <o Sul de

culivares wiliadas quanlo go fndice de contaminagdo pam o8 fimgos
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A.ochraceus e A.niger, sendo mais elevados nas lavouras de Catuai e Icatu.
Neste estudo, apenas a cultivar Icatu diferiu das demais; entretanto, isto sé foi
observado nas amostras de café despolpadas.

Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus sdo descritos em Varios
relatos associados ao café (Carvalho et al., 1989, Meirelles, 1990; Alves e
Castro, 1993; Freitas, 2000). Este trabalho confirma a ocorréncia destes fungos
nos graos de café em diferentes cultivares.

Os fungos do género Aspergillus também sdo caracterizados pela
habilidade em crescer em tecidos relativamente secos de grios e sementes. Estes
fungos sdo xerofilicos, ou seja, adaptados a ambientes com baixa umidade
relativa do ar (Chnstensen e Lopes, 1963). Os saprofitas e oportunistas, como
Aspergillus ochraceus, podem tomar-se ativos mesmo em sementes e grios com
umidade abaixo de 13% (Berjak, 1987). Em uma sucessdo crescente de teores de
agua, varias especies de Aspergillus mais xerofilicas se manifestam, e aumentam
o grau de umidade e temperatura do grio em fungdo de sua atividade metabolica,
desta forma, os fungos menos xerofilicos, porém mais agressivos, se
estabelecem em detrimento dos xerofilicos (Mycock e Berjak, 1995).

Cafés processados por via seca geralmente fornecem bebidas de pior
qualidade quando comparados aos cafés processados por via umida (Jones e
Jones, 1984). A qualidade do café por este processo depende das condigdes
climaticas locais, no periodo de colheita e secagem (Lacerda et al., 1985). Na
auséncia de insolagdo e alta umidade do ar, os microorganismos tém favoravel
ambiente para o seu desenvolvimento, preduzindo metabolitos que afetam a
qualidade final através da difusdo destes da polpa para a semente (Carvalho,
1997). Com o despolpamento, a mtensidade de ocorréncia dos microorganismos
associados aos grios diminui significativamente. Neste estudo, porém, isto ndo
foi verificado, ja que a ocorréncia deste fungo ndo diferiv significativamente

quando as amostras foram processadas por via seca € umida em quatro das
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cultivares avaliadas. A cultivar Icatu apresentou maior valor meédio de
porcentagem de ocorréncia deste fungo na amostra de café despolpada,
sugerindo, portanto, que outros fatores, além do despolpamento, influenciam na
ocorréncia deste fungo. Dentre os fatores que possivelmente influenciaram a
maior incidéncia deste fungo no café despolpado, estd a menor ocorréncia do
fungo Cladosporium na amostra desta cultivar. Milsivic, Bruce e Gibson (1983)
relata haver um efeito imbitorio exercido por certos fungos em detrimento de
outros, esta inibigdo pode ser atribuida a presenga alguns metabodlitos estaveis
produzidos por certos fungos. Neste estudo alta ocorréncia de Cladosporium nas

amostras pode ter inibido o desenvolvimento do A.ockraceus. (Figura 1)

10077
904
801!

B A.ochraceus

@ Cladosporium

Acaia MN Icatu Catuai  Rubi

FIGURA 1 Incidéncia dos fungos Aspergillus ochraceus e Cladosporium sp em
amostras de café despolpado em diferentes cultivares. UFLA,
Lavras/MG, 2000.
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3.1.4 Contaminagio dos grios de café por Cladosporium cladosporioides

Os resultados referentes a incidéncia do fungo Cladosporium
cladosporioides nas amostras desinfectadas e nio desinfectadas com hipoclorito
de sodio 1%, em diferentes cultivares, processadas por via seca e umida, estdo
apresentados nas Tabelas 16 e 17.

Verificou-se que nos grio processados pela via seca, ndo houve
diferengas significativas (P <0,0,5) na incidéncia deste fungo, nas diferentes
cultivares. Nas amostras de café despolpado, apenas a cultivar Icatu diferiu das
demais, apresentando menor ocorréncia média deste fungo. Nas amostras de café
desinfestadas com hipoclorito de sodio, também ndo foram detectadas diferengas
estaticamente significativas entre as cultivares, nas duas vias de processamento.

O fungo Cladosporim sp. é citado em varios trabalhos associado aos
grio de café (Meirelles, 1990; Alves e Castro, 1993; Alves, 1996); entretanto,

nernhum trabalho relaciona a ocorréncia deste fungo em diferentes cultivares.

TABELA 16 Incidéncia (porcentagem média de ocorréncia) do fungo
Cladosporium cladosporioides em grios de café, processados por

via seca e umida, em diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG,

2000.
Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 870aA 92.0aA
Mundo Novo 92,0a A 79,0a A
Icatu 920a A 150bB
Catual 86,02 A 86.0a A
Rubi 87.0a A 920aA

Médias com a mesma letra, maitiscula nas linhas e mimiscula nas colunas, sio
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,03).
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TABELA 17 Incidéncia  (porcentagem médiade ocorréncia) do fungo
Cladosporium cladosporioides em griaos de café, desinfestados
com hipoclorito de sodio, processados por via seca e umida, em
diferentes cultivares UFLA —Lavras/MG, 2000.

Cultivares Em coco Despolpado
Acaia 30aA 20aA
Mundeo Novo 3.0aA 20aA
Icatu 50aA 40aA
Catuat 40a A 3,0aA
Rubi 4,0a A 1,0a A

Meédias com a mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula nas colunas, sdo
¢statisticamente iguais pelo teste de Tukey (P<0,05).

Carvalho (1997) relata que a elevada presenca deste fungo em frutos
nos diversos estadios de amadurecimento, entretanto com o despolpamento dos
frutos “cerejas”, a intensidade de ocomméncia destes fungos dinunui
significativamente. Neste estudo, esta redugdo so foi observada na cultivar Icatu,
evidenciando que outros fatores, além da via de processamento utilizada,

influenciam a redu¢do da porcentagem média de ocorréncia deste fungo.

3.2 Comparacio entre grios desinfestados e ndo desinfestados

A comparagdo entre os dados de cada fungo estudado esta apresentada
na Tabela 18, considerando que a desinfestagdo e ndo desinfestagdo dos grios de
cafés amostrados € essencial para se conhecer a contaminagéio do ambiente de
producio e processamento do café, assim como a intensidade de mfestagdo de
cada fungo.
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TABELA 18 Incidéncia de fungos associados aos grio de café processados por via seca, em diferentes cultivares. UFLA,
Lavras/MG, 2000

Cultivares Fusarium Fusarium Penicillium Penicillium Penicillium Aspergillus Aspergillus Cladosporium
semitectum equisefi rugulosum variable Suniculosum  ochraceus niger

ND D ND D ND D ND D ND D ND D ND D ND D
Acaid 0A O0A 57A 4B 0A O0A 95A 3B 0A 0A 18A 3B 2A 1A 87A 2B
MN 0A O0A 0A O0A oA 0A T2A IB 0A 0A 94 1A 4A 0A 92A 2B
Icatu 83A 3B B87A 2B oA 0A 0A 0B 7%A 4B 8A 2A ZA 0A  92A 4B
Catuaf 0A 0A TTA 3B 0A 0A 37A 4B 0A 0A 12A 2A 12A 1A 8A 3B
Rubi 0A O0A 74A 43 8A 4B 0A 0A 0A 0A l6A 4A 20A 0A 87A 1B

3 Mgédias mesma letra na linha, para cada fungo, so estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P< 0,05)
D- grios desinfectados com NaOCl a 1%
ND - grios desinfectados com NaOCl a 1%



Os fimgos A miger & Agehracexs sio saprdfitas e oportunistag (Samson;
et »l. 1995) mocosaitande, poranto, de condicGes favoraveis para que possam
infectar o interior dos gries. Na tzbela 18 observa-se que a comtaminatio
oaterma 208 @aos ¢ significativamente maior que a mtoma; RO entanto, spesar do
recuzada porcentaper. médis de oconineia, vrificou-se 8 contaminagio MOME
datodos os iingos detoctzdns.

Considersnco que o imite de tolorincia do mfogdo imema dos grios de
ca®® & de 5% Freitas (2000 obsorva.se qua, nas condiges deste vamide, Lodas as.
cultivates avaliadas t8m um execleie padrdic, seado que a gualidads do café
nestas cubiveras possivalmente i serd coumromectida pels presenga de fimgaos
fitamentosos normalmrde ausocados externamente 505 g1io.

3.3 Detecciin de ocraloxioa A

Das cepocios Fugicas deteciadss nas: diferstes cullivates enalisadas,
cas duas viss de processamentc wilizades, spenas os fuogos Aspereilits
ochracmi, Asporgilius miger e Penicillium vartable sio citados como produtores:
de OTA (Sturder-Roar ot al , 1565 Pitted et 51, 1906; Scussel, 1998

Pelcs rembado: apresemiacos na tebels 3 podemor wenbear 2
ocarincia da ooratoxing A em apeas wma culivar analisada, em conocuiragles
bemt abaixo do limite proposto pata © af pels Unido Buropdia, sposar da
contatogdio da ocorréacis do Amgo P vartable extemazette ter sido do 95%,
oas amostras da coliver Aczia processada vis amida, e 5096 de coomminagio
extema dc fungs Aspergiliuy ochrocess nas amostras despoipadas da cultivar
fosby, Nio se detecton 2 ocoricia de (OTA aegtas culthares, sugerindo que a
ascocigpdio de espédoies doncdganicas externaments 2os grics pdo iwplica na
siviess deste metzhdito (Tabes 16 & Figuras 2.2}
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TABELA 19. Ocorréncia de OTA em diferentes cuitivares de café beneficiado,
processado por via seca e umida ( café — despoipado/D). UFLA,

Lavras/MG 2000.

Cultivar p_g/Kg

Acaia ND
Catuai ND
Icatu ND
Mundo Novo ND
Rubt ND
Acaia /D ND
Catuai /D ND
Icata /D ND
Mundo Novo /D ND

Rubi /D 1.86

1001

B A.ochraceus

B A.niger
E P variable

% média de ocorréncia

Acaia MN Icatu  Catuai  Rub:i

FIGURA 2 Incidéncia (porcentagem meédia de ocorréncia) externa dos fungos
produtores de OTA em amostras de café cru despolpado, em
diferentes cultivares. UFLA, Lavras/MG, 2000.
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FIGURA # Incidépeiz {poromizgnn média do xonfnsia) mternz dos fuopos
produtores de OTA cm amostras do cafd wverds despolpado, em
diferontes coltivares, UFLA, Lavras/MIG, 2009,

Estes resulizdos confinmam que 3 ocoméngia o a (amoentragio Cesla
torina G dopendesde de virios fatores (Scassel, 199%; Petraceo, 1999, Chalfun,
Pervira e Avgélice, 2000), antre eles desizca-ge a conporigio quimics dus mios,
14 que ceras subsifncias, como a cafeing, poden mibir substancisiments a
produgio co nucotosinas (Bushanas, Havry e Gealt, 1987). Micco o al. (1592)
cilant gue a cafetne poou atuar como ageie prixeter contra 2 produgdio de
afistoxina B1 en griice de <2/, mesme cm condiges climéticas favoriveis 20
crescimanto do fuago procuter, O mesme pode ter ocorrido para OTA nas
conipgids deste estudo.

Chaifoun, Pereira e Angélico (2000) relstam quo & cafolna pode exercor
oA advidade biodpica contre vinds fmgos, imclusive of toxipSuicos. Mosts
trabalho, a contammagio ‘intema foi zcentuadamentn inferior 4- contaminagdo
extema do wis, Este fStc supere que a cafeina pode tor exercido um efuito
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inibidor no desenvolvimento destes fungos, inibindo a infecgio do grio
contaminado e, consequentemente, a produgdo de OTA.

Levantamentos realizados em amostras de café para a detecgio da
ocorréncia de micotoxinas demonstraram que a freqiiéncia de contamina¢do é
baixa e, quando a toxina é encontrada, o nivel de contaminagio é baixo
{Tsubouchi et al., 1987; Levi, 1990; Mantle ¢ Chow, 2000). Estes relatos
confirmam o que foi verificado neste estudo.

A baixa ocorréncia interna dos fungos toxigénicos, verificada neste
estudo, ndo confirma alguns relatos, os quais indicam alta contaminagio interna
em amostras de café, sendo também detectado OTA em niveis superiores aos
propostos pela Unido Européia (Truckess et al., 1999; Urbano et al., 2000; Leoni
et al, 2000). A alta porcentagem de ocorréncia destes fungos relatada nestes
trabalhos sugere que outros fatores, além da composigdo do substrato, podem
influir na ocorréncia de fungos toxigénicos e consequente produgdo de toxinas.

Dentre os fatores que favorecem o desenvolvimento fungico, ressaltam-
se temperatura, predominio de hohagens toxigénicas, competicdo do substrato,
competicdo microbiana e cultivares resistentes. Scussel (1998) cita que as
variedades de grdos com pericarpo mais resistente a invasido por fungos
apresentam maior Tresisténcia a penetragio e proliferagio destes e,
consequentemente, a producio de micotoxinas € dificultada ou suprimida.

Neste estudo, apenas a cultivar Icatu diferiu significativamente das
demais quanto a ocorréncia do fungo Aspergillus ochraceus; no entanto, isto foi
verificado apenas para a amostra desta cultivar processada pela via tmida. Pode-
se inferir, portanto, que outros fatores, alem de caracteristicas morfologicas
inerentes as cultivares, podem influenciar na associagdo de fungos toxigénicos

a0s graos.
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4 COMNCEVSOES

Nas condigdesem que foi desenveivido esie traba’ho ¢ com base nos

reguitacos obtidos eonclui-se que:

L)

3

£}

Foram' identificados mas amostras on fungos Fusariant semitechim. o)
Fusurium equiseii, Bxtretanto, o finge B semitectum foi isolagc apetdsida
cubivar Mdbdo Novo,

lsciaram-5e ss especies ‘P fumicuiosum apepss nas amosiras da‘cokivar
icaty, Penicillium tugulosum apenas nas amostras da cillivar: Rubi'e'F
variohie nas demais cultivares. '

A ocorténcia o Aspergitiugcohracsus Sof verificada'em todas as oultivares,
nio havende diferencas significatives owtre elas nas amositras de coff
processadas pels via seca. Nas amostras'de oafd deepolpads, & incidérciz
desie fango foi maje eiovads na caltivar Testa,

A porcentagem  mdédia de ocorénc'a de Aspergilber niger 2Bo diferiu entte

as cultivares despolpadas » om cooG. A
‘Niio se verifioamm diferengie signifoativas entre as Galfivares procossadic

pela via seca do fimgo Clagosparius cladosporividesy eatretasto, 8 caltivar
Teatu quandeo processeda via vimids, apresenton MeEnor oCOTIENGH .

A mmemor porcenizgem média de ocorréncia | nas amostras procoseadas nela

via draida, nfo foi verificads para todes as cenéoies Mngics detectadas nas
amnstras, das diferentes cultverns.

Loz |




7) A contaminagdo interna para todas as espécies fungicas detectadas neste

8)

estudo foi significativamente inferior a contaminagio externa.

A contaminagdo intema dos grios de café processados pelas vias seca e
umida pelos fungos potencialmente toxigénicos foi muito pequena. A
ocorréncia de OTA foi verificada em apenas na cultivar Rubi, processada
pela via unuda, entretanto em nivel bem abaixo do limite proposto pela

Unido Européia.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DA POPULACAO FUNGICA NAS
CARACTERISTICAS QUIMICAS POS GRAOS CRUS DE CAFE
{Coffea arabica L e Coffea canephora) EM DIFERENTES
CULTIVARES



RESUMO

PASIN, Liliana Auxiliadora Avelar Pereira Influéncia da populagdo fiingica
nas caracteristicas quimicas dos grios crus de café (Coffea arabica e C.
canephora) em diferentes cultivares. Lavras : UFLA, 2000. 158p (Tese
Doutorado em Fitopatologia)”

Este trabaltho foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia dos
fungos associados aos frutos de café nas caracteristicas quimicas dos grdos crus
de Coffea arabica L e Coffea canephora. Frutos das cultivares * Apoati,”
“Catuai Amarelo”, “Mundo Novo”, “Acaia”, “Rubi”, e “Icati”, provenientes da
safra 1998/1999, foram colhidos na fazenda Experimental da EPAMIG, no
municipio de Lavras-MG e S3o Sebastido do Paraiso-MG, constituindo as
diferentes amostras analisadas. Apos beneficiamento e secagem, os grios foram
incubados em camara Gmida para exteriorizagdo dos fungos através do método
Blotter test e submetidos as analises de polifenoloxidase, agucares totais
redutores e nfo redutores, acido clorogénico, acidez titulavel, lixiviagdo de
potassio, condutividade elétrica e cafeina. Venficou-se a ocorréncia dos fungos
Penicillium  variable, Penicillium rugulosum, Penicillium funiculosum,
Fusarium  semitectum. F.equiseti, Aspergillus ochraceus, A.  niger,
Cladosporium cladosporioides nas diferentes cultivares. Para analise estatistica,
utilizou-se o procedimento GLM do sistema estatistico SAS, analise de variancia
com covaniaveis, sendo os fungos associados aos grios os fatores covariaveis
quantitativos e as cultivares os fatores qualitativos, Pela andlise dos resultados
obtidos observou-se que a presen¢a do fungo Aspergillus ochraceus reduz a
atividade da polifenoloxidase e aumenta os valores de lixiviagdo de potassio,
condutividade elétrica e fenolicos totais. A incidéncia do fungo Cladosporium
cladosporioides influenciou nos valores médios de lixiviagdo de potassio e
condutividade elétrica.

* Comité Orientador: Prof Dr. Mario Sobral de Abreu — UFLA (Orientador), Dra.Sara
Maria Chalfoun de Souza —- EPAMIG, Prof. ? Dra. Vania Déa de Carvalho - UFLA.
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ABSTRACT

PASIN, Litaca Anxilisdoms Awnlar Pereirs. Infiuence of the fuogal
populations on the ehamical charactevisties of the raw coffes (Coffes
arabica ¢ €. conephura L) grains in differect caltivars. Leveas:UFLA,
2000. 158p. (Doctotate tesis it Phyropathology ).°

This work was pecormed with 2 view at verifying the influence &7 tha
fngi associated with coffee Surs on the chomical chamctoricios of the raw
prains of Coffta, grobica L. The cukivare “Apoetd”, *Cams’  Amargic” |
“Mugdo Novo”, “Acatd”, “Rubl” and ‘Testl”  from the 1958/71999. Pniits «f
crop wore Earvested o the ERPAMIG Experiment o in the town o Tavres -
MG and S#o SebastEo do Pemvise MG, mekmpg un tae aifferent samples
suslyzed. After processiog and doying, the graiee were incubated m wel chambes
for fm gzl extoricriztion taroug” the blotier tost method aitd submitted to'the
gnalyzes of polypbercloxidase, toml reducing and gcn-reducing  sugars,
clozogenic 2ead, titictable acadity, patassiun leaching, olectnic coiuntivity ang
cateine, The oceurmence of the fungi - Pemteillium wvariable, « Pewicillium
rugilovum  Pendcillium fudoulosim Fusariumyequisesi, Figerinn sendlectm,,
Aspeigillus golracens, Asparglilus niger-andiGlodesportum dlodusporicidés
tho differcat guitivars For satisticel anslyeis, the GLM procgdure oF GAS
statistic eystem, smalysis of varanch wilth co-vaniables was employed, the fing
assovizied witc the  wrains bo'rg the quantitztive covanshie Segiore -and' tho
cubtivare the quanlitetive Sxctoiz. From the analysis of the resulis oikained, @ was
ohserved that the presence of the fimgue  Aspergilivy cchracens redices s
activity of pelyphoscioxidase and moneases the vames of polassium Jeachisg
electric . conductivity, and.  clorbgenis acid . Jasidenre of “hs fungue
Cladasporium sladosporicides inflnenced  the sveisge) valies of potasshim
leaching and eloctnc sencdnutaity

" Gidacce Corunites: Prof Dy, Mo Sohval de Anges - UNLA (Major Adviser), s
Sara Marg Charloon de Sonz: - ERPANIG, Frod * Dy Vima Dér e Carvalbin — (LA,




1 INTRODUCAO

O café constitui uma das principais fontes de receita para o Brasil,
apresentando grande importancia social e econdmica. O pais ocupa a posi¢do de
matior produtor e exportador de café no mercado intemacional; entretanto, com o
aumento da produgdo e melhoria da qualidade do café por outros paises
produtores, associado a crescentes demandas por cafés de bebidas superiores
pelos paises importadores, a exportagio brasileira tem sofrido quedas
significativas, sendo que um dos fatores determinantes deste declinio € a falta de
qualidade do produto nacional.

Deve-se considerar ainda que o café destaca-se dentre os produtos
agricolas que tém seus pregos baseados em parametros qualitativos, cujo valor
aumenta significativamente com a melhoria da qualidade. Entretanto, essa
qualidade ¢ dependente de véarios fatores que se relacionam em todas as etapas
da produgao do café, desde a escolha da variedade a ser plantada até o preparo
da bebida.

A qualidade de produtos alimentares, segundo Carvalho (1997), é de
dificil defini¢do e seus padrdes qualitativos variam conforme o tipo de mercado.
De modo mais abrangente, trés conmjuntos de caracteres sdo utilizados para
classificar alimentos e bebidas quanto a qualidade. Caracteristicas extrinsecas,
diretamente relacionadas com a aparéncia externa do produto, como tamanho,
forma, cor; caracteres intrinsecos, ligados a composigdo quimica do produto,
responsaveis pelo sabor, aroma e wvalor nutricional dos alimentos; e
caracteristicas de seguranca, pois o alimento devera estar isento de qualquer
substincia que pode ser téxica ao consumidor

Diversos fatores interferem diretamente na qualidade do café. Dentre

eles, destaca-se a composi¢do quimica do grio, a qual ¢ determinada, segundo
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Carvzllio o Coalfour {1985) por fitores! gin&ioos, culturais ¢ ambiectais, &
processo de prepars & consenvacio &0 g, 10 qual a temporaturs ¢ 8 umidedds
g0 fatores delermmamies, [ que podect pipiciar mfecides uLrrodiANS &
fermentsgies mooseidvais. Demtre esses pepocios; & infecgiio microbiana dod
frfidd de café pods cotuprometsr taTto sen aspedo visnal, gosto o altm:, cOomo 2
seguranga do prodetn. Dos afganismos que compdent 3 microbicts do cafg) oy
fungos Simmentosos tepresentars o grupo do maior relevigoela, ja que spresorias
maior coorsncid! s podar provocar pardas; como' ransformagtes, bioqulmicas.
nos. grEos Meerzasrd, 1977,

As - popuiaghes: microbianas - desenvoivomese em wirios © habitefs,
interaginan & modificande aspecios cuimnicos o fisieos de - smbiente - Nesies
podem colonizar vatics subeaztos, modificando~os através da exanigdo de ses
metabolios.

O futos da cafié (cazes, poipa e semetis) serven come Subsiralo pasa o
desenvolvimenio: de Daciérias, eveduras o tungos filamentosos) sopninio-od de
fixties 06 Carbonio” . aitropliio Ypors apresentardm celllocs, - Beuicoiioss,
podtings, aglcaies 1edulaits, sacarose, anido, dieds, prafeinas, seidos o cafefia,

A maior ‘conceptiapgio) e conpostos fendlicos; comeo ¢ Acido
clotopdeico, pode  sor canssda pelo mimso ataguo do fimgs filamedocs (6o
ninorol Fuiarium; que ncuz a' plycia a aberar sen hl\!'&bqilamu & produns
compostos Co defosa Lk, 1961, citado por Silva) 2000)

A associario do fonpos A5 sementes e grios podo ocorrer durants todas
a8 etapas de produgdo, imwimsive mps & cobera, em condiches do
anmazmamentio, constifdinde uma das privoipals  causss. de depreciagic
mueliative. Os primeiros relstos: sobto a dnfludnsia de foigod filanentoson na
qualidece do cafe foram feitos ny décads de trota, 2pds detecodo de micélio de
Fagorium em amogitas do dcs ardidos (Krug, 19400 Desde sertan, wirios
trzbalbos evidenciam a presenca de fucgos flementoscs e gios de .
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As especies fiingicas de maior ocorréncia no café estio incluidas nos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium (Mislivic, Bruce e Gibson, 1983;
Alves, 1996; Chalfoun, 1997; Freitas, 2000). Todos os relatos evidenciam que a
incidéncia de fungos filamentosos influencia diretamente a bebida do café; no
entanto, investigagles sobre as alteragdes quimicas ocorridas nos grios ainda
sdo incipientes.

O presente estudo teve como objetivos verificar a influéncia de
diferentes fungos associados aos frutos de café (Coffea arabica L. e Coffea
canephora L.) na composigdo quimica do grio cru e verificar as caractersticas

quimicas do grio em diferentes cultivares.
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2 MATERIAL ¥ METODOS

L1 Carscterizaciio do Experimento

Foram avabadas § cultivares e cofé da ospéae Coffew arebra
culfivadss na Fazenda Bapetiroarial da EPAMIG, locslizada aos numicipios de
Lavzas MG, o uma cultiver da espécie Cleamiispicra de SEo Schastifio do
Pazaiso, MG {Thbela 1

O sistema de cnltivo adotado £ o do Livro crescinanto. As omdighes de
cultivo foram as recomendadas para & cultura do cafeeiro, na regilic.

Foram co'hidos 30 Kg de caff, da safra 1958/1998, de cada culitwsr,
congdmtuindo a5 amostras analiszdas |

TABELA I Coitivares e lizhagens de caft { Coffea arabico L. e O, canephora)
povenioios  da  Fazada Bwpenimenial dz= BPAMIG, pos
monicpios de Lavras o S8o Sebastifo do Parsiso MG. UFLA

Lavras/MG, 2000,
_ Cutivr  Wokegem  Prootllods
Apoats LC2258 i Ssbastifio do Paraiso
Acaié Cesrado MG 1474 Lavras
Memde Novo IAC 375118 Lavias
fcath Amarele IAC 2942 Layas
Catusi Amaralo IAC-6) —AvVray
Rudi MG 1152 Lavras .
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Apés colhidos, os frutos permaneceram no terreiro até atingirem o teor
de umidade de aproximadamente 12%. Ao atingir o teor de umidade adequado,
os graos foram beneficiados e acondicionados em sacos de papel duplo, e
armazenados no laboratério de Controle de Enfermidades de Plantas do

Departamento de Fitopatologta da UFLA, até a realizagdo das analises.

2.2 Micoflora associada aos grios

Para venficagdo da incidéncia fungica, os graos foram distribuidos em
placas de Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro
previamente esterilizadas e umedecidas em agua destilada e esterilizada, para
posterior incubagdo. Segundo Samson et al. (1995), o plaqueamento direto tem
sido considerado a técnica mais efetiva para analise de fungos em alimentos
€Omo praos e castanhas.

Das amostras beneficiadas de cada cultivar, foram retirados 100 grios
aleatoniamente, para posterior distribuigio, em condi¢des assépticas, de 25 grios
por placa, conforme a técnica Blotter Test. Cada placa com 25 grios fol
considerada uma repetigdo.

Apoés plaqueamento, os grios foram incubados a 20 °C + 2 °C em
camara com fotoperiodo de 12 horas de luz negra (comprimento de onda
proximo a ultravioleta) durante oito dias, até a exteriorizagdo e desenvolvimento
dos fungos (Mazzani, 1994).

A populagio fiingica associada aos grios fot avaliada em todas as
cultivares, a fim de garantir uma maior diversidade de espécies fungicas
associadas aos grios. A identificacdo dos fungos foi realizada através do exame
individual de cada grio, utilizando-se da forma de coloragdo das colonias e

eSporos ao MICroscopio estereoscopio, apos oito dias de incubagio.
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2.3 Andlises quimices

2.0 Frepara das amosiras para apdlise qutieica

Pam a mabizacio das analists quimicss, fec-se i amostragem dis 200
gramas de grdo cm, de cada tukivar. A amoeiras foram moidas em mombo:
marca: Teenal, modelo T 650 e peneradss em pepéiras ds 20 mesh;
Bepocislnénts para # avaliagdo da stividade da polifpoicudase e acioez
tituldvel total -tealiousse a oxiragdo imedislamedte 508 a moagem, para ndo
haver alteragoes Co matetial,

Fara: as andlises de condutividide eldtrica ¢ lixiviagio de potdssio,
separzram-so 100 gramas de griaonu.

2232 vixivizgio de fons de potisesio

A detenminagio da quantidade do potdssio dixivizdo foi realizada em
fotdmolro de chama Digimed WK 2002 850513 ,5 keras de embebipdo dos grios,
seguado mclodalogia proposta por Prete (LS92),

223 Condutividade clétrica

Detenmnada straves do método adaptade de Loeffier et al.(1088),

%

134 Atividade enzimétice da polifenvioridase

A oleacdo do extrate puzmatico i malizada »iaaves de adaptagdio do
processo di oxiragic deseriio por Drastz e Lima (1976}, Pesados 5 g do prie
o7y, adicionaram s, & seuir, 40 ml de tampdo Sefalo de patissio U, | MpH 6,0,
apitando-c por 5 mibictos, sede o materis) wilizado mantido sob reftigacagio.
Apos agitagio, a5 amostras foram submetdas # fikragdo & vicuo whilizandoge
papel Whatman o |, A atividade enzmitics foi deteyminzda pelo métode

16




descrito por Poting e Josling (1948), utilizando-se extrato de amostra sem DOPA

como branco.

2.3.5 Cafeina
Avaliada segundo o método colorimétrico descrito pelo Instituto Adolfo
Lutz (1985).

2.3.6 Aciicares totais, redutores e nio redutores
Extraidos pelo método de Lane-Enyon, citado pela AQOAC (1990) e
determmmados pela técnica de Somogy, adaptada por Nelson (1944).

2.3.7 Acidez titulavel total
Determinada por titulagio com NaOH 0.1 N, de acordo com técnica
descrita pela AOAC (1990) e expressa em ml de NaOH 0.1 N por 100 gramas de

amostra.

2.3.8 Acido clorogénico

A determinagio do acido clorogénico contido nas amostras, foi realizada
segundo metodologia proposta por Menezes {(1990).

Pesou-se 0.5 gramas da amostra previamente moida, adicionando-se em
seguida 100 ml de isopropanol 70%, sendo entdo colocado em refluxo por 4
horas a 50 ° C. Posteriormente, a mistura foi filtrada e o volume completado para
100 ml com isopropanol 70%. Retirou-se 1 ml do extrato misturado ao reagente
metaperiodato a 0.25 % , este extrato permaneceu por 10 minutos 2 27 C. A
amostra de referéncia foi constituida de 1,0 ml de isopropanol 70% e 10 ml do
reagente metaperiodato a 25%. Na seqiiéncia, realizou-se a leitura em espectro

fotometro a 406 nm.
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%.4 Anilize estatistice 43

Pars avaliscic dos fimgos eenicrizedos pefos grios de café oy
itilizaram-se quatro epeticios do 25 sementes de 6 culdvares distindas.

Para 2 realizagio das andlises quindnas, Sz ums amostragen de 203
gramzs de griio o, do cads outtivir processada pelae vias secae Gimida W

A andlise ostatistica foi rcalizada wilizando-se o procediments GLM
{Geroral Lineg Modals) do sistems estatitico SAS® (SAS Tnstinge 199%),
Utilizoa- g0 andlise de varifineia com coviriiveis, sendo o8 fimgos presentes nos:
glios a8 covariaveis quantiztivas & | a3 cultivares o logumestos (grdos
desvolpados e nfio despoipados), os' fatores qualiiativoz, As respostas dos
componentes quimicos dos grios em volagic d presenca dos funges foram
determinzdes por ecuaghos de regrassio. Foram  constriidos grificos para as
W&meeﬁnmwvm(ﬂquﬂmm
respostas em relacdn A ocorréacia Sngice.




3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

A incidéncia dos fungos associados aos grios nas diferentes cultivares
esta apresentada na tabela 2. Observa-se que, nas condigdes deste ensaio, foram
detectados os fungos Fusarium semitectum, Fusarium equiseti, Penicillium
rugulosum, Penicillium funiculosum, Penicillium variable, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus niger e Cladosporium cladosporioides. E importante
ressaltar que apenas os fungos detectados nas amostras analisadas sofreram a
analise de covanancia para a verificagdo da mfluéncia destes nas caracteristicas
quimicas nas diferentes analises realizadas.

Fungos dos géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Cladosporium
se encontram comumente associados aos grios de café, e diversos trabalhos
relacionam a ocorréncia dos fungos Fusarium sp. e Aspergillus  aos cafés
classificados como bebida “rio” ¢ “riada”. Ja o fungo do género Cladosporium
sp. predomina nos cafés classificados como bebida “mole” e “dura "(Carvalho et
al., 1989; Meirelles, 1990; Alves, 1996). Entretanto, nenhum trabalho relaciona
a microflora associada aos graos com as caracteristicas quimicas dos graos.

Dentre os fungos do género Aspergillus, neste estudo detectaram-se
apenas as espécies Aspergillus ochraceus e Aspergillus niger, o que esta de
acordo com o trabalho de Silva et al. (1998), que verificaram predominancia

desta duas espécies em cafés beneficiados.
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Lavras/MG, 2000

TABELA 2 Incidéncia de fungos associados aos grio de café processados por via seca, em diferentes cultivares. UFLA,

Cultivares  Fusarium Fusarium Penicillium  Penicillium  Penicillium  Aspergillus  Aspergillus  Cladosporium
septitectum equiseti rugtilosum variable Juniculosum  ochraceus niger cladosporioides
Apoatd 92,0 0,0 70,0 0,0 0,0 99,0 4,0 85,0
Acaid 0,0 57.0 0,0 95,0 0,0 18,0 2,0 87.0
MN 0,0 0,0 0,0 72,0 0,0 9,0 4,0 92,0
Jeatu 83,0 87,0 0,0 0,0 79,0 8.0 2,0 92,0
Catuai 0,0 77,0 0,0 370 0,0 12,0 12,0 86,0
Rubi 0,0 74,0 82,0 0,0 0,0 16,0 2,0 87.0




3.1 Atividade enzimatica da polifenoloxidase

Os resultados referentes a atividade da polifenoloxidase (U/min/g de
amostra) determinada em grdos crus provenientes de diferentes cultivares estdo
apresentados na tabela 3. Observa-se que nas condigdes deste estudo, as
cultivares estudadas apresentaram diferengas estatisticas significativas (P<0.05).

Lopes (2000), quando comparou diferentes cultivares com relagdo a
polifenoloxidase, incluindo as cultivares Mundo Novo, Catuai Amarelo, Acaia
Cerrado, Icati Amarelo e Rubi, ndo verificou diferengas estatisticas significa-
tivas (P<0.01) entre elas. Ja Oliveira et al.(1976) ndo observaram diferengas
entre as cultivares Mundo Novo, Catuai Amarelo e Bourboun Amarelo quanto a
atividade desta enzima quando submetidas ao mesmo tratamento, porém foram
constatadas diferengas quando as mesmas cultivares avaliadas foram
provenientes de diferentes locais, evidenciando que o local de cultivo tem maior

relevancia na atividade enzimatica da polifenoloxidase que a variagdo genética.

TABELA 3 Atividade enzimatica da polifencloxidase (U/min/g de amostra) de
graos de diferentes cultivares de  café ( Coffea arabica e C.

canephora). Lavras-MG, UFLA, 2000

Cultivares Atividade enzimatica da polifenoloxidase
(U/min/ g de amostra)
Mundo Novo 65.79a
Acaia Cerrado 6521 b
Rubi 6474 ¢

Icata Amarelo 6363 d
Catuai Amarelo 6350 d

Apoata 54.67 e

CV(%) 0.65

Meédias seguidas pela mesma letra sio estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<
0.05).
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Neste estudo, as cultivares Mundo Novo, Catuai Amarelo, Icatu
Amarelo, Rubi ¢ Acaid Cerrado foram enquadradas quanto a bebida, como
padrdo mole/apenas mole, segundo a classificagdo proposta por Carvalho et al.
(1994) apesar de apresentarem diferengas significativas (P<0,05). A cultivar
Apoati, além da grande divergéncia genética com as outras cultivares, ja que se
trata de uma variedade de Coffea canephora, foi também proveniente de outra
localidade. Este fato pode ter contribuido para baixa atividade desta enzima,
enquandrando-a com bebida “rio” na classificagdo proposta por Carvalho et al
(1994). Outro fator importante que deve ser considerado € que esta cultivar foi a
que apresentou maior incidéncia de Aspergillus ochraceus.

Pelos resultados obtidos neste estudo, dentre os fungos detectados nas
amostras analisadas, apenas o fungo Aspergillus ochraceus influenciou nos
valores da atividade enzimatica da polifenoloxidase, evidenciando que este
fungo, além de produzir metabdlitos secundanos, como a OTA, pode interferir
na composi¢do quimica do grao, especialmente na atividade da polifenocloxidase
(Tabela 4).

Através da anahlise da figura 1, pode-se constar que a cada aumento de
4% de ocorréncia de Aspergillus ochraceus, ha uma tendéncia a redugéo de
1.1534 na atividade desta enzima. Carvalho et al. (1994) estudaram a relagdo
entre a classificagdo do café pela bebida e composigio quimica e microflora
associada ao grio beneficiado e concluiram que a determinagdo da atividade da
polifenoloxidase permite avaliar de modo mais objetivo a qualidade do café.
Chalfoun (1996) afirma, ainda, que a atividade desta enzima € um pardmetro
seguro para avaliagdo qualitativa do café, ja que os cafés que apresentam bebida
de pior qualidade apresentam também menor atividade enziméatica da

polifenoloxidase
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TABELA 4 Resumo da analise de varidncia dos dados referentes a atividade da
polifenoloxidase em amostras de café UFLA-Lavras/MG, 2000.

Fonte de variagho GL Quadrado médio Valor de F
Culltivares 5 19.2798 108.95%*
Tegumento 1 69.8845 394 92%+

F. semitectum 1 0.33620 0.3643n.s.
F. equisefi 1 0.1473 0.0959 n.s.
P. variable 1 0.50242 2834 ns.
P. rugulosum 1 0.4750 270 ns.
P.funiculosum 1 0.4140 234 ns.
Cladosporium 1 0.5733 0.32n.s.
A.ochraceus 1 1.81765 10.27*
A.niger 1 0.42909 2.45 n.s.
Rhizopus 1 0.01612 0.09 n.s.
Modelo 15 15,3816 86.92%*
Erro 80 0.1769
CV (%) 0.65
*#*p< 001
*P< 0.05

Este resultado confirma, em parte, o que foi proposto por Carvalho et al.
(1989) quando estudaram a relagdo entre a classificacio do café através da
analise sensorial e a composi¢io fisico quimica, quimica e microflora de graos
beneficiados, e concluiram que as amostras de cafés classificadas como de
bebida mole e dura apresentaram indices de infecgdo dos fungos Fusarium
roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus acentnadamente menores em
relacio aos cafés classificados como de bebida riada e rio. Entretanto, os indices
de Fusarium sp e Penicillium sp ndo diferiram entre os cafés classificados nos
diferentes tipos de bebida. O fungo do género Cladosporium cladosporioides
predominaram nos cafés classificados como de bebida mole e dura. Neste

estudo, a ocorréncia dos fungos Fusarium roseum e Aspergillus flavus nio foi
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a incidéncia dos fungos Fusarium semitectum e F. equiseti; entretanto, estes
fungos também ndo influenciaram a atividade da polifenoloxidase, mesmo
apresentando, em algumas amostras, alta incidéncia, ou seja, para o K
semitecium a porcentagem média encontrada foi de 83% nas amostras da
cultivar Mundo Novo. Para o £ equiseti, observou-se a porcentagem de 57, 87,
77 e 74% em amostras de café em coco para as cultivares Acaia, Icatu, Catuai e
Rubi, respectivamente. Comportamento similar foi observado pelas espécies do
género Penicillium. As espécies deste género encontradas nas diferentes
cultivares, com porcentagem media de ocorréncia variando de 37 a 96%, nio
interferiram na atividade enzimatica da polifenoloxidase. Meirelles (1990);
Alves e Castro (1993) ¢ Chalfoun et al. (1994) também nio constataram nenhu-

ma relagio entre a maior ocorréncia deste género e cafés de bebida inferior.

3.2 Acido Clorogénico
Os resultados obtidos para o acido clorogénico (%) nas amostras de

graos crus, em diferentes cultivares, estdo apresentados na tabela 5.

TABELA 5 Teor de acido clorogénico (%) em grios de diferentes cultivares de
café ( Coffea arabica e C. canephora). Lavras-MG, UFLA, 2000

Cultivares Acido clorogénico (% MS)
Apoata 746 a
Rubi 641 b
Icatu Amarelo 601 ¢
Catuai Amarelo 578 od
Acaia cerrado 549 de
Mundo Novo 5.26 e
CV(%) 499

Médias seguidas pela mesma letra sio estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<
0.05).
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A concentracio de acido clorogénico observada nos grios crus
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre as cultivares
avaliadas. A variedade Apoatd foi a que apresentou maior teor . Cafés Robusta
contém grandes quantidades de acido clorogénico, principa! composto fenélico,
quando comparados ao Arabica. Segundo Balayaya e Clifford (1995) , a alta
concentragdo do acido 4,5 - dicafeoilquinico contribui para um peculiar sabor
metalico, com um negativo efeito sensorial. Além disto, a variedade Apoatd
apresentou mator porcentagem meédia de ocorréncia do fungo Aspergillus
ochraceus, o qual possivelmente contribuiu para uma elevagio do teor destes
COmpostos.

Os resultados referentes ao resumo da  analise de varidncia com
covariaveis, realizada para verificar a influéncia dos fungos associados aos graos
de café no teor de acido clorogénico, estdo apresentados na Tabela 6.

Observa-se que apenas o fungo Aspergillus ochraceus mterferiu no teor
de acido clorogénico, sendo que, para cada aumento de 4% na incidéncia deste
fungo, ocorre uma tendéncia de aumento de 0.062 no teor de acido clorogénico
(Figura 2).

O grio de café possut varios tipos de compostos fendlicos e os de maior
mmportancia, em fungdo da quantidade encontrada no grio, segundo Amorim
(1972), sdo os acidos clorogénicos. Estes acidos exercem uma agdo protetora,
antioxidante dos aldeidos e, geralmente, sdo considerados produtos secundarios
das plantas. A presenga desses compostos no café, em quantidades superiores as
verificadas para determinada espécie, € associada a desvalorizagdo da qualidade
(Amonim, 1972), o que sugere que estes compostos também podem servir para
auxiliar nas avaliagdes de qualidade do café. Compostos fendlicos estdo
relacionados com a atividade enzimatica de algumas enzimas, como a
polifencloxidase, atuando como principal substrato; gualquer mjuria ocorrida

nos graos, inclusive as provocadas por microorganismos, pode promover a
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desorganizagdo intema da célula, levando a interacdo entre enzima e substrato e
consequente producdo de quinonas reativas, as quais subsequentemente reagem
com proteinas e outras enzimas, promovendo sua inativagdo {Araijo, 1990).

O resultado deste estudo néo confirma o que foi proposto por Amorim et
al. (1974) quando sugeriram que o teor do acido clorogénico é mais elevado em
cafés de qualidade mais baixa em fungio do ataque do fungo Fusarium sp,
indicando que a presenga deste fungo induz a produgdo de maiores teores desse

acido.

TABELA 6 Resumo da analise de variancia dos dados referentes ac teor de

acido clorogénico (%) em amostras de café de diferentes cultivares.

UFLA-Lavras(MG),2000.
Fonte de variagio GL Quadrado médio Valor de F
Cultivares 5 59332 64.38%*
Tegumentos 1 43169 46.84%*
Fl.semitectum 1 0.1004 109 ns.
F. equiseti 1 0.2639 2.86 n.s.
P.variable 1 0.1255 1.36ns.
P.rugulosum 1 0.0025 0.03n.s.
P funiculosum 1 0.060 0.61n.s.
Cladosporium 1 0.0001 0.00ns.
A.ochraceus 1 0.3803 4.13*
A.niger 1 0.0093 0.10n.s,
Rhizopus 1 0.0092 0.10 n.s.
Modelo 15 3.69 40.09%+
Erro 80 0.092
CV (%) 4.99
**P<0.01
*P<0.05
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confirmam o que foi verificado nesse estudo, no entanto , os autores relatam que
o fungo do género, Cladosporium sp predominou nos cafés classificados como
de bebida “mole” e “dura”. Neste trabalho, o fungo Cladosporium ndo exerceu
influéncia no teor desse acido.

Varios autores citam haver uma relagdo entre alta incidéncia do fungo
Aspergillus ochraceus e amostras de café classificadas com bebida de pior
qualidade (Carvalho et al., 1989; Alves e Castro, 1993; Alves, 1996). Esse
estudo confirma haver uma relagio entre esse fungo e o teor de acido

clorogénico, um dos fatores depreciativos da qualidade da bebida.

3.3 Lixivia¢zo de Potassio ¢ Condutividade elétrica
Os valores referentes aos valores médios de lixiviagio de K {ppm) e

condutividade elétrica( p/S/g) estio apresentados na tabela 7

TABELA 7 Valores médios de Lixiviagio de K+(ppm) e Condutividade elétrica
(w/S/g) de grio de diferentes cultivares de café (Coffea arabica e C.
canephora) Lavras- MG, UFLA, 2000.

Cultivares Lixiviacio de Potassio Condutividade
(ppm) elétrica(w/S/g)
Apoat3 64.24 a 24921 a
Icati Amarelo 5555 b 22544 a
Catuai Amarelo 5474 b 212.40a
Rubi 5278 b 17187 b
Acaia Cerrado 4831 be 17172 b
Mundo Novo 4428 ¢ 16651 b
CV(%) 4.46 10.06

Médias seguidas pela mesma letra so estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<
0.05).
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TABELA 8 Resumo da analise de variancia dos dados referentes i lixiviagdo de

Potassio (ppm) em amostras de café cru beneficiado. UFLA-Lavras

(MG),2000.
Fonte de variagio GL Quadrado médio Valor de F

Cultivares 5 22679 15.03%#*
Tegumento 1 5.9735 39 58%*
F.semitectum 1 0.01971 0.13 ns.
F. equiseti 1 0.0283 0.02 n.s.
Povariable 1 0.01183 1.41 n.s.
P.rugulosum 1 0.17773 1.18 ns.
P funiculosum 1 0.0003 0.00 n.s.

Cladosporium 1 1.0118 7.32%

A.ochraceus 1 1.0347 6.86*
A.niger 1 0.0070 0.05n.s.
Rhizopus 1 0.0062 0.04 n.s.
Modelo 15 1.965 13.02%*

Erro 80 0.1509
CV (%) 4.46

»*pP<001 *P<0.05

Para o fungo Cladosporium cladosporioides, a cada 4% de aumento na
incidéncia desse fungo, ocorren uma tendéncia de elevagdo de 0.558 nos valores
de Lixiviagdo de Potassio e 0.96 nos valores de condutividade efétrica.(Figuras
3,45e6).

Testes de lixiviagdo de K+ foram realizados por Amorim (1978), com
objetivo de avaliar a integridade da membrana. O autor verificou maiores indices
de lixiviagdo de potassio em amostras de cafés de qualidade inferior. Isso
evidencia que os cafés que sofreram deterioragdes de qualidade tiveram suas
membranas afetadas. Uma vez rompida a estrutura da membrana, ha um maior

contato entre as enzimas e componentes intra e extracelulares o que provoca
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reagdes com modificagdes na composi¢do e consequetemente na qualidade dos
graos.

As membranas, segundo Amorim (1978), sdo as primeiras a serem
afetadas pelas condi¢des adversas ao café, sendo comum ocorrerem danos na
fase pré e pés—coltheita, devido ao ataque de insetos e infecgdes microbianas.
Nesse estudo, ficou evidenciado que apenas os fungos Aspergillus ochraceus e
Cladosporium cladosporioides aumentaram a quantidade de ions de potassio

lixiviado. (Figuras 3 e 4)

TABELA 9 Resumo da analise de wvaridncia dos dados referentes a
Condutividade elétrica (W/S/g) em amostras de café cru beneficiado
UFLA-Lavras(MG), 2000.

Fonte de variacdo GL Quadrado médio Valor de F
Cuitivares 5 0.2951 17.20%*
Tegumento 1 0.1261 7.35¥%%
F.semitectum 1 0.0253 1.49 ns.
F. equiseli 1 0.0089 0.52 n.s.
P.variable 1 0.0091 0.63 n.s.
P.rugulosum 1 0.0099 0.58 n.s.
P_funiculosum 1 0.0121 0.71 ns.
Cladosporium 1 0.1185 6.9]1%*
A.ochraceus 1 0.0969 5.650*
A.niger 1 0.0006 0.04n.s.
Rhizopus 1 0.0053 0.31 ns.
Modelo 15 0.1265 737+
Erro 20 0.01716
CV (%) 10.06
**p< .01
*P< (.05
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O resultado desse estudo nio confimma o que foi verificado por Carvalho
et al.(1998), Meirelles (1990) e Alves (1996) quando concluiram que o fungo do
género Cladosporium sp predominou nos cafés classificados como de bebida de
qualidade superior. Verificou-se que, na presenca deste fungo, os valores de
lixiviagdo de potassio apresentam uma tendéncia a um aumento e maiores
indices de lixiviagdo deste ion sdo encontrados em amostras de cafés de
qualidade inferior, indicando que suas membranas foram afetadas.

Trabalhos anteriores demonstram haver uma relagdo positiva emtre a
lixiviagdo de potassio e a condutividade elétrica , considerando-se que a maior
condutividade elétrica fo1 encontrada em grios que sofreram maior lixiviagdo de
potassio (Prete, 1992; Lopes, 2000),

Maiores valores para a condutividade eléirica evidenciam, de acordo
com Lopes (2000}, uma menor rigidez da membrana celular € que, devido a uma
maior suscetibilidade as injurias, tiveram uma maior translocagdo de ions
citoplasmaticos para o meio liquido. Considerando ainda a relagdo do estado de
organizagdo do sistema de membranas do grio cru com a qualidade, o teste de
condutividade elétrica do exudato dos grios demonstra que quanto pior a
qualidade da bebida, maiores serdo os valores determinados (Prete, 1992).

Dentre os fatores que contribuem para uma maior lixiviagdo de ions de
potassio e¢ maiores valores de condutividade elétrica, esta o ataque de
microrganismos (Lopes, 2000; Prete, 1992). Este estudo comprova a influéncia
de Aspergillus ochraceus Cladosporium cladosporioides nos valores de
condutividade elétrica (Figura 5). Entretanto, os outros fungos detectados nos

grios amostrados ndo mfluenciaram nessas variaveis
3.4 Cafeina, Acicares, Acidez Titulavel

Os resultados referentes aos teores de cafeina, agicares totais, redutores

e ndo redutores e acidez titulavel dos grios crus nas diferentes cuitivares
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avaliadas estdo apresentados na tabela 10. Observa-se que os valores dé
agucares totais, redutores e ndo redutores apresentaram diferengas estatisticas
significativas entre as cultivares. A cultivar Rubi foi a que apresentou maiores
teores de agucar. Valores mais elevados de agucares podem indicar a presenga
de uma maior quantidade de frutos no estadio cereja e seco/passa, representando
um potencial de melhor qualidade para o café.

Os teores de cafeina também diferiram entre as cultivares estudadas,
sendo o maior teor, apresentado pela cultivar Apoati.

A acidez titulavel também foi mais elevada na cultivar Apoatd e menor
na cultivar Catuai. As demais cultivares nio  apresentaram diferengas

estatisticas significativas (P< 0,05).

TABELA 10 Totais médios de agucares totais (% MS), agucares redutores e
agucares ndo redutores , acidez titulavel e cafeina de grio crus em

diferentes cultivares de café ( Coffea arabica e C. canephora) .
Lavras(MG), UFLA, 2000

Cultivares  Agiacares Acicares Acicaresnio Acidez Titulivel Cafeina
totais (%) redutores redutores  (ml NaOH 0.1N) (% MS)

(%) (%)
Apoati 479 ¢ 427 ¢ 028 b 24375a 1.07a
Acaii Cerrado 585 b 521 b 0.36 a 22500 b 1.03 ab
Mundo Novo 593 b 537 b 037 b 23750a 098 b
Icatu Amarelo 594 b 535 b 0.38a 21250 ¢ 100 b
Catuai Amarelo 6.19 b 551 b 029 b 22500 b 1.00 b
Rubi 714 a 6.44 a 0352 24375a 093 ¢
CV(%) 8.76 12.93 8.96 3.62 540

Médias seguidas pela mesma letra sfio estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<
0.05).
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Diferencas entre as cultivares Acaia, Mundo Novo, Icatit, Catuai ¢ Rubi
também foram observadas por Lopes (2000) para estas vaniaveis, sugerindo que
o material genético ¢ um dos fatores que podem interferir em alguns
componentes quimicos nos griaos de café, além da regido de cultivo, manejo e
processamento dos grios.

Os fungos associados aos grios nas amostras das diferentes cultivares
ndo influenciaram estas variaveis. Nas condigdes em que este estudo foi
realizado, as diferengas encontradas entre elas se restringem as caracteristicas
merentes as cultivares avaliadas.

Os resultados referentes aos teores de cafeina, agticares totais, agucares
redutores, acucares ndo redutores e acidez titulavel total est3o apresentados na
Tabela 11. Pode-se observar gue nio houve eferto significativo (P< 0.05) dos
fungos detectados mas amostras em nenhuma dessas varnaveis, sugerindo que a
cafeina ¢ agucares componentes quimicos presentes nos griaos de café ndo sdo
alterados em fungdo de fungos associados aos grios.

A acidez em varios alimemtos e bebidas é fator determinante na
formagdo e propriedades do flavor. O teor de acidez titulavel em grios de cafe
pode variar de acordo com os niveis de fermemtagdes que ocorrem nos grios e
também com os diferentes estadios de maturagdo deles, podendo servir como
suporte para auxiliar a avaliagdo da qualidade da bebida do café. (Costa e
Chagas, 1997). Nas condigbes desse estudo, ficou evidenciado que os fungos
detectados nas amostras analisadas, em diferentes cultivares e diferentes vias de

processamento, ndo influenciaram na acidez titulavel total do grao.
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TABELA 11 Resumo da analise de varidncia dos dados referentes aos teores de cafeina (% na MS), agucares totais,
redutores e ndo redutores(% MS), e valor da acidez titulavel total (mINaOH 0.1N) em amostras de café cru

UFLA — Lavras/MG, 2000.

Fonte de variacio GL Quadrado médio
Cafeina Agucares totais Agucares niio Acucares Acidez titutavel
redutores redutores

Variedade 5 0.017 #* 5.810%* 5.0125 ** 0.0147%* 1287.82 *#
Tegumento 1 0.022 n.s 17, 058%* 13.8104%* 0.0005n s 10051.09 **
I*. semitectum 1 0.0005ns 0.0514 ns 0.0565 ns 0.0010 ns 27.0166 ns

F.equiseti 1 0.0003 ns 0.0043 ns 0.0017 ns 0.0001 ns 3.7869 ns

P.variable 1 0.0044 ns 0.0517 ns 0.0153 ns 0.0971.ns 7.1939 ns
P.rugulosum 1 0.0053 ns 0.1075 ns 0.0875 ns 0.0040 ns 0.8086 ns
P funiculosum 1 0.0032 ns 0.0035 ns 0.0077 ns 0.0013 ns 13.4337 ns
Cladosporium sp 1 0.0025 ns 0.2716 ns 0.0103 ns 0.0152 ns 59.7312 ns
A.ochraceus 1 0.0002 ns 03012 ns 0.0164 ns 0.0141 ns 4.9241 ns
A. niger 1 0.0007 ns 0.1584 ns 0.0108 ns 0.0049 ns 1.8065 ns
Modelo 15 0.01553 4.2507 3.5656 0.0132 1541.8647

Erro 80 0.0029 0.2747 0.2309 0.0019 70.2753

CV(%) 5.400 8.76 3.96 12.93 3.62




A cafeina é um dos componentes guimicos mais estudados, devido aos
seus efeitos fisiologicos, principalmente como estimulante. O conhecimento dos
teores de cafema é de interesse principalmente para os mercados que exigem
cafés com baixos teores destes alcaloides, ou até mesmo café descafeinados
(Carvalho,1997). Nas condigdes deste estudo, verificou-se que os fungos
associados aos graos, nas amostras de café cru, ndo afetaram os teores destes
constituintes.

Dentre os agucares constitumtes do café, predominam os ndo redutores,
particularmente a sacarose, sendo que os redutores apresentam-se em pequenas
quantidades. Durante o processo de torragdo, os agucares, particularmente os
redutores, reagem com aminoacidos, formando compostos coloridos desejaveis,
responsaveis pela cor e aroma do produto final (Costa e Chagas, 1997).

O teor de agucar pode estar relacionado com as condigfes climaticas das
diferentes regides onde é produzido o café (Costa e Chagas, 1997) e com
presenga de grios defeituosos, os quais reduzem os teores destes constitumtes.
Chagas (1994) associou menores teores de agucares redutores em grios crus, em
que os frutos foram expostos a condigdes adversas, como mnjirias mecanicas,
microbianas e fermentativas, ja que a maior quantidade desses agucares é
encontrada na mucilagem e constituem substratos para fermentagdes e
desenvolvimento de fungos. Entretanto, nas condi¢des deste estudo, ndo foi
observado reducdo ou incremento nos teores de agucares, em fungdo da

ocorréncia dos fungos detectados nas amostras analisadas.
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4 CONCLUSOES

Nas condigdes em que este estudo foi realizado e fundamentando-se nos

resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Verificou-se uma tendéncia de redugio da atividade da polifenoloxidase e
aumento nos valores de lixaviagdo de potassio e condutividade elétrica dos

grios na presenca do fungo Aspergillus ochraceus.

2. Na presenga do fungo Cladosporium cladosporioides, verificou-se uma
tendéncia no incremento nos valores de condutividade elétrica e lixiviagdo

de potassio nos grios provenientes das diferentes cultivares.

3. Os fungos dos géneros Fusarium e Penicillium detectados nas amostras
ndo mterferiram em nenhum dos componentes quirnicos analisados deste

estudo.
4, Nio houve tendéncia de alteracio para os agucares totais, redutores, ndo

redutores, acidez titulavel e cafeina na presen¢a dos fungos detectados nas

amostras das diferentes cultivares.
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CONSIDERACOES FINAIS

Analisando o trabalho como uma pesquisa unica, a qual objetivou
fomecer mformagdes que possam contribuir para a melhoria da qualidade do
café brasileiro, podemos concluir que certas espécies fingicas associadas aos
graos podem afetar algumas caracteristicas quimicas do produto final,
diminuindo consequentemente a qualidade do café, confirmando a importincia
de se conhecer a associagio entre fungos e grios e estudar maneiras de controla-
los.

Verificou-se que os micronutrientes cobre, boro, zinco e manganés,
aplicados isoladamente, podem reduzir a incidéncia de fungos associados aos
graos, entretanto, por se tratar de um ensailo de campo sujeito as variagdes
ambientais, como chuva ou estiagem no periodo da floragdo e frutificacio;
chuva de granizo no periodo de frutificagdo; ataque de insetos os quais podem
predispor as plantas a associagio filngica; ou mesmo a presenga de outros
microorganismos patogénicos, sugertmos que este ensaio seja repetido por pelo
menos trés anos agricolas, testando inclusive novas dosagens dos
micronutrientes utilizados neste ensaio.

Com relagdo ao estudo dos fungos associados acs grios de café em
diferentes cultivares, um proximo passo para elucidar as diferengas observadas
entre as cuitivares sena realizar a inoculagdo dos fungos comumente detectados
em assoctagdo com graos de café em lavouras instaladas para este fim,
especialmente os fungos potencialmente toxigénicos e aqueles que exercem
influéncia direta no sabor, aroma e odor, afetando sobremaneira a qualidade
final do produto.
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Pode-se verificar também que o despolpamento, de uma maneira geral,
ndo reduziu a ocorréncia dos fungos associados aos grios, evidenciando que esta
via de processamento nio constitui condigdo essencial para produzir cafés de
qualidade superior.

Neste estudo a ocorréncia de Ocratoxina A ndo foi verificada nas
diferentes amostras analisadas, mesmo quando se verificou a ocorréncia de
fungos potencialmente toxigénicos. Entretanto, para um proximo trabalho seria
recomendavel o estudo do potencial toxigénico destes fungos.

Observou-se, neste trabalho, alta incidéncia de Aspergillus ochraceus na
cultivar Apoatd, uma vanedade de Coffea canephora L. Este fato pode sugerir
que esta espécie de café é mais suscetivel a um fungo potencialmente

toxigénico. Sugerimos niaiores investiga¢des quanto a este aspecto.
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TABELA 1A Resumo da analise de vanancia dos dados referentes a mcidéncia
fungica em amostras de gridos de café beneficidado, pulverizados

com micronutrientes, sob a transformagdo /x-+0,5

Quadrado Médio
Fonte de vanagdio GL F.semitectum  Povariable A.ochracews  C. cladosporioides
Tratamentos 11 2368022 % 3.758153* 23.85051** 1.012732*
Ermro 36 0712275 1.616693 1.05570 0.263925
CV (%) 10.76 16.32 21.83 37

** Teste F significativo a 1% de probabilidade
* Teste F significativo a 5% de probabilidade

TABELA 2A Resumo da analise de variancia dos dados referentes a incidéncia
fungica em amostras de grios de café beneficidado, desinfectados
com NaOCl pulverizados com micronutrientes, sob a

transformacdo /x+0,5.

Quadrado Médio
Fonte de vanagdo  GL F. semitectum  P.variable A.ochracens C. cladosporioides
Tratamentos 11 12269013 *  13.55614% 28.85051** 11.012732*
Emo 36 1.032264 1.616693 2.05562 1.243936
CV (%) 12.74 6.42 11.63 8.65

** Teste F significativo a 1% de probabilidade
* Teste F significativo a 5% de probabilidade

TABELA 3A Resumo da analise de vaniancia para lixiviagdo de potassio,
condutividade elétrica, atividade da polifenoloxidase (PFO) e
fendlicos totais em amostras de grios crus beneficiados de café
(pulverizados com diferentes micronutrientes).

Quadrado Médio
Fonte de GL Lixiviagio Condutividade Atividade Fenolicos
variagao de Potassio elétrica PFO Totais
Tratamentos 11 58.78005%* 3883.501** 8.31547 ** 1.02352**
Erro 36 1.35544 26.664 0.275377 0.029319
CV (%) 245 2.56 0.84 12.31

* Teste F significativo a 1% de probabilidade
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TABELA 1A Resumos das analises de varidncia para incidéncia dos fungos associados a amostras de café cru, ndo

desinfestados com NaOCl, processadas por via seca e umida , em 5 cultivares de café. Dados

transformados /x +0,5 .

Quadrado Meédio

0s1

Fonte de GL Fusarium Fusarium  Penicilium  Penicillium  Penicillium  Aspergillus  Aspergillus  Cladosporinm

variagdo semitectum equiseti variable rugulosunt Funiculosm ochraceus niger
Cultivar 4 62.870%* 6] 745%% Q5 30%%* 83.64** 63.97** 25.39%* 186 * 20.14 ns
Tegumento 1 71.810%* 156.9 ** 32 68%* 16.46ns  9.81* 71.87*F 127ns 5917 *
Cul*Teg 4 5.8535ns 398ns 8.09ns 8.86 ns 981 1041ns 1.15ns 18.03ns
Blocos 3 0.2300ns 9.18ns 1.22ns 0.32 ns 0.04 ns 239ns 0.72ns  0.791ns
Tratamentos 12 20.412*+ 35384+ 39 55%% 3428 2706** 1843 * 1 10ns 18.02 ns
Erro 57 5.0502 8.2278 6.59 4.59 2.40 5.36 0.73 15.25 ns
CV(%) 60.90 58.72 78.09 88.98 94,03 70.73 76.10 69.03

** Teste F significativo a 1% de probabilidade
* Teste F significativo a 5% de probabilidade



TABELA 2A Resumos das analises de varidncia para incidéncia dos fungos associados a amostras de café cru,

desinfestados com NaOCl, processadas por via seca e umida , em 5 cultivares de café. Dados

transformados /x+ 0,5 .

Quadrado Meédio

Fonte de GL Fusarium Fusarium  Penicilium  Penicillium  Penicillium  Aspergillus Aspergillus  Cladosporium

variagdo semitectum equisett variable rugulosum Funiculosum ©chraceus riger
Cultivar 4 82.860* 62.625%% 6527+ 04 .74%% 7357 25.49% (86 * 30.14 ns
Posigio 1 92.51 1% 187.5 ** 62.50%* 36.56 ns 10.51* 4147* 097ns 47.17*
Cul*Posi¢do 4 35.8535ns 6.98 ns 11.84ns 13.46ns 1283 * 1261ns 0.35ns 28.13ns
Blocos 3 0.2300ns 12.18ns 2.32ns 0.85 ns 0.84 ns 349ns 022ns 0.781ns
Tratamentos 12 47.423%%F 6647  4945%% 44 37*  36.06** 2233* 080ns 18.02ns
Erro 57 5.1911 6.3254 5.49 5.29 3.50 426 033 15.25 ns
CV(%) 4990 48,62 48.09 58.68 4413 40.73 36.20 69.03

* Posigdo: Desinfecgdo superficial com hipoclorito de sodio (1%)
** Teste F significativo a 1% de probabilidade
* Teste F significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 3A Resumos das analises de variancia referentes a incidéncia dos fungos associados aos graos de café em cada

cultivar, dados transformados 4/x +0,5 .

Quadrado Médio

Fonte de GL Acaia Mundo Novo Icatu Catuai Rubi

variagfio

Modelo 7 65.23%* 88.06 ** 72 S8** 87 45%% 45 67+
Erro 57 4.56 5.32 4.68 521 5.11

CV(%0) 52.9 56.3 47.02 54.2 493 48.4

e Teste F significativo a 1% de propabilidade
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1 Determinacdo de acicares totais, redutores e nfo redutores:

1.1 Extracio:

<> Pesar 2 gramas da amostra de café, colocar 50 ml de H,O destilada e levar por
2 horas no agitador

=> Da extragdo da glicose retirar 5 ml , coloca-los em um erlenmeyer de 125 ml,
adicionar 0.5 de HCl concentrado, deixer em banho maria fervente durante 15
munutos

= Esfriar e neutralizar com solugdo de carbonato de sodio, completar o volume
para 50 ml de agua destilada

= Usar a solu¢do para desprotenizagio

1.2 Desprotenizacio do Amido, Glicose e Sacarose

= Retirar 3 ml da extracdo, e pipeta-los em 3 tubos de ensaio
= Adicionar 1,2 ml de solu¢io de ZnSOQ,; (0.5%)

=> Adicionar 1.2 ml de solugdo de Ba(OH), (3N)

= adicionar 9 ml de agua destilada

= Filtrar

1.3 Determinagio do Amido, Glicose e Sacarose

= Colocar 2 ml do filtrado em tubos de ensaio, em seguida adicionar 1 ml do
Reativo cuprico e cobrir com papel aluminio

= Deixar em banho Maria Fervente por 20 minutos

= Colocar 1 ml de arsenomolibdato e esfriar com banho de gelo

= Adicionar 6 ml de agua destilada

= Fazer a leitura a 510 nm



2 Cafeina

= Pesar 2 g da amostra e adicionar lentamente 4 ml de H,SQ,

= Aquecer em banho maria a 60° C por 15 minutos

=~ Adicionar 50 ml de agua destilada fervente

=> Aguecer por 15 minutos

= Filtre a quente e cologue o filtrado em um funil de separagdo

=> Adicionar 50 ml de cloroformio , apos a separagdo em camadas, filtrar o
cloroformio que estd na camada mferior, repita este procedimento por 3
vezes

= Evaporar no rota-vapor , em seguida na estufa

= Apos secagem retire os baldes da estufa e lave com agua quente, a agua da
lavagem devera ser colocada em baldo de 1000ml

= Fazer a leitura a 274 nm com a agua da lavagem

3 Acidez titulavel

=> Pesar 2 g da amostra e adicionar 50 ml de H,O destilada

== Agitar por 1 hora, filtrar em paple de filtro

= Retirar 5 ml do filtrado, coloca-lo em erlenmeyer e adicionar 50 ml de H,Q
destilada

== Acrescentar 3 gotas de fenolftaleina

= Titular com NaOH 0.1 N

4 Lixiviagio de Potassio e¢ Condutividade Elétrica

= Contar e pesar 50 grdos de café, acondiciona-los em recipientees plasticos,
sobre suporte contendo aguna deionizada

= Colocar de 10 em 10 amostras na estufa ventilada a 25° C

= Apos 30 minutos fazer a leftura no Fotdmetro de Chama e Condutivimetro.

= As analise devem realizadas de 30 em 30 minutos durante 5 horas.
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5 Atividade enzimatica da polifenoloxidase

= Pesar 5 g da amostra

= Adicionar 40 ml do tamp3o fosfato de potassio 0.1 M pH 6.0 agitando por 5
minutos ( manter sob refrigeragio) '
= Filtrar a vacuo utilizando papel Whatman n°® 1

= Colocar em um tubo de ensaio 1 ml da amostra, 1 ml de glicina e 3 ml de
Dopa

=> Preparar o Branco com 1 ml de amostra e 4 ml de H,Q

= Colocar as amostras em banho maria a 60 ° C por 60 minutos

<> Fazer a lettura a 420 nm

6 Fendlicos Totais

<> Pesar 1 g da amostra de café

=> Adicionar 50 ml de metanol 50%

=> Levar a chapa aquecedora, apoés entrar em ebuligdo marcar 15 minutos,
deixar até que a temperatura reduza de 200 para 100° C.

= Filtrar em papel de filtro whatmanm n® 12

= Retomar o residuo dopaple para o erlenmeyer, adicione 40 ml de metanol,
levando novamente até a chapa aquecedora

= Repetir este procedimento por mais 2 vezes

= Apés realizada as 3 repetigdes levar os Becker onde foram recolhidos os
fitrados e conduzi-lo a chapa aquecedora até atingir o volume de 5 ml,
completar para 200 ml de agua destilada.

= Tomar 0,1 ml do filtrado obtido , acrescentar 8.4 ml de agna, 0.5 ml de Folen
Denis e 1,0 ml de Carbenato de sédio

= Para o preparo do branco, utilizar : 8.5 ml de H,0, 0.5 de Folen Denis, e 1, ml
de carbonato de Sédio, aguardar 30 minutos antes de realizar a leitura

= Fazer a lertura a 760 nm
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7 Determinacio de Ocratoxina A

7.1 Extracio

= Pesar 25 g da amostra de café, previamente triturada em frasco tipo Mason

= Adictonar 200 ml de solugéio de metanol bicarbonato de sodio 3% (1:1)

= Incorporar a solugdo com agitagdo por 10 mimutos em homogenizador de
amostras

= Filtrar em papel de filtro tipo Whatnmam no 4 pregueado

= Recolher e filtrar através de membrana de fibra de vidro Whatnmam 4 vacuo
= Pipetar 10 ml do filtrado e transferir para um baldo de 100 mi

= Completar o volume com solugio tampdo PBS e homogeneizar

7.2 Purificacio

= Adaptar uma seringa de plastico de 50 ml a coluna de imunoafinidade
Ochratest, utilizando um adaptador ,conecta-la a um sistema de filtragdo a
vacuo com controle individual de fluxo.

= Transferir todo o conteudo do baldo para a coluna e deixar passar através
desta com fluxo de 2 a 3 ml por minuto.

== Lavar a coluna com 10 ml de agua deionizada , utilizando pipeta Pasteur.

= Eluir a ocratoxina com 4 ml de metanol grau HPLC, utilizando pressido
positiva, controlando o fluxo através do embolo da seringa

{ 2-3 ml/min)

=» Evaporar em banho maria a 40 ° ¢ sobre fluxo de nitrogénio
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7.3 Separacio Deteccdo ¢ Quantificaciio

=*Recuperar os residuos obtidos na purificagdo com 300 m! de metanol/ a
acético e homogeneizar com agitador

=> Injetar com microsseringas no cromatografo liquido as solugdes padroes
ocratoxina nas condigdes cromatograficas especificas para determinagio
ocratoxina A.

= Com base na curva padrdo de calibra¢io, calcular as concemtragdes

ocratoxinas presente nas amostras.
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