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RESUMO

A perda de controle ao longo da cadeia produtiva pode causar alteragdes
indesejaveis nas caracteristicas dos grios, permitindo a contaminagdo por fungos
filamentosos e toxigénicos. O estudo foi realizado em condi¢des controladas, tendo
como objetivo avaliar o efeito de diferentes pontos de torracdo e tipos de
granulometria na concentracdo de ocratoxina A em graos de café torrado e moido,
para obter uma bebida de café filtrado seguindo os padroes da ABIC. Foram
utilizados graos de café (Coffea arabica L.) classificados como bebida dura, obtidos
da Cooperativa Agricola Alto Rio Grande no municipio de Lavras, MG. O
isolamento dos fungos foi realizado pela Técnica de Plaqueamento Direto em meio
dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Os fungos isolados foram
purificados e identificados em meios de cultura e temperatura padronizados. O
potencial ocratoxigénico dos isolados foi determinado pelo método Plug Agar. A
inoculag@o dos graos de café com Aspergillus ochraceus foi realizada utilizando-se
uma suspensio de esporos de 10’ UFC/ml. As amostras foram torradas em trés
pontos diferentes de torracdo (clara, média e escura) e moidas em trés tipos
diferentes de granulometria (fina, média e grossa). A quantificacdo de OTA nos
graos de café cru contaminado e grdos de café torrado e moido foi realizada pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Dos graos analisados no
plaqueamento direto, 97% encontravam-se contaminados com fungos. Destes, 83%
foram identificados como pertencentes a Seg¢do Circumdati e 14% como fungos
pertencentes a Secdo Nigri. Dos 35 isolados testados, 57% foram produtores de
OTA, sendo todos identificados como Aspergillus ochraceus. Os resultados
revelaram que a OTA foi detectada em 100% das amostras, com concentragdes
variando de 108,327 pg/kg a 3,059 pg/kg. Em todos os tratamentos foi possivel
observar uma diferenca significativa nos valores residuais de OTA. Tratamentos
com granulometria grossa apresentaram menor valor residual de OTA. A interacao
torracdo escura com qualquer tipo de granulometria estudada foi a que apresentou os
menores valores médios de concentracdo de OTA, sendo a combinagdo torracao
escura e granulometria grossa o tratamento com menor concentracdo da toxina com
3,060 pg/kg. Esta amostra continha, em média, 2,83% de OTA residual, obtendo
uma reducdo de 97,17% de OTA. A torracdo média sofreu maior influéncia dos
diferentes tipos de granulometria, uma vez que apresentou maior diferenca entre a
estimativa das médias da granulometria fina com a grossa. Os resultados deste
estudo demonstram que ndo apenas a torragdo, mas a torragdo e a granulometria sao
importantes na concentragdo residual de OTA em graos de café torrado e moido.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Aspergillus. Café. Fungos toxigénicos.
Qualidade.



ABSTRACT

The loss of control over the supply chain can cause undesirable changes
in the characteristics of the grains, allowing contamination and toxigenic fungi.
The study was conducted under controlled conditions, in order to study the
effect of different roasting degrees and types of grain size on the concentration
of ochratoxin A in roasted coffee beans and ground coffee, for a coffee drink
filtered according to the standards of ABIC. We used coffee beans (Coffea
arabica L.) classified hard liquor, obtained from the Cooperativa Agricola Alto
Rio Grande in Lavras-MG. The isolation of fungi was made by Direct Plating
Technique with Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC). The isolates
were purified and identified in culture media and temperature standard. The
ocratoxigenical potential was determined by Plug Agar. Inoculation of the coffee
beans was made using a spore suspension of 10’ CFU / ml. The samples were
roasted at three different points of roasting (light, medium and dark) and ground
into three different types of grain size (fine, medium and coarse). The
quantification of OTA in contaminated raw coffee beans and roasted and ground
coffee beans was performed by the method of high performance liquid
chromatography (HPLC). Of the grains analyzed in direct plating 97% were
contaminated with fungi. Of these 83% were identified as belonging to the
Section Circumdati and 14% as fungi belonging to Section Nigri. Of the 35
isolates tested, 57% were OTA producers, all identified as Aspergillus
ochraceus. The results showed that the OTA were detected in 100% of the
samples, with concentrations ranging from 108.327 pg/Kg to 3.059 ng/Kg. In all
treatments was possible to observe a significant difference in residual values of
OTA. Treatments with coarse showed less residual value of OTA. The
interaction of dark roast coffee with any type of particle size studied was the one
with the lowest average concentration of OTA. As the dark roasted combination
coarse treatment with a lower concentration of the toxin with 3.060 pg/kg. This
sample contained on average 2.83% of residual OTA, obtaining a reduction of
97.17% of OTA. The medium roast suffered the greatest influence of different
particle size, since biggest difference between the estimate of the mean particle
size with fine to coarse. The results of this study demonstrate that not only the
roasting, but roasting and grain size are important in the residual concentration
of OTA in roasted coffee beans and ground coffee.

Keywords: Ochratoxin A. Aspergillus. Coffee. Toxigenic fungi. Quality
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O café é reconhecido como um dos principais produtos agricolas
exportados pelo Brasil e representa um importante gerador de divisas para o
pais, além de ter fungdo social, fixando mdo de obra no campo e gerando
empregos. Atualmente, no Brasil, cerca de 3,5 bilhdes de cafeeiros sdo
cultivados em aproximadamente 350 mil propriedades agricolas, ocupando
diretamente quase 1,5 milhdo de trabalhadores (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DA INDUSTRIA DE CAFE - ABIC, 2011). O Brasil se destaca em relagio a
producdo do café, como maior produtor e exportador mundial além de ser
considerado o maior mercado consumidor dessa commodity (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2011).

Varios estudos comprovam que o café, além de saboroso, faz muito bem
a saude, sendo rico em minerais, aglicares, lipidios, aminoacidos e compostos
fendlicos (COSTA; DOREA, 2005). A qualidade do café ¢ determinada
comercialmente por caracteristicas fisicas dos grdos e sensoriais da bebida. O
desenvolvimento de infec¢des microbianas nos graos de café pode comprometer
tanto o seu aspecto visual quanto o sabor e aroma. Entre os microrganismos
associados a frutos e graos de café, os fungos filamentosos representam o grupo
causador de maior dano, pois sdo grandes produtores de micotoxinas.

Micotoxinas sdo prejudiciais aos seres humanos e¢ animais e sdo de
grande preocupacdo em todo o mundo. A ocratoxina A (OTA) ¢ considerada a
principal micotoxina associada ao café, produzida principalmente por fungos do

género Aspergillus Se¢do Circumdati e Se¢do Nigri. Os fungos contaminantes



15

de café produtores de OTA s3o Aspergillus ochraceus, A. carbonarius e,
raramente, 4. niger.

Estudos demonstraram que a OTA tem agdo nefrotoxica, citotdxica,
carcinogénica, teratogéncia e imunossupresssora (ABRUNHOSA; SANTOS;
VENANCIO, 2006; DACHOUPAKAN et al., 2009; GHALI et al., 2009; LINO
et al., 2008; SUAREZ—QUIROZ et al., 2004; ZHANG et al., 2009). Além disso,
esta relacionada com a nefropatia endémica dos balcds, doenca degenerativa dos
rins, que afeta exclusivamente a populagdo adulta rural (ESTEBAN et al., 2006;
LOBEAU et al., 2005).

Os resultados dos estudos da ocratoxina A em alimentos despertaram
preocupagdo da Unido Europeia, que estabeleceu legislagdo especifica limitando
em até 5 ug/kg a concentracdo de ocratoxina A para grdos de café torrado e
moido e 10 ug/kg para café soluvel (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES - CEC, 2006). No Brasil, a concentragdo de OTA em café
torrado e soluvel ¢ de 10 pg/kg, conforme o estabelecido pela Resolugdo - RDC
n® 7, de 18 de fevereiro de 2011 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA - ANVISA, 2011).

Estes estudos sugerem também a ocorréncia de redugdo das
concentragdes de OTA durante a torragdo, no entanto, 0os mesmos nao sao
conclusivos. Em razdo das controvérsias dos resultados sobre a influéncia do
processo de torracao nos niveis de OTA, estudos mais criteriosos devem ser
realizados para que se tenha uma visdo mais aprofundada sobre os efeitos das
condi¢des de torragdo, analisando também os diferentes tipos de granulometria
na concentragdo de OTA.

Devido a frequéncia de OTA em graos de café e em produtos derivados
e a dificuldade de controlar a qualidade sanitaria do produto, o processo de
torragdo e granulometria pode ser uma forma eficaz de obter menores valores

residuais de OTA, minimizando os riscos do consumo do café filtrado. Desse
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modo, com o presente estudo objetivou-se avaliar o efeito de diferentes pontos
de torragdo e tipos de granulometria na concentragdo de ocratoxina A em graos
de café torrado e moido, para obter uma bebida de café filtrado seguindo os
padrdes da ABIC.

No Capitulo 1 encontra-se uma revisdo de literatura, na qual sdo
abordados os seguintes temas: a cafeicultura no Brasil, micotoxinas, principais
fungos produtores de OTA em café, ocratoxina A, ocratoxina A: riscos a saude
do consumidor, o processo de torragdo ¢ moagem do café, o efeito da torragdo e
moagem nos niveis de OTA e determinagdo de OTA em café.

O Capitulo 2 estd em formato de artigo ¢ apresenta a incidéncia e os
niveis de OTA em café com diferentes pontos de torragdo e tipos de
granulometria, observando-se, assim, o efeito da torracdo e da granulometria nos

valores residuais de OTA em graos de café torrado e moido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cafeicultura no Brasil

O café chegou ao norte do Brasil, mais precisamente em Belém, em
1727, trazido da Guiana Francesa pelo sargento-mor Francisco de Mello Palheta,
a pedido do governador do Maranhdo e Grao Pard, que o enviara as Guianas
com essa missdo. As boas condi¢des climaticas presentes no pais facilitaram o
cultivo e a cultura se espalhou rapidamente, com produgdo voltada para o
mercado doméstico (SEGGES, 2001).

Em sua trajetoria pelo Brasil, o café¢ propagou-se pelos estados do
Maranhdo, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana ¢ Minas Gerais. Num
espaco de tempo relativamente curto, o café passou de uma posigdo
relativamente secundaria para a de produto-base da economia brasileira.
Desenvolveu-se com total independéncia, ou seja, apenas com recursos
nacionais, sendo, afinal, a primeira realiza¢do exclusivamente brasileira que
visou a producdo de riquezas (ABIC, 2011).

O café é uma das bebidas mais consumidas mundialmente. No Brasil, o
consumo de café também se destaca entre as demais bebidas. De acordo com a
ABIC (2010), o consumo interno brasileiro de café continua crescendo. No
periodo compreendido entre novembro/2009 e outubro/2010, a ABIC registrou o
consumo de 19,13 milhdes de sacas, o que representa um acréscimo de 4,03%
em relagdo ao periodo anterior correspondente (novembro/2008 a outubro/2009),
que havia sido de 18,39 milhdes de sacas. O consumo per capita foi de 6,02 kg
de café em grdo cru ou 4,81 kg de café torrado, quase 81 litros para cada
brasileiro por ano, registrando uma evolucdo de 3,5% em relagdo ao periodo
anterior. Os brasileiros estdo consumindo mais xicaras de café por dia e

diversificando as formas da bebida durante o dia, adicionando ao café filtrado
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consumido nos lares também os cafés expressos, cappuccinos e outras
combinag¢des com leite.

As principais justificativas para este aumento estdo relacionadas com os
esfor¢os do setor cafeeiro em melhorar a qualidade do café produzido, & maior
percepcdo e as exigéncias dos consumidores por cafés de qualidade, aos
investimentos em marketing junto aos consumidores e profissionais da area
médica, desmistificando o conceito de que café faz mal a saide e a consolidagdo
e ao amadurecimento dos segmentos das cafeterias (MOREIRA, 2007).

O café¢ ¢ um produto agricola de extrema importancia econOmica e
social para o Brasil. Embora, nos ultimos anos, a cultura do café¢ tenha se
estendido por muitas outras regides do mundo, o Brasil ainda é o maior produtor
mundial, muito a frente do Vietna (16,5 milhdes de sacas), da Indonésia (9,35
milhdes de sacas) e da Colombia (8,1 milhdes de sacas) (CONAB, 2011). A
concorréncia de mercado tem exigido constante preocupagdo com a qualidade do
produto, pois € um dos poucos produtos agricolas que tém seus precos baseados
em pardmetros qualitativos.

Segundo a Organizacdo Internacional do Café - OIC (2011), a
exportacdo mundial de café atingiu 103,1 milhdes de sacas de 60 kg no ano
cafeeiro 2010/2011 (outubro de 2010 a setembro de 2011). O volume exportado
apresentou alta de 9,4% em relacdo ao ciclo anterior, quando foram exportadas
94,3 milhdes de sacas. Trata-se de um recorde historico. Nesse mesmo periodo,
as exportacdes da variedade arabica ficaram em 66,6 milhdes de sacas, 5,1
milhdes de sacas a mais do que no ano anterior. De robusta, foram exportadas
36,6 milhdes de saca, volume 3,9 milhdes de sacas maior do que na safra
anterior.

De acordo com a CONAB (2011), a producido brasileira ¢ estimada em
43,15 milhdes de sacas beneficiadas, de arabica e conilon. Este volume é 10,3%

ou 4,94 milhdes de sacas inferior ao volume de 48,09 milhdes de sacas
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produzido na safra de 2010. Esta redugdo se deve principalmente, ao ano de
baixa produgdo devido a bienalidade e a estiagem nos meses de janeiro e
fevereiro, que prejudicaram as lavouras que se encontravam na fase de
enchimento dos frutos, sobretudo nos estados de Minas Gerais (regides Sul de
Minas e Cerrado Mineiro), na Bahia e em Rondonia.

Os principais estados produtores de café no Brasil sdo: Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Bahia, Rondénia, Mato Grosso, Para e Rio de
Janeiro. A produgdo de Minas Gerais esta estimada em 21.677.922 sacas de caf€,
na safra 2011, com varia¢do percentual de 3,28%, para mais ou para menos. A
produtividade média do estado atingiu 21,68 sacas de café por hectare. Em
comparagdo com a safra anterior, a estimativa sinaliza uma redugdo da produgio
cafeeira em 13,82%. Este decréscimo se deve, basicamente, a bienalidade
negativa da cultura, em que pesa a tendéncia de inversdo da bienalidade
fisioloégica dos cafezais nas regides da Zona da Mata, Centro Sul e Serra da
Mantiqueira, refletindo a frustragdo da producdo na safra 2010, em razdo das
adversidades climaticas ocorridas ao longo da fase produtiva das lavouras
(CONAB, 2011).

O café ndo possui apenas cafeina, mas também potassio, zinco, ferro,
magnésio e diversos outros minerais, embora em pequenas quantidades. O gréo
do café também possui aminoacidos, proteinas, lipideos, além de agucares e
polissacarideos. O principal segredo ¢ que o café tem uma quantidade
significativa de polifendis antioxidantes, chamados &cidos clorogénicos
(COSTA; DOREA, 2005). Durante a torragdo do café, esses 4cidos clorogénicos
formam novos compostos bioativos: os quinideos. E nessa etapa também que as
proteinas, aminoacidos, lipideos e aglcares formam os quase mil compostos
volateis responsaveis pelo aroma caracteristico do café e é toda essa composigao

que faz do café uma bebida natural e saudavel (ABIC, 2011).
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Como qualquer outro produto, o café estd susceptivel & contaminagdo
por microrganismos. O desenvolvimento de infec¢des microbianas nos graos de
café compromete tanto o aspecto visual quanto o sabor e aroma, além de

influenciar a qualidade e produzir micotoxinas (BATISTA et al., 2003).

2.2 Micotoxinas

Os fungos sdo capazes de produzir, em condigdes naturais e
laboratoriais, metabolitos secundarios toxicos. Os metabodlitos secundarios sdo
compostos biossintetizados e excretados por meio de um conjunto de vias
metabodlicas (que constitiem o metabolismo secundario), mas que ndo sio
essenciais para o crescimento e a sobrevivéncia do organismo. Estdo presentes
no meio de cultura ou substrato em que os fungos estdo se desenvolvendo e
recebem a denominagdo de micotoxinas. Os produtos metabolicos secundarios,
quando ingeridos com os alimentos, causam alteracdes bioldgicas prejudiciais
tanto a0 homem como aos animais (SABBADINI et al., 2009; VISOTTO et al.,
2008).

Embora a infeccdo fungica dos alimentos deva ocorrer para que haja
formagcdo de micotoxinas, alimentos embolorados nem sempre estdo
contaminados com micotoxinas (HUSSEIN; BRASEL, 2001; TANIWAKI et al.,
2003). Vale ressaltar que nem todos os fungos sdo potencialmente toxigénicos e
nao sdo todos os metabdlitos secundarios de fungos que sdo toxicos. Os fungos
podem se desenvolver no campo, durante o cultivo, a colheita e a estocagem,
devido a fatores intrinsecos, ou seja, inerentes ao substrato, e a fatores
extrinsecos, inerentes as condi¢des que envolvem o substrato (PITTET, 2001).

Aproximadamente 20 tipos de micotoxinas, produzidas por diferentes
espécies, sdo encontradas com frequéncia em quantidades suficientes para

constituirem verdadeiro risco para a saude alimentar, embora existam
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aproximadamente 300 micotoxinas diferentes identificadas (SARTORI et al.,
2006).
As micotoxinas podem ser encontradas em varios produtos agricolas. Os

principais estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1 Principais micotoxinas encontradas em produtos agroalimentares

Produtos agricolas Micotoxinas

Amendoins Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), acido
clicopiazdnico

Café Ocratoxina A

Carnes € ovos Patulina, citrinina, ocratoxina A, aflatoxina M1

Cereais Desoxinivalenol, nivalenol, toxina T-2,
zearalenona, fumonisinas, ocratoxina A, citrinina

Figos Ocratoxina A

Frutos secos Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), ocratoxina A

Magas Patulina

Milho Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), desoxinivalenol,
nivalenol, zearalenona, fumanisinas, toxina T-2,
citrinina, ocratoxina A

Produtos lacteos Aflatoxina M1, ocratoxina A

Sementes oleaginosas Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2)

Uvas passas Ocratoxina A

Fonte: Abrunhosa (2008)

Pode-se observar, no Quadro 1, que as micotoxinas mais encontradas em
alimentos sao as aflatoxinas e as ocratoxinas (ABRUNHOSA, 2008).

Para Jarvis e Miller (2005), as micotoxinas de maior relevancia para a
saude de animais e humanos sdo: as aflatoxinas, produzidas por fungos do
género Aspergillus, como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas produzidas
por espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium e as
fusariotoxinas, que possuem como principais representantes os tricotecenos, a
zearalenona e as fumonisinas, produzidas por diversas espécies do género

Fusarium. Dentre as micotoxinas, a OTA ¢ a que apresenta maior relevancia
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para o café, por apresentar limites de niveis de ocorréncia (PIMENTA;
VILELA, 2003).

Segundo Vasanthi e Bhat (1998), em todas as etapas de produgdo
devem-se tomar medidas preventivas para reduzir o risco de micotoxinas em
produtos agricolas, desde o plantio, a colheita, o transporte ¢ A estocagem da

matéria-prima até o processamento do produto final.

2.3 Principais fungos produtores de OTA em café

De acordo com Silva et al. (2008), os principais fungos produtores de
OTA sdo Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius, Aspergillus sulphureus, Aspergillus sclerotiorum e, raramente,
Aspergillus niger. Sdo trés os principais fungos produtores de OTA que estdo
associados ao café: A. carbonarius, A. ochraceus e, raramente, 4. niger.

Atualmente, sabe-se que a OTA ¢ produzida por outras espécies de
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, entretanto, sua
presenca em amostras de café tem sido atribuida, principalmente, a ocorréncia
de espécies do género Aspergillus pertencentes a Se¢do Circumdati e a Seg¢do
Nigri (CHALFOUN; PARIZZI, 2008). Segundo Chalfoun e Batista (2006),
fungos produtores de OTA em café sdo encontrados com maior frequéncia na
Se¢do Circumdati, especialmente A. ochraceus. A espécie Penicillium
verrucosum € reconhecida como produtora de ocratoxina A, entretanto, alguns
trabalhos citam também P. viridicatum como responsavel pela produgdo desta
micotoxina (PITT; HOCKING, 1997).

Os fungos produtores de micotoxinas estdo presentes nos ambientes das
lavouras, no preparo e no armazenamento do café e sua relagdo com a qualidade
e a seguranca do produto final depende das condi¢gdes ambientais, do manejo da

cultura e do processamento pos-colheita (BATISTA et al, 2003). A
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contaminag¢do dos grdos de café pode ocorrer nas fases de processamento,
principalmente durante a lavagem, a fermentagdo e a secagem (TANIWAKI et
al., 2003; URBANO et al., 2001). A secagem ¢ uma das rotas de contaminacio
por espécies de Aspergillus ocratoxigénicos e, consequentemente, de
contaminag¢do com OTA (BUCHELI; TANIWAKI, 2002). O tipo de terreiro de
secagem do café ¢ importante nesta contaminagdo, sendo o terreiro de terra o
mais favoravel (MORAES; LUCHESE, 2003).

Conforme Silva (2008), as instalagdes e as condi¢des de armazenamento
das tulhas também precisam ser levadas em consideragdo, nas quais se observa
grande acumulo de poeira proveniente do processo de beneficiamento. Isso pode
acarretar a disseminagdo de fungos ocratoxigénicos de uma safra para outra ou
agravar as contaminagées ja ocorridas, dependendo do tempo de
armazenamento. Além do risco de produzir OTA, fungos que crescem em graos
estocados podem reduzir a taxa de germinagdo ao longo do tempo, com perda de
carboidratos, proteinas e o6leo total, e induz o aumento de umidade e a
quantidade de acidos graxos livres, ¢ outras mudangas quimicas (DUARTE;
PENA; LINO, 2009).

Aspergillus ochraceus, que € o maior produtor de ocratoxina em café,
desenvolve-se em temperatura entre 8§ °C e 37 °C (temperatura 6tima 24-31 °C),
atividade de 4gua minima de 0,76 a 25 °C (aw 6tima 0,95-0,99) e pH entre 3-10
(PITT; HOCKING, 1997). Apesar de Aspergillus ochraceus desenvolver-se a
partir de 0,76 de atividade de agua, a ocratoxina ¢ produzida a partir de 0,85
(sendo 0,97 a aw oOtima). A temperatura em que ocorre a producdo da toxina
situa-se entre 12 °C e 37 °C (6tima de 25 °C) e o pH 6timo de produg¢ao entre 5-
6 (MOSS, 1996).

Umidade, temperatura, tipo de substrato e alguns outros fatores
desempenham importante papel no desenvolvimento de fungos produtores de

OTA (TANIWAKI et al., 2003).
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De acordo Suarez-Quiroz et al. (2005), os fungos ocratoxigénicos
podem ser eliminados quando removido o mesocarpo, um importante substrato
para o seu desenvolvimento. A colonizagdo interna pelos fungos pode ser
explicada por danos causados por insetos, acaros ou condigdes climaticas
adversas. Outra explica¢do ¢ a ocorréncia da ruptura de estruturas da parede
celular por alteragdes nas pectinas, celuloses, hemiceluloses e ligninas nos
frutos. Estes compostos conferem uma estrutura mais rigida aos frutos do café e
a degradacdo natural torna os frutos mais susceptiveis a ocorréncia fingica
(BATISTA; CHALFOUN, 2007).

Batista et al. (2009) avaliaram a ocorréncia de OTA em gréos de café
processados por diferentes métodos e verificaram que as fragdes boia e varri¢ao
apresentaram os maiores niveis de contaminagao por fungos toxigénicos e OTA,
quando secos em terreiro de terra. Esse estudo demonstrou que a colheita e as
operacdes de pré-processamento geram produtos com caracteristicas e riscos
diferentes de exposi¢do a esta contaminagdo. O maior risco de exposicdo a
contaminagdo do café foi caracterizado, portanto, pelo contato do fruto com o
solo, constituido pelo café de varricdo e por manejo pés-colheita inadequado,
durante a secagem em terreiro de terra. Campos et al. (2009) também
verificaram que o café com permanéncia prolongada no solo apresentou elevada
ocorréncia de A. ochraceus e niveis muito elevados de OTA, no cerrado mineiro

e baiano.

2.4 Ocratoxina A

Entre as ocratoxinas e analogos que compdem o grupo, foi relatada a
ocorréncia de ocratoxina A, ocratoxina B e ocratoxina C. A ocratoxina A (OTA)
caracteriza-se por apresentar fluorescéncia verde quando exposta a luz

ultravioleta ¢ tem uma molécula de cloro em sua estrutura, responsavel pelo
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carater toxico (EDWARDS; O’CALLAGHAN; DOBSON, 2002). A ocratoxina
B apresenta fluorescéncia azulada, ndo apresentando toxicidade devido a
auséncia da molécula de cloro. A ocratoxina C, com fluorescéncia verde,
constitui um etil éter da ocratoxina A, sendo muito menos toxica que essa.

A fluorescéncia da OTA ¢ utilizada para a revelacdo em cromatografia
de camada delgada (CCD) e para a sua detecgdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (ABRUNHOSA, 2008).

Segundo Marin (2005), as OTA sdo um grupo de sete derivados de
isocumarina ligada a uma amina que, por sua vez, estd unida a um grupo f-

fenilalanina (FIGURA 1).

Figura 1 Estrutura quimica da ocratoxina A
Fonte: Marin (2005)

A OTA ¢é um metabdlito secundario produzido por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium. As principais espécies de fungos do género
Aspergillus produtores de OTA no café sdo 4. ochraceus, A. carbonarius, A.
niger e A. westerdijkiae (GILBERT; ANKLAM, 2002; MORELLO et al., 2007).
De acordo com Moss (1996), a principal espécie produtora de OTA ¢é A.
ochraceus.

Os fungos produtores de ocratoxina pertencentes ao género Penicillium

sdo P. brevicompactum, P. crustosum, P. olsonii ¢ P. oxalicum, sendo a
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principal P. verrucosum (GOLLUCKE; TANIWAKI; TAVARES, 2004; VEGA
et al., 2006).

A OTA pode ser encontrada em muitos alimentos, como cereais (trigo,
aveia, cevada, milho), vinho, suco de uva, cerveja, frutas secas (passas), soja,
cacau, chd, temperos, produtos de origem animal e café verde, torrado e
instantaneo (ALMEIDA et al., 2007; FUJIJI et al., 2007).

Varios paises estabeleceram limites maximos de OTA para diversos
cereais ¢ outros produtos. Em 1999, nos Estados Unidos, a recomendacgdo de
ingestdo maxima era de 100ng/kg por semana; ja no Canada houve uma maior
restri¢do, de 1,5-5,7 ng/kg por dia. Em 2007 ocorreu uma reavaliacdo desses
valores e a Europa abaixou o limite para 1,14-2,24 ng/kg ao dia. A Unido
Europeia também introduziu limites de OTA para o café, como 5 pg/kg de café
torrado e 10 pg/kg de café soluvel. Certos paises impuseram limites também
para café verde de 8-20 pg/kg (LEONG et al., 2007). No Brasil, a concentragdo
de OTA em café torrado e solavel é de 10 ug/Kg, estabelecida pela Resolugéo-
RDCn° 7, de 18 de fevereiro de 2011 (ANVISA, 2011).

Segundo Joosten et al. (2001), mais de 80% da OTA originalmente
presente nos graos de café verde é destruida durante o processo para a obtengao
de café soltivel sob condi¢des industriais. Estima-se que uma xicara de café
soluvel contenha, aproximadamente, 2,5 ng de OTA.

Em pesquisa desenvolvida por Chalfoun e Batista (2006), os cafés tipo
cereja, cereja despolpado, cereja descascado, verde e seco na planta mostraram-
se com uma contamina¢do de OTA de até 5,0 ug/kg, em sua grande maioria e as
fragdes de café mistura, boia e, principalmente, varricao, apresentam indices de
contaminag@o por OTA acima de 5,0 pg/kg. Para Chalfoun e Batista (2002), para
que o café possa ser comercializado como alimento com seguranga, a primeira
condi¢do seria sua qualidade, que envolveria boa aparéncia, sabor, aroma, valor

nutricional e seguranca do ponto de vista toxicologico.
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Segundo Gelli et al. (2001), a seguranca do alimento é a maior
preocupacdo que a industria alimenticia enfrenta. O sistema de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) ¢ indicado pelo Codex
Alimentarius para garantir a seguranca de produtos alimenticios. Assim, a
aplicacdo dos principios da APPCC depende de base cientifica quanto aos
fatores relacionados a producao de OTA em toda cadeia produtiva do café, até o
armazenamento do grio beneficiado, para assim caracterizar quais medidas de
controle e de carater preventivo poderdo ser utilizadas ¢ como.

No Brasil, a selego tradicional de cafés de boa qualidade para atender
as exportagdes inclui uma classifica¢do sensorial que elimina qualquer material
com significativa presenca de fungos e OTA acima dos niveis admitidos. Assim,
cafés contaminados sdo improvaveis de serem aceitos e comercializados porque
odores e sabores indesejaveis os tornam inaceitaveis. Entretanto, cafés sem o
mesmo rigor de selecdo podem apresentar niveis significativos de OTA. A
preocupagdo reside, portanto, no consumo interno do pais, uma vez que se
consome o excedente do produto exportavel (CHALFOUN; PARIZZI, 2008).

Os estudos realizados com café brasileiro destinado ao mercado
brasileiro indicaram baixa contamina¢do por OTA, mas o ideal ¢ a auséncia
desse contaminante (LEONI et al., 2001). De forma semelhante, ndo se t€ém

registros de OTA acima dos limites aceitaveis nos tltimos anos.

2.5 Ocratoxina A: riscos a saude do consumidor

A OTA permanece no organismo por um longo periodo, tendo uma meia
vida de 35 dias em humanos, de 72 a 120 horas em porcos e de 77 horas em
animais ruminantes (AL-ANATI; PETZINGER, 2006).

Conforme Richard (2007), em humanos, a OTA ¢ excretada lentamente,

devido a sua grande afinidade com algumas proteinas plasmaticas, sua
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circulagdo entero e sua reabsor¢do da urina (LINO et al., 2008). A OTA acumula
no tecido adiposo e este processo também auxilia na sua lenta eliminagdo pelo
organismo (PITT, 2000).

Os efeitos toxicos da OTA parecem estar relacionados a sua capacidade
de inibir a sintese protéica, competindo com a fenilalanina na reacdo catalisada
pela fenilalanil-tRNA sintetase e outros sistemas que exigem esse aminodcido, e
aumenta a peroxidacao lipidica, levando a um maior dano celular e mitocondrial
(DIRHEIMER, 1996; TURNER; SUBRAHMANYAM, 2009). Esta micotoxina
¢, ainda, considerada nefrotoxica, citotdxica, carcinogénica, teratogéncia e
imunossupresssora  (ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO,  2006;
DACHOUPAKAN et al, 2009; GHALI et al, 2009; LINO et al., 2008;
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004; ZHANG et al., 2009). Tem sido investigada
também como indutora de mutagdes gé€nicas por meio de mecanismos
genotoxicos ainda ndo muito claros (RINALDI et al., 2007).

Apos ser ingerida, a OTA ¢ absorvida pelo trato gastrintestinal, entra na
circulacdo e liga-se as proteinas do soro. A maior toxicidade da OTA em
mamiferos esta relacionada aos rins, o que se deve, em parte, a reabsorcdo ativa
pelo tabulo proximal, no sistema de transporte de anions, acumulando altas
concentragoes de OTA neste 6rgdo (FUNGARO; SARTORI, 2009).

Os rins sdo o principal alvo da atividade toxica da OTA, no entanto, o
figado também pode sofrer danos quando exposto a altos niveis da toxina
(BUSBY JUNIOR; WOGAN, 1981). Estudos tém demonstrado que a OTA esta
relacionada com a nefropatia endémica dos balcas, doenga degenerativa dos rins
que afeta exclusivamente populagdo adulta rural (ESTEBAN et al., 2006;
LOBEAU et al., 2005).

A nefropatia endémica é uma doenga renal que ocorre em algumas areas
rurais da Bosnia, Bulgaria, Croacia, Kosovo, Roménia e Sérvia (PERAICA et

al., 2008). A etiologia da doenca ¢ ainda desconhecida, apesar de haver um
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numero razoavel de hipoteses. Suas principais caracteristicas sdo a distribuigdo
geografica limitada, a ocorréncia em familias de agricultores, a alta mortalidade
por uremia e a alta incidéncia de tumores uroteliais (MILETIC-MEDVED;
PERAICA; DOMIJAN, 2005).

Para Zhang et al. (2009), pesquisas tém indicado que a OTA pode afetar
também o sistema neural. Os mecanismos moleculares de sua neurotoxicidade
ainda ndo estdo bem elucidados, embora o potencial neurotéxico da OTA seja
conhecido.

A OTA foi classificada, pela International Agency for Research on
Cancer (IARC), como pertencente ao grupo 2B, ou seja, possivel carcinogénico
humano (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER -
IARC, 1993).

2.6 O processo de torragado e moagem do café

O sabor e 0 aroma que caracterizam a bebida do café sdo resultantes da
combinagdo de centenas de compostos quimicos produzidos pelas reacdes que
ocorrem durante a torragdo. A torracdo ¢ responsavel pela transformacao do grao
verde em grao torrado, para a confec¢do da bebida. O controle do tempo e da
temperatura utilizados durante o processo ¢é fator relevante na qualidade final do
produto (ABIC, 2011).

O processo de torragdo do café acontece de forma simplificada, quando
os graos de café sdo torrados e tornam-se amarelados, perdendo grande parte de
agua quando expostos a 100 °C. A partir de 120-130 °C, a cor do grio passa a
ser castanha. No decorrer do processo de torracdo, a temperatura de 150 °C
ocorre o desprendimento de um odor de 6leo. Quando se atinge a temperatura de
180 °C, os gases de combustdo comegam a se desenvolver sob a forma de uma

fumaga branco-azulada com desprendimento de diéxido (CO,) e monoxido (CO)
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de carbono. A cor muda para marrom e o volume dos graos aumenta e estes se
tornam porosos e quebradigos. De acordo com o grau de torracdo, ocorrem
maior ou menor perda de peso dos grios e aumento do volume. Na torragdo
brasileira (escura), ocorre, normalmente, perda de peso de 20% e, deste total, de
9% a 10% sdo decorrentes da perda de 4gua, cerca de 1% devido a eliminacao
de cascas e de 10% a 12% sdo decorrentes das perdas de substancias volateis
(COELHO, 2000).

Conforme Clarke e Macrae (1985), esta etapa ¢ de suma importincia,
pois, dependendo do tempo e da temperatura em que o grao ¢ exposto, o aroma ¢
definido. A maioria das substincias aumenta em concentra¢do durante a torragdo
dos graos, enquanto outras diminuem devido a degradacao.

Os pontos de torragdo s3o determinados tanto para fins comerciais
quanto cientificos e varia de individuo para individuo. Para auxiliar na
padronizagdo da medida colorimétrica, a Specialty Cup Association of América
(SCAA) utiliza um sistema de discos colorimétricos obtidos ap6s experimentos
cientificos sob condi¢des controladas de torragdo, nos quais foi determinada uma
progressdo linear, baseada na caramelizagdo do agticar e nos pontos de torracao
mais comumente encontrados no mercado. Este sistema foi denominado
AGTRON/SCAA roast classification color disc system (sistema de classificagdo
de pontos de torra por discos colorimétricos).

Na Tabela 1 encontram-se os diferentes graus de torragdo, com
denominacdes diferentes encontradas no mercado nacional e internacional, de

acordo com o tempo de permanéncia do café no torrador (FARAH, 2004).



Tabela 1 Diferentes graus de torragdo, com denominagdes diferentes encontradas no mercado nacional e internacional, de
acordo com o tempo de permanéncia do café no torrador
Nome correspondente no  Nome correspondente ao N°. referéncia na escala

Classificacdo da torra

mercado nacional mercado internacional Agtron/SCAA
Muito clara 0 mmmemmmmmmeeeeee el 95
Clara Cinamon 85
Moderadamente clara Americana American 75
Média-clara ou Convencional-menos City 65

moderadamente clara
Convencional ou torrado

Média e moido Convencional- Full city 55
menos

Média escura ou

moderadamente escura

Escura — Coloragdo

marrom-escuro, Extraforte French or Italian 35

comecando a soltar 6leo.

Muito escura, graos quase

pretos e bem oleosos

Fonte: Adaptado de Farah (2004)

Convencional-mais Vienna 45

Extraforte/queimado Spanish 25

1€
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Segundo Melo (2011), existem trés caracteristicas importantes que
indicam a qualidade da bebida em fun¢@o do grau de torracdo: a acidez, o aroma
e o corpo. Em torragdo mais clara, a caracteristica predominante é a acidez, mas,
a medida que a torracdo se intensifica, essa caracteristica diminui, deixando
ressaltar as demais. O aroma e o corpo sdo mais acentuados em niveis de
torragdo intermediarios e, & medida que o grdo torna-se mais escuro, alguns
componentes sdo carbonizados prevalecendo o sabor de queimado.

Graos torrados com umidades superiores a 3% b.u. podem amolecer com
facilidade, prejudicando o processo de moagem. A qualidade do ar utilizado nos
sistemas de resfriamento também deve ser observada, de forma a garantir que,
por ocasido do insuflamento, o mesmo esteja livre de contaminagdo fisica,
quimica e/ou microbiolégica (CARVALHO; CHALFOUN, 1985).

Segundo a ABIC (2011), a diferenciagdo do tipo de moagem ¢ realizada
por meio do uso da porcentagem de retengdo em peneiras granulométricas n® 12
(1,70 mm), n° 16 (1,18 mm), n°® 20 (0,84 mm), n°® 30 (0,59 mm), utilizando-se
um equipamento granutest, com agitagdo por 10 minutos. Os cafés moidos de
granulometria fina sdo aqueles com 0% de retengdo nas peneiras n° 12 e 16, 70%
de retenc¢do nas peneiras n° 20 e 30 e 30% no fundo. Os de granulometria média,
com 7% de retencdo nas peneiras n° 12 e 16, 73% de retengdo nas peneiras n° 20
e 30 e 20% no fundo. Granulometria grossa quando alcancar 33% de retencdo
nas peneiras n° 12 e 16, 55% de retengdo nas peneiras n° 20 e 30 e 12% no
fundo.

Durante o processo de moagem, pode ocorrer a perda de compostos
volateis imprescindiveis na composicao do aroma da bebida, caso seja gerada

uma grande quantidade de calor (MOREIRA; TRUGO, 2000).
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2.7 O efeito da torracdo e moagem nos niveis de OTA

Conforme Taniwaki et al. (2003), no meio cientifico, ainda ndo ha um
consenso com relagdo a influéncia da torra¢do na eliminagdo de OTA presente
no café. Dados na literatura dao evidéncias de que o processo de torragdo seja
eficiente na reducdo da OTA, porém, ainda hd a caréncia de estudos mais
conclusivos sobre os efeitos dos diversos estigios de torracdo, moagem e formas
de preparacdo da bebida na estabilidade da toxina.

Taniwaki et al. (2003) reuniram, em um estudo, dados que mostram a

presenca da ocratoxina A em café torrado, como pode ser visto na Tabela 2.



Tabela 2 Incidéncia de ocratoxina A em café torrado em diversas partes do mundo

Namostras % (amostras
Pais de Origem positivas/N°total o Faixa de OTA (ug/kg) Referéncias
positivas/total)
amostras

Japao 5/68 7,3 3,2-17,0 Tsbouchi et al. (1988)

Inglaterra 17/20 85,0 0,2-2,1 Patel et al. (1997)

Europa 2/484 - <0,5%- 8,2 Stegen et al. (1997)

Dinamarca 11/11 100 0,1-3,2 Jorgensen (1998)

Espanha 29/29 100 0,22-5,64 Burdespal e Legarda
(1998)

Estados Unidos 9/13 69,2 0,1-1,2 Trucksess et al. (1999)

Brasil 23/34 67,6 0,3-6,5 Leoni et al. (2000)

Brasil 41/47 87,2 0,99-5,87 Prado et al. (2000)

Alemanha 22/67 32,8 0,3-3,3 Wollf (2000)

Alemanha 273/490 55,7 0,21-12,1 Otteneder ¢ Majerus
(2001)

Canada 42/71 59,1 0,1-2,3 Lombaert et al. (2002)

Hungria 22/38 57,8 0,17-1,3 Fazekas et al. (2002)

Fonte: Taniwaki et al. (2003)
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Durante o processo de torragdo, os principais fatores que contribuem
para a redugdo de OTA a niveis aceitdveis sdo tempo e temperatura, além da
concentragdo da toxina presente no grao cru (SCHLATTER et al., 1994).

E fato que determinadas condi¢des podem interferir no desenvolvimento
do fungo e, consequentemente, na velocidade e na quantidade da OTA
produzida durante o armazenamento do grio cru. Condi¢cdes de umidade e
temperatura favoraveis ao crescimento do fungo e a producdo da toxina,
armazenamento por longos periodos de tempo e a prevaléncia de espécies
fungicas com alto poder de producdo podem aumentar significativamente a
concentragdo da OTA durante o periodo de armazenamento do grio cru.
Portanto, nenhum procedimento de monitoramento de concentragdo de OTA no
recebimento da matéria-prima sera valido se o mesmo nao for feito durante o
periodo em que o produto estiver armazenado.

A grande dificuldade em garantir a eliminacdo da toxina durante a
torragdo ¢ demonstrada em diversas pesquisas, por todo o mundo, que
confirmam a presenca de OTA em café torrado. Esses estudos também
demonstram que, apesar da contaminagdo inicial se dar no campo, a formagao da
OTA pode acontecer em toda a cadeia, em cada estagio de produgdo.

Apesar da eficiéncia na reducdo de OTA, niveis altos de torragdo nao
devem ser utilizados de forma indiscriminada, uma vez que outros compostos
termolabeis benéficos a saude humana, tais como os acidos clorogénicos,
também podem ser destruidos. Os acidos clorogénicos sdo os principais
compostos fendlicos do café (4%-12% da composi¢ao do café verde), formado
por esterificagdo de uma ou duas moléculas de certos acidos trans (FARAH et

al., 2004).
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2.8 Determinacdo de OTA em café

A determinagdo de qualquer micotoxina envolve amostragem, extragdo e
limpeza, separagdo, deteccdo, quantificacdo e confirmacdo da identidade. A
etapa de maior importancia é a amostragem, uma vez que a contaminagdo por
micotoxina € sempre heterogénea. Outra etapa importante ¢ a escolha do
solvente extrator, para que nao haja perdas do analito e uma limpeza adequada
deste extrator para que ndo remova a micotoxina em estudo (EGMOND, 1996;
SCOTT, 1995).

De acordo com Fujji, Sataque e Hirooka (2002), existem diversas
metodologias analiticas para a deteccdo de ocratoxina A. Dentre elas, destacam-
se as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
diferentes modalidades de ensaio imunuoenzimdtico com é&nfase em
cromatografia de imunoafinidade. Geralmente, para a extracdo da OTA, sdo
utilizados solventes organicos puros ou combinados com solugdes de
bicarbonato de s6dio ou outros sais nos quais a extragao ocorre por meio de uma
mistura de metanol e solu¢do de bicarbonato de sodio. O extrato diluido com
tampao fosfato ¢ aplicado em coluna de imunoafinidade e, em seguida, a coluna
¢ lavada com agua, finalizando com a elui¢do da OTA com metanol. O eluato &
injetado em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia e utilizacdo de coluna analitica de fase reversa C18.

Estudos otimizaram técnicas de clean up por extragdo em fase solida
para andlise de ocratoxina no café torrado por HPLC, reduzindo a presenca de
possiveis interferentes ¢ melhorando a resolugdo dos picos obtidos de OTA
(SIBANDA; SAEGER; PETEGHEM, 2002).

Para extracdo de amostra de café torrado ¢ utilizada a extracdo liquido-

liquido com agua, solventes organicos, mistura de sais e acidos, seguida de clean
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up com cartuchos recheados por fase solida (EFS), no qual sdo utilizadas,
principalmente, as colunas de imunoafinidade. Devido a complexidade da matriz
café, faz-se necessario um clean up adequado do extrato, a fim de remover as
substancias interferentes, como os lipideos, que podem prejudicar a extragdo da
substancia de interesse (ABIC, 2010; COMMISSION REGULATION - EC,
2005; FUJMII et al., 2007; SFORZA; DALL’ASTA; MARCHELLI, 2006;
VARGAS; SANTOS; PITTET, 2005).

Cantafora et al. (1983) introduziram a HPLC para separar e quantificar
OTA em café verde, utilizando uma extracdo com bicarbonato de sédio e
metanol, seguida de etapa desengordurante, particdo e passagem por coluna de
celite, tendo sido empregada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia, cujo limite de detec¢do foi de aproximadamente 0,2
Pg/kg.

Terada et al. (1986) descreveram um método para analise de café verde,
torrado, instantdneo em po e café coado, utilizando extracdo com bicarbonato de
sodio e metanol, seguida de particdo e eluicdo por coluna de fase reversa
(octadecilsilano) e HPLC com detecgao de fluorescéncia, cujo limite de detecgdo
foi de aproximadamente de 2 pg/kg para graos de café, 5 pg/kg para café
instantdneo e 0,2 Pg/kg para café coado (BULLERMAN et al, 2003;
TANIWAKI et al., 2003).

A HPLC ¢ uma técnica sensivel que apresenta alto poder de separagio e
cuja eficiéncia depende da etapa de pré-limpeza e do tipo de detector utilizado.
Apesar de esta técnica, quando acoplada ao detector de fluorescéncia, ser
sensivel, ela pode apresentar problemas analiticos como a coelui¢ao dos analitos
com interferentes e também deslocamento do tempo de retencdo, que pode gerar
resultados erréneos. Entretanto, estes problemas podem ser solucionados com

ajuste cromatografico adequado (TANIWAKI et al., 2003).
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Atualmente, a metodologia oficial da Association of Official Analytical
Chemists International (AOAC) para o café verde e torrado ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia. Esta técnica ¢ a mais
utilizada devido a fluorescéncia natural da ocratoxina A (VARGAS et al., 2005;
VEGA et al., 2006).

O método utilizado para analise de OTA em café verde, pelo Ministério
da Agricultura Pecudria e do Abastecimento (BRASIL, 2000), baseia-se na
extracdo com solventes organicos, purificagdo da toxina com coluna de
imunoafinidade e detec¢do e quantificagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia. No entanto, a crescente demanda para
a deteccdo e a quantificagdo da OTA em alimentos, especialmente no café,
devido as barreiras técnicas as quais este produto vem sendo submetido, requer a
utilizacdo de técnicas analiticas cada vez mais sensiveis e seletivas, a fim de
evitar um resultado falso positivo durante as analises. Dessa forma, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas ¢ a técnica que
combina a alta capacidade de separagdo com elevada seletividade e

sensibilidade.
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CAPITULO 2

Ocratoxina A em café com diferentes pontos de torracéo e tipos de

granulometria

RESUMO

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios, prejudiciais aos seres
humanos e animais. Este estudo foi realizado em condi¢des controladas, tendo
como objetivo avaliar o efeito de diferentes pontos de torragdo e tipos de
granulometria na concentragdo de ocratoxina A em graos de café torrado e
moido, para obter uma bebida de café filtrado seguindo os padroes da ABIC.
Foram analisadas amostras de café quanto ao teor de ocratoxina A (OTA), sendo
uma amostra de café verde inoculado e nove amostras de café torradas em trés
pontos diferentes de torragcdo (clara, média e escura) e moidas em trés tipos
diferentes de granulometria (fina, média e grossa). A quantificacdo de OTA das
amostras foi realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detecgdo por fluorescéncia. Os dados foram submetidos a analise
de varidncia (ANAVA) e teste Tukey, a 5% de probabilidade. Dos graos
analisados no plaqueamento direto, 97% encontravam-se contaminados com
fungos. Destes, 83% foram identificados como pertencentes a Secdo Circumdati
e 14% como fungos pertencentes a Secdo Nigri. Dos 35 isolados testados, 57%
foram produtores de OTA, sendo todos identificados como Aspergillus
ochraceus. Os resultados revelaram que a OTA foi detectada em 100% das
amostras, com concentracdes variando de 108,327 pg/kg a 3,059 pg/kg. Em todos
os tratamentos foi possivel observar uma diferenca significativa nos valores
residuais de OTA. Tratamentos com granulometria grossa apresentaram menor
valor residual de OTA. A interagdio torragdo escura com qualquer tipo de
granulometria estudada foi a que apresentou os menores valores médios de
concentragdo de OTA, sendo a combinagdo torracdo escura e granulometria grossa
o tratamento com menor concentracdo da toxina, com 3,060 pg/kg. Esta amostra
continha, em média, 2,83% de OTA residual, obtendo-se uma redugado de 97,17%
de OTA. A torragdo média sofreu maior influéncia dos diferentes tipos de
granulometria, uma vez que apresentou maior diferenga entre a estimativa das
médias da granulometria fina com a grossa. Os resultados deste estudo
demonstram que ndo apenas a torragdo, mas a torragdo ¢ a granulometria sdo
importantes na concentragado residual de OTA em graos de café torrado e moido.

Palavras-chave: Torragdo. Granulometria. Ocratoxina A. Seguranca Alimentar.
Ocratoxina A.
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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites, which are harmful to humans
and animals. This study was conducted under controlled conditions, in order to
study the effect of different roasting degrees and types of grain size on the
concentration of ochratoxin A in roasted coffee beans and ground coffee for a
coffee drink filtered according to the standards of ABIC. Coffee samples were
analyzed on the content of ochratoxin A (OTA), and a sample of green coffee
samples inoculated and nine coffee roasted at three different points of roasting
(light, medium and dark) and ground into three different particle size (fine,
medium and coarse).The quantification of OTA samples were analyzed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluorescence detection. The
data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and Tukey test at 5%
probability. Of the grains analyzed in direct plating 97% were contaminated with
fungi. Of these 83% were identified as belonging to the Section Circumdati and
14% as fungi belonging to Section Nigri. Of the 35 isolates tested, 57% were
OTA producers, all identified as Aspergillus ochraceus. The results showed that
the OTA were detected in 100% of the samples with concentrations ranging
from 108.327 ng/Kg to 3.059 pg/Kg. In all treatments was possible to observe a
significant difference in residual values of OTA. Treatments with coarse showed
less residual value of OTA. The interaction of dark roast coffee with any type of
particle size studied was the one with the lowest average concentration of OTA.
As the dark roasted combination coarse treatment with a lower concentration of
the toxin with 3.060 mg / kg. This sample contained on average 2.83% of
residual OTA, obtaining a reduction of 97.17% of OTA. The medium roast
suffered the greatest influence of different particle size, since biggest difference
between the estimate of the mean particle size with fine to coarse. The results of
this study demonstrate that not only the roasting, but roasting and grain size are
important in the residual concentration of OTA in roasted coffee beans and
ground coffee.

Keywords: Roasting. Particle size. Ochratoxin A. Food Safety. ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

As exigéncias no controle de qualidade e nas condig¢des higiénico-
sanitarias dos produtos sdo fundamentais e estdo se tornando cada vez mais
rigorosas, principalmente para os produtos destinados a alimentagdo humana,
atraindo cada vez mais a atencdo e a preocupacao dos consumidores.

A qualidade do café ¢ determinada comercialmente por caracteristicas
fisicas dos graos e sensoriais da bebida. Além de saboroso, o café faz muito bem
a saude, sendo rico em minerais, aglicares, lipidios, aminoacidos e compostos
fendlicos (COSTA; DOREA, 2005). O desenvolvimento de infecgdes
microbianas nos graos de café pode comprometer tanto o seu aspecto visual
quanto o sabor e o aroma. Entre os microrganismos associados a frutos e a graos
de café, os fungos filamentosos representam o grupo causador de maior dano,
pois sdo grandes produtores de micotoxinas.

As micotoxinas sdo compostos quimicos toxicos produzidos por fungos
filamentosos, prejudiciais aos seres humanos e animais. Os grupos de
micotoxinas que ocorrem com maior frequéncia em alimentos sao as aflatoxinas,
as ocratoxinas ¢ as fusariotoxinas.

O café tem sido alvo de pesquisas que buscam verificar o potencial
toxigénico de fungos e, principalmente, detectar a presenca de ocratoxinas nos
graos crus e torrados. As trés principais espécies de fungo produtores de
ocratoxina A (OTA) que estdo associados ao café sdo 4. carbonarius, A.
ochraceus e, raramente, A. niger. A produgdo de OTA pode acontecer no
processamento pos-colheita, durante o transporte ou no armazenamento dos
graos. Ela tem a¢@o nefrotdxica, teratogénica, carcinogénica, imunossupressora €
esta relacionada com a nefropatia endémica dos balcas.

Os resultados dos estudos da ocratoxina A em alimentos despertaram

preocupagdo da Unido Europeia, que estabeleceu legislagdo especifica limitando
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em até 5 pg/kg a concentragdo de ocratoxina A para grios de café torrado e
moido e 10 pg/kg para café solivel (COMMISSION OF THE EUROPEAN
COMMUNITIES - CEC, 2006). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (2011) estabeleceu, como limite maximo de acratoxina A,
até 10 ug/kg em café torrado e soluvel. Estes estudos sugerem também a
ocorréncia da redugdo das concentragdes de OTA durante a torragdo, no entanto,
0s mesmos nao sdo conclusivos.

Devido a controvérsia de resultados sobre a influéncia do processo de
torracdo nos niveis de OTA, estudos mais criteriosos devem ser realizados para
que se tenha uma visdo mais aprofundada sobre os efeitos das condi¢des de
torragdo, analisando também os diferentes tipos de granulometria na
concentragdo de OTA, uma vez que o tamanho das particulas pode influenciar o
poder de extracdo. Desse modo, no presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito
de diferentes pontos de torragdo e tipos de granulometria na concentracao de
ocratoxina A em graos de café torrado e moido, para obter uma bebida de café

filtrado seguindo os padrdes da ABIC.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de café

Foram utilizados graos de café (Coffea arabica L.) da safra 2009/2010,
classificados como bebida dura, obtidos por meio da Cooperativa Agricola Alto
Rio Grande, no municipio de Lavras, MG. Para a realiza¢do de todas as etapas

do projeto foram utilizados, aproximadamente, 20 kg de café.

2.2 Isolamento e identificacdo dos fungos potencialmente ocratoxigénicos de

graos de café

Para o isolamento de fungos contaminantes em graos de café, foi
utilizada a técnica de plaqueamento direto em meio de cultura DRBC (Merck)
(dicloran rosa bengal cloranfenicol), sendo 100 graos de café sem desinfeccdo
superficial e 100 graos com desinfeccdo superficial com alcool 70% e
hipoclorito de sddio a 1%, para a identificagdo dos fungos presentes no interior
dos grios, conforme descrito por Samson et al. (2000). As placas foram
incubadas, a 25 °C, por 7 dias, e os resultados foram expressos em porcentagem
de graos contaminados por fungos filamentosos, conforme Pitt e Hocking

(1997).

2.3 Identificacao de espécies dos géneros Aspergillus

Para a purificagdo das culturas de fungos toxigé€nicos, foram realizadas
repicagens sucessivas em meio malt agar (MA) (extrato de malte) e laminas

foram preparadas para a identificacdo dos géneros dos fungos.
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A partir das culturas puras, as espécies do género Aspergillus foram
identificadas ¢ incubadas em meio czapeck yeast agar (CYA), incubados as
temperaturas de 25 °C e 37 °C, por 7 dias e malt extract agar (MEA), a 25 °C,
por 7 dias. Apo6s o crescimento, foram observadas as caracteristicas

macroscopicas e microscopicas, descritas conforme Klich (2002).

2.4 Avaliacdo do potencial ocratoxigénico dos isolados pelo método plug

agar

Os isolados da Secdo Circumdati foram inoculados em meio yeast
extract sucrose agar (YES) e os da Secdo Nigri, em meio CYA, a 25 °C, por 7
dias, conforme Filtenborg e Frisvad (1980). Em seguida, um disco da colonia
pura de cada isolado foi colocado em pontos equidistantes na placa de
cromatografia de camada delgada, sendo testados, no maximo, 12 isolados
diferentes a0 mesmo tempo. Foram utilizados 10 uL. de solugdo padrdo de OTA
(Sigma-Aldrich) adicionados em um ponto pré-determinado da placa de
cromatografia. A fase movel foi composta por tolueno, acetato de etila e acido
formico 90% (60:30:10). Apds a eluicdo, a placa foi colocada para secar em
capela de fluxo laminar. A confirmagdo quanto a produg@o das micotoxinas foi
feita sob luz ultravioleta de A 366 nm em cromatovisor Camag (UF-Betrachter).
Os isolados considerados produtores de OTA apresentaram um RF (fator de

retencdo) e um spot de fluorescéncia semelhante ao do padrao da micotoxina.

2.5 Preparacdo e inoculagdo de esporos do fungo com maior potencial

ocratoxigénico em gréos de café

Aspergillus ochraceus isolados da amostra foram inoculados em 3

placas grandes contendo extrato de malte agar (MEA) e incubados, a 25 °C, por
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7 dias. Apos o crescimento do fungo, foram adicionados, em cada placa, 40 ml
de agua destilada a 0,1% de tween 80 e, com auxilio de uma al¢a de drigalski,
fez-se a raspagem dos esporos da superficie do meio. Esta suspensdo foi filtrada
em gases e, em seguida, adicionados 200 ml de agua a 0,1% de tween 80,
obtendo-se, assim, 240 ml de indculo. A concentracdo de esporos de 107
UFC/ml foi obtida utilizando-se a cAmara de Neubauer (Anexo A).

Para a etapa de inoculacdo, foram utilizados 6 kg de café esterilizados
em autoclave, sendo divididos em 3 bandejas. Para cada bandeja com 2 kg de
café foram adicionados 240 ml do inoculo. Além disso, foi adicionada 4gua para
alcangar a umidade adequada. Para o desenvolvimento do fungo e a producao da
OTA, a umidade deve ser de, no minimo, 18%. Em seguida, com o auxilio de
um bastao de vidro, a amostra foi homogeneizada e, em seguida, os graos foram
colocados em sacos de aniagem e armazenados em caixa de isopor, por 30 dias,
borrifando-se 4agua diariamente. Apo6s 30 dias, todos os grios foram
homogeneizados e secos em terreiro, até atingir a umidade de 11%, para

posterior analise da OTA.
2.6 Andlise de OTA nos graos de café cru contaminados

As analises de OTA por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
foram realizadas no Laboratério de Micotoxinas e Micologia, da Fundagdo
Ezequiel Dias, em Belo Horizonte, MG. Para extra¢do e quantificagdo da OTA,
foi utilizada a metodologia descrita por Vargas e Santos (2005).

2.6.1 Preparo da curva de calibracdo de ocratoxina A (OTA)

Utilizando uma solugdo estoque (SE) de padrio da OTA, com

concentragdo de 120,144 pg/mL — determinada por espectofotometria —
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preparou-se uma solucdo intermedidria (SI) de concentragdo 1,2014pg/mL,
obtida por meio da diluicdo da SE em cem vezes (pipetando-se 10 puL da SE e
adicionando-se 990 pL de tolueno:acido acético 99:1 v/v).

A partir da SI foi preparada uma solugdo de trabalho (ST) diluida dez
vezes (pipetando-se 200 pL da SE, evaporando-se em atmosfera de N, e
ressuspendendo-se em 2.000 pL de fase movel), obtendo-se uma concentragdo
de 120,144 ng/mL. A partir da ST foi elaborada, por diluicdes sucessivas, a
curva de calibracdo, na faixa de 3,0036 a 180,216 ng [] mL

2.6.2 Extragéo

Foram pesados, em erlenmeyer de 500 mL, 12,5 g da amostra de café,
em triplicata, e adicionados de 200 mL de solu¢do metanol:bicarbonato de s6dio
3% (1:1, v/v). O erlenmeyer foi fechado com rolhas de silicone e o sistema
submetido a agitacdo mecanica vigorosa, por 30 minutos. Apos 2 minutos de
descanso, as amostras foram filtradas em papel Whatman n° 4 e, em seguida,
refiltrados em microfibra Whatman GF/B de 47 mm de didmetro, sob vacuo.
Pipetaram-se 10 mL (pipeta volumétrica), que foram acrescidos de 90 mL de

tampao PBS.

2.6.3 Purificagcdo em coluna de imunoafinidade

Foram aplicados os 100 mL do extrato diluido pela IAC Ochraprep® -
Rhone, em um fluxo de 2-3 mL'min”, com auxilio de vacuo. Em seguida, a
coluna foi lavada com 10 mL de 4gua deionizada e secada sob vacuo por,

aproximadamente, 30 segundos.
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2.6.4 Eluicdo da ocratoxina A

Adaptou-se a IAC uma seringa de vidro de 20 mL, adicionando-se 1 mL
de metanol grau HPLC a coluna. O back-flushing foi realizado e o metanol
permaneceu em contato com o recheio da coluna por 3 minutos. O eluato foi
recolhido em frasco de 4 mL. O procedimento foi repetido por mais duas vezes e
o eluato foi evaporado em banho-maria, a temperatura de 40 °C-50 °C, sob

atmosfera de N,.

2.6.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A separacdo e a quantificagdo da OTA foram realizadas em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu acoplado a detector de
fluorescéncia (exitagdo de 333 nm e emissdo de 476 nm), utilizando-se o
software o CLASS-VP. A coluna utilizada foi uma C18 Shim-pack VP-ODS de
dimensdes de 4,6 mm x 250 mm e particulas de 4,6 um de didmetro. A pré-
coluna utilizada foi uma Shim-pack G-ODS, de dimensdes de 4 mm x 10 mm e
particulas de 5 pm de diametro. A coluna foi estabilizada com fase moével
(acetonitrila:metanol:solugdo aquosa de acido acético glacial (35:35:30, v/v), a
um fluxo de 0,8 mL.min". Foram injetados 50 pL das solugdes padrio e
amostras. Nestas condigdes, o tempo de retencdo foi de, aproximadamente, 9
minutos. A quantificacdo foi realizada por meio de uma curva de calibragdo,

utilizando-se a area dos picos e as concentragdes das solugdes padrao de OTA.

2.7 Torracdo e moagem dos graos de café contaminados

Apbés a secagem em terreiro, os grios inoculados com umidade

adequada (11%) foram torrados em um torrador marca Probat modelo Probatino,
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em 3 pontos diferentes de torragdo (clara, média e escura). Para estabelecer a
tonalidade das amostras, foram utilizados os discos de cor do Sistema Agtron/
Specialty Coffee Association of America (SCAA) roast classification color disk
(Anexo B).

Os cafés foram moidos em um moinho elétrico Mahlkoning, em 3 tipos
diferentes de granulometria (fina, média e grossa), de acordo com o Programa de
Qualidade do Café (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE
- ABIC, 2012). Para esta classificagdo, foram utilizadas peneiras niimeros 12,
16, 20, 30 e fundo de padrdo ABNT. Os cafés moidos de granulometria fina
foram aqueles com 0% de retencdo nas peneiras n° 12 e 16, 70% de reteng@o nas
peneiras n° 20 e 30 e 30% no fundo. Os de granulometria média com 7% de
reten¢do nas peneiras n° 12 e 16, 73% de retencdo nas peneiras n° 20 e 30 e 20%
no fundo. O café com granulometria grossa teve 33% de retencdo nas peneiras

n° 12 e 16, 55% de retencdo nas peneiras n° 20 e 30 e 12% no fundo.

2.8 Analise de OTA nos graos de café contaminados apds a torracdo e

moagem

Nesse procedimento adotou-se a mesma metodologia descrita para
analise da OTA nos graos de café cru contaminados, apresentada no item 2.6.

No entanto, para a etapa de extragdo, item 2.6.2, ndo ¢ necessaria a trituracao.
2.9 Analises estatisticas
Para que a analise do experimento fosse realizada seguindo os pré-

requisitos basicos, os dados foram transformados em In y e, em seguida,

realizada a analise de varidncia (ANAVA). Foi utilizado um esquema fatorial
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3x3, instalado em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 3
repetigoes.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e comparados
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Toda a andlise foi realizada no

software R (versao 2.11.1, 20).
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3 RESULTADOS

Dos graos analisados no plaqueamento direto, 97% apresentaram-se
contaminados por fungos. Destes, 83% foram identificados como pertencentes a
Secdo Circundati e 14% como fungos pertencentes a Se¢do Nigri. Dos 35
isolados testados, 57% foram produtores de OTA, sendo todos identificados

como Aspergillus ochraceus (Figuras la e 1b).

Figura 1 a) Aspergillus ochraceus em meio de cultura CYA; b) Estrutura
microscopica de Aspergillus ochraceus

Na Tabela 1 estdo descritos os valores médios de OTA, o percentual de
reducdo, o valor residual, a temperatura e o tempo de torragdo do café verde sem
inoculagdo, café verde inoculado e amostras de café torradas em trés pontos
diferentes de torracdo (clara, média e escura) e moidas em trés tipos diferentes
de granulometria (fina, média e grossa).

Estes valores revelam que a OTA foi detectada em 100% das amostras,
com concentragdes variando de 108,327 pg/kg a 3,060 pg/kg. A amostra com
maior concentra¢do foi a de café verde inoculado com Aspergillus ochraceus

produtor de OTA, sendo considerada a amostra indicadora, uma vez que foi a
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partir desta que foram feitos os tratamentos experimentais. Observou-se também

uma redug¢do no valor residual de OTA ap6s a torragdo e moagem.



Tabela 1 Valores médios de OTA encontrados nas amostras, percentual de redugdo, valor residual, temperatura e tempo

de torracdo

Temperatura e . Média Reducéo de Valor
tempo de torracéo Tipo de amostras (Mg/kg) OTA residual
Café verde sem inoculagdo 5,414 -
Café verde inoculado 108,327 -
Torragdo clara e granulometria fina 47,413 56,25% 43,77%
205°C [ 14» Torragdo clara e granulometria média 40,779 62,36% 37,64%
Torragdo clara e granulometria grossa 28,240 73,93% 26,07%
Torragdo média e granulometria fina 16,812 84,48% 15,52%
217°C [ 147 Torragdo média e granulometria média 10,752 90,01% 9,93%
Torragdo média e granulometria grossa 8,433 92,22% 7,78%
Torragao escura e granulometria fina 4,974 95,41% 4,59%
224°C [ 147 Torragdo escura e granulometria média 3,732 96,55% 3,44%
Torragdo escura e granulometria escura 3,060 97,17% 2,83%

19
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Na Tabela 2 encontram-se os valores das repeticoes ¢ média da

concentragdo de OTA das 27 unidades experimentais apds a torracao.

Tabela 2 Resultados da extracdo da OTA A, em pg/kg, observadas nas 27
unidades experimentais

Fator Fator Repeticdes Médias
torracdo granulometria 1 2 3
Fina 49,522 45,623 47,094 47,413
Clara Média 41,722 40,994 39,619 40,779
Grossa 32,35 26,734 25,637 28,240
Fina 15,621 17,274 17,542 16,812
Média Média 11,4 10,831 10,026 10,752
Grossa 9,197 8,642 7,46 8,433
Fina 4,849 4,89 5,183 4,974
Escura Média 4,106 3,706 3,383 3,732
Grossa 3,039 291 3,23 3,060

Tabela 3 Analise de variancia para os dados de extragdo de OTA encontrada no
café, dados transformados em In y

Fonte de variagdo  GL SQ QM F Pr>F
Torragao 2 23,5911 11,7956 Fa=2084,75 0,000000
Granulometria 2 1,4487 0,7243  Fb=128,02 0,000000
Torragdo x 4 0,0848 0,0212 Fe=3,74  0,021866
granulometria
Residuo 18 0,1018 0,0057
Total 26 25,2264

CV =3,04%

Sendo a hipdtese de interesse:

Hy'" 1 aff; =0

Hl(l) . 0(/)){‘/ 75 0
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Os valores estatisticos do teste Fc = 3,74 sugerem que a hipotese Hy":
afs;= 0 seja rejeitada a 3% de probabilidade e que a hipotese H,": ap; # 0 seja
aceita. Dessa forma, pode-se concluir que o efeito da interacdo pontos de
torragdo com tipos de granulometria foi estatisticamente significativo sobre o
valor médio da concentragdo de OTA no café (Tabela 3).

Na Tabela 4 ¢ apresentado o comportamento da torragdo para cada tipo

de granulometria, considerando que a hipdtese seja:

Hy: o= -=al=0

H®: ay= - =al#0
Os valores estatisticos dos testes F;.,sugerem que a hipotese Ho? :a; =

-+ - = ol = 0 seja rejeitada, a 3% de probabilidade, e que a hipotese H,? : a, = -
- = ol # 0 seja aceita. Este fato leva a conclusdo de que os trés pontos de
torracdo apresentam valores médios de concentragdo de OTA diferentes para

cada granulometria utilizada.

Tabela 4 Analise de varidncia para o comportamento da torracdo para cada

granulometria
Fonte de variacdo GL SQ QM F Pr>F
(Torra¢do/Gepa) 2 7,64055 3,82027 Fd=675,1942 0
(Torra¢ao/Ginedia) 2 7,39947  3,69974 Fe=653,8903 0
(Torragao/Ggrossa) 2 8,63587 4,31793  Ff=763,1505 0
Residuo 18
Total 26 252264 0,97025

Por meio do teste Tukey, observa-se uma diferenga significativa entre
as médias dos trés pontos de torragdo com a granulometria fina, sendo a
torracdo escura o tipo com menor valor médio de concentragdo de OTA

(Tabela 5; Grafico 1).
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Tabela 5 Teste de Tukey para torracdo dentro da granulometria fina
Valores das médias sem

Torracdo Média ~
transformacdoem Iny
Clara 3,858325 a 47,413 ng/kg
Média 2,820806 b 16,812ng/kg
Escura 1,603783 ¢ 4,974ng/kg

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade

RF10AXL (Ex:333nm, Em:476nm)
Cafe 1
Cafe 10C

0.504

025 I OTA
A
Ay, ¥
0.00 _—_/ |
i 2 I i I 5 8 ‘ 10 12

Grafico 1 Cromatograma da amostra de café com torracdo escura e
granulometria fina

Analisando-se o teste Tukey para as torragdes com granulometria média,
pode-se observar também uma diferenca significativa entre as médias dos trés
pontos de torracdo. Seguindo o mesmo comportamento observado na Tabela 5,
para as torragdes com granulometria fina, a torragdo escura também apresentou

menor valor médio de concentragdo de OTA (Tabela 6; Grafico 2).

Tabela 6 Teste de Tukey para torracdo dentro da granulometria média

Torragéo Média Valores das médias sem
transformacéo em Iny
Clara 3,707921 a 40,779 pg/kg
Média 2,373736 b 10,752 pg/kg
Escura 1,313722 ¢ 3,732 ug/kg

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade
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RF10AXL (Ex:333nm, Em:476nm)
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Grafico 2 Cromatograma da amostra de café com torracdo escura e
granulometria média

Por ultimo, aplicou-se o teste Tukey para andlise da torragdo escura com
granulometria grossa. As médias também apresentaram significativa diferenca
entre elas, sendo a torragdo escura o tipo com menor valor médio de

concentragdo de OTA (Tabela 7; Grafico 3).

Tabela 7 Teste de Tukey para torragdo dentro da granulometria grossa.

Torracdo Media Valores das médias sem
transformacéo em Iny
Clara 3,335529 a 28,240 pg/kg
Média 2,128356 b 8,433 png/kg
Escura 1,117388 ¢ 3,060 pg/kg

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade

RF10AXL (Ex:333nm, Em:476nm)
Cafe 1
Cafe 09C I

050 |

0.25
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Grafico 3 Cromatograma da amostra de café com torragdo escura e
granulometria grossa
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Como observado, a interagdo granulometria grossa em qualquer ponto
de torracdo estudada apresentou os menores valores médios de concentragdo de
OTA, tendo a combinagdo torracdo escura e granulometria grossa sido o
tratamento com menor concentra¢do da toxina, com 3,060 ug/kg. Esta amostra
continha, em média, 2,83% de OTA residual, obtendo-se uma redugdo de
97,17% de OTA.

Na Tabela 8 apresenta-se o comportamento da torragdo para cada tipo de

granulometria.

Tabela 8 Analise de variancia para o estudo do comportamento da granulometria
para cada tipo de torracdo

Fonte de variacdo  GL SQ oM F Pr>F
(Granulometria/Ggjqra) 2 043461 11,79557 Fg=2084,7451 0
(Granulometria/Gpeq) 2 0,73957  0,36978  Fh=65,3557 0
(Granulometria/Geseura) 2 0,35926  0,17963  Fi=31,748 0
Residuo 18
Total 26 25,22643 0,97025

Considerando que a hipotese seja:
Ho(z):ﬁJZ ce=B1=0
H®: = - =BI#0

Os valores estatisticos dos testes Fg;/,i sugerem que a hipotese Hy'® : 3,
= ---=f3] =0 seja rejeitada até o nivel de 1% de probabilidade, e que a hipotese
H,®): 3, = ---=pI+0 seja aceita. Este fato leva a conclusdo de que os trés
tipos de granulometria apresentam valores médios de extragdo de OTA
diferentes para cada torragdo utilizada.

Na Tabela 9 estdo dispostos os resultados do Teste de Tukey para

torracdo dentro da granulometria fina. Pelo teste de Tukey, a 5% de
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probabilidade, as médias da extracdo de OTA sdo estatisticamente iguais para a
granulometria fina ¢ média associada a torragdo clara; a granulometria grossa

apresentou menor valor médio de concentragdo de OTA em relacdo aos demais.

Tabela 9 Teste de Tukey para granulometria dentro da torracdo clara

Granulometria Média Valores das médias sem
transformagéo em Iny
Fina 3,858325 a 47,413 pg/kg
Média 3,707921 a 40,779ug/kg
Grossa 3,335529 b 28,240 ng/kg

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade

Analisando-se o teste Tukey para granulometria dentro da torracdo
média, pode-se observar uma diferenca significativa entre as médias dos trés
tipos de granulometria associada a torracdo média. A granulometria grossa
apresentou menor valor médio de concentracdo de OTA em relagdo as demais

(Tabela 10).

Tabela 10 Teste de Tukey para granulometria dentro da torragdo média

Granulometria Média Valores das médias sem
transformacdoem Iny
Fina 2,820806 a 16,812 pg/kg
Média 2,373736 b 10,752 pg/kg
Grossa 2,128356 ¢ 8,433 pg/kg

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade

Por ultimo, aplicou-se o teste Tukey para granulometria dentro da
torragdo escura. As médias também apresentaram significativa diferenca entre
elas, tendo a granulometria grossa apresentado menor valor médio de

concentragdo de OTA, em relagdo as demais (Tabela 11).
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Tabela 11 Teste de Tukey para granulometria dentro da torragdo escura
Valores das médias sem

Granulometria Média ~
transformacdoem Iny
Fina 1,603783 a 4,974 ng/kg
Média 1,313722 b 3,732 ng/kg
Grossa 1,117388 ¢ 3,060 ng/kg

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade

Como observado, a interagdo granulometria grossa com qualquer ponto
de torracdo estudada apresentou os menores valores médios de concentragdo de
OTA, tendo a combinagdo torragdo escura e granulometria grossa sido o
tratamento com menor concentra¢do da toxina, com 3,060 ng/kg. Esta amostra
continha, em média, 2,83% de OTA residual, obtendo redugdo de 97,17% de
OTA.
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4 DISCUSSAO

Da amostra analisada no plaqueamento direto, 97% dos grdos estavam
contaminados com fungos, sendo todos Aspergillus. Pardo et al. (2004)
encontraram incidéncia de 93% de contaminacdo dos graos de café com fungos
do género Aspergillus. Resultado semelhante foi encontrado por Bokhari (2007),
em estudos com fungos ocratoxigénicos.

Os fungos pertencentes a Secdo Circumdati corresponderam a 83% do
total de fungos contaminantes dos grios de café e os fungos pertencentes a
Secdo Nigri, a 14%. Em estudo realizado por Batista et al. (2009), 41% dos
isolados identificados pertenciam a Secdo Circumdati e 25% a Se¢ao Nigri. Dos
35 isolados testados neste estudo, 57% foram produtores de OTA, sendo todos
identificados como Aspergillus ochraceus. Dentre os fungos do género
Aspergillus da Se¢do Circumdati, A. ochraceus € o mais comum em café e o
maior produtor de ocratoxina A (BATISTA et al., 2009; ESPADALE;
LAMPURLANES; AUBERT, 2008).

Os resultados por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstram
que o processo de torragdo e granulometria ¢ importante na concentragido
residual de OTA em graos de café torrado e moido. Em um dos tratamentos, este
valor chegou a 2,83% de OTA residual, com reducdo de 97,17% de OTA. Em
alguns estudos ja foi demonstrado que, ap6s o processo de torragdo, ocorre
diminui¢do da OTA, porém, devem ser levados em consideragdo alguns fatores,
como heterogeneidade da contaminacao dos graos de café, contaminagdo natural
versus contaminacao artificial, desempenho dos metodos analiticos e condigdes
de torragdo (SCOTT, 1996).

Comparando-se apenas com o processo de torracdo, a redugdo de
97,17% nos niveis de OTA ¢ semelhante ao encontrado por Levi, Trenk e Mohr

(1974). Estes autores demonstraram que grdos de café verde adicionados de
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OTA e submetidos a condigdes que simulem operagdes tipicas de torragao (20
min a 200 °C) sofreram redugdo de 77%-87% de OTA. Blanc et al. (1998), com
torracdo de 14 minutos, a 223 °C, encontraram apenas 16% de OTA
originalmente presente no café verde. Ferraz et al. (2010) relataram que, apds 12
minutos de torragdo, a redugdo do teor de OTA foi de 53% e 99%, para amostras
torradas a 180 °C e a 240 °C, respectivamente.

Em todos os tratamentos foi possivel observar uma diferenca
significativa nos valores residuais de OTA. Entre os tratamentos com torragdo
clara, a combinagdo torracdo clara e granulometria grossa apresentou menor
valor residual de OTA, obtendo redugao de 73,93%.

Nos tratamentos com torragdo média, o menor valor residual de OTA
também foi observado em sua combinagdo com a granulometria grossa, com
reducdo de 92,22% de OTA. A combinagdo torragdo escura e¢ granulometria
grossa foi o tratamento com menor concentragdo da toxina, com 3,060 pg/kg.
Esta amostra continha, em média, 2,83% de OTA residual, obtendo redugdo de
97,17% de OTA.

A interacdo da torragdo escura com qualquer tipo de granulometria
estudada apresentou menor concentracdo de OTA. Stegen, Essens e Lijn (2001),
estudando os efeitos da torragdo na reducdo de OTA em café, observaram que,
em torragdes mais prolongadas com amostras de coloragdo mais escura, ocorre
maior redugdo de OTA. Este fato pode estar relacionado a maior temperatura do
processo de torragdo, uma vez que quanto maior a temperatura, maior a reducao
da OTA por meio do tratamento térmico (HEILMANN; REHFELDT;
ROTZOLL, 1999; STUDER-ROHR et al., 1995) De acordo com Romani,
Pinnavaia e Dalla Rosa (2003), a reducdo de OTA durante a torragdo ¢ atribuida,
principalmente, a severidade do tratamento térmico e ¢, geralmente, relacionada

com o teor de OTA inicial.
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O menor valor residual de OTA nos tratamentos com granulometria
grossa pode ser explicado pela influéncia do tamanho das particulas no poder de
extracdo. Carvalho e Chalfoun (1985) relatam que a velocidade de extracdo de
soluveis do café esta estreitamente relacionada ao grau de moagem, uma vez que
quanto maior a intensidade da moagem, mais triturado estard o grdo e menor
serd sua granulometria.

A torragdo média sofreu maior influéncia dos diferentes tipos de
granulometria, uma vez que apresentou maior diferenca entre a estimativa das
médias da granulometria fina com a grossa. O contrario pode ser observado na
torragdo escura. Com a alta temperatura de torragdo, o maior responsavel pela
reducdo de OTA foi o tratamento térmico, tornando a granulometria menos
influente.

Alguns autores mencionam que outro mecanismo de eliminagdo de OTA
¢ a remogao fisica através dos residuos da pelicula do grao apds a torragdo.
Porém, Blanc et al. (1998) demonstraram que esta remog¢do s6 pode ser
parcialmente explicada. Romani, Pinnavaia e Dalla Rosa (2003), em seus
estudos, observaram uma pequena remocdo de OTA dos residuos de peliculas
dos graos (2,08%). Estes resultados levaram a conclusdo de que a reducdo do
nivel de OTA durante a torracdo parece ser atribuido, principalmente, a
destruigdo térmica.

Outra possivel explicacdo para os menores valores residuais de OTA foi
dado por Studer-Rohr et al. (1995). Para estes autores, durante o processo de
torragdo, ocorre a isomerizagdo parcial da OTA na posi¢do C-3, tornando a OTA
nao detectavel nas metodologias de rotina.

A Europea Coffee Federacion, entidade que representa a industria do
café na Unido Europeia, baseada em diversos estudos que tratam da destruicio
térmica da OTA, considera que cerca de 66% da OTA presente no grdo ¢

eliminada durante a torracdo. Portanto, sugere que o grao cru seja adquirido
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com, no maximo, de 15 pg/kg, ja que, apos a torragdo, a concentragdo de OTA
restante ndo excederia os limites maximos permitidos pela UE.

Porém, ao restringir a avaliacdo do teor da OTA ao recebimento do grao
cru e considerar que 66% da toxina serd destruida durante a torragdo,
independente do processo e equipamento utilizado, a European Coffee
Federacion ndo levou em consideracdo outros fatores que irdo se sobrepor aos
controles sugeridos pela entidade. Este estudo demonstra que a granulometria
tem um papel importante dentro do processo de torragao.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que a torragdo (BLANC et al.,
1998; FERRAZ et al., 2010; LEVI; TRENK; MOHR, 1974), a remog&o fisica
(BLANC et al., 1998; ROMANI; PINNAVAIA; DALLA ROSA, 2003) ¢ a
isomerizagdo (STUDER-ROHR et al., 1995) reduzem os niveis de OTA.

O grande diferencial deste trabalho foi a avalia¢ao do efeito de trés tipos
de granulometria, ficando evidente que ela influencia os valores residuais de
OTA em café torrado e moido. Sendo assim, o estudo auxilia na formagdo de
requisitos de qualidade para a produgdo do café torrado e moido dentro dos
padrdes nacionais e internacionais de qualidade, possibilitando a incorporacio

de valor a um produto tradicional da agricultura brasileira.
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5 CONCLUSAO

O ponto de torracdo escura submetido a qualquer tipo de granulometria
estudada apresentou menor concentragdo de OTA, tendo a combinagdo torragdo
escura e granulometria grossa sido o tratamento com menor concentracdo da
toxina com 3,060 pg/kg. Esta amostra continha, em média, 2,83% de OTA
residual, obtendo-se uma reducao de 97,17% de OTA. A torragdo média sofreu
maior influéncia dos diferentes tipos de granulometria, uma vez que apresentou
maior diferenca entre a estimativa das médias da granulometria fina com a
grossa. Assim, este estudo demonstra que o processo de torracdo associado aos
tipos de granulometria influencia a obten¢do de menores valores residuais de

OTA em grao de café torrado e moido.
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ANEXOS

ANEXO A - CAMARA DE NEUBAUER

CAMARA DE NEUBAUER

A contagem de células através de uma cadmara de Neubauer, ou
hemacitémetro, € uma técnica padrdo usada em muitos laboratdrios. Estimativas
acuradas do numero de células sdo essenciais para o desenvolvimento ¢ a
validacdo de modelos quantitativos de crescimento celular e expressdo de
produtos. Os dois parametros principais que determinam a margem de erro da
contagem usando uma camara de Neubauer sdo: (1) nimero de c@maras
contadas (isto ¢, o numero de vezes que a camara ¢ totalmente preenchida e
contada) e (2) niimero de células ou, no caso deste estudo, esporos contados em
cada cAmara inteira.

Assim, nesta secdo, o objetivo ¢ relatar os procedimentos utilizados para
a contagem de esporos em camara de Neubauer para a inoculag@o de esporos em

concentragdo de 10" UFC/ml nas amostras de café utilizadas no experimento.

PROTOCOLO PARA CONTAGEM DE ESPOROS EM CAMARA DE
NEUBAUER

A camara de Neubauer ¢ um instrumento utilizado para estimar o
numero de células em um volume determinado com auxilio de um microscopio.
E composta por uma lamina de vidro fina, com duas areas de contagem (uma de
cada lado da camara), sendo que cada uma possui 0,1 mm de profundidade (Fig.
1). Além disso, cada camara ¢ dividida em 9 quadrados grandes (Fig. 1 - a),

delimitados por 3 linhas brancas. O quadrado grande central é subdividido em
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25 quadrados médios (Fig. 1 - b). Estes 25 quadrados sdo novamente
subdivididos em 16 quadrados menores (Fig. 1 - c¢). Esta superficie marcada tem
uma area de 9 mm’. Uma laminula deve ser utilizada para cobrir as duas cAmaras

de contagem.

—_

B \\ AT

Figura 1 Camara de Neubauer com os respectivos campos de contagem
(ALVES; MORALIS, 1998)

Existem diferentes maneiras de se realizar a contagem numa camara de

Neubauer. Sao elas:

a) contagem de 5 quadrados médios (os 4 quadrados dos cantos e o
quadrado central);

b) contagem total de um dos lados (de uma das cAmaras de contagem —
que corresponde ao quadrado grande central);

¢) contagem total dos dois lados (cdmara inteira — que corresponde ao

quadrado grande central de cada lado).
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Neste trabalho foi realizada a contagem dos 5 quadrados médios (os 4
quadrados dos cantos e o quadrado central), denominado Campo 3. Apds a
extragdo dos esporos, foram feitas diluicdes necessarias para realizar a contagem
em camara de Neubauer. Foi realizada uma contagem para cada amostra de 240

ml de indculo, para se obter uma concentragdo de esporos de 10" UFC/ml.

METODO PARA UTILIZACAO DA CAMARA DE NEUBAUER

Inicialmente, a laminula ¢ a camara foram limpas com alcool (70%); a
seguir, as extremidades da camara proximas aos canais laterais foram
umedecidas com agua. A laminula foi colocada sobre os canais e as areas de
contagem. Isso foi feito para garantir que a profundidade na camara fosse de 0,1
mm em toda a extensao.

Na sequéncia, uma aliquota de 10 mL foi extraida de uma suspensdo de
esporos e transferida para a camara. Para isso, a ponta da pipeta foi colocada no
canal, em um dos lados e o fluido foi for¢ado a sair, permitindo, assim, que
entrasse na camara por capilaridade. A seguir, a cdmara foi colocada sob o
microscopio (objetiva de 40x), no qual foi realizada a contagem dos esporos.
Foram contados todos os esporos que estavam dentro da area dos 5 quadrados
médios, incluindo aqueles que estavam sobre as linhas. Apos a contagem, a

laminula foi retirada e, juntamente com a camara, foi limpa com alcool.

CALCULO DO NUMERO DE ESPOROS POR GRAMA DE SUBSTRATO

Apos realizar as contagens, fez-se a soma do nimero de esporos obtido
por contagem, isto é, o total dos campos de contagem dividido por 5. A partir
dessa quantidade média de esporos, foram feitos os calculos necessarios para se

obter o niimero total de esporos, utilizando o fator de conversao (Tabela 1).
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Tabela 1 Campo de contagem da camara de Neubauer com as respectivas areas,
volumes e fatores de conversdo para mL
Campos de

. ) Volume Fator de converséo
contagem  Area (mm?©) -~
mme mL (conidios/ml)
1 1,0000 0,10000 10 nx10*
2 0,0625 0,00625 62,5x107 nx16x10*
3 0,0400 0,00400 4,0x10° nx25x10°
4 0,0025 0,00025 2,5x107 nx4x10°

Fonte: Alves e Moraes (1998)

Tabela 2 Contagem dos esporos

Quadrados 1° Amostra de 2° Amostra de 3° Amostra de
médios inéculo inéculo inéculo
1 32 28 72
2 84 34 80
3 99 56 68
4 74 37 82
5 30 56 62
Total 419 211 364

1-média de esporos obtidos (n):

1- esporos =82+ 84 +99 + 74 + 80 = 83,8

5

2- esporos =28 +34+56+37+56=422
5

3- esporos=72+80+68+82+62=728
5

2- quantidade de esporos por mL de in6culo:

nx25x10°
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1- 83,8 x 2,5 x 10° = 20750000 ou 2,08 x 10’
2-42.2x2,5x 10° = 10550000 ou 1,06 x 10’
3-72,8x 2,5 x 10° = 18200000 ou 1,82 x 10’

Dessa forma, pode-se observar que o inoculo obtido estava com a

concentragdo de esporos desejada para a inoculagao do café.
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ANEXO B - PADRONIZAGAO DO PONTO DE TORRACAO

PONTO DE TORRACAO

A torragdo ¢é responsavel pela transformagdo do grdo verde em grao
torrado para a confeccao da bebida. Esse desenvolvimento estd relacionado com
0 tempo e a temperatura utilizados durante o processo. Por um determinado
periodo de tempo, os grdos ficam em repouso para que acontega um equilibrio
da umidade interna do grao; apos a torrefagdo, os graos tornam-se mais leves
devido a perda de umidade.

A padronizagdo dos pontos da torracdo € subjetiva, variando de
individuo para individuo.

Neste trabalho, para estabelecer a tonalidade das amostras, foram
utilizados os discos de cor do Sistema Agtron/ Specialty Coffee Association of
America (SCAA) Roast Classification Color Disk, sendo este um método
subjetivo, que necessita de técnicos e de muita pratica. A inddstria, atualmente,
utiliza, além dos discos de agtron, equipamentos rapidos e mais exatos, como 0s
colorimetros e espectrofotocolorimetros (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2011). Para classificar os graus
de torra, a Associagdo Brasileira da Industria de Café - ABIC (2011) recomenda
a seguinte rela¢do entre o ponto de torragdo e o niumero do disco agtron: torra
clara - disco agtron n° 65; torra média - disco agtron n° 55 e torra escura - disco
agtron n° 45.

Foram estabelecidas, para as amostras, as seguintes relagdes entre o
ponto de torracdo e o numero dos discos agtron: torragdo clara - disco agtron n°
95; torragdo média - disco agtron n° 65 e torragdo escura — disco agtron n° 35.
Nessa etapa, controlamos o tempo e a temperatura a que os graos foram

expostos, formando, assim, perfis de torragao.
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Para a obtengdo das amostras com torra¢do clara, média e escura,
iniciamos a torragdo a temperatura de 160 °C. Passados alguns minutos,
pequenas quantidades eram retiradas do torrador, moidas e comparadas com o
disco agtron designado para cada tipo de torragdo.

Para a obtengdo da amostra de torracdo clara, o tempo gasto foi de 13,5

minutos, a temperatura de 205 °C, obtendo-se, assim, o perfil de torra (Grafico
1, Figura 2).
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Grafico 1 Perfil de torra da amostra com torracao clara

Figura 2 Amostras com torragdo clara, sendo (a) ganulometria fina; (b)
granulometria média; (c) granulometria grossa
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Para a obtencdo da amostra de torracdo média, o tempo gasto foi de 14

minutos, a temperatura de 217 °C, obtendo-se, assim, o perfil de torra (Grafico
2; Figura 3).
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Grafico 2 Perfil de torra da amostra com torracdo média

Figura 3 Amostras com torragdo média, sendo (a) ganulometria fina; (b)
granulometria média; (c) granulometria grossa

Para a obteng@o da amostra de torragdo escura, o tempo gasto foi de 14

minutos, a temperatura de 224 °C, obtendo-se, assim, o perfil de torra (Grafico
3, Figura 4).
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Grafico 3 Perfil de torra da amostra com torragdo escura
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Figura 4 Amostras com torracdo escura, sendo (a) ganulometria fina; (b)
granulometria média; (c) granulometria grossa
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