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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvao. Diversidade e frequéncia de fungos
associados a frutos e graos de café. 2006. 151p. Tese (Doutorado em
Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a diversidade e a frequéncia de
fungos associados a frutos e grdos em diferentes tipos de café; estudar a
influéncia da permanéncia do fruto aderido a planta apds o ponto ideal de
colheita na infeccdo por fungos e contaminacdo com Ocratoxina A (OTA);
propor uma metodologia eficiente para detec¢do e monitoramento de fungos em
diferentes partes do fruto; e avaliar a possibilidade da implementacdo do plano
HACCP para o agronegdcio café. Para 0 monitoramento foram coletadas nos
anos de 2002 e 2003, graos de café de 178 amostras, de diferentes tipos, nas
regides Sul e Zona da Mata de Minas Gerais e Montanhas do Espirito Santo.
Foram identificadas as espécies potencialmente produtoras de OTA Aspergillus
ochraceus, de ampla ocorréncia, e A. carbonarius, de ocorréncia restrita. Nao
houve diferenca entre a colonizacdo por A. ochraceus nos diferentes tipos de
café, exceto para os cafés de varricdo. A. ochraceus foi detectado em diversas
amostras, porém em baixa frequéncia. Para verificar a influéncia da permanéncia
do fruto no campo, apds o ponto ideal de colheita foram coletadas amostras de
café aos 0, 30 e 60 dias ap6s o ponto ideal de colheita e analisadas quanto a
ocorréncia de fungos e a contaminacdo por OTA. A colonizacdo por A.
ochraceus aumentou ap6s a permanéncia do fruto no campo por 30 dias € a
contaminacdo por OTA de 8 das 9 amostras contaminadas s6 foi detectada apds
30 dias de permanéncia no campo. A metodologia desenvolvida para deteccdo
de fungos em diferentes partes do fruto baseou-se na separacdo do exocarpo,
endocarpo e mesocarpo e recuperagdo dos fungos destas fragdes. A metodologia
foi eficiente para caracterizar as diferentes comunidades de fungos presentes nas
diferentes partes do fruto do cafeeiro com eficiéncia, praticidade e seguranca.
Foram detectados com maior frequéncia Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Fusarium spp., Cladosporium e leveduras. Foi descrito um plano de
implementacdo do sistema HACCP para café, contendo os fluxogramas de
producdo, indicacdo de provaveis pontos de risco a seguranca bem como as
medidas que possam diminuir os riscos. Conclui-se que a espécie ocratoxigénica
A. ochraceus é de ampla distribuicdo em gréos e frutos do cafeeiro, porém com
frequiéncia baixa. A adog¢do conseqliente do conceito de boas préaticas agricolas
pode garantir a seguranca do produto e manter a sua qualidade.

* Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning — UFLA (Orientador); Hilério
Antoénio de Castro — UFLA (Co-Orientador).



ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Diversity and frequency of fungi
associated to fruits and grains of coffee. 2006. 151p.Thesis (Doctorate in
Agronomy), Federal University of Lavras, Lavras, MG.* *

Obijectives of the present study were to evaluate diversity and frequency
of fungi associated to cherries and parchments in different types of coffee; to
evaluate the development of fungi and OTA contamination during tree-drying;
to improve and test a methodology for detecting and monitoring the occurrence
and frequency of filamentous fungi in different compartments of the coffee fruit;
and to evaluate the feasibility of implementation of an HACCP plan for the
coffee agrobusiness. For monitoring fungi in different types of coffee, 178
samples were collected in 2002 and 2003 in the regions South and Mountains of
Minas Gerais and Montains of Espirito Santo. The potentially ochratoxigenic
species Aspergillus ochraceus and A. carbonarius were identified, the former
showing a wide, the latter a quite restricted distribution. No difference in
frequency of Aspergillus ochraceus could be observed in different types of
coffee, except in swept coffee. This fungus can be found in many samples,
though in very low frequency. With the aim to evaluate the influence of tree
drying, samples were taken at the ideal point of harvest when about 70% of the
fruits were ripe, after a further 30 days, and finally after 60 days. Each sample
was characterized with respect to its colonization by fungi and contamination by
OTA in the husks and grains. The average percentage of grains infected with A.
ochraceus after 0, 30 and 60 days after the ideal harvest time was 2, 8 and 6%
respectively. To characterize the fungal community in different parts of the fruit,
23 samples of cherries without any symptom were collected and fifty cherries
from each sample analyzed. In total, 43 fungal species were recovered and
identified. The most common filamentous fungi were Cladosporium, Fusarium
and Penicillium. A. ochraceus was present in about 7% of grains analyzed but
was also rarely detected in the exocarp and mesocarp. The methodology used
was efficient in recovering a high diversity of fungal species, including toxigenic
species, from all parts of the coffee fruit. The fact that A. ochraceus can be
detected in intact coffee cherries argues against the notion that contamination of
coffee by ochratoxin A is exclusively a post harvest problem. Adoption of good
agricultural practices may guarantee safety of coffee and enhance quality of the
product. For the HACCP plan, flow-diagrams of the coffee production process
were presented and putative critical control points indicated.

" Advising Committee : Ludwig H. Pfenning — UFLA (adviser); Hilario Antdnio
de Castro — UFLA (co-adiviser)



CAPITULO 1

DIVERSIDADE E FREQUENCIA: DE FUNGOS ASSOCIADOS A
FRUTOS E GRAOS DE CAFE



1 INTRODUGCAO GERAL

O Brasil € o maior produtor e exportador de café do mundo, e as divisas
geradas por este produto sdo de grande impacto econémico e social. A maioria
do café é exportado para os Estados Unidos, Asia e Comunidade Européia. Com
a globalizagéo, a exigéncia da producdo de alimentos com altos padrdes de
qualidade e seguranca se tornou realidade no mercado. Nesse sentido, a principal
ameagca ndo tarifaria a exportacdes do café brasileiro é a presenga da micotoxina
conhecida como ocratoxina A (OTA). Os efeitos carcinogénicos da OTA em
animais ja sdo bem caracterizados; ela causa lesbes renais, sendo a possivel
causa da doenca conhecida como nefropatia endémica dos Balcds. A unido
européia fixou limites para a contaminagdo por OTA em café torrado e moido
em 5 pg/kg (UE, 2005). No café a contaminacdo ocorre devido a producdo da
toxina pelas espécies Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius.

No Brasil, a principal espécie produtora de OTA encontrada colonizando
grdos de café é Aspergillus ochraceus. Esta espécie tem como caracteristica
ampla distribuicdo em amostras de café, porém, a frequéncia de gréos
colonizados nas amostras € relativamente baixa. A condi¢do para que ocorra a
producdo da OTA esté relacionada a disponibilidade de &gua no gréo; condi¢des
de umidade alta no grdo favorecem o crescimento do fungo e a producdo da
OTA. Como a OTA ndo pode ser eliminada durante o processamento do cafe,
medidas de prevencdo da contaminacdo sdo fundamentais na garantia da
seguranca do produto.

Em meados do ano 2000, a FAO iniciou o projeto “Enhancement of
Coffee Quality through Prevention of Mould Formation”, que tinha como meta

implementar um programa de boas praticas agricolas e HACCP em café no



mundo. No Brasil, o programa foi gerenciado pela EMBRAPA-Café, sendo uma
das instituices parceiras a Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Nos anos de 2002 a 2005, foram desenvolvidos, no Departamento de
Fitopatologia da UFLA, trabalhos nas areas de caracterizagdo dos sistemas de
producdo quanto a seguranca do alimento e possibilidades de implementacdo do
sistema Hazard Analysis and Critical Control Points ou HACCP,
monitoramento de fungos em diferentes sistemas de producdo, analise de risco
da permanéncia de cafés aderidos a planta apds o ponto ideal de colheita e
isolamento de fungos de diferentes comunidades do fruto do cafeeiro. Os
resultados destes estudos estdo parcialmente descritos neste trabalho como mais
uma contribuicdo & implementagdo de um sistema de producdo de cafés que

garanta a qualidade.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade, seguranca do alimento e certificacdo em café

Qualidade do produto pode ser definida como a soma de todos atributos
que levem a satisfacdo dos desejos e necessidades do consumidor (Shewfelt,
1999). Este conceito pode parecer reducionista, pois poderia levar a crer que o
consumidor ndo seria capaz de garantir, por exemplo, se a sua salde realmente
estd sendo preservada quando ele ingere um alimento. Entretanto a globalizacdo
com ampla abertura de mercados tem como exigéncia uma rigida padronizacao
dos produtos, o que leva a busca da qualidade desde o produtor primario até a
mesa do consumidor. Desse modo, quando o produto atinge a mesa do
consumidor, este, teoricamente, ja tem a garantia de sua qualidade.

Com relacdo ao café, no Brasil, a avaliacdo da qualidade sensorial é
definida por um sistema oficial de classificacdo fundamentado na prova de
xicara e classificacdo por tipos. A prova de xicara é baseada na degustacdo de
uma infusdo de cafés torrados que séo divididos em seis classes de acordo com o
sabor e 0 odor da bebida. Este tipo de avaliagcdo da qualidade é realizada por
provadores que normalmente passam por intenso treinamento, o que ndo reduz
muito a subjetividade do método. A classificacdo por tipos, diz respeito ao
namero de defeitos contidos no lote de café e é feita pela contagem do nimero
de defeitos na amostra. Estas duas avaliacbes dizem respeito somente a
caracteristicas que vao influenciar diretamente nas caracteristicas organolépticas
e visuais do produto, ndo se prestando a uma garantia da seguranca do alimento.

Outra classificacdo de alimentos separa simplesmente o0s alimentos em
dois grupos, 0s seguros e 0s ndo seguros (Brasil, 1998; CODEX, 1997). Um
alimento é seguro quando ndo oferece nenhum perigo a salde do consumidor.
Perigo € a presenca de niveis inaceitaveis de contaminantes de natureza quimica,

fisica ou bioldgica em ndo conformidade com um padrdo de identidade do



produto ou regulamento técnico (Brasil, 1998). Outra importante classificacdo a
ser considerada € o risco, que é a probabilidade de um perigo acontecer
(SEBRAE, 2000). Todos estes conceitos dizem respeito ao assunto seguranga do
alimento, que ndo pode ser confundido com o termo segurancga alimentar, que
esta relacionado ao acesso ao alimento pela populacdo. A titulo de exemplo, as
restricGes as exportacdes de cafés contaminados com ocratoxina sdo politicas de
seguranca do alimento; j& as politicas de distribuicdo de café na merenda escolar
sdo consideradas politicas de seguranca alimentar.

Atualmente, o principal perigo relacionado ao alimento café é a presenca
da micotoxina conhecida como ocratoxina A, produzida por fungos do género
Aspergillus e Penicillium.

A micotoxina ocratoxina A foi isolada pela primeira vez a partir de
Aspergillus ochraceus da Africa do Sul no ano de 1964 (Van der Merwe, 1964).
Quimicamente, OTA é uma dihydroisocumarina substituida, ligada por meio de
um grupo carboxil a fenilalanina. A ocratoxina B é semelhante, porém néo
contém cloro (Harris & Mantle, 2001). As principais evidéncias da capacidade
da ocratoxina A de causar doencas em humanos estdo relacionadas ao estudo da
doenca conhecida como nefropatia endémica dos Balcas, uma doenca descrita na
Bulgaria, Roménia e lugoslavia, em 1950, que provoca uma progressiva e
gradual faléncia dos rins (Pfohl-Leszkowicz et al.,, 2002). Estudos
epidemiolodgicos indicaram que uma possivel causa desta enfermidade seria o
consumo de alimentos contaminados pela Ocratoxina A, apesar desta hipdtese
ndo ter sido até o momento confirmada. Em animais, varios efeitos nocivos ja

foram comprovados (Tabela 1).



TABELA 1 Efeito da OTA em algumas espécies de animais

Animais Efeito

Cées Dose letalsy via oral: 0,2 mg/kg; nefrotoxica

Ratos Macho  Dose letals via oral: 30 mg/kg, nefrotoxica

Ratos Anormalidades cardiacas, trombose, lesGes gastrointestinais e
nefrotoxica

Galinhas Perda de apetite, mortalidade e nefrotoxica

Suinos Nefrotoxica

Patos e perus  Nefrotoxica

(Adaptado de Pfohl-Leszkowicz et al., 2002)

Atualmente os efeitos da ocratoxina A na inducdo de danos oxidativos
ao DNA ja sdo melhor esclarecidos, sendo estes danos o ponto chave que levam
a inducdo de céancer renal (Kampa et al., 2005). Assim a International
Association for Research Cancer - IARC classificou a ocratoxina A como sendo
uma substancia do grupo 2b, com possiveis efeitos carcinogénicos a humanos.
Os dados que levam a estas conclusdes sdo baseados na evidéncia do consumo
da ocratoxina A em alimentos e o surgimento da nefropatia endémica dos Balcés
juntamente com o fato do isolamento da OTA de sangue e leite humano (IARC,
1993). Com a comprovagdo dos riscos a satde na ingestdo desta toxina, a Unido
Européia fixou limites de contaminacdo pela OTA para varios alimentos
incluindo grdos de café torrado e moido em 5 ug/kg (UE, 2005) (Tabela 2).
Varios outros paises também tém regulamentagcdo para ocratoxina A
principalmente para cereais e seus derivados, com limites variando de 3 até

50ug/kg.



TABELA 2 Limites de contaminacdo por OTA adotados pela Unido Européia

para alguns alimentos.

Nivel maximo
Produto

(1g/kg ou ppb)
Graos de cereais 50
Derivados de cereais 3,0
Uva passa 10,0
Café torrado e moido 50
Café sollvel 10,0
Vinho 2,0
Suco de uva 2,0
Alimentos infantis 0,5
Alimentos dietéticos 0,5

(Adaptado de UE, 2005)

2.2 Ocratoxina A como risco a seguranca do alimento café

A principal fonte de ingestdo de OTA sdo os cereais (FAO, 2004).
Outras fontes conhecidas sdo uvas passas, suco de uvas, vinhos, cerveja, carnes e
café. A contaminacdo de graos de café por ocratoxina foi relatada pela primeira
vez por Levi et al.(1974). Os niveis de contaminacdo de amostras de café por
OTA sdo variaveis de acordo com o pais e tipo de café (Pardo et al., 2004a;
Mantle & Chow, 2000; Paterson & Kozakiewicz, 1997). A analise de 57
amostras de café provenientes de Angola, Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Equador, Etiopia, Guatemala, india, Indonésia, Costa do Marfim, Java,
Nicardgua, Uganda e Vietnam, detectou niveis de contaminagdo acima de 0,6
ug/kg em todas as amostras. O nivel maximo de contaminacao pela toxina nestas
amostras foi 31,5 pug/kg e o nivel minimo de 1,3 ug/kg. (Pardo et al., 2004a).

A contaminacdo por OTA em cafés industrializados ja foi comprovada
(Otteneder & Majerus, 2001; Stegen et al., 1997). Entre os anos de 1995 e 1999,

613 amostras de diferentes tipos de café foram analisadas e, destas, 27% dos



cafés beneficiados (café verde) continham OTA em niveis maiores que 0,6
ug/kg, com valor médio de contaminacdo de 1,29 ug/kg e méaximo de 24,5
ng/kg. Nos cafés torrados, descafeinados e instantdneos os niveis méaximos de
contaminacdo variaram de 4,8 até 12,1 ug/kg (Otteneder & Majerus, 2001).
Cafés torrados e moidos, descafeinados e instantaneos continham niveis de OTA
variando em média de 0,5 até 1,4 ug/kg, porém em mais de 70% destas amostras
a contaminacdo nao ultrapassou 1 pg/kg. (Stegen et al., 1997).

No Brasil, a presenca de OTA em cafés ja foi relatada em diversos
trabalhos (Leoni et al. 2001; Leoni et al 2000; Taniwaki et al., 2003; Batista,
2005). Em amostras de cafés beneficiados coletadas nos principias estados
produtores, Minas Gerais, Parand, Sdo Paulo, Espirito Santo e Bahia, 20%
continham OTA variando de 0,7 até 47,8 pg/kg (Leoni et al, 2001) Em cafés
industrializados adquiridos no comércio local os niveis de contaminacéo pela
OTA variaram de 0,3 até 6,5 ug/kg, em estudos realizados no estado de Sé&o
Paulo (Leoni et al., 2000).

2.3 Fungos associados aos frutos e gréos do café

Os fungos podem influenciar na qualidade da bebida do café
basicamente de duas maneiras. A colonizacdo intensa do grdo por determinadas
espécies pode levar a perda da qualidade da bebida, comprometendo as
caracteristicas organolépticas do produto, provocando alteracées no odor e no
sabor. Esta perda da qualidade reflete diretamente no preco produto, pois é
facilmente identificada pelos compradores por meio da prova de xicara. Outra
maneira pela qual os fungos alteram a qualidade do café é produzindo, durante a
sua colonizagéo, substancias conhecidas como micotoxinas que, mesmo em
baixas concentragcdes, podem ser prejudiciais a satde do consumidor.

Os primeiros relatos da influéncia de fungos na qualidade do café datam
de 1936, quando Krug (1940a) verificou, por meio de lupa de bolso em amostras



de cafés ardidos, a presenca de um fungo de micélio avermelhado, identificado
inicialmente como sendo do género Fusarium. A partir dai, este pesquisador deu
inicio a uma série de trabalhos sobre a origem dos cafés duros, considerados,
naquela época, de baixa qualidade. Inicialmente, ele estudou a influéncia dos
cafés de varricdo na qualidade da bebida, verificando uma relacéo entre bebidas
de ma qualidade e a presenca de grdo de varri¢do, bem como aumento do fungo
de micélio avermelhado identificado como Fusarium concolor (Krug, 1940a).A
microbiota de gréos de café nos estadios de cereja, seco no pé e colhidos no chéo
apresentaram porcentagem de bactérias de 0%, 13% e 8% e 0%, 2% e 13% de
fungos filamentosos, respectivamente (Krug,1940b). A diferenca na qualidade
do café de diferentes regides foi atribuida & presenca de fungo de micélio
avermelhado identificado como Fusarium concolor, que apresentava alta
incidéncia em grdos que originaram bebidas de ma qualidade. Estas bebidas
eram encontradas em regides especificas do estado de Séo Paulo (Krug, 1940c).

Em estudos sobre a incidéncia de fungos em gréos de café provenientes
de 31 paises, foi verificada uma alta infestacdo em grdos sem desinfestacdo
superficial, nas amostras de todos paises. Entretanto, apds a desinfestagdo
superficial dos grdos com hipoclorito de sédio a 5,0%, constatou-se que a
contaminagdo interna era menor nas amostras dos paises da América Central e
do Sul do que nas dos paises africanos e asiaticos. Neste trabalho, o género
dominante foi Aspergillus, com ocorréncia de espécies toxigénicas, como
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus e Aspergillus versicolor. O género
Penicillium foi encontrado regularmente, embora com indices de ocorréncia
baixos (Mislivec et al., 1983).

Estudos da microflora associada aos frutos do cafeeiro de diferentes
regibes do estado de Minas Gerais concluiram ser os géneros Fusarium e
Cladosporium o0s mais abundantes, seguidos dos géneros Geotrichum,

Trichoderma, Rhizopus e Phomopsis. Ja nos cafés beneficiados foram



encontrados, além de Fusarium e Cladosporium, Aspergillus e Penicillium. Com
relacio & qualidade, verificou-se a relacdo entre a presenca dos fungos
Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Fusarium sp., com cafés de bebidas
inferiores (rio e riado) (Meirelles, 1990).

Na avaliagdo da presenca de fungos em cafés do estdgio cereja até
beneficiado, as principais espécies recuperadas foram Colletotrichum sp, Phoma
sp, Fusarium sp, Cladosporium sp, Penicillium sp. e Aspergillus sp. Porém, a
incidéncia e a freqliéncia destes fungos foram variaveis de acordo com o tipo de
café analisado (Alves e Castro, 1998).

Com relagdo a localizagdo dos fungos nos grdos de café, em amostras de
grdos de 167 propriedades de 17 municipios do estado de Minas Gerais, foram
identificados internamente os fungos Aspergillus niger, Aspergillus glaucus,
Aspergillus ocrhaceus, Fusarium sp, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus e
Penicillium sp. e, externamente, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger,
Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Penicillium sp e
Fusarium sp em ordem de intensidade (Freitas et al., 2000).

O levantamento da diversidade microbiana de frutos de cafés em
diferentes estadios de maturagdo identificou como sendo predominantes o
género Cladosporium (45,9%), seguido de Fusarium (38,8%), Aspergillus
(2,2%) e Penicillium (13,1%), além dos géneros Monilia, Arthobotrys e
Beauveria. (Silva et al., 2000).

A diversidade de microrganismos encontrados associados a grdos e
frutos de cafeeiro é maior quando se usam técnicas de isolamento com meios
semi-seletivos. O uso de meio DG18 (Dicloran, Glicerol) proporcionou a
recuperacdo de 20 espécies do género Aspergillus e 7 espécies de Penicillium,

em amostras de café beneficiado (Batista et al., 2003).
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2.3.1 Fungos produtores de ocratoxina associados a frutos e grdos do
cafeeiro

Até o momento se conhecem dois géneros de fungos com espécies
produtoras de OTA: Aspergillus e Penicillium. Dentro do género Penicillium a
principal espécie produtora é Penicillium verrucosum, relatada associada,
principalmente, a cereais cultivados em regifes de clima temperado (Pitt, 2000).
A andlise da capacidade de producdo de OTA por isolados de Penicillium
aurantiogriseum,  Penicillium  brevicompactum,  Penicillium  citrinum,
Penicillium corylophilum, Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum,
Penicillium glabrum e Penicillium solitum associados a grdos de cafeeiro no
Brasil ndo detectou nenhum com capacidade de producdo de OTA (Batista et al.,
2003).

Aspergillus spp. sdo o0s principais representantes de fungos
potencialmente produtores de OTA em regides de clima tropical e subtropical
(Pitt, 2000). As secdes Circumdati e nigri possuem espécies que produzem OTA
(Pitt, 2000). Aspergillus ochraceus, Aspergillus alliaceus, Aspergillus
auricomus, Aspergillus elegans, Aspergillus insulicola, Aspergillus ostianus,
Aspergillus petrakii, Aspergillus sclerotiorum e Aspergillus sulphureus sé&o
espécies da se¢do Circumdati relatados como produtores de OTA (Batista et al.,
2003; Klich, 2002). Destas espécies, somente Aspergillus alliaceus ainda nao foi
relatado associado a grdos de café.

Existem algumas evidéncias de que Aspergillus alliaceus ndo pertence a
Circumdati, mas sim a secdo Flavi (Klich, 2002). As espécies da secdo
Circumdati sdo caracterizadas pela cor amarela ou ocre e conidios bisseriados
(Klich, 2002). Em grdos de café, a principal espécie produtora de OTA
encontrada é Aspergillus ochraceus, sendo relatado praticamente em todos os

paises produtores (Batista, 2005; Pardo et al.; 2004a; Suarez-Quiroz et al., 2004;
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Chalfoun & Batista, 2003; Martins et al., 2003; Taniwaki et al., 2003; Batista et
al., 2003; Bucheli et al., 2002; Abarca et al., 2001; Urbano et al., 2001).

2.4 Condigdes de risco a seguranca do café quanto a contaminacéo por OTA

N&o basta a colonizacdo dos grdos de café por Aspergillus ochraceus
para que ocorra a contaminacdo pela OTA (Frank, 2001). Apo6s e durante a
colonizagdo, é necessario que certas condicdes especiais sejam alcancadas para
que, efetivamente, ocorra a producéo de toxina pelo fungo. E necessario que o
substrato seja favoravel ao crescimento e producdo de OTA e que condicBes
ambientais adequadas sejam atingidas. Os principais fatores relacionados a
producdo de OTA sdo a temperatura e a disponibilidade de 4gua (Aw).

Aspergillus ochraceus, a principal espécie produtora de OTA, tem uma
temperatura minima para crescimento de 8°C e uma maxima de 41°C (Palacios-
Cabrera et al., 2005). De acordo com as médias anuais registradas nas principais
regibes produtoras de café, as temperaturas minima e maxima néo sdo fatores
limitantes ao crescimento do fungo. A temperatura ideal para o crescimento
situa-se na faixa dos 20°C a 30°C (Pardo et al., 2004b). A producdo maxima de
OTA por Aspergillus ochraceus situou-se na faixa de 20 a 23 °C em meios de
cultura (Matos et al., 2005). Indices de contaminagio por OTA superiores a
160ug/kg foram alcancados quando grdos de café foram mantidos sob
temperaturas de 25 °C, sendo este valor possivelmente préximo a uma condigédo
ideal para a producdo da toxina (Palacios-Cabrera et al., 2004).

No caso da cultura do cafeeiro, o controle da temperatura durante o
processo de producdo ndo é uma alternativa viavel para se evitar a contaminagao
pela OTA porque, nas regides produtoras, raramente as temperaturas minimas e
méaximas para inibi¢do do crescimento sdo atingidas e a temperatura média se

situa entre a faixa ideal ao crescimento do fungo. Além disso, o sistema de
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producdo é um sistema aberto e que envolve um grande volume de matéria-
prima, sendo inviavel o controle da temperatura.

A disponibilidade de agua no produto também é um fator determinante
na colonizacdo e consequente producdo de toxina pelo fungo. A disponibilidade
de &gua no alimento é mais adequadamente representada utilizando-se o
conceito atividade de dgua (Aw), que nada mais é do que a umidade relativa do
ar quando o alimento é mantido em um sistema equilibrado. As atividades de
agua minima para o crescimento de Aspergillus ochraceus estdo situadas entre
0,76 a 0,83 e a méaxima fica em torno de 0,99 (Samson et al., 2000). A producéo
méaxima de toxina acontece em Aw acima de 0,98, em meio de cultura (Matos et
al., 2005; Northold & Bullerman, 1982). A manutencdo de gréos de café a uma
umidade de 95% resultou em niveis de contaminacdo pela OTA superiores a
2000ug/kg da toxina (Palacios-Cabrera et al., 2004).

Na prética, a medigdo da Aw ndo é feita no campo, sendo determinada a
umidade do produto normalmente, na base imida e em porcentagem. Valores de
umidade abaixo de 12% garantem a seguranca do produto. O café normalmente,
€ mantido de modo a preservar todas as suas qualidades, na umidade entre 10%
e 12%. O controle da umidade do café durante o processo de producdo é uma
pratica vidvel. O fruto cereja com Aw proximo a 0,99, aparentemente, é
inseguro, mas, este alto valor de Aw ndo permite o desenvolvimento de
Aspergillus ochraceus devido a concorréncia com leveduras, bactérias e outros
fungos filamentosos. A partir do inicio da secagem do fruto, condi¢cdes mais
adequadas ao estabelecimento de Aspergillus ochraceus comecam a ser
atendidas, porém, em condicdes ideais de secagem, a umidade dos graos tende a
cair rapidamente, atingindo valores que ndo permitem mais 0 crescimento e a
producdo de toxina pelo fungo. Assim, deve-se procurar fazer com que a
colheita dos frutos seja feita no estagio cereja e que o fruto perca dgua o mais

rapido possivel para que a seguranca do produto seja mantida.
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2.5 Evidéncias dos riscos dos cafés secos no pé
2.5.1 Caracterizacdo dos cafés com permanéncia prolongada aderida aa
planta — secos no 0é -SNP

A maturagdo de um fruto pode ser definida como as alteracdes
morfoldgicas, fisioldgicas e funcionais que ocorrem a partir da fecundacéo,
prosseguindo até 0 momento em que as sementes ou frutos estdo em condicao de
colheita. Durante este periodo, se verificam-se alteracdes na matéria seca, no
teor de umidade, no tamanho, na germinacdo e no vigor (Delouche,1976 citado
por Caixeta, 1981). Devido a complexidade do conceito de matura¢do, um
conceito mais amplamente empregado para frutos no sentido agrondmico (ex:
Banana, goiaba, péssego, etc.), convencionou-se, nos trabalhos com café,
chamar esta fase de desenvolvimento.

Segundo Mendes (1941), citado por Rena et al. (1986), o
desenvolvimento do fruto do café apresenta uma curva sigmoide dupla. Esta
curva poderia ser dividida em cinco fases principais:

1-periodo sem crescimento visivel — fase chumbinho: esta fase é
marcada, principalmente, por uma divisdo celular sem maiores alongamentos
das células.;

2- fase de expansdo rapida: nessa fase ocorre um rapido acimulo de
matéria seca e o seu final € marcado pelo endurecimento do endocarpo do fruto.
A rigidez do endocarpo define o tamanho maximo do fruto, que, pela sua dureza,
ndo permite uma maior expanséo;

3- formacdo do endosperma: na fase final da expansdo, comeca a se
formar o endosperma, na forma de endosperma leitoso;

4- Endurecimento do endosperma: Apé6s a sua completa formacdo o
endosperma comeca a endurecer, atingindo o endurecimento total no inicio da

fase de maturacéo;
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5- maturacdo: nesta fase a cor do fruto se altera, passando do verde para
o vermelho ou amarelo, conforme a cultivar. Além disso, ocorre um aumento do
volume do pericarpo e 0 endosperma se torna mais denso pela deposicdo de
matéria seca, 0 que faz com que ocorra um aumento no peso e no volume. Os
teores de nitrogénio total, proteinas insollveis e compostos nitrogenados
sollveis (excluindo proteinas e aminoacidos) tende a aumentar e as proteinas e
0s aminoacidos tendem a permanecer constantes. No inicio da maturacéo, o teor
de agucares totais, agucares redutores e sacarose aumenta acentuadamente.
Ocorre uma elevacdo no consumo de oxigénio, devido a uma aceleracdo das
rotas glicoliticas e oxidativas das células. A senescéncia é a fase final do
desenvolvimento do fruto, bioquimicamente definida quando os processos de
producdo de energia (catabolismo) ddo lugar aos de consumo (anabolismo); o
seu fim é marcado pela queda do fruto ou sua total independéncia da planta,
como é o caso do fruto seco no pé no cafeeiro.

A fase de fecundacdo que antecede a formacdo do fruto chumbinho
ocorre no inicio da fase de florescimento, antes da abertura das flores. O
florescimento do cafeeiro no Brasil ocorre, geralmente, apds o inicio da estagao
chuvosa, nos meses de setembro a novembro. Este evento é desencadeado pelo
estimulo da umidade apds um periodo seco. Dependendo das condicGes
climéticas do ano, ocorrem de duas a trés floradas intensas e outras pequenas
floradas secundarias. A ocorréncia de mais de uma florada faz com que no
momento da colheita, os frutos se apresentem em diferentes estagios de
maturacéo.

A qualidade do produto com relacdo as caracteristicas organolépticas
estd estritamente relacionada ao ponto de maturacdo por ocasido da colheita.
Marin-Lopez et al. (2003) verificaram os melhores aromas, acidez, corpo,
amargo e impressdo global das bebidas de café produzidas somente com frutos

no estdgio cereja, colhidos 217 dias apos a fecundacdo. Por outro lado, frutos
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secos na planta apresentaram perdas significativas na qualidade. As alteracGes
que levam a perda da qualidade ainda ndo sdo bem esclarecidas, embora a
presenga de alguns grupos de microrganismos potencialmente causadores de

perda de qualidade seja evidente.

2.5.2 Interacdo entre as fases de desenvolvimento do fruto e o
processamento dos cafés no Brasil.

A maioria das propriedades produtoras de café no Brasil adota o sistema
de colheita ndo seletivo. Devido a este fato, no momento da colheita séo
colhidos os seguintes tipos de frutos:

- cereja: sdo os frutos no estdgio ideal de maturagdo, apresentando a casca com
coloracdo vermelha ou amarela intensa;

- verde: sdo os frutos imaturos, apresentando a cor verde caracteristica;

- passa: sdo os frutos que passaram do ponto de maturacdo, apresentando uma
cor marrom;

- secos: sao frutos que iniciaram o processo de secagem ainda aderidos aa planta,
apresentando uma coloragdo marrom-clara a escuro;

Os frutos do tipo seco e algum tipo “passa” podem ser facilmente
separados no equipamento conhecido como lavador/separador dando origem a
fracdo “boia” dos cafés. O histdrico da fracdo bdia € extremamente variavel,
podendo ser constituido de frutos com poucos dias de permanéncia na planta até
frutos remanescentes da safra passada, tendo, portanto, mais de um ano exposto
as condic¢des climaticas. Como é impossivel controlar as condicBes climaticas
nas quais estes frutos secaram aderidos a planta, ndo se pode garantir a

seguranca do produto (Taniwaki et al., 2003).
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2.5.3 Provaveis riscos dos cafés SNP

Inexistem trabalhos que destacam o risco a seguranca do café devido a
permanéncia do fruto aderido a planta ap6s o ponto ideal de colheita. Porém,
frutos do tipo bdia e seco na planta nada mais sdo que frutos que permaneceram
aderidos a planta ap6s o ponto ideal de colheita e, a respeito destes tipos de café
alguns trabalhos ja foram conduzidos. Serd considerada como potencialmente
perigosa, a contaminacdo dos cafés pelas principais espécies produtoras de
ocratoxina A no Brasil, Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius.

Alves & Castro (1998), estudando as comunidades de fungos associados
a frutos e graos de café de duas comunidades do municipio de Lavras, Sul do
estado de Minas Gerais, durante as fases de desenvolvimento do fruto, ndo
detectaram a presenca de Aspergillus ochraceus em frutos do tipo cereja. Porém
guando os frutos passaram para a fase de passa e seco no pé a percentagem de
frutos colonizados foi de 2,8% e 1,2%, respectivamente. Os autores trabalharam
também com gréos beneficiados e verificaram colonizagdo de até 77% dos gréos
apos o beneficiamento.

Urbano et al. (2001), analisando cafés que secaram na planta no estado
do Parand e Sdo Paulo, verificaram um pequeno nimero de isolados de
Aspergillus ochraceus nestes tipos de café. Apenas 0,5% dos isolados
identificados pertenciam ao grupo ochraceus. Porém verificou-se quantidade
significativa, 9%, de isolados do grupo niger. Os mesmos autores testaram a
potencialidade de 87 isolados do grupo niger de produzirem OTA e constataram
que 11% destes foram produtores de OTA. Nenhum isolado do grupo niger foi
identificado como Aspergillus carbonarius, demonstrando que existe risco na
colonizacéo por Aspergillus niger a seguranca do produto.

Em amostras de café de diferentes regides do Brasil, 0,35% dos grdos de

cafés secos no pé apresentavam colonizacdo por Aspergillus ochraceus. Nos
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isolados de Aspergillus ochraceus obtidos neste estudo, 75% foram capazes de
produzir OTA (Pitt et al., 2001).

A colonizacdo de graos de frutos de café secos no pe por espécies de
Aspergillus capazes de produzirem OTA também foi constatada por Taniwaki et
al. (2003). Um por cento dos frutos que secaram na planta estava colonizado por
espécies capazes de produzirem OTA. Com relacdo a potencialidade das
espécies isoladas, 75% e 77%, respectivamente, das espécies de Aspergillus
ochraceus e Aspergillus carbonarius, foram produtores de OTA. Somente 3%
das espécies de Aspergillus niger foram capazes de produzir OTA. O periodo de
colheita prolongado aumenta consideravelmente a ocorréncia do café tipo boia.
Amostras de café provenientes de regides onde a colheita ¢ mais tardia
apresentaram maior colonizagdo dos grdos de café por Aspergillus ochraceus
(Freitas et al., 2000).

2.6 Deteccdo e quantificacdo de fungos em gréos e frutos de café

O fruto do cafeeiro se apresenta com um pericarpo bem desenvolvido
com trés tipos de tecidos bem definidos: exocarpo, mesocarpo e endocarpo
(Salazar et al., 1994). O exocarpo é constituido de uma camada externa de
células parenquimatosas que externamente sdo de cor verde quando o fruto esta
imaturo e vermelho ou amarelo, dependendo da variedade, quando este
amadurece. No mesocarpo sdo encontradas varias camadas de células, sendo a
sua composicao quimica rica em aglcares e compostos fenolicos. O endocarpo é
formado por 5 a 7 camadas de células esclerenquimaticas que recobrem o grdo
do cafeeiro (Salazar et al., 1994; Rojas et al., 2003). A diversidade quimica e
fisica encontrada no fruto faz deste um ambiente adequado ao desenvolvimento
de diferentes grupos de fungos. A presenca de microrganismos € natural no
fruto, sendo condicdo essencial até no processamento, quando este é realizado

utilizando processos fermentativos. Porém, algumas espécies de fungos
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filamentosos, como Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius podem
produzir micotoxinas como a ocratoxina A, que tem efeito toxico para seres
humanos e animais (Pfohl-Leszkowicz et al., 2000).

O estudo da composicao das espécies presentes nas diferentes partes do
fruto é essencial, tanto para o conhecimento da ecologia das espécies presentes
guanto para a proposicdo de praticas no campo que garantam a seguranca do
alimento.

Os fungos presentes no exterior do fruto sdo conhecidos, sendo
formados, principalmente, por leveduras e espécies, como Fusarium,
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus e alguns zigomicetos (Silva et al., 2000;
Suérez-Quiroz et al., 2005).

No mesocarpo, o principal grupo de fungos encontrado séo as leveduras,
com dados escassos sobre a presenca de fungos filamentos (Rouss et al., 1995).

Os fungos associados ao endocarpo e ao grdo sdo os mais conhecidos,
destacando-se as espécies mais xerofilicas de Aspergillus e Penicillium e as
espécies de ampla distribuigdo, como Fusarium e Penicillium (Batista, 2005;
Taniwaki et al., 2003).

O processamento do café nas fazendas € baseado, principalmente, na
perda de &gua e na retirada das estruturas do pericarpo, podendo as estruturas
serem retiradas parcialmente com o fruto recém-colhido ou apos a secagem. O
estudo da composicdo fungica de cada comunidade pode contribuir na
proposi¢do de praticas que melhorem a qualidade do produto e garantam a sua
seguranca.

O desenvolvimento de técnicas seguras que permitam a deteccdo,
isolamento e identificacdo de fungos em alimentos, visando facilitar o estudo da
ecologia dos fungos, é uma recomendacdo da International Comission on Food
Mycology — ICFM (Taniwaki, 1996). Entre as técnicas que podem ser utilizadas

no estudo da detecgcdo, podem-se utilizar metodologias baseadas em técnicas
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moleculares, como PCR ou baseadas em testes bioquimicos, como ergosterol
(Fungaro et al., 2004; Schmid et al., 2004; Saxena et al., 2001). Porém, estas
metodologias estdo em desenvolvimento e possuem um custo, até 0 momento,
relativamente alto. As metodologias de plaqgueamento e contagem das unidades
formadoras de col6nia ainda 0 uma boa opg¢do para 0 monitoramento de fungos.
A escolha do diluente utilizado, do meio de cultura e das técnicas de separagdo
das diferentes comunidades é o ponto definitivo no sucesso de uma metodologia.
Um bom meio de cultura para fungos deve apresentar uma alta capacidade de
recuperacdo de espécies, inibir o crescimento de bactérias, restringir o
desenvolvimento de espécies de crescimento muito rapido, induzir a formagéo
de colbnias compactas, ndo inibir o crescimento de leveduras e permitir sua
diferenciagdo dos fungos filamentosos e facilitar a identificacdo das espécies
(Taniwaki & Silva, 2001; Taniwaki, 1996).

Os fungos ocratoxigénicos podem ser considerados como fungos
moderadamente xerofilicos. Assim, o meio de cultura utilizado na sua
recuperacdo deve conter algum tipo de soluto que iniba a disponibilidade de
agua (Taniwaki, 1996). Além da reducdo da disponibilidade de &gua, o meio
deve conter agentes capazes de inibir o crescimento de zigomicetos e de
bactérias.

O meio DG 18 (1769 de glicerol, 8,0g de glicose, 4,0g de peptona, 0,809
de KH,PO,4 0,49 de MgS0O,.7H,0, 800ml de agua, 159 de &gar, 75mg de
chloramphenicol e 2mg de dichloran) apresenta caracteristicas desejaveis para a
recuperacdo de espécies potencialmente ocratoxigénicas. DG18 contém glicerol
que diminui a disponibilidade de &gua, favorecendo fungos com tendéncias
xerofilicas. Possui, em sua composi¢do, dichloran e cloramphenicol, adequados
agentes fungicidas e bactericidas, respectivamente e permite uma facil leitura

com as cores dos fungos bem definidas. Uma desvantagem do DG18 é o preco
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um pouco mais elevado do que dos meios comuns e a dificuldade de se
conseguir o dichloran no Brasil.

A opcéo pela lavagem, diluicdo e plagueamento da suspensdo ou o
plagueamento direto também pode ser um fator decisivo na eficiéncia de um
método. O plaqueamento direto é uma boa opc¢do para graos, aumentando o
limite de deteccdo do método. Em grdos de cevada Aspergillus restrictus ndo
pbde ser detectado quando utilizou-se o método de diluicdo, porém o
plagueamento direto da mesma amostra revelou uma colonizacdo de até 41%
dos graos pelo fungo (Rabie et al., 1997).

O método da diluicdo é eficiente quando amostras contém uma carga
microbiana elevada com algumas espécies em altas propor¢des (Rabie et al.,
1997). O plagueamento direto de frutos tipo cereja de café utilizando meio BDA
permitiu o isolamento de espécies de Fusarium, Penicillium, Cladosporium,
Colletotrichum e Phoma, ndo sendo recuperada nenhuma espécie de Penicillium
ou Aspergillus (Alves e Castro, 1998). Porém, frutos do tipo cereja de uma éarea
préxima, quando submetidos a lavagem e diluicdo da suspensdo de propagulos
em meio DG18, permitiram a recuperacdo das mesmas espécies e mais uma
grande diversidade espécies de Penicillium e Aspergillus (Pereira et al., 2006,
dados néo publicados) No caso para o estudo de diferentes partes do fruto, uma
opcao a ser considerada seria o0 uso da diluicdo para os fungos da comunidade

externa e do mesocarpo e o plaqueamento direto dos graos.

2.7 O sistema HACCP como forma de certificacdo da qualidade

A producdo integrada de alimentos, de forma a garantir a
sustentabilidade dos sistemas agricolas, tem figurado com uma exigéncia ao
comércio internacional de alguns produtos, como frutas, por exemplo. Estes
sistemas sdo baseados na utilizacdo de recursos da melhor forma possivel e na

producdo com qualidade total. Uma das exigéncias de um sistema de produgéo
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integrada de café seria a implantacdo do sistema de boas praticas agricolas e se
possivel a implementacdo de um sistema de garantia de seguranga como o
HACCP. Apesar da ampla utilizagdo na industria, o desenvolvimento de um
plano de implementac&o do sistema HACCP no campo ainda passa por uma fase

inicial.

2.7.1 HACCP - breve historico

O conceito Hazard Analysis and Critical Control Point - HACCP ou
Andlise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle - APPCC originou-se por
volta de 1960 com a Pillsbury Company trabalhando com a Agéncia
Aeroespacial Americana — NASA e 0 exército norte-americano (SEBRAE,
2000a; SEBRAE, 2000b; Mortimore e Wallace, 2001). O sistema é baseado em
uma ferramenta de engenharia conhecida como analise de falha, modo e efeito,
que busca as potenciais falhas em uma operacéo e os seus efetivos mecanismos
de controle. A partir da década de 1970, o sistema se difundiu para a indUstria de
alimentos, sendo inicialmente implantado na industria de pescado. No Brasil sua
importancia foi reconhecido em 1993 e, a partir de entdo, algumas ac¢Ges foram
desenvolvidas para implementagdo em setores da industria alimenticia (Brasil,
1993; Brasil, 1998). Como discutido, o sistema foi essencialmente desenvolvido
para inddstria, porém, foi levantada a possibilidade de seu uso no campo, como

forma de garantir a qualidade da matéria prima.

2.7.2 Passos para a implementacdo do sistema HACCP
Na pratica, a implementacdo do plano HACCP, segundo Mortimore e Wallace
(2001), pode ser discutida em quatro passos:

1) preparacdo para o desenvolvimento do plano de HACCP;

2) aplicacgdo dos principios (Estudo do plano de HACCP);

3) implementacdo do plano de HACCP;
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4) manutencéo do sistema HACCP.

2.7.3 Preparacéo para o desenvolvimento do plano de HACCP

Descrigcdo completa do produto: a descricdo completa do produto é necessaria
para que todas as equipes envolvidas no plano HACCP tenham a real dimensao
da cadeia produtiva. Além das pessoas envolvidas diretamente na
implementacgdo, a descricdo é necessaria devido a necessidade de auditoria no
sistema. Assim, a descri¢do do produto deve fornecer todas as informacdes para
que o plano possa ser corretamente analisado (SEBRAE, 2001a; Mortimore &
Wallace, 1996).

Descrigdo dos fatores e elementos que levam a obtencdo de um produto
seguro: neste passo deve-se descrever, com base nas informacdes coletadas e

dados de literatura, como um produto seguro é obtido.

Construcdo de um fluxograma de producéo: o fluxograma de producéo deve
ser construido analisando-se toda a cadeia produtiva. Nele sdo destacados todos

0s pontos que podem levar risco a obtencdo do produto.

Validagado do fluxograma de producao: apds a construcao, o fluxograma deve
ser validado quanto a sua representatividade e precisdo para descrever o

processo.

2.7.4 Aplicacdo dos principios (estudo do plano HACCP)
Apds este estudo inicial, a proxima fase é aplicar os sete principios do sistema
que séo:

1) conducéo de uma analise de perigos;

2) determinacédo dos pontos criticos de controle — PCCs;
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3) estabelecimento dos limites criticos;

4) estabelecimento de um sistema de monitoramento dos PCCs;

5) estabelecimento de agdes corretivas, quando houver indicacdo que um
PCC esta fora do controle;

6) estabelecer procedimentos de verificacdo se o sistema HACCP esta
funcionando corretamente;

7) estabelecer procedimentos de documentacdo e registro do sistema
HACCP;

2.7.4.1 PRINCIPIO 1 - Condugcéo da analise de perigo

Nesta fase a equipe de implementagdo do plano deve destacar em toda a
cadeia de producdo, considerando os riscos, tudo que possa influenciar na
seguranca do produto.

A andlise de risco deve ser conduzida considerando trés grupos de

perigo a seguranca do produto, os quais sdo descritos a seguir.

Perigos fisicos: sdo ocasionados pela presenca de corpos ou materiais estranhos
no produto. Estes elementos presentes no alimento podem causar ferimentos,
dor, sufocacdo, engasgamento ou injdrias nos dentes. Os exemplos destes
perigos sdo a presenca no alimento de pedagos de madeira, vidro, plastico,
metal, 0ss0s e pragas (insetos grandes, pedacos de roedores ou passaros).

Perigos quimicos: sdo elementos de natureza quimica ou seus residuos que em
niveis inaceitaveis, podem causar danos a saude do consumidor (Corlett,1998).
Entre os perigos quimicos estdo as toxinas naturais, encontradas em algumas
bactérias marinhas, metais pesados, como chumbo, caddmio, mercdrio, etc.
agrotoxicos e produtos veterinarios, conservantes de alimentos em niveis

inadequados e as micotoxinas. As micotoxinas sdo substancias produzidas por
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fungos que, mesmo em baixa concentracdo, podem causar danos a salde do
consumidor (Sanson et al., 2000).

As principais espécies de fungos produtores de micotoxinas sdo
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Claviceps. As micotoxinas mais

importantes e os fungos produtores estdo destacados na Tabela 3.

TABELA 3 Micotoxinas mais importantes para a salde humana e animal e seus
agentes produtores, (FAO, 1997).

Micotoxina Fungo produtor
Aflatoxina Aspergillus flavus
Ocratoxinas Aspergillus ochraceus, A. carbonarius e
Penicillium verrucosum
Fumonisinas Fusarium verticilioides(moniliforme)
Tricotecenos
Toxina T2 Fusarium sporotrichioides
Deoxinivalenol (DON Fusarium graminearum
vomitoxina)

Os fungos produtores de micotoxina podem ser agentes patogénicos de
plantas, como F. graminearum (deoxinivalenol, nivalenol), fungos que crescem
em plantas senescentes ou estressadas, como as F. moniliforme (fumosinas) ou
fungos que inicialmente colonizam a planta no campo e predispdem o produto a
contaminacdo apds a colheita, como A. flavus (aflatoxina) P. verucossum,

Aspergillus ochraceus e A. carbonarius (ocratoxina).

Perigos bioldgicos: sdo aqueles provocados pela presenca de microrganismos
ou suas toxinas nos alimentos. Geralmente, sdo ocasionados pela presenca de
bactérias. Exemplos de bactérias que causam intoxicacOes alimentares sdo
Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli e Shigella (SEBRAE,

2000b). Géneros como Shigella e Salmonela j& foram isolados de frutos de café
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(Silva et al.,.2000). Porém, pelo tipo de processamento que o produto sofre,
estas bactérias ndo trazem riscos a salde do consumidor. Quando ocorre a
ingestdo de ceélulas viaveis do microrganismo, colonizacdo e invasdo do
organismo, a doencga é conhecida como infecgdo alimentar. A ingestdo de uma
toxina produzida pela bactéria ou fungo, ndo estando a mesma necessariamente
presente no alimento, é conhecida como intoxicacdo alimentar. A ingestdo de
micotoxinas é, portanto, intoxicacdo alimentar gerada por um perigo biolégico.
Porém, as micotoxinas, por serem substancias quimicas, sdo classificadas como
perigos quimicos, como foi anteriormente discutido.

Neste passo, faz-se uma criteriosa analise de todas as fases de producéo
e dos seus perigos, procurando enquadra-los dentro dos trés grupos. Uma ampla
pesquisa bibliografica no meio cientifico devera ser feita para verificar se existe
realmente o perigo. Vale ressaltar que a analise de perigo é dindmica,
necessitando de envolvimento da comunidade cientifica no que diz respeito ao
constante monitoramento, analise e manejo dos perigos (Kuiper-Goodman,
1999).

2.7.4.2 PRINCIPIO 2 — Determinac&o dos pontos criticos de controle

Um ponto critico de controle é uma fase na qual um controle pode ser
aplicado, sendo essencial para prevenir, eliminar ou reduzir um risco (Codex,
1997). Na identificagdo de um ponto critico de controle, deve-se fazer um
guestionamento a respeito da fase de producdo: a perda de controle daquele
ponto pode efetivamente levar a um risco de contaminacdo pelo consumidor? Se
a resposta for sim, entdo, o ponto deve ser reconhecido como um ponto critico
de controle (Mortimore & Wallace, 1996, 2001). Na identificacdo de um ponto
critico de controle, uma ferramenta bastante Gtil é a chave deciséria de pontos

criticos de controle (Figura 1).
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Pergunta 1: Existe uma medida de
controle?

Pergunta la: O controle é um
passo necessario a seguranga?

Pergunta 2: Neste passo pode-se
eliminar ou reduzir o risco?

Pergunta 3: A contaminagdo pode
exceder niveis inaceitaveis?

Pergunta 4: Em outro passo pode-
se eliminar o risco?

Modificar o

processo Inicio
4
SIM \
Pergunta 1a L\'AO Pergunta 1
voM
Pergunta2 | SIM
NAOL
~ NAO
NAO, Pergunta 3 @
CCP
Pergunta 4
SIM NAO

FIGURA 1 Fluxograma decisorio para identificacdo de pontos criticos de

controle

2.7.4.3 PRINCIPIO 3 - Estabelecimento dos limites criticos

Os limites criticos séo critérios que diferenciam um produto seguro de

um potencialmente perigoso (CODEX, 1997). Os limites s&o parametros que

podem ser medidos por meio de testes durante o processo de monitoramento na

cadeia produtiva. Os limites criticos sdo determinados por meio de estudos

cientificos e o seu estabelecimentos é feito na forma de leis e regulamentos. As

principais toxinas ja possuem um regulamento que caracteriza um produto

inadequado ao consumo se os valores da toxina excederem este limite. O limite

imposto pela norma regulativa 123/2005 da Unido Européia, para café torrado,

de no maximo 5ug de ocratoxina A por kg de café é o exemplo de um limite

critico (UE, 2005).
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2.7.4.4 PRINCIPIO 4 - Estabelecimento de um sistema de monitoramento
Monitorar consiste em medir ou observar determinado pardmetro para
garantir que ele esta sob controle. Os testes mais aplicados no monitoramento e
os preferiveis sdo aqueles que fornecem um resultado imediato, como
temperatura, umidade, deteccdo de metais, etc. Os testes microbiol6gicos ndo
sdo usualmente aplicados ao monitoramento no sistema HACCP devido a
praticidade e ao tempo de execucdo. No caso da deteccdo de micotoxinas, o
monitoramento é feito no produto final, sendo um dos poucos casos na industria
de alimentos em que isso é permitido. Todos os testes realizados durante a

fabricagéo do produto devem ser registrados e armazenados.

2.7.45 PRINCIPIO 5 - Estabelecimento de acbes corretivas quando for
detectado que determinado parametro esta fora do controle

As agdes corretivas sdo definidas para garantir a qualidade dos produtos
e que o controle é realmente efetivo. Como o sistema HACCP é preventivo, a
criagdo de mecanismos de acgdo para agir, caso a seguranca do produto esteja
comprometida, também é parte integrante do sistema. As acGes corretivas devem
ser planejadas em duas frentes:

1) descartar o produto o que esta fora da especificacao;

2) corrigir o sistema de producao para que o produto tenha a seguranca

garantida.

E importante destacar que, quando um desvio ocorre, a equipe
responsavel pela elaboracdo do plano deve elaborar estratégias para evitar que
este ocorra novamente, propondo, se necessario, modificagdo no sistema de

producéo.
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2.7.4.6 PRINCIPIO 6 — Estabelecer procedimentos para verificar se o
sistema HACCP esté funcionando

Apos a implementacdo do plano, € necessario verificar se 0 mesmo esta
efetivamente funcionado. Segundo o CODEX (1997), validar é obter evidéncias
de que os elementos do plano HACCP estdo efetivamente funcionando.
Verificacdo é a aplicacdo de métodos, procedimentos, testes e avaliacdes
adicionais ao monitoramento para determinar conformidade com plano HACCP.
Nesta fase do processo, a presenca de auditorias internas e externas é essencial
para efetivar o plano. A validacdo do sistema busca, em resumo, responder se 0

sistema esta realmente implementado.

2.7.4.7 PRINCIPIO 7 - Procedimentos de documentacdo e registro dos
dados do sistema

A documentacdo do sistema € necessaria para certificar o
funcionamento. O tempo de registro das informacbes pode ser definido pela
legislacdo ou pelo tempo de duracdo do produto. Neste ponto é importante
salientar que a implementagdo de um sistema da complexidade do HACCP
demanda recursos que s6 poderdo gerar retorno econdmico ao produtor se algum
tipo de certificagdo for implementada. Assim, as certificadoras irdo determinar

qual o tipo de registro necessario.
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CAPITULO 2

DETENC(;AO E MONITORAMENTO DE FUNGOS EM FRUTOS E
GRAOS DO CAFEEIRO, DURANTE DIFERENTES FASES DO
PROCESSAMENTO
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Deteccdo e monitoramento de fungos em
frutos e gréos do cafeeiro, durante diferentes fases do processamento. In:
Diversidade e frequéncia de fungos associados a frutos e graos de café.
2006. Cap. 2, p.37-59. Tese (Doutorado em Agronomia-Fitopatologia),
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A maneira como o café é processado pode influenciar no
desenvolvimento de fungos e, em conseqliéncia, na qualidade e seguranca do
café. O monitoramento dos fungos associados aos diferentes tipos de café é
fundamental na proposi¢cdo de praticas para garantir a seguranca do produto.
Objetivo deste trabalho foi detectar e monitorar a presenca de fungos em gréos
de diferentes tipos de café, com énfase nos potenciais produtores de ocratoxina
A (OTA). Foram coletadas 178 amostras de café dos tipos natural, boia, verde,
cereja descascado e varricao em trés regiGes produtoras nos anos agricolas 2002
e 2003. As amostras foram descascadas, desinfestadas e, em seguida, 50 gréos
colocados em meio DG18. A avaliagdo foi feita ap6s 7 dias de incubacgdo. Foram
avaliadas a ocorréncia de determinada espécie de fungo em uma amostra
(incidéncia) e a porcentagem de gréos colonizados dentro da amostras
(frequéncia). Todas as amostras analisadas apresentavam incidéncia de pelo
menos uma espécie de fungo. Os géneros de maior incidéncia foram Penicillium,
Fusarium, Aspergillus e Cladosporium. Penicillium e Fusarium estavam
presentes em 86 e 78% das amostras, respectivamente. Aspergillus ochraceus e
A. niger estavam presentes em 66 e 60 % das amostras, respectivamente. Os
géneros com maior frequéncia também foram Penicillium e Fusarium,
colonizando, em média, 12 e 7% dos grdos da amostra, respectivamente. As
espécies potencialmente ocratoxigénicas encontradas foram A. ochraceus, de
ampla distribuicdo nas amostras e Aspergillus carbonarius, encontrado somente
em duas amostras. Nao houve diferenca significativa entre os tipos de cafés
quanto a incidéncia de A. ochraceus, a ndo ser para os cafés de varri¢do, que
apresentaram maior quantidade de gréos colonizados em 2002. A. ochraceus foi
encontrado em 66% das amostras analisadas, porém, a freqiéncia foi de 5%.
N&o houve diferenca significativa entre os anos de 2002 e 2003 quanto a
colonizacéo, por fungos potencialmente ocratoxigénicos.

" Comité de Orientagdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (orientador); Hilario
Antbénio de Castro — UFLA (co-orientador)
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Detection and monitoring of fungi in fruits
and grains of the coffee plant, during different phases of the processing. In:

. Diversity and frequency of fungy associated to fruits and beans of
arabic coffee. 2006. Cap. 2, p.37-59. Thesis (Doctorate in Agronomy-
Phytopathology), Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The way of coffee processing is complex and can influence on the
development of fungi and, by consequence, on quality and safety of the final
product. Monitoring of fungi living in natural association with different types of
coffee is a preriquisite for the proposal of recomendations which aim to
guarantee safety of coffee. Objective of the present study was to evaluate
diversity and frequency of fungi associated to cherries and parchments in
different types of coffee, with emphasis on ochratoxin producing species. For
monitoring fungi in different types of coffee like natural, semi-washed, boia,
immature and “varricdo” coffee, 178 samples were collected in 2002 and 2003
in the regions South and Mountains of Minas Gerais and Montains of Espirito
Santo. Samples were processed by dehusking, superficial desinfestation and
incubation of 50 parchments of each sample on culture medium DG18. Growth
of fungi was evaluated after 7 days. Incidence of species in a sample was
registered as well as frequency, given as the percentage of parchments colonized
within a individual sample. Each sample analysed was colonized by at least one
fungal species. Genera with highest incidence were Penicillium, Fusarium,
Aspergillus and Cladosporium, with Penicillium and Fusarium present in 86
and 78% of the samples, respectively. Aspergillus niger was present in 66 % and
Aspergillus ochraceus in 60 % of the samples. Indeed, frequency was very low
with 5 %. Most frequent have been species of Penicillium and Fusarium,
colonizing 12 and 7% of the parchments of the sample, respectively. The
potentially ochratoxigenic species A. ochraceus and A. carbonarius were
identified, the former showing a wide, the latter a quite restricted distribution.
No difference in frequency of Aspergillus ochraceus could be observed in
different types of coffee, except in “varricdo” coffee.

" AdvisingCommittee : Ludwig H. Pfenning — UFLA (adviser); Hilario Ant6nio
de Castro — UFLA (co-adiviser)
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1 INTRODUCAO

A qualidade do café pode ser influenciada por diversos fatores, entre eles
a espécie, a cultivar utilizada, o manejo da lavoura, 0 processamento e a
presenca e a atuagdo de microrganismos, principalmente fungos filamentosos.

Os fungos podem influenciar a qualidade do café de duas maneiras
distintas, agindo sobre os gréos, interferindo nas caracteristicas organolépticas
do produto e alterando seu sabor e odor, ou produzindo metabdlitos toxicos ao
homem, conhecidos como micotoxinas, destacando-se a ocratoxina A, a qual ja
chegou a limitar a exportacdo em alguns paises. A OTA € uma micotoxina
produzida por algumas espécies de fungos do género Aspergillus e Penicillium.
Os efeitos agudos, nefrotdxicos, imunossupresivos e carcinogénicos da OTA ja
estio bem caracterizados em animais, sendo também, possivelmente,
carcinogénico a humanos (IARC, 2003; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).

As principais espécies potencialmente ocratoxigénicas presentes em
grdos e frutos de café no Brasil sdo Aspergillus ochraceus, de ampla distribuicdo
nas principais regides produtoras e Aspergillus carbonarius, de ocorréncia
aparentemente restrita (Batista et al., 2003; Taniwaki et al., 2003). Apesar da
inconsisténcia dos dados entre contaminacdo por fungos e presenca de OTA, a
colonizagéo de gréos de café por fungos potencialmente ocratoxigénicos envolve
0 risco de contaminagdo pela OTA, ndo existindo, até 0 momento, evidéncias da
contaminacdo sem a presenga de fungos.

Existe uma grande diversidade de tipos de processamento de café
praticados no pais, o que gera uma ampla variedade de substratos. Estes
substratos sdo os diferentes tipos de café, destacando-se 0s naturais, 0s cerejas

descascados, 0s bdias, 0s verdes, 0s secos na planta e os de varri¢éo.
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A presenca de fungos em diferentes tipos de café ja foi estudada por
alguns autores (Batista, 2005; Batista et al., 2003; Taniwaki et al., 2003).
Entretanto, existe uma grande diferenca entre as metodologias adotadas, 0 que
impossibilita uma comparacdo direta dos resultados dados e a suposi¢do dos
verdadeiros riscos de cada tipo de café.

O monitoramento das espécies de fungos presentes nos grdos de café
pode fornecer, ainda, dados importantes sobre a ecologia destes fungos e, assim,
facilitar a proposicdo de técnicas de manejo que minimizem o risco da
contaminacdo pela toxina baseado em dados cientificos.

Assim, o objetivo do presente capitulo foi monitorar a presenca de
fungos, especialmente os potencialmente ocratoxigénicos, em amostras de

diferentes tipos de café.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram coletadas 178 amostras de café, em propriedades cafeeiras de trés
importantes regides produtoras de café no Brasil, Sul e Zona da Mata do estado
de Minas Gerais e Montanhas do estado do Espirito Santo, entre as latitudes de
20°07” a 21°43S e longitudes de 41°11" a 45°31” W e altitudes entre 711 m e
1176, nos anos de 2002 e 2003. Aproximadamente dois quilos de café foram
coletados diretamente nos terreiros de café, em sacos de papel limpo. A seguir

faz-se uma breve caracterizacdo dos tipos de café coletados.

Cereja: é o fruto maduro do cafeeiro. E caracterizado pela cor amarela ou
vermelha intensa, dependendo da variedade. No processamento, este tipo de
fruto é, normalmente, colhido junto com todos os outros tipos de frutos e
separado em um equipamento conhecido como lavador/separador, no qual a
fracdo cerejat+verde é depositada separadamente. As amostras caracterizadas
como cereja em nosso estudo foram coletadas diretamente nas plantas,
separando-se os frutos com maturacdo incompleta ou que apresentassem sinas da

presenca de patdgenos.

Natural: as amostras caracterizadas como cafés do tipo natural sdo aquelas
secas em terreiro ou secador, sem passar por qualquer tipo de pré-
processamento. Os cafés naturais sdo uma mistura de cafés do tipo verde, boia e
cereja, secos em terreiro ou secador, exatamente como s&o coletadas no campo.
Séo conhecidos também como cafés da roca. Alguns autores consideram como
cafés naturais os produzidos pela via seca. Neste estudo foram considerados

como naturais os cafés com as caracteristicas citadas.
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Bdia: este tipo de amostra tem como caracteristica a menor densidade,
principalmente devido a perda de gua ocasionada pela secagem. Os frutos do
tipo boia sdo facilmente separados no lavador separador, sendo, em muitas

propriedades, secos separadamente dos demais tipos.

Bodia descascado: é obtido procedendo-se um descascamento mecanico nos
frutos assim que eles saem do lavador/separador. Os frutos do tipo bdia passam
por um cilindro duplo rotativo na presenca de grande quantidade de agua onde a
casca é removida. Este tipo de café foi observado, principalmente, em

propriedade do estado do Espirito Santo.

Verde: é o fruto imaturo do cafeeiro, caracterizado pela cor verde-cana e pela
presenca de grande quantidade de compostos fendlicos. Pode ser encontado no
terreiro, juntamente com os frutos do tipo cereja ou isoladamente onde se faz o

descascamento de cerejas.

Varricdo: sdo os frutos coletados diretamente do chdo, normalmente antes da
realizacdo da colheita. Constitui-se, em proporg¢des variaveis, de uma mistura de
terra, paus, pedras e cafés dos tipos cereja, verde, e secos que cairam da planta.
O tempo de permanéncia em contato com o solo e a quantidade de varri¢ao de

uma lavoura sdo variaveis, mas, normalmente, se acentuam no final da colheita.

Cereja descascado: é o tipo de café mais comum obtido pela via Umida de
processamento. Os cafés vindos diretamente da colheita sdo separados € a fracdo
cerejat+verde é passada em uma peneira rotativa, naqual as cascas das cerejas se
desprendem e os grdos sem casca sdo forcados a passar por orificios onde sdo
separados. Os frutos verdes sdo separados em funcdo de sua resisténcia ao

descascamento.
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Desmucilado: os cafés cereja descascado, obtidos como descrito no processo
anterior, podem, ainda, passar por um cilindro na presenca de agua, em que

residuos da mucilagem sdo removidos.

Seco na planta (SNP): este tipo de café é coletado diretamente na planta e
apresenta caracteristicas semelhantes aos do tipo boéia.
O critério utilizado na coleta das amostras foi o de recolhimento de

todos os tipos possiveis de cafés presentes nas propriedades, gerando uma
estratificacdo natural das amostras (Tabela 1).

TABELA 1 Tipos, caracteristicas e quantidade de amostras coletadas nos anos
de 2002 e 2003.

N° de amostras analisadas

Tipo 2002 2003
Cereja (CR) 9 7
Natural (NA) 22 11
Baia (BO) 26 10
Bdia descascado (BD) 2 4
Verde (VE) 13 4
Varricéo (VR) 9 4
Cereja descascado(CD): 26 7
Desmucilado (DM) 4 2
Seco na planta (SNP): 14 4
Total 125 53

2.2 Processamento

Todas as amostras foram descascadas em descascador manual
separando-se a casca € 0s grdos. Os grdos foram desinfestados com hipoclorito
1% por 1 minuto e enxaguados em agua estéril. Apds a secagem em papel de

filtro, sessenta grdos foram plaqueados com a face plana voltada para baixo,
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divididos em 3 placas de 15 cm de didmetro contendo meio DG18 (176 g de
glicerol, 8,0 g de glicose, 4,0 g de peptona, 0,80 g KH,PO4, 0,4 g de
MgSQ,.7H,0, 800 mL de agua, 15g de agar, 75 mg de chloramphenicol e 2mg
de dichloran).

Para o estudo da comunidade interna dos frutos tipo cereja, as cascas dos
grdos foram removidas manualmente e os graos foram agitados em solucdo de
NaOH 0,2 N por 10 minutos com a finalidade de remover a mucilagem residual.
Os graos foram colocados sob papel de filtro em cdmara de fluxo laminar por
duas horas, para a remocéo da dgua em excesso e foram plagueados, conforme o
procedimento anterior.

Avaliou-se, diretamente na placa, a colonizacgdo dos gréos por diferentes
morfo-tipos, separando grupos de acordo com a morfologia, textura, coloracéo,
formato dos esporos, etc. Todos os morfo-tipos considerados diferentes foram
isolados em meio de extrato de malte 2% (20 g de extrato de malte, 16 g de Agar
e 1 litro de 4gua). Foi registrado, na leitura, o nimero de grdos colonizados por
determinados tipos de fungos. Posteriormente, os dados foram transformados em
percentagem de grdos colonizados por cada espécie.

2.3 Transformacéo dos dados e analises estatisticas

A porcentagem de gréos colonizados foi calculada multiplicando-se o
nimero de grdos colonizados por 100 e dividindo-se pelo nimero de grdos
plagueados. A identificagdo dos fungos foi feita utilizando informagdes da
literatura especializada. Foram utilizados os termos incidéncia, para indicar a
presenca ou ndo de um determinado fungo em uma amostra e frequéncia, para
indicar a porcentagem de graos colonizados em determinada amostra.

Foi realizada analise estatistica dos dados com desdobramento dos tipos
dentro de cada ano. Foram realizado teste f para o fator ano e para o fator tipo

foi utilizado o teste Scott-Knott. Para fins de andlise os dados foram
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transformados em raiz quadrada de x + 0,5. A andlise global das comunidades de
fungos foi feita por meio de analise multivariada de classificagdo. Foi gerado um
dendrograma considerando os dados da colonizacdo das amostras por
Penicillium spp., Cladosporium cladosporioides, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Eurotium spp., utilizando o programa
Biodiversity Pro 2.0. As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o

programa Sisvar versao 4.6 e 0 pacote estatistico do Excel 2000.
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3 RESULTADOS

3.1 Ocorréncia e frequéncia de fungos

Houve incidéncia de, pelo menos, uma espécie de fungos nas 178
amostras analisadas. Os géneros de maior incidéncia nas amostras foram
Penicillium, Fusarium, Aspergillus e Cladosporium (Figura 1). Penicillium e
Fusarium estavam presentes em 86% e 78% das amostras, respectivamente.
Aspergillus do grupo ochraceus e do grupo niger estava presente em 66% e 60%

das amostras, respectivamente.
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PEN: Penicillium spp; AOC: Aspergillus ochraceus; ANI: Aspergillus niger; FUS: Fusarium spp.;
CCL: Cladosporium cladosporioides; AGL: Aspergillus glaucus; AFL: Aspergillus flavus.

FIGURA 1 Incidéncia média nas amostras de diferentes espécies de fungos.
Lavras, MG. 2006

Os géneros de maior frequéncia foram Penicillium e Fusarium

colonizando, em média, 12% e 7% dos grdos, respectivamente. Dentro do

género Aspergillus, destacaram-se as espécies do grupo ochraceus, niger, flavus
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e glaucus, colonizando, respectivamente, 5%, 4%, 0,4% e 0,2% dos grdos de

cada amostra.

TABELA 2 Porcentagem média de amostras com ocorréncia (incidéncia) e
porcentagem média de graos colonizados (freqiiéncia) por determinado tipos de
fungos. Média de dois anos para os diversos tipos de café. Lavras, MG 2006.

Fungos
PEN AOC ANI FUS CCL AGL AFL

% de amostras

com presencado 85,96 65,73 59,55 78,09 50,00 12,92 15,17
fungo

% de gréos

colonizados por 12,37 520 409 726 211 042 0,21
amostras

PEN: Penicillium spp; AOC: Aspergillus ochraceus; ANI: Aspergillus niger; FUS: Fusarium spp.;
CCL: Cladosporium cladosporioides; AGL: Aspergillus glaucus; AFL: Aspergillus flavus.

3.2 Incidéncia e freqliéncia e o0 ano agricola
Ndo houve diferenca significativa entre os dois anos, quanto a

colonizacéo por fungos, pelo teste f a 95% de confianca.

3.3 Incidéncia e frequéncia de espécies toxigénicas nos diferentes tipos de
café

Duas espécies potencialmente ocratoxigénicas foram encontradas,
Aspergillus ochraceus e Aspergillus carbonarius. A andlise estatistica do
desdobramento do fator tipo de café evidenciou que, no ano de 2002, somente
houve diferenca estatistica quanto a colonizacdo por Aspergillus ochraceus nos
cafés de varricdo que apresentaram uma maior quantidade de gréos colonizados.
No ano de 2003, ndo houve diferenca estatistica quanto a colonizagdo por

Aspergillus ochraceus, nos diferentes tipos de café.
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A incidéncia de Aspergillus ochraceus é relativamente alta, porém, com
baixa frequéncia de gréos colonizados. Do total de 65% de amostras com
incidéncia de Aspergillus ochraceus, somente em 4% das amostras mais de 20%
dos gréos estavam colonizados (Figura 2). A distribuicdo das freqliéncias é
decrescente, ndo tendo sido encontrado Aspergillus ochraceus em 34% das
amostras (Figura 3). Além da principal espécie produtora de OTA, outras
espécies produtoras da secdo circumdati foram encontradas, sendo estas
Aspergillus  melleus, Aspergillus sclerotiorum, Aspergillus sulphureus.
Aspergillus carbonarius, outra espécie potencialmente toxigénica, teve

ocorréncia restrita a duas amostras.
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FIGURA 2 Porcentagem de grdos colonizados por Aspergillus ochraceus em
diferentes tipos de café. Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3 Distribuicdo das amostras, de acordo com a percentagem de grdos
colonizados por Aspergillus ochraceus.

3.4 Ocorréncia e freqliéncia de espécies de Fusarium spp nos diferentes
tipos de café

Houve diferenca significativa na colonizacdo dos grdos por espécies de
Fusarium somente nos cafés do tipo cereja e boia, em que 29,5% e 12% dos
grdos estavam colonizados no ano de 2002. No ano de 2003, nenhuma diferenca
significativa entre os tipos de café estudados e a colonizacéo foi registrada. As
espécies de Fusarium encontradas foram Fusarium stilboides, F. semitectum e

F. oxysporum.

3.5 Ocorréncia e frequiéncia de Cladosporium cladosporioides nos diferentes
tipos de café

Cladosporium cladosporioides colonizou principalmente os frutos do
tipo cereja, com frequéncia de 7%, e 14% dos gréos, nos anos de 2002 e 2003,
respectivamente. N&do houve diferenca significativa entre os anos de 2002 e
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2003. Uma Unica espécie de Cladosporium foi encontrada, identificada como

Cladosporium cladosporioides.

3.6 Ocorréncia e frequéncia de Penicillium spp. diferentes tipos de café
Houve diferenca significativa em relacdo a incidéncia de Penicillium
spp. nas amostras nos anos de 2002 e 2003. No ano de 2003, 13% dos graos
estavam colonizadas por Penicillium spp., enquanto que em 2002, em media
10% dos graos estavam colonizados. No ano de 2002, ndo houve diferenca entre
a colonizacdo por Penicillium spp. nos diferentes tipos de café. Em 2003, as
amostras de café seco no pé, cereja e desmucilado foram as com maior
porcentagem de gréos colonizados com 4,5,, 4,9 e 6,3% dos grdos colonizados,
respectivamente. Dentro do género Penicillium foram identificadas as espécies
Penicillium solitum, P. commune, P. brevicompactum, P. glabrum, P.
purpurogenum, P. raistrickii, P. citrinum, P. crustosum e P. funiculosum. A
identificacdo das espécies de Penicillum diretamente na placa de leitura ndo é
confiavel, sendo necessarios o isolamento e a identificacdo, utilizando métodos

especificos.

3.7 Analise de agrupamento dos tipos

A andlise de agrupamento dos tipos de café estudados, considerando a
colonizacdo pelas principais espécies encontradas, revelou uma maior
similaridade entre os cafés tipo seco no pé, natural, verde e cereja descascado,

sendo um grupo particular reservado aos cafés varrigdo e cereja (Figura 4).
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Figura 4 Dendrograma diferenciando os tipos de cafés de acordo com a
percentagem total de colonizacéo por fungos.
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4 DISCUSSAO

Fusarium, Aspergillus, Penicillium e Cladosporium s&o os principais
géneros de fungos associados a frutos e grdos do cafeeiro (Batista, 2005;
Suarerez-Quiroz et al., 2004; Batista et al., 2003; Martins et al., 2003; Joosten et
al., 2001; Silva et al., 2000; Alves e Castro, 1998). Penicillium, Fusarium,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Cladosporium cladosporioides tém
ampla incidéncia nas amostras e uma frequéncia de grdos colonizados
relativamente baixa.

Especificamente para Aspergillus ochraceus, espécie de maior risco para
qualidade do produto, esta caracteristica de alta incidéncia e baixa freqliéncia, é
bem evidente e foi também constatado por Batista (2005). Aspergillus ochraceus
estava presente em 65% das amostras, porém, a quantidade de amostras com
mais de 20% dos gréos colonizados ndo ultrapassa 4%. indices de ocorréncia de
Aspergillus ochraceus de até 80% ja foram constatados quando se analisaram
amostras de café do tipo varricéo (Batista, 2005).

Comparando diferentes tipos de café, maiores indices de colonizagéo por
Aspergillus ochraceus foram verificados no tipo varri¢do. Os riscos dos cafées de
varricdo j& foram evidenciados por diversos autores (Taniwaki et al., 2003;
Martins et al., 2003; Moraes et al., 2003; Bucheli & Taniwaki, 2002). Em frutos
de varrigdo coletados em diferentes regides do Brasil e plaqueados diretamente
em meio DG18 até 6% dos grdos estavam colonizados por Aspergillus
ochraceus (Taniwaki et al., 2003). Frutos de cafés do tipo varricdo, coletados em
diversos municipios de Minas Gerais, apresentaram niveis de colonizacdo dos
grdos por Aspergillus ochraceus de até 72% (Batista et al., 2003). A
contaminacdo em niveis muito acima do permitido pela legislagdo, com

contetido de ocratoxina de 71 ug/kg ja foi constatada em cafés coletados em
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diversas propriedades do Brasil (Moraes et al., 2003). Neste estudo, foram
analisados os fungos que, efetivamente, estdo em contato com o grao e 0s niveis
de colonizagdo por Aspergillus ochraceus foram de 12%, em média. Nas
fazendas, os cafés de varricdo podem permanecer em contato com o solo por um
periodo de algumas horas ou até meses. Nesse periodo, se o café for exposto a
condicdes climaticas que favorecam a producdo de toxina pelo fungo, os niveis
de contaminacdo podem ser elevados (Palacios-Cabrera et al., 2004).

Os niveis de colonizacdo semelhantes encontrados nas amostras ajudam
a reforcar a hip6tese de que a colonizagdo por Aspergillus ochraceus ocorre
ainda no campo, com o fruto aderido a planta. Assim, utilizando-se a
metodologia adequada, foi possivel recuperar os fungos potencialmente
toxigénicos em todos os tipos de café e com a seguranga de que estes fungos
efetivamente estavam em contato com gréos, pois a casca foi retirada. A
comparacdo entre diferentes tipos de processamento e a colonizacdo por espécies
produtoras de OTA em cafés do México também ndo revelou diferencas entre os
tipos de café (Suarez-Quiroz, 2004).

Apesar da semelhanca entre os niveis de colonizagcdo das amostras,
alguns tipos de café podem oferecer maior risco a seguranca do produto. A
umidade acima de 12% ja foi comprovada como um risco a seguranca do
produto, principalmente quando o tempo de permanéncia nesta condicdo é
prolongado (Palacios-Cabrera et al., 2004). O tipo de café que pode permanecer
com teores de umidade elevados por mais tempo no campo S0 0S que secam
aderidos a planta. Estes nada mais sdo que frutos que passaram do ponto ideal de
colheita e dependendo do clima se as condi¢Bes de umidade e temperatura ideais
a producdo da OTA forem atingidas, pode haver contaminacdo dos grdos.
Dependendo do tempo em que estas condi¢des forem mantidas, altos indices de
contaminacdo podem ser alcancados. A ocorréncia de Aspergillus ochraceus em

frutos coletados diretamente das plantas ja foi observada em outros estudos. Em
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analise de frutos coletados diretamente da planta sem a retirada da casca, até 2%
dos frutos estavam colonizados por Aspergillus ochraceus (Taniwaki et al.,
2003).

Os cafés do tipo cereja, apesar de atenderem as condigbes para a
producdo de toxina como Aw adequado, restringem o desenvolvimento de
Aspergillus ochraceus. A grande disponibilidade de agua, espécies de leveduras
e fungos filamentosos, como Fusarium e Cladosporium, levam grande vantagem
competitiva, ndo permitindo a colonizagdo por Aspergillus ochraceus, que tem
carater mais xerofilico (Frank, 2001; Suarez-Quiroz et al., 2004). Esta
colonizagdo acentuada por espécies que crescem mais adequadamente em
ambientes com maior disponibilidade de agua também foi constatada em nosso
trabalho, tendo as espécies de Fusarium e Cladosporium sido recuperadas em
maior quantidade no fruto cereja. Além da restricdo com relagdo a competicéo, o
fruto cereja ainda contém compostos fendlicos que apresentam efeito
fungistatico e sdo degradados a medida que o fruto perde agua.

Cereja descascado e desmucilado sdo cafés que dificilmente, em
propriedades bem manejadas, sofrerdo a contaminacdo pela OTA. Os cafés
cereja descascado e desmucilado tiveram uma média de 4,75 e 4,2% de gréos
colonizados, respectivamente, porém, este tipo de café é semelhante ao café
cereja até o seu processamento. Apds 0 processamento, torna-se um produto que
perde agua muito rapidamente. Normalmente, as condigdes climaticas nos meses
de secagem de café sdo de baixa umidade relativa; cafés sem a casca, como 0s
cereja descascado e desmucilado, ndo permanecem com umidades superiores a
12% por periodos maiores que 7 dias, sendo este periodo muito curto para a
producdo da OTA. Com umidade relativa de 80% foram necessarios mais de 46
dias de incubacdo para que a OTA fosse detectada em niveis de 1,9 pg/kg em

grdos de café (Palacios-Cabrera et al., 2004).

55



Os cafés do tipo verde também constituem um baixo risco a seguranca
do produto. A presenca de uma alta quantidade de compostos fendlicos impede o
desenvolvimento de fungos (Ramirez-Coronel et al., 2004).

O agrupamento considerando a populacdo total de fungos também esté
relacionado aos fatores ambientais discutidos acima. Os cafés de varricdo séo
agrupados devido a maior colonizagdo proveniente do contato com o solo, onde
condicdes ideais de umidade podem ser encontradas para a colonizagdo por
fungos. O agrupamento dos cafés do tipo cereja se deve as suas caracteristicas
particulares diferentes de outros grupos, destacando-se a alta umidade e a
possivel presenca de compostos fendlicos que ainda ndo foram degradados. O
terceiro grupo é constituido por cafés do tipo cereja descascado, natural, verde e
Seco no pé, os quais possivelmente se agrupam por serem submetidos a secagem,
gue tende a nivelar as comunidades de fungos existentes. Dentro deste subgrupo
pode-se destacar, ainda, a semelhanga entre os cafés do tipo verde e cereja
descascado. Esta similaridade pode ser explicada pela menor incidéncia de
fungos, sendo a do cereja descascado em funcgdo da secagem réapida e a do verde
pela presenca de compostos fendlicos.

A colonizacdo do grdo por um fungo potencialmente ocratoxigénico ndo
significa que o mesmo esteja contaminado por OTA (Frank, 2001). Entretanto, a
importancia da carga microbiana no aumento do risco da contaminacdo pela
OTA ja foi comprovada. O aumento do nimero de esporos de Aspergillus
ochraceus em gréos de arroz de 10" para 10° conidios/g incrementou a producéo
de OTA apo6s 7 dias de incubagdo a 25° C de 2ug/g para 7ug/g (Saxena et al.,
2001). Comparando-se os resultados desse autor com os dados obtidos em nosso
trabalho, poder-se-ia considerar os cafés de varricdo, com até 15% de graos
colonizados, com um risco até 3,5 vezes maior, quando comparado com um café
desmucilado com 1% de colonizacdo, quando as condicdes ideais para a

producdo da toxina forem atingidas.
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5 CONCLUSOES

1. A colonizagdo por Aspergillus ochraceus é semelhante, independente do
tipo de café, exceto para os cafés de varricdo que, em geral,

apresentaram uma maior porcentagem de graos colonizados.

2. Né&o houve diferenca significativa entre os anos, quanto a colonizagéo
pelos diferentes tipos de fungos.

3. As principais espécies de fungos recuperadas de grdos de cafés sdo

Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Cladosporium.
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CAPITULO 3

FUNGOS EM FRUTOS E GRAOS DE CAFE COM PERMANENCIA
PROLONGADA NA PLANTA.
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Fungos em frutos e grdos de café com
permanéncia prolongada na planta. In: . Diversidade e frequencia de
fungos associados a frutos e grdos de café. 2006. Cap. 3, p.60-86. Tese
(Doutorado em Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. ~

Diversas espécies de fungos podem ser encontradas em associacdo
natural com o fruto do cafeeiro. Antes do inicio da senescencia esta comunidade
mantém um equilibrio com o fruto e a associacdo é assintomatica. Estes
saprofitas podem ter papel na degradacdo dos tecidos do fruto e as vezes podem
esporular visivelmente sob o fruto maduro. Entre estes fungos estdo espécies
micotoxigenicas sendo a mais importante em café Aspergillus ochraceus. Outras
espécies podem depreciar a qualidade da bebida, mas, sem consequéncias a
salde. Todos estes fungos podem ser encontrados nos frutos saudaveis antes da
colheita. Este cenario sugere que os frutos que secam aderidos a planta mais
lentamente que no terreiro, pode facilitar o desenvolvimento de fungos
indesejaveis comprometendo a qualidade e a seguranga. O objetivo deste estudo
foi avaliar o desenvolvimento de fungos e contaminacdo por OTA durante a
secagem aderido a planta comparando com a secagem no terreiro. Amostras de
20 L de café foram coletadas em duas areas experimentais proximas a Lavras,
Sul do estado de Minas Gerais, em trés ocasifes de junho a agosto de 2004.
Estas amostras foram divididas e analisadas imediatamente apds a colheita ou
apos a secagem em terreiro. As coletas foram feitas no ponto ideal de colheita
quando aproximadamente 70% das frutas estavam maduros, depois de 30 dias e
finalmente apds de 60 dias. Cada amostra foi caracterizada quanto ao seu perfil
de maturacdo, atividade de agua, colonizacdo por fungos e contaminacdo por
OTA nas cascas e grdos. A porcentagem de grdos colonizados com de A.
ochraceus apés 0, 30 e 60 dias ap6s o tempo ideal de colheita foi de 2, 8 e 6%
respectivamente. ApOs a secagem no terreiro, a taxa de colonizacdo para a
maioria das espécies de fungos diminui, porém a de A. ochraceus ndo mudou.
Anélise de OTA mostrou que 9 das 96 amostras continham niveis detectaveis de
OTA. Cinco eram da casca e quatro de grdos. O valor mais alto encontrado foi
na casca do tratamento que secou no pé por 30 dias seguido da secagem em
terreiro. Esta também era a Gnica amostra com OTA na casca e no gréo. Oito das

* Comité de Orientacdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (orientador); Hilario
Antbénio de Castro — UFLA (co-orientador)
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amostras positivas secaram na planta apds 30 ou 60 dias, e cinco ndo secaram no
terreiro. O aumento observado na frequéncia de colonizacdo dos grdos por
Aspergillus ochraceus, uma espécie produtora de OTA espécies, durante a
secagem do fruto aderido a planta indica que ha um maior risco de contaminagéo
pela OTA se a colheita passa do ponto ideal, pelo menos em areas onde
condicdes climéticas ndo sdo secas durante o periodo de colheita.
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Fungy in fruits and grains of coffee with
prolonged permanence in the plant. In: . Diversity and frequency of
fungi associated to fruits and beans of coffee. 2006. Cap. 3, p.60-86. Thesis
(Doctorate in Agronomy-Phytopathology), Federal University of Lavras, Lavras,
MG.*

Several species of fungi can be found in natural association with the
coffee fruit. Before the onset of senescence this community maintains an
equilibrium with the fruit and the association is symptom-less. These
saprophytes may play a role in the degradation of the fruit tissue and sometimes
produce visible sporulating structures on over-mature fruits. Among these fungi
are mycotoxigenic species being the most important one in coffee Aspergillus
ochraceus. Other species may produce taints in the cup but no adverse health
consequences. All these fungi can be found in the healthy fruit before harvest.
This scenario suggests that tree dried fruits, which dry more slowly than by
terrace drying, may encourage the development of undesirable fungi and
compromise its quality and safety. The objective of this study was to evaluate
the development of fungi and OTA contamination during tree-drying compared
to terrace drying. Samples of about 20 L were collected at two experimental
plots near Lavras, South of Minas Gerais State, on three occasions from June to
August 2004. These samples were divided with one analyzed immediately after
harvest and the other dried in terrace for comparison. The first sampling was at
the ideal point of harvest when about 70% of the fruits were ripe, after a further
30 days, and finally after 60 days. Each sample was characterized with respect to
its maturity profile, water activity, colonization by fungi and contamination by
OTA in the husks and grains. The average percentage of grains infected with A.
ochraceus after 0, 30 and 60 days after the ideal harvest time was 2, 8 and 6%
respectively. After these samples were fully dried on the drying terrace, the
infection rates of most fungal species fell, however that of A. ochraceus did not
change. Analysis for OTA showed 9 of 96 samples contained detectable OTA,
five of which were husk and four of beans. The highest value was found in the
husk from the treatment of tree drying for 30 days followed by terrace drying.
This was also the only sample with detectable OTA both in the husk and the
grain. Eight of the positive samples were from the tree dried treatments (30 or 60
d), and five from the treatment without drying on the terrace. The observed

* Advising Committee : Ludwig H. Pfenning — UFLA (adviser); Hilario Antonio
de Castro — UFLA (co-adviser)
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increase in the frequency of infection of the bean by A. ochraceus, an OTA
producing species, during tree drying indicates that there is a greater risk of
OTA contamination if harvest is delayed past the ideal point, at least in areas
where climatic conditions are not constantly dry during the harvest period.
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1 INTRODUCAO

Ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina produzida por algumas espécies
de fungos do género Aspergillus e Penicillium. Os efeitos agudos, nefrotoxicos,
imunossupresivos e carcinogénicos da OTA ja estdo bem caracterizados em
animais, sendo ela também nociva a humanos (IARC, 1993; Pfohl-Leszkowicz
et al., 2002). As fontes de ingestdo de OTA sdo cereais, sucos de uva, vinhos,
carnes, cerveja e café (Abarca et al., 2001; Mantle et al., 2000). Devido aos
provaveis danos a salde, a Unido Européia fixou limite maximo de
contaminacdo de grdos de café torrados pela OTA em 5ug/kg (UE, 2005)
levando a preocupacdo aos paises produtores em melhorar a seguranca do
produto, evitando perdas comerciais.

As principais espécies potencialmente ocratoxigénicas presentes em
grdos de café no Brasil sdo Aspergillus ochraceus, de ampla distribuicdo nas
regides produtoras e Aspergillus carbonarius, de ocorréncia restrita (Batista et
al., 2003; Taniwaki et al., 2003; Urbano et al., 2001). O estudo dos pontos onde
possa ocorrer a contaminacdo pela OTA é fundamental na proposi¢do de préticas
gue minimizem os riscos a seguranca do produto (Bucheli & Taniwaki, 2003). A
permanéncia prolongada na planta, de frutos de café apds o ponto de colheita
dando origem aos frutos conhecidos como “seco no pé”, é uma situacao na qual
pode ocorrer colonizacdo por fungos e conseqliente contaminacdo por OTA.
Também condi¢bes climéticas favoraveis ao fungo, ap6s o ponto ideal de
colheita, podem levar a altos niveis de contaminagdo. Frutos de cafés que
secaram na planta coletados e plagueados em DG18 sem a retirada da casca
apresentaram percentual de coloniza¢do por Aspergillus ochraceus de até 1%
(Taniwaki et al., 2003). Em relacdo a contaminacéo, cafés que secaram na planta

apresentaram niveis de ocratoxina de até 0,2ug/kg (Taniwaki et al., 2003).
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Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da permanéncia
prolongada do fruto aderido a planta na colonizagdo por fungos e contaminacao
por OTA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi instalado em duas lavouras cafeeiras localizadas no
municipio de Perddes, MG. A &rea denominada “Morro” localiza-se no topo de
um morro, a 873 m de altitude e a area “Lago”, a beira de um lago, a 809m de

altitude. A distancia entre as duas areas era de, aproximadamente, 1100m.

2.2 Amostragem

Amostras de frutos foram coletadas no ponto ideal de colheita e 30 e 60
dias ap6s o ponto ideal de colheita. Considera-se o0 ponto ideal de colheita
guando as plantas apresentam, em média, 70% de frutos maduros do tipo cereja.
Em ambas as &reas, foram coletadas oito amostras de, aproximadamente, 20
litros de café cada. Uma parte das amostras foi analisada imediatamente ap6s a
colheita, outra parte foi seca em terreiro de cimento, simulando a secagem na
fazenda (Tabela 1).

TABELA 1 Amostras analisadas no experimento.

Area
Morro Lago
DAPI* Analisada Analisada ap6s Analisada Analisada ap6s
imediatamente  asecagemem  imediatamente  asecagem em
apos a colheita terreiro apos a colheita terreiro
0 4 amostras 4 amostras 4 amostras 4 amostras
30 4 amostras 4 amostras 4 amostras 4 amostras
60 4 amostras 4 amostras 4 amostras 4 amostras
Total 48 amostras

*Dias ap0s o ponto ideal de colheita
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2.3 Caracterizacao das amostras
2.3.1 Porcentagem de frutos verdes, béias e cerejas.

A porcentagem de frutos dos tipos verde, bdia e cereja foi determinada
mergulhando-se uma amostra de 2 litros de frutos em um tanque com agua. A
fracdo que ndo afundou foi recolhida e os frutos contados, sendo denominados
de bdia. A fracdo que afundou foi separada conforme a cor em cereja e verde,

sendo cada fracdo contada separadamente.

2.3.2 Porcentagem de umidade

Para a determinacdo da umidade das amostras, foi utilizado o método
padrdo para analise de sementes, em que uma amostra é pesada e, em seguida,
seca em estufa a 105°C, até peso constante. A amostra é, entdo, pesada

novamente e a umidade calculada por diferenca de peso.

2.3.3 Anélise microbioldgica

As amostras foram analisadas separando-se o fruto em duas partes: o
exocarpo e 0 mesocarpo foram analisados juntos (casca), e o endocarpo separado
(grdo). A separagéo das partes a serem analisadas foi feita manualmente, quando
trabalhou-se com a cereja ou utilizando descascador manual de amostras,
guando se trabalhou com frutos secos. Para o estudo da comunidade da casca,
cinquenta frutos foram descascados e as cascas foram esmagadas em 100ml de
agua peptonada, com o auxilio de um mixer. A suspensao obtida foi coada em
peneira estéril, diluida em série até 10° e plaqueada em duplicata, em meio
DG18. Os gréos provenientes do procedimento anterior foram secos em camara
de fluxo sob papel de filtro por duas horas para remover dgua em excesso e
sessenta grdos foram plaqueados em meio DG18 com a face plana voltada para

baixo. As placas foram incubadas, a temperatura ambiente, por 10 dias. A
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leitura, no caso das cascas, foi feita contando-se 0 nimero de colénias de fungos
presentes nas placas. No caso do gréo, contou-se 0 humero de gréos colonizados.

A porcentagem de gréos colonizados foi calculada multiplicando-se o
nimero de grdos colonizados por 100 e dividindo-se pelo nimero de grédos
plagueados. As unidades formadoras de col6nia por fruto foram calculadas
determinando-se o0 nimero de propagulos de cada fungo na suspensao, dividido

pela quantidade de cerejas analisadas.

2.3.4 Contaminacao por ocratoxina A

A verificacdo da contaminacgdo das amostras por ocratoxina A nas cascas
e nos grdos seguiu metodologia oficial (Brasil, 2002; Brasil, 2000). As analises
foram realizadas no Laboratdrio de Andlise de Qualidade e Seguranga Alimentar
- LAQSA do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, em Belo

Horizonte, Minas Gerais.

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados,
montado em esquema fatorial 3x2x2, com 4 repeticOes, sendo os fatores o local
(morro ou lago), o tipo de processamento (imediatamente ap6s a colheita ou
apos secagem em terreiro) e o outro o tempo apds o ponto ideal de colheita (0,
30 ou 60 dias)

Foi realizado o teste f para o fator local e processamento, e analise de
regressdo para o fator tempo. Para fins de analise, os dados foram transformados
em raiz quadrada de x + 0,5. As diferencas apresentadas nos resultados se
referem a 95% de confianca. As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o

programa Sisvar versao 4.6 e 0 pacote estatistico do Excel 2000.
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3 RESULTADOS

3.1 Colonizacdo Média dos frutos
3.1.1 Cascas dos frutos

Foram analisados 2.400 frutos, nas trés avaliagdes, sendo recuperadas,
no total, 942.807 unidades formadoras de coldnias. A média geral de
colonizacédo dos frutos foi de 78,56 UFC/fruto. No ponto ideal de colheita (PIC)
e 30 e 60 dias apdés o PIC, foram recuperadas, em média, 23, 110 e 102
UFC/fruto respectivamente. O maior nimero de UFCs recuperadas foi de
espécies de leveduras, seguidas de espécies de Fusarium, Cladosporium
cladosporioides, espécies de Penicillium e Aspergillus ochraceus. Houve
diferenca significativa entre as datas de colheita, 0, 30 ou 60 dias apds o ponto
ideal de colheita, e entre a forma de processamento, se imediatamente ou ap6s
secagem em terreiro. Houve aumento logaritmico da colonizagdo dos fungos, de
acordo com o ajuste do modelo com R* de 80 % (Figura 1). O pico médio da

colonizacdo ocorreu a, aproximadamente, 30 dias apds o ponto ideal de colheita.
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FIGURA 1 Meédias de UFC/casca de frutos em diferentes tempos de

permanéncia no campo apdés o ponto ideal de colheita. Lavras, MG, 2006.

Logo apos a colheita ou apds a secagem no terreiro, houve redugdo do
ndmero de UFC/fruto. Em média, os frutos processados imediatamente apds a
colheita apresentaram uma carga de 6.519 UFC/fruto, sendo esta carga reduzida
a 1.336 UFC/fruto apds a secagem. Somente Aspergillus ochraceus nédo sofreu
alteracdo significativa na freqiiéncia apés o processamento (Figura 2). N&o
houve diferenga significativa entre a area do Morro ou do Lago, em relagéo a

colonizacéo por fungos das cascas dos frutos (Figura 3).
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FIGURA 2 UFC/casca de frutos processados imediatamente apés a colheita ou
apos a secagem em terreiro. Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3 UFC/casca de frutos provenientes de duas areas de investigacao,
topo de morro e margens de um lago. Lavras, MG, 2006.

* Legenda: AOC: Aspergillus ochraceus; PEN: Penicillium spp; FUS: Fusarium spp.; CCL:
Cladosporium cladosporioides; MED: Média.
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3.1.2 Gréos

De 2.880 gréos analisados, foram recuperadas 3.190 colénias de fungos,
nas trés avaliagdes. Fusarium e Cladosporium cladosporioides foram as
espécies mais recuperadas, seguidas de Penicillium spp., Aspergillus niger e
Aspergillus ochraceus. Em média, em 22% dos grdos analisados foi observada a
incidéncia de algum fungo. No tempo 0 dia ap6s o ponto ideal de colheita a
média de colonizacdo dos grdos foi de 15,25%, seguido de 28,1% e 22,8% aos
30 e 60 dias ap6s o ponto ideal de colheita respectivamente (Figura 4).
Aspergillus ochraceus colonizou. aos 0, 30 e 60 dias, 2,2% 8,3% e 5,62% dos
gréos, respectivamente (Figura 5). Exceto para Aspergillus ochraceus, todos os
fungos sofreram reducdo da freqliéncia nos grdos apds a secagem no terreiro;
Aspergillus niger permaneceu igual antes e apds a secagem (Figura 6).
Comparando-se as &reas do Morro e do Lago ndo se observa diferenca
significativa entre a porcentagem de gréos colonizados pelas principais espécies
de fungos recuperadas (Figura 7).

30

25 /\/
e}
S 20
= y =8,1932Ln(x) + 17,197
° R? =0,4926
g 15
(]
3
5 10
3 +#— % de gréos colonizados Log. (% de gréos colonizados)
e 5

0

0 30 60
Dias apds o ponto ideal de colheita

FIGURA 4 Porcentagem média de grdos colonizados por fungos em diferentes
tempos de permanéncia no campo apds o ponto ideal de colheita. Lavras, MG,
2006.
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FIGURA 5 Percentagem de grdos colonizados por Aspergillus ochraceus,
(médias do experimento). Lavras, MG, 2006.
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* Legenda: PEN: AOC: Aspergillus ochraceus; ANI: Aspergillus niger; FUS: Fusarium spp.;
CCL: Cladosporium cladosporioides; Penicillium spp; MED: Média

FIGURA 6 Porcentagem de gréos colonizados provenientes de frutos

processados imediatamente apos a colheita ou apds a secagem em terreiro.
Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 7 Porcentagem de grdos colonizados provenientes de frutos do
cafeeiro de duas areas, topo de morro e margens do lago. Lavras, MG, 2006.

3.2 Porcentagem de frutos tipo bodia cereja e verde

Na area do lago, no ponto ideal de colheita, 51% dos frutos eram tipo
cereja, 33% tipo bobia e 16% tipo verde. Na area do morro, 70% eram tipo cereja,
23% tipo bdia e 7% verdes (Tabela 2). A Aw apresentada na Tabela 2
corresponde a atividade de &gua encontrada na isoterma de adsorcdo de café
(Palécios-Cabrera, 2004) Em ambas as &reas houve aumento linear da
quantidade de frutos boia apds o ponto ideal de colheita e, conseqiientemente,

reducdo linear dos frutos do tipo cereja e verde (dados nao apresentados).
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TABELA 2 Porcentagem de diferentes tipos de frutos encontrados em diferentes
tempos, ap6s o ponto ideal de colheita.

DAPI* AREA DO LAGO - % de tipos de frutos

Verde Cereja Béia
0 16,44 50,87 32,69
30 2,76 27,63 69,62
60 0,00 2,41 97,59

AREA DO MORRO - % de tipos de frutos

Verde Cereja Bdia
0 7,34 69,38 23,27
30 1,14 51,00 47,87
60 0,00 2,49 97,51

*Dias ap6s o ponto ideal de colheita

3.3 Teores de umidade
O teor de umidade das amostras da area do lago e do morro ndo mostrou
variagdo significativa (Tabela 3). No ponto ideal de colheita, em média, os frutos

apresentavam 61% e, ap0s 60 dias, em torno de 12% de umidade.

TABELA 3 Umidade e atividade de 4gua dos grdos coletados em diferentes
tempos, ap6s o ponto ideal de colheita.

Dias ap6s o ponto ideal de colheita

Areas 0 30 60
U%-BU Aw* U%-BU Aw U%-BU Aw

Lago 60.4 0,98 19.8 0,92 12.5 0,81

Morro 61.3 0,99 19.7 0,92 11.5 0,78

* Aw correspondente a umidade conforme dados de literatura (Palacios-Cabrera
etal., 2004)
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3.4 Contaminacédo por OTA

Foram analisadas, no total, 96 amostras, sendo 48 de cascas e 48 de
grdos. Destas, apenas 8 apresentaram algum tipo de contaminacdo pela toxina
(Tabela 4). Apenas uma amostras apresentou contaminagdo na casca e nos graos.
O mais alto nivel de contaminacdo encontrado em uma amostra foi de
6,54ug/kg, apds a permanéncia no campo por 30 dias e apds a secagem em
terreiro. Sete das oito amostras contaminadas foram colhidas apds 30 ou 60 dias

apos o ponto ideal de colheita.

TABELA 4 Caracteristicas das amostras contaminadas com OTA. Lavras-MG,
2006.

Caracteristicas OTA ng/kg Colonizagao
DAPI* Area Processamento grdo casca % de grdos UFC/ fruto de
colonizados AOC
por AOC**

0 Lago ApGs a colheita 0 2 0 0
30 Morro  ApOs a secagem 0 0,5 13,33 0
30 Morro Apés asecagem 0,5 6,54 18,75 0
30 Lago Apods a colheita 0 1,24 3,33 0
30 Lago Apds a secagem 0 11 9,23 200
60 Morro Apés a colheita 4,34 0 1,67 100
60 Morro  ApOs a colheita 0,22 0 3,33 300
60 Morro Apés a colheita 0,93 0 5,00 200

* Dias Apds o ponto ideal de colheita
** Aspergillus ochraceus
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4 DISCUSSAO

4.1 Sucessao microbiana

De modo geral, existe uma tendéncia clara de aumento da colonizagéo
por fungos a medida que o fruto permanece no campo, com posterior reducdo da
colonizacdo ap6s 30 dias. Esta tendéncia a maior colonizacdo por fungos
ocratoxigénicos ja foi comprovada em um estudo realizado no estado de Sao
Paulo, no qual se verificou um aumento da colonizagdo por Aspergillus
ochraceus de 0,25% nos frutos tipo cereja para 1,3%, quando estes frutos eram
secos em terreiro (Taniwaki et al., 2003). A dindmica da colonizacdo esta,
possivelmente, relacionada as condigdes no fruto, que favorecam o
estabelecimento dos fungos. No caso dos frutos de café, os principais fatores sdo
a composicdo quimica dos frutos, a atividade de agua e a propria sucessao entre
as espécies.

Com relacdo a atividade de &gua (Aw), no caso de Aspergillus
ochraceus, o0 Aw minimo varia de 0,76 a 0,88 e o 6timo situa-se entre 0,98 e
0,96 (Palacios-Cabrera et al., 2004). Aos 0, 30 e 60 DAPI, os Aw obtidos foram
de 0,99; 0,92 e 0,80. Tragando-se uma curva destes valores, observa-se, que nos
30 DAPI, o Aw dos frutos se encontra proximo ao ponto 6timo de crescimento,
explicando, entdo, o aumento da colonizacdo exatamente apds os 30 DAPI. A 0
DAPI, a atividade de agua é proxima ao ideal, entretanto, o desenvolvimento de
Aspergillus ochraceus é limitado devido a competicdo com outras espécies e ao
seu carater xerofilico de crescimento (Palacios-Cabrera et al., 2004). Aos 60
DAPI, a atividade de agua baixa é restritiva a maioria dos fungos.

Este carater com restricdo de crescimento em Aw baixos e muito altos
foi demonstrado para diversas espécies, como Aspergillus flavus, A. nomius, A.
oryzae, A. parasiticus, A. candidus, A. sydowii, Eurotium amstelodami E.

chevalieri (Rosso et al., 2001). A Aw também é o principal fator que influéncia
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na sucessdo de fungos que colonizam as cascas. A colonizagdo de frutos por
fungos é um processo natural, necessario para que o fruto seja degradado e a
semente inicie o processo germinativo. No café, a colonizacdo ocorre
inicialmente, por espécies de leveduras e bactérias (Silva et al., 2000). Na
medida em que o fruto perde &gua, a colonizacao por fungos filamentosos tende
a aumentar. Quando estudam-se as comunidades de fungos presentes na casca,
esta sucessdo pode ser comprovada comparando-se a redu¢do média percentual
da colonizacdo da comunidade da casca quando é processada imediatamente

apos a colheita ou quando secas no terreiro (Tabelas 5 e 6).

TABELA 5 Reducdo média do nimero de UFC/cascas apds secagem em
terreiro das principais espécies de fungos. Lavras, MG, 2006.

Fungos - - Processam,ento - Variagédo
Apbs a colheita Apds secagem no terreiro
AOC 37 23 -37.83
PEN 2167 965 - 55.46
FUS 6807 2913 -57.20
CCL 6290 1219 - 80.62
LEV 17295 1563 -90.96
Média 6519 1336 - 79.50

Legenda: AOC: Aspergillus ochraceus; PEN: Penicillium spp; FUS: Fusarium spp.; CCL:
Cladosporium cladosporioides; LEV: leveduras.
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TABELA 6 Redugdo média do nimero de graos colonizados apds secagem em
terreiro das principais espécies de fungos. Lavras-MG, 2006.

Processamento

Fungos Apbs a colheita Apds secagem no terreiro Variagao
AOC 2.64 8.11 + 32,55
ANI 2.22 1.88 - 15,31
PEN 51.56 29.28 -43,21
FSE 48.93 27.05 -44,71
CCL 37.91 11.36 - 70,03
Média 28.65 15.54 - 45,75

Legenda: AOC: Aspergillus ochraceus; PEN: Penicillium spp; FUS: Fusarium spp.; CCL:
Cladosporium cladosporioides; LEV: leveduras.

Espécies de leveduras mostraram-se mais sensiveis a dessecacdo com
redugdo de 90% das UFC, seguidas de Cladosporium cladosporioides,
Fusarium, Penicillium e Aspergillus ochraceus, que foi pouco sensivel a
secagem. Comportamento semelhante na sucessdo também foi observado no
trabalho de Alves e Castro (1998), estudando Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e Aspergillus ochraceus. A sucessdo na comunidade interna é
semelhante a que ocorre na casca, a ndo ser pelo fato do aumento da recuperacao
de Aspergillus ochraceus apds a secagem. Para os fungos estudados, houve
reducdo na colonizacdo dos grdos apds a secagem, variando de 70% para 0 caso
de Cladosporium cladosporioides até 15% no caso de Aspergillus niger. O
aumento da ocorréncia de Aspergillus ochraceus ap6s a secagem ja foi relatado
por outros autores (Taniwaki et al., 2003; Alves e Castro, 1998). Este aumento
se deve possivelmente, as condi¢es encontradas no gréo retirado da cereja sem
a secagem. O grdo Umido ndo permite uma boa recuperacdo de Aspergillus
ochraceus, devido & grande disponibilidade de agua, que facilita a recuperagdo

de espécies mais abundantes e de crescimento rapido.
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Quando se compara a sensibilidade a diminuicdo da disponibilidade de
agua, as quatro principais espécies encontradas na casca e no grao, verifica-se
um comportamento semelhante. Cladosporium foi a espécie mais sensivel a
dessecacdo, com reducdo de 70% no grdo e 80% na casca. Fusarium foi
reduzido em 40% no gréo e 55% na casca e Penicillium em 40% no grdo e 55%
na casca. Esta escala de sensibilidade a dessecacdo, leveduras, Cladosporium,
Fusarium e Aspergillus ochraceus verificada neste estudo coincide com a escala
de Aw minimos para o desenvolvimento de diversos fungos (Samson et al.,
1995) (Tabela 7).

TABELA 7 Aw minimo para o crescimento das principais espécies de fungos
recuperadas

Fungo Aw minimo para o crescimento
Aspergillus ochraceus 0,76
Penicillium spp. 0,79
Cladosporium cladosporioides 0,86
Fusarium spp. 0,86
Leveduras 0,91

(Adaptado de Samson et al., 2000)

A freqliéncia de Aspergillus ochraceus foi reduzido, na casca, em 35% e
teve um aumento no grdo de 30%. O baixo indice de reducdo de Aspergillus
ochraceus na casca pode estar relacionado & sua capacidade de adaptacdo a
ambientes mais xerofilicos como também a diminuicdo da competi¢cdo por
espécies que podem inibir seu crescimento como as leveduras Pichia anomala,
P. kluyveri e Hanseniaspora uvarum, que foram hdabeis em reduzir o
crescimento de Aspergillus ochraceus em até 80% (Masoud et al., 2005).

A presenga de compostos fungistaticos no grdo pode ser um fator
relevante na diminuicdo da colonizacdo do grdo. Ramirez-Coronel et al. (2004)

verificaram a reducdo de proantocianidinas, acido p-coumarolquimico e
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flavonodides presentes em cascas de café ap6s 3 dias de secagem. Estes
compostos tém comprovada acdo fungistatica e podem ser também encontrados
nos graos. Dessa forma, ap6s um periodo de secagem, ocorre degradacao destes

compostos permitindo uma maior colonizagdo por parte dos fungos.

4.2 Producéo de OTA

A contaminacgdo por OTA de cafés no campo ja foi demonstrada. Cafés
do tipo cereja deixados na planta até o estado de passa tiveram acréscimo na
colonizagdo por ocratoxina 0,1 para 0,2 pg/kg. Amostras de café coletadas
diretamente de propriedades e posteriormente analisadas quanto & presenca de
OTA ndo apresentaram relacdo entre os tipos ou época de colheita, sendo
esporadica e aparentemente aleatorias (Taniwaki et al., 2003). A presenca de
fungos potencialmente produtores de OTA ndo significa sua contaminacdo pela
toxina (Frank, 2001). A comprovacdo dos grdos como substrato para a produgéo
da OTA e as condicOes ideais para a sua producdo sdo facilmente comprovadas
in vitro, mas, no campo, existe uma relativa inconsisténcia dos dados.
Aspergillus ochraceus mostrou grande habilidade na colonizacdo de grdos de
café e producdo de toxina, quando condi¢des de umidade de 95% foram
mantidas, atingindo niveis de contaminacdo pela OTA de 8.338 ug/kg de café
apos 60 dias de incubacdo (Palacios-Cabrera et al., 2004). Apesar da ndo
comprovacdo estatistica da contaminacdo por OTA, 89% das amostras

contaminadas tinham passado no campo por mais de 30 DAPI.

4.3 Interacéo colonizacgéo por A. ochraceus X contaminac¢éo por OTA

Todas as amostras que apresentaram contaminacdo por OTA também
apresentaram o0s grdos com algum nivel de colonizacdo por Aspergillus
ochraceus, exceto uma. No entanto, das amostras contaminadas somente na

casca, somente uma apresentou colonizacao por Aspergillus ochraceus na casca.
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Este comportamento é amplamente discutido na literatura e pode ser
explicado pela dificuldade de se isolar fungos ocratoxigénicos do ambiente das
cascas que é hébitat adequado ao crescimento de espécies menos xerofilicas
(Frank, 2001). N&o existem estudos sobre a migracdo da OTA nas diferentes

partes do fruto.
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5 CONCLUSOES

1. A permanéncia dos cafés aderidos a planta ap6s o ponto ideal de colheita é
um fator de risco para seguranca do café, devido ao aumento da colonizagédo

dos gréos por Aspergillus ochraceus.

2. Nao foram detectadas diferengas significativas entre cafés coletados de uma
area proxima ao lago e no topo de um morro, com relagdo a colonizagéo por

fungos e a presenca de ocratoxina.
3. A secagem em terreiro pode reduzir de forma significativa a colonizagdo

pela maioria das espécies de fungos, sendo Aspergillus ochraceus pouco

sensivel a esta secagem.
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CAPITULO 4

MONITORAMENTO DE FUNGOS EM DIFERENTES PARTES DO
FRUTO DO CAFEEIRO
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Monitoramento de fungos em diferentes
partes do fruto do cafeeiro. In: . Diversidade e frequencia de fungos
associados a frutos e graos de café. 2006. Cap. 4, p.87-115. Tese (Doutorado
em Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. ~

Uma diversidade razoavel de fungos filamentosos pode ser encontrada
em associacdo natural com os frutos do cafeeiro. A qualidade do café pode nédo
ser afetada por alguns fungos que degradam a mucilagem, mas, outras espécies
podem produzir micotoxinas como a ocratoxina A ou alterar o gosto da bebida.
Muitos estudos ja foram conduzidos a respeito da diversidade e freqliéncia de
fungos filamentosos em cafés beneficiados. Porém, quando e como a
colonizacdo ocorre ainda ndo é bem compreendido. Entender como Aspergillus
ochraceus e outros fungos ocratoxigénicos colonisam o fruto, ajudaria no
desenvolvimento de estratégias para prevenir contaminagdo do café pela OTA.
O objetivo deste trabalho foi aprimorar e testar uma metodologia para detectar e
monitorar a ocorréncia e freqiiéncia de fungos filamentosos em diferentes partes
do fruto do cafeeiro. Foram coletadas 23 amostras de café cerejas, sem qualquer
sintoma de danos em trés areas geograficas: Sul do estado de Minas Gerais;
Zona da Mata do estado de Minas Gerais e Montanhas do Espirito Santo. Foram
analisadas 50 cerejas de cada amostra. Frutos inteiros foram agitados em agua
peptonada (0,1%) e a suspensdo obtida foi diluida e plaqueada em meio DG18,
representando o exocarpo ou a comunidade superficial. As mesmas cerejas
foram esterilizadas superficialmente usando alcool etilico e hipoclorito e em
segida o mesocarpo foi separado do endocarpo. Os mesocarpos foram
esmagados em &gua peptonada com um mixer e a suspensao diluida e plaqueada
em DG18. Os grads foram tratados com hidroxido de sédio 0,2M para remover a
mucilagem residual e plagueados em meio DG18. Um total de 43 espécies de 19
géneros de fungos foi recuperado e identificado. Houve incidéncia de fungos em
todas as partes do fruto e em todas as amostras. Um total de 121,521 unidades
formadoras de coldnia (UFC) foram registradas na analise do exocarpo e 77.394
UFC no mesocarpo. Dos 1380 grdos analisado, 72% foram colonizados por pelo
menos uma espécie de fungo. Os fungos filamentosos mais comuns no exocarpo
foram Cladosporium cladosporioides, Fusarium stilboides e F. semitectum e

* Comité de Orientacdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (orientador); Hilario
Antbénio de Castro — UFLA (co-orientador)

88



leveduras. No mesocarp, os mesmos fungos foram muito freqiientes junto com
de Penicillium brevicompactum e leveduras. Os fungos dominantes nos graos
foram Fusarium spp., Penicillium spp. e Cladosporium cladosporioides.
Aspergillus ochraceus estava presente em aproximadamente 7% de grdos
analisados, mas, também foi descoberto raramente no exocarpo e mesocarpo. A
metodologia usada foi eficiente para recuperar uma alta diversidade de espécies
de fungos, inclusive espécies toxigenicas, de todas as partes do fruto. A
recuperacdo de A. ochraceus nas sementes de frutos cerejas de café intactas vai
contra o senso que contaminacao de café pela ocratoxina A é exclusivamente um
problema de pos-colheita. Sdo requeridos estudos adicionais para averiguar as
vias de infeccdo do fruto por fungos toxigénicos e avaliar a possibilidade de A.
ochraceus ser um enddfito de semente.
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Monitoring of fungi in differents parts of
the fruit of the coffee plant. In: . Diversity and frequency of fungy
associated to fruits and beans of coffee. 2006. Cap. 4, p.87-115. Thesis
(Doctorate in Agronomy-Phytopathology), Federal University of Lavras,
Lavras, MG.*

A reasonable diversity of filamentous fungi can be found in natural association
with the coffee fruit. Coffee quality may not be compromised by some fungi that
degrade the mucilage, but other species are capable of producing mycotoxins
such as ochratoxin A, while others may produce taints in the cup. Many studies
have already been carried out on the diversity and frequency of filamentous
fungi in green coffee. Nevertheless, when and how fungal colonization of the
coffee fruit occurs is still poorly understood. Understanding how Aspergillus
ochraceus and other ochratoxin producing species accomplish this would help in
the development of strategies to prevent contamination of coffee by ochratoxin.
The objective of this study was to improve and test a methodology for detecting
and monitoring the occurrence and frequency of filamentous fungi in different
compartments of the coffee fruit. We collected 23 samples of coffee cherries
without any symptom or injuries in three geographical areas: South of Minas
Gerais State; Mountains of Minas Gerais State Mountains of Espirito Santo
State. Fifty cherries from each sample were analyzed in the following way.
Whole fruits were shaken in peptone water (0,1%) and the suspension diluted
and plated on DG18 medium. This represents the exocarp or superficial
community. The same cherries were then surface sterilized using ethyl alcohol
and hypochlorite following with the mesocarp was separated from the seed
tightly enclosed by the endocarp. The mesocarps were then stomached in
peptone water in a mixer the suspension diluted and plated on DG18. The grains
were treated with sodium hydroxide (2%) to remove residual mucilage and
plated on DG18. In total, 43 fungal species from 19 genera were recovered and
identified. Fungi were present in all compartments and all samples. A total of
121521 colony forming units (CFU) were recorded from the exocarp analysis
with another 77394 CFU recorded from the corresponding mesocarp analysis. In
a total of 1380 grains analyzed, 72% were colonized by at least one fungal
species. The most common filamentous fungi on the exocarp were
Cladosporium cladosporioides, Fusarium stilboides and F. semitectum though
yeasts (not identified) were more numerous. In the mesocarp, the same fungi
were most frequent along with Penicillium brevicompactum. Yeasts were again
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very numerous. The dominant fungi in the grains were Fusarium, Penicillium
spp. and Cladosporium cladosporioides. Aspergillus ochraceus was present in
about 7% of grains analyzed but was also rarely detected in the exocarp and
mesocarp. The methodology used was efficient in recovering a high diversity of
fungal species, including toxigenic species, from all parts of the coffee fruit. The
fact that A. ochraceus can be detected in the seeds of intact coffee cherries
argues against the notion that contamination of coffee by ochratoxin A is
exclusively a post harvest problem. Further studies are required to ascertain the
source of infection of the fruit by toxigenic fungi and to evaluate the possibility
that A. ochraceus may be a seed endophyte.
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1 INTRODUCAO

O fruto do cafeeiro apresenta um pericarpo bem desenvolvido com trés
tipos de tecidos bem definidos, exocarpo, mesocarpo e endocarpo (Salazar et al.,
1994). O exocarpo € constituido de uma camada externa de células
parenquimatosas que, externamente, sdo de cor verde, quando o fruto esta
imaturo e vermelho ou amarelo, dependendo da variedade, quando este
amadurece. No mesocarpo, sdo encontradas varias camadas de células, sendo a
sua composicao quimica rica em agucares e compostos fenolicos. O endocarpo é
formato por 5 a 7 camadas de células esclerenquimaticas que recobrem o graos
do cafeeiro (Salazar et al., 1994; Rojas et al., 2003).

O ambiente quimico e fisicamente diverso encontrado no fruto torna o
mesmo substrato propicio ao desenvolvimento de diferentes grupos de fungos. A
presenca de microrganismos é natural no fruto, sendo condigdo essencial até no
processamento, quando este é realizado por processos fermentativos. O estudo
da composicao das espécies presentes nas diferentes partes do fruto é essencial,
tanto para o conhecimento da ecologia das espécies presente como para a
proposicdo de praticas no campo que garantam a seguranca do produto. A
comunidade de fungos presentes no exterior do fruto é bem conhecida, sendo
formada, principalmente, por leveduras e espécies de fungos filamentosos, como
Fusarium, Cladosporium, Penicillium, Aspergillus e alguns zigomicetos (Silva et
al., 2000; Suarez-Quiroz et al., 2004).

No mesocarpo, o principal grupo de fungos encontrados € o das
leveduras, com ocorréncia escassa de fungos filamentos (Rouss et al., 1995). Os
fungos associados ao endocarpo e grdo sdo objeto de diversos estudos,
destacando-se como 0s mais conhecidos as espécies de Aspergillus e Penicillium

e as espécies de ampla distribuicdo, como Fusarium e Penicillium. Porém, a
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maioria destes estudos avaliou gréos ja beneficiados, sem controle da origem das
amostras no campo.(Pardo et al., 2004; Batista et al., 2003; Freitas et al., 2000).

O processamento do café nas fazendas visa, principalmente, a perda de
agua e a retirada das estruturas do pericarpo, o que pode ocorrer com o fruto
recém-colhido ou apds a secagem. O desenvolvimento de técnicas seguras que
permitam a deteccdo, o isolamento e a identificacdo de fungos em alimentos,
visando facilitar o estudo da ecologia dos fungos, € uma recomendacdo da
International Comission on Food Mycology - ICFM (Taniwaki, 1996). Entre as
técnicas que podem ser utilizadas no estudo da deteccdo podemos utilizar
metodologias baseadas em técnica moleculares, como PCR ou baseadas em
testes bioquimicos, como ergosterol (Fungaro et al., 2004; Schmid et al., 2004;
Saxena et al, 2001). Entretanto, essas metodologias ainda néo estdo consolidadas
e possuem um custo, até o momento, relativamente alto. As metodologias de
plagueamento e contagem das unidades formadoras de colbnia ainda
representam uma boa opgéo para o0 monitoramento de fungos. Assim, o objetivo
do presente estudo foi aprimorar uma metodologia que permita a detec¢do de
fungos de forma diferenciada, nas diferentes partes do fruto do cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Vinte e trés amostras de 2 kg café tipo cereja foram coletadas em
fazendas de café nas regifes Sul e Zona da Mata do estado de Minas Gerais €
montanhas do Espirito Santo, entre as latitudes de 20°07” a 21°43S e longitudes
de 41°11° a 45°31°’W e altitudes entre 711e 1176 m. Foram coletados somente
frutos do tipo cereja, livres de qualquer sintoma de doenca ou injuria e que
apresentavam a cor tipica do fruto maduro. As amostras foram armazenadas em

sacos de papel e processadas até 24 horas apés a coleta.

2.2 Processamento das amostras

As amostras foram processadas visando a detec¢do e o monitoramento
de fungos nas diferentes partes do fruto. Para cada parte do fruto, foi empregado
um processamento diferente (Figura 1).
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FIGURA 1 Esquema de processamento das amostras de café do tipo cereja para

levantamento dos fungos do exocarpo, mesocarpo e endocarpo.

2.2.1 Comunidade do exocarpo

Para a recuperagdo dos fungos associados ao exocarpo, 50 frutos de cada
amostras foram agitados em 100 mL de agua peptonada 0,1%, em um frasco, por
dois minutos. A suspensdo contendo esporos e fragmentos de micélio foi, entdo,
diluida, nas concentracdes de 10% e 10°°. Aliquotas de 0,1 mL foram transferidas

para placas de Petri de 90mm de didmetro contendo meio DG18 (176 g de
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glicerol, 8,0 g de glicose, 4,0 g de peptona, 0,80 g KH,PO4, 0,4 g de
MgSQ,.7H,0, 800 mL de agua, 15 g de agar, 75 mg de chloramphenicol e 2 mg
de dichloran), em trés repeticGes cada. A suspensdo foi espalhada na placa com
0 auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente de, aproximadamente, 22°C e o numero de UFC formadas foi avaliado
apos 10 dias. A avaliacdo foi feita diretamente na placa, separando-se as
coldnias observadas em grupos, de acordo com a morfologia, considerando-se
textura e coloragdo do micélio, formato dos esporos, etc. Todas as colénias com
morfologia e coloracdo distintas foram isoladas em meio MEA (20 g extrato de
malte, 1 g de peptona, 20 g glicose, 20 g agar, 1000 mL de &gua), visando a
obtengdo de culturas puras para futura identificagdo. O numero de unidade
formadora de colbnia (UFC) registrado foi transformado em UFC por cereja,
considerando a concentracdo da suspensdo e a quantidade de cerejas

processadas.

2.2.2 Comunidade do mesocarpo

Os mesmos frutos do procedimento anterior foram utilizados para
determinar a comunidade de fungos do mesocarpo. As cerejas foram
esterilizadas por imersdo em NaClO 3%, durante 10 minutos, com agitacao e
enxaguadas em A&gua estéril duas vezes. A casca dos frutos foi retirada
manualmente, apertando-se os frutos no sentido transversal. As cascas foram
colocadas em um becker estéril com 100 ml de &gua peptonada e, apos 3
minutos, a casca foi triturada com um “mixer” até o completo rompimento do
mesocarpo. A suspensdo obtida foi coada em peneira com abertura de 1 mm. A
diluicdo da suspensdo obtida, a leitura e o calculo do nimero de UFC por

mesocarpo foram feitos conforme o procedimento adotado para o exocarpo.
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2.2.3 Comunidade do endocarpo

Para o estudo da comunidade interna, os gréos obtidos no procedimento
anterior foram agitados em solugdo de NaOH 0,2 N, por 10 minutos, com a
finalidade de remover a mucilagem residual. Os gréos foram colocados sob
papel de filtro em cdmara de fluxo laminar por duas horas, para que a agua em
eXxcesso evaporasse. Sessenta graos foram transferidos, com a face plana voltada
para baixo, para placas de petri com 15 cm de didmetro contendo meio DG18. O
aparecimento de coldnias de fungos foi avaliado diretamente na placa, separando
grupos de diferentes morfo-tipos, de acordo com a morfologia, textura,
coloragdo, formato dos esporos etc. Para cada grao foram registrados o nimero e
a frequéncia de morfo-tipos. Os dados foram transformados em percentagem de

grédos colonizados por cada espécie de fungo.

2.3 ldentificacdo das espécies e diversidade

Culturas puras foram obtidas de cada morfo-tipo de fungo em meio
MEA. Apds o crescimento e confirmacgdo da pureza das colonias, as espécies
foram identificadas seguindo procedimentos comuns e consultando literatura
especializada para cada grupo de fungo. A literatura basica utilizada esta

relatada no Anexo 1.

2.4 Anélise de dados

Foi calculada a média do numero de UFC ou percentagem de
colonizacdo dentro das comunidades do exocarpo, do mesocarpo e do
endocarpo, considerando leveduras, o género Aspergillus dos grupos niger,
ochraceus e flavus, e os géneros Penicillium, Fusarium e Cladosporium. Outros
fungos foram encontrados em menor freqiiéncia.

Visando a comparacdo das diferentes comunidades, foi calculado o

indice de contribuicdo da espécie (IC) na populagdo total. O IC foi calculado

97



multiplicando-se a porcentagem de graos colonizados ou o nimero de UFC de
determinada espécie por 100, dividindo-se o valor obtido pelo total de gréos
colonizados ou o total de UFC dentro da amostra. A média de IC foi calculada
pela média de IC para cada espécie. O IC médio calculado foi submetido ao teste
de Scott-Knott de comparacdo de médias. As espécies foram divididas conforme
0 seu local de isolamento em espécies exclusivas do exocarpo, mesocarpo e

endocarpo.
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3 RESULTADOS

Pela metodologia empregada, foi possivel analisar as comunidades de
fungos presentes nas diferentes partes do fruto de café e detectar diferencas
qualitativas e quantitativas. Nas 23 amostras avaliadas, foram encontradas 41
espécies de fungos pertencentes a 19 géneros. Todas as amostras analisadas
apresentavam colonizacdo por fungos em todas as partes do fruto. No exocarpo
dos frutos, foi recuperado um total de 121.521 UFC. No mesocarpo, foram
detectadas 77.394 UFC. Dos 1.380 gréos analisados, 72% apresentaram

colonizacéo por pelo menos um fungo.

3.1 Fungos do exocarpo

A comunidade externa do fruto é dominada por propéagulos de fungos
dos géneros Fusarium e Cladosporium além de diferentes tipos de leveduras ndo
identificados. Fungos dos outros grupos foram encontrados com freqiiéncia
muito inferior (Tabela 1).

TABELA 1 Colonizagdo das diferentes partes de frutos do cafeeiro pelas
principais espécies recuperadas.

Parte LEV* ANI AOC AFL PEN FUS CCL
Endocarpo % de gréos colonizados
0,0 3.0 6,8 0,2 22,7 25,4 14,1
UFC/cereja
Mesocarpo  1955,3 35 4,4 0,31 313,8 9947 92,6

Exocarpo 12274 8,4 13,0 0,2 5719 1794,1 16679
*Legenda: LEV: leveduras; ANI: Aspergillus niger; AOC: Aspergillus ochraceus; AFL:
Aspergillus  flavus; PEN: Penicillium spp; FUS: Fusarium spp.; CCL: Cladosporium
cladosporioides.
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3.2 Fungos do mesocarpo

Os fungos recuperados com maior freqiiéncia no mesocarpo foram
Fusarium, Penicillium e Cladosporium, com 9,9x10% 3,1x10® e 9,2x10
UFCl/cereja, respectivamente. Aspergillus ochraceus e Aspergillus niger foram
detectados em quantidades menores no mesocarpo, com 6,9 e 6,1 UFC/cereja,

respectivamente (Tabela 1).

3.3 Fungos do endocarpo

A presenca de Fusarium foi registrada em 25% dos gréos, sendo o fungo
mais comum. Penicillium e Cladosporium foram encontrados em 23% e 14%
dos gréos, respectivamente; Aspergillus ochraceus foi detectado em 7% dos
grdos. Nado foram detectadas leveduras no grdo (Tabela 1). Foi possivel detectar
o crescimento de Aspergillus ochraceus na abertura localizada na face plana do

grdo, ocorrendo, inclusive, esporulacéo (Figura 2).

FIGURA 2 Fotomicrografia do reverso de um grdo de café plagueado em meio
DG18 — A: abertura inferior do gréo; B: esporulacdo de Aspergillus ochraceus;
C: hifas saindo da abertura do grdos. Foto obtida do reverso da placa na qual os
grdos foram incubados.
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3.4 Caracteristicas da composi¢cdo das comunidades de fungos das
diferentes partes do fruto

Das espécies identificadas, aproximadamente 21% foram encontradas
nas trés comunidades. Trinta por cento das espécies ocorreram somente no
endocarpo e 14% somente no exocarpo. Nenhuma espécie ocorreu
exclusivamente no mesocarpo do fruto (Tabela 2).

O indice de contribuicdo de cada espécie (IC) nas comunidades foi
diferente da média de colonizacdo ou UFC. As leveduras apresentam um indice
de contribuicdo elevado nas comunidades do mesocarpo e externa, ndo sendo
detectadas na comunidade interior. Todos os fungos filamentosos apresentaram
um IC maior na comunidade interna. No caso do grupo ochraceus 11,65 % das
espécies identificadas na comunidade interna pertenciam a este grupo (Tabela
3).

TABELA 2 Distribuicdo percentual da localizacdo das diferentes espécies
recuperadas nas diferentes comunidades do fruto do cafeeiro.

Localizacdo % em relagéo ao total de
espécies

Somente no endocarpo 30,1

Somente no mesocarpo 0,0

Somente no exocarpo 14,3

Em todas as partes 21,4
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TABELA 3 indice participacio na comunidade das principais espécies
recuperadas de diferentes partes do fruto do cafeeiro. Lavras, MG, 2006.

Parte do
fruto LEV ANI AOC AFL PEN FUS CCL
Endocarpo  0,00a* 664b 11,65b 043a 29,07b 3151b 20,69Db
Mesocarpo 86,55¢ 0,14a 0,30a 00la 295a 849a 156a

Exocarpo  52,68b 226a 0,73a 000a 397a 17,78a 2257bh
Legenda: LEV: leveduras; ANI: Aspergillus niger; AOC: Aspergillus ochraceus; AFL:
Aspergillus flavus; PEN: Penicillium spp; FUS: Fusarium spp.; CCL: Cladosporium
cladosporioides.

* Numeros seguidos da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste Scott-Knot , a 95% de confianca.

3.5 Diversidade de espécies

Foram encontrados 43 espécies de fungos pertencentes a 19 géneros
(Tabela 4), dos quais o género Aspergillus foi o que apresentou a maior
diversidade. Foram identificadas treze espécies distribuidas em cinco secoes.
Todas as se¢Oes podem ser diferenciadas na placa de leitura devido a sua
coloragdo caracteristica. As espécies da se¢do Circumdati possuem cabecas
conidiais de coloracdo amarela a ocre. As espécies incluidas na se¢do Flavi tém
como caracteristica a coloragdo verde intensa. A coloracdo marrom-escura até
preta é caracteristica da se¢do Nigri. A presenca de espécies da se¢do Versicolor
é evidenciada pelo micélio colorido e a comum presenga de exsudatos. A se¢do
Aspergillus é caracterizada na placa pela presenca de cleistotécios do teleomorfo
Eurotium e a cor verde-amarelada ou alaranjada. A diferenciagdo das espécies
dentro de cada segéo foi possivel utilizando-se metodologia padrdo descrita na
literatura (Klich 2002; Raper e Fennell 1965).

Dentro do género Penicillium puderam ser identificadas oito espécies,
destacando-se Penicillium commune, P. solitum e P. crustosum, fungos do
complexo aurantiogriseum e de ampla distribuicdo em alimentos e Penicillium

raistrickii, ainda ndo relatado em café. As espécies do género Penicillium nédo
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sdo evidentemente diferenciadas na placa. Fusarium stilboides, F. semitectum e
F. oxysporum foram as espécies de Fusarium encontradas. Normalmente,
Fusarium stilboides apresenta uma coloracdo rosea a salmédo enquanto Fusarium
semitectum apresenta uma coloracdo arroxeada intensa. Fusarium oxysporum
apresentava-se com o micélio algodonoso e claro. Fusarium stilboides é o fungo
com maior freqiiéncia na maioria das amostras. Cladosporium cladosporioides
foi a Unica espécie de cladosporium encontrada, sendo caracterizada pela cor
verde oliva e o reverso invariavelmente preto. Os outros géneros encontrados
representavam, normalmente, um pequeno percentual, porém, foram os

responsaveis pelo aumento da diversidade.

3.6 Chave de identificacéo

Foi possivel construir uma chave de identificacdo das principais espécies
presentes nas comunidades. A chave é baseada nas caracteristicas observadas na
leitura direta, como textura da col6nia, cor e presenca de determinadas estruturas

do fungo (Anexos 1 e 2).
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TABELA 4 Espécies associadas a diferentes partes do fruto do cafeeiro. Lavras,
MG, 2006.

Espécies Parte do Frutos
Endocarpo Mesocarpo Exocarpo

Aureobasidium pullulans X X
Alternaria alternata X
Aspergillus awamori X X X
Aspergillus carbonarius X

Aspergillus flavus X X X
Aspergillus japonicus X X
Aspergillus melleus X

Aspergillus nige X X X
Aspergillus ochraceus X X X
Aspergillus phoenicis X

Aspergillus sclerotiorum X

Aspergillus sulphureus X X X
Aspergillus versicolor X X
Eurotium amstelodami X X
Eurotium chevalieri X X
Cladosporium cladosporioides X X X
Clonostachys rosea X
Colletotrichum sp. X
Cunningamella elegans X

Epicoccum sp. X
Fusarium oxysporum X X X
Fusarium semitectum X X X
Fusarium stilboides X X X
Fusicoccum sp. X
Leveduras X X

Micélio estéril claro

Micélio estéril escuro

Monochaeta sp.

Nigrospora sp.

Penicillium brevicompactum

Penicillium purpurogenum

Penicillium citrinum

Penicillium crustosum

Penicillium commune

Penicillium purpurogenum

Penicillium solitum

Penicillium raistrickii

XX XXX XXX XXX | X

Penicillium glabrum

Phoma jolyana var. jolyana

Rhizopus stolonifer

XXX

Trichoderma sp.

XXX XXX X

Wallemia sebi
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4 DISCUSSAO

4.1 Comunidade do exocarpo

A comunidade externa dos frutos do cafeeiro é constituida por fungos de
ampla distribuicdo na natureza e, aparentemente, existe um padrdo em relacao a
ocorréncia destes fungos. Externamente, predominam as espécies de leveduras,
seguidas dos géneros Fusarium, Cladosporium e Penicillium. A diversidade de
fungos filamentosos encontrada na suspensao de lavagem de cerejas por Silva et
al. (2000) foi semelhante a encontrada neste estudo; Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e Aspergillus foram os géneros predominantes. Neste mesmo estudo
foi demonstrada a importancia da escolha do meio de cultura, quando o objetivo
era isolar bactérias, fungos ou leveduras (Silva et al., 2000).

Em frutos cerejas do México foi encontrada uma diversidade mais
reduzida, com predominancia dos géneros Penicillium e Mucor, porém, o
objetivo do trabalho era isolar somente fungos ocratoxigénicos (Suérez-Quiroz
et al., 2004). Os resultados de colonizacdo dos gréos por frutos, quando se utiliza
o0 plagueamento direto da cereja, sdo sensivelmente diferentes dos resultados de
lavagem e diluicdo da solugdo de propagulos. Utilizando o plaqueamento direto
de cerejas de café de duas localidades do Brasil, em papel de filtro, verificou-se
uma colonizacao de 54,2% a 72,8% dos frutos por Fusarium, 0,4% a 10,4% com
Penicillium e 3,6% a 10,8% com Cladosporium. O género Aspergillus ndo foi
detectado nas cerejas (Alves e Castro, 1998).

O plagueamento direto de cerejas com o objetivo de isolar espécies
ocratoxigénicas permitiu a deteccdo da presenga de Aspergillus ochraceus em
0,25% das cerejas, trabalhando com meio de cultura DG18 (Taniwaki et al.,
2003). Comparado aos dados de literatura, 0 plaqueamento da suspensdo de

lavagem da cereja revelou-se mais eficiente quando o objetivo é estudar a

105



diversidade de fungos. O plaqueamento direto de frutos do tipo cereja pode
favorecer o crescimento de espécies mais agressivas, como Fusarium e
Cladosporium, impedindo a detecgdo de Aspergillus. A diluicdo da suspenséo de
lavagem em um meio contendo fatores limitantes ao crescimento rapido destas
espécies e a “individualizacdo” das unidades formadoras de coldnias no
plagueamento permitem a recuperacdo de uma maior diversidade. Outra
caracteristica do método é que, na comunidade externa, sdo avaliados
propagulos do fungo que entraram em contato com o fruto, e ndo
necessariamente micélio ativo do fungo. Por outro lado, o método contém
limitagcBes quanto as caracteristicas quantitativas, pois, uma Unica cereja com

carga microbiana alta pode “distribuir” seus propagulos para todas as outras.

4.2 Comunidade do mesocarpo

Os estudos da diversidade de fungos filamentosos especificos no
mesocarpo dos frutos sdo escassos. As bactérias e leveduras parecem ser 0s
microrganismos predominantes neste ambiente. Os fungos filamentosos
constituiram menos de 5,2% da microbiota total de cascas de café no México,
com predominancia do género Aspergillus (Rouss et al., 1995). Em nosso estudo
houve também predominancia de leveduras, porém, o indice de participacdo dos
fungos na composi¢do da comunidade foi maior que 40%. A diferenga entre os
resultados pode ser explicada pela ndo quantificacdo de bactérias em nosso
estudo, o que contribui muito com a contagem geral. A diversidade de fungos no
mesocarpo é sensivelmente menor que nas outras duas comunidades estudadas,
fato ja esperado devido a composicdo quimica do substrato, constituido de
carboidratos (210 a 320 g/kg), proteinas (75 a 150 g/kg) e gorduras: (20 a 70
g/kg) além da presenca de flavanas, proantocianidinas, acido hidrox-cinamico,

acido cafeolquinico e seus derivados, acido coumarolquinico, flavonéides e
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antocianidinas que sdo componentes que nao favorecem o crescimento de fungos
(Ramirez-Coronel et al., 2004; Rojas et al., 2003).

4.3 Comunidade do endocarpo

Em estudo da colonizacdo de amostras de grdos de café por espécies
toxigénicas, foi verificado que 96% estavam colonizadas por alguma espécie de
Aspergillus e 42% por alguma espécie de Penicillium (Batista et al., 2003). No
presente estudo, o género encontrado com maior freqliéncia na comunidade
interna foi Fusarium, colonizando 25% dos gréos. O género Penicillium também
foi abundante, colonizando 23% da comunidade interna. A alta frequéncia de
Fusarium registrada pode ser consequéncia do substrato escolhido para andlise,
visto que as espécies de Fusarium, normalmente, exigem maior disponibilidade
de &gua para o seu crescimento, condi¢do que ndo é atendida no grdo de café
beneficiado, que contém, normalmente, entre 11% e 12 % de umidade.

Suérez-Quiroz et al. (2004) verificaram que entre 72% e 80% dos graos
de cafés com pergaminho estavam colonizados por fungos, sendo 6% a 8 % da
espécie Aspergillus ochraceus e 13% a 15% com especies do grupo Niger. O
tipo de substrato analisado pelo autor é muito semelhante ao utilizado no
presente estudo para comunidade interna, sendo os resultados muito préximos
para a espécie Aspergillus ochraceus.

A analise de gréos de café secos evidencia a influéncia principalmente
da umidade na colonizacédo por fungos. Analisando frutos do tipo cereja, Alves e
Castro (1998) ndo detectaram a presenca Aspergillus ochaceus ou Aspergillus
niger nas cerejas, sendo que até 72% destas estavam colonizadas por Fusarium.
Apdbs a secagem e beneficiamento dos grdos da mesma area, a percentagem de
colonizacdo de grdo por Fusarium foi reduzida a 12,4 % e a de Aspergillus

ochraceus aumentou para 77,2%.
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Neste estudo ndo foi possivel detectar leveduras na comunidade interna,
possivelmente, porque elas estdo presentes no grdo, mas, devido a sua forma de
crescimento, ndo é possivel recuperéa-las plagueando diretamente o gréo.
Metodologias eficientes na recuperacdo de leveduras tém de ser baseadas em

lavagem das particulas.

4.4 Diferencas na composicéo das comunidades

O sucesso de uma metodologia para a deteccdo de determinados grupos
de fungos, neste caso aqueles que de alguma forma podem influenciar na
qualidade do café, esta estritamente relacionado ao uso de uma metodologia que
iguale as condicOes para que todos importantes grupos de fungos se manifestem.
Vérios trabalhos detectam a predominancia de espécies de Fusarium em graos
de cafés quando se utilizam meios que ndo apresentam nenhum tipo de restricdo
ao seu crescimento, como MA2% ou BDA. O meio DG18, utilizado neste
estudo, permitiu o equilibrio na recuperagdo dos propagulos dos fungos,
restringindo o crescimento, mas ndo impedindo a deteccdo de espécies como
Fusarium e Cladosporium e, concomitantemente, permitindo a recuperagéo de
espécies de crescimento extremamente lento, como Wallemia sebi, relatada pela
primeira vez em cafés no Brasil com a aplicagdo da metodologia (Pfenning e
Pereira, 2003).

Outra caracteristica do método é a fécil deteccdo no meio dos diferentes
grupos de fungos, marcada pela forte manifestacdo de cor e textura
caracteristica, o que permite uma fécil padronizacéo entre as leituras.

A facilidade de leitura permite que a metodologia seja utilizada na
deteccao de espécies potencialmente toxigénicas com certa seguranga. 1sso pode
ser confirmado neste trabalho onde as espécies do grupo ochraceus foram
facilmente detectadas, assim como a Unica espécie do grupo niger toxigénica,

Aspergillus carbonarius. A facilidade de leitura e de deteccdo de espécies
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potencialmente toxigénicas também foi verificada por Batista (2005) utilizando
metodologia semelhante. Dentro do grupo ochraceus é possivel notar diferenca
de coloracdo entre as espécies, porém um diagnostico mais preciso s6 pode ser
feito ap6s o devido isolamento e teste do potencial toxigénico. A diferenciagédo
da espécies toxigénicas dentro do grupo niger na placa ndo é simples, porém
qualquer colénia da qual se suspeite ser de Aspergillus carbonarius pode ter
facilmente sua identidade comprovada pelo simples toque com fita adesiva na
col6nia e exame ao microscépio, sendo os esporos de Aspergillus carbonarius
bem maiores (>5u) e espinosos que os de Aspergillus niger (<5p).

A metodologia pode ser facilmente adaptada ao trabalho com os mais
diferentes tipos de café existentes no mundo, permitindo a diferenciagdo entre
comunidades de fungos presentes na casca do café seco e no gréo.

O monitoramento dos fungos na fase de cereja, e a deteccéo de algumas
espécies ja nesta fase permitem deduzir que algumas espécies ja estdo associadas
ao cafeeiro muito antes do seus frutos serem retirados da planta, sendo a sua
manifestacdo, como ja foi constatado em outros estudos, relacionada a fatores
ambientais. Assim, a proposta de elimina¢do de indculo, promovendo uma
verdadeira “caca ao fungo”, levantando-se até a possibilidade do uso de
fungicidas, deve passar por uma revisdo, enfocando-se, de agora em diante, uma
visdo de aplicacdo de praticas que ndo permitam que os fungos indesejaveis se
desenvolvam, como, por exemplo, por meio de uma boa secagem.

Os protocolos descritos, apesar de apresentarem um custo um pouco
mais elevado que o tradicional “blotter test”, permitem a deteccdo e a
quantificacdo rapida e confiavel de fungos presentes em grédos e frutos de café,
principalmente das espécies que oferecem potencialmente risco para a qualidade
e a seguranca do produto. A adocéo de procedimentos padronizados por todos os
grupos envolvidos seria de grande valia, pois, permitiria a avaliacdo e a

comparacéo de dados levantados em locais diferentes.
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5 CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida foi eficiente na detec¢do de fungos

filamentosos nas diferentes partes do fruto.

O uso da metodologia garante, com certa seguran¢a, que as espécies
efetivamente recuperadas estdo localizadas em determinada fracdo do

fruto.

Existem diferencas entre as comunidades de fungos encontrados nas
diferentes partes do grdo, porém, algumas espécies sdo comuns a todas

as partes.
Leveduras, Fusarium ssp., Penicillium spp., Aspergillus spp. e

Cladosporium sp. sdo os principais fungos associados aos frutos do
cafeeiro.
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ANEXO 1 Chave para a identificacdo dos principais tipos de fungos associados
a graos de café

1 Fungos com estipes e vesiculas (Fig*. 1 a) 2
1 Fungos sem estipes e ou vesiculas 3
1 Colénias de aspecto cremoso, lisas, brancas, creme ou
] Leveduras
vermelhas (Fig. 1 b)
2 Aspergillus spp. — col6nias geralmente de cor definida
Coldnias amarelas a ocre (Fig. 1 d-2 e d-3) Grupo ochraceus
Col6nias marrom-escuras a pretas (Fig 1 d-1) Grupo Niger
Col6nias esverdeadas (Fig. 1 e-1) Grupo Flavus
Col6nias amarelo-esverdeadas, cleistotécio normalmente )
Eurotium
presente
3 Crescimento aveludado cinza, verde ou azulado, reverso
nunca preto, estipe presente, conidios secos (Fig. 1 e-2) Penicillium
3 Col6nia vermelha a purpura, conidios imidos (Fig. 1 c) Fusarium
3 Outros tipos 4
4 Pequenas col6nias marrons, pulverulentas e aveludadas (Fig. . .
Wallemia sebi
1f)
4 Colbdnias esverdeadas, picnidio usualmente presente (Fig. 1 g Phoma
4 Colbnias verde-escuro, reverso sempre preto (Fig. 1 h) Cladosporium
* Anexo 2

Literatura para identificacdo das espécies

Grupos Literatura Basica

Aspergillus  Chalfoun & Batista, 2003; Klich, 2002; Raper & Fennell, 1965;
Samson et al., 2000; Domsch & Gams, 1993

Penicillium  Chalfoun & Batista, 2003; Pitt, 2000; Samson et al., 2000; Domsch
& Gams, 1993

Fusarium Samson et al., 2000; Domsch & Gams, 1993

Zigomicetos  Samson et al., 2000

Outros Ellis, 1976; Ellis, 1971; Samson et al., 2000
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ANEXO 2

ey,

Principais espécies associadas a grdos do cafeeiro: a- estipes e cabecas conidiais
de Aspergillus carbonarius; b- coldnias de Leveduras; c- colonias de Fusarium
spp.; d- 1: Aspergillus niger , 2 Aspergillus ochraceus, Aspergillus sulphureus, e
- 1 e 2 Penicillium spp; f-Wallemia sebi; g- Phoma jolyana; h- Cladosporium
cladosporioides.

115



CAPITULO 5

ANALISE DA POSSIBILIDADE DE DESENVOLVIMENTO E
IMPLEMENTACAO DE UM PLANO HACCP PARA O
AGRONEGOCIO CAFE, COM ENFASE NO CONTROLE DO RISCO
CONTAMINACAO POR OCRATOXINA A
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RESUMO

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvdo. Andélise da possibilidade de implementacéao
do plano HACCP para o agronegdcio café, com énfase no controle da
contaminacdo por ocratoxina A. In: . Diversidade e freqlencia de
fungos associados a frutos e grdos de café. 2006. Cap. 5, p.116-151. Tese
(Doutorado em Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. ~

A prevencao dos riscos a salde do consumidor € um passo essencial na
cadeia produtiva de qualquer produto quando se deseja atingir o mercado
mundial. Na cadeia produtiva do café, um dos principais perigos a seguranca do
produto é a presenca do metabdlito toxico conhecido como a ocratoxina A
(OTA), que é produzido pelas espécies Aspergillus ochraceus e A. carbonarius.
HACCP ¢é um sistema baseado em uma ferramenta de engenharia conhecida
como analise de falha, modo e efeito, que busca potenciais falhas em uma
operacdo e os seus efetivos mecanismos de controle. A implementacdo do plano
é feita por meio do criterioso estudo das fases de producéo e posterior aplicacdo
dos principios do HACCP. O objetivo do presente capitulo foi estudar a
viabilidade da implementacdo do sistema Hazard Analysis and Critical Control
Point, HACCP, ou Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, APPCC, na
cadeia produtiva do café. O produto foi descrito desde a fase de campo até o
consumidor e as préaticas e condigdes que levam a obtengdo de um produto
seguro foram relatadas com base em observacGes de campo e dados da literatura.
Os fluxogramas de producédo pela via seca e via Umida de processamento foram
construidos e validados. A andlise de perigos evidenciou como perigo biolégico
a presenca de fungos potencialmente toxigénicos e a presenca da ocratoxina A
como principal perigo quimico. Frutos aderidos a planta ap6s o ponto ideal de
colheita, seco no pe, ou cafés em contato com o solo, varri¢do, foram simulados
como exemplo de pontos criticos de controle. Foi descrito um exemplo de
sistema de monitoramento baseado na presenca dos produtos considerados como
de alto risco, como os cafés de varricdo e SNP, além das agdes corretivas,
quando forem detectadas falhas no processo. Conclui-se que o sistema HACCP
é passivel de ser implementado na cadeia produtiva do café. No entanto, maiores
estudos metodolégicos e cientificos precisam ser conduzidos, bem como um
amplo programa de treinamento dos colaboradores envolvidos na cadeia
produtiva.

" Comité de Orientagdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA (orientador); Hilario
Antbénio de Castro — UFLA (co-orientador)
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ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvao. Analysis of the possibility of implementation
of an HACCP plan for the agrobusiness coffee, with emphasis to the control of
the contamination by ochratoxin A. In: . Diversity and frequency of
fungi associated to fruits and beans of coffee. 2006. Cap. 5, p.116-151. Thesis
(Doctorate in Agronomy-Phytopathology), Federal University of Lavras, Lavras,
MG.*

Prevention of health risks of consumers is an essential step within the
productive chain of whatever product when international markets are looked for.
In the coffee production chain, the most important hazard to food safety is the
contamination by a mycotoxin known as ochratoxin A (OTA), produced by
species like Aspergillus ochraceus and A. carbonarius. The system HACCP is
based on an engeanery tools inspired in analysis of probable fails, way of action
and effect, looking for possible fails within a chain of operation and its effective
mecanisms of control. The implementation of the HACCP plan includes
criterious evaluation of every step in the production process and posterior
application of princples. The objective of the present study was to investigate the
feasibility of implementation of a HACCP plan to the production chain of
coffee. The product was described in all moments, beginning in the pre-harvest
phase up to the consumer. Practices and proceedings within the production chain
that will lead to a safe end-product are described, based on field studies or
literature. The process was represented in all steps by flow-diagrams, which are
then validated. Hazard analysis evidenced that the most important biological
hazard is the presence of potentially ochratoxin producing fungi and the main
chemical hazard contamination by ochratoxin A. Tree-drying of cherries or
fruits in contact with soil are simulated as an example for probable critical
control points. A model system for monitoring presence of products considered
as a risk to the safety of the product, like tree-dried or swept coffee, was
described, including possible actions for prevention in the case of fails during
the production process. We conclude that the implementaion of an HACCP plan
to the production chain of coffee is possible. Nevertheless, more information on
methodology is needed, as well as training of collaborators within the
production chain.

" AdvisingCommittee : Ludwig H. Pfenning — UFLA (adviser); Hilario Antonio
de Castro — UFLA (co-adiviser)
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1 INTRODUCAO

O projeto “Enhancement of Coffee Quality through Prevention of Mould
Formation”, iniciado em meados do ano 2000 e conduzido pela FAO, tinha uma
meta ousada: desenvolver um plano que garantisse a qualidade do produto café
guanto a seguranca do produto. Varias acfes de pesquisa foram, entdo,
desenvolvidas nos principais paises produtores, visando o desenvolvimento do
plano HACCP para o café. Reforgando a necessidade de melhorada da qualidade
do produto, a implantacdo de um sistema de producgdo integrada de café, que
garanta a sustentabilidade, prevé a implementacdo de um programa de boas
praticas agricolas e, se possivel, de HACCP. Este capitulo tem como objetivo
caracterizar o sistema de producdo de café e discutir a possibilidade de
implantacdo do sistema HACCP na cadeia produtiva de café. Para levantamento
dos dados para a elaboracdo do plano HACCP, foi feito um questionario
estruturado com questdes relativas a todo o sistema de produgéo, o qual foi
respondido pelos responsaveis pela propriedade. As propriedades foram
visitadas e um amplo registro fotogréfico foi feito de todas as fases de producéo.
Foram construidos fluxogramas de produgdo esquematizando o processo de
obtencdo do produto. A partir destes dados, foi elaborado um roteiro de

implementagdo, enquadrando os principios de HACCP.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Roteiro para elaboracéo do plano de HACCP

A partir dos dados de literatura (Moortmore & Wallace, 2001; SEBRAE,
2000a; SEBRAE, 2000b; CODEX, 1997; Corlett, 1998; Moortmore e Wallace,
1996) e dos dados sobre seguranca do produto café foi estabelecido um roteiro

para elaboracéo do plano HACCP contendo os seguintes itens:

1. descricdo completa do produto;
2. descricdo dos fatores e elementos que levam a obtencdo de um produto
seguro;
3. construcdo de um fluxograma de producéo;
4. validagéo do fluxograma de producéo;
5. aplicacdo dos principios (estudo do plano HACCP);
5.1 conducédo de uma anélise de perigo;
5.2 determinag&o dos pontos criticos de controle — PCCs;
5.3 estabelecimento dos limites criticos;
5.4 estabelecimento do monitoramento dos PCCs;
5.5 estabelecimento de agOes corretivas, quando houver indicagdo que um
PCC esta fora do controle;
5.6 estabelecer procedimentos de verificacdo se o sistema HACCP esta
funcionando corretamente
5.7 estabelecer procedimentos de documentacdo e registro do sistema
HACCP.
O roteiro para a implementacdo do plano HACCP foi elaborado para
minimizag&o dos riscos na producdo de cafés pré-processados tanto pela via seca

como pela via imida.
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2.2 Descri¢cdo completa do produto

A descricdo do produto café foi feita utilizando-se observagdes de
campo e dados constantes na literatura. Foi feita a descri¢cdo do produto desde a
fase pré-colheita até o pré-beneficiamento, utilizando-se dados coletados no
campo. Do beneficiamento até a obtencdo do produto final, foram utilizadas

informac0es de literatura e informacg6es pessoais de elementos ligados ao setor.

2.3 Descricdo dos fatores e elementos que levam a obtencdo de um produto
seguro

No levantamento das varidveis que levam a obtencdo de um produto
seguro foram observadas informacOes de literatura e conduzidos estudos sobre a
ecologia dos fungos envolvidos no processo de producéo de ocratoxina, como 0s

constantes no Capitulo 3.

2.4 Construcdo de um fluxograma de producéo

Na construgdo do fluxograma de producdo forram visitadas 22
propriedades produtoras de café nas regides Sul e Zona da Mata do estado de
Minas Gerais e Montanhas (Centro-Sul) do estado do Espirito Santo no ano de
2002. Os fluxogramas foram construidos a partir da observacao, documentagao
fotografica e da aplicagdo de um questionario estruturado. As informages
obtidas foram sistematizadas e foram construidos dois tipos de fluxogramas,
sendo um informativo, caracterizando a producdo e outro destacando 0s pontos

de risco.
2.5 Validacéo do fluxograma de producéo

No ano de 2003 as propriedades foram novamente visitadas e 0s

fluxogramas foram validados.
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2.6 Aplicacdo dos principios (Estudo do plano HACCP)
De posse dos dados levantados com o questionario estruturado, a
documentacdo fotogréfica e os dados de literatura foi elaborado um plano de

implementacgdo do sistema HACCP, de acordo com seus principios.

122



3 RESULTADOS

3.1 Descricao do produto

O café é um fruto produzido por algumas espécies de plantas da familia
das rubiaceas, sendo a espécie mais importante e objeto deste estudo Coffea
arabica L. O fruto produzido é uma baga constituida de um pericarpo divido em
exocarpo, mesocarpo, endocarpo e semente, que constitui a parte de interesse
comercial. O processo de maturacdo ¢ marcado pela mudanga da coloracéo da
casca do verde para o vermelho ou amarelo e se inicia, aproximadamente, 195
dias apds a fecundagdo. A maturacdo completa se da por volta de 210 dias.

Vale ressaltar que o café é um dos casos Unicos em que se colhe um
fruto e 0 mesmo é processado de modo a perder dgua e estruturas indesejaveis,
para a obtencdo de um produto final, que ¢ uma semente. Apds o completo
desenvolvimento do fruto, quando 0s mesmos apresentam a cor amarela ou
vermelha, dependendo da variedade, inicia-se o ponto ideal de colheita. Ao fruto
no ponto ideal de colheita da-se o nome de cereja. Neste estdgio, o fruto
apresenta todas as suas caracteristicas de qualidade e, se bem processado, dara
origem a produtos sem nenhum risco a seguranca do alimento.

Apobs a colheita, o fruto passa por um processo de transporte até a
estrutura de pré-processamento e secagem. O processo de retirada de estruturas
indesejaveis, no caso a casca, pode ser iniciado quando o exocarpo e parte do
mesocarpo sdo removidos do fruto do tipo cereja pelos processos conhecidos
como descascamento de cerejas, despolpagem e demucilagem. Na estrutura de
secagem, o fruto perde agua até o teor de umidade de 11% a 12%. Apds a
secagem o fruto segue para a estrutura de beneficiamento, onde o pericarpo
inteiro ou parte deste, agora seco, é removido por atrito. Apds a remocéo do

pericarpo 0 mesmo é separado da semente por estruturas de peneiras e as
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sementes, a partir de agora chamadas de grdos, sdo separadas em diferentes
tamanhos. O produto final do beneficiamento que ocorre nas maiorias das
propriedades é o café conhecido como “bica corrida”, pois, ndo foi realizado
nenhum processo especial de classificagdo por tamanho ou forma do grdo. Os
grdos sdo, entdo, ensacados em sacos de juta com capacidade para 50 kg e sdo
armazenados em pilhas.

O café “bica corrida”, a partir do momento que entra na inddstria ou
cooperativa, é classificado de acordo com a qualidade da bebida, a quantidade de
defeitos, tamanho e o formato dos gréos. Os defeitos que geram desclassificacdo
do produto s&o a presenca de gréos pretos, verdes, ardidos, brocados, quebrados,
de coloracéo fora do padréo, entre outros.

Dentro da indlstria ou cooperativa, o café pode tomar diferentes

destinos, comentados sucintamente a seguir.

Rebeneficiamento

O rebeneficiamento, normalmente, é realizado por maquinas
constituidas por células fotoelétricas que separam os grdos defeituosos e também
por um conjunto de peneiras que separam o café de acordo com o seu tamanho e
formato, procedimento que é conhecido como classificagdo em peneira. O café
livre da maioria dos defeitos e dividido em lotes, de acordo com a sua peneira,
normalmente é encaminhado para a exportagdo armazenado em sacarias de 50

kg ou container.

Industrializacéo

No caso dos cafés ardbica, estes podem seguir direto para a
industrializacdo, onde passa por um processo de torra a 120°C, moagem e
embalagem e distribuicdo aos postos de venda. O produto final deste processo de

industrializacdo é conhecido como “p6 de café” e, normalmente, € vendido em
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embalagens de 250 e 500g de plastico, aluminizadas, papel ou, menos
comumente, latas. Outros processos de industrializacdo, como a obtencdo de
cafés sollveis ou outras bebidas a base de café, como capucccino envolvem

processos industriais mais complexos.

Consumidor final

No Brasil, a forma predominante de consumo do café é a bebida obtida
pela passagem de agua fervente pelo p6 de café, que é coada em filtros de pano
ou papel. A bebida pode ser adocada e consumida pura ou em misturas
normalmente como acompanhamento de bolos, paes e biscoito no desjejum,

conhecido como café da manha, e durante todo o dia.

3.2 Descrigdo dos fatores e elementos que levam a obten¢do de um produto
seguro

Um produto seguro é aquele que ndo traz nenhum risco a salde do
consumidor, quando consumido de forma equilibrada. A obtencdo de café
seguro, do ponto de vista microbioldgico e quimico, com caracteristicas que nao
permitam ou limitem o crescimento de fungos potencialmente ocratoxigénicos,
esta ligada, principalmente, aos grupos ecoldgicos de fungos em associagdo com
0s grdos e a disponibilidade de condi¢cdes que permitam o crescimento de
determinado grupo em detrimento de outro. O principal pardmetro a ser
considerado é a disponibilidade de agua para o desenvolvimento dos fungos
potencialmente ocratoxigénicos e a competigdo entre estes grupos e 0s demais.

Com base nas evidéncias de literatura, podem-se considerar como
potencialmente seguros os cafés que atinjam uma umidade de 11% a 12% na
base Umida e ndo mais voltem a ganhar umidade ap6s este patamar. Um lote de
café colhido no ponto ideal de colheita e secado a até 11 a 12% de umidade em

um intervalo de tempo de 5 a 10 dias pode ser considerado um produto seguro.
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Por outro lado, um café que seca aderido a planta até 12% de umidade e depois
volta a se r-hidratar a umidades maiores que 14%, tem sua Seguranca
comprometida devido ao atendimento de condicGes ideais para a producdo da

toxina.

3.3 Construcéo de um fluxograma de produgéo

Foram construidos fluxogramas representando as fases de colheita
(Figura 2) e a fase de processamento por via seca ou via Umida (Figuras 3 e 4).
Os fluxogramas foram construidos destacando-se os tipos de cafés envolvidos

no processamento utilizando setas coloridas para representar cada tipo.

3.3.1 Fluxograma colheita

Devido ao fato da colheita constituir uma etapa importante na obtencéo
de um café de qualidade, foi construido um fluxograma para representar esta
etapa. O processo da colheita pode ser descrito através das seguintes etapas
(Figura 1):

Arruacdo: é o processo de retirada de folhas, restos culturais e terra solta
debaixo das plantas onde serd realizada a colheita. Pode ser realizado
mecanicamente, com o0 uso de arruadores acoplados ao trator ou manualmente
com enxada. Todo o material retirado é enleirado nas entrelinhas do café.

Normalmente, esta operacao é realizada no comeco da safra em toda a lavoura.

Varricdo: é a retirada do café que estd em contato com o chdo no momento da
colheita. Esta etapa é realizada com o auxilio de rodos, vassouras ou enxada. O
café retirado é uma mistura de solo e folhas que passa por um processo de
abanacdo. Os cafés se desprendem da planta, entrando em contato com o solo,

devido a fatores climéticos, como ocorréncia de um veranico forte, ma nutri¢do
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ou fatores bidticos como a ocorréncia de Cercosporiose ou Mancha de
Colletotrichum. Um fator importante nos cafés de varricdo € o tempo de
permanéncia dos mesmos em contato com o chdo. Este tempo pode variar de
algumas horas até meses dependendo da velocidade de colheita da fazenda. As
condicBes encontradas debaixo da projecdo da copa do cafeeiro sdo as mais
diversas possiveis, podendo ser altamente favoraveis ao desenvolvimento de
fungos que possam deteriorar a qualidade do café. Normalmente, o café de
varricdo é separado, porém, em algumas propriedades ocorre mistura com café

derricado.

Derriga: é o processo de retirada dos frutos da planta. A derrica pode ser feita
manualmente onde o trabalhador desliza a méo sobre o ramo no sentido tronco
ponta dos ramos, arrancando os frutos e parte da folhagem da planta. Existem
maquinas no mercado que vibram os ramos, promovendo a retirada dos frutos e
parte das folhas. No processo mecanico, a parte metade superior da planta é
derricada com a derrigadora trabalhando inclinada para cima e a metade inferior
com a derricadora trabalhando inclinada para baixo. Uma terceira possibilidade
de colheita é o uso de colhedoras automotrizes ou acopladas ao trator que fazem
a derrica, porém, seu uso nas areas estudadas é restrito devido a topografia. A
derrica é feita diretamente sobre o solo ou sobre uma lona de material plastico

conhecida como “pano de cafe”.

Ajuntamento e abanacdo: apds a derrica, o café é ajuntado em montes e
procede-se a abanacdo, que é a retirada com uso de peneiras ou maquinas de
materiais indesejaveis mais grosseiros como folhas, tocos e pedacos de ramos.

Apds a abanacdo, os cafés sdo armazenados em sacos plasticos.
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Medicdo: como o pagamento aos trabalhadores é feito por produtividade, na
maioria das propriedades procede-se a medigdo da quantidade de litros colhidas
para posterior pagamento ao trabalhador. A medicéo é feita em vasilhnames com

capacidade para 50 a 60 litros.

Transporte: o transporte até a estrutura de beneficiamento é feito de forma

granelizada em carretas puxadas por trator, caminhdes, camionetes ou carrogas.
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FIGURA 1 Fluxograma de colheita
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3.3.2 Fluxograma de producdo de cafés pela via seca

O preparo do café pela via seca é caracterizado pelo uso minimo ou nulo
da agua no processo. E a via de processamento mais comum, sendo encontrada
em todas as regifes produtoras. O café mistura (frutos verdes, cerejas e boia)

pode ser processado seguindo o seguinte roteiro (Figura 2):

desembarque: o café pode ser desembarcado diretamente no terreiro ou em
moegas. Nos cafés desembarcados diretamente no terreiro, 0 processo se resume
ao espalhamento no terreiro e a secagem até determinado percentual de umidade.
Nos cafés desembarcados em moegas ocorre o direcionamento ao lavador

separador.

lavagem e separacdo: sdo feitas por um equipamento que possui bica com
fundo falso, por onde circula uma mistura de frutos com agua. Os gréos de maior
densidade, como os verdes e cerejas, afundam, sendo encaminhados a outra bica.
Os frutos tipo boia ndo afundam continuando na mesma bica. No fim do
equipamento existem duas bicas, de onde sai o café bdia separado da mistura

cereja e verde;

secagem: apos a separacao, os frutos sdo espalhados no terreiro para iniciar o
processo de secagem com aproveitamento da luz solar. O processo de secagem
pode ser completo no terreiro, até 11% a 12% de umidade ou parcial, sendo
completada a secagem em secadores. A secagem também pode ser feita
totalmente em secadores, utilizando-se um pré-secador horizontal e outro

secador vertical;
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armazenagem em tulhas: apés a secagem, o café é encaminhado a tulhas, onde
passa por um periodo de “descanso”. As tulhas sdo estruturas de madeira ou de
alvenaria revestidas com madeira;

Beneficiamento: na fase de beneficiamento, o café € separado da casca, que,
neste caso, pode ser o fruto seco completo, no caso dos cafés obtidos pela via
seca, ou do pergaminho, no caso dos cafés obtidos pela via Umida. Apds a
separagdo da casca, o café é, entdo, passado por um conjunto de peneiras que faz
a separacdo dos grdos quebrados e das impurezas. Em maquinas de
beneficiamento completas, o café é separado de acordo com o tamanho

(classificacdo por peneiras) e o formato (gréos chatos e moca);
Armazenagem: ap6s o beneficiamento, o café é armazenado em sacos de juta

de 60kg e transportado até os armazéns, onde 0s sacos sdo depositados em

pilhas.
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FIGURA 2 Fluxograma de producéo de cafés pela via seca
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3.3.3 Fluxograma de producéo de cafés pela via umida

O processamento de cafés pela via Umida é caracterizado pelo uso mais
intensivo da agua. Os cafés obtidos pelo descascamento do fruto cereja
normalmente originam bebidas de sabor suave, sendo classificadas como apenas
mole, mole ou estritamente mole. O processamento pela via Umida passa pelas

seguintes etapas (Figura 3):

lavagem e separacao: idem via seca;

descascamento: os frutos verdes e cerejas separados no passo anterior sdo
encaminhados até o descascador de cerejas, onde o café é pressionado em uma
peneira, na presenca de agua, sendo a casca retirada. Os frutos verdes, devido a
aderéncia maior da casca, ndo sdo descascados no processo, mas, somente
separados. Os produtos finais do descascamento s&o os gréos cereja descascados
e os frutos verdes, tendo como residuo as cascas. O fruto cereja descascado pode
ser seco diretamente no terreiro ou passar pelos processos de desmucilagem ou

despolpamento;

desmucilagem: os frutos cerejas descascados do processo anterior sao
encaminhados até um equipamento que, por atrito, na presenca de agua, retira a
mucilagem residual presente no grdo. Este grdo passa a ser denominado de café

demucilado e segue, entdo, para o processo de secagem;

despolpamento: constitui-se de uma outra forma de remocéao da mucilagem por
fermentacdo. Os graos do processo anterior sdao encaminhados até tanques, onde
ficam por um periodo de, aproximadamente, 18 horas e, por acdo de bactérias é
leveduras, a mucilagem é removida. Apds o processo, 0s grdos sdo lavados e

seguem para a secagem. Este processo é pouco utilizado, devido a grande
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quantidade de agua utilizada, ao custo das benfeitorias para a sua execucao e,
mais recentemente, aos problemas relacionados as aguas residuais do processo,

um importante poluente ambiental;
secagem: o processo de secagem dos cafés da via Umida sdo semelhantes ao da

via seca, variando o tempo de secagem devido a eliminacdo da casca, que

contém grande quantidade de agua.
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FIGURA 3 Fluxograma de producéo de cafés pela via imida
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3.4 Validacéo do fluxograma de producéo

Apos a elaboragdo dos fluxogramas, os mesmos foram validados. Todas
as etapas descritas nos fluxogramas foram confirmadas no campo por meio do
acompanhamento do “caminho” do fruto. Na préatica, foram acompanhados a
colheita, o transporte, o pré-processamento, a secagem e o beneficiamento do
grdos, confirmando que o produto realmente passa por todas estas fases, sendo

mais ou menos manipulado, dependendo da estrutura de processamento.

3.5 Aplicagéo dos principios - estudo do plano HACCP
3.5.1 Condugao da analise de perigos
3.5.1.1 Perigos fisicos
Nao foi constatado nenhum perigo fisico nas fases do processamento

estudadas.

3.5.1.2 Perigos quimicos
Contaminagéo por ocratoxina A (OTA)

OTA ja foi detectada em vérios tipos de café obtidos nos mais diferentes
tipos de processamento (Taniwaki et al., 2003; Martins et al., 2003; Bucheli &
Taniwaki, 2002). Devido ao seu efeito negativo sobre a seguranca do produto, a
presenca de OTA constitui-se no principal perigo quimico presente nas fases do

processamento estudadas.

3.5.1.3 Perigos biolégicos
Presenca de fungos potencialmente produtores de OTA.

A presenca de fungos potencialmente produtores de OTA foi detectada
em todas as fases do processamento, como destacado no capitulo 2 deste
trabalho. Apesar da pouca relagdo entre colonizacdo por Aspergillus ochraceus e

a contaminacdo por OTA em grdos de café, a presenca do fungo, até onde se
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sabe, é fator determinante na contaminacdo. Além disso, em condicBes
experimentais, foi verificada a correlacdo positiva entre a colonizacdo por
Aspergillus ochraceus e a contaminacdo pela OTA em cevada (Saxena et al.,
2001). A presenca de fungos potencialmente ocratoxigénicos é o principal

perigo microbiol6gico a seguranca do produto.

3.5.2 Determinac&o dos pontos criticos de controle - PCCs

Foram selecionados para analise, na chave decisoria de pontos criticos
de controle os tipos de café obtidos nas seguintes etapas do processo:
1. cafés com permanéncia prolongada em contato com o solo — “Varri¢do”
2. cafés permanéncia na planta apds o ponto ideal de colheita - “Seco no pé”
Anélise
Ponto critico 1: Cafés com permanéncia prolongada em contato com o solo
- “Varrigéo”
Pergunta 1 - Existe uma medida de controle?

Resposta: SIM
Justificativa: Na fase de varricdo, quando os cafés que estdo em contato com o

solo sdo recolhidos, é possivel processar este tipo de café em separado.

Pergunta 2: Neste passo pode-se eliminar ou reduzir o risco?

Resposta: SIM - A fase é um ponto critico de controle.

Justificativa: Pode-se reduzir muito o risco de contaminacdo devido a fortes
evidéncias cientificas de que o café de varricdo pode conter niveis elevados de
OTA.

Apb6s a determinagdo dos cafés de varrigdo como potencialmente
perigosos a seguranca do produto foram construidos fluxogramas indicando em
que ponto do processo estes tipos de café poderiam contaminar o produto final.
A contaminacdo ocorre basicamente quando, devido a falhas no processo, ocorre

mistura entre este produto com outro considerados seguros. Para facilitar o
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entendimento os cafés considerados seguros serdo chamados de cafés

Potencialmente seguros - PS.

Cafés de varricho - vias provaveis de contaminacdo com cafés
potencialmente seguros — PS.

Derrica

Nos cafés de varricdo, a mistura pode ocorrer na colheita, quando o processo de
limpeza da éarea onde o café vai ser derricado ndo é executado de forma
adequada, ficando restos de varricdo no solo. No caso de derrica no chao, este
risco é aumentado consideravelmente devido a inexisténcia de qualquer barreira

entre o solo e o café PS derricado.

Ajuntamento e abanacéo
Na fase de ajuntamento e abanacdo, a mistura de café de varricdo com o PS pode
ocorrer. Porém, nesta fase, as possibilidades de controle do processo sao

maiores, sendo a mistura ocasionada por acdo muitas vezes proposital.

Transporte
A mistura de café de varri¢do e PS pode ocorrer no transporte, mas semelhante

ao que pode ocorrer na abanacao, este processo pode ser facilmente controlado.

Lavagem e separacao

O processo de lavagem e separacdo € um dos principais pontos nos quais a
mistura dos cafés de varri¢cdo e PS pode ocorrer. Falhas na hora da descarga do
produto na moega podem ocasionar perda irreversivel da seguranca do produto.
Apos a descarga ha moega, a mistura pode ocorrer ainda pela ndo interrup¢édo do

processo de lavagem e separacao do café PS e varrigdo.
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A figura 4 aponta falhas no processo que podem levar a contaminagdo de cafés

potencialmente seguros com varricao

CAFES PS [ Lavageme e
o > separacdo > ecagem
VARRICAO

FIGURA 4 Seqliéncia insegura de transporte, lavagem e separacao.

Medidas de minimizagao de riscos
De acordo com o observado no campo, foram propostas medidas que minimizem

ou impegam a contaminacao dos cafés PS com os de varricao.
Colheita
- retirar todo o café de varri¢do, abanar e ensacar;

- derricar exclusivamente sobre o pano.

Transporte, lavagem e separacao

A seqliéncia logica que impede a contaminagdo esta representada na figura 5.
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FIGURA 5 Sequéncia segura de transporte, lavagem e separagdo dos cafés.
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Ponto critico 2: Cafés permanéncia na planta - “seco no pé”

Pergunta 1: Existe uma medida de controle?

Resposta: SIM

Justificativa: Pode-se evitar a presenca de cafés que passaram da fase de cereja
na planta, iniciando-se a colheita no ponto ideal ou separando-se este tipo de

café no lavador/separador

Pergunta 2: Neste passo, pode-se eliminar ou reduzir o risco?

Resposta: SIM - A fase é um ponto critico de controle

Justificativa: Como verificado no capitulo 4 deste trabalho, os cafés que passam
por um periodo prolongado de exposi¢cdo ao ambiente apds o seu ponto ideal de

colheita, podem aumentar o risco a seguranca do produto.

Cafés com permanéncia prolongada na planta ap6s o ponto ideal de colheita
— Vias provaveis de contaminagdo com cafés potencialmente seguros — PS.
Derriga

A derrica do café fora do ponto ideal de colheita é a principal causa de
contaminacdo dos cafés PS com os cafés com permanéncia prolongada na

planta.

Medidas de minimizacdo de riscos

Colheita

Ponto ideal: coletar os frutos quando estes apresentarem um percentual de
cereja de 70%. Para a determinacdo do percentual de cafés cereja, verde e boia,
devem ser coletados nos talhdes a serem colhidos, amostras de café em 10
pontos no talhdo sendo cada ponto considerado uma planta. Os frutos devem ser
coletados na parte superior dos quatro lados da planta e, na parte inferior,
também dos quatro lados. A amostra deve entdo ser homogeneizada para a

retirada de uma subamostra de dois litros de café, na qual os frutos serdo
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separados em tipo verde, cereja e boia. Os frutos podem ser contados ou
depositados em camadas em um vasilhame transparente, na qual se possa medir

a quantidade de cada fragdo na amostra.

Eficiéncia: o aumento da eficiéncia da colheita pode ser feito com o0 aumento da
méo de obra ou com o uso de maquinas para reduzir a0 maximo o tempo de

permanéncia do fruto aderido a planta apds o ponto ideal de colheita.

Escalonamento: o numero de cultivares de café, com boas caracteristicas
agronémicas, disponiveis atualmente, é grande. Muitas destas cultivares
apresentam pontos de maturacdo diferentes, o que permite Seu Uuso no
escalonamento de colheita por meio da combinagdo de variedades precoces e

tardias.

Lavagem e separagao

A fase de lavagem e separagdo é essencial na separagdo da fracdo conhecida
como bdia, que nada mais é do que cafés que permaneceram aderidos a planta
apos o ponto ideal de colheita. Assim, o lavador/separador devera ser regulado

para separar, 0 maximo possivel, a fracdo boia da cereja e verde.

Fluxograma de producdo de café com indica¢do dos pontos onde possa

ocorrer risco a seguranca do produto. (Figura 6)
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FIGURA 6 Fluxograma de producéo de cafés com énfase nos riscos.
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3.5.3 Estabelecimento dos limites criticos
3.5.3.1 Limite critico do perigo quimico OTA

O principal limite critico é imposto pela Emenda de Regulacdo n°
123/2005, de 26 de janeiro de 2005, que trata de ocratoxina A e estabelece 0
nivel maximo de OTA para café torrado e café torrado e moido em 5ug/kg. O
valor para café beneficiado (green coffee) ainda estd em estudo, com prazo de
definicdo para 30 de junho de 2006 (UE, 2005).

3.5.3.2 Limite critico para o perigo microbiolégico de fungos
potencialmente ocratoxigénicos
Devido a complexidade e a pouca praticidade deste tipo de analise, ndo

existem limites criticos definidos.

3.5.4 Estabelecimento de um sistema de monitoramento.

O sistema de monitoramento proposto foi baseado em medidas que
possam certificar por meio de registros a seguranca do produto. Os cafés serdo
divididos em lotes, sendo considerado um lote, cafés com caracteristicas
semelhantes em qualidade e idade. Sera adotado um padréo de nomenclatura dos
lotes, conforme a sequir:

L-11.07.05-VR
em que: Os nimeros correspondem a data de coleta (dd.mm.aa) e as letras ao

tipo de café neste caso varri¢do.

3.5.4.1 Monitoramento do destino dos cafés de varricao:

O sistema de monitoramento a ser adotado sera baseado nos registros
didrio da quantidade de café de varricdo recolhida e a quantidade de café de
varrigdo beneficiada. Tendo como base uma relagdo basica de 400 litros de café

de varri¢do para cada saco de café de 60kg, serd possivel de monitorar se esta
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havendo desvio deste tipo de café em algum ponto do processo. Além disso,
serdo coletadas amostras para analise de OTA de todo o café de varri¢do, sendo
0s mesmos liberados para a comercializagdo se os niveis de contaminacéo forem
inferiores a 5ug/kg de produto. A anélise pode ser dispensada se o café tiver

destino ndo alimenticio.

3.5.4.2 Monitoramento do destino dos cafés com permanéncia prolongada
na planta:

O sistema de monitoramento a ser adotado serd baseado nos registros
diério da quantidade de café do tipo bdia recolhida e a quantidade de café de tipo
boia beneficiada. Tendo como base uma relacdo bésica de 400 litros de café de
boia para cada saco de café de 60kg sera possivel monitorar se estd havendo
desvio deste tipo de café em algum ponto do processo. Além disso serdo
coletadas amostras, para analise de OTA de todo o café de boia sendo os
mesmos liberados a comercializagdo se os niveis de contaminagdo forem
inferiores a 5ug/kg de produto. A anélise pode ser dispensada se o café tiver
destino ndo alimenticio.

Os cafés do tipo boia representam a fracdo de café que permaneceu na
planta apés o ponto ideal de colheita e, portanto, perdeu umidade, sendo
separado no lavador/separador.

Como medida complementar de monitoramento, sera feita amostragem
nos talhdes a serem colhidos, de modo a determinar o ponto ideal de colheita, ou

seja, 70% de frutos no estéagio cereja.

3.5.4.3 Monitoramento da umidade dos gréos
A umidade dos graos serd monitorada:

- apds 5 dias de secagem no terreiro (Variavel de acordo com o tipo de

terreiro e regido);
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- antes da entrada e ap0s a retirada do secador;

- antes e apos o beneficiamento.

3.5.4.4 Monitoramento da contaminacgdo por OTA dos demais tipos de café.

Toda vez que se verificar falhas no processo por meio dos
monitoramentos anteriormente descritos, serdo coletadas amostras para analise
de OTA de todos os tipos de café, sendo 0s mesmos liberados para
comercializacdo se os niveis de contaminacdo forem inferiores a 5ug/kg de
produto (UE, 2005). A anélise pode ser dispensada se o café tiver destino ndo

alimenticio.

3.5.,5 Estabelecimento de acgfes corretivas, quando for detectado que
determinado parametro esta fora do controle

Quando for detectada qualquer falha por meio do processo de
monitoramento os lotes envolvidos no processo de monitoramento naquele
momento serdo descartados ou destinados para fins ndo alimenticios. A equipe
de implementacdo deve realizar revisdo do plano HACCP, para evitar que a

falha ocorra novamente.

3.5.6 Estabelecer procedimentos para verificar se o sistema HACCP esta
funcionando

Ser4 feita auditoria externa para verificar se o plano HACCP esta
realmente implementado. Como medida de monitoramento adicional, sera
realizado teste microbioldgico para a deteccdo de fungos potencialmente

ocratoxigénicos, anualmente, em todos os tipos de cafés produzidos.
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3.5.7 Procedimentos de documentacao e registro dos dados do sistema

O monitoramento sera realizado com a utilizacdo de planilhas de campo
e planilhas de escritério. Nas planilhas de campo serdo adotados todos o0s
procedimentos referentes ao monitoramento. Nas planilhas de escritdrio os
dados do monitoramento de campo serdo consolidados e preparados para atender

as demandas das comissoes de auditoria.
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4 DISCUSSAO

A implementacdo do plano HACCP, na fase de campo da cadeia
produtiva do café, pode parecer complexa no primeiro momento. Porém, foi
observado, em algumas propriedades, que, a medida que ocorre aumento no
nivel tecnoldgico, principalmente buscando-se diferenciais de qualidade, muitas
medidas estreitamente relacionadas ao plano HACCP comecam a ser
instintivamente implementadas. O maior entrave & adogdo de um plano de
controle de qualidade estruturado €, justamente, a falta de conhecimento
cientifico e metodoldgico para a sua implementacdo. A producdo integrada e
sustentavel de café, que pode garantir diferencial em qualidade ao produto,
prevé a implementacdo do plano HACCP (van Raij, 2005). A International
Organization for Biological and integrated control of noxious animal and plants
- IOBC é uma das principais organizagdes que fornecem subsidios para o
desenvolvimento de planos de producdo integrada. De acordo com suas hormas,
a plausibilidade e a integralidade dos registros sdo fundamentais na
implementagdo de um plano adequado. As anotagcfes de campo sdo ferramentas
fundamentais, pois, elas registram dados e acontecimentos que ndo podem ser
visualizados nas auditorias. Outra questdo que influencia diretamente na
possibilidade de implantagéo do plano HACCP ¢é a qualificacdo da m&o-de-obra
que, muitas vezes, ndo esta preparada para a implementacéo. A qualificagdo dos
trabalhadores envolvidos no processo também é fundamental, gerando, dentro da
propriedade, uma consciéncia da importancia da obtencao de produtos seguros.

Este capitulo ndo tem a pretenséo de ser a base para a implementacéo do
sistema HACCP na producéo de café, mas sim de fornecer alguns subsidios para

posteriores programas de melhoria da qualidade.
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5 CONCLUSOES

1. A implementacdo do plano HACCP na cadeia produtiva do café é

possivel, levando-se em consideracdo as fases de pré e p6s colheita.

2. A qualificaco da mé&o-de-obra e a adequacdo das estruturas sdo

fundamentais na implementacéo do plano.

3. A metodologia para implantacdo do plano HACCP no café ainda néo

esta bem definida.
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