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RESUMO GERAL

Os fungos filamentosos quando associados a graos de café, podem sob determinadas
condicdes fisiologicas e ambientais ocasionar danos que refletem na qualidade,
produzindo odores e sabores desagradaveis, além de favorecer a producdo de
micotoxinas. Este trabalho objetivou avaliar a diversidade de fungos filamentosos em
grdos de café provenientes de cinco fazendas pertencentes ao estado de Minas Gerais, das
mesorregides Sul/ Sudoeste e Vale do Mucuri, além disso, buscou-se de e realizar a
quantificacdo da producéo de ocratoxina A por fungos potencialmente ocratoxigénicos. A
identificacdo foi realizada com a juncéo de diferentes técnicas tais como: Avaliacédo
morfologicas, MALDI TOF MS e sequenciamento das regioes ITS e B- tubulina. A
quantificacdo de OTA dos isolados foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Foram isolados 389 fungos filamentosos e a identificagdo
morfologica revelou seis géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Complexo Cladosporium cladosporioides, Alternaria e Eurotium. Os percentuais de
contaminacdo variaram de 7 a 100% entre as amostras. No meio DRBC foram isolados
226 fungos filamentosos, equivalente a 58,09% do total de isolados. No meio DG18
foram isolados 163 fungos filamentosos, correspondendo a 41,90% do total de isolados.
Apenas 5 isolados foram identificados por MALDI TOF MS, 2 a nivel de género
(Penicillium sp.) e 3 a nivel de espécie: A. niger. Foram identificados por sequenciamento
24 isolados representantes, sendo 8 pertencentes ao género Penicillium e 16 a
Aspergillus, 22 foram identificados a nivel de espécie e 2 a nivel de género. 41,88% dos
isolados produziram OTA. Aspergillus Secdo Nigri foram mais frequentes,
correspondendo a 90,58% do total de isolados potencialmente ocratoxigénicos, no
entanto, apenas 39,5% produziram OTA. Os isolados de Aspergillus Secdo Circumdati
corresponderam a 10,42% dos isolados potencialmente ocratoxigénicos e 67% dos
isolados foram produtores de OTA. Os cafés dos municipios de Itaipé e Sdo Sebastido do
Paraiso, apresentaram maior incidéncia de isolados produtores de OTA em concentracdes
elevadas. A presenca de fungos toxigénicos ndo indica necessariamente a presenca de
OTA, mas indica um risco potencial.

Palavras-chave - Grdos de cafe, fungos filamentosos, ocratoxina A.



GERAL ABSTRACT

Filamentous fungi when associated with coffee beans, can under certain physiological and
environmental conditions cause damage that reflects on quality, producing unpleasant
odors and flavors, in addition to favoring the production of mycotoxins. This work aimed
to evaluate the diversity of filamentous fungi in coffee beans from five farms belonging to
the state of Minas Gerais, from the South / Southwest and VVale do Mucuri mesoregions, in
addition, we sought to select ochratoxigenic fungi and perform the quantification of
production ochratoxin A by these. The identification was performed with the combination
of different techniques such as: morphological characteristics, MALDI TOF MS and
sequencing of the ITS and B-tubulin regions. The quantification of OTA of the isolates was
performed by high performance liquid chromatography (HPLC). 389 filamentous fungi
were isolated and the morphological identification revealed six genera of fungi:
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium cladosporioides complex, Alternaria
and Eurotium. The contamination percentages varied from 7 to 100% between samples. In
the DRBC medium, 226 filamentous fungi were isolated, equivalent to 58.09% of the total
isolates. In the DG18 medium, 163 filamentous fungi, corresponding to 41.90% of the total
of isolated fungi. Only 5 isolates were identified by MALDI TOF MS, 2 at the genus level
(Penicillium sp) and 3 at the species level: A. niger. 24 representative isolates were
identified by sequencing, 8 belonging to the genus Penicillium and 16 to Aspergillus, 23
were identified at the species level and 2 at the gender level. 41.88% of the isolates
produced OTA. Aspergillus Section Nigri were more frequent, corresponding to 90.58% of
the total of potentially ochratoxigenic isolates, however, only 39.5% produced OTA. The
isolates of the Circumdati Section, corresponded to 10.42% of the potentially
ochratoxigenic isolates and 67% of the isolates were OTA producers. The coffees from the
municipalities of Itaipé and Sdo Sebastido do Paraiso had a higher incidence of isolates
producing OTA in high concentrations. The presence of toxigenic fungi does not
necessarily indicate the presence of OTA, but it does indicate a potential risk.

Keywords - Coffee beans, filamentous fungi, ochratoxin A.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

O café é uma das commodities mais importantes para a economia mundial. Estima-se
que mais de dois bilhGes de xicaras de café sdo consumidas diariamente no mundo
(TANIWAKI et al., 2014; DURAND et al., 2013). No Brasil, o café caracteriza-se por ser um
dos principais produtos agricolas de exportacdo e um importante gerador de riquezas para o
pais, além de apresentar uma fungdo social, fixando a méo de obra no campo,
consequentemente gerando emprego e renda. Atualmente, o pais assume o ranking de
principal produtor, exportador e consumidor dessa commodity (1CO, 2020).

O cafe é submetido a determinados processos antes de ser consumido como bebida e
varios fatores contribuem para sua qualidade final, incluindo a popula¢do microbiana presente
(TANIWAKI et al., 2014). Os frutos e os grdos de café estdo sujeitos a contaminacdo e
consequente colonizacdo por microrganismos durante as diferentes fases de desenvolvimento,
colheita, preparo, transporte e armazenamento. Dessa forma, a acdo microbiana prejudicial
em frutos e grdos de café, pode comprometer a qualidade e seguranca do produto final
(BATISTA et al., 2003).

A crescente demanda por cafés de alta qualidade gera uma maior preocupacdo com
padroes de seguranca, incluindo a necessidade de entender o ambiente microbiano e
determinar o papel desses microrganismos na qualidade e seguranca da bebida final (EL
SHEIKHA; NGANOU, 2018). Dentre o0s microrganismos, os fungos filamentosos
representam o principal grupo causador de danos em frutos e grdos de café (OLIVEIRA,
2016).

Os fungos filamentosos quando associados a graos de café, podem sob determinadas
condicdes fisiologicas e ambientais ocasionar danos que refletem na qualidade, produzindo
odores e sabores desagradaveis, além de favorecer a producdo de micotoxinas. Dentre as
micotoxinas presentes no café, a ocratoxina A (OTA) é a mais comum, produzida
principalmente por espécies de fungos dos géneros Aspergillus pertencentes as Secdes Nigri e
Circumdati e Penicillium pelas espécies P. nordicum e P. verrucosum (GIL-SERNA et al.,
2010; VILELA et al., 2010).

A OTA apresenta propriedades nefrotoxicas, imunotdxicas, genotoxicas e

teratogénicas. Os cereais e seus produtos derivados sdo considerados a principal fonte de
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exposicdo da OTA ao ser humano, sendo 10% dessa exposi¢do ocasionada pelo café (EL
SHEIKHA; NGANOU, 2018; PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007). Essa
micotoxina tem sido classificada como um possivel carcindgeno humano (grupo 2B) pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC, 1993).

A Unido Europeia estabeleceu que 5 pg / kg é o nivel méximo permitido para o
contetdo de OTA no café torrrado e moido, e 10 pg / kg no café instantaneo (COMMISSION
OF THE EUROPEAN COMMUNITIES-CEC, 2006). No gréo de café verde, o conteddo de
OTA ainda nao foi regulamentado. A degradacdo da OTA nem sempre € alcancada durante a
torrefacdo comercial, sendo assim, se a toxina estiver presente no grdo verde, ela podera
permanecer no gréo torrado em niveis superiores aos permitidos pela legislacdo (OLIVEIRA
et al.,2019; CASTELLANOS-ONORIO et al., 2011). O conhecimento e comportamento da
seguranca alimentar sdo cruciais para a cadeia produtiva do café (MARKLINDER et al.,
2020).

Diante do exposto, objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de fungos
filamentosos em gréos de café provenientes de cinco fazendas pertencentes ao estado de
Minas Gerais, das mesorregides Sul/ Sudoeste e Vale do Mucuri, e realizar a quantificacdo da
producéo de ocratoxina A por estes.

Esse trabalho é subdividido em dois capitulos. No primeiro, encontra-se o referencial
tedrico. No segundo capitulo intitulado: Distribuicdo de fungos filamentosos e producdo de
ocratoxina A em grdos de café (Coffea arabica L.) processados pelo método via-seca das
mesorregides Sul/Sudeste de Minas Gerais e Vale do Mucuri, avalia-se a diversidade de
fungos filamentosos presentes nas amostras de grdos de café provienientes das areas de
estudo, assim como a producdo de OTA por Aspergillus spp. pertencentes as Secdes Nigri e

Circumdati.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cafeicultura

O café foi introduzido no Brasil em 1727, onde o portugués Francisco de Melo
Palheta, vindo da Guiana Francesa, trouxe as primeiras mudas para o pais, que foram
plantadas no Pard. Pouco tempo depois, o café expandiu-se para o Rio de Janeiro, onde
comecou a ser plantado em 1781, iniciando um novo ciclo econémico na histéria do Brasil
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, 2020).

Durante o periodo monarquico (1822-1889), caracterizado como inicio da expansao
cafeeira, as areas vizinhas dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo tornaram-se as principais
produtoras de café, adentrando-se pelo vale do Rio Paraiba. Com o passar dos anos, o estado
de Séo Paulo foi se tornando cada vez mais dominante na producdo dessa commodity, devido
ao advento das ferrovias, expandindo a producgéo para o Oeste. Por volta de 1850, o cultivo
espalhou rapidamente em direcdo a Serra da Mantiqueira e Santos, e posteriormente, no
século XX, continuou se expandindo nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo,
Parand e Rondénia. O cultivo do café evoluiu de maneira significativa ao longo do
desenvolvimento histérico e econdmico do Brasil, especialmente em termos de localiza¢do da
producdo (VOLSI et al., 2019; NARITOMI et al., 2012).

Os cafeeiros sdo plantas perenes amplamente distribuidas em regides tropicais.
Possuem um caule vertical proeminente com sistema radicular raso. Recebem a seguinte
classificacdo taxondmica: Reino Plantae; Sub-reino Tracheobionta, divisdo Magnoliophyta,
Classe Magnoliopsida, Subclasse Asteridae, Ordem Rubiales, Familia Rubiaceae, Género
Coffeae. Os frutos de café sdo produzidos por Coffea, que compreende mais de 70 espécies,
no entanto, apenas duas sdo exploradas comercialmente: Coffea arabica (Arabica) e Coffea
canephora (Robusta). Café Arabica e Robusta contribuem com 76,4% e 23,6% da producéo
mundial, respectivamente. A maioria dos plantis comerciais é de cafés tipo ardbica, devido
principalmente a qualidade superior de sua bebida (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012;
MUSSATTO et al., 2011; CARVALHO et al., 2008; COLTRO et al., 2006).

O fruto, também chamado de cereja, € composto por uma pele exterior lisa e resistente
denominada pericarpo, usualmente verde em frutos imaturos, mas que tornam-se vermelho
violeta ou vermelho escuro a medida que vao amadurecendo. A depender do genétipo da

espécie, pode apresentar coloracdo amarela ou laranja. O pericarpo € a camada mais externa
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que envolve todo o mesocarpo ou polpa, que € facilmente removivel, composta
principalmente por carboidratos como glicose, frutose e pectina. A camada de pectina
conhecida como mucilagem contém proteinas, gordura, lipidios, minerais, polifendis e
cafeina. O endocarpo ou pergaminho possui coloracdo amarelada, constituido principalmente
por polissacarideos. Por fim, a pelicula prateada também chamada de tegumento cobre cada
hemisfério interno, composto por dois grdos como ilustrado na figura 1. (PEREIRA et al.,
2019; JANISSEN; HUYNH, 2018; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; MUSSATTO et al., 2011).

Com o passar do tempo, novas variedades foram surgindo, devido principalmente a
necessidade de produzir plantas com maior produtividade, maior vigor vegetativo, maior
resisténcia a pragas e doencas e ao estresse hidrico (BATISTA et al., 2016; CARVALHO et.
al., 2008).

Figura 1 - Representacdo esquematica do fruto de café no estadio maduro e suas partes.

Casca
(Exocarpo)\
Y

,Polpa
/./ (Mesocarpo)

¥

Grao
(Endosperma)

Pergaminho

(Endoesipo) Mucilagem Pelicula prateada

(Tegumento)

Fonte: Esquivel e Jimenez (2012).

2.2 Economia e producéo de café

E inegavel a tamanha importancia econdmica exercida pelo café, sendo assim, em
1963, criou-se a Organizacdo Internacional do Café (ICO), sendo a principal organizacéo
intergovernamental. A mesma atua reunindo agentes exportadores e importadores para
enfrentar os desafios do setor cafeeiro por meio de cooperagdo internacional, onde seus
membros representam 98% da producdo mundial e 67% do consumo do café (ICO, 2020).

Depois do petréleo, o café é a mercadoria comercializada mais valiosa do mundo, com

vendas globais estimadas em 90 US $ bilhdes. O café é o principal produto de exportacdo de



15

alguns paises como Uganda, Burundi, Ruanda e Etidpia. Cerca de 70% da safra mundial é
cultivada em pequenas propriedades menores que 10 ha, e, portanto, muitas vezes é uma
empresa familiar que fornece manutengdo para mais de 25 milhdes de pessoas no mundo
(BATISTA et al., 2016).

De acordo com dados da ICO, (2020), as exportacOes globais em fevereiro de 2020
totalizaram 11.11 milhdes de sacas, um aumento em comparacdo a safra anterior de fevereiro
de 2019 que registrou 10.83 milhGes. Em 2019/20 o consumo mundial de café é estimado em
169,34 milhdes de sacas, 0.7% maior que em 2018/19. Embora tenha ocorrido um decréscimo
de exportacGes de 3.4% nos cinco primeiros meses da safra 2019/20, que registrou 50,97
milhdes de sacas contra 52,78 no mesmo periodo de 2018/19, devido a pandemia causada pela
covid-19. O Brasil segue liderando as exportacdes das Ultimas trés safras, como mostra a
figura 2 e estima-se que na safra 2019/20 exportara 16 milhdes de sacas de 60 kg, seguido por

Vietnd, Colémbia, Indonésia e Honduras.

Figura 2 - Principais paises exportadores de café nos dltimos quatro anos.

Honduras — W 16/17
—
m17/18
Indonésia - 18/19
————
I WS
Colombia
]
Vietns  THRR——
|
Brasii TR —
)
0 5 10 15 20
Milhoes de sacas 60-kg

Fonte: International Coffee Organization (2020).

Estudos realizados pela ICO mostram que a producéo total de café arabica tem sido
relativamente maior que robusta, como pode ser observado na figura 3, em que nos Gltimos
cinco anos ocorreram poucas oscilacfes, no entanto, a producdo de café arabica sempre se
mostrou superior, chegando a atingir 100 milhdes de sacas nos anos 2016 e 2018. Com

relacdo a exportacdes por especie, as de arabica diminuiram 7,8%, 31,86 milhdes de sacas,
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enquanto o robusta aumentou 4,8 %, equivalente a um valor de 19,1 milhdes de sacas.

A maior parte da bebida de café preparada no mundo € produzida a partir da espécie
Coffea arabica, pois € considerada superior devido as apreciadas propriedades sensoriais e
organolépticas que apresentam (SAW et al., 2015; BERTRAND et al., 2003). A producéo
total de café ardbica na safra 2018/2019 foi de 96 milhdes de sacas, enquanto robusta
produziu 72 milhdes de sacas de 60 kg. Para a safra 2019/20 estima-se que a demanda exceda
a producdo, projetada em 168,86 milhdes de sacas, com uma producdo final de café ardbica de
96 milhGes de sacas (ICO, 2020).

Figura 3 - Producdo mundial de café arébica e robusta.
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Fonte: Internacional Coffee Organization (2020).

A producgdo mundial de café na safra 2018/2019 foi de 170,97 milhdes de sacas de
60 kg, desse total, o Brasil, classificado como o maior produtor, contribuiu com 62,95
milhoes de sacas, 36,47% da producdo mundial (ICO, 2020). Na figura 4 sdo mostrados 0s
dez maiores produtores da safra 2018/19, assim como os valores de producéo por milhdes

de sacas de 60 kg alcancados por estes.
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Figura 4 - Producédo total de café pelos principais paises exportadores.
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Fonte: International Coffee Organization (2020).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a &rea total
de café cultivada no Brasil em 2020 é 2,16 milhdes de hectares, um acréscimo de 1,4%
em relacdo a 2019. A érea total de café ardbica no Brasil totaliza 1,75 milhdes de ha,
correspondendo a 81,3% da area existente com lavouras de café. Minas Gerais concentra a
maior area com essa espécie, contribuindo com 1,22 milhdes de ha. (CONAB, 2020).

Em Minas Gerais, estima-se que a safra 2019/20 seja de 32,08 milhdes de sacas,
52, 60% do valor estimado para a producdo total brasileira. Para o sul de Minas Gerais, a
perspectiva de producdo é de 17,79 milhdes de sacas, 28,18% da producédo total do estado,
seguido pela Zona da Mata Mineira, com um volume final estimado de 7,53 milhGes,
equivalente a 12,34 % da producdo total. O cerrado mineiro, com uma estimativa de
producdo de 6,07 milhdes de sacas, é responsavel por 9,95% do total de producdo
nacional. Os estados do Espirito Santo e de S&o Paulo, com estimativas de producéo 15,44
e 6,1 milhGes de sacas, respectivamente, assumem 0s segundo e terceiro lugar no ranking
da producdo total nacional, com 25,31% e 10% (CONAB, 2020). Os principais estados
produtores, bem como suas estimativas de producdo em sacas de 60 kg para a safra

2019/20 séo demonstrados na Figura 5.
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Figura 5 - Producéo total de café pelos principais estados brasileiros.
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Fonte: CONAB (2020).

2.3 Método de processamento via-seca

Apbs a colheita, os frutos maduros de café podem ser processados por trés métodos
distintos: via seca, via semi-seca e via-Umida. O processo mais simples e rastico é o via-seca,
onde o café é utilizado para fermentar secando sob o sol em plataformas e/ou cimento.
Quando o processo é concluido, os graos de café ndo torrados sdo conhecidos como café
verde. Estes, sdo constituidos por compostos volateis e ndo volateis, sendo 0s principais
componentes: carboidratos, proteinas, lipidios, minerais, cafeina, 4acido clorogénico,
trigonelina, 4gua e outros (BATISTA et al., 2016; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012;
VILELA et al., 2010).

O processamento via-seca que resulta no chamado café natural ou ndo lavado é o mais
antigo e mais simples método de processamento de café (figura 6). Esse método tem sido
frequentemente utilizado em paises onde as chuvas sdo escassas e ha longos periodos de sol
para a secagem apropriada do café. No Brasil, cerca de 95% do café arabica é produzido por
este método (BATISTA et al., 2009).

O processo via-seca envolve a fermentacdo do fruto inteiro, e geralmente, produz um

café de corpo acentuado, doce, suave e complexo. Os frutos de café (verde, cereja e seco) sao
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espalhados em plataformas de concreto ou asfalto em camadas de aproximadamente 5-10
centimetros de espessura, amontoados a noite e espalhados durante o dia. Os frutos
permanecem expostos ao sol até que o teor de umidade seja de aproximadamente 10 a 12%.
Ao longo de 10-15 dias de secagem ao sol, ocorre a fermentacdo microbiana de forma natural.
Apos a secagem, os frutos sdo limpos e descascados, em seguida, a casca e a polpa secas sao
removidas ( PEREIRA et al., 2019; BATISTA et al., 2009; SCHWAN; WHEALS, 2003;
SILVA et al., 2000).

Os frutos secos ndo sdo expostos a condi¢bes umidas para evitar a formacdo de
bolores, que podem afetar adversamente a qualidade do café. Cada lote de cereja é ensacado
separadamente em um saco seco limpo. A secagem adequada contribui para a qualidade do
café em relacdo a cor, forma e constituintes aromaticos. O processo de secagem torna-se
crucial, uma vez que o café que exceder o tempo de secagem ficara quebradico e produzira
muitos graos quebrados, considerados defeituosos. O café que ndo tenha sido suficientemente
seco serd muito Umido e propenso a rapida deterioracdo causada pelo ataque de fungos e
bactérias durante o tempo de armazenamento (BATISTA et al., 2016; MURTHY;
MADHAVA NAIDU, 2012).

O processamento do café requer um elevado grau de conhecimento, uma vez que é
onde a maior parte dos subprodutos é formada, tais como polpa, casca, pergaminho, pelicula
prateada e aguas residuarias, que devem ser dispostas no meio ambiente corretamente e
utilizadas como matérias primas para outros produtos como fertilizantes, compostagem e
outros (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).
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Figura 6 - Principais etapas envolvidas na fermentag&o seca ou natural do café.
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Fonte: Adaptado de Schwan et al.(2012).

2.4 Ocorréncia de fungos filamentosos em café

A presenca de fungos filamentosos em café em diferentes estadios de maturagéo,
processamento e beneficiamento tem sido relatada por diversos autores ao longo do tempo e
apontam 0s géneros: Alternaria (MISLIVEC; BRUCE; GIBSON, 1983); Aspergillus
(BATISTA et al., 2009; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; BATISTA et al., 2003; SILVA
et al., 2000; AMORIM; MELLO, 1989), Cladosporium (SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008; BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2000; Fusarium (SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008; BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2000; AMORIM; MELLO, 1989) e Penicillium
(SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2000).
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Aspergillus tubingensis, Aspergillus versicolor, Cladosporium cladosporioides,
Aspergillus sp. e Penicillium decumbens foram as espécies de fungos filamentosos de maior
ocorréncia durante o processamento de café despolpado (VILELA et al., 2010). No mesmo
estudo somente a espécie ocratoxigénica Aspergillus ochraceus foi detectada, indicando que o
processamento semi-seco minimiza a colonizagdo de fungos toxigénicos.

Silva et al. (2008) isolaram 363 fungos filamentosos provenientes do processo de
fermentacao do café natural, e observaram que 132 eram pertencentes ao género Aspergillus,
101 Penicillium, 58 Cladosporium, 44 Fusarium, 15 Pestalotia e 13 Paecelomyces. Ainda, no
presente estudo, os isolados de Aspergillus identificados eram pertencentes as seguintes
espécies: A. flavus, A. niger, A. ochraceus, A. tamarii, A. sydowii, A. foetidus e
A.dimorphicus.

lamanaka et al. (2014) avaliando a micobiota do café em diferentes estagios da cadeia
produtiva e seu impacto na qualidade da bebida em amostras provenientes de duas fazendas
localizadas no Sudoeste do estado de S&o Paulo, encontraram uma alta incidéncia e
diversidade de fungos, em que 45% das amostras apresentaram contaminacdo por fungos
maiores que 70%. As principais espécies isoladas foram: Penicillium brevicompactum,
Penicillium crustosum, Aspergillus pertencentes a Secdo Nigri, Aspergillus westerdijkiae e
Fusarium lateritium.

Para a taxonomia desses fungos, as técnicas de biologia molecular tem sido
amplamente utilizadas, pois permitem a identificacdo das espécies em alguns dias ou apenas
algumas horas (FERK, 2015). E recomendada para a identificacdo das espécies de fungos
filamentosos uma abordagem polifasica, em que varios caracteres tais como: microscopia,
perfil metabolico e métodos moleculares sdo utilizados (SCHMIDT, 2018). O perfil genético
vem sendo estudado intensivamente e pelo fato haver uma alta diversidade de espécies, a
taxonomia destas torna-se ainda mais complexa (FERK, 2015).

A disponibilidade da tecnologia de sequenciamento de DNA nas ultimas duas a trés
décadas contribuiu com uma enorme quantidade de dados de sequéncias de DNA, permitindo
a taxonomia fungica através da filogenética, como uma ferramenta segura e rapida de
taxonomia (FERK, 2015; DOLCI et al., 2013).

2.5 Ocratoxina A

Ocratoxina A (OTA) é uma das micotoxinas mais importantes e deletérias
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(JORGENSEN, 1998). Caracteriza-se por ser um metabdlito produzido por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium (MALIR et al., 2013; OSTRY; MALIR; RUPRICH, 2013).
Essa micotoxina foi descoberta em 1965 no Sul da Africa como um metabdlito toxico de
Aspergillus ochraceus em uma farinha de milho que foi intencionalmente inoculada com esse
fungo (DATTA; KONTOMICHALOQOU, 1965).

Uma grande variedade de produtos processados ou ndo processados na agricultura
pode estar contaminada por OTA, principalmente cereais e seus derivados. Dentre a variedade
desses produtos contaminados, o café merece destaque, podendo ocorrer contaminagdes em
grdos de café verde, café torrado e instantdneo. A micotoxina que tem sido mais estudada em
café é a OTA (KLINGELHOFER et al., 2020; TANIWAKI et al., 2014; NOONIM et al.,
2008).

Os efeitos toxicos da OTA parecem estar relacionados a sua capacidade de inibir a
sintese proteica, competindo com a fenilalanina na reacdo catalisada pela fenilalanil-tRNA
sintetase e outros sistemas que exigem esse aminoacido. Além disso, tal micotoxina aumenta
a peroxidacdo lipidica, levando a um maior dano celular e mitocondrial (TURNER;
SUBRAHMANYAM, 2009; DIRHEIMER, 1996).

A OTA tem demonstrado ter muitos efeitos toxicos em animais e humanos.
Caracteriza-se por ser nefrotdxica, hepatotdxica, embriotdxica, teratogénica, neurotdxica,
imunotdxica, genotdxica e potencialmente carcinogénica (MALIR et al., 2013; PFOHL-
LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007). Os efeitos nefrotoxicos da OTA estdo
relacionados ao fato dessa micotoxina interagir com o ferro, formando um complexo e
produzindo radicais hidroxila que promovem a lipoperoxidagao (PITT et al., 2000).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer classificou a OTA como um possivel
carcinégeno humano (grupo 2B) (IARC, 1993). A OTA possui a formula estrutural
C20H1806C1N e caracteriza-se por apresentar um baixo peso molar de 403,8 g/mol (BENITES
et al., 2017). Quimicamente, como pode ser observado na figura 7, sua estrutura consiste de
um pentacetideo derivado da familia das dihidrocumarina e acoplado a p-fenilalanina, atraves
do seu grupo carboxila na posi¢do 7 (POHLAND; NESHEIM; FRIEDMAN, 1992).
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Figura 7 - Estrutura quimica da OTA.

Fonte: Malir et al. (2013).

2.6 Fungos ocratoxigénicos em café

Os frutos e grdos de café quando colonizados por fungos ocratoxigénicos apresentam
riscos de contaminacdo por OTA, comprometendo a seguranca e a qualidade. (BATISTA et
al., 2009). A acdo microbiana prejudicial a qualidade e seguranca do produto final dependera
das condi¢es ambientais, bem como do gerenciamento das culturas e produtos (BATISTA et
al., 2003).

A presenca de OTA em café tem sido encontrada em grdos de café (ALVES DA
SILVA et al.,, 2020; TANIWAKI et al., 2014; TANIWAKI et al., 2003), café torrado
(BENITES et al., 2017) café instantaneo e produtos derivados (KHANEGHAH et al., 2019).
Muitas espécies de Aspergillus e Penicillium podem produzir OTA em café, mas as fontes
mais importantes dessa micotoxina no café tem sido atribuida a trés espécies: A. niger, A.
carbonarius e A. ochraceus (NOONIM et al., 2008; TANIWAKI et al., 2003).

Diversos outros estudos tém sido realizados para analisar a presenca de fungos
ocratoxigénicos em café (CASAS-JUNCO et al., 2017; KONG et al., 2014; TANIWAKI et
al., 2014; VILELA et al., 2010; BATISTA et al., 2009; NOONIM et al., 2008; BATISTA et
al., 2003). As principais espécies produtoras de OTA em grdos de café sdo pertencentes ao
género Aspergillus Secdo Circumdati e secdo Nigri (GIL-SERNA et al., 2010; BATISTA et
al., 2009, 2003). As espécies produtoras do género Aspergillus sdo A. ochraceus (GIL-
SERNA et al., 2010; BATISTA et al., 2009; PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2004;
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004; TANIWAKI et al., 2003; URBANO et al., 2001), A. niger
(PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2004; TANIWAKI et al., 2003; URBANO et al.,
2001), A. carbonarius (PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2004; TANIWAKI et al.,
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2003; JOOSTEN et al., 2001) A. sulphureus (BATISTA et al.,, 2009), A. sclerotiorum
(BATISTA et al., 2009) A. westerdijkiae (GIL-SERNA et al., 2010; SAMSON et al., 2004) A.
steynii (LEONG et al., 2007; SAMSON et al., 2004).

Em um estudo realizado por Taniwaki et al. (2003), onde foram analisadas 408
amostras de grdos de café (Coffea ardbica L.) obtidos em fazendas selecionadas em dois
diferentes anos de colheita e diferentes estagios de maturacdo e processamento. Tal anélise
incluiu: cerejas coletadas das arvores, cerejas coletadas do solo de plantio, cerejas do patio de
secagem e armazenamento, constatou-se maior ocorréncia de espécies toxigénicas em
amostras de cerejas coletadas do solo e do patio de secagem, € uma menor ocorréncia nas
amostras de cerejas coletadas das arvores. Foram isolados 872 fungos filamentosos, 549
isolados pertencentes a espécie A. niger, 269 A. ochraceus e 54 A. carbonarius. Embora a
ocorréncia de A. niger tenha sido a mais elevada, apenas 3% dos isolados foram capazes de
produzir OTA. A carbonarius contribuiu com o maior percentual de producéo de OTA (77%),
seguido de A.ochraceus (75%). A. carbonarius foi encontrada na regido mais quente estudada
e somente a partir de graos obtidos no patio de secagem ou armazenamento.

A. ochraceus é a espécie mais comumente encontrada em cafés do Brasil e caracteriza-
se por ser um importante produtor de OTA (VILELA et al., 2010; BATISTA et al., 2009;
SUAREZ-QUIROZ et al., 2004. No estudo realizado por Gil Serna et al. (2011), cujo objetivo
foi estudar a capacidade de producdo de OTA das principais espécies de Aspergillus Secdo
circumdati, mostrou que a espécie A. steynii, isolada de grdos de café, apresentou a maior
producdo de OTA (44,317.35 ug /L) entre as cepas analisadas.

Taniwaki et al. (2014), demonstraram que os gréos defeituosos "azedos" e "pretos”
tiveram uma maior contaminacdo por fungos ocratoxigénicos e consequentemente grandes
concentracdes de OTA em comparacdo com outros graos defeituosos (TANIWAKI et al.,
2014). Neste estudo, os autores encontraram niveis de OTA de 11,3 pg / kg e 25,7 pug / kg
para &cidos e gréos pretos, respectivamente e as especies ocratoxigénicas encontradas foram
A. carbonarius, Aspergillus Secdo Nigri, A. westerdijkiae e outras espécies de Aspergillus

Secédo Circumdati.

2.7 Fatores que influenciam o crescimento fangico e producdo de OTA

Segundo Nogueira e Oliveira (2006), a colonizacao fungica e a producdo de toxina sdo

favorecidas pelo contato prolongado com o solo durante as fases de colheita e secagem dos
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grdos. Os fungos produtores de OTA requerem condi¢bes favoréveis por um periodo de
tempo para crescer e produzir a toxina. O nivel de agua disponivel e temperatura sdo 0s
fatores mais importantes e alguns dados relevantes sdo importantes para entender e controlar a
contaminacdo. A. ochraceus cresce a 30 ° C e produz OTA a 25-30 ° C. A. carbonarius
produz OTA a uma taxa mais alta a 30 ° C e cresce entre 25 e 30 ° C (PATERSON; LIMA,
2011).

E improvavel que os fungos produtores de OTA crescam com alta atividade de agua
(aw) de 0,95, ja que outros fungos e leveduras hidrofilicas de crescimento rapido sobrepdem o
seu crescimento. Os fungos produtores de OTA podem crescer em aW 0,80. A aW limitante
para o crescimento de A. ochraceus e A. westerdijkiae é de 0,79 e para A. niger de 0,77
(PALACIOS-CABRERA et al., 2004). Silva, Batista e Schwan (2008), afirmam que a aW
minima para produzir OTA é 0,85 e 20% de umidade nos grdos de café. Para a espécie A.
ochraceus e as temperaturas minima e maxima de crescimento estdo entre 8e 12 ° Ce 24 e 31
° C, respectivamente, enquanto para a producéo de OTA, a temperatura estd entre 25 e 31 ° C
(SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008).

E necessario muito cuidado com o teor de umidade para o café (PATERSON; LIMA;
TANIWAKI, 2014). No final do processo de secagem, o teor de umidade deve ser igual ou
inferior a 12% para evitar fermentagéo e crescimento de fungos (PALACIOS-CABRERA et
al., 2004). Os grdos de café tém uma polpa espessa e, se 0 processo de secagem for mais
rapido e eficaz, a invasdo de fungos serd evitada, resultando em menos contaminagdo por
OTA (NOONIM et al., 2008).

2.8 LegislacOes inerentes a OTA em café

Rastreabilidade é a informacdo que permite o monitoramento de um material ou
produto durante toda a sua producdo e distribuicdo até o final da vida dtil, isto €, "da fazenda
ao garfo” de um produto alimenticio (EL SHEIKHA; NGANOQOU, 2018). A rastreabilidade do
café tornou-se muito importante com a aplicacdo do Regulamento da CE 1881/2006
(COMISSAO EUROPEIA, 2006), que estabelece os limites maximos de OTA no café, que
sdo: 5 ug OTA/kg para graos de café torrado e café moido e 10 ug/kg para café soluvel.

Os regulamentos da UE exigem o fornecimento de certificados sanitarios que devem
acompanhar todos os produtos alimenticios importados para a UE através do Regulamento
1664/2006 (COMISSAO EUROPEIA, 2006). Este documento, que é verificado pela

alfandega para cada remessa e inclui quatro se¢Bes principais: identificagdo do produto,
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origem do produto, destino do produto e atestado de saude. Dessa forma, os cafés exportados
devem estar dentro dos limites impostos pela legislagéo.

No Brasil, a concentracido de OTA em café torrado e soluvel ¢ de 10 pg/kg,
estabelecida pela Resolucdo- RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011). E
realizada anélise bioquimica para determinar se a OTA esté presente no café, frequentemente
envolvendo cromatografia (PATERSON; LIMA; TANIWAKI, 2014).
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CAPITULO 2

Distribuicado de fungos filamentosos e producao de ocratoxina A em graos
de café (Coffea arabica L.) processados pelo método via-seca das
mesorregides Sul de Minas e Vale do Mucuri

RESUMO

A ocratoxina A é a principal micotoxina detectada em gréos de café. Este estudo foi realizado
com o objetivo de estudar a diversidade de fungos filamentosos presentes em amostras de café
processados pelo método via-seca, provenientes das mesorregifes Sul/Sudeste de Minas
Gerais e Vale do Mucuri, e avaliar a producdo de OTA por fungos pertencentes ao género
Aspergillus, das Segdes Nigri e Circumdati. O isolamento dos fungos foi realizado por meio
da técnica de plaqueamento direto nos meios dicloran rosa de bengala (DRBC) e dicloran
glicerol (DG18). A identificacéo foi realizada de acordo com as caracteristicas morfologicas e
pela técnica MALDI-TOF MS. Selecionou-se isolados representantes de acordo com as
identicacdes morfoldgicas e estes foram enviados para sequenciamento das regides I1TS1 e
ITS2 e B-tubulina. A quantificacdo de OTA dos isolados foi realizada por CLAE. Foram
isolados e identificados 389 fungos filamentosos pertencentes a seis géneros: Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Complexo Cladosporium cladosporioides, Alternaria e Eurotium. Os
percentuais de contaminacdo das amostras variaram entre 7 a 100%. Neste estudo, 41,88%
dos isolados potencialmente ocratoxigenicos produziram OTA em que 90,58% eram
pertencentes a Aspergillus Secdo Nigri, porém, apenas 39,5% produziram OTA, em
contrapartida, 10,42% dos isolados ocratoxigénicos eram pertencentes Sec¢do Circumdati e
67% produziram OTA. A. ocharceus foi a espécie que produziu concentracbes mais elevadas
de OTA, em média 80 ug/g e A. niger, embora tenham apresentando maior incidéncia,
produziram OTA em concentra¢fes menores (0,90 ug/g). a presenca de fungos toxigénicos
ndo indica, necessariamente a presenca de OTA, mas indica um risco em potencial. O

conhecimento das especies toxigénicas e essencial para a adocdo de medidas de controle.

Palavras-chave: Fungos ocratoxigéncos, graos de café, OTA.
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ABSTRACT

Among frequent mycotoxins that can occur in coffee beans, ochratoxin A (OTA) is the most
studied and most found. This study was carried out with the objective of studying the
diversity of filamentous fungi present in coffee samples processed by the dry method, from
the South / Southeast regions of Minas Gerais and Vale do Mucuri, and to evaluate the
production of OTA by fungi belonging to the Aspergillus, Nigri and Circumdati Sections. The
isolation of fungi was carried out by the plating technique straight amid dichloran rose bengal
chloramphenicol (DRBC) and dichloran glycerol (DG18). The identification was carried out
according to the morphological characteristics and by the MALDI-TOF MS technique.
Isolated representatives were selected according to the morphological identifications and
these were sent for sequencing of the ITS1 and ITS2 and B-tubulin regions. The
quantification of OTA of the isolates was performed by HPLC. 389 filamentous fungi
belonging to six genera were isolated and identified: Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Cladosporium cladosporioides complex, Alternaria and Eurotium. The contamination
percentage of the samples ranged from 7 to 100%. In this study, 41.88% of the potentially
ochratoxigenic isolates produced OTA in which 90.58% belonged to Aspergillus Section
Nigri, however, only 39.5% produced OTA, in contrast, 10.42% of the ochratoxigenic isolates
belonged to the Circumdati Section and 67% produced OTA. A. ocharceus was the specie that
produced the highest concentrations of OTA, on average 80 ug/ g and A. niger, although they
had the highest incidence, produced OTA in lower concentrations (0.90 pg / g). The presence
of toxigenic fungi does not necessarily indicate the presence of OTA, but indicates a potential

risk. Knowledge of toxigenic species is essential for the adopting measures to control.

Keywords: Ochratoxigenic fungi, coffee beans, OTA.
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1. INTRODUCAO

A cafeicultura exerce um importante papel econémico e social, possibilitando a
geracdo de empregos e arrecadacdo de diversos impostos essenciais para a manutencdo da
economia, empregando direta ou indiretamente cerca de 125 milhdes de pessoas em todo o
mundo (TANIWAKI et al., 2014; IAMANAKA et al., 2014). O Brasil lidera o ranking de
produtividade dessa commodity, com estimativa de producdo nacional para a safra 2020
variando entre 57,15 e 62,02 milhdes de sacas beneficiadas, tais projecBes sinalizam um
incremento de até 25,8% em comparacdo ao volume colhido na safra anterior (CONAB,
2020).

O café é suscetivel ao crescimento de fungos micotoxigénicos devido as condicdes de
umidade encontradas, que sdo ideais para o crescimento desses fungos (PATERSON et al.,
2014). Quando associados a frutos e grdos de café, podem, sob determinadas condicoes,
ocasionar danos que refletem na qualidade, produzindo odores e sabores desagradaveis
(VILELA etal., 2010).

Diversos fatores tais como a variedade do café, localizacdo geografica, condi¢bes
climaticas e o método de processamento empregado influenciam diretamente sobre a
diversidade de fungos micotoxigénicos encontrados no café (PATERSON et al., 2014). E
fundamental que no sistema de cultivo haja sempre a adogdo de boas praticas agricolas, uma
vez que a falta dessas pode provocar aumento nas contaminacfes e no desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis como o0s fungos micotoxigénicos (BATISTA et al., 2009;
DUARTE; PENA & LINO, 2010).

Entre micotoxinas frequentes que podem ocorrer nos graos de café, a ocratoxina A
(OTA) ¢é a mais detectada (ALVES DA SILVA et al., 2020). A OTA é um metabdlito
secundario produzido por vérias espécies toxigénicas de Aspergillus e Penicillium (SUAREZ-
QUIROZ et al., 2004). E produzida principalmente por espécies de Aspergillus pertencentes
as Secdes Circumdati e Nigri em regides de climas tropical e subtropical e Penicillium tais
como: P. nordicum e P. Verrucosum em regides temperadas (GIL-SERNA et al., 2010).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de fungos
filamentosos presentes em amostras de cafe processados pelo método via-seca, provenientes
de propriedades localizadas nas mesorregides Sul/Sudeste de Minas Gerais e Vale do Mucuri,
por meio de taxonomia polifasica e avaliar a producdo de ocratoxina A por fungos

pertencentes ao género Aspergillus, das Se¢des Nigri e Circumdati.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de estudo

As amostras foram coletadas em cinco fazendas produtoras de café (Coffea arabica L.,
variedade: Catuai vermelho IAC 99) da safra 2018/2019. Quatro propriedades encontravam-
se localizadas na mesorregido Sul/Sudoeste de Minas Gerais, nos seguintes municipios: Trés
Pontas, Machado, Sebastido do Paraiso e Natércia, € uma propriedade localizada na

mesorregido Vale do Mucuri, no municipio de Itaipé, como mostra a figura 8.

Figura 8- Localizacdo geografica dos pontos de amostragem.
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2.2 Coleta de amostras e condugéo do experimento

A coleta foi padronizada e constituiu-se de uma amostra composta por fazenda,
totalizando cinco pontos de amostragem, nas areas com as caracteristicas ilustradas na tabela
1. As amostras foram constituidas de quatro subamostras de 300 g, totalizando 1,2 kg de
cerejas de café processadas pelo método natural, coletadas na fase final de processamento
(20° dia), diretamente do terreiro de secagem (concreto).

Posteriormente, as amostras foram codificadas, embaladas e encaminhadas a Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais-EPAMIG, localizada na Universidade Federal de
Lavras-UFLA, no qual passaram por um processo de beneficiamento. Apds o devido preparo,
as amostras de graos de café verde foram embaladas, devidamente codificadas e
encaminhadas ao Laboratorio de Micotoxinas e Micologia de alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da UFLA, para posteriores analises microbiol6gicas. Na tabela 1
encontram-se dispostos 0s pontos de coleta e algumas caracteristicas das fazendas onde foram

coletadas as amostras.

Tabela 1 - Caracteristicas climaticas dos locais de amostragem.

Municipio Amostra Lat. Long. Tmin Tmax Tmed Pluv.
°C °C °C (mm)
Trés Pontas Al 21°20° 45°28’ 8,6 28,6 20 1400
4?"09 40,49” W
S
Machado A2 21°39°4  45°55°30” 9,1 29,1 20,6 1508
0”S w
Natercia A3 22° 45°30°35° 8 28,3 19,7 1413
05°51° w
S
Itaipé A4 17° 24>  41°40° 077 125 30,4 21,8 1004
07 S w
S&o Sebastido do A5 20° 54’ 47° 07 10 26,1 19,4 1519
Paraiso °1,278 14,6 W

Fonte: INMET(2020).
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2.3 Avaliacao e isolamento dos fungos filamentosos presentes nos graos de café

Para a avaliacdo dos fungos filamentosos presentes nos graos de café, foi utilizada a
técnica de plagueamento direto e os graos foram plaqueados nos meios de cultura: Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol-DRBC e Dicloran Glicerol-DG18, cuja composi¢do €
ilustrada na tabela 2.

Tabela 2- Composicdo dos meios de cultura DRBC e DG18.

DRBC DG18
Constituintes Quantidade Constituintes  Quantidade (g/L)
(9/L)
Glicose 10 Glicose 10
Peptona 5 Fosfato 1
bacterioldgica monopotassico
Fosfato 0,5 Sulfato de 0,5
monopotassico magnésio
Sulfato de 0,5 Sulfato de 0,001
magnésio zinco
Solucéo 0,1 Sulfato de 0,005
dicloran cobre
Dicloran 0,001 Dicloran 0,002
Cloranfenicol 0,001 Cloranfenicol 0,001
Agar 15 Agar 15

Fonte: Do autor (2020).

Em cada meio de cultura foram plaqueados 100 gréos sem desinfec¢do superficial e
100 grdos com desinfeccdo superficial, utilizando hipoclorito de sédio a 1%, visando a
identificacdo dos fungos presentes no interior dos grdos. Durante o processo de desinfeccéo,
inicialmente foi feita uma imersdo das amostras em alcool 70% por 1 minuto para diminuir a
tensdo superficial do grdo, permitindo melhor contato entre a solucdo de hipoclorito de sddio
a 1%, onde os grdos permaneceram submersos por 30 segundos. Como ultima etapa do
processo, foram realizadas trés lavagens sucessivas com agua destilada e esterilizada, com a
finalidade de retirar os residuos de hipoclorito de sodio.

Os grédos foram transferidos para placas de petri de vidro com 13cm de diametro
contendo os meios de cultura, como descrito por Samson et al. (2000). As placas foram
incubadas em BOD a 25°C por 7 dias, e os resultados foram expressos em percentagem de
gréos contaminados, de acordo com Pitt e Hocking (1997).

Apbs o periodo de incubacdo, foram observados os percentuais de contaminacdo dos
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grdos em placas de pétri. Visualmente, foram determinadas caracteristicas que permitiu
diferenciar col6nias distintas nas placas e apds essa caracterizacdo prévia, essas coldnias
foram repicadas no meio de cultura Extrato de Malte-MA, composto de 20 g de extrato de
malte, 15 g de &gar e 1 L de agua destilada. O isolamento das coldnias foi realizado com o
auxilio de palitos de madeira estéreis, onde transferiu-se parte da coldnia do fungo para 0 MA

e as placas foram incubadas em BOD a 25°C por 7 dias.

2.4 ldentificacdo fenotipica dos fungos filamentosos

Para a identificacdo fenotipica, as culturas purificadas pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium foram reativadas nos meios de cultura CYA e MEA cuja
composicdo é mostrada na tabela 3 e incubadas em 25 °C e 37°C, durante sete dias para a
observacdo das caracteristicas macroscopicas e microscépicas, como descritas por Klich
(2002), sendo:

a) Caracteristicas macroscopicas: coloracdo (massa conidial), diametro das
coldnias, micélio, presenca ou auséncia de esclerddios, assim como a

producdo de exsudatos, pigmentacdo soltvel e reverso das coldnias;

b) Caracteristicas microscopicas: O arranjo entre fidlides ligadas a vesicula,
comprimento e largura dos conidi6foros, forma e tamanho dos conidios,

vesiculas, métulas e fialides, textura dos conidios e do conidioforo.

Tabela 3 - Composi¢do dos meios de cultura CYA e MEA.

CYA MEA
Constituintes Quantidade Constituintes  Quantidade (g/L)
(9/L)
Extrato de 5 Extrato de 20
levedura malte
Sacarose 30 Peptona 1
bacterioldgica
Solucéo 1 Glicose 20
metalica
Czapek 10 Agar 15
concentrado
Agar 15 Cloranfenicol 1

Fonte: Do autor (2020).
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Para a avaliagdo microscopica, foram preparadas |&minas coradas com azul de
metileno e observadas em microscopio optico. Os isolados de Aspergillus foram identificados
de acordo com metodologia proposta por Klich (2002) e as espécies de Penicillium
identificadas de acordo com Pitt (2000). Para os demais géneros utilizou-se 0s manuais de

Samson, et al., (2004) e Pitt e Hocking (2005), ainda artigos cientificos recentes.

2.5 Identificacao por Maldi-TOF MS

Os isolados de fungos filamentosos apos purificagdo e avaliagdo da morfologia foram
submetidos a andlises do seu perfil de proteinas ribossomais, a fim de realizar um
agrupamento e possivel identificagdo das espécies utilizando Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of flight mass spectrometry-MALDI-TOF MS. As col6nias foram crescidas
em placas de pétri contendo o meio Agar Extrato de Malte (MA) e incubadas em BOD a 25°C
por cinco dias. Apés o periodo de incubagdo, uma pequena amostra de cada colonia,
aproximadamente 1 pg, foi transferida diretamente para a placa MALDI flex target e
adicionou-se duas solugdes matrizes, a fim de obter melhores espectros.

Foi adicionado 1 pL de solucdo matriz (Solugdo saturada de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) em acetonitrila a 50%; acido trifluoroacético a 2,5%] (OLIVEIRA
et al. 2015), e em seguida adicionando 1 pL de solugdao matriz 2 (solugdo saturada de acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em acetonitrila a 50%; dacido trifluoroacético a 1,5%)
(LIMA, 2017). Posteriormente, o mix da amostra com a matriz foi seco a temperatura
ambiente e a andlise realizada em um sistema MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), em triplicata para avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros.

Para calibragdo do equipamento foi empregada a cepa Escherichia coli K12, cultivada
em meio Agar Luria-Bertani (LB) (bactotriptona, 1,0 g; extrato de bactoheyeast, 0,5 g; NaCl,
1,0 g; agar, 15,0 g; dgua destilada, 1 L) incubada em BOD a 37 °C por 18 horas. Apos
incubacdo, aproximadamente 1 pg de material celular de uma tnica coldnia de E. coli K12 foi
transferido, em triplicata, diretamente para a placa MALDI flex target e adicionou-se a
solugdo matriz para a andlise (LIMA, 2017). Por fim, os espectros de massa foram
processados com o pacote de software 3.0 do MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha) para identificag@o dos isolados fingicos.

2.6 Identificacao dos isolados através do sequenciamento
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Os isolados de fungos filamentosos identificados através da andlise morfologica e
Maldi TOF MS pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, foram agrupados e
selecionados para identificagdo genotipica. As cepas selecionadas foram reativadas em meio
MA e incubadas em BOD a 25°C por 5 dias, ap6s as colonias crescidas, as mesmas foram
devidamente identificadas e enviadas ao Laboratério Gogenetics, onde foram realizadas as
etapas posteriores, tais como extracdo e purificacdo de DNA, amplificacio por PCR e

sequenciamento.

2.6.1 Extracao e Purificacdo de DNA

Aproximadamente 150 mg de micélio foi utilizado para extracdo de DNA com o Kit
Wizard DNA Extraction kit (Promega), conforme recomendagdes do fabricante. O DNA foi
quantificado e avaliado quanto a pureza em Nanodrop 2000 (Thermo).

2.6.2 Amplificacdo por PCR

A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti (Thermo), em reacdo contendo
20 ng de DNA gendmico purificado. Para a regido ITS, foram utilizados 32 ciclos de
desnaturacdo (96°C por 30 seg), anelamento dos primers (58°C por 45 seg) e extensdo do
produto (72°C por 45 seg). Para a regido b-tub, foram utilizados 35 ciclos de desnaturacéo
(96°C por 30 seg), anelamento dos primers (56°C por 1 min) e extensdo do produto (72°C por
1 min). Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (tampédo TAE).
As reacdes foram purificadas enzimaticamente com EXxol/SAP (Thermo), conforme

recomendacéo do fabricante.

2.6.3 Sequenciamento Sanger

Os produtos de PCR foram marcados com BigDye v3.1 (Thermo) conforme
orientagdes do fabricante, em reacdo contendo 50 ng de DNA. Foram utilizados 35 ciclos de
desnaturacdo (96°C por 15 seg), anelamento do respectivo primer (15 seg, ITS e EF a 58°C e
b-tub & 56°C) e extensdo do produto (60°C por 4 min) para marcagdo com terminadores

fluorescentes. Os produtos marcados foram precipitados com 20% de acetato de aménio 7,5M
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e trés volumes de etanol absoluto, e ressuspensos em 10 uL de HiDi-formamida. Essas
amostras foram sequenciadas em Genetic Analyser 3500xL (Thermo), utilizando capilares de
50cm com polimero Pop7 (Thermo), conforme orientacbes do fabricante. Os
eletroforetogramas gerados foram convertidos em sequéncia de bases com o programa
Sequencing Analysis v5.4 (Thermo).

As sequéncias obtidas foram comparadas com as disponiveis no Banco de Dados do
GenBank, utilizando o algoritmo BLAST (National Center for Biotechnology Information,
Maryland, USA). Consideraram-se as sequéncias com uma identidade percentual igual ou
superior a 97% pertencentes 2 mesma espécie (PALYS et al., 1997; STACKEBRANDT;
GOEBEL, 1994).

2.7 Analise de producdo de OTA pelos isolados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia-CLAE

Foi quantificada a producdo de OTA pelos isolados, classificados como
potencialmente produtores de acordo com a literatura, através de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia- CLAE.

2.7.1 Extracdo da OTA das culturas fangicas

Para a extragdo da OTA, os isolados foram cultivados em meio CYA e incubados em
BOD a 25°C, de acordo com o método de Bragulat et al., (2001). Para a realizacdo do
procedimento trés “plugs” (circulares de aproximadamente 10 mm de didmetro) das col6nias
foram removidos da &rea interna, do meio e da borda de cada coldnia (figura 9). Esses “plugs”
foram pesados em balanca analitica e depositados em tubos de ensaio envolvidos por papel-
aluminio. Adicionou-se 1 mL de metanol em cada tubo de ensaio, e procedeu a agitacdo
vigorosa por 5 segundos, posteriormente foram mantidos a temperatura ambiente por 60
minutos. Os extratos foram filtrados por unidades filtrantes de PTFE (politetrafluoretileno)
(0,22 um) (Millipore) e entdo, analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-
CLAE.

O equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu, equipado com duas bombas de alta
pressdo modelo SPD-M20A, degaseificador modelo DGU 20A3, interface modelo CBM-20A,
injetor automatico modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia RF-10 AXL. A coluna usada
foi a Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) conectada a uma pré-coluna



42

Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x 12, 5 mm, 5 pum).

Os comprimentos de onda utilizados foram: excitacdo de 332 nm e emissdo de 476
nm. O fluxo utilizado em toda a andlise foi de 0,8 mL min-1 e 0 volume injetado nas amostras
e do padrao foi de 20 pL. A eluicao foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(metanol: acetonitrila: &gua: &cido acético). O tempo de retencdo médio obtido para a OTA
foi de 11 £ 0,1 min.

A quantificacdo da OTA nas amostras foi realizada por meio de padronizagéo externa,
a partir da construcdo de uma curva analitica obtida por regresséo linear (y = 1,11756 x 107x -
2592,1485, em que y € a &rea do pico e x é a concentracdo de OTA). O célculo definiu a area
do pico versus a concentracdo da respectiva solucdo-padrédo obtida pela determinagdo do
coeficiente de determinacédo (r2) de 0,9999.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados por meio dos
parametros obtidos para a curva analitica construida, sendo calculados, pelas respectivas
relacfes matematicas: LD = 3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S) (em que s = estimativa do desvio
padrdo da linha de regressdo e S = coeficiente angular da linha de calibracdo) (HARRIS,
2008). Para estes, foram encontrados os valores de 0,0004 ¢ 0,0016 pg g-1, respectivamente.

Todas as amostras e as solugdes padrdo de OTA foram analisadas em triplicata.

Figura 9 — Representacao da retirada dos plugs das colonias fungicas.

Legenda: Plugs retirados da &rea interna, meio e borda da colénia no 10 ° dia do periodo de incubagédo
para extragdo da OTA, CYA frente (A) e CYA verso (B). Fonte: Do autor (2020).

2.8 Analises estatisticas

Para melhor interpretagdo do conjunto de dados obtidos nesse experimento foi

realizada uma andlise dos componentes principais (PCA- Principal Component Analysis) a
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fim de correlacionar os fungos filamentosos encontrados com as areas de estudo utilizando-se
o software estatistico SensoMaker (PINHEIRO, 2013).

O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos foi feito no GUIDANCE
SERVER com o algoritmo MAFFT e os parametros padroes do programa. Todas as analises
filogenéticas foram realizadas no programa MEGA 6.06 utilizando o modelo de maxima
verossimilhanga. A confiabilidade da topologia das arvores obtidas foi avaliada usando o
método de bootstrap, com 100 reamostragens, ¢ o método heuristico Nearest Neighbor-
Interchange foi usado na busca pela arvore filogenética mais verossimil. As arvores

filogenéticas obtidas foram visualizadas no programa Archaeopterix.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Percentual de contaminacéo dos graos de café por fungos filamentosos

O percentual de contaminacao de gréos de cafe por fungos filamentosos é apresentado
na figura 10. Em relacdo ao meio de cultura DRBC, o tratamento sem desinfec¢éo superficial,
apresentou 100% de gréos contaminados para todas as amostras. No tratamento com
desinfeccdo superficial foram observadas algumas variacdes, o que ja era esperado, pois com
a utilizacao do tratamento somente os fungos presentes no interior dos gréos sao detectados.

A amostra proveniente da fazenda localizada no municipio de Trés Pontas (Al) obteve
um maior percentual de contaminacgdo por fungos filamentosos com a desinfecgédo superficial
(28%), a amostra procedente do municipio de Natércia (A3) obteve um menor percentual de
contaminagéo (4%).

O resultado para o meio de cultura DG18 apresentou um percentual de graos de café
contaminados idéntico ao DRBC para o tratamento sem desinfec¢do superficial, apresentando
(100%) de contaminacdo. Observou-se uma variagdo no percentual de contaminacdo quando
utilizou-se a desinfeccdo superficial, em relacdo ao DRBC (figura 11). As amostras Al e A2
apresentam percentuais de contaminacgdo idénticos (10%). Ja a amostra A3 foi a que obteve
menor percentual (7%). As amostras A4 e A5 mostraram-se bastante similares, com 25% e

24% de grdos de café contaminados, respectivamente.

Figura 10 - Percentual de contaminacéo de graos de café dos meios DRBC (A) e DG18 (B).
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Fonte: Do autor (2020).

De acordo com Paterson e Lima (2010), a contaminacdo por fungos filamentosos em
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grdos de café ocorre em determinadas condicdes especificas, como clima, fatores intrinsecos e
extrinsecos, cultivo do produto, manuseio, substrato e a genética dos microrganismos. Os
percentuais de contaminacao relativamente altos observados na amostra A4, proveniente do
municipio Itaipé, com e sem desinfec¢do superficial das amostras, quando comparados com as
demais amostras, podem estar associados as condi¢Oes climaticas, uma vez que 0 municipio
encontra-se localizado em uma regido com caracteristicas climéticas divergentes das demais,
apresentando menor pluviosidade anual e temperatura anual média mais elevada (21,8 ° C).

A alta incidéncia de contaminacgéo por fungos filamentosos da amostra A1 no meio de
cultura DRBC em ambos os tratamentos, pode estar relacionada com préticas agricolas da
propriedade, uma vez que o municipio Trés Pontas encontra-se localizado na mesma
mesorregido Sul/Sudeste mineiro das amostras A2, A3 e A4, sendo assim, possuem
caracteristicas climaticas semelhantes.

Resultados semelhantes de percentual de contaminagdo por fungos filamentosos em
grdos de café utilizando o meio DRBC foram encontrados por Rezende et al. (2013), ao
estudarem fungos ocratoxigénicos associados a grdos de café verde em cultivos convencional
e organico, os autores encontraram 100% de contaminacdo por fungos filamentosos sem
desinfeccdo superficial, no entanto, encontraram 62% de contaminacdo por fungos
filamentosos quando se utilizou desinfeccédo superficial.

O tipo de meio de cultura utilizado influencia diretamente no crescimento dos
microrganismos. O meio de cultura DRBC contém em sua composicdo o dicloran, que atua
como inibidor de fungos que possuem crescimento rapido, favorecendo o desenvolvimento de
colonias de Aspergillus e Penicillium, e proporcionando o crescimento de uma diversidade
maior de fungos pertencentes a esses géneros, o que pode ser observado no presente trabalho,
onde foi obtida uma diversidade maior de fungos filamentosos nesse meio de cultura. O meio
DG18 caracteriza-se por possuir menor atividade de dgua devido a presenca do glicerol, que o
torna um meio seletivo, favorecendo o crescimento de fungos xerofilicos (SHREYA et al.,
2018; SAMSON et al., 2010).
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Figura 11 - Incidéncia de contaminacg&o de graos de café por fungos filamentosos.

Legenda: Meio de cultura DRBC sem desinfeccéo superficial (A) e com (B) e no meio DG18 sem
desinfeccdo (C) e com desinfec¢édo (D). Fonte: Do autor (2020).

3.2 Diversidade de fungos filamentosos por identificacdo morfolégica

Foram isolados 389 fungos filamentosos e a identificagdo morfoldgica revelou seis
géneros de fungos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Complexo Cladosporium
cladosporioides, Alternaria e Eurotium, como pode ser observado na figura 12.

Em relacdo ao total de isolados obtidos de Aspergillus, a maior frequéncia de
ocorréncia se deu a Aspergillus Secdo Nigri (89,36%), ja Aspergilus Secdo Circumdati
apresentaram ocorréncia de 6,38% e demais SecOes (4,26%). Na amostra Al foram isolados
71 fungos filamentosos, havendo uma predominancia do género Fusarium, apresentando
(65,22%) de frequéncia de ocorréncia, seguido de Penicillium (18,84%); Complexo
Cladosporium cladosporioides (7,25%). Além disso, observou-se a presenca de um morfotipo
I, do qual ndo foi possivel chegar a identificacdo em nivel de género, apresentando (2,9%) de
incidéncia na amostra.

Na amostra A2, 77 fungos filamentosos foram isolados. Observou-se maior incidéncia
de Aspergillus (58,44%), seguida de Penicillium (24,68%) e Fusarium (11,69%). Também foi
observado um Morfotipo 1 em baixo nivel de ocorréncia (2,60%). Na amostra A3 foram
isolados 72 fungos filamentosos, todos pertencentes ao género Aspergillus. A amostra A4
obteve maior nimero de isolados (92) com predominancia de Aspergillus (82,61%), seguido

de Complexo Cladosporium cladosporioides (7,61%) e Penicillium (4,35%).
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Na amostra A5, foram isolados 77 fungos filamentosos. Aspergillus e Fusarium
apresentaram as maiores frequéncias de ocorréncia de (51,95%) e (33,7%), respectivamente.
Nessa amostra, fungos do Complexo Cladosporium cladosporioides, apresentaram maior
frequéncia entre as amostras analisadas (9,10%).

A micobiota do café tem sido estudada por diversos autores e os resultados obtidos no
presente trabalho condizem com de outras pesquisas que tém sido realizadas ao longo do
tempo e que mostram uma grande diversidade de fungos filamentosos descritos como
contaminantes naturais de grdos de café, na qual apontam os géneros de Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Cladosporium como os principais (ALVES DA SILVA et al., 2020;
GEREMEMW et al., 2016; IAMANAKA et al., 2014; REZENDE et al., 2013; VILELA et al.,
2010; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; SILVA et al., 2000).

As variagdes encontradas na micobiota em decorréncia dos locais de amostragem
podem ser justificadas pelas condi¢Bes sanitarias locais, colheita, condu¢do do método de
processamento, transporte e armazenamento. (PATERSON; LIMA; TANIWAKI, 2014).

Figura 12 - Distribuicdo de géneros de fungos filamentosos isolados.
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A frequéncia de ocorréncia das espécies de fungos filamentosos isolados e
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identificados das amostras de graos de café a partir do meio de cultura DRBC ¢ ilustrada na
figura 13. A partir desse meio foram isolados 226 fungos filamentosos, equivalente a 58,09%
do total de isolados. A. niger foi a espécie de maior ocorréncia no meio DRBC, sendo
identificados 135 isolados, correspondendo a 59,73% do numero total de isolados. A. niger
mostrou-se presente em altos niveis nas amostras A2, A3 e A4 e em nivel moderado na
amostra A5 e ndo foi isolada na amostra Al.

Diferente das demais amostras, a amostra Al apresentou um alto percentual de
ocorréncia de Fusarium spp., correspondendo a 66,66% dos isolados, sendo Fusarium
oxysporum a especie de maior ocorréncia (31,48%) e apresentou a maior diversidade de
espécies de fungos filamentosos. Fungos pertencentes ao género Penicillium corresponderam
a 27,84% do total de isolados, dentre eles, foi identificada em nivel de espécie: Penicillium
brevicompactum.

Na amostra A2 houve predominéncia de A. niger (70,45%), Pencillium spp. foram
observadas equivalente a 13,63%, sendo identificadas as espécies: P. sp5 (11,76%) e P.
brevicompactum (2,27%). Fusarium spp. apresentou (11,37%), sendo identificada: F.
oxysporum, apresentando 4,55% de frequéncia de ocorréncia. Além dos fungos mencionados,
foi observada a presenca de Alternaria sp., apresentando 4,55% de frequéncia de ocorréncia.

A menor diversidade de fungos filamentosos se deu a amostra A3, em que todos 0s
isolados foram pertencentes ao género Aspergillus. A. niger apresentou uma alta frequéncia de
ocorréncia (60,47%), seguida de A. niger agregados (25,58%). A. aculeatus e A. foetidus
apresentaram frequéncias relativamente baixas de ocorréncia (9,3%) e (4,6%),
respectivamente.

A amostra A4 apresentou alta frequéncia de ocorréncia de Aspergillus spp., sendo
encontradas as espécies: A. niger (33,33%), A. aculeatus (21,05%), A. niger agregados
(12,28%), A. japonicus (10,54%), A. sp 5 (5,26%) e A. sp 4 (1,75%). A presenca de
Cladosporium cladosporioides tambem foi identificada, apresentando 7,02% de frequéncia de
ocorréncia e Fusarium sp. em uma frequéncia baixa (1,75%).

Na amostra A5, as maiores frequéncias de ocorréncia foram atribuidas as espécies: A.
ochraceus e F. semitectum, ambas apresentando 20%, seguida de F. oxysporum (17,14%),
Complexo Cladosporium cladosporioides e Fusarium spp. (14,28%), A. niger (11,43%).
Ainda, observou-se a presenca de Penicillium spp. A maior frequéncia de ocorréncia de
isolados potencialmente produtores de OTA foi encontrada nessa amostra, sendo identificados

7 isolados, todos pertencentes a Aspergillus Secao Circumdati.
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Figura 13 - Frequéncia de ocorréncia (%) de fungos filamentosos presentes nas amostras Al a

Ab5 isolados do meio DRBC.
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A frequéncia de ocorréncia de fungos filamentosos isolados a partir do meio DG18 é

ilustrada na figura 14. Foram isolados 163 fungos filamentosos nesse meio de cultura,

correspondendo a 41,90% do total de fungos isolados. Assim como o meio DRBC, o meio

DG18 mostrou alta frequéncia de ocorréncia da espécie A.niger, correspondendo a 34,34%

dos isolados identificados. A maior diversidade de fungos filamentosos nesse meio foi

atribuida & amostra A5 e a menor & amostra A3.

A amostra Al apresentou alta incidéncia de Fusarium spp., assim como foi observada

no meio de cultura DRBC. Nessa amostra 70,6% dos isolados pertencem ao género Fusarium
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e dentre as espécies identificadas, F. oxysporum apresentou maior percentual de ocorréncia
(52,95%), seguida de Penicillium spp. (23,72%), dentre elas, uma identificada em nivel de
espécie: P. brevicompactum correspondendo a 17,64% do total de isolados. Ainda, foram
identificados trés morfotipos de Penicillium spp., correspondendo a 11,76% do total de
isolados na amostra.

O maior percentual de ocorréncia foi atribuido a Aspergillus spp. (42,42%) na
amostra A2, sendo A. niger correspondente a 36,36% e A. niger agregados 6,06%. Penicillium
spp. correspondeu a 39,39%, sendo identificada a nivel de espécie: P. brevicompactum
(18,18%). Ainda, foi observada a presenca de P. sp 6 (12,12%) e P. sp. 5 (9,09%). Foi
observada a ocorréncia de um morfotipo | e Fusarium spp., ambos com um percentual de
ocorréncia de 9,09%.

Na amostra A3, todos os isolados identificados eram pertencentes a Aspergillus spp. O
maior percentual de ocorréncia se deu a espécie A. niger (44,83%). Seguido de A. aculeatus
com 13,79% e A. japonicus (10,34%).

Foi observada uma distribuicdo uniforme de fungos filamentosos na amostra A4, A
niger e A niger agregados apresentaram 34,28% e 8,57% de frequéncia de ocorréncia,
respectivamente. A espécie A. ochraceus foi isolada e mostrou baixo percentual de ocorréncia
(2,86%). Penicillium spp. apresentou 11,44%. Fungos pertencentes ao Complexo
Cladosporium cladosporioides foram isolados com um percentual de ocorréncia de 8,57%,
sendo a amostra que apresentou a maior ocorréncia de fungos pertencentes a esse complexo.

Por fim, na amostra A5 foi observada uma grande diversidade de fungos filamentosos.
Nessa amostra, A niger foi a espécie de maior frequéncia de ocorréncia (45,23%), seguida de
espécies pertencentes ao agregado A. niger, com 14,38%. E importante ressaltar que dentre as
amostras analisadas, a A5 obteve maior frequéncia de ocorréncia da espécie ocratoxigénica A.
ochraceus, correspondendo a 7,14 %. Fusarium spp. representou 21,43% de ocorréncia, € a

espécie de maior presenca nessa amostra foi F. oxysporum, com 14,29%.
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Figura 14 - Frequéncia de ocorréncia (%) de fungos filamentosos presentes nas amostras Al a
Ab5 isoladas do meio DG18.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Al A2 A3 Ad A5
EF. oxysporum ® F. semitectum @ C. Cladosporium (complexo)
O P. brevicompactum B Fusarium sp.1 m Penicillium sp.1
® Penicillium sp.2 = Morfotipo | m Aspergillus spl
m Aspergillus sp. 2 mA. niger @ Penicillium sp. 5
@ Fusarium sp.3 D Alternaria sp. O A. niger agregado
mA. aculeatus D A. foetidus mA. japonicus
m Aspergillus sp. 5 m Aspergillus sp. 4 @ A. ochraceus
® Fusarium sp.2 ® Penicillium sp.1 @ Penicillium sp.3
O Penicillium sp.4 O Penicillium sp. 6 O Aspergillus. sp 3
@ Fusarium sp. 4 DA. versicolor agregado ® Eurotium sp.

Fonte: Do autor (2020).

Segundo Taniwaki e Pitt Magan (2018), Aspergillus é um dos trés géneros de fungos
mais importantes na deterioracdo de alimentos e na produgdo de micotoxinas, sendo 0s outros
Fusarium e Penicillium. O que pdde ser observado no presente estudo, em que isolados dos
géneros citados acima, foram encontrados em todas as amostras em percentuais de ocorréncia
que variaram de relativamente baixos a extremamente elevados.

De acordo com Pitt e Hocking (1997), Aspergillus compete por substrato com
Fusarium e Penicillium, e sua incidéncia aumenta em ambientes com alta temperatura e baixa
atividade de agua, condicBes ideais encontradas nas etapas finais de processamento e

armazenamento do café.
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Um recente estudo realizado por Alves da Silva et al., (2020), cujo objetivo foi
identificar fungos toxigénicos associados a graos de café defeituosos e realizar a quantificacao
de producdo de OTA nesses grdos, foi observado que a maioria dos isolados de fungos
filamentosos obtidos eram pertencentes ao género Aspergillus (64%), presentes em altos
percentuais de ocorréncia tanto no tratamento sem desinfec¢do quanto no tratamento com
desinfecgéo superficial das amostras.

Pardo et al. (2004), encontraram 67,4% de gréos de café contaminados por Aspergillus
Secdo Nigri, 0s quais possuem resisténcia a raios solares por apresentarem esporos com
pigmentacdo escura. Essa caracteristica favorece sua permanéncia no ambiente e oferece
vantagens frente a seus competidores (NIELSEN et al., 2009; PITT; HOCKING, 2009).

Aspergillus Secdo Nigri predominaram nas amostras analisadas neste trabalho. Essa
informacao também foi relatada por Rezende et al. (2013), em sua pesquisa cujo objetivo foi
avaliar a incidéncia de fungos filamentosos em grdos de café em plantis convencional e
organico no Sul de Minas Gerais, 0s autores observaram uma alta incidéncia de Aspergillus
Secdo Nigri corresponderam a 50,5 % do total de isolados, havendo predominéncia de A.
niger, 0 que a caracteriza como uma espeécie frequentemente observada em altos percentuais
de ocorréncia em café. Essa informacéo é reforgada por Taniwaki et al. (2003), que avaliaram
a distribuicdo de fungos com habilidade de produzir OTA em grdos de café, os autores
constataram que A. niger representou 62,95% dos isolados. A. niger é amplamente distribuida
no ambiente, sendo contaminante de diversos alimentos, ndo apenas de grdos de café
(PERRONE et al., 2007; URBANO et al., 2001).

Aspergillus Secdo Nigri possuem uma ampla distribuicdo em todo o mundo e s&o
considerados fungos comuns na deterioracdo de diversos alimentos, incluindo o café, sendo
muito utilizados em aplica¢bes biotecnoldgicas e caracterizados como produtores de OTA
(CABANES; BRAGULAT, 2018).

Silva et al. (2008), estudando a incidéncia e distribuicdo de fungos filamentosos
presentes em diferentes etapas da producdo de café processados pelo método via-seca
observaram que A. niger foi isolada apenas no ltimo dia de secagem (22° dia), o que também
pdde ser observado no presente estudo, em que a ocorréncia dessa espécie foi alta, uma vez
que todas as amostras foram coletadas na fase final do processo de secagem (20° dia).

Nesse estudo, o isolado mais comum pertencente ao género Penicillium foi: P.
brevicompactum. Essa espécie também foi relatada por outros autores que estudaram a
diversidade de fungos filamentosos em café (ALVES DA SILVA et al., 2020; REZENDE et
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al., 2013; SILVA,; BATISTA; SCHWAN, 2008; BATISTA et al., 2003), o que propde que a
espécie citada é frequentemente isolada a partir de gréos de café.

A presenca de isolados pertencentes ao género Cladosporium, ao contrario dos demais
géneros, pode ser considerada positiva, pois seu crescimento funciona como uma barreira para
a entrada de outros fungos prejudiciais a qualidade e seguranca do café (CHALFOUN, 2010;
CHALFOUN et al., 2009). No presente estudo, foi observada uma ocorréncia relativamente
baixa de Cladosporium, em contrapartida, Silva; Batista; Schwan, (2008), relataram em sua
pesquisa que 12% do total de isolados de fungos filamentosos de cerejas de café foram
identificados como pertencentes ao género Cladosporium. A umidade e a composi¢do
quimica dos graos de café, as condigdes ambientais e 0 manejo da cultura e do produto podem
influenciar o desenvolvimento de microrganismos e sua atividade metabdlica (SILVA;
BATISTA; SCHWAN, 2008).

3.3 Analise dos componentes principais - PCA

A anélise PCA foi realizada para compreender o comportamento da micobiota em
funcdo das amostras, meios de cultura e os tratamentos (utilizagdo ou ndo de desinfeccdo
superficial). Como pode ser observado nas figuras 15 e 16, ha variacbes em decorréncia do
meio de cultura e da utilizacdo dos tratamentos nas amostras. No meio DRBC, os dois
componentes principais foram responsaveis por 58,44% e 49,78% de variacao.

Na figura 15 (A) em que ndo se utilizou desinfeccdo superficial € possivel visualizar
que as amostras A2 (MA) e A5 (SSP) se correlacionaram positivamente com os fungos P. sp5
e Fusarium sp3. A Amostra A4 (IT) obteve correlagdo positiva com a amostra A3 (NA) e
com os fungos A. aculeatus, A. japonicus, A. niger agregados, A.sp. 5 e A. foetidus, o que
reflete nos dados obtidos nessas amostras, em que fungos foram observados em altas
ocorréncias. A amostra Al (TP) correlacionou-se negativamente com as demais, o que pode
ser explicado pelo perfil divergente de fungos filamentosos encontrado nesta amostra. A
espécie A. westerdijkiae relatada somente na amostra Al se correlacionou muito bem com a
mesma, assim como os fungos F. oxysporum, Pencillium sp.1, Fusarium sp.1, Fusarium sp.2,
P. brevicompactum e F. semitectum. E possivel observar também uma correlagio positiva do
fungo A. niger com as amostras A2 a A5 e negativa com a amostra Al, uma vez que essa
espécie ndo foi isolada dessa amostra.

Com a utilizacdo do tratamento de desinfec¢do superficial da amostra, é possivel
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observar que o percentual de contaminacgdo correlacionou-se negativamente com a amostra
Al e positivamente com as demais. As amostras A3, A4 e A5 obteveram perfis de fungos
filamentosos muito similares se correlacionado com as espécies: A.niger, A. niger agregados,
A. aculeatus e A japonicus, estando a espécie A. niger intimameente correlacionada com a
amostra A3. Assim como no tratamento sem desinfec¢do, a amostra Al correlacioou-se
negativamente com as demais.

E possivel observar na figura 15 (B) que a amostra Al obteve um perfil de fungos
filamentosos no qual houve uma correlagio com as espécies F. oxysporum, P.
brevicompactum, Penicillium sp.3, F. semitectum e F. sp. 1. ainda € possivel observar que a
amostra A5 obteve correlagdo com os fungos Alternaria sp., Fusarium sp.3 e Penicillium
sp.4. Complexo cladosporium cladosporioides se correlacionou positivamente com a amostra
Ab5.

Figura 15 - Anélise de componentes principais—PCA do meio de cultura DRBC, sem (A) e

com desinfeccao superficial (B).

PC2(19.28%)
PC2 (24.30%)
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A PC1 (58.44%) B PC1 (49.78%)

Legenda: TP- Trés Pontas; IT- Itaipé; MA- Machado; SSP- Sdo Sebastido do Paraiso; NA- Natércia;
A- Fusarium oxysporum; B- Fusarium semitectum; C- Fusarium sp.1; D- Fusarium sp.2; E- Fusarium
sp.3; G- A. niger; H- A. niger agregado; I- Complexo cladosporium cladosporioides; J- A. Ochraceus;
K- P. sp.1; M- P. brevicompactum; N- P. sp.3; O- P sp.4; P- P. sp 5; Q- A. westerdijkiae; R- A.
aculeatus; S- A. foetidus; T- A. japonicus; U- A. sp 5, V- A. sp4, X- Alternaria sp. Fonte: Do autor
(2020).

A analise dos componentes principais para 0 meio de cultura DG18 sem desinfec¢do
superficial (C) e com desinfeccdo superficial (D) € ilustrada na figura 16, onde os dois
componentes principais foram responsaveis por 35,84% e 35,81% de variagdo. Observou-se
que sem a desinfeccdo superficial da amostra houve uma correlacéo positiva das amostras A3

e A5 com os fungos A. niger agregados, A. japonicus e A. aculeatus. A espécie ocratoxigénica
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A .ochraceus se correlacionou positivamente com a amostra A5, como era de se esperar, uma
vez que foi relatada uma alta frequéncia dessa espécie nessa amostra. A espécie A. foetidus se
correlacionou com a amostra A5. Como foi observado no meio DRBC na amostra Al houve
uma correlagdo com Fusarium spp. e a amostra A2 correlacionou-se com os fungos:
Fusarium sp.1, P. Secédo Citrina, Penicillium sp.4, P. brevicompactum e Penicillium sp 6. A
espécie A. niger, correlacionou-se positivamente com as amostras A3, A4 e A5.

Quando se utilizou a desinfeccdo superficial, observou-se que as amostras Al, A2 e
A3 se correlacionaram com os fungos P. brevicompactum, P. sp.4, F. sp.4. As espécies A.
aculeatus e A. sp 5 se correlacionaram com a amostra A4. J& a amostra A5, se correlacionou
com os fungos Eurotium sp., A. versicolor agregado, P. Secdo citrina, F. oxysporum e
Alternaria sp.

De acordo com Paterson; Lima; Taniwaki (2014), na secagem do café é provavel que
ocorram temperaturas muito altas, que podem inibir o crescimento de espécies de Penicillium,
enquanto Aspergillus podem crescer bem. No presente estudo, foi observado que com excegao

da amostra A1, houve um alto percentual de ocorréncia de Aspergillus spp.

Figura 16 - Andlise dos componentes - PCA do meio de cultura DG18 sem (C) e com

desinfeccéo superficial.
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Legenda: TP- Trés Pontas; IT- Itaipé; MA- Machado; SSP- Sdo Sebastido do Paraiso; NA- Nateércia;
A- F. oxysporum; C- F.sp.1; D- F. sp.2; E- F.sp.3; F- F sp.4; G- A. niger; H- A.niger agregado; I-
Complexo cladosporium cladosporioides; J- A. ochraceus; K- P sp.1; M- P brevicompactum; O- P
sp.4; R- A. aculeatus; S- A. foetidus; T- A.japonicus; U A. sp.5; Z- P. Secdo Citrina; Y- P. sp5; EU-
Eurotium sp; AV- A. versicolor agregado, X- Alternéria sp. Fonte: Do autor (2020).

3.4 Analise dos perfis proteicos por MALDI-TOF MS

Os isolados foram submetidos a uma analise do perfil proteico para uma possivel



56

identificacdo por MALDI-TOF MS. Apenas cinco isolados foram identificados, onde 2
apresentaram identificacdo a nivel de género (Penicillium sp.) pertencentes & amostra A4 e
apresentaram score de 1,952 e 1,888. Os outros trés isolados foram identificados como A.
niger, o primeiro pertencente a amostra A4 e apresentou score de 1,72, os outros dois isolados
identificados eram pertencentes a amostra A5 e apresentaram score de 1,722 e 1,792.

Dessa forma, os isolados identificados por MALDI-TOF MS confirmaram a
identificacdo morfoldgica atribuida aos mesmos, demonstrando ser uma técnica precisa e
rapida, porém, ndo aceitavel como o unico procedimento de identificacdo, embora auxilie no
agrupamento dos perfis protéicos dos isolados. Os demais isolados analisados néo
apresentaram picos bons o bastante para a identificacdo em nivel de género ou espécie.

3.5 Identificacdo molecular dos isolados

Na taxonomia microbiana, muito evidente em taxonomia flingica, a associacdo de
dados como avaliacdo de micotoxinas, metabolitos secundarios e analises moleculares podem
muitas vezes ser mais aplicados que dados para uma finalidade especifica, dessa forma, uma
abordagem de mdltiplas técnicas geram dados de maior qualidade, mais precisos e Uteis
(SIMOES et al., 2013). Neste contexto, os isolados foram agrupados e selecionados através da
analise morfoldgica e Maldi Tof-MS, sendo assim vinte e quatro isolados foram submetidos
ao sequenciamento das regides ITS (Penicillium) e B- tubulina (Aspergillus), sendo oito
pertencentes ao género Penicillium e dezesseis a Aspergillus. Na tabela 4 é possivel observar

que vinte e dois isolados foram identificados em nivel de espécie e dois em nivel de género.
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Tabela 4 — Isolados dos géneros Aspergillus e Penicillium relacionados com a espécie mais
proxima disponivel no BLAST e os respectivos valores de cobertura (cobert.) e méaxima
identidade (continua).

Isolado Fragmento Referénciado N°de Cobert. Max. Ident. N° do acesso

(pb) acesso (%) (%0)
301D 487 A. niger ZHX4 99 98,1 MG518465.1
281D 437 P. citrinum 100 99,5 MG925209.1
135D 421 P. bilaiae 98 99,8 NR_111679.1
165D 505 A. niger S20 98 99,8 KF669409.1
53D 422 A. pseudoustus IBT 95 99,7 MN735978.1
22361
118D 501 A. niger S20 100 99,2 KF669409.1
160D 501 A. niger S20 100 98 KF669409.1
1D 514 P.brevicompactum 99 99,6 MH857204.1
CBS 287.53
300D 551 A. niger CrP13 100 99,6 KF669409.1
245D 559 A. niger S20 100 99,6 KF669409.1
185D 504 A. niger 99 99,5 KF669409.1
139D 503 A. niger S20 99 99,5 KF669409.1
214D 504 A. niger A1S5_D33 99 99,6 JX463319.1
54D 508 Penicillium sp. 100 99,2 MT239576.1
ECCN243
205D 504 A. niger S20 99 99,5 KF669409.1
262D 496 A. caelatus 99,2 99,5 MK119759.1
141D 501 A. niger S20 99 99,6 KF669409.1
272D 522 A. pallidofulvus G23- 100 99,5 MN233625.1
1Tl
18D 536 Penicillium sp. 99 99 MN543997.1

CLE161
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72D 486 P. crustosum FRR 99 99,1 NR_077153.1
1669
290D 532 A. westerdijkiae 99 99,4 AY819975.1
NRRL 3174
32D 533 A. westerdijkiae 99 99,6 EF661329.1
NRRL 3174
339D 522 Penicillium 99 98,6 MH863991.1
cairnsense CBS
126226
224D 466 P. cairnsense CBS 100 99,6 NR_121508.1
126226

Fonte: Do autor (2020).

A arvore filogenética para o género Aspergillus (figura 17), agrupou isolados em
quatro Seces distintas. Os isolados da Secdo Nigri identificados como A. niger agregados,
foram identificados como A. niger, ainda, foi possivel observar que os dois isolados de
Aspergillus Secdo Circumdati identificados morfologicamente como A. ochraceus e A. spl,
responsaveis pelas maiores concentracdes de OTA do presente estudo, sdo A. westerdijkiae,
sendo estes, identificados com identidade mé&xima maiores que 99%.

O isolado identificado morfologicamente como A. sp 2 mostrou ser a espécie A.
pseudoustus, pertencente a Secao Usti, descrito por Samson et al. (2011). Ainda, um isolado
da Secdo Flavi, identificado como A. sp 4 € a espécie A. caelatus, descrita por Samson et al.
(2014). Dentro da Secao Circumdati, os isolados se agruparam em duas espécies distintas, A.
westerdijkiae e A. pallidofulvus, espécies intimamente préximas a A. ochraceus, esta foi
posteriormente dividida em trés espécies e uma delas, A. westerdijkiae, é agora reconhecida
como a principal fonte de OTA no café arabica (SAMSON et al., 2004).

Taniwaki et al. (2003) relataram que A. ochraceus foi a espécie de Aspergillus Secao
Circumdati predominante no café brasileiro, no entanto, antes da descricio de A.
westerdijkiae realizada por Samson et al. (2004), caracterizando a espécie como um membro
distinto da Secdo Circumdati. Essas duas espécies intimamente relacionadas possuem
morfologia semelhante, podendo ser facilmente mal identificadas (NOONIM et al., 2008).

Em um estudo realizado por Morello et al. (2007) utilizando sequéncias do gene f-

tubulina para a diferenciacéo de isolados de café brasileiro previamente identificados como A.
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ochraceus, foi constatado que 84% dos isolados eram na verdade A. westerdijkiae. A.
westerdijkiae é provavelmente a fonte mais significativa para a contaminacdo de OTA
(NOONIM et al., 2008).

Na analise filogenética, os isolados de Penicillium apresentam identificacdes
divergentes para cada isolado representante, o Unico isolado identificado em nivel de espécie
pelas caracteristicas morfolégicas como P. brevicompactum teve a sua identificagdo
confirmada pelo sequenciamento, apresentando 99,6% de identidade maxima. O isolado P.
sp. Sec¢do Citrina, foi identificado como P. citrinum. Os demais isolados caracterizados como
Penicillium spp. foram identificados como: P. bilaiae, P. crustosum, P. cairnsense,
Penicillium sp CLE161 e Penicillium sp. ECCN243, os dois Ultimos somente em nivel de
género..

Pode ser observadas na tabela 4, que a maioria das espécies apresentou altas
porcentagens de identidade, maiores que 98%. Entretanto, esta analise somente norteia a
construcdo das arvores, pois muitas vezes resultados quase perfeitos nessa ferramenta, ainda
representam espécies diferentes (BENSON et al., 2013).

Em uma revisdo feita por Visagie et al. (2014) das espécies de Penicillium
identificadas, foi sugerida que a regido ITS seja utilizada como codigo de barras desse género.
Apesar disto, as arvores geradas utilizando sequéncias ITS para o género Penicillium no
presente estudo ndo foram tdo informativas, pois ndo possibilitou realizar a separacdo das
espécies, e, portanto, ndo foram aqui mostradas.

A caracterizacdo morfoldgica € dificultosa em varios aspectos, além disso, ha uma
escassez de chaves de identificacGes de espécies recentemente identificadas, uma vez que o
surgimento constante de novas espécies faz da identificacdo morfolégica uma ferramenta
indefinida, sendo indispensavel a juncdo de técnicas de biologia molecular para uma

identificacdo mais segura e confiavel.



Figura 17 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca inferida a partir do alinhamento
das sequéncias do gene B-tubulina para os fungos do género Aspergillus.
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Fonte: Do autor (2020).

3.6 Quantificacdo de OTA dos isolados ocratoxigénicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia - CLAE

Foram reativados 191 isolados potencialmente ocratoxigénicos e sua produgdo de
OTA foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE. A figura 18 ilustra o
perfil cromatografico da solucdo padrdo de Ocratoxina A, com concentracdo de 0,3 pg/g,
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podendo ser observado um tempo de retencdo médio de 11 minutos.

Figura 18 - Cromatograma da solucdo padrdo de OTA.
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Fonte: Do autor (2020).

A amostra Al, apresentou a menor ocorréncia de fungos potencialmente
ocratoxigénicos, sendo identificados apenas 2 isolados, Na amostra A2 foram identificados 45
isolados. A amostra A3 apresentou a maior ocorréncia de fungos potencialmente
ocratoxigénicos, sendo identificados 58 isolados. A amostra A4, apresentou sendo
identificados 47. Por fim, na amostra A5 foram identificados 39 isolados. Os percentuais de

isolados ocratoxigénicos quando comparados com o total de isolados é mostrado na tabela 5.

Tabela 5 - Percentual de fungos ocratoxigénicos isolados a partir das amostras.

Amostras Total de isolados Isolados ocratoxigénicos (%)
Al 71 2,82%
A2 77 58,44%
A3 72 38,89%
A4 92 51,08%
A5 77 50,64%

Fonte: Do autor (2020).



62

A distribuigdo dos isolados ocratoxigénicos, bem como os niveis de contaminacéo de
OTA sdo mostrados na tabela 6. Na amostra Al, os dois isolados ocratoxigénicos
identificados mostraram-se altamente produtores de OTA, em niveis maiores que 4 pg/g, um
deles é ilustrado na figura 19. Na amostra A2, 36% dos isolados produziram OTA e nédo
houve produgdo em niveis maiores que 5 pg/g. Embora a amostra A3 tenha apresentado maior
ocorréncia de fungos potencialmente ocratoxigénicos, apenas 36,21% dos isolados foram
produtores de OTA, 31% em concentracfes baixas entre 0.001-1.0 pg/g e apenas 5,15%
produziram OTA em concentracdes maiores que 1 pg/g.

A maior ocorréncia de fungos produtores de OTA se deu & amostra A4, onde 61,70%
dos isolados foram produtores, 55% em concentragdes baixas e 6,38% em concentragcdes mais
elevadas, maiores que 5 pg/g. As concentracdes mais elevadas de OTA foram obtidas por
isolados pertencentes a amostra A5, onde 23% dos isolados produziram OTA em
concentragcdes maiores que 5 pg/g, isso por ser explicado pelo fato de a amostra A5 apresentar
um alto nivel de contaminacdo por espécies de Aspergillus Se¢do Circumdati, caracterizados
como significativas de OTA em cafeé, ainda, pode-se observar que 25,64% dos isolados foram
produtores em concentracdes mais baixas nessa amostra e 51,28% nédo produziram OTA.

De forma geral, 41,88% dos isolados produziram OTA. Fungos do género Aspergillus
Secdo Nigri e Circumdati foram comuns nas amostras de grdos de café analisadas. Aspergillus
Secdo Nigri foram mais frequentes, correspondendo a 90,58% do total de isolados
potencialmente ocratoxigénicos, no entanto, apenas 39,5% produziram OTA. Os isolados da
Secdo Circumdati corresponderam a 10,42% dos isolados potencialmente ocratoxigénicos e
67% dos isolados foram produtores de OTA.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira, (2016), que estudou a
incidéncia de fungos do género Aspergillus SecBes Nigri e Circumdati em grdos de café em
Minas Gerais, constatou que 43,2% dos isolados da Secdo Nigri foram produtores de OTA,
em contrapartida, outros autores encontraram resultados divergentes. Pardo et al. (2004), ao
estudarem a ocorréncia de fungos ocratoxigénicos em grédos de café verde, encontraram 7,3%
dos isolados da Se¢éo Nigri como produtores de OTA. Em estudos semelhantes realizados por
Urbano et al. (2001), os autores constataram que 11,5% dos isolados da Secdo Nigri foram
produtores de OTA. Taniwaki et al. (2014), investigaram a presenca de fungos
ocratoxigénicos em graos de café defeituosos em amostras provenientes do cerrado mineiro e
de Sorocabana-SP e seu potencial em produzir OTA em meios de cultura, e constataram que

23% dos isolados da Secéo Nigri foram produtores de OTA.
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A. niger foi a espécie de maior incidéncia entre os isolados da Secao Nigri (70,68%) e
da Secdo Circumdati, A. ochraceus (50%). Essas espécies tém sido identificadas em outros
estudos de frutos e graos de café (ALVES DA SILVA et al., 2020; GEREMEW et al., 2016;
TANIWAKI et al., 2014; NOONIM et al., 2008; BATISTA et al., 2009; PALACIOS-
CABRERA et al., 2004; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004; BATISTA et al., 2003).

Diferentes tipos de Aspergillus Secdo Nigri foram relatados em gréos de café de
diferentes paises em que A. niger e A. carbonarius ocorreram com mais frequéncia
(TANIWAKI, 2006). Desde a primeira descricdo de producdo de OTA por A.niger
(ABARCA et al., 1994), esta especie vem adquirindo uma maior importancia no que diz
respeito no teor de OTA em algumas commaodities alimentares como uvas, vinhos e também
no café (CABANES; BRAGULAT, 2018).

No presente estudo, p6de-se observar um percentual relativamente alto de cepas de A.
niger produtoras de OTA, em que 39,5% dos isolados foram produtores, no entanto, em
concentragdes variando de baixas a moderadas (tabela 6). Esses resultados diferem dos relatos
feitos por Noonim et al. (2008), que encontraram apenas 13% dos isolados de A. niger como
produtores de OTA. A maior contaminacdo e a alta porcentagem de A. niger como produtor
da toxina, quando comparadas com dados de outros trabalhos, sugerem que ocorreram
condicBes favoraveis para a producdo de OTA (BATISTA et al., 2009; ASTORECA et al.,
2009).

Dos isolados pertencentes a Aspergillus Secdo Circumdati, A. ochraceus foi a espécie
predominante e 100% de isolados foram produtores de OTA. A porcentagem de A. ochraceus
produtores de OTA encontrada neste estudo foi semelhante a encontrada por Rezende et al.
(2013), encontraram 89,55% de A. ochraceus com capacidade de produzir OTA. Taniwaki et
al. (2003) cujo estudo 75% de A. ochraceus foram produtores de OTA.

Embora, neste estudo, os isolados de A. niger tenham sido encontrados com maior
frequéncia, a média de concentracdo de OTA produzida por esses fungos (0,90 ug/g) foi bem
menor que a média de concentragdo de OTA quando comparada por A. ochraceus (80 pg/g).
Entre os fungos do género Aspergillus da secdo Circumdati, A. ochraceus é o maior produtor
de OTA em café (BATISTA et al., 2009).

De acordo com Paterson et al. (2014), as principais fontes de contaminacgéo por fungos
ocratoxigénicos no café sdo solo, equipamentos e superficies do patio de secagem na fase pds-
colheita. Correlagfes entre a incidéncia de fungos ocratoxigénicos com a OTA em gréos €

crucial (BATISTA et al., 2009), tal associagdo € importante para a adocdo de praticas de
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manejo que busquem a reducdo da incidéncia desses fungos, cuja presenca apresenta risco de

contaminagéo por OTA.

A producdo de OTA por fungos do género Aspergillus é dependente da interacdo de

varios fatores ambientais, juntamente com praticas agricolas (MUHLENCOERT et al., 2004).

O maior percentual de isolados ocratoxigénicos se deu a amostra A4, proveniente do

municipio de Itaipe-MG, o que pode estar associado com os fatores citados acima.

Tabela 6 - Valores das concentracfes de OTA dos isolados.

Amostra Espécies N° de isolados ND Isolados Concentragéo de
ocratoxigénicos OTA ug/g
A 1 0 1 4,040
Al B 1 0 1 142,620
A2 C 45 33 12 0,001- 5,0
C 39 26 13 0,007- 0,340
A3 D 19 11 8 0,010- 2,240
C 30 6 24 0,011- 92,080
D 11 7 4 0,037-0,195
Ad E 5 4 1 0,030
A 1 0 1 37,250
C 19 13 6 0,006-14,733
D 10 5 5 0,008- 9,240
A5 A 7 0 7 60,723-95,155
E 3 2 1 0,096

Legenda: ND — Nao detectavel; A- A. ochraceus; B- A. westerdijkiae;
Fonte: Do Autor (2020).

agregados, E- Aspergillus. Sp 5.

C- A.niger; D- A. niger
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Figura 19 - Isolado produtor de ocratoxina A isolado de gréos de café proveniente da amostra
Al.

L

Legenda: A. westerdijkiae; CYA 25° C frente (A); CYA 25°C reverso; CYA 37°C frente (C); CYA
37°C reverso (D); MEA 25°C frente; MEA 25°C reverso; conidiéforo (G) e conidios (H). Producédo
de OTA: 142, 62646310 ug/g. Fonte: Do autor (2020).
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4. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que os cafés cultivados e processados
nos municipios de Trés Pontas e Machado, embora apresentem maior diversidade de fungos
filamentosos, a incidéncia de fungos ocratoxigénicos nessas areas € baixa, 0 que pode estar

associado a boas praticas agricolas.

As condicdes encontradas no municipio de Natércia tendem a favorecer o
crescimento de Aspergillus spp. Os cafés provenientes dos municipios de Itaipé e Sao
Sebastido do Paraiso apresentaram maior incidéncia de isolados produtores de OTA em

concentragdes mais altas.

Os isolados de A. niger foram os maiores produtores de OTA, embora a média de
concentracdo de OTA produzida por esses fungos tenha sido menor quando comparada com

a concentracao de OTA produzida por A. ochraceus.

A presenca de fungos toxigénicos ndo indica necessariamente a presenca de OTA,
mas indica um risco potencial. A adocdo de diferentes metodos taxondmicos é essencial
para uma segura identificacdo das espécies, contudo, a identificacdo genética, hoje bastante
habitual, torna esta busca mais simplificada, uma vez que ha bancos de dados prontamente

disponiveis para comparacdes especificas.
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