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RESUMO GERAL

Os micro-organismos podem se desenvolver durante o processamento
primério (colheita, quebra, fermentacdo, secagem e armazenamento) das
améndoas de cacau. Nas regides tropicais os fungos do género Aspergillus sdo
considerados importantes. Sua presenca deve ser investigada por estar
relacionada a diminui¢do da qualidade e, consequentemente, risco a saude dos
consumidores devido a possivel producdo de micotoxinas. Neste contexto, este
estudo foi realizado com o objetivo de investigar a presen¢a de espécies do
género Aspergillus em améndoas de cacau do estado de Rondénia; verificar o
potencial toxigénico; estudar o efeito da origem geografica sobre a incidéncia de
espécies de fungos toxigénicos e ndo toxigénicos e analisar a incidéncia das
espécies e sua relagdo com as praticas de fermentagdo, secagem ¢ com o
armazenamento. O isolamento dos fungos das améndoas de cacau coletadas foi
realizado por plaqueamento direto em meio DRBC. Aspergillus carbonarius
foram avaliados para a quantificagdo de OTA pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para estimar a probabilidade de ocorréncia
de espécies do género Aspergillus no estado de Rondonia foi utilizada a técnica
de Regressdo Logistica. Um total de 185 fungos do género Aspergillus foram
identificados pertencentes as Se¢des Nigri (A. niger, A. carbonarius, A. niger
Agregado, A. foetidus, A. japonicus, A. tubingensis e A. aculeatus) e Flavi (A.
flavus e A. oryzae). Dos A. carbonarius testados 79,41% produziram OTA em
niveis que variaram de 0,08 a 44,09 pg/g e 3,13% dos 4. niger apresentaram
potencial para produzir OTA. Uma significativa porcentagem (83,33%) de 4.
flavus foi capaz de produzir AFs B; ¢ B,. A ocorréncia de espécies de fungos
totais do género Aspergillus se difere em fungdo das coordenadas geograficas e
temperatura apresentando maior probabilidade de ocorréncia em améndoas de
cacau dos municipios localizados ao sul do estado de Rondoénia e as
probabilidades de ocorréncia de fungos toxigénicos foram similares em todas as
regides estudadas sendo que as praticas de processamento primario exercem
efeito sobre a incidéncia de fungos toxigénicos em améndoas de cacau.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Processamento primario. Distribui¢do
geografica.



GENERAL ABSTRACT

Microorganisms can develop during primary processing (harvesting,
breaking, fermentation, drying and storage) of cocoa beans. In tropical regions
the fungi of the Aspergillus genus are considered important. Its presence should
be investigated since it is related to the decrease in quality and, therefore, a
health risk to consumers, due to the possible production of mycotoxins. In this
context, this study was performed in order to investigate the presence of species
of the Aspergillus genus in cocoa beans in the state of Rondonia, Brazil; verify
the toxigenic potential; study the effect of geographical origin on the incidence
of toxigenic and non- toxigenic fungi species; and analyze the incidence of the
species and its relation with the practices of fermentation, drying and storage.
Fungi isolation from the collected cocoa beans was performed by direct plating
in DRBC medium. Aspergillus carbonarius were evaluated for the quantification
of OTA by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). To estimate the
probability of occurring species of the Aspergillus genus in Rondonia, we used
the logistic regression technique. A total of 185 fungi of the Aspergillus genus
were identified belonging to Sections Nigri (A.niger, A. carbonarius, A. niger
Aggregate, A. foetidus, A. japonicus, A. aculeatus and A. tubingensis) and Flavi
(4. flavus and A. oryzae). Of the A. carbonarius tested, 79.41% produced OTA
at levels ranging from 0.08 to 44.09 pg/g and 3.13% of the A. niger showed
potential to produce OTA. A significant percentage (83.33%) of 4. flavus was
capable of producing AFs B, and B,. The total occurrence of fungi species of the
Aspergillus genus differs depending on the geographical coordinates and
temperature showing higher probability of occurrence in cocoa beans from the
municipalities located south of the state of Rondonia, and the probabilities of
occurring toxigenic fungi were similar in all studied regions with the primary
processing practices exerting effect on the incidence of toxigenic fungi in cocoa
beans.

Keywords: Filamentous fungi. Primary processing. Geographical distribution
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1 INTRODUCAO

A importancia do cacau para a industria deve-se ao fato de que a partir
das suas améndoas obtém-se o chocolate e outros subprodutos. A produgido de
cacau concentra-se nos paises em desenvolvimento, principalmente na Africa
Ocidental. O Brasil ¢ o sexto maior produtor mundial de améndoas de cacau
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013c), destacando-se o
estado de Rondonia entre os trés maiores produtores nacionais (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2013). A maioria das
améndoas de cacau ¢ exportada para a Europa e América do Norte para a
obtengdo final de cacau em po6 e chocolate (INTERNATIONAL COCOA
ORGANIZATION, 20134d).

A obtengdo de améndoas de cacau para a comercializagdo passa pelo
processamento primdrio realizado nas propriedades cacaueiras. Os frutos sdo
colhidos, abertos e as sementes colocadas em recipientes para que a fermentagao
aconteca durante aproximadamente 6 dias. Apds a fermentagio, as améndoas sdo
transferidas para plataformas de secagem ao sol onde ocorre a redugdo da
umidade para 8%. Finalizada a secagem, as améndoas sfo ensacadas e
armazenadas para posterior comercializagdo (WOOD; LASS, 1985).

A fermentacdo de cacau no Brasil e a sucessdo microbiana ja foram
estabelecidas e ocorre de forma natural. De acordo com Schwan e Wheals
(2004) as sementes de cacau sdo contaminadas com micro-organismos, quando o
fruto ¢ aberto, a partir da ferramenta de corte, cestos utilizados para transportar
as sementes e através de insetos.

Estes micro-organismos contribuem para o processo de fermentagdo
espontanea que acontece em seguida (SCHWAN; WHEALS, 2004).

Pesquisas apontaram a presenca de fungos durante a fermentagdo,

secagem e armazenamento das améndoas de cacau (ARDHANA; FLEET, 2003;
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MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008). Os fungos
filamentosos ocupam uma posi¢do importante durante a fermentagdo do cacau,
podendo causar hidrélise da celulose, produgdo de 4cidos e sabores
desagradaveis nas améndoas (SCHWAN; WHEALS, 2004). Além disso,
algumas espécies de fungos podem produzir micotoxinas em améndoas de cacau
(COPETTI et al., 2010, 2011a,b; MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-
HERVAS et al., 2008).

Uma das micotoxinas de maior interesse em améndoas de cacau,
produzida por espécies do género Aspergillus é a ocratoxina A (OTA), uma
potente nefrotoxina, teratogénica e cancerigena (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1993; O’BRIEN; DIETRICH, 2005).
Recentemente o Brasil regulamentou os limites maximos tolerados para
micotoxinas em alimentos (BRASIL, 2011), incluindo a ocratoxina A em
améndoas de cacau (10 pg/kg).

As micotoxinas ndo sd3o completamente destruidas durante o
processamento na industria podendo, assim, levar a contaminacgéo dos alimentos
prontos para consumo, portanto, o conhecimento da incidéncia de fungos do
género Aspergillus e sua relagdo com as praticas de processamento sio
importantes para a criagdo de estratégias de controle durante o processamento
primario das améndoas de cacau para minimizar a exposi¢cdo do consumidor as
micotoxinas.

Com o presente estudo, objetivou-se investigar a presenga de espécies
do género Aspergillus em améndoas de cacau cultivadas em municipios do
estado de Rondonia; verificar o potencial toxigénico destas espécies; estudar o
efeito da origem geografica sobre a incidéncia de espécies de fungos toxigénicos
e ndo toxigénicos; e analisar a incidéncia das espécies e sua relacdo comas

praticas de fermentagdo, secagem e com o armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cacaueiro

A arvore de cacau pertence ao género Theobroma e ocorre na Amazonia
e em outras areas tropicais da América do Sul e Central. H4 mais de vinte
espécies do género, mas a Theobroma cacao L. (Figura 1) ¢ a tnica cultivada
amplamente. As cabeceiras da bacia Amazdnica tém sido descritas como o local
de origem da arvore de cacau. Duas subespécies formam, desde 1882, a base da
classificagdo de 7. cacau, distinguidas em duas grandes classes: Criollo e
Forastero. Existe ainda a variedade Trinitario considerada como pertencente ao
Forastero, embora seja descendente de um cruzamento entre Criollo e Forastero
(WOOD; LASS, 1985).

As variedades diferem quanto ao sabor final do chocolate. O grupo
Criollo apresenta sementes arredondadas e de cor branca quando em corte
transversal, produzem cacau de sabor fraco ¢ especial e suas arvores tendem a
ser mais sensiveis a doengas. As arvores das variedades do grupo Forastero sdo
mais vigorosas e resistentes e, portanto a maior parte do cacau cultivado
atualmente é Forastero. Comparado com o Criollo a semente é menor ¢ mais
lisa, os cotilédones sdo violeta e tem maior teor de gordura. O sabor obtido a
partir delas ¢ mais forte ¢ constitui a base do chocolate ao leite. O cacau
Trinitario costuma dar um bom sabor de chocolate juntamente com um sabor
frutado (WOOD; LASS, 1985).

O cacau ¢ produzido em paises em um cinturdo entre 10° N ¢ 10° S da
linha do Equador, onde o clima ¢ apropriado para o cultivo de arvores de cacau.
Essa cultura requer chuvas abundantes e bem distribuidas ao longo do ano com
um nivel de precipitagdo anual de 1.250-3.000 milimetros ao ano, ideal entre

1.500 e 2.000 mm. Periodos de seca, em que a precipitacdo ¢ inferior a 100 mm



18

por més, ndo devem exceder trés meses. Plantas de cacau respondem bem a

temperaturas relativamente altas, com média maxima entre 30 — 32°C, média

minima entre 18 — 21°C e temperatura minima absoluta de 10°C. As arvores de

cacau ndo resistem a ventos fortes (WOOD; LASS, 1985).
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Para o desenvolvimento ideal de cacaueiros é essencial um ambiente
quente ¢ umido. Nos paises produtores de cacau, a umidade relativa ¢
geralmente elevada. A arvore de cacau tem sido tradicionalmente cultivada sob
sombra, pois seu ambiente natural ¢ a floresta amazonica, que fornece sombra
das arvores naturais. O sombreamento faz-se indispensavel nos primeiros anos
de cultivo (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b).

A colheita de cacau esta espalhada por varios meses, uma ou duas vezes
por ano. O momento da colheita de cacau depende do clima e da variedade de
cacau. Em paises com uma esta¢do chuvosa e seca pronunciada, a safra principal
ocorre 5-6 meses apos o inicio da estagao chuvosa. O percentual de safra colhido

pode variar de pais para pais (WOOD; LASS, 1985).

2.2 Producio mundial e nacional de cacau

A producdo de cacau concentra-se nos paises em desenvolvimento,
principalmente na Africa Ocidental. A Africa Ocidental, Costa do Marfim e
Gana sdo responsaveis pela maior parte do total global da produ¢do de cacau.
Em outras regides, como Vietnd e Republica Dominicana tém crescido
rapidamente a produ¢fo, embora os volumes sejam pequenos em compara¢io
com a Costa do Marfim e Gana (Tabela 1) (BASSO et al., 2013).

Aproximadamente 71% da oferta mundial de cacau vém da Africa
Ocidental, principalmente da Costa do Marfim, Gana e Nigéria, porém o cacau
também ¢é produzido na Asia e na América Latina. O Brasil é o sexto maior
produtor mundial de améndoas de cacau, com 4,64% (200 mil toneladas), atras
de Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria e Camardes (Tabela 2)
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013c).



Tabela 1 Produgdo de cacau por pais no mercado global (mil toneladas)
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Paises produtores 2006 2007 2008 2009 2010 2011

de cacau 2007 2008 2009 2010 2011 2012 '€
Costado Marfim 12293 13824 12232 12423 15113 1410 3%
Gana 6145 729 6624 632 10246 890 8%
Vietna 0,2 0.4 0,5 2 25 5 109%
R. Dominicana 42,2 45,3 55 58,3 54,3 60 7%
Libéria 1,7 4 46 6,3 12 8 38%
Camardes 166, 1818 223,66 2085 2285 210 4%
Brasil 1262 1705 157 1612 1998 190 7%
Indonésia 545 485 490 550 440 500  -1%
Equador 1245 118 135 1498 1605 175 9%
Nigéria 220 220 250 235 240 220 0%

TC P T = - — —
Taxa de Crescimento: média dos trés anos em movimento-médias (ponto médio) para

o periodo 2006/07-2011/12
Fonte: Basso et al. (2013)

Tabela 2 Produgido mundial de améndoas de cacau 2010/12 (mil toneladas)

Pais Producdes Estimativas Previsoes
2010/11 2011/12 2012/13
Africa
Camardes 229 207 210
Costa do Marfim 1511 1486 1470
Gana 1025 74,80% 879 71,30% 820  69,80%
Nigéria 240 230 210
Outros 221 104 86
América
Brasil 200 220 230
Equador 161 13,00% 190 15,70% 190 16,10%
Outros 201 229 224
Asia e Oceania
Indonésia 440 450 475
Papua Nova Guiné 48 12,20% 45 13,00% 45  14,10%
Outros 39 36 43
Total mundial 4314 4075 4003

Nota: Os totais podem diferir da soma dos constituintes, devido a arredondamentos.

Fonte: International Cocoa Organization, (2013c)
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De acordo com a ICCO (The International Cocoa Organization), o cacau
¢ uma cultura de grande importancia para a economia dos paises produtores, de
rendimento valioso ¢ produzido por pequenos agricultores. Do cacau produzido
internamente, aproximadamente 40% fica no proprio pais e o restante &
exportado. A maioria das améndoas de cacau é exportada para a Europa e
América do Norte para fabricacdo de liquor de cacau, manteiga de cacau e torta
de cacau, que posteriormente sera transformada em cacau em pd e chocolate
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013d). A cacauicultura
brasileira esta distribuida nas regides Nordeste (Bahia), Sudeste (Espirito Santo),

Centro-Oeste (Mato Grosso) e Norte (Pard, Rondonia e Amazonas) (Tabela 3).

Tabela 3 Situagio da cultura do cacau (améndoas) no Brasil — safra 2012

Safra 2012 Participacio (%)
3
= = - 23 £ CR
Estados = §5 oS 8 & =g §5 o5
° o g = et g 9 ~ o] c s s g
P S 5 £ 528 P S =g
S = S = T o =T S =g S=E T o
L= 2= e o 5 Qo L= E= 2 =
<< & << S 8 ~x g2 <3 <o a8
Norte
Rondonia 40.757  30.241 16.418 543 5,5 4.4 6,4
Amazonas* 12.920 10.712 4.606 430 1,7 1,6 1,8
Para 122.574 88.267 67.299 762 16,5 12,9 26
Nordeste
Bahia 540.383 532.074 159.432 300 72,9 77,8 62
Sudeste
Espirito Santo ~ 23.328  22.086 8.309 376 3,1 32 3,2
Centro Oeste
Mato Grosso 871 871 576 661 0,1 0,1 0,2
TOTAL GERAL 748.833 684.251 256.640 375 100 100 100

* Os dados apresentados para o Amazonas referem-se a valores ja obtidos, ou seja, area
colhida e producdo e rendimento obtidos, e ndo a valores esperados como os demais
estados.

Fonte: Adaptado de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2013).
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Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
a produgdo brasileira de cacau na safra de 2012 apresentou um volume de 256,6
toneladas. Dentre as regides brasileiras, a regido Nordeste vem sendo a maior
produtora e fechou a safra de 2012 com 159.,4toneladas (62,1%) de cacau. Na
sequéncia encontram-se as regides Norte e Sudeste com, respectivamente, 88,3
(34,4%) e 8,3 toneladas (3,2%). Os 4 estados que mais produzem cacau no
Brasil sdo Bahia, Para, Rondonia e Espirito Santo. A Bahia destacou-se como o
maior produtor com 159,4 toneladas (62,1%) de cacau em 2012; o Para fechou a
safra de 2012 com uma produgdo de 67,3 toneladas (26,2%); Rondonia com 16,4
(6,4%) e Espirito Santo com 8,3 toneladas (3,2%) de cacau (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2013).

Rondonia ocupa o terceiro lugar na produgdo nacional de améndoas de
cacau, mas ndo possui processamento agroindustrial de beneficiamento dos
derivados do cacau e, portanto, toda a producdo primaria deste produto ¢
direcionada a industrias processadoras na Bahia ¢ no Sudeste. Com condigdes
edafoclimaticas adequadas a cacauicultura é uma das principais potencialidades
do estado de Ronddnia, mas o seu pleno aproveitamento exige a implantagdo de

projetos empresariais de agroindustrializagéo.

2.3Microbiota do cacau no processamento primario

O processamento do cacau ¢é iniciado nas propriedades cacaueiras,
através do processamento primario. De maneira geral, os frutos recém-colhidos
sdo abertos e as sementes colocadas em caixas de madeira para que a
fermentacdo natural aconteca durante aproximadamente 6 dias. Apds a
fermentacdo as améndoas sdo transferidas para plataformas de secagem ao sol
com o intuito de reduzir a umidade para 8%. Em seguida as améndoas sdo

ensacadas e armazenadas para posterior comercializagdo (WOOD; LASS, 1985).
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A semente do cacau, quando sai do fruto, apresenta coloracdo purpura,
sabor amargo e odor adstringente. Quando cortadas, os cotilédones sdo
compactos ¢ quase unidos a testa (casca da améndoa). Apds a fermentacio, as
améndoas apresentam cor marrom, sabor e odor tipicos de chocolate
(AQUARONE et al., 2001).

O processamento primdrio do cacau visa a obtengdo de um produto
comercial de qualidade constituido de améndoas fermentadas, secas, com no
maximo 8% de umidade, com aroma natural, ndo contaminadas por odores
estranhos e livre de matérias estranhas, admitindo-se alguns defeitos
(GRAMACHO et al., 1992). Esse processamento ¢ executado em 3 etapas:
colheita, fermentacdo e secagem, ¢ por fim o armazenamento (AQUARONE et

al., 2001; GRAMACHO et al., 1992; WOOD; LASS, 1985).

2.3.1 Colheita dos frutos de cacau

O fruto de cacau cresce no tronco e nos ramos da arvore. A colheita
corresponde a remog¢do dos frutos maduros das arvores e abertura dos mesmos
para extrair as sementes. Os frutos sdo colhidos manualmente, com uma ldmina
bem afiada que faz um corte proximo ao caule. Para frutos no alto da arvore, ¢
utilizado um tipo de ferramenta que consiste em uma vara comprida com um
gancho na extremidade. Ao empurrar ou puxar de acordo com a posi¢cdo do
fruto, as laminas superior e inferior da ferramenta permitem o corte da haste do
fruto sem danificar o ramo que o carrega (WOOD; LASS, 1985).

Os frutos colhidos s@o reunidos em montes distribuidos dentro da
plantac@o, geralmente abertos no mesmo local e as cascas sdo descartadas e
distribuidas no campo para que os nutrientes retornem ao solo. Dentro de uma
semana a 10 dias, apos a colheita, os frutos sdo abertos para remover as

sementes. Para abrir os frutos ¢ indicada a utilizagdo de um taco de madeira que,
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ao atingir a area central do fruto, divide este ao meio. Ferramentas de corte,
como facdo, também sdo utilizadas, porém podem danificar as sementes
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b).

A etapa entre a colheita dos frutos e a fermentagdo das sementes é
considerada um ponto critico para a contaminagdo por fungos filamentosos.
Mounjouenpou et al. (2008) relataram, em um estudo com améndoas de cacau,
que espécies fungicas foram mais abundantes em frutos colhidos no final da
época de colheita. Os autores também relacionaram a presenca de Aspergillus
carbonarius, espécie capaz de produzir ocratoxina A (OTA), em gréos
fermentados de frutos danificados com abertura apds 10 dias, o que, segundo os
autores, pode estar relacionado ao contato das sementes de cacau com o ar ¢ o
solo, uma vez que os frutos estavam parcialmente abertos.

Apds aberto o fruto, as sementes sdo removidas com a médo e submetidas
aos processos de fermentacdo e secagem antes de serem ensacadas para

comercializacdo (WOOD; LASS, 1985).

2.3.2 Fermentacio das sementes de cacau

As duas principais fases do processamento primario das sementes de
cacau sdo a fermentacdo e a secagem. Diferentes métodos de fermentacdo e
secagem podem ser utilizados. A fermentacdo ¢ iniciada logo apds a abertura
dos frutos que contém sementes envoltas por uma polpa mucilaginosa, sujeitas a
fermentacdo microbiana. Essa fermentacdo das sementes de cacau depende de
diversos fatores como os métodos de produgdo, tamanho dos lotes, maturagdo
das sementes, armazenamento e¢ das condi¢des ambientais (WOOD; LASS,
1985; INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b).

Apoés a remogdo das sementes dos frutos, o primeiro passo no

processamento do cacau ¢ a fermentagdo espontdnea das sementes com polpa
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podendo ser realizada em montes, caixas, cestos, ou bandejas. Todos os métodos
dependem de remover as sementes dos frutos e empilhd-las em montdes ou em
caixas para permitir que os micro-organismos se desenvolvam e iniciem a
fermentacdo da polpa que envolve as sementes (WOOD; LASS, 1985;
INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b). De acordo com
Schwan e Wheals (2004), as sementes de cacau sdo contaminadas com micro-
organismos, quando o fruto é aberto, a partir da ferramenta de corte, cestos
utilizados para transportar as sementes, insetos € esses miCro-organismos
contribuem para o processo de fermentagcdo espontdnea que acontece em
seguida.

A técnica mais utilizada na fermentagdo de cacau no Brasil ¢ a que
utiliza caixas retangulares (cochos de fermenta¢@o) de madeira de boa qualidade,
que ndo transmita odores nem pigmentos ao cacau. O fundo do cocho deve ser
provido de orificios ou confeccionado em ripas para drenagem do exsudato
durante a fermentacdo. A massa de cacau deve ser mantida coberta com sacos de
juta ou folha de bananeira para evitar a perda de calor ¢ o ressecamento da
camada superficial e, assim, permitir a elevacdo da temperatura no interior da
massa (AQUARONE et al., 2001; GRAMACHO et al., 1992). As pilhas sdo
cobertas por folhas de bananeira ¢ a maioria dos agricultores revolvem as
sementes no 2° ou 3° dia. O tempo de fermentagdo ¢ de 4 a 7 dias (WOQOD;
LASS, 1985; INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b).

A fermentagdo ocorre na polpa que envolve as sementes de cacau que ¢é
rica em glicose, frutose e sacarose, o pH inicial ¢ baixo, em torno de 3,3-4,0
devido a elevada concentragdo de acido citrico que ¢ de 1-3% (ARDHANA;
FLEET, 2003; CAMU et al., 2007; SCHWAN; WHEALS, 2004). A mucilagem
¢ viscosa, pois apresenta elevado teor de pectina e outros polissacarideos, 1-2%,

o que limita a difusdo do ar (SCHWAN; WHEALS, 2004).
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A fermentacdo de cacau no Brasil e a sucessdo microbiana ja foram
estabelecidas e ocorre de forma natural, sem adi¢do de inoculo. Inicialmente,
inimeras espécies de leveduras proliferam, levando & produgdo de etanol e
secre¢do de enzimas pectinoliticas. Segue-se a fase na qual ha uma elevacéo no
nimero de bactérias, especialmente as do acido lactico e produtoras do acido
acético, seguidas pelas formadoras de esporos. Nos ultimos dias da fermentacao,
podem ser visualizados fungos filamentosos na superficie das améndoas
(SCHWAN; WHEALS, 2004). As leveduras e bactérias do acido lactico também
desempenham um importante papel na degradacdo da polpa por meio da
secre¢do de enzimas pectinoliticas (NIELSEN, 2006; SCHWAN; WHEALS,
2004).

Nas primeiras 24-36h, ha um alto contetido de agucares, baixo pH
devido ao acido citrico e uma condi¢do limitada em oxigénio na polpa o que
favorece o crescimento de leveduras, cuja fungdo primaria é a producdo de
etanol a partir da fermenta¢do dos carboidratos. Consequentemente ocorre
aumento na concentragdo de etanol ¢ diminui¢cdo na de agucares fermentaveis
durante as primeiras 24-36 horas. Nestas primeiras horas de fermentacao,
também ocorre intensa prolifera¢do de bactérias lacticas que fermentam agucares
até acido lactico (ARDHANA; FLEET, 2003; CAMU et al., 2007; NIELSEN,
2006).

As principais espécies de micro-organismos isoladas de cacau da
Indonésia, durante a fermenta¢do natural, foram Penicillium citrinum, Kloeckera
apis, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Lactobacillus cellobiosus,
Lactobacillus plantarum e Acetobacter pasteurianus (ARDHANA; FLEET,
2003). Na Republica Dominicana, as leveduras dos géneros Kloeckera e
Candida predominaram no inicio da fermentagdo, seguido de Lactobacillus

paracasei paracasei ssp. € Lactobacillus brevis como as principais bactérias
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lacticas e Acetobacter lovaniensis a principal bactéria produtora do acido acético
(GALVEZ et al., 2007).

Com o revolvimento da massa ¢ a degrada¢do da polpa, ocorre um
aumento na aera¢do durante a fermentac@o, o que favorece a multiplicagdo das
bactérias produtores do acido acético. As bactérias produtoras do acido acético
utilizam o etanol, produzido pelas leveduras, gerando acido acético em uma
reagdo exotérmica, atingindo 45 — 50°C. O etanol e os acidos sdo absorvidos
pelos cotilédones e junto da elevagdo da temperatura da massa ocorre a morte do
embrido da semente, eliminando o poder de germinagdo e assim, as sementes
passam a ser chamadas de améndoas. Esse aumento na temperatura, junto do
etanol e acido acético sdo fatores limitantes ao desenvolvimento bacteriano,
levando a inativagdo das células vegetativas, o que predispde a selecdo de
bactérias formadoras de esporos (SCHWAN; WHEALS, 2004).

Ao final da fermentacdo, podem ser visualizados fungos filamentosos na
parte superior das pilhas de améndoas de cacau. O papel dos fungos
filamentosos na fermentacdo do cacau ndo é muito bem esclarecido, porém
algumas espécies de fungos podem produzir micotoxinas nas améndoas de cacau
(COPETTI et al., 2010, COPETTI et al., 2011a; COPETTI et al.,2011Db).

Pesquisas mostram a presenca de fungos durante todas as etapas do
processamento primario das améndoas de cacau: fermentacdo, secagem e
armazenamento (ARDHANA; FLEET, 2003; MOUNJOUENPOU et al., 2008;
SANCHEZ-HERVAS et al., 2008).

Ardhana e Fleet (2003) relataram a presencga de diferentes espécies de
fungos filamentosos com intensa atividade de lise ¢ em quantidades
significativas também no inicio do processo fermentativo (24-36 horas).

Em um estudo realizado em Camardes, Mounjouenpou et al. (2008)
processaram cacau em condigdes controladas e descreveram a presenca de

fungos no final da fermentacdo ndo relatando diferenca entre os fungos isolados
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quando a fermentagdo foi realizada em caixas ou montdes. Estes autores
relataram abundante presenga de fungos do género Aspergillus Secdo Nigri: A.
niger e A. carbonarius. Os principais fungos isolados por estes autores foram A.
fumigatus, A. tamarii, A. versicolor, A. carbonarius, A. niger, P. crustosum,
Rhizopus sp., Fusarium sp. ¢ Trichoderma spp. Copetti et al. (2011b) realizaram
um estudo semelhante no Brasil e também isolaram algumas espécies
mencionadas no estudo acima, como Aspegillus versicolor, A. fumigatus e A.

niger.

2.3.3 Secagem das améndoas de cacau

Apos a fermentacdo, as améndoas sdo secas, geralmente, por secagem
natural, ao sol, e técnicas artificiais utilizando ar quente. Pequenos agricultores
preferem secar ao sol enquanto em plantagdes maiores o método artificial
utilizando ar quente é o preferido (HI[; LAW; CLOKE, 2009). A secagem ¢
normalmente concluida quando o teor de umidade seguro das améndoas secas
atinge 8%.

Durante a secagem menos micro-organismos sdo capazes de se
desenvolver com o passar dos dias, pois ha uma diminui¢do na quantidade de
agua disponivel, devido a reducdo da atividade de 4gua (a,) das améndoas
(SCHWAN; WHEALS, 2004).

Com a diminui¢do da a,, ¢ interrompido o desenvolvimento das
leveduras e bactérias, mas a agua ainda existente ¢ suficiente para o
desenvolvimento de fungos. A multiplica¢do de Aspergillus flavus, A. ochraceus
e A. parasiticus ja foi verificada com uma a,, minima de 0,78 e alguns géneros
de fungos xerofilicos como o Xeromyces sp. podem se desenvolver em a,, de

0,61 (PITT; HOCKING, 1997).
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Nessa fase do processamento do cacau, importantes grupos de fungos
potencialmente produtores de ocratoxina A e aflatoxinas, do género Aspergillus
Sec¢des Nigri e Flavi, respectivamente, foram identificados por Copetti et al.
(2011b). Mounjouenpou et al. (2008) e Copetti et al. (2010) relacionaram a
presenca de A carbonarius com a maior quantidade de ocratoxina A em
améndoas de cacau de Camardes e do Brasil, respectivamente.

A secagem deve ser realizada com cuidado para garantir que sabores
desagradaveis ndo sejam desenvolvidos. Esta deve ocorrer lentamente, pois se os
grdos sdo secos muito rapidamente algumas das reagdes quimicas iniciadas no
processo de fermentacdo ndo sdo concluidas e os grdos tornam-se acidos, com
sabor amargo.No entanto, se a secagem for muito lenta, fungos e sabores
desagradaveis podem se desenvolver.Varios estudos indicam que a temperatura
das ameéndoas durante a secagem ndo deve ultrapassar 65°C
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013Db).

Para a secagem natural, ao sol, as améndoas s3o espalhadas sobre
tapetes, bandejas ou em pisos de concreto. Em alguns paises, na India Ocidental
e América do Sul, a secagem ocorre em pisos de madeira com telhados mdveis
(barcagas). As améndoas precisam ser cobertas quando chove e durante a
noite.Com luz do sol adequada ¢ pouca chuva, a secagem ao sol pode demorar
cerca de uma semana e se o tempo estiver chuvoso demora mais tempo
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013Db).

A secagem artificial ¢ utilizada em paises onde ndo ha periodos de seca
pronunciada depois da colheita e fermentagdo.Améndoas provenientes de
secagem artificial podem ser de ma qualidade devido a contaminag¢do por
fumaga ou porque o cacau é seco muito rapidamente se ndo houver controle da
temperatura  (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b,
GRAMACHO, 1992).
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2.3.4 Armazenamento das améndoas de cacau

Apds a secagem, as améndoas de cacau secas sdo geralmente colocadas
em sacos de juta limpos ou sacos apropriados feitos de material ndo tdxico,
isentos de hidrocarbonetos, que ndo atraiam insetos ¢ roedores e que resistam ao
armazenamento por longos periodos. Esses sacos sdo armazenados em locais
construidos com o objetivo de manter o teor de umidade das améndoas baixo e
dentro do limite aceitavel (8%), a prova de intempéries, bem arejados, livre de
pragas e insetos e longe de fumaca ou outros odores que possam contaminar as
améndoas de cacau. Por causa da elevada umidade, as condigdes de
armazenamento de améndoas de cacau nos tropicos ndo sdo geralmente ideais e,
a menos que sejam tomadas precaugdes especiais, o tempo de armazenamento
fica restrito a 3 meses. Devem ser evitados longos periodos de armazenamento
das améndoas de cacau (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION,
2013b). Wood ¢ Lass (1985) recomendam que as améndoas de cacau, em paises
tropicais, sejam armazenadas seguramente apenas durante 2 ou 3 meses. As
améndoas de cacau secas podem absorver a umidade ¢ se o teor de umidade for
acima de 8%, fungos podem se desenvolver nas améndoas. O cacau ensacado,
quando bem armazenado, pode ser mantido por periodos entre 9 e 12 meses.

As améndoas devem ser armazenadas com aproximadamente 8% de
umidade e permanecerem em um ambiente com umidade relativa entre 65 e 70%
para manterem a umidade inicial e resistirem, assim, ao ataque por fungos
(WOOD; LASS, 1985). Em baixa a,, condi¢do ndo favoravel ao
desenvolvimento de fungos, esporos fungicos presentes podem permanecer
viaveis por longos periodos. Ambientes de estocagem de cacau com alta
umidade relativa ou que apresentem flutuagdes de temperatura que permitam
migracdo da umidade para as améndoas, podem propiciar condi¢des adequadas

para germinacgdo dos esporos, crescimento fungico e deterioracdo das améndoas
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(quimica, sensorial e toxicoldgica), provocando alteracdes irreversiveis na
qualidade do produto a ser processado industrialmente (COPETTI, 2009).

Sanchez-Hervas et al. (2008) avaliaram a micobiota de amostras de
cacau armazenadas em Serra Leoa, Guiné Equatorial e Equador ¢ detectaram a
predominancia de Aspergillus Se¢des Flavi (A. flavus ¢ A. tamarii) e Nigri (A.
niger Agregado e A. carbonarius), micobiota semelhante a encontrada por
Copetti et al. (2011b) em um estudo realizado no Brasil, porém a frequéncia de
ocorréncia das espécies foi diferente.

Oyetunji (2006) isolou Mucor, Penicillium, Rhyzopus e Aspergillus de
bebidas a base de cacau.

Segundo Magan e Aldred (2006), nos paises tropicais, nao sio
estritamente controladas as condi¢gdes do processamento € armazenamento do
cacau o que torna possivel a contaminacgéo fungica em muitos pontos criticos da
cadeia produtiva de cacau.

De acordo com a ICCO alguns fatores devem ser considerados na area
de armazenamento, a fim de minimizar os riscos: (a) o armazém deve ser de piso
de cimento ou ndo inflamavel, sem rachaduras e¢ fendas para evitar insetos; (b) o
piso deve ser mais alto que o terreno circundante para evitar inundagdes; (c) as
paredes devem ser de material ndo inflamavel, sem fendas e fissuras; (d) a
ventilagdo deve ser adequada para evitar mofo; (e) o telhado deve ser isolado e
ndo deve ser feito de madeira; (f) os sacos podem ser empilhados, mas de
preferéncia a camada inferior deve ser em estrados, permitindo um espaco de ar
de 5 a 10 cm entre as pilhas ¢ a camada superior deve ser de, pelo menos, 1
metro de distdncia a partir do telhado, as pilhas devem ser posicionadas
afastadas das paredes; (g) fumigacdo e outras formas de controle de insetos
podem ser utilizadas para assegurar que as améndoas fiquem livres de pragas;
(h) o cacau deve ser inspecionado regularmente; (i) nenhum outro produto deve

ser armazenado com o cacau para evitar a contaminagao; e (j) o acesso as areas
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de armazenamento deve ser controlado (INTERNATIONAL COCOA
ORGANIZATION, 2013a).

2.4 O género Aspergillus

O género Aspergillus pertence a familia Trichocomaceae, Ordem
Eurotiales, e pode ser encontrado no solo, em matérias orginicas em
decomposi¢o, graos estocados, alimentos, ragdes e outros materiais. S0 mais
comumente encontrados em regides de clima quente e suportam baixa atividade
de agua. Algumas espécies podem produzir metabolitos secundarios toxicos, as
micotoxinas, altamente nocivos para a satide do homem e de animais, como a
ocratoxina A (CHALFOUN; BATISTA, 2003).

Dentro do género Aspergillus, existem espécies capazes de realizar
reproducdo sexuada que pertencem a familia 7richolomataceae dos
Ascomycota, ¢ fazem parte de pelo menos 8 diferentes géneros caracterizados
pela formacdo de ascos que contém ascosporos. Destes, apenas 3 géneros,
Eurotium, Neosartorya ¢ Emericella, ocorrem em alimentos. As espécies de
Eurotium sdo as mais comuns e importantes dentre os géneros que possuem
Aspergillus como anamorfo. Todas as espécies sdo xerofilicas e apresentam
importancia na deterioracdo de alimentos com baixa atividade de agua e
commodities agricolas estocadas (HOCKING, 2006).

A temperatura 6tima de crescimento ¢ de 30 — 40°C para a maioria dos
fungos do género Aspergillus. O género Aspergillus ¢ um género anamorfico e
compreende aproximadamente 250 espécies conhecidas (SAMSON; VARGA,
2007). Pertence a classe dos hifomicetos, apresenta colonias em diferentes
coloragdes a partir das quais podem ser observadas estruturas de frutificagdo
diferenciadas. Os conidioforos emergem de hifas grandes e com parede espessa,

e terminam na forma de vesicula em geral esférica, de onde surgem métulas ou
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métulas e fidlides que originardo esporos fingicos, neste caso, conidios (KLICH;
PITT, 1988).

Os guias de identificagdo de espécies comuns de Aspergillus baseados
em morfologia ¢ nas caracteristicas das coldonias vém sendo publicados por
Klich e Pitt (1988), Pitt e Hocking (1997) Pitt e Hocking (1999), Samson et al.
(2000), Samson et al. (2002).

Alguns fungos sdo responsaveis pela produgdo de metabdlitos
secundarios, compostos quimicos produzidos por um nuimero limitado de
espécies em um género e que possui um alto poder de diferenciacdo. Em um
perfil de metabdlitos secundarios incide todos os compostos que um fungo pode
produzir em um determinado substrato, incluindo antibidticos e micotoxinas
(FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008).

Espécies de Aspergillus possuem perfis altamente especificos de
metabdlitos secundarios que remetem a mesma espécie indicada através da
morfologia, fisiologia e dados de sequéncia de DNA. Por exemplo, isolados de
Aspergillus das Secdes Flavi, Nigri e Circumdati, no qual se encontram as
principais espécies produtoras de ocratoxina A e aflatoxinas, produzem um
grande nimero de metabdlitos o que permite a identificacio correta ao nivel de
espécie (FRISVAD; SAMSON; SMEDSGAARD, 2004; FRISVAD et al,
2004).

O género Aspergillus compreende fungos com grande utilizacdo na
industria como, por exemplo, na producdo de acido citrico e enzimas amilases
por A. niger ¢ molho de soja por 4. oryzae. Porém o A. flavus é um toxico
deteriorante de alimentos e ragdes ¢ existem, também, algumas espécies
patogénicas para o homem e animais, como o 4. fumigatus (PITT; HOCKING,
1997).

Juntamente com as espécies de Penicillium e Fusarium, Aspergillus

estdo presentes em alimentos e culturas agricolas, porém cada um com suas
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particularidades. Aspergillus sp. crescem em temperaturas mais elevadas e em
atividades de agua mais baixas que os Penicillium sp, necessitam de maior
tempo para esporular e produzem esporos mais resistentes a luz e substancias
quimicas (HOCKING, 2006). Sendo assim as espécies do género Aspergillus sdo
mais comumente encontradas deteriorando alimentos nos tropicos e as espécies
de Penicillium sdo mais comuns em zonas temperadas (SAMSON et al., 2002).

O crescimento de P. verrucosum ocorre em temperaturas abaixo de 30°C
e atividade de agua superior a 0,80 por isso a sua ocorréncia se da em regides
temperadas e frias sendo fonte de OTA em cereais e produtos de cereais no
Canada e na Europa onde os cereais sdo muito utilizados na produgdo de ragdes
para animais e, portanto a OTA ¢ encontrada em alguns produtos de origem
animal, como rim e figado de porco. O P. verrucosum nao ocorre em regioes
tropicais e subtropicais, ja 0 A. ochraceus cresce a temperaturas moderadas e
com atividade de 4gua superior a 0,8, é encontrado as vezes em varios produtos
alimentares armazenados, dentre eles os cereais, mas raramente € considerado
fonte de quantidade preocupante de OTA. E fonte de OTA em gros de café
verde e pode infectar também graos de café durante a secagem ao sol.

Intmeras espécies de Aspergillus t€m sido listadas como capazes de
produzir metabolitos téxicos (FRISVAD; SAMSON; SMEDSGAARD, 2004;
FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005; HONG et al., 2005; SAMSON;
VARGA, 2007; SAMSON et al., 2002; SAMSON et al., 2004), dentre os quais a
aflatoxina é a mais conhecida. A existéncia de espécies toxigénicas mostra que
uma correta identificagdo de isolados a partir de alimentos e o conhecimento da
ecologia destes fungos ¢ particularmente importante (HOCKING, 2006).

O género Aspergillus ¢ dividido em Se¢des: Flavi, Circumdati, Nigri,
Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores, Usti,

Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi ¢ Wentii (KLICH, 2002). Ater-nos-emos as
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Se¢des Nigri e Flavi devido a relevancia destes fungos em améndoas de cacau e
produgdo de micotoxinas.

As espécies da Secdo Flavi possuem conidios em tons verde-amarelados
e esclerédios marrons (KLICH, 2002). As principais espécies produtoras de
aflatoxinas desta Secdo sdo o 4. flavus e A. parasiticus (PITT; HOCKING,
1997; VARGA et al., 2003).

Aspergillus flavus é, provavelmente, a espécie mais relacionada com
deterioracdo de alimentos de origem tropical, sendo uma das espécies mais
importantes do género, devido a producdo de aflatoxinas B, e B,, formadas por
cerca de 40% dos isolados. Alguns isolados também produzem dacido
ciclopiazdnico (KLICH; PITT, 1988).

A temperatura 6tima de crescimento do A. flavus encontra-se entre 30 e
42°C, com minima de 12°C e maxima proxima de 48°C. O pH o6timo para
crescimento ¢ 7,5 (PITT; HOCKING, 1997) e a a,, minima para crescimento ¢
préxima de 0,80. As culturas economicamente mais importantes atingidas por 4.
flavus sdo o amendoim, o milho e o algoddo, porém condimentos, alimentos
preparados a partir de cereais, as farinhas e o pdo também sofrem contaminagéo
por essa espécie (PITT; HOCKING, 1997).

Dentre as espécies da Se¢do Nigri,encontra-se a espécie A. niger que
cresce otimamente em temperaturas relativamente elevadas com maxima entre
45 — 47°C e condigdes otimas entre 35 — 37°C. Esta espécie tem sido relatada
como uma xerdfila com germinagdo em a, 0,77 a 35°C (PITT; HOCKING,
1997).

Palacios-Cabrera et al. (2005) estudaram a influéncia de trés meios de
cultura com diferentes atividades de dgua, tempos de incubagdo e temperaturas
sobre o crescimento de A. ochraceus, A. carbonarius e A. niger. A melhor
temperatura para o crescimento de 4. carbonarius foi 30°C, ja para o A. niger

temperaturas acima de 30°C foram melhores. A. ochraceus apresentou bom
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crescimento a 25 e 30°C, porém a 35°C o crescimento foi mais lento. A 41°C, A.
ochraceus nio cresceu e A. carbonarius foi inibido significativamente. 4. niger
cresceu a 41°C e foi demonstrado ser o mais xerofilico fungo em comparagdo
com A. carbonarius € A. ochraceus.

Varios estudos trazem dados sobre as condigdes de crescimento para A.
niger e A. ochraceus, no entanto, pouco tem sido publicado sobre A.
carbonarius. As informagdes sobre a sua fisiologia sdo baseadas em A. niger,
devido a sua semelhanca. As duas espécies podem estar estreitamente
relacionadas, mas a mais notavel diferenca do A. carbonarius para o A. niger é a
produgdo de esporos de maiores dimensdes pelo A. carbonarius (KLICH; PITT,
1988) além da capacidade do A. carbonarius produzir a ocratoxina A, que ¢
muito maior do que a de 4. niger.

O A. carbonarius esta associado a frutas, em especial uvas. Seus esporos
pretos o tornam altamente resistente a luz solar fazendo com que sobreviva a
secagem ao sol ¢ tornar-se assim fonte de OTA em uvas frescas, uvas passas,
vinho e café (JECFA, 2001). Em um estudo realizado por Cabaifies, Brabulat ¢
Castella (2013), A. carbonarius alcangaram niveis maximos de producgdo de
ocratoxina A apos 15 dias de incubag¢do a 15°C. De acordo com mais estudos, as
temperaturas ideias para a producdo de OTA por A. carbonarius sdo de 15 —
20°C (ESTEBAN et al., 2004), temperaturas menores do que as reportadas para
o crescimento do fungo (30 — 35°C) (MITCHELL et al., 2004).

2.5 Espécies do género Aspergillus em cacau

Os fungos filamentosos ocupam uma posi¢do importante durante a
fermentacdo do cacau, podendo causar hidrélise da celulose, producdo de acidos,
sabores desagradaveis e alterar o sabor das améndoas de cacau (SCHWAN;

WHEALS, 2004). Além disso, algumas espécies de fungos podem produzir
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micotoxinas em améndoas de cacau (COPETTI et al., 2010; COPETTI et al.,
2011a,b; MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008).
Em estudos anteriores, Mucor, Penicillium, Rhyzopus, Fusarium e especialmente
Aspergillus foram os fungos mais frequentemente isolados a partir de améndoas
de cacau (COPETTI et al., 2011; MOUNJOUENPOU et al., 2008; OYETUNIJI,
2006; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008). Diversos estudos recentes avaliaram a
ocorréncia de fungos em cacau e relataram a presenca de Aspergillus sp.
(AMEZQUETA et al., 2008; COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al.,
2008; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008). Copetti et al. (2011b) e
Mounjouenpou et al. (2008) relataram a ocorréncia de espécies de Aspergillus
em todas as fases de processamento primario das améndoas de cacau,
destacando as espécies produtoras de ocratoxina A da Secdo Nigri (A. niger e A.
carbonarius) cujo nimero aumentou apds a fermentagao.

Os principais fungos isolados por Sanchez-Hervéas et al. (2008), em
améndoas de cacau de Serra Leoa, Guiné Equatorial e Equador pertenciam as
Secdes Nigri e Flavi. E conhecido que algumas espécies destas duas Se¢des de
Aspergillus sdo consideradas os mais importantes fungos toxigénicos (MOSS,
1996; SAMSON et al., 2004). As espécies pertencentes a Aspergillus Se¢do
Circumdati, como A. ochraceus, sdo tradicionalmente consideradas
ocratoxigénicas (PITT; HOCKING, 1997), porém, Sanchez-Hervés et al. (2008)
relataram baixa incidéncia de espécies pertencentes a Aspergillus Secdo
Circumdati em améndoas de cacau, sendo apenas uma das duas espécies de A.
ochraceus 1isoladas produtora de OTA. Os autores consideraram que
provavelmente A. ochraceus é uma fonte relativamente sem importancia de
OTA em produtos de cacau.

A espécie A. niger predomina entre os Aspergillus Secdo Nigri em
estudos realizados com cacau (COPETTTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et

al.,, 2008). Mounjouenpou et al. (2008) processaram cacau em condigdes
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controladas em Camardes e isolaram as espécies A. carbonarius, A. flavus, A.
fumigatus, A. niger, A. tamarii e A.versicolor. Copetti et al. (2011b) realizaram
um estudo semelhante ¢ também isolaram algumas espécies mencionadas no
estudo acima, como A. versicolor ¢ A. fumigatus, bem como A. clavatus, A.
niger, A. ochraceus e A. parasiticus. Algumas espécies conhecidas por produzir
micotoxinas (4. carbonarius, A. niger e A. flavus) confirmam a existéncia de
uma micobiota toxigénica associada a cultura do cacau, bem como o risco da
producdo de ocratoxina A e aflatoxinas.

No estudo realizado por Sanchez-Hervas et al. (2008) em améndoas
fermentadas e secas da Serra Leoa, Guiné Equatorial ¢ Equador, o género
Aspergillus correspondeu a 88% dos fungos isolados. Os membros da segdo
Flavi foram os que apresentaram maior prevaléncia (51%), seguidos pelos
representantes da Secdo Nigri (32,8%), espécies produtoras de aflatoxinas e
ocratoxina A, respectivamente. Neste estudo o fungo pertencente a Aspergillus
Secdo Flavi mais isolado foi A. flavus. Copetti et al. (2011b) relataram um
aumento da ocorréncia de espécies da Sec¢do Flavi no decurso da secagem das
améndoas de cacau.

A espécie A. oryzae, da Secdo Flavi, ndo ¢ relatada como toxigénica
(MAGAN; OLSEN, 2004).

A ocorréncia de aflatoxinas ja foi relatada contaminando commodities
agricolas como cacau, café¢, amendoim e milho (BATISTA et al., 2009;
COPETTI et al., 2011b; FERNANDEZ-PINTO et al., 2001; GIORNI et al.,
2007). Uma elevada percentagem de 4. flavus, aproximadamente 60%, tem sido
relatada como positiva para a capacidade de produgdo de aflatoxinas em
améndoas de cacau (COPETTI et al., 201 1a; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008).

As aflatoxinas s23o metabdlitos altamente toxicos, com comprovadas
propriedades mutagénicas e carcinogénicas (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1993) que podem ser produzidas por espécies
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pertencentes a Secdo Flavi, principalmente A. flavus e A. parasiticus
(FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005).

Sanchez-Hervas et al. (2008) obtiveram como espécie predominante, da
Secdo Nigri, A. niger Agregado, porém relataram também a presenca de A.
carbonarius em menor quantidade e ndo encontraram nenhuma espécie
unisseriada (4. aculeatus e A. japonicus). A presenga de A. carbonarius sugere a
possivel produgdo de OTA por esta espécie em cacau e outras matérias-primas
tropicais e subtropicais, como indicado em estudos anteriores (BELLI et al.,
2004; MAGNOLI et al., 2003; MARTINEZ-CULEBRAS; RAMON, 2007;
TANIWAKI et al., 2003).

A presenca de fungos toxigénicos em cacau ressalta a importancia de
estudos a respeito da contamina¢do do cacau por micotoxinas, pois estas se

relacionam com perdas econdmicas e problemas de satde publica.

2.6 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular,
produzidos naturalmente por fungos filamentosos (BENNETT; KLICH, 2003).
Micotoxinas sdo produzidas a partir das vias metabolicas dos policetideos, dos
terpenoides e de alguns processos que usam aminoacidos essenciais, possuem
estruturas quimicas diversificadas, presentes em uma ampla gama de produtos
alimentares e sdo toxicos para animais em pequenas concentra¢des (PITT, 2000;
STEYN, 1995).

As micotoxinas podem ser produzidas como resultado do crescimento de
fungos em alimentos podendo causar micotoxicoses, uma resposta tdxica,
quando ingeridas por humanos e animais.Nos seres humanos, quando ingeridas
através de alimentos a base de plantas ou residuos e metabolitos presentes em

alimentos de origem animal, podem levar a deterioracdo da funcdo renal ou
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hepatica. Algumas micotoxinas s3o neurotoxinas, enquanto outras atuam
interferindo na sintese de proteinas, e produzem efeitos como sensibilidade da
pele ou necrose por imunodeficiéncia extrema (BENNETT; KLICH, 2003;
PITT, 2000).

Por volta de 1960, surgiu o termo micotoxinas ao se relacionar a morte
repentina de 100 mil perus com a produgdo de aflatoxina por A. flavus em
bagaco de amendoim utilizado na racdo aumentando o interesse em estudos
relacionados a outros metabodlicos secundarios toxicos produzidos por fungos
filamentosos em produtos agricolas (BENNETT; KLICH, 2003).

As micotoxinas mais relevantes para a seguran¢a alimentar sdo
produzidas pelos géneros Alternaria (acido tenuazdnico, alternariol e alternariol
metil éter), Aspergillus (aflatoxina By, G; e M, ocratoxina A, esterigmatocistina
e acido clicopiazdnico), Claviceps (ergo-alcaldides), Penicillium (patulina,
ocratoxina A, citrinina, penitrinina A e &cido clicopiazonico) e Fusarium
(desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, toxina T-2, diacetoxiscirpenol,
fumonisinas e moniliformina) (STEYN, 1995).

As micotoxinas podem ser encontradas em diversos produtos agricolas
(cereais, milho, frutos secos, frutas, sementes oleaginosas e especiarias), bem
como em produtos pecuarios (leite, ovos e carne de animais) devido a sua
acumulagdo ao longo da cadeia alimentar (DOHLMAN, 2003; SWEENEY;
DOBSON, 1998; VARGA; KOZAKIEWICZ, 2006).

Quando existe a colonizagdo por fungos, as micotoxinas podem ser
formadas nos periodos pré-colheita ¢ pos-colheita e durante seu transporte e
armazenamento se realizados em condic¢des deficientes.

As micotoxinas de maior importdncia em alimentos e ragdes sdo as
aflatoxinas, cujos principais produtores sdo A. flavus, A. parasiticus e A.
nonimus. Porém Copetti et al. (2011a) relataram fraca correlagdo entre fungos

potencialmente produtores de aflatoxinas e aflatoxinas.
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Outra micotoxina importante produzida por espécies de Aspergillus ¢ a
ocratoxina A (OTA) produzida principalmente por A. ochraceus. OTA é uma
potente nefrotoxina, teratogénica e cancerigena e ¢ também amplamente
produzida por espécies de Penicillium, em particular P. verrucosum
(SWEENEY; DOBSON, 1998) sendo a micotoxina de maior interesse em

améndoas de cacau.

2.6.1 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA; L-phenylalanylcarbonyl-5-chloro-8- hydroxy-
3,4-dihydro-3-R-methylisocoumarin) (PITTET; ROYER, 2002) (Figura 2) é a
principal micotoxina que ocorre no cacau. E produzida por diversas espécies
fingicas do género Penicillium e Aspergillus (CABANES; BRAGULAT;
CASTELLA, 2010; EFSA, 2006; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 1995; PITTET; ROYER, 2002) dentre os quais se destacam
P. verrucosum, A. ochraceus e Aspergillus da Secdo Nigri, em especial A.
carbonarius ~ (OPINION..., 2006; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2001).

Apesar de todas as micotoxinas serem de origem fungica, nem todos os
compostos toxicos produzidos pelos fungos sdo considerados micotoxinas

(BENNETT; KLICH, 2003).
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Figura 2 Estrutura quimica da OTA
Fonte: Bennett e Klich (2003)

Segundo Samson et al. (2004), a ocratoxina A além de ser produzida por
P. verrucosum, A. ochraceus, A. carbonarius ¢ A. niger (poucos isolados),
também ¢ produzida por P. nordicum, A. sulphureus, Neopetromyces muricatus
e Petromyces alliaceus. Penicillium verrucosum ¢ mais importante em cereais de
regides temperadas e o P. nordicum ¢ importante em carnes refrigeradas e em
produtos de queijo. A ocratoxina A também foi detectada em vinhos e o mais
provavel produtor € o 4. niger. A ocorréncia nos tropicos esta associada com A.
ochraceus em café e com A. carbonarius e A. niger em cacau.

Estudos relataram que as espécies pertencentes a Secdo Nigri, mais
precisamente A. carbonarius e A. niger t€m sido as principais fontes de
contamina¢do por OTA em améndoas de cacau (COPETTI et al., 2011b;
MOUNJOUENPOU et al., 2008).

Espécies de fungos produtores de OTA tém sido encontradas no mundo
todo e a presenga de OTA ja foi detectada em produtos alimenticios a base de
cereais, leguminosas, café, cerveja, suco de uva, vinho, passas, cacau, nozes ¢
especiarias (BATISTA et al., 2009; BAU et al., 2005a; BEJAOUI et al., 2006;
CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006; OPINION..., 2006; GOMEZ et al.,
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2006; GUZEV et al., 2006; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF THE UNITED NATIONS, 2001; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2007; LASRAM et al., 2007,
LEONG; HOCKING; SCOTT, 2007; O’BRIEN; DIETRICH, 2005; PALUMBO
et al., 2011; PONSONE et al., 2007; SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005;
TERRA et al., 2013; TJAMOS; ANTONIOU; TIAMOS, 2006). A OTA pode
estar presente em racdes animais resultando na contaminacdo de tecidos e
consequentemente de produtos comestiveis oriundos da carne desses animais (
OPINION..., 2006).

Mounjouenpou et al. (2008) apresentaram dados onde 70% dos A4. niger
foram produtores de OTA em améndoas de cacau, porém apenas o percentual de
3% de A. niger foi relatado como produtor de OTA em café (TANIWAKI et al.,
2003) e em uvas (LASRAM et al., 2007). A elevada percentagem encontrada
por Mounjouenpou et al. (2008) ndo foi confirmada por outros estudos
realizados com esta espécie em todo o mundo (AMEZQUETA et al., 2008;
BELLI et al., 2004; IAMANAKA et al., 2005; LEONG; HOCKING; SCOTT,
2007; MAGNOLI et al., 2007; TANIWAKIet al., 2003). Sanchez-Hervas et al.
(2008) ndo identificaram nenhum 4. niger produtor de OTA, porém 44,7% dos
fungos identificados como A. niger Agregado foram produtores de OTA em seu
estudo com cacau. J& no estudo realizado com améndoas de cacau no Brasil por
Copetti et al. (2010) 4. niger Agregado foi a espécie,com potencial para
produzir OTA, mais comum isolada, no entanto, apenas 5,2% foram capazes de
produzir a toxina.

As améndoas de cacau, cultivadas principalmente na Africa, América
Central e América do Sul, paises cujas condi¢des climaticas (clima quente e
umido) e agro-econdmicas sdo favoraveis a biossintese de OTA, apds o
processamento industrial, ddo origem ao cacau em po6. As condigdes de

processamento e o armazenamento do cacau nestes paises ndo sdo muito seguros
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favorecendo a contaminagdo por fungos toxigénicos em varios pontos criticos da
cadeia produtiva de cacau (TAFURI; FERRACANE; RITIENI, 2004).

Tanto os fungos como a OTA podem estar presentes em todas as fases
da cadeia de produgdo: colheita, fermentagdo, secagem, armazenamento, na
elaboragdo de alimentos e no transporte (RILEY; NORRED, 1999).

A OTA ¢é uma substancia relativamente estavel e em condi¢des normais
de cozimento ou de processamento ndo ¢ totalmente degradada. Ha relatos de
que a moagem reduz substancialmente a concentragdo de OTA em farinha
branca, mas tem pouco efeito sobre os niveis de farinha de trigo integral, pois a
OTA removida do grdo para a produgdo de farinha branca permanece no farelo e
outras fragdes. OTA ¢ relativamente estavel ao calor, houve reducdo de 50% na
concentracdo de OTA em trigo umido apds 2,3 horas de calor e 12 horas de calor
em trigo seco. A descafeinag¢do de café diminui a concentragdo de ocratoxina A
por cerca de 90%. A OTA suporta a maioria dos tipos de processamento de
alimentos, tais como cozinhar, fritar, fermentar e, portanto, pode ser detectada
em produtos alimentares manufaturados (BAKKER; PIETERS, 2003). Boudra,
Bars e Bars (1995) mostraram em um estudo sobre a decomposi¢do da OTA em
trigo através de calor seco que, no maximo, 20% da OTA no trigo foram
decompostas por calor seco a 100°C/160min ou 150°C/32min. Durante a
torrefacdo das améndoas de cacau no processamento secundario, a temperatura
da améndoa atinge 100 — 120°C/15 — 70min (MINIFIE, 1999), por isso ndo se
pode esperar que a torrefacdo reduza significativamente os niveis de OTA.

Pesquisas tém demonstrado a toxicidade da ocratoxina A. Sugere-se uma
correlagdo entre a exposicdo a ocratoxina A ¢ Nefropatia Endémica dos Balcas e
tumores do trato urinario em humanos (OPINION..., 2006; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993; O’BRIEN; DIETRICH,
2005). Baseado em associagdes epidemioldgicas,Schwartz (2002) apresentou a

hipotese de exposicdo a OTA estar ligada ao cancer testicular precoce. Existem
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dados relevantes quanto a sua toxicidade renal causando nefropatia e
imunossupressdo em animais. O Programa Nacional de Toxicologia (NTP —
National Toxicology Program) mostrou em estudos anteriores, nos Estados
Unidos, que a OTA pode induzir tumores renais, em roedores,quando em doses
elevadas (BOORMAN, 1989).

Nao ha dados disponiveis sobre os efeitos em seres humanos, porém ha
evidéncias suficientes em animais experimentais e, portanto, a IARC
(International Agency for Research on Cancer) classifica a ocratoxina A
comoum possivel carcindgeno humano (Grupo2B) (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1993). Testes com animais
confirmaram que a OTA ¢ nefrotoxica e exerce efeitos imunossupressores,
neurotoxicos e teratogénicos quando em doses elevadas (OPINION..., 2006;
FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1995; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2001;
O’BRIEN; DIETRICH, 2005).

E através de analises quimicas de amostras bioldgicas (sangue, urina,
leite) realizadas em seres humanos saudaveis, selecionados aleatoriamente que a
exposi¢do humana tem sido confirmada e os efeitos observados sdo dependentes
da dose e tempo de exposicdo a OTA. Existem evidéncias crescentes de que a
toxicidade renal causada pela OTA estd associada ao estresse oxidativo celular
(OPINION..., 2006).

Entre 1998 ¢ 2004 Sangare-Tigori et al. (2006) analisaram OTA em
amostras de sangue humano na Costa do Marfim. Os resultados mostraram que
22 dos 63 individuos saudaveis tinham niveis sanguineos de OTA entre 0,01-
5,81 pg/L, com uma média de 0,83 pg/L, e os niveis encontrados em 8 dos 39
pacientes nefropatas em dialise foram 0,167-2,42 pg/L , com uma média de

1,05ug/L.
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2.7 Ocorréncia de ocratoxina A e fungos ocratoxigénicos em améndoas de

cacau e produtos de cacau

Dentre as commodities brasileiras de significativa importancia estdo o
café e o cacau.Varios estudos ja foram realizados com fungos filamentosos em
café e sua relagdo com OTA durante o processamento pos-colheita (BATISTA
et al., 2009; STUDER-ROHR et al., 1995; SUAREZ-QUIROZ et al., 2004;
TANIWAKI et al., 2003). No cacau e subprodutos as pesquisas estdo sendo
intensificadas com inimeros estudos sendo realizados com o intuito de isolar e
identificar espécies fungicas produtoras de OTA em améndoas de cacau e
produtos.

No Brasil, Copetti et al. (2010) realizaram um estudo sobre a incidéncia
de fungos ocratoxigénicos ¢ OTA em cacau durante o periodo de 2006 a 2008 e
obtiveram amostras de cacau em diferentes etapas de processamento. Durante o
estudo, 271 fungos potencialmente toxig€nicos pertencentes ao género
Aspergillus foram isolados e identificados como A. carbonarius, A. niger
Agregado, A. ochraceus, A. melleus ¢ A. westerdijkiae. Antes da fermentagio,
ndo foi encontrada nenhuma espécie capaz de produzir OTA, nos frutos de cacau
saudaveis ou danificados.

Durante a fermentacdo,Copetti et al. (2011b) encontraram poucos
isolados de A. niger Agregado e na etapa seguinte, secagem ao sol, foi
encontrada a maior diversidade ¢ o maior nimero de espécies capazes de
produzir OTA. Durante o armazenamento, foi observado um aumento da
ocorréncia de A. niger Agregado e A. carbonarius. Aspergillus niger Agregado
foi a espécie, com potencial para produzir OTA, mais comumente isolada. Dos
191 isolados, apenas 10 (5,2%) foram capazes de produzir a micotoxina em agar
Yeast Extract Sucrose Agar (YES). Todos os 92 isolados de 4. carbonarius e 10

isolados da Secdo Circumdati (seis A. melleus, dois A. ochraceus e dois A.
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westerdijkiae) foram capazes de produzir OTA. Os autores concluiram que A.
carbonarius ¢ a principal fonte de OTA no cacau, embora outras espécies
ocratoxigénicas isoladas também possam contribuir.

Copetti et al. (2010) ndo relataram a presenga de OTA em amostras de
améndoas de cacau tomadas antes do inicio da fermentagdo. Catorze (27%)
amostras da fermentacao continham OTA, embora a maioria das amostras desse
valores préximos do limite de detecgdo do método (0,01 pg/kg). Trés amostras
tinham niveis mais elevados do que 0,10 pg/kg, com um maximo de 1,70 pg/kg.
Na fase de secagem ao sol, OTA foi detectada em 51% das amostras, e a maioria
(73%) das amostras apresentou niveis inferiores a 0,10 ng/kg. Uma das amostras
continha 5,54 pg/kg. Nas amostras coletadas durante o armazenamento, o
nimero de amostras positivas para OTA e o nivel de contaminagdo foram
semelhantes aos encontrados durante a secagem. Das 222 amostras analisadas,
duas apresentaram valores de OTA acima de 2pg/kg. A conclusdo dos autores
em relacgdo a esse estudo foi que a contaminagio do cacau brasileiro por OTA ¢
baixa, embora a ocorréncia de fungos potencialmente ocratoxigénicos exista.

Amézqueta et al. (2004) relataram que 63% das 46 amostras de
améndoas de cacau de diferentes origens estavam contaminadas por OTA
(média de 1,71pg/kg).

Mounjouenpou et al. (2008) avaliaram, em um estudo em Camardes,
como fungos filamentosos e toxigénicos foram afetados pelos tipos de
tratamento com cacau ap6s a colheita: fermentacdo em caixas ou montes. Nao
houve muita diferenga entre os tipos de fungos filamentosos encontrados durante
os dois processos de fermentagdo, sendo abundante a presenca de espécies da
Secdo Nigri. Os fungos foram mais abundantes no final da época da colheita.
Nesse estudo apenas A. niger e A. carbonarius foram capazes de produzir OTA
em cacau. Setenta por cento dos A. niger isolados apresentaram toxigenicidade,

porém com baixo nivel de produgdo, enquanto que todos os A. carbonarius
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produziram OTA, porém em niveis muito baixos de OTA em améndoas ndo
fermentadas e fermentadas a partir de frutos saudaveis. Fatores que afetam a
integridade das sementes como manipulag@o incorreta, processamento demorado
resultaram em um aumento qualitativo e quantitativo da contamina¢@o, quando o
numero total de fungos filamentosos pode atingir um valor maximo de 5,5 + 1,4
x 107 UFC/g e de Aspergillus Se¢ao Nigri um valor maximo de 1,42 + 2,2 x 107
UFC/g. Améndoas secas de cacau fermentadas a partir de frutos de baixa
qualidade apresentaram maior contaminag@o por OTA, até 48 ng/g.

Sanchez-Hervas et al. (2008) estudaram a micobiota de améndoas de
cacau, fermentadas e secas ao sol, da Serra Leoa, Guiné Equatorial e Equador.
Os resultados mostraram que os fungos predominantes eram de diferentes
espécies do género Aspergillus pertencentes as Secdes Flavi e Nigri . Das 214
espécies da Se¢do Flavi, 120 foram identificadas como A. flavus ¢ 94 como A.
tamarii. Da Secdo Nigri, 138 espécies foram isoladas, com 132 sendo
identificadas como A4. niger Agregado e 6 como A. carbonarius.

Amézqueta et al. (2008) estudaram cacau da Costa do Marfim e Nigéria
e relataram a presenca abundante de espécies consideradas toxigénicos da Secdo
Nigri: A. carbonarius ¢ A. niger Agregado.

As condi¢cdes de secagem desempenham um importante papel na
presenca de OTA (ESTEBAN et al., 2006a; ESTEBAN et al.,2006b). O estudo
realizado por Mounjoeunpou et al.(2008) mostrou que a contaminagio antes do
processamento também influencia na qualidade final e que as boas condi¢des do
fruto e a abertura imediata podem reduzir os riscos.

Foi encontrado, por Gilmour e Lindblom (2008), niveis mais elevados
de OTA, apds 5 dias de armazenamento, em améndoas de frutos danificados. A
contamina¢do comegou no primeiro dia de fermentag¢@o, sendo um maior nivel
de contaminacdo visualizado no meio da pilha. Com 3 dias de fermentacdo, a

contamina¢do era visivelmente maior nas extremidades da pilha com
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consideravel crescimento de bolores sobre a superficie da pilha. Com 5 dias de
fermentacdo o teor de OTA aumentou ainda mais. Tragos de OTA foram
encontrados apds a fermentacdo e secagem das améndoas,provenientes de frutos
sadios, armazenados durante 5 dias. Depois de 4 semanas de armazenamento das
améndoas, os niveis de OTA eram baixos e havia apenas uma pequena diferenca
entre os niveis de améndoas provenientes de frutos sadios e danificados. Os
niveis de OTA encontrados em améndoas de frutos mofado (~7 pgkg),
danificados por insetos (~4pg/kg) e mumificados (~3pug/kg) foram menores do
que os niveis encontrados nos frutos fisicamente danificados (~20 pg/kg) e
geralmente maiores do que os encontrados nos frutos sadios (~2pg/kg).

Raters e Matissek (2007) realizaram um estudo em que selecionaram
sementes de cacau em bom estado cultivado na Republica Dominicana, em 1999
e Gana, em 2000 e examinaram o teor de OTA. Foi feita uma pequena sele¢do
de sementes de cacau danificado ou mofado de Gana, cultivado em 2001 e
incluida para analise com polpa e sementes separadas. A OTA nio foi detectada
em nenhuma das sementes ou polpa de cacau analisadas (LOD de 0,02pg/kg).
Os autores mostraram também que a fase de maturac@o dos frutos saudaveis nio
¢ um ponto critico para a ocorréncia da OTA.

Em um estudo com 46 amostras de améndoas, fornecidas por uma
fabrica de importagdo, oriundas da Costa do Marfim, Camardes e Guiné
Equatorial, Amézqueta et al. (2004) analisaram OTA. Das amostras, 63%
estavam contaminadas (LOD de 0,04ug/kg), com niveis de 0,04-14,8ug/kg.

Dembele, Coulibaly e Traoré(2009) realizaram um estudo em Costa do
Marfim, com amostras de améndoas de cacau dos portos de Abidjan e San
Pedro. As amostras foram analisadas quanto a contaminagéo por OTA de acordo
com o Regulamento (CE) n® 401/2006. Das 150 amostras testadas de Abidjan,
23 tinham niveis de OTA > 2,0 ng/kg, e 10 das 150 amostras coletadas em San
Pedro tinham niveis > 2,0 ng/kg.
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Em um estudo realizado com 59 amostras de améndoas de cacau da
Nigéria, Dongo et al. (2008) relataram que 90% das amostras testadas
apresentaram OTA com concentragdes entre 1,0 e 277,5 pg/kg, porém foi
utilizado o método ELISA, para a determinagdo de OTA, considerado menos
sensivel do que o método de CLAE.

A Europa tem analisado améndoas de cacau importadas de diferentes
origens. Gilmour e Lindblom (2008) apresentam resultados confirmando a
presenca de améndoas de cacau contaminadas com OTA em todas as regides
produtoras de cacau: Costa do Marfim, Africa Ocidental, Asia, Oceania e
Américas. A Tabela 4 mostra dados adicionais sobre a incidéncia de OTA em

grdos de cacau provenientes de varios paises produtores.

Tabela 4 Relacdo da ocorréncia de ocratoxina A em améndoas de cacau

Local/Ano am(l)\lsotras con taAl::li(l)lit(li:: (%) Referéncias
Abidjan/2005 147 16 Dembele; Coulibaly; Traoré (2009)
San Pedro/2005 151 7 Dembele; Coulibaly; Traoré (2009)
C. do Marfim/NI 33 15 Amézqueta et al. (2004)
Camardes/NI 7 14 Amézqueta et al. (2004)

Guiné Equat./NI 6 0 Amézqueta et al. (2004)
Africa/NI 21 5 Bonvehi (2004)
Brasil/2006-08 222 1 Copetti et al. (2010)

*Amostras que apresentaram quantidades de ocratoxina A >2pg/kg; ™' Nao Informado

Burdaspal e Legarda (2003) encontraram OTA em 99,7% das amostras
de chocolate e cacau em p6. Miraglia e Brera (2002) relataram a presenga de
OTA em 81,3% dos subprodutos de cacau. Em um estudo realizado com cacau
em po6 do mercado italiano a contaminagdo por OTA apresentou-se entre 0,22 ¢

0,77ng/kg (TAFURI; FERRACANE; RITIENI, 2004).
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A ocratoxina A em produtos agricolas esta relacionada com a presenca
de fungos toxigénicos em algum momento do processamento e armazenamento.
Em um estudo realizado com café, foi constatado que 75% dos A. ocrhaceus e
3% dos A. niger Agregados isolados produziram OTA (TANIWAKI et al.,
2003). Lasram et al. (2007) relataram que A. carbonarius também foi a principal
espécie produtora de OTA sendo que 97% dos A. carbonarius ¢ 3% dos A. niger
Agregados foram produtores de OTA.

Nem todos os isolados de uma espécie considerada toxigénica sdo
produtores de toxina, porém com as espécies de Aspergillus carbonarius
normalmente a producdo ¢ alta e atinge 100% na maioria dos estudos (BAU et
al., 2005a; FRISVAD et al., 2011; PALUMBO et al., 2011; SERRA; BRAGA;
VENANCIO, 2005).

Poucos estudos foram publicados sobre A. carbonarius nao-toxigénicos.
Bau et al. (2005b) identificaram morfologicamente 123 isolados envolvidos na
contamina¢do de uvas por OTA, mas posteriormente foram corretamente
identificados e descritos como uma nova espécie, 4. ibericus (SERRA et al.,
2006).

Esteban et al. (2004), Esteban et al. (2006a), Esteban et al. (2006b)
incluiram, em varios estudos sobre efeito da temperatura e atividade de agua na
producdo de OTA, 2 isolados relatados anteriormente como A. carbonarius nao-
toxigénicos. JOOSTEN et al. (2001) também relataram que um isolado de 4.
carbonarius, isolado de magas na Suiga, ndo foi capaz de produzir OTA usando
grdos de café como substrato, porém este isolado também foi posteriormente
identificado como A. ibericus (SERRA et al., 2006).

Cabaifies, Bragulat e Castelld (2013) identificaram inequivocamente,
pela primeira vez, trés cepas selvagens de 4. carbonarius ndo-ocratoxigénico
isolados de uva de diferentes vinhedos do Sul da Espanha. A enorme

semelhanca ao comparar com isolados ocratoxigénicos da mesma espécie
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contribuiu para a identificacdo e genes,sugeridos por serem envolvidos na
biossintese de OTA também foram selecionados. A confirmacdo da identidade
das cepas foi pelo sequenciamento genético. Os trés isolados ndo-toxigénicos
ndo produziram OTA em nenhum meio de cultura em qualquer das temperaturas
e tempos de incubagdo testados.Os autores concluiram que isolados de A.
carbonarius nao-toxigénicos podem ser Uteis como agentes biotecnologicos a
serem utilizados na industria de alimentos e como agentes de controle bioldgico

de produ¢do de OTA em vinhas e outras culturas.

2.8 Fatores que afetam a presenca de ocratoxina A em améndoas de cacau

Gilmour e Lindblom (2008) relataram, em um estudo realizado na
Africa Ocidental, os pontos criticos de controle na cadeia de cacau com o intuito
de formar a base para a formulacdo de prevengdo estratégica a serem instituidos
em um quadro de Analises de Perigo ¢ Pontos Criticos de Controle (HACCP -
Hazard Analysis and Critical Control Points) para minimizar a exposi¢do do
consumidor. Os autores concluiram que: (a) a contaminagdo das améndoas de
cacau comega entre a colheita e a fermentag@o, sendo que os frutos danificados
sdo grande parte do problema; (b) a inoculagdo inicial ocorre antes ou durante a
fermentacdo; (c) o processo de secagem das améndoas de cacau pode participar
do desenvolvimento de OTA, mas nio parece ser a fonte principal de
contaminac¢?o; (d) a secagem deficiente parece permitir aumento nos niveis de
toxina nas améndoas ja contaminadas; (¢) os niveis de OTA podem variar dentro
da safra, porém ndo aumentam em amostras de améndoas de cacau coletadas em
fases posteriores da cadeia de fornecimento e (f) aproximadamente 50% das
toxinas contaminantes sdo removidas fisicamente com a retirada da testa (casca)

das améndoas de cacau.
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O desenvolvimento da OTA ¢ significativamente maior em améndoas de
frutos danificados do que em améndoas de frutos saudaveis (BASTIDE et al.,
2006). Bastide et al. (2006) estudaram as fontes e o desenvolvimento de
ocratoxina A em améndoas de cacau na Costa do Marfim ¢ Togo ¢ os resultados
sugeriram que a presenga de OTA tem relagdo com a pos-colheita, com as
praticas de processamento e com as condigdes climaticas. Quatro estudos foram
conduzidos em uma propriedade, durante a principal safra, entre dezembro/2003
e mar¢o/2004 e ao mesmo tempo foram investigadas técnicas de processamento.
Foram estabelecidas 5 categorias de frutos para estudar o fator de qualidade
fitossanitaria: frutos saudaveis, frutos mofados (podriddo-parda e outras
podriddes), frutos que secaram nas arvores (mumificados), frutos danificados
por insetos e frutos com dano fisico externo (ataque de roedores, lesdo de
gancho ou cutelo na colheita). Os resultados mostraram que a presenca de OTA
foi altamente significativa nas améndoas de frutos danificados fisicamente. Os
autores comprovaram também que as condigdes meteoroldgicas, como a estacio

da seca e ventos tém um efeito consideravel sobre a produgdo de OTA.

2.9 O cacau como fonte de ocratoxina A: a ingestdo alimentar

O Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
(CONTAM) da EFSA (European Food Safety Authority) estimou que os niveis
de exposicdo a OTA por consumidores adultos europeus variam de 15 a 60
ng/kg/semana. Esta taxa de exposicdo ¢ inferior ao valor de ingestdo semanal
toleravel, de 120 ng/kg de peso corporal obtida pelo Painel CONTAM. Os
bancos de dados atuais de consumo da EFSA nao incluem lactentes e criangas e,
portanto, mais dados sdo necessarios para avaliar as taxas de exposicdo deste
segmento de consumidores ¢ daqueles que consomem grandes quantidades de

certos alimentos especiais regionais contendo OTA (OPINION..., 2006).
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A cooperagdo cientifica (SCOOP) (Tarefa3.2.2) da Unido Europeia, que
fornece dados de interesse em relagdo a seguranca alimentar, apresentou dados
que indicaram que o consumo didrio de cacau foi de 31g/dia/pessoa
correspondente a um consumo de OTA de 21 ng/kg/semana/pessoa,
contribuindo para 5% do consumo total de OTA. O consumo de cereais
contribuiu com 55% do consumo total. O acompanhamento do relatério da
Tarefa 3.2.7 (MIRAGLIA; BRERA, 2002) confirmou que cereal ainda era o
principal contribuinte da ingestdo de OTA total.

O FEHD (Food and Environmental Hygiene Department), de Hong
Kong estimou a exposicdo alimentar a OTA e concluiu,em fevereiro de 2006,
um estudo com os 8 principais grupos de alimentos, dentre eles produtos de
chocolate e cacau. O FEHD verificou que a exposicdo alimentar a OTA foi de 4
ng/kg/semana para estudantes do ensino médio secundario e 9 ng/kg/semana
para o consumidor com alto consumo. Os cereais e produtos de cereais foram a
principal fonte alimentar de OTA (61% do total da exposi¢@o) e os chocolates
contribuiram com 6% da exposicdo total da dieta (VOTANO; PARHAM;
HALL, 2006)

Na Holanda, a ingestdo de OTA média foi estimada como sendo de
1,0ng/kg/dia, sendo 5% proveniente do consumo de produtos de cacau e mais de
50% do consumo de cereais. Café, vinho tinto e carne também contribuem na
ingestdo de OTA (BAKKER; PIETERS, 2003).

No Canada, a exposi¢do estimada a OTA por cereais e alimentos a base
de cereais variou entre 1,15-1,76 ng/kg/dia para adultos e 2,6-4,38 ng/kg/dia
para criancas, sendo os cereais ¢ alimentos a base de cereais os principais
contribuintes para a exposi¢do. A exposi¢do a OTA resultantes de cacau e de
chocolate ndo foi avaliada (KUIPER-GOODMAN et al., 2010).

Brera et al. (2011) realizaram um estudo, na Itdlia, no qual a maior

ingestdo semanal de OTA,pelas criancas com faixa etaria de 0-10 anos,foi
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através do consumo de ovos de Pascoa. De acordo com Miralia e Brera (2002) o
cacau e os produtos a base de chocolate representam 4% da dieta, portanto, o
consumo estimado foi de 4,8ng/kg/semana, muito menor do que o valor da
ingestao semanal toleravel da EFSA (120ng/kg/semana).

Na Espanha, a ingestdo diaria estimada de OTA através do consumo de
produtos de chocolate e cacau foi de 0,036 ng/kg/dia), o que representa 0,26%
da ingestao diaria toleravel estabelecida pela FAO (BURDASPAL; LEGARDA,
2003).

2.10 Legislacio dos niveis de ocratoxina A em cacau e produtos de cacau

O problema das micotoxinas ¢ uma preocupacdo global, pois provocam
prejuizos econdmicos, morbidade elevada e mortes prematuras na populacdo
humana (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2001).

Varios estudos ja foram realizados para determinar o grau de
contamina¢do por OTA em produtos alimenticios ¢ bebidas (BLANC et al.,
1998; HURST; MARTIN, 1998; PITTET et al., 1996; SKAUQ, 1999;
THIRUMALA-DEVIT et al., 2001). A exposi¢do do consumidor a OTA esta
aumentando dada a existéncia de OTA em diversos produtos de consumo. Estio
sendo implementadas regulamenta¢des que impdem limites a presenca de certas
micotoxinas em diversos produtos agroalimentares. Esses limites variam entre os
paises devido a diferentes percep¢des quanto aos niveis de seguranga para a
saude e interesses econdmicos (DOHLMAN, 2003).

A Unido Europeia, através do Regulamento (EC) n°® 1881/2006, que fixa
os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios
no que diz respeito a ocratoxina A, estabeleceu limites maximos para OTA em
graos crus de cereais, produtos derivados de cereais e uvas passas, café torrado,

café soluvel, vinho, suco de uva, alimentos infantis, alimentos a base de cereais
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para lactentes e criangas jovens e alimentos dietéticos ou para fins medicinais
especificos destinados para criancas (THE COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES, 2006).

O Regulamento (EU) n°® 105/2010, que altera o Regulamento (EC) n°
1881/2006, afirmou, com base em informagio ja disponivel, que ndo parece
necessario, para a protecdo da satude publica, definir um nivel maximo de OTA
em frutos secos (com excegao para uvas passas), cacau, produtos a base de carne
(incluindo miudezas comestiveis e produtos derivados de sangue) e em vinhos
licorosos, pois estes produtos ndo sdo contribuintes significativos para exposi¢ao
a OTA e altos niveis de OTA foram encontrados raramente nessas commodities.
Em café verde e cerveja, a presenca de OTA é controlada numa outra etapa da
cadeia produtiva, café torrado e malte, respectivamente (THE COMMISSION
OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2010).

Em 2003, o Ministério da Saude italiano, definiu limites legais para a
OTA no cacau (2,0 ng/kg) e produtos de chocolate (0,5 pg/kg), porém com base
na avalia¢do dos riscos efetuada por Brera et al. (2011), que concluiram que a
exposicdo a OTA, devido ao consumo de cacau e produtos de chocolate, ndo
apresenta problemas de saude para os consumidores, e para alinhar com a
regulamenta¢do da Unido Europeia, o Conselho Superior da Saude Italiano
decidiu retirar o limite legal italiano para OTA em améndoas de cacau e
produtos a base de chocolate.

No Brasil, em fevereiro de 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) aprovou o Regulamento Técnico sobre Limites Maximos
Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos com o objetivo de estabelecer
os limites maximos para aflatoxinas (AFB;+AFB,+AFG,+AFG, ¢ AFM,)),
ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FB; + FB,), patulina
(PAT) e zearalenona (ZON) admissiveis em alimentos prontos para oferta ao

consumidor e em matérias-primas como amendoim e seus derivados; alimentos a



57

base de cereais para alimentagdo infantil (lactentes e criangas de primeira
infancia); café torrado (moido ou em grdo) e soluvel; cereais e produtos de
cereais; especiarias; frutas secas e desidratadas; nozes e castanhas; améndoas de
cacau e seus derivados; suco de maca e polpa de magd; suco de uva e polpa de
uva; vinho e seus derivados; formulas infantis para lactentes ¢ formulas infantis
do seguimento para lactentes e criangas de primeira infincia; leite e produtos
lacteos e leguminosas e seus derivados (BRASIL, 2011).

Os limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em améndoas de

cacau e derivados estabelecidos sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em améndoas ¢
derivados de cacau

Produtos Aflatoxinas Ocratoxina A
B1, B2, G1, G2 (ng/kg) (ng/kg)

Améndoas de cacau 10 10

Produtos de cacau e chocolate 5 5

No Canada, ndo ha limites para a OTA no cacau embora tenham sido
feitas propostas de limites, em muitos outros alimentos, como: grdos crus de
cereais, graos de consumo (arroz, aveia, cevada descascada), produtos derivados
de cereais (farinha, farelo de trigo, cereais matinais), suco de uva (e como
ingredientes de outras bebidas) e produtos relacionados como uvas secas
(passas), alimentos para bebés e alimentos a base de cereais destinados a
lactentes e criangas jovens, alimentos dietéticos destinados a fins medicinais
especificos para lactentes (INFORMATION DOCUMENT ON HEALTH
CANADA, 2009).

A FDA (Food and Drug Administration), agéncia do Departamento de
Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos ndo estabeleceu, até o momento,
limites de consultoria ou niveis de ag¢fio para a ocratoxina A em qualquer

commoditie.
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2.11 Prevencio e reducio de ocratoxina A em cacau e produtos de cacau

As micotoxinas ndo sd3o completamente destruidas durante o
processamento de alimentos podendo, assim, levar a contaminago os alimentos
processados. Os processamentos reduzem significativamente as concentra¢des
de micotoxinas nos alimentos, porém ndo sdo capazes de elimina-los
completamente.

Os processos que podem ter efeito sobre as micotoxinas sio
classificacdo, aparamento, limpeza, moagem, fabricacdo de cerveja, cozinhar,
assar, torrefacdo, conserva, descamagdo, cozimento alcalino, nixtamalizagdo e
extrusdo. Os processamentos de alimentos tém efeitos varidveis sobre as
micotoxinas, sendo os que utilizam temperaturas elevadas os de maior efeito
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

O controle de micotoxinas em alimentos faz-se com a implementacéo de
medidas durante a producfio, armazenamento e processamento dos produtos.
Essas medidas podem ser divididas em preventivas e corretivas.

As medidas preventivas s3o aplicadas no campo (pré-colheita) e depois
da colheita (pos-colheita). As estratégias pré-colheita pretendem evitar a
formagdo de micotoxinas através de boas praticas agricolas e de plantas
geneticamente modificadas. Ja& as estratégias pos-colheita visam evitar a
formagdo de micotoxinas pelo correto armazenamento dos produtos agricolas
(BENNETT; KLICH, 2003; RILEY; NORRED, 1999).

A industria Europeia de chocolate ¢ cacau ¢ os paises produtores estdo
envolvidos em estudos para entender as fontes de contaminac¢do por OTA e
acdes corretivas apropriadas.

Uma pesquisa, apoiada pela industria Europeia de chocolate e cacau
mostra que a OTA pode ser encontrada em améndoas de cacau da maioria dos

paises produtores e que a pratica durante o processamento primario do cacau ¢



59

critica. As intervengdes devem ser feitas no processamento primario para que
haja reducdo significativa da contaminagdo por OTA (GILMOUR;
LINDBLOM, 2008). As agdes preventivas devem ser tomadas na separa¢do de
frutos danificados, controle na fermentacdo ¢ na secagem.

Bastide et al. (2006) realizaram um estudo em pequenas propriedades
rurais na Costa do Marfim e Togo. Os pesquisadores sugeriram que a OTA tem
relagdo com as praticas de processamento pds-colheita, tais como defeitos nos
frutos e com as condi¢des climaticas do més da colheita.

Copetti et al. (2010) concluiram, ao analisar os niveis de OTA durante o
processamento de cacau na fazenda, que o ponto critico ¢ a fase de secagem das
améndoas.

Jinap, Dimick e Hollender (1995) descreveram a preseng¢a de acido
lactico, acido acético e acido citrico durante a fermentacdo de cacau e Copetti et
al. (2010) avaliaram o crescimento de A. carbonarius e A. niger ¢ a produgdo de
OTA em meios de cultura com esses 3 acidos organicos e verificaram que tais
acidos tém efeito inibidor no crescimento de fungos ocratoxigénicos e na
produgdo de ocratoxina A, sendo o acido acético o mais inibitério contra as 2
espécies de fungos, bem como na produg¢do de OTA. Os autores recomendam a
pratica da fermenta¢do das sementes de cacau, devido a presenga de acido
acético gerado para prevenir a OTA.

Dados de um estudo realizado por Palumbo, O’Keeffe ¢ Mahoney
(2007) indicam que compostos antioxidantes fendlicos, acido galico, acido
vanilico, acido 4-hidroxibenzoico, acido cafeico e catequina, inibem o
crescimento de espécies de Aspergillus ocratoxigénicos ¢ a producdo de OTA.
Alguns desses acidos sdo encontrados no cacau.

As améndoas de cacau ndo sdo consumidas como tal, para tanto ¢

necessario que elas passem por um processo industrial. O cacau ¢ um
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ingrediente largamente utilizado em varios alimentos como bolos, biscoitos,
alimentos infantis, sorvetes e doces (TAFURI; FERRACANE; RITIENI, 2004).

A classifica¢@o ¢ a separacdo podem reduzir as micotoxinas através da
remocdo do material contaminado, porém estas operacdes nio destroem as
micotoxinas. A limpeza com remocdo de grios com crescimento de fungos,
grdos quebrados e materiais finos também ajuda a reduzir as concentragdes de
micotoxinas (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007).

Durante o processamento industrial a atividade de agua (a,) nas
améndoas ¢ menor que 0,8, portanto, muito baixa para a produ¢do de OTA. O
processamento comeg¢a pela torrefacdo das améndoas e remogdo da casca
(GILMOUR; LINDBLOM, 2008).

Durante o processamento industrial do cacau, as améndoas passam por
limpeza, torrefagdo e remocdo mecanica da testa (casca) durante a obtengdo do
nibs (améndoas trituradas). Quando ocorre a contaminag¢do das améndoas por
OTA, a toxina fica localizada, principalmente, na casca das améndoas, portanto,
uma grande por¢do da toxina presente é removida durante o processamento
(GILMOUR; LINDBLOM, 2008). A eficiéncia do processo de remog¢do da
casca nio chega a 100%, até 5% do peso da matéria seca sem gordura de cacau
pode ser devido a presenga de casca e gérmen ndo removido durante o
processamento industrial (CODEX ALIMENTARIUS, 2001). Devido a esse
fato, se as améndoas estiverem contaminadas com OTA, a mesma ndo sera
totalmente removida durante o processamento industrial.

Bonvehi (2004) estudou a ocorréncia de OTA em 170 amostras de
produtos de cacau de diferentes origens geograficas. Foi na casca das améndoas
de cacau torrado que foram detectados os mais altos niveis de OTA (média de
11pg/kg), seguido da torta de cacau (média 2,79ug/kg).

Em um estudo em que a casca das améndoas de cacau foi removida a

mao, Amézqueta et al. (2005) observaram que em 14 das 22 amostras analisadas
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houve uma redugdo maior que 95% no teor de OTA, em 6 das 22 amostras, 65-
95% e somente 1 amostra apresentou reducdo inferior a 50%. A principal
conclus@o dos autores foi que a contaminag@o por OTA em améndoas de cacau
esta concentrada na casca e, portanto, melhorias do processo industrial poderia
prevenir a ocorréncia de OTA nos produtos finais de cacau.

Em seguida o nibs ¢ moido dando origem a massa/liquor de cacau, um
liquido viscoso contendo aproximadamente 50% de gordura. Essa massa/liquor
de cacau pode ser misturada a outros ingredientes para fabricar o chocolate ou
pode ser "pressionada" para a produ¢do de manteiga de cacau e cacau em po.
Depois de extraida a manteiga, toda a OTA presente no nibs passa para o p6 de
cacau, pois esta ¢ uma fra¢do concentrada de solidos de cacau. Gilmour e
Lindblom (2008) ndo encontraram OTA na manteiga de cacau.

Amostras de cacau foram preparadas sob condi¢des especificas para
promover a proliferacdo de fungos em sementes de cacau antes do
processamento com o objetivo de avaliar o impacto do processamento industrial
no conteudo de OTA em produtos derivados de cacau. As sementes sofreram os
tratamentos industriais usuais de torrefa¢do, descasque, moagem, prensagem e
adi¢do de aditivos e de cada etapa foram retiradas amostras. Os niveis de OTA
detectados nas sementes de cacau contaminadas artificialmente variaram de 3,4
a 44,7 pg/kg com uma média de 22,9 + 3,6 pg/kg. A maior concentragdo de
OTA (93%) foi encontrada na casca. A torrefacdo, o descasque e a adigdo de
aditivo reduziu os niveis de OTA para 24-40 pg/kg (76 e 52%, respectivamente),
com uma reducgdo global de 91%, aproximadamente (MANDA et al., 2009).

De acordo com as normas do Codex para cacau, a descri¢do padrdo de
massa/liquor de cacau e torta de cacau é o produto obtido a partir de granulado
de cacau, que ¢é obtido a partir de améndoas de cacau de qualidade
comercializdvel que tenham sido limpas e livres de cascas tanto quanto

tecnicamente possivel (CODEX ALIMENTARIUS, 2001). Grande parte da
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OTA presente no cacau encontra-se na casca que ¢ removida durante o
processamento secundario (industrial). As outras etapas do processamento ndo
removem ou degradam a OTA. Portanto, o procedimento de descascar as
améndoas de cacau bem realizado pode reduzir significativamente os niveis de
OTA em produtos de cacau (AMEZQUETA et al., 2005).

Diversos estudos tém relatado a estabilidade de micotoxinas durante
variados métodos de tratamento térmico (BOUDRA; BARS; BARS, 1995;
JACKSON et al., 1996a; JACKSON et al., 1996b; RYU et al., 2003). A
ocratoxina A ¢ estavel durante a coc¢do, ndo ocorrendo perda ou diminui¢do da
concentragdo da mesma (SCUDAMORE; BANKS; MACDONALD, 2003).
Porém a torrefagdo de café reduziu de 12,8 a 92,7% da ocratoxina A (PEREZ
DE OBANOS; GONZALEZ-PENAS; CERAIN, 2005) e em um estudo que
aplicou as condigdes de processamento utilizadas dentro dos parametros de
torrefagdo (temperatura do ar de torrefacdo a 450°C) para obter o tipico café
expresso italiano a diminuigdo da ocratoxina A foi maior do que 90%
(ROMANI; PINNAVAIA; ROSA, 2003).

Oleos essenciais de Aframomum danielli, uma espécie de pimenta,
foram capazes de reduzir os niveis de OTA em cacau em p6 com uma eficiéncia
de redugdo de 64-95% (AROYEUN; ADEGOLE, 2007). Neste estudo, os
autores contaminaram artificialmente cacau em p6 e bebidas de cacau com
padrio de ocratoxina A e usaram Oleos essenciais de Aframomum danielli como
tratamento. Esse trabalho revela a possibilidade de se utilizar 4. danielli nos
procedimentos que visam a redugdo de OTA em amostras contaminadas. Estes
autores ndo realizaram teste sensorial para saber a aceitagdo de produtos de

chocolate acrescidos de 6leo essencial de A. danielli.
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CAPITULO 2

DISTRIBUICAO DE FUNGOS TOXIGENICOS E NAO TOXIGENICOS
EM AMENDOAS DE CACAU DO ESTADO DE RONDONIA E
RELACAO COM AS PRATICAS DE PROCESSAMENTO PRIMARIO
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RESUMO

A presenga de espécies fungicas em améndoas de cacau pode acarretar
na diminui¢do da qualidade e consequentemente risco a saude dos consumidores
devido a possivel produgdo de micotoxinas. Esta pesquisa objetivou investigar a
presencga de espécies do género Aspergillus em améndoas de cacau cultivadas no
estado de Rondonia; o potencial toxigénico dos fungos isolados; estudar o efeito
da origem geografica e temperatura na incidéncia de fungos totais e toxigénicos;
e analisar a influéncia da fermentagdo, secagem e do armazenamento na
incidéncia de fungos. Quarenta amostras de améndoas de cacau foram
plaqueadas em meio Dichloran Rose Bengal Chloranphenicol (DRBC). A
identificagdo das espécies do género Aspergillus foi através das caracteristicas
morfologicas ¢ a avaliagdo do potencial de produgdo de ocratoxina A (OTA) e
aflatoxinas (AFs) pelo método Plug Agar. Aspergillus carbonarius foram
avaliados pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para determinar a probabilidade de ocorréncia de espécies de fungos do género
Aspergillus totais e toxigénicos, no estado de Rondonia, foi utilizada a técnica de
Regressdo Logistica em funcdo das coordenadas geograficas (latitude e
longitude) e temperatura. Os fungos do género Aspergillus apresentaram maior
probabilidade de crescimento em améndoas de cacau do sul do estado de
Rondoénia, j4 a distribui¢do dos fungos toxigénicos foi similar em todo o Estado.
Os fungos do género Aspergillus identificados pertenceram as Secdes Nigri (A.
niger, A. carbonarius, A. niger Agregado, A. foetidus, A. tubingensis e A.
aculeatus) e Flavi (A. flavus e A. oryzae). Dos 34 A. carbonarius testados
79,41% produziram OTA variando de 0,08 a 44,09 pg/g e 3,13% dos 64 A.
niger. Com relagdo aos fungos produtores de AFs, uma significante porcentagem
(83,33%) dos 18 A. flavus foi capaz de produzir AFs B, e B,. As praticas de
fermentacdo, secagem e o armazenamento exercem influéncia sobre a incidéncia
de fungos em améndoas de cacau e a presenca destes indicam que ha um risco
potencial de contamina¢do por OTA e AFs em cacau e produtos de cacau do
estado de Ronddnia, sendo importante a conscientizagdo dos agricultores quanto
aos riscos de contaminacio das améndoas de cacau e praticas de processamento
primario inadequadas que influenciam a incidéncia de fungos em améndoas de
cacau.

Palavras-chave: Aspergillus sp. Teste toxigénico. Distribuicdo de fungos.
Micotoxinas.
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ABSTRACT

The presence of fungal species in cocoa beans may result in decreased
quality and therefore health risk to consumers due to the possible production of
mycotoxins. This study investigated the presence of Aspergillus species in
almond cocoa grown in the state of Rondonia, the toxigenic potential of fungal
isolates and to study the effect of geographical origin and temperature in the
incidence of total and toxigenic fungi, and analyze the influence of fermentation,
drying and storage in the incidence of fungi. Forty samples of cocoa beans were
plated in medium Dichloran Chloranphenicol Rose Bengal (DRBC). The
identification of the genus Aspergillus was in their morphological characteristics
and evaluation of the production potential of ochratoxin A (OTA) and aflatoxins
(AFs) by Plug Agar method. Aspergillus carbonarius were evaluated by the
method of High Performance Liquid Chromatography (HPLC). To determine the
probability of occurrence of species of fungi of the genus Aspergillus toxigenic
total and in the state of Rondonia technical logistic regression depending on the
geographical coordinates (latitude and longitude) and temperature was used. The
fungi of the genus Aspergillus were more likely growth in cocoa beans from the
southern state of Rondonia, since the distribution of toxigenic fungi was similar
throughout the state. The fungi of the genus Aspergillus identified belonged to
sections Nigri (A. niger, A. carbonarius, A. niger Aggregate, A. foetidus, A.
tubingensis ¢ A. aculeatus) e Flavi (A. flavus e A. oryzae). Of the 34 tested A.
carbonarius OTA produced 79.41 % ranging from 0.08 to 44.09 pg/g and 3.13
% of 64 A. niger. Regarding producing fungi households, a significant
percentage (83.33%) of the 18 A. flavus was able to produce AFs B, and B,. The
practices of fermentation, drying and storage influence on the incidence of fungi
in améndoas cocoa and the presence of these indicate that there is a potential risk
of OTA contamination in cocoa and households and cocoa products in the state
of Rondénia is important to raise awareness of farmers about the risks of
contamination of cocoa beans and inadequate primary processing practices that
influence the incidence of fungi in cocoa beans.

Keywords: Aspergillus sp. Test toxigenic. Distribution of fungi. Mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

A arvore de cacau pertence ao género Theobroma ocorre na Amazonia e
em outras areas tropicais da América do Sul e Central. H4 mais de vinte espécies
do género, mas a Theobroma cacao L. é a unica cultivada amplamente (WOOD;
LASS, 1985). Segundo a Organizagdo Internacional do Cacau,
aproximadamente 71% da oferta mundial de cacau vem da Africa Ocidental
(INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b). O Brasil ¢ o sexto
maior produtor com 4,64% (200 mil toneladas) da producdo mundial de
améndoas de cacau (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2013b).
No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,a
regido nordeste ¢ a maior produtora de cacau. Na sequéncia, encontram-se as
regides norte e sudeste. O estado de Rondonia ocupa o terceiro lugar nacional
entre os produtores de cacau (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2013).

O cacau ¢ uma cultura que passa pelo processamento primario antes da
comercializacdo das améndoas com duas etapas principais: fermentacdo e
secagem (WOOD; LASS, 1985), essenciais para a obten¢do de um produto final
de qualidade. Apds a colheita dos frutos maduros, os grios sdo removidos e
fermentados durante 5-7 dias (SCHWAN; WHEALS, 2004) e secos até um nivel
seguro de umidade de 8% (GUEHI; DABONNE, 2010; HII et al., 2009;
MAGAN; ALDRED, 2006). Apds a secagem, as améndoas sdo ensacadas ¢
transferidas para locais de armazenamento para posterior comercializagao.

Estas etapas do processamento primario ndo sdo controladas e, portanto,
a contaminagdo fungica ¢ possivel em muitos pontos da cadeia produtiva do
cacau (MAGAN; ALDRED, 2006; TAFURI; FERRACANE; RITIENI, 2004).
Atualmente pesquisas relatam a presenca de fungos durante o processo de

fermentacdo, secagem e armazenamento das améndoas de cacau (ARDHANA;
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FLEET, 2003; COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al., 2008;
SANCHEZ-HERVAS et al., 2008). As espécies fungicas mais comumente
encontradas em améndoas de cacau pertencem ao género Aspergillus sp.
(AMEZQUETA et al., 2008; COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al.,
2008; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008).

Os niveis de contaminagdo das améndoas de cacau tém sido
relacionados com a variagdo sazonal, praticas de cultivo, condi¢des
fitossanitarias (danos nos frutos de cacau por pragas, feridos fisicamente, podres
e mumificados), condi¢cdes da colheita e fermentacio (MOUNJOUENPOU et
al., 2008).

Praticas de colheita pobres, armazenamento inadequado e condigdes
improprias durante o transporte, comercializagdo e processamento também
podem contribuir para o crescimento de fungos e aumentar o risco de produgdo
de micotoxinas (WAGACHA; MUTHOMI, 2008). Os fungos podem estar
presentes em todas as fases da cadeia de producdo: colheita, fermentagio,
secagem e armazenamento (RILEY; NORRED, 1999). Copetti et al. (2011b)
consideraram a secagem a etapa mais critica do processamento primario para o
desenvolvimento de fungos. Condigdes de armazenamento inapropriadas, como
alta umidade relativa, podem favorecer a germinagdo de esporos, o crescimento
fungico e a produgdo de micotoxinas (COPETTI et al., 2011b).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos de origem fungica
que contaminam commodities agricolas antes da colheita ou em condi¢des de
pos-colheita (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 1995). Dentre
as micotoxinas mais importantes, pesquisadas em diversos produtos agricolas,
destacam-se a ocratoxina A (OTA) e as aflatoxinas (AFs).

A ocratoxina A (OTA) ¢ considerada uma micotoxina nefrotoxica e que
exerce efeitos imunossupressores, neurotoxicos e teratogénicos quando em doses

elevadas (OPINION..., 2006; FOOD AND AGRICULTURE
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ORGANIZATION, 1995; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION,
2001; O’BRIEN; DIETRICH, 2005). A Agéncia Internacional para Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) classifica a ocratoxina A comoum possivel carcindgeno
humanodo Grupo2B (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 1993). Estudos relatam que as espécies pertencentes a Secdo Nigri,
A. carbonarius e A. niger tém sido as principais fontes de contaminacdo por
OTA em améndoas de cacau (COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et
al., 2008).

As aflatoxinas s@3o metabdlitos altamente toxicos, com comprovadas
propriedades mutagénicas e carcinogénicas (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1993) que podem ser produzidos por espécies
pertencentes a Secdo Flavi, principalmente A. flavus e A. parasiticus
(FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005). Publicagdes recentes relatam a
ocorréncia de fungos da Se¢do Flavi em améndoas de cacau (COPETTI et al.,
2011a; COPETTI et al.,2011b; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008).

Em fevereiro de 2011, o Brasil aprovou o Regulamento Técnico sobre
Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos, entre eles
améndoas de cacau (10 pg/kg) e derivados (5 pg/kg) (BRASIL, 2011). Para que
a legislacdo seja atendida medidas preventivas para controle de micotoxinas em
alimentos devem ser implantadas e inicia-se com o conhecimento das espécies
toxigénicas nas regides de cultivo, bem como identificar as areas geograficas
com maior probabilidade de incidéncia de fungos e risco de micotoxinas.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de
espécies do género Aspergillus em améndoas de cacau cultivadas em municipios
do estado de Rondonia; verificar o potencial toxigénico destas espécies; estudar
o efeito da origem geografica sobre a incidéncia de espécies de fungos
toxigénicos e ndo toxigénicos; e analisar a incidéncia das espécies e sua relacdo

com as praticas de fermentagdo, secagem e com o0 armazenamento.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

O estado de Rondodnia encontra-se localizado na Amazonia Ocidental,
no Norte do Brasil, e foi utilizado nesse estudo por ser o terceiro maior produtor
nacional de améndoas de cacau, apresentando condi¢cdes adequadas para a
producdo desta commodity brasileira. Rondonia fica localizado a 11°3020" de
latitude Sul e a 63°3420" de longitude Oeste. A temperatura média anual ¢ de 24
— 26°C, a precipitagdo, 1.400-2.600 mm/ano e o tipo de clima ¢ quente ¢ umido

com 1 a 3 meses secos.

2.2 Amostras de améndoas de cacau

Quarenta amostras de améndoas de cacau foram coletadas em
propriedades cacaueiras localizadas em Ronddnia. Estas amostras foram coletas
no ano de 2012 em 12 municipios: Ariquemes, Buritis, Cacoal, Cacaulandia,
Colorado do Oeste, Governador Jorge Teixeira, Jaru, Machadinho d’Oeste, Ouro
Preto do Oeste, Sdo Felipe d’Oeste, Urupa e Vilhena (Figura 1). Todas as
amostras deste estudo estavam armazenadas nas propriedades de origem.

A defini¢do dos pontos de amostragem foi realizada em conjunto com a
Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), do estado de
Rondobnia, levando-se em consideracdo a produtividade cacaueira por municipio
e a localizagdo ao longo do estado. A média da producio de améndoas de cacau
dos municipios selecionados para coleta representou, entre 2007 e 2010, 76,20%
da producdo do estado de Rondonia (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2013). O numero de amostras coletadas em

cada municipio variou em fungdo da disponibilidade de améndoas.
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Local de coleta das amostras
Ariquemes

Buritis

Cacaulandia

Cacoal

Colorado do Oeste
Governador Jorge Teixeira
Jaru

Machadinho d'Oeste

. Ouro Preto do Oeste

10. Sdo Felipe d'Oeste

11. Urupa
12. Vilhena

L RN A B~

Foto: Software Google Earth

Figura 1 Localizagdo dos municipios onde foram coletadas as amostras de améndoas de
cacau no estado de Rondoénia

Os dados sobre as condigdes meteoroldgicas (temperatura e precipitagdo
pluviométrica) foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) e obtidos a partir de estagdes climaticas proximas aos locais de coleta,
uma vez que nem todos os municipios do estado de Rondonia possuem estagdes
meteoroldgicas implantadas. As coordenadas geograficas foram obtidas através
do sofiware de distribui¢@o livre Google Earth.

Na Tabela 1 ¢ possivel observar as condi¢des meteoroldgicas e
coordenadas geograficas de cada municipio e o respectivo numero de amostras

coletadas.



0 e dados meteoroldgicos das coletas de améndoas de cacau realizadas em municipios de Rondonia

Localiza¢io geografica Temperatura Precipitacio total N° de amostras
Latitude S  Longitude W média anual (°C) média anual (mm) coletadas
09°54'48" 63°02"27" 25,71 2280,2 5
10°12'42" 63°49'43" 25,71 2280,2 3
10°20'21" 62°53'43" 25,71 2280,2 3
11°26'19" 61°26'50" 26,13 1759,6 3
13°07'00" 60°32'30" 24,33 23348 4
10°31'30" 62°38'38" 25,71 2280,2 2
10°26'20" 62°27'59" 25,71 2280,2 3
09°26'38" 61°58'53" 25,71 2280,2 4
10°44'53" 62°12'57" 25,71 2280,2 5
11°54'09" 61°30'08" 26,13 1759,6 3
11°08'26" 62°21'39" 25,71 2280,2 3
12°44'26" 60°08'45" 24,33 23348 1

eorologica Ariquemes; 2Dados da estagdo meteorologica Cacoal; *Dados da estagdo meteoroldgica Vilhena

68
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Dados sobre as propriedades de cultivo de cacau e o processamento
primario das amostras foram obtidos através da aplicacdo de um questionario
(APENDICE). Aproximadamente 1.000g de cada amostra de améndoas de cacau
foram coletados, aleatoriamente, dos sacos armazenados nas propriedades.

Estas amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Micologia e
Micotoxinas de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras-MG, onde foram

realizadas a identifica¢@o dos fungos e detec¢@o do seu potencial toxigénico.

2.3 Micobiota das améndoas de cacau

Para o isolamento de fungos das améndoas de cacau foi utilizada a
técnica do plaqueamento direto em meio de cultura Dichloran Rose Bengal
Chloranphenicol (DRBC) (Digestido Péptica de tecido animal: 5,0 g/L, Dextrose:
10,0 g/L, Fosfato Monopotassico: 1,0 g/L, Sulfato de Magnésio: 0,50 g/L, Rosa
Bengala: 0,025 g/L, Dicloran: 0,002 g/L, Agar: 15,0 g/L e Agua Destilada
500mL) acrescido de 0,1 g/L de Cloranfenicol conforme descrito por Samson et
al. (2000). Cem améndoas coletadas ao acaso foram submetidas a desinfec¢io
superficial com alcool a 70% por um minuto e hipoclorito de sodio a 1% por 30
segundos, seguido de lavagem com 4gua destilada estéril. As améndoas foram
dispostas em 10 placas de Petri contendo o meio DRBC. Estas foram incubadas
a 25°C por 5-7 dias.

Em seguida, as améndoas foram inspecionadas visualmente, com a ajuda
de um estereomicroscopio quanto ao crescimento das colonias. Os resultados
foram expressos em porcentagem de améndoas contaminadas de acordo com a

metodologia de Pitt ¢ Hocking (1997).
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Para a purificacdo das culturas representativas do género Aspergillus,
foram realizadas repicagens sucessivas em meio Malt Agar (MA) (Extrato de

Malte: 20,0 g, Agar: 20,0 g ¢ Agua Destilada: 1000 mL).

2.4 Identificacdo de espécies do género Aspergillus

A partir das culturas puras, os isolados do género Aspergillus sp. foram
incubados em meio Czapec Yest Agar (CYA) (K,HPO,: 1,0 g; Concentrado
Czapec: 10,0 mL; Extrato de Levedura: 5,0 g, Agar: 15,0 g, Agua Destilada:
1.000 mL; Concentrado Czapec NaNO;:30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0,.7H,0: 5,0 g,
FeS0,4.7H,0: 0,1 g, ZnSO,.7H,0: 0,1 g, CuSO, 5H,0: 0,05 g, Agua Destilada:
100 mL) a 25°C e 37°C e Malt Extract Agar (MEA) (Extrato de Malte: 20,0 g,
Peptona: 1,0 g, Glucose: 30,0 g, Agar: 20,0 g, Agua Destilada: 1.000 mL) a 25°C
durante 7 dias.

A identificagdo das espécies do género Aspergillus foi realizada de
acordo com Klich e Pitt (1988); Klich (2002); Samson et al. (2002), Samson et

al. (2004), complementado com outras fontes, quando necessario.

2.5 Avaliacdo do potencial ocratoxigénico das espécies da Secdo Nigri pelo

método Plug Agar

As espécies da Se¢do Nigri foram cultivadas em meio CYA a 25°C
durante 7 dias. A extracdo foi pelo método Plug Agar (FILTENBORG;
FRISVALD; SVENDENSEN, 1983).

Foi utilizado extratos fungicos de aproximadamente 0,5 cm, solugdo
padrao de ocratoxina A (SIGMA-ALDRICH), placas de Cromatografia em
Camada Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20x20) e como Fase mével TEF-
Tolueno Acetato de Etila e Acido Formico 90% (60:30:10 v/v/v). Apbs a
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eluicdo, as placas foram secas em capela pelo fluxo laminar. O resultado
positivo/negativo foi obtido através da comparagdo qualitativa do spor de
fluorescéncia e fator de retencdo dos metabdlitos secundarios produzidos por
cada isolado com o padrdo de ocratoxina A desenvolvidos paralelamente nas
placas cromatograficas, observadas sob a incidéncia de luz ultravioleta com A

365 nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).

2.6 Avaliacio do potencial ocratoxigénico e quantificacio da ocratoxina A

produzida por Aspergillus carbonarius pelo método de CLAE

Foi utilizado o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), com deteccdo por fluorescéncia, para o teste de potencial

ocratoxigénico e a quantificagdo de OTA produzida por 4. carbonarius.

2.6.1 Preparo das amostras

Trinta e quatro isolados de A. carbonarius foram inoculados em placa de
Petri contendo o meio Czapek Yeast Agar (CYA). As placas foram incubadas a

25°C por 10 dias. O experimento foi realizado em duplicata.

2.6.2 Extracido da OTA das amostras

A extracdo da OTA foi realizada no 10° dia do periodo de incubag¢ao dos
inéculos, de acordo com a metodologia descrita por Bragulat, Abarca ¢ Cabaiies
(2001), com algumas modificagdes.

Trés pedagos do micélio do fungo com agar foram removidos da area
interna, meio e externa de cada uma das placas pelo método Plug Agar. Para a

remocdo dos plugs, foram feitos cortes circulares de aproximadamente 10 mm
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de didmetro, com auxilio de ponteiras estéreis de 100 uL. Esses pedagos foram
pesados e colocados em tubos de ensaio envolvidos por papel-aluminio, para
evitar a degradacdo da OTA. Foi adicionado 1 mL de metanol nos tubos de
ensaio, os quais foram, entdo, homogeneizados por 5 segundos ¢ incubados a
25°C por 60 minutos. Os extratos foram filtrados em unidades filtrantes de
PTFE (0.22 um) e, entdo, analisados por CLAE, de forma a quantificar a OTA

presente.

2.6.3 Condicdes cromatograficas utilizadas na quantificacio da OTA por
CLAE

As amostras foram analisadas por CLAE de forma a quantificar a OTA
presente. Utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficiéncia HPLC
Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressio 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 250mm, Sum) conectada a
uma pré-coluna Agilent-Zorbax Eclipse XDB-C18 4-Pack (4,6 x12,5mm, 5um).

Foram seguidas as condigdes cromatograficas de comprimentos de onda:
excitagdo de 332 nm e emissdo de 476 nm. O fluxo utilizado em toda a andlise
foi de 0,8 mL min” e o volume injetado das amostras e do padrio foi de 20 pL.
A eluicdo foi realizada em sistema isocratico de 35:35:29:1
(Metanol:Acetonitrila: Agua: Acido Acético). O tempo de reten¢do médio obtido

para OTA foide 11 £0,1 min.
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2.6.4 Quantificacdo da OTA por CLAE

A quantifica¢do da OTA nas amostras foi realizada pela construgdo de
uma curva analitica obtida por regressdo linear, correlacionando a area do pico
versus a concentragdo da respectiva solugdo-padrio. Os limites de detecgdo (LD)
e quantifica¢do (LQ) foram estimados por meio dos pardmetros obtidos para a
curva analitica construida, sendo calculados pelas respectivas relagoes
matematicas: LD=3DP/m e LQ=10DP/m (em que, DP = estimativa do desvio-
padrdo da linha de regressdo e m = coeficiente angular da linha de calibragdo)
(HARRIS, 2008).

2.7 Avaliacdo do potencial aflatoxigénico das espécies da Secdo Flavi pelo

método Plug Agar

As espécies da Secdo Flavi foram cultivadas em meio Yeast Extract
Sucrose Agar (YES) (Extrato de levedura 20,0 g; Sacarose 150 g; Agar 20,0 g;
Solugdo metalica 1mL; Agua destilada 1.000 mL) a 25°C durante 7 dias. A
extragdo foi pelo método Plug Agar (FILTENBORG; FRISVALD;
SVENDENSEN, 1983).

Foi utilizado extratos fingicos de aproximadamente 0,5 cm, solugdes
padrio de aflatoxinas (SIGMA-ALDRICH), Placas de Cromatografia em
Camada Delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20X20) ¢ como Fase mével TEF -
Tolueno Acetato de Etila e Acido Férmico 90% (60:30:10 v/v/v). Apds a
elui¢do, as placas foram secas em capela pelo fluxo laminar. O resultado
positivo/negativo foi obtido através da comparagdo qualitativa do spor de
fluorescéncia e fator de retencdo dos metabdlitos secundarios produzidos por

cada isolado com os padrdes de aflatoxinas desenvolvidos paralelamente nas
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placas cromatograficas, observadas sob a incidéncia de luz ultravioleta com A

365nm em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER).

2.8. Analises estatisticas

Para determinar a probabilidade de ocorréncia de espécies do género
Aspergillus totais e toxigénicos no estado de Rondonia, foi utilizada a técnica de
Regressdo Logistica em funcdo das seguintes varidveis independentes:
coordenadas geograficas (latitude e longitude) e temperatura. A variavel resposta
foi caracterizada pela presenca e auséncia de fungos totais e toxigénicos do
género Aspergillus. Com este propdsito, os modelos de Regressdo Logistica
foram ajustados utilizando o software RCore Team (2013). Em fun¢do das
probabilidades, ajustadas pelos modelos, foram construidos graficos de
superficie de resposta e de contornos de modo a facilitar a identificacdo das
regides mais promissoras para a incidéncia de espécies de fungos totais e

toxigénicos do género Aspergillus.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contaminacio fingica das améndoas de cacau

Das40 amostras analisadas 1 (2,5%) ndo apresentou contaminagio por
espécies fungicas. A porcentagem de améndoas contaminadas por fungos variou
de 2 a 100%, sendo que 9 amostras apresentaram 100% de contaminagdo. A
Tabela 2 apresenta o percentual de contaminagdo por amostra e municipio de
coleta.

A qualidade microbiologica das améndoas de cacau tem grande
importancia pois elas sdo a matéria-prima destinada a fabrica¢do de chocolate ¢
produtos derivados de cacau consumidos mundialmente. A presenga de fungos
em améndoas de cacau ndo ¢ desejavel, pois durante a fermentagdo podem
causar hidrélise da celulose, producdo de acidos, sabores desagradaveis e alterar
o sabor das améndoas de cacau (SCHWAN; WHEALS, 2004). Além disso,
algumas espécies de fungos podem produzir micotoxinas em améndoas de cacau
durante a secagem e armazenamento (COPETTI et al., 2010; COPETTI et al.,
2011a; COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-
HERVAS et al., 2008). A Figura 2 apresenta a colonizagdo fingica pelo género

Aspergillus em améndoas de cacau em meio DRBC a 25°C no 7° dia.

. A5 s
Figura 2 Colonizagao fingica por Aspergillus em améndoas de cacau em meio DRBC/7
dias. A) Secdo Nigri, B) Se¢des Nigri e Flavi.



de améndoas contaminadas por amostra e municipio de coleta

micipio de coleta colﬁ:ilf:(;l;sa(s% ) Amostras Municipio de coleta coll(?:ilf:(;lg?sa(s% )
Ariquemes 100 21 Jaru 100
Ariquemes 25 22 Jaru 91
Ariquemes 58 23 Jaru 13
Ariquemes 70 24 Machadinho d'Oeste 100
Ariquemes 50 25 Machadinho d'Oeste 3
Buritis 96 26 Machadinho d'Oeste 27
Buritis 14 27 Machadinho d'Oeste 13
Buritis 0 28 Machadinho d'Oeste 25
Cacoal 96 29 Ouro Preto do Oeste 100
Cacoal 5 30 Ouro Preto do Oeste 100
Cacoal 2 31 Ouro Preto do Oeste 100
Cacaulandia 90 32 Ouro Preto do Oeste 43
Cacaulandia 100 33 Ouro Preto do Oeste 100
Cacaulandia 99 34 Sao Felipe d'Oeste 23
olorado do Oeste 100 35 Sdo Felipe d'Oeste 98
olorado do Oeste 43 36 Sdo Felipe d'Oeste 75
olorado do Oeste 24 37 Urupa 3
olorado do Oeste 95 38 Urupa 55
nador Jorge Teixeira 29 39 Urupa 51
nador Jorge Teixeira 76 40 Vilhena 58

€6
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3.2 Identificacéiio de espécies do género Aspergillus

Os fungos isolados das amostras foram identificados como pertencentes
aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Eurotium, Rhizopus ¢
Paecilomyces (Tabela3). Em estudos anteriores, Mucor, Penicillium, Rhyzopus,
Fusarium e especialmente Aspergillus foram os fungos mais frequentemente
isolados a partir de améndoas de cacau (COPETTI et al., 2011b;
MOUNJOUENPOU et al., 2008; OYETUNJI, 2006; SANCHEZ-HERVAS et
al., 2008). Esses fungos representam parte importante e significativa da
micobiota das améndoas de cacau da regido avaliada, porém ndo séo desejaveis,
podendo causar hidrélise da polpa, rompimento da testa (casca) das sementes e
sabor desagradavel (SCHWAN; WHEALS, 2004) e produgdo de micotoxinas
(GILMOUR; LINDBLOM, 2008).

Diversos estudos avaliaram a ocorréncia de fungos em cacau e relataram
a presenca de espécies do género Aspergillus sp. (AMEZQUETA et al., 2008;
COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al., 2008; SANCHEZ-HERVAS
et al., 2008). Copetti et al. (2011b) e Mounjouenpou et al. (2008) relataram a
ocorréncia de espécies do género Aspergillus em todas as fases de
processamento primario das améndoas de cacau no Brasil e Camardes,
respectivamente, destacando as espécies produtoras de ocratoxina A da Secdo
Nigri (A. niger e A. carbonarius) cujo nimero aumentou apos a fermentacao.

Os resultados obtidos neste estudo apresentam, informagdes sobre a
presenga de fungos toxigénicos e ndo toxigénicos em améndoas de cacau do
estado de Ronddnia e a capacidade desses fungos de produzirem micotoxinas.

Os fungos do género Aspergillus foram identificados até espécie devido
a sua alta incidéncia em améndoas de cacau e risco para a producdo de
ocratoxina A em regides tropicais.As espécies identificadas pertencem a Secdo

Nigri e a Se¢do Flavi (Tabela 4).



fungos filamentosos contados nas améndoas de cacau por amostra € municipio de coleta

Colorado do G. Jorge

Ariquemes Buritis Cacoal Cacaulandia Oeste Teixeira'

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

- - 1 - 5 2 - 8 2 2 1 - - 4 7 2 30 - -

- - - - 2 3 - - - - 9 - - 4 1 2 5 2 1
) 44 56 70 50 2 3 5 - - - 5 100 99 12 1 20 16 8 71

-3 - - 2 1 - -2 - 30 - - S - -

- - - - - - - - - - . - 1 - - - 1 -

-9 1 - 20 3 23 % 1 - 12 3 16 127 12 - 23 3 -
Jaru Machadinho d'Oeste Ouro Preto do Oeste SZ?g:;;Ee Urupa Vilhena

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 3738 39 40

- - 39 - 1 - - - 3 3 4 4 7 - 28 -7 - 2

- - - -2 - - - - -2 2 3 - 2 - - 10 8

15 3 9 2 13 2 2 6 20 59 7 9 4 98 6 2 7 6 18

- - 31 2 - - - - - -2 - - - -1 - -

3 - 10 - - - - - - - - - 1 - - 1 2 - -

76 10 - - 1 11 13 100 80 45 27 27 - - 15 - 15 12 -

yvernador Jorge Teixeira

S6
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Tabela 4 Espécies do género Aspergillus isoladas de améndoas de cacau
processadas e armazenadas em propriedades cacaueiras de Rondonia

Género/Espécie N° género/espécies (%)
Aspergillus Se¢ao Nigri 166 89,73
A. acuelatus 12 7,23
A. carbonarius 34 20,48
A. foetidus 17 10,24
A. japonicus 5 3,02
A. niger 64 38,55
A. niger Agregado 20 12,05
A. tubingensis 14 8,43
Aspergillus Secao Flavi 19 10,27
A. flavus 18 94,74
A. oryzae 1 5,26

Resultado semelhante foi encontrado por Sanchez-Hervas et al. (2008)
em améndoas de cacau de Serra Leoa, Guiné Equatorial ¢ Equador, porém as
quantidades de fungos pertencentes a cada Segdo diferem do nosso estudo. E
conhecido que algumas espécies destas duas Se¢des de Aspergillus sao
consideradas os mais importantes fungos toxigénicos (MOSS, 1996; SAMSON
etal., 2004).

Espécies da Secdo Nigri foram mais frequentemente encontradas nas
améndoas de cacau analisadas neste estudo. A presenca de espécies pertencentes
a Secglo Nigri foi expressiva (89,73%) nas améndoas de cacau do estado de
Rondo6nia, bem como ja foi apresentado em outros estudos com améndoas de
cacau (COPETTI et al., 2011b; MOUNJOUENPOU et al., 2008).

A espécie A. niger foi predominante entre as espécies da Secdo Nigri
tanto neste estudo como em outros realizados com cacau (COPETTI et al.,
2011b; MOUNJOUENPOU et al., 2008). Mounjouenpou et al. (2008) isolaram,
em um estudo com améndoas de cacau de Camardes, as espécies A. carbonarius,

A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii e A. versicolor. Sanchez-Hervas et
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al. (2008) obtiveram como espécie predominante, na Se¢do Nigri, A. niger
Agregado, porém relataram também a presenca de A. carbonarius em menor
quantidade e ndo encontraram nenhuma espécie unisseriada (4. aculeatus e A.
japonicus).

Copetti et al. (2011b) realizaram um estudo semelhante no Brasil e
também isolaram algumas espécies mencionadas no estudo acima, como A.
versicolor e A. fumigatus, bem como A. clavatus, A. niger, A. ochraceus e A.
parasiticus. Algumas espécies foram semelhantes as encontradas neste estudo
como A. carbonarius, A. niger e A. flavus, espécies conhecidas por produzirem
micotoxinas, confirmando a existéncia de uma micobiota toxigénica associada a
cultura do cacau, bem como o risco da producdo de ocratoxina A e aflatoxinas
em améndoas de cacau.

A. flavus foi a espécie que prevaleceu entre as espécies da Segdo Flavi
isoladas a partir de améndoas de cacau dos municipios do estado de Rondonia.
No estudo realizado em améndoas de cacau de Serra Leoa, Guiné Equatorial e
Equador, por Sanchez-Hervas et al. (2008), esta foi a espécie predominante da
Secdo Flavi. Copetti et al. (2011b) relataram um aumento da ocorréncia de
espécies da Se¢do Flavi no decurso da secagem das améndoas de cacau. Outra
principal espécie pertencente a Se¢do Flavi, responsavel pela produgdo de
aflatoxinas, 4. parasiticus (HORN, 2007) ndo foi isolada neste estudo.

Nenhuma espécie pertencente a Se¢do Circumdati, tradicionalmente
considerados ocratoxigénicos, como A. ochraceus, (PITT; HOCKING, 1997) foi
identificada neste estudo. Sanchez-Hervas et al. (2008) relataram baixa
incidéncia de espécies pertencentes a Se¢do Circumdati com 1, das 2 espécies de
A. ochraceus isoladas, produtora de OTA. Os autores consideraram que
provavelmente A. ochraceus é uma fonte de OTA, relativamente sem

importancia em produtos de cacau.
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3.3 Potencial ocratoxigénico de espécies da Secio Nigri

A Tabela 5 mostra o potencial ocratoxigénico das espécies da Segdo
Nigri isoladas a partir de améndoas de cacau. A avaliagdo do potencial
ocratoxigénico das espécies 4. aculeatus, A. foetidus, A. japonicus, A. niger,A.
niger Agregado e A. tubingensis foi através do método Plug Agar e a avaliacdo
do potencial ocratoxigénico e a quantificacdo da producdo de OTA por A.

carbonarius foi realizada através de CLAE.

Tabela 5 Potencial ocratoxigénico das espécies da Seg¢do Nigri isoladas de
améndoas de cacau de Rondonia pelo método Plug Agar

N° de espécies produtoras de

Espécies Total de espécies ocratoxina A (%)
A. aculeatus 12 0

A. foetidus 17 0

A. japonicus 5 0

A. niger 64 2 (3.13%)

A. niger Agregado 20 0

A. tubingensis 14 0

Um total de 132 espécies da Secdo Nigri foi testado quanto a capacidade
de produzir ocratoxina A pelo método Plug Agar através de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Dois (1,52% dos 132 testados) isolados apresentaram
capacidade para produzir OTA. Nenhum isolado identificado como A. niger
Agregado, A. aculeatus, A. foetidus, A. japonicus e A. tubingensis foi positivo
quanto a capacidade de produzir OTA enquanto que 2 A. niger foram positivos.

Dois (3,13%) isolados da Secdo Nigri identificados como 4. niger foram
capazes de produzir OTA. Este dado diferiu do apresentado por Mounjouenpou
et al. (2008) em que 70% das espécies A. niger foram produtores de OTA em

améndoas de cacau, porém o mesmo percentual (3%) das espécies A. niger
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foram relatados como produtores de OTA isolados de café (TANIWAKI; PITT,
2003) e de uvas (LASRAM et al., 2007). A elevada percentagem encontrada por
Mounjouenpou et al. (2008) ndo foi confirmada por outros estudos realizados
com esta espécie em todo o mundo (AMEZQUETA et al., 2008; BELL{ et al.,
2004a; IAMANAKA et al, 2005; LEONG; HOCKING; SCOTT, 2007,
MAGNOLI et al., 2007; TANIWAKI et al., 2003).

Sanchez-Hervas et al. (2008) nd3o identificaram nenhum A. niger
produtor de OTA em cacau, porém 44,7% dos fungos identificados como A4.
niger Agregado isolados foram produtores de OTA em seu estudo. Ja no estudo
realizado com améndoas de cacau no Brasil por Copetti et al. (2010), A. niger
Agregado foi a espécie, com potencial para produzir OTA, mais comum isolada,
no entanto, apenas 5,2% foram capazes de produzir a toxina.

As espécies A. aculeatus, A. foetidus, A. japonicus e A. tubingensis nao

sdo relatadas como toxigénicas.

3.4 Produciio de ocratoxina A por Aspergillus carbonarius isolados de

améndoas de cacau

A produgdo de OTA por A. carbonarius em meio CYA no 10° dia foi
quantificada por CLAE (Tabela 6).

A presenca de A. carbonarius sugere a possivel produgdo de OTA por
essa espécie em cacau e outras matérias primas tropicais ¢ subtropicais, como
indicado em estudos anteriores (BELLf et al., 2004a; MAGNOLI et al., 2003;
MARTINEZ-CULEBRAS; RAMON, 2007; TANIWAKI et al., 2003).

Os A. carbonarius isolados de améndoas de cacau produziram
quantidades de OTA variando de 0,08 a 44,09 pg/g enquanto que Sanchez-
Hervas et al. (2008) relataram uma menor produgdo de OTA por A. carbonarius

isolados de cacau, variando de 0,2 a 8 pg/g. Em outros estudos com outros
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substratos, como uvas ¢ café, as quantidades de OTA encontradas variaram de 1
a 10 pg/g (BELLI et al, 2004a; LASRAM et al., 2007; MARTINEZ-
CULEBRAS; RAMON, 2007). Chiotta et al. (2009) relataram producio de OTA
por A. carbonarius isolados de uvas na Argentina variando de 1,2 a 1.285 ng/g.
Esta diferenca de produg@o pode estar relacionada a interferéncia das condigdes
de cultivo e da origem do substrato na producdo quantitativa de OTA pelos

isolados.

Tabela 6 Producdo de ocratoxina A (OTA) por A. carbonarius’

Isolado Média de Isolado Média de
OTA (ng/g) OTA (ng/g)

A. carbonarius 1 44,09 A. carbonarius 18 0,18

A. carbonarius 2 0,25 A. carbonarius 19 30,21
A. carbonarius 3 0,09 A. carbonarius 20 0,18

A. carbonarius 4 0,11 A. carbonarius 21 20,98
A. carbonarius 5 ND A. carbonarius 22 0,19
A. carbonarius 6 0,13 A. carbonarius 23 0,20
A. carbonarius 7 ND A. carbonarius 24 0,12
A. carbonarius 8 0,12 A. carbonarius 25 ND

A. carbonarius 9 ND A. carbonarius 26 0,29
A. carbonarius 10 0,08 A. carbonarius 27 0,17
A. carbonarius 11 4,82 A. carbonarius 28 0,22
A. carbonarius 12 ND A. carbonarius 29 0,37
A. carbonarius 13 0,39 A. carbonarius 30 0,29
A. carbonarius 14 ND A. carbonarius 31 14,07
A. carbonarius 15 14,10 A. carbonarius 32 17,32
A. carbonarius 16 30,68 A. carbonarius 33 11,82
A. carbonarius 17 0,33 A. carbonarius 34 ND

! Analises feitas por CLAE, em meio CYA/10dias; ND'Nao Detectado

Apesar de que nem todos os isolados de uma espécie considerada
toxigénica serem produtores de toxina, com as espécies de A. carbonarius

normalmente a producfo € alta atingindo 100% na maioria dos estudos (BAU et
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al., 2005a; COPETTI et al., 2010; FRISVAD et al., 2011; MOUNJOUENPOU
et al., 2008; PALUMBO et al., 2011; SANCHEZ-HERVAS et al., 2008;
SERRA; BRAGA; VENANCIO, 2005).

Foi realizada a quantificagdo de OTA produzida por 4. carbonarius em
meio CYA/10 dias, através de Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE). Dos
34 A. carbonarius testados 27 (79,41%) apresentaram producdo de OTA.
Resultado similar ao relatado por Taniwaki et al. (2003) em um estudo,
utilizando o mesmo método, realizado com A. carbonarius isolados de amostras
de café dos quais 77% dos A. carbonarius produziram OTA. J4 esse resultado
foi mais baixo do que o encontrado por outros autores com espécies isoladas de
outros substratos como 90% de uvas da Argentina (CHIOTTA et al., 2009) e
94% de uvas da Tunisia (LASRAM et al., 2007).

Poucos estudos foram publicados sobre A. carbonarius nao-
ocratoxigénicos. Bau et al. (2005b) relataram 4 isolados nio-ocratoxigénicos de
123 isolados morfologicamente identificados como A. carbonarius envolvidos
na contaminag@o de ocratoxina A em uvas, mas esses isolados posteriormente
foram corretamente identificados e descritos como uma nova espécie, 4. ibericus
(SERRA et al., 2006a). Esteban et al. (2006), Esteban et al.(2004) incluiram em
varios estudos sobre o efeito da temperatura e a atividade de agua na producdo
de OTA, 2 isolados relatados anteriormente como A. carbonarius nio-
ocratoxigénicos. Joosten et al. (2001) também relataram que um 4. carbonarius
isolado de magas na Suiga, ndo foi capaz de produzir OTA usando grios de café
como substrato, porém este isolado também foi posteriormente identificado
como A. ibericus (SERRA et al., 2006a).

Cabaiies, Bragulat e Castella(2013)identificaram 3 isolados selvagens de
A. carbonarius ndo-ocratoxigénicos provenientes de uva de diferentes vinhedos
do Sul da Espanha, através de sequenciamento genético. Os trés isolados nao

produziram OTA em nenhum meio de cultura em qualquer das temperaturas e
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tempos de incubag@o testados, comprovando a existéncia de espécies de A.

carbonarius ndo-ocratoxigénicos.

3.5 Potencial aflatoxigénico das espécies da Secdo Flavi isoladas de

améndoas de cacau

A Tabela 7 mostra o potencial aflatoxigénico das espécies da Se¢do
Flavi isoladas a partir de améndoas de cacau. A avaliagdo do potencial
aflatoxigénico das espécies A. flavus e A. oryzae foi através do método Plug

Agar.

Tabela 7 Potencial aflatoxigénico das espécies da Secdo Flavi isoladas de
améndoas de cacau de Rondonia pelo método Plug Agar

N° de espécies produtoras de

Espécie Total de espécies Aflatoxinas B, e B, (%)
A. flavus 18 15 (83,33)
A. oryzae 1 0

A ocorréncia de aflatoxinas ja foi relatada contaminando commodities
agricolas como cacau, café¢, amendoim e milho (BATISTA et al., 2009;
COPETTI et al., 2011a,b; FERNANDEZ-PINTO et al., 2001; GIORNI et al.,
2007). Um total de 18 A. flavus, isolados de améndoas de cacau do estado de
Rondoénia, foi testado quanto a sua capacidade de produzir aflatoxinas pelo
método Plug Agar através de CCD. Quinze (83,33% dos 18 testados)
apresentaram capacidade de produzir aflatoxinas B; e B,.

Estes resultados sdo compativeis aos encontrados em outros estudos com
améndoas de cacau (60%) (COPETTI et al., 2011b; SANCHEZ-HERVAS et al.,
2008).Copetti et al. (2011a) relataram fraca correlagdo entre presenca de fungos
potencialmente produtores de aflatoxinas e aflatoxinas em améndoas de cacau e

sugeriram a existéncia de fatores limitantes para a acumulagio de aflatoxinas em
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graos. Portanto a contaminagdo de améndoas de cacau por aflatoxinas nao
parece ser preocupante em améndoas de cacau do Brasil.
O isolado de A. oryzae testado ndo foi produtor de aflatoxinas e ndo

relatado como toxigénico (MAGAN; OLSEN, 2004).

3.6 Probabilidade de ocorréncia de espécies de fungos totais e fungos
toxigénicos pertencentes ao género Aspergillus em funcio das

coordenadas geograficas e temperatura

Este estudo analisou dados de coordenadas geograficas e dados de
temperatura em Rondonia para relacionar com os niveis de contaminacio por
espécies de fungos totais e fungos toxigénicos pertencentes ao género
Aspergillus em améndoas de cacau.

A indicag@o e selecdo do modelo logistico foram realizadas seguindo os
resultados do teste de Hosmer-Lemeshow (Tabela 8), considerando a natureza
das variaveis respostas serem binarias, onde Y=1 representa a presenca ¢ Y=0 a

auséncia de espécies fungicas.

Tabela 8 Probabilidades de significancia do teste Hosmer-Lemeshow para
selecdo do modelo logistico para espécies de fungos totais e
toxigénicos, do género Aspergillus.

Grupos Probabilidade
Fungos totais 0,907
Fungos toxigénicos 0,992

Considerando o nivel de significancia fixado em 5%, os resultados nio
significativos sugerem que os modelos logisticos utilizados na modelagem da
probabilidade de ocorréncia das espécies em relacio as regides estdo adequados.

O modelo de regressdo logistica ajustado para a identificacdo da

ocorréncia de espécies de fungos totais permite interpretar que dado valores
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fixos para as coordenadas geogragicas e temperatura, a probabilidade resultante
do modelo refere-se a probabilidade de ocorréncia de espécies de fungos totais
do género Aspergillus caracteristicos a uma determinada regido do estado de
Rondoénia.

Considerando as covariaveis coordenadas geogragicas e temperatura e
assumindo a codificacdo Y=1 referente a presenca de espécies totais e Y=0, a

auséncia, o modelo logistico ajustado ¢ dado na Equagao 1:

exp(+ 36,047 — 0,8294Long + 0,428Lat — 0,690T) (1)

P(Y = tlLong Lat 1) = 4= 36,047 — 0,8294Long + 0,428Lat — 0,690T)

em que P ¢ igual a probabilidade ajustada para ocorréncia de espécies de fungos
totais do género Aspergillus; Long. e Lat. correspondem as coordenadas
geograficas que caracterizam um municipio e T, o efeito da temperatura.

Em fun¢do das probabilidades ajustadas e das coordenadas previamente
especificadas, visando uma melhor discrimina¢do das regides, gerou-se a
superficie (Figura 3) de resposta bem como o grafico de contornos para

auxiliarem na interpretagao (Figura 4).

1,0
0,9

0,8

Probabilidade

0,7 -60

Longitude

Latitude 7 -13

Figura 3 Superficie de resposta para as probabilidades de ocorréncia de fungos totais nas
localidades caracterizadas por diferentes niveis faixas de longitude e latitude
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Figura 4 Curvas de nivel obtidas da superficie de resposta com as porcentagens da
probabilidade de ocorréncia de fungos totais

Os resultados ilustrados nas Figuras 3 e 4 evidenciam que a ocorréncia
de espécies de fungos totais do género Aspergillus se difere em fungdo das
coordenadas geograficas (latitude e longitude) e temperatura. Neste contexto,
nota-se, ao considerar dados de latitude, longitude ¢ temperatura, uma maior
probabilidade de ocorréncia de fungos totais do género Aspergillus nos
municipios do estado de Rondonia localizados entre os paralelos de 11° e 13° de
latitude Sul ¢ meridianos de 60° e 62° de longitude Oeste. Os municipios
localizados nesta area s3o: Vilhena, Colorado do Oeste, Cacoal, Sdo Felipe
d‘Oeste e Urupa (Figura 5).

Diversos estudos ja demonstraram que a area geografica e as condigdes
meteorologicas podem contribuir para a incidéncia de fungos ¢ OTA em uvas
(BATTILANI; BARBANO; MARIN, 2006; BATTILANI et al., 2006; BELLI et
al., 2006; CHIOTTA et al., 2009; SAGE; GARON; SEIGLE-MURANDI, 2004;
SERRA et al., 2006b), porém em cacau nenhum estudo foi encontrado até o

presente momento.
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Figura 5 Localizagdo dos municipios com maior probabilidade de ocorréncia de fungos
do género Aspergillus no estado de Rondonia: Cacoal, Colorado do Oeste, Sdo
Felipe d’Oeste, Urupa e Vilhena

Mantendo o mesmo enfoque, em relagdo ao ajuste do modelo logistico
considerando as mesmas covariaveis, porém assumindo a codificacdo Y=1
referente a presenga de espécies toxigénicas e Y=0, a auséncia, o modelo

logistico ajustado ¢ dado na Equacgdo 2:

exp(—20,5807 — 0,2002Lat — 0,4682Long — 0,0805T) 2

P(Y = 1|Long Lat, T) =
(Y = 1fLong Lat, 1) = I 50,5807 — 0,2002Lat — 0,4682Long — 0,0805T)

em que P ¢ igual a probabilidade ajustada para ocorréncia de espécies de fungos
toxigénicos do género Aspergillus; Long. ¢ Lat. correspondem as coordenadas
geograficas que caracterizam um municipio e T, o efeito da temperatura.

As superficies de resposta com as probabilidades de ocorréncia das

espécies de fungos toxigénicos, em func¢do das coordenadas de longitude e
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latitude, bem como grafico de contornos para auxiliar na interpretacdo

encontram-se ilustrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.
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Figura 6 Superficie de resposta para as probabilidades de ocorréncia de fungos
toxigénicos nas localidades caracterizadas por diferentes niveis faixas de
longitude e latitude
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Figura 7 Curvas de nivel para as probabilidades de ocorréncia de fungos toxigénicos nas
localidades caracterizadas por diferentes niveis faixas de longitude e latitude
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Analisando as Figuras 6 ¢ 7, podemos verificar que, para as espécies de
fungos toxigénicos, as probabilidades de ocorréncia foram similares em todas as
regides estudadas do estado de Ronddnia. Na Figura 8, pode ser visualizada a
localizagdo dos municipios onde foram isolados fungos toxigé€nicos de
améndoas de cacau: Ariquemes, Buritis, Cacoal, Colorado do Oeste, Governador
Jorge Teixeira, Jaru, Machadinho d’Oeste, Ouro Preto do Oeste, Sdo Felipe

d’Oeste e Urupa.

Caca.%ind ia
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\"ilgna

C ulm.ksle

Figura 8 Localiza¢do dos municipios onde foram isolados fungos toxigénicos do gé€nero
Aspergillus: Ariquemes, Buritis, Cacoal, Colorado do Oeste, Governador Jorge
Teixeira, Jaru, Machadinho d’Oeste, Ouro Preto do Oeste, Sdo Felipe d’Oeste e
Urupa
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O efeito da area geografica sobre a biota fingica foi confirmado por
Battilani, Magan e Logrieco (2006), mostrando um efeito significativo da
localizagdo quando analisaram a incidéncia de espécies do género Aspergillus
Secdo Nigri em uvas. A incidéncia foi significativamente correlacionada com as
coordenadas geograficas mostrando correlagdo positiva com a longitude,
indicando que a incidéncia aumentou indo de oeste para leste, enquanto que a
correlacdo com a latitude foi negativa, mostrando um gradiente positivo para o
Sul da Europa. A incidéncia de A. carbonarius também foi positivamente
correlacionada com longitude. Estes autores também verificaram que as
condi¢des meteoroldgicas desempenham um papel importante na colonizagdo
fingica e na presenca de OTA em uvas da Italia.

Belli et al. (2006) estudaram a correlagio entre pardmetros
meteorologicos e fungos da Secdo Nigri em uvas de regides vitivinicolas da
Espanha e revelaram uma correlagdo positiva significativa entre a colonizacdo
por Aspergillus Secdo Nigri e temperaturas. Esses autores atribuiram a maior
percentagem de infec¢do de uvas por Aspergillus Se¢io Nigri,no ano de 2003,as
condigdes meteoroldgicas extremamente quentes durante o ano. Estudos com
espécies da Segdo Nigri sugerem que a maior frequéncia em uvas de climas mais
quentes pode estar associada a capacidade de sobrevivéncia destas espécies no
solo e capacidade de adaptacdo a altas temperaturas e baixa atividade de agua
(BATTILANI; MAGAN; LOGRIECO, 2006; LEONG; HOCKING; PITT,
2004), bem como ao fato de que os esporos pretos das espécies da Secdo Nigri
oferecem protecdo contra a luz solar proporcionando vantagem competitiva em
climas mais quentes (HOCKING, 2006; LEONG et al., 2006; PITT; HOCKING,
1997).

Correlagdo positiva da ocorréncia de A. carbonarius em uvas com a
temperatura ja foi relatada, sendo que a ocorréncia maior de A. carbonarius se

deu em areas quentes (BATTILANIL; BARBANO; MARIN, 2006; CHIOTTA et
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al., 2009). 4. carbonarius crescem em temperaturas entre 10 e 40°C (PITT,
2000), com 6timo entre 25 — 35°C (BELLi et al., 2004b; MITCHELL et al.,
2004). As temperaturas médias dos municipios onde foram coletadas as
amostras de améndoas de cacau do estado de RondoOnia estdo entre 24,33 e
26,13°C, sendo propicio o crescimento de 4. carbonarius em todo o Estado.
Quanto a produgdo de OTA, A. carbonarius produziram os niveis mais elevados
de OTA a 15 ou 20°C, faixa esta de temperatura abaixo da encontrada em
Rondénia (ESTEBAN et al., 2004) o que sugere diminui¢do do risco de
contaminag@o das améndoas de cacau por OTA produzida por esta espécie.

Uma suposi¢do para explicar a uniformidade entre as probabilidades
preditas pelo ajuste do modelo em relacdo as coordenadas geograficas e
temperatura dar-se-4 devido ao niimero limitado de amostras de améndoas de
cacau coletadas, de tal forma a reduzir a possibilidade de isolar fungos
toxigénicos.

Os fungos isolados das améndoas de cacau dos municipios do estado de
Rondonia pertencem as Sec¢des Nigri ¢ Flavi. Fungos da Sec¢fo Nigri e sdo
habitantes saprofitas comuns do solo onde colonizam e sobrevivem em restos
culturais produzindo um grande nimero de esporos que podem espalhar-se
facilmente pelo ar (MAGAN; ALDRED, 2006).

A. niger, espécie isolada em maior nimero neste estudo, ¢ uma espécie
de grande ocorréncia da Se¢do Nigri e conhecida por sua ampla distribuigdo no
ambiente (PITT,; HOCKING, 1997). A. niger crescem otimamente em
temperaturas entre 30 e 37°C (BELLI et al., 2004). Para a espécie da Segdo
Flavi mais isolada, 4. flavus, a temperatura 6tima para crescimento ¢ por cerca
de 30°C (MOSS, 1996). A temperatura média do estado de Rondonia nio se
enquadra entre as temperaturas 6timas de crescimento da maioria dos fungos,
porém devemos lembrar que fungos do género Aspergillus podem crescer em
ampla faixa de temperatura (10 — 40°C) (PITT; HOCKING, 1997).
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Nao ha grande variacdo da temperatura média anual entre os municipios
de maior probabilidade de ocorréncia (25,33°C) de fungos totais e os de menor
(25,71°C), portanto, supde-se que a maior incidéncia nos 5 municipios citados
acima se deve as praticas de processamento realizadas nas propriedades

cacaueiras.

3.7 Influéncia do processamento primario na incidéncia de fungos do

género Aspergillus em améndoas de cacau do estado de Rondonia

As amostras de améndoas de cacau foram obtidas, processadas e
armazenadas nas propriedades cacaueiras do estado de Rondonia. Considerando
a influéncia do processamento primario na incidéncia de fungos e producdo de
micotoxinas (ARDHANA; FLEET, 2003; COPETTI et al, 201lb;
MOUNJOUENPOU et al., 2008; RILEY; NORRED, 1999; SANCHEZ-
HERVAS et al., 2008), foi analisada a relagdo dos fungos identificados nas
améndoas com as praticas do processamento primario conhecidas por meio de
um questionario.

A contamina¢do das améndoas de cacau por fungos pode ocorrer entre a
colheita e a fermentagdo. Danos aos frutos podem favorecer a colonizacio de
fungos nas sementes de cacau. Mounjouenpou et al. (2008), em um estudo com
améndoas de cacau de Camardes, verificaram que améndoas secas de cacau
fermentadas a partir de frutos de baixa qualidade apresentaram maior
contaminag@o por OTA. A contaminagdo por OTA esta associada a presenga de
fungos toxigénicos. Estes pesquisadores relataram maior incidéncia de A.
carbonarius em améndoas de cacau provenientes de frutos danificados e
relacionou esse fato ao contato dos frutos abertos com o ar e o solo. Estes
autores verificaram que frutos feridos revelaram alta proliferacdo de A.

carbonarius ¢ A. niger. Gilmour e Lindblom (2008) relataram que a
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contamina¢do das améndoas de cacau comeca entre a colheita e a fermentacao,
sendo que os frutos danificados sdo grande parte do problema e que a inoculagao
inicial ocorre antes ou durante a fermentagao.

A pratica de ndo separar as sementes provenientes de frutos doentes e
atacados por pragas, das sementes de frutos sadios para a realizagio da
fermentacdo também vem a contribuir carreando maior quantidade de indculo
fungico inicial para a fermentag@o. Bastide et al. (2006) estudaram as fontes e o
desenvolvimento de ocratoxina A em améndoas de cacau na Costa do Marfim e
Togo e os resultados sugeriram que a presenga de OTA tem relagdo com a pds-
colheita, com as praticas de processamento e com as condi¢des climaticas.
Quatro estudos foram conduzidos em uma propriedade, durante a principal safra,
entre dezembro/2003 e marco/2004 e ao mesmo tempo foram investigadas
técnicas de processamento. Foram estabelecidas 5 categorias de frutos para
estudar o fator de qualidade fitossanitaria: frutos saudéveis, frutos mofados
(podriddo-parda e outras podriddes), frutos que secaram nas arvores
(mumificados), frutos danificados por insetos e frutos com dano fisico externo
(ataque de roedores, lesdo de gancho ou cutelo na colheita). Os resultados
mostraram que a presenca de OTA foi altamente significativa nas améndoas de
frutos danificados fisicamente. Os autores comprovaram também que as
condigdes meteoroldgicas, como a estagdo da seca e ventos tém um efeito
consideravel sobre a produgdo de OTA.

O Quadro 1 apresenta a distribuicdo das espécies do género Aspergillus
por amostra de améndoas de cacau coletadas do armazenamento em municipios
de Rondonia,as praticas de processamento primario realizadas para obtengdo das
améndoas e as condi¢gdes de armazenamento no momento da coleta das

amostras.
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nento

‘ermentacgio

Secagem

Armazenamento

Espécies isoladas (isolados toxigénicos)

B ¢c D E F G H

n fermentar
1a

0 de poliprop.
0 de poliprop.
0 de poliprop.

Lona
Lona
Lona
Lona
Lona

Tulha de madeira
Tulha de madeira
Tulha de madeira
Tulha de madeira
Tulha de madeira

0 de poliprop.
0 de poliprop.
1a

Barcaga de madeira
Concreto
Lona

Tulha de madeira
Tulha de madeira
Nao Armazena

xa de madeira
nte
0 de poliprop.

Barcaga de madeira
Concreto
Lona

Tulha de madeira
Tulha de madeira
Tulha de madeira

0 de poliprop.
0 de poliprop.
0 de poliprop.

Barcaga de madeira
Barcaga de madeira
Barcaga de madeira

Tulha de madeira
Tulha de madeira
Nao Armazena

xa de madeira
n fermentar

1a

0 de poliprop.

Tela suspensa
Concreto
Lona

Lona

Tulha de madeira
Tulha de madeira
Tulha de madeira
Casa de alvenaria

xa de madeira
1a

Concreto
Lona

Tulha de madeira
Nao Armazena

v - 2 - 7 3 -
22 1 - 4 1 1 -
- - 1 - 1 - -
- - - 6 - -
-moo- - -1 -
- - - - 1 1 -
- - - - 1 - -
- - - - 1 - -
.
221 - - 1 1 - -
12 R

€l



Espécies isoladas /isolados toxigénicos

Fermentacio Secagem Armazenamento

A B C F G H 1
ico de poliprop. | Concreto Tulha de madeira - - - 4 2 - -
ico de poliprop. | Barcaca de madeira | Tulha de madeira - - 171 - - - -
onte Barcaga de madeira | Ndo Armazena - - - - - - -
onte Lona Tulha de madeira - - 11 172 2 - 6
ico de poliprop. | Lona Tulha de madeira - - - - - - -
m fermentar Lona Tulha de madeira - - - 1 - - -
ico de poliprop. | Lona Tulha de madeira - - - - - - -
ixa de madeira | Lona Tulha de madeira - - - - - - -
ico de poliprop. | Lona Tulha de madeira - - - - - - -
'm fermentar Concreto Tulha de madeira - - - 1 - - -
ico de poliprop. | Lona Nao Armazena - 22 - - -1 -
>cip. plastico Barcaga de madeira | Tulha de madeira 1 - - - 2 - -
1ixa de madeira | Barcaca de madeira | Tulha de madeira - - - 2 I - 1
1ixa de madeira | Concreto Chao batido EM! - -7 - - - -
rixa de madeira | Concreto Chao batido EM! - - - - - - -
rixa de madeira | Concreto Tulha de madeira 1 - - 7 5 - 3
1ixa de madeira | Lona Tulha de madeira - - - - - - -
>cip. Plastico Concreto Chao batido EM! - - 31 1 I - 2
1ixa de madeira | Lona Casa de alvenaria - - - - - - -
ixa de madeira | Lona Tulha de madeira - - - 1 - - -
7. Governador; Poliprop.: Polipropileno; Recip.: Recipiente; ' Chao batido sobre Estrado de Madeira
carbonarius; C: A. flavus; D:A. foetidus; E: A. japonicus; F: A. niger; G: A. niger Agregado; H: A. oryzae; I: A.

148!
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De acordo com Schwan e Wheals (2004), apds a abertura dos frutos, a
polpa ¢é contaminada com micro-organismos carreados pelas maos dos
manipuladores, facas, cestos utilizados para o transporte das améndoas e
residuos das caixas de fermentagdo. S3o esses micro-organismos que
contribuirdo para o processo fermentativo.

No Brasil, ja estd estabelecida a sucessdo microbiana natural, do cacau
com polpa, que dura de 5 a 7 dias (SCHWAN; WHEALS, 2004). Inicialmente
espécies de leveduras proliferam, produzindo etanol e secretando enzimas
pectinoliticas, em seguida o numero de bactérias aumenta, em especial as
bactérias acido laticas e acéticas, seguidas pelas formadoras de esporos
(SCHWAN; WHEALS, 2004).

Durante a fermentag@o o desenvolvimento de fungos nio é preocupante,
pois a temperatura, acima de 45°C, alcancada durante essa fase do
processamento, ndo permite o desenvolvimento da maioria dos fungos, além da
competi¢do com bactérias e leveduras pela sua maior velocidade de
multiplica¢do e pelos metabolitos produzidos durante o crescimento (COPETTI
etal., 2011b).

Ao final do processo fermentativo,Copetti et al. (2011b) relataram a
presenca de fungos filamentosos, principalmente na parte externa, devido a
maior aeracdo e temperaturas mais baixas. A fun¢@o dos fungos na sucessdo
microbiana da fermentagdo do cacau ndo é conhecida, porém Gilmour e
Lindblom (2008) associaram extenso desenvolvimento flingico,no final da
fermentacéo, ao aumento da atividade deteriorativa na fase de secagem devido a
existéncia de um maior in6culo fingico inicial.

A presenca de fungos em améndoas de cacau independe do tipo de
fermentacdo o que pode ser explicado pela mucilagem que envolve as sementes,
rica em carboidratos, e o pH 4cido altamente propicios ao desenvolvimento de

fungos (MOUNJOUENPOU et al., 2008).
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A Figura 9 mostra as praticas de fermentacdo realizadas pelos
produtores de cacau no estado de Rondonia.

Foi verificada uma pratica muito comum, realizada pelos produtores de
cacau deste Estado: fermentacdo em sacos de polipropileno (Figura 9A). Esta
pratica consiste em colocar as sementes de cacau, apds a quebra dos frutos, em
sacos de polipropileno e deixa-los na plantagao de cacau, sob as arvores de 1 a 4
dias. Durante este tipo de pratica de fermentacdo ndo ¢ realizado o revolvimento
das améndoas de cacau.

Das 40 amostras coletadas, 16 (40%) foram provenientes de fermentagao
em sacos de polipropileno.Além da fermentacdo em saco de polipropileno outras
praticas de fermentacdo também sdo realizadas em Rondonia: fermentacdo em
caixa de madeira (Figura 9B), sobre lona (Figura 9C), em recipiente plastico
(Figura 9D) e fermentacdo em monte (Figura 9E). Quatro amostras foram
coletadas sem fermentar. As sementes de cacau dessas amostras foram

encaminhadas, apds a quebra dos frutos, diretamente para a secagem.

R .o : e S " AR

Figura 9 Praticas fermentativas de sementes de cacau no estado de Rondénia. A)
Fermentagdo em sacos de polipropileno; B) Fermentagdo em caixas de
madeira; C) Fermentagdo em lona; D) Fermentag@o em recipiente plastico; E)
Fermentagao em monte.
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Em um estudo realizado em Camardes, Mounjouenpou et al. (2008)
relataram a presenga de 4. niger em todas as fases de processamento primario de
améndoas de cacau processados sob condi¢cdes controladas.Esta espécie ¢
conhecida por ser amplamente distribuida no ambiente (PITT; HOCKING,
1997)podendo facilmente estar contaminando as caixas de madeira ¢ montes.

Mounjouenpou et al. (2008) avaliaram a utilizacdo de sementes
provenientes de frutos integros colocados para fermentar em caixas de madeira
logo apds a abertura dos frutos, e ndo encontraram diferenca significativa entre
os fungos filamentosos isolados de améndoas de cacau fermentadas em monte
ou em caixas de madeira.

Guehi ¢ Dabonne (2010) encontraram maior taxa de contamina¢do por
fungos filamentosos em cacau fermentado em montes o que pode estar
relacionado com o contato direto das améndoas com o ar e o solo. Esses autores
encontraram menor taxa de contaminagdo por fungos em améndoas de cacau
fermentadas em recipiente plastico do que em caixa de madeira e relacionaram a
influéncia do material plastico contra a germinagdo de esporos de fungos, bem
como com a baixa disponibilidade de oxigénio prejudicando o crescimento da
maioria dos fungos devido as condigdes de microaerofilia (TANIWAKI et al.,
2009), enquanto que o material bioldgico, tal como a caixa de madeira ¢ folhas
de bananeira que cobrem as sementes em processo fermentativo permitem um
bom crescimento microbiano (GUEHI; DABONNE, 2010).

A pratica de revolvimento da massa de cacau em Rondonia ¢ realizada
quase na totalidade com pas de madeira e nenhum procedimento de limpeza ¢
realizado. Isso pode favorecer a inoculagdo de fungos no momento da
fermentacdo e as améndoas chegarem a secagem com alto indculo inicial. Esses
fungos encontraram condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento durante a
secagem, portanto ¢ importante o cuidado para evitar a contaminagdo das

améndoas durante a fermentagao.
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Os fungos foram encontrados nas améndoas de cacau processadas em
Rondénia independente da duragdo da fermentacdo o que pode ser devido a
contaminag¢do por fungos através do contato com as superficies durante a
fermentacdo, bem como do contato com o ar que contém esporos fingicos. A
incidéncia de fungos pode ter sido favorecida pela condug¢do de fermentacdo
inadequada, gerando améndoas de cacau de baixa qualidade microbioldgica.

Neste estudo, verificou-se que a grande maioria dos processos de
fermentacdo sdo desenvolvidos por periodo inferior a 4 dias. Em geral a
fermentacdo deve ocorrer de 5 a 7 dias (WOOD; LASS, 1985) para obten¢ao de
améndoas de qualidade. Essa pratica, bem como a nio fermentagdo das sementes
com secagem direta podem ser propicias ao crescimento de fungos.

Jinap, Dimick e Hollender (1995) descreveram a preseng¢a de acido
lactico, acido acético e acido citrico durante a fermentacdo de cacau e Copetti et
al. (2012) demonstraram a influéncia de acidos organicos no crescimento de
fungos e producdo de ocratoxina A em améndoas de cacau e sugeriram a
conducdo das praticas de fermentagdo no sentido de produzir acido acético, uma
vez que esse € o acido mais inibitério contra A. carbonarius e A. niger,
principais fungos responsaveis pela producdo de OTA em cacau e identificados
neste estudo, o que poderia minimizar o problema da contaminagéo por OTA em
cacau.

Geralmente, ao final da fermentagdo as améndoas sdo encaminhadas
para o local de secagem ao sol. Nas propriedades cacaueiras visitadas para as
coletas de améndoas de cacau, em Rondonia, ndo é realizada a pratica de
secagem artificial. Todas as amostras coletadas foram provenientes de secagem
natural, ao sol. Esta ¢ a pratica preferencial de pequenos agricultores de cacau
(WOOD; LASS, 1985). A duragdo da secagem das améndoas de cacau depende

das condi¢des climaticas locais na época da colheita e processamento primario.
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A secagem natural ¢ mais lenta do que o processo de secagem artificial,
e assim o tempo para que as améndoas de cacau reduzam a umidade de cerca de
60% para 8% ¢ maior. E essencial que as améndoas de cacau sejam secas para
reduzir o contetdo de umidade tdo rapidamente quanto possivel,
independentemente do sistema de secagem utilizado, para evitar o crescimento
de fungos filamentosos (HII et al., 2009). Copetti et al. (2011b) sugeriram a
secagem como o estdgio critico para acimulo de micotoxinas no processamento
primério de améndoas de cacau por apresentar condigdes de umidade e
temperatura adequadas ao desenvolvimento de fungos toxigénicos.

Na Figura 10, podem ser visualizadas as praticas de secagem realizadas

pelos produtores de cacau em Rondénia.

i
Figura 10 Praticas de secagem de améndoas de cacau no estado de Ronddnia. A)
Secagem sobre lona; B) Secagem sobre concreto; C) Secagem sobre
plataformas de madeira; D) Secagem sobre tela suspensa.
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Todas as amostras coletadas em Rondonia foram secas naturalmente. A
maioria das amostras foi seca sobre lona estendida em terreiro, 50% das 40
amostras (Figura 2A).

Copetti et al. (2011b) sugeriram a secagem como o estagio critico para
acimulo de micotoxinas no processamento primario de améndoas de cacau por
apresentar condi¢des de umidade e temperatura adequadas ao desenvolvimento
de fungos toxigénicos.

Os fungos do género Aspergillus Se¢ao Nigri sdo habitantes saprofitas
comuns do solo onde colonizam e sobrevivem em restos culturais produzindo
um grande numero de esporos que podem espalhar-se pelo ar (MAGAN;
ALDRED, 2006). A secagem das améndoas realizadas sobre lona plastica e
sobre chdo de concreto pode favorecer a contaminacéo, pois o local de secagem
¢ préximo ao solo e os esporos fungicos presentes no solo podem ser carreados
mais facilmente pelo vento até a superficie das améndoas (HOCKING, 2006;
LEONG et al., 2006).

Os fatores mais importantes para o crescimento e sobrevivéncia dos
fungos filamentosos sdo a disponibilidade de agua, temperatura e sua interacio
com o substrato. De acordo com Copetti et al. (2011b), ha uma redugio da a,,
durante a secagem, para valores inferiores a 0,88 ocorrendo a interrupg¢do da
multiplicacdo de bactérias e leveduras, no entanto ainda ha agua suficiente para
a multiplicagdo fungica. A micobiota ¢ alterada, entdo, com predominancia de
fungos tipicamente isolados a partir de alimentos de umidade intermediaria,
como os do género Aspergillus especialmente apds a redugdo do acido acético
volatil evaporado (COPETT]I et al., 2011b). Assim o valor do pH para améndoas
secas ao sol é geralmente mais elevado (menos 4cido), pois o processo de
secagem lento permite a evaporagdo de mais acido acético (HII et al., 2009).

Em Rondénia, durante o periodo noturno, a lona onde as améndoas de

cacau sdo expostas para secagem, ¢ dobrada o que provavelmente cria um
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ambiente imido pela transpiracdo das améndoas causando o reumedecimento
das améndoas de cacau e criando assim um ambiente propicio ao
desenvolvimento de fungos e producido de OTA.

Outras duas praticas de secagem natural, comumente encontradas, foram
sobre concreto (Figura 10B) e sobre barcaca de madeira (Figura 10C).

Copetti et al. (2011a) definiram a fase da secagem ao sol como o ponto
critico para fungos aflatoxigénicos infectarem améndoas de cacau, pois ¢ nessa
fase que os grdos comegam a perder dgua. A reducdo da a,, reduz o niumero de
competidores, devido a elevada sensibilidade de bactérias e leveduras a baixa
disponibilidade de 4gua.

A pratica de secagem sobre concreto pode ser uma pratica que favoreca
espécies fungicas, uma vez que o cimento pode se tornar uma superficie de
temperatura elevada, diminuindo assim o tempo de secagem externa das
améndoas, porém essa secagem rapida pode criar uma casca rigida impedindo a
redugdo da umidade interna das améndoas e assim durante o armazenamento
propiciar o desenvolvimento de fungos. Uma solugdo para esse problema seria a
secagem artificial com temperatura bem controlada.

O processo de secagem ao sol sobre plataforma de madeira é o mais
usado para secagem de améndoas de cacau no Brasil. Foi na secagem ao sol em
plataforma de madeira que Copetti et al. (2011b) encontraram a maior
diversidade e nimero de espécies capazes de produzir OTA. A dificuldade em
manter as barcagas de madeira em boas condigdes de higiene pode contribuir
para essa elevada carga de fungos.

E recomendado que as améndoas de cacau fossem espalhadas, logo apés
o término da fermentagdo, para secar, sobre superficies elevadas adequadas e
nio diretamente sobre o chdo ou superficie de concreto (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 1995). Em uma propriedade de cacau foi

verificada uma técnica de secagem diferenciada: sobre tela suspensa (Figura
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10D). Essa técnica além de ser em superficie elevada, diminuindo a
possibilidade de contaminagdo por esporos carreados pelo vento, possivelmente
favorece a secagem mais rapida das améndoas por permitir maior acragao.

Na pesquisa realizada na Bahia por Copetti et al. (2011b), a secagem das
améndoas de cacau usualmente demorava entre 7 e 14 dias, dependendo das
condicdes climaticas. Trinta e seis das amostras coletadas em Rondonia foram
secas por periodo menor que 6 dias. Duas questdes podem ser levantadas: ou o
clima quente de Rondonia favorece a aceleracdo da secagem ou as améndoas
ndo sdo adequadamente secas o que propiciaria o desenvolvimento de fungos e
micotoxinas durante o armazenamento.

O final da secagem ¢ determinado pelo produtor quando o mesmo julgar
que as améndoas atingiram a umidade adequada (8%), portanto o teor de
umidade das améndoas secas varia consideravelmente. Apds a secagem, as
améndoas geralmente sd3o armazenadas em sacos de polipropileno até o
momento da comercializagdo. Alguns produtores comercializam as améndoas
assim que a secagem ¢ finalizada.

Em condi¢des adversas, como as de baixa a,, os esporos flngicos
podem permanecer viaveis por longos periodos, mesmo sem haver crescimento
vegetativo das hifas. Armazenamento em condi¢des deficientes, nas quais o
cacau ¢ submetido a ambientes com alta umidade relativa, podem propiciar
condigdes adequadas para germinagdo dos esporos, crescimento flingico e
deterioracéo, além da producéo de micotoxinas (COPETTI et al., 2011b).

Na Figura 11,podem ser visualizadas as condi¢cdes dos locais de

armazenamento das améndoas no estado de Rondonia.
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Figura 11 Locais de armazenamento de améndoas de cacau no estado de Rondonia. A)
Em tulha de madeira. B) Em casa de alvenaria. C) Em estrado de madeira
sobre chio batido.

Trinta (75%) das amostras foram coletadas em propriedades cujo
armazenamento era em sacos de polipropileno em tulha de madeira (Figura
3A).Em amostras provenientes desse tipo de armazenamento, foi encontrada
uma grande variedade de fungos: 4. niger, A. niger Agregado, A. aculeatus, A.
foetidus, A. tubingensis, A. japonicus, A. carbonarius e A. flavus. Copetti et al.
(2011) observaram um pequeno aumento na diversidade de espécies do género
Aspergillus em améndoas de cacau estocadas em relacdo as encontradas no final
da secagem. Sanchez-Hervas et al. (2008) avaliaram a micobiota de 9 amostras
de cacau estocadas, provenientes de Serra Leoa, Guiné Equatorial e Equador e
também revelaram a predominéncia de Aspergillus Se¢des Flavi e Nigri.

Também foram coletadas amostras cujo armazenamento das améndoas
era em casa de alvenaria (Figura 11B) e em estrado de madeira sobre chdo
batido (Figura 11C).

O tempo de armazenamento pode variar de poucos dias a meses,
dependendo da agilidade ou necessidade de comercializagdo das améndoas de
cacau pelo produtor. A maioria das amostras ¢ mantida armazenada por tempo

inferior a 3 meses, porém as amostras onde foi encontrado o maior numero de 4.
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carbonarius eram provenientes de propriedade cujo armazenamento era em casa
de alvenaria e superior a 3 meses.

A amostra com maior contaminag¢do por A. carbonarius, espécie
relacionada com a contaminagdo por OTA em améndoas de cacau foi
proveniente de uma amostra do municipio Colorado do Oeste (Amostra 18). A
fermentacdo dessa amostra foi realizada em saco de polipropileno por
aproximadamente 4 dias; a secagem foi realizada sobre lona por tempo inferior a
6 dias e o armazenamento em casa de alvenaria por tempo superior a 3 meses.
Supde-se que as praticas de processamento primdrio tenham exercido efeito
positivo na contaminac¢do das améndoas por fungos da espécie A. carbonarius e
na producéo de OTA por essa espécie.

A fermentac¢do em saco de polipropileno ndo pode ser considerada uma
pratica adequada para obten¢do de améndoas de cacau de qualidade, pois pode
interferir na sucessdo microbiana, uma vez que nio ha revolvimento da massa e
consequentemente aeracdo adequada para os micro-organismos. A secagem
sobre lona ¢ muito préxima ao solo facilitando a contaminag¢do das améndoas
por fungos carreados pelo vento e quando a lona é dobrada durante o periodo
noturno pode gerar um ambiente propicio de umidade e temperatura favorecendo
o desenvolvimento de fungos. As améndoas armazenadas em casa de alvenaria
por tempo superior a 3 meses podem estar sujeitas a alteracdes de umidade
propiciando o desenvolvimento desses fungos indesejaveis.

A atividade de agua exerce grande influéncia sobre o tipo de micro-
organismo capaz de crescer em um determinado alimento (COPETTI et al.,
2011b). A atividade de agua nas améndoas de cacau durante a etapa da secagem
encontra-se dentro da faixa de atividade de agua o6tima (0,97 a 0,99) para o
crescimento e produgdo de ocratoxina A por 4. carbonarius. Esta espécie cresce

em atividade de agua de até 0,82 (ESTEBAN et al., 2006). Atividade de agua
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possivel durante o armazenamento deficiente uma vez que as améndoas de cacau
sdo altamente higroscépicas (MAGAN; ALDRED, 2006).

O estado de Ronddnia apresenta temperatura média anual de 24 a 26°C,
temperatura que favorece o crescimento do A. carbonarius que possui
temperatura 6tima de crescimento a 30 — 35°C e ideal de a,, entre 0,930-0,987,
com a mais ampla tolerancia a a,, a 25 — 30°C (MITCHELL et al., 2004), porém
a maior producdo de OTA por A. carbonarius foi relatada a 15 ou 20°C,
(ESTEBAN et al., 2004). Medidas para impedir o crescimento de espécies
fungicas consequentemente impedem a producdo de OTA e tém sido
documentadas para evitar a OTA na cadeia alimentar.

Magan e Aldred (2007) sugeriram os seguintes pontos criticos de
controle pos-colheita: (a) medi¢des de umidade regulares e precisas; (b) secagem
rapida e eficiente de grios Umidos para niveis de umidade seguros e (c)
condi¢cdes adequadas de armazenamento em todas as fases em termos de
controle de umidade e temperatura, manutencdo geral e higiene eficaz das
instala¢des de armazenagem para a prevengdo de pragas e entrada de agua.

De acordo com a ICCO,alguns fatores devem ser considerados na area
de armazenamento, a fim de minimizar os riscos: (a) o armazém deve ser de piso
de cimento ou ndo inflamavel, sem rachaduras e fendas para evitar insetos; (b) o
piso deve ser mais alto que o terreno circundante para evitar inundagdes; (c) as
paredes devem ser de material ndo inflamavel, sem fendas e fissuras; (d) a
ventilagcdo deve ser adequada para evitar mofo; (e) o telhado deve ser isolado e
ndo deve ser feito de madeira; (e) os sacos podem ser empilhados, mas de
preferéncia a camada inferior deve ser em estrados, permitindo um espaco de ar
de 5 a 10 cm entre as pilhas e a camada superior deve ser de, pelo menos, 1 m de
distdncia a partir do telhado, as pilhas devem ser posicionadas afastadas das
paredes; (f) fumigacdo e outras formas de controlo de insetos podem ser

utilizadas para assegurar que as améndoas fiquem livres de pragas; (g) o cacau
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deve ser inspecionado regularmente; (h) nenhum outro produto deve ser
armazenado com o cacau para evitar a contaminagdo e (i) o acesso a areas de

armazenamento deve ser controlado (ICCO, 2013a).
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4 CONCLUSAO

A micobiota encontrada em améndoas de cacau do estado de Rondonia
foi variada e composta por 9 espécies de fungos do género Aspergillus Se¢ao
Nigri e Sec¢do Flavi. A incidéncia de fungos Secdo Nigri potencialmente
ocratoxigénicos (Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius) e Aspergillus
Sflavus, da Secdo Flavi nas améndoas de cacau é considerado um risco potencial
de contaminag@o por ocratoxina A e aflatoxinas, respectivamente, em cacau e
produtos de cacau.

Os municipios do estado de Rondonia com maior probabilidade de
ocorréncia de fungos do género Aspergillus encontram-se localizados entre os
paralelos11° e 13° de latitude Sul e meridianos 60° e 62°de longitude Oeste:
Vilhena, Colorado do Oeste, Cacoal, Sdo Felipe d‘Oeste e Urupa. Os fungos
toxigénicos mostraram distribui¢do homogénea, sendo isolados de améndoas de
cacau provenientes dos municipios Ariquemes, Buritis, Cacoal, Colorado do
Oeste, Governador Jorge Teixeira, Jaru, Machadinho d’Oeste, Ouro Preto do
Oeste, Sao Felipe d’Oeste e Urupa.

As praticas de processamento primario exercem efeito sobre a incidéncia
de fungos toxigénicos em améndoas de cacau. A pratica de fermentagdo deve ser
realizada para obten¢@o de améndoas de qualidade e cuidados durante a secagem
e armazenamento adequados devem ser implantados durante o processamento
primario de améndoas de cacau em Rondoénia. A fermentagdo em sacos de
polipropileno, secagem sobre lona e armazenamento em casa de alvenaria por
tempo superior a 3 meses ndo ¢é indicada, pois favorecem a contaminagdo das
améndoas por 4, carbonarius, espécie fungica altamente relacionada com a

producdo de OTA em améndoas de cacau.
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CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de améndoas de cacau
tendo como terceiro maior produtor nacional, o estado de Rondoénia. A
contamina¢do das améndoas de cacau por fungos e consequentemente
micotoxinas ¢ de grande preocupacdo para os paises produtores e isso tem
exigido interag@o significativa e cooperacdo entre pesquisadores de todo o
mundo, a fim de reduzir os riscos de ocratoxina A (OTA) e aflatoxinas (AFs) em
améndoas de cacau. A legislacdo brasileira implementada em fevereiro de 2011
para os limites méaximos toleraveis (LMT) para micotoxinas em alimentos tem
exigido compreender os requisitos fundamentais para minimizar a exposi¢ao dos
consumidores as micotoxinas.

Este estudo traz dados de fungos isolados de améndoas de cacau do
estado de Ronddnia e seu potencial toxigénico. Foram analisados dados de
coordenadas geograficas (longitude e latitude) e de temperatura do estado de
Rondonia e relacionados com os niveis de contaminagéo por espécies de fungos
toxigénicos e ndo toxigénicos pertencentes ao género Aspergillus em améndoas
de cacau, bem como a influéncia de praticas do processamento primario
(fermentac¢@o, secagem, armazenamento) no favorecimento de espécies fungicas.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem um risco de contaminagio
das améndoas de cacau, processadas no estado de Rondonia, por micotoxinas
uma vez que foram isolados e identificados fungos potencialmente toxigénicos
(Aspergillus carbonarius, A. niger ¢ A. flavus). Cuidados para evitar a
contamina¢do de améndoas de cacau por estes fungos e consequentemente a
producdo de micotoxinas devem ser tomados durante o processamento primario.
Praticas de fermentacdo, secagem e controle de temperatura e umidade durante o
armazenamento das améndoas devem ser mais profundamente exploradas e

orientacdes a respeito das praticas que originam améndoas de cacau de melhor
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qualidade microbioldgica repassadas aos produtores, bem como a
conscientizagdo dos problemas resultantes da contaminag¢do de améndoas por
micotoxinas.

Este estudo demonstrou maior probabilidade de ocorréncia de fungos
totais nos municipios do estado de Rondonia localizados entre os paralelos de
11° e 13° de latitude Sul e meridianos de 60° e 62° de longitude Oeste,
confirmando o efeito da localizagdo geografica e temperatura na incidéncia de
fungos do género Aspergillus, porém as praticas de processamento primario
exercem influéncia sobre a incidéncia de fungos em améndoas de cacau.Os
fungos toxigénicos mostraram distribuicdo homogénea, sendo isolados de
améndoas de cacau provenientes dos municipios Ariquemes, Buritis, Cacoal,
Colorado do Oeste, Governador Jorge Teixeira, Jaru, Machadinho d’Oeste, Ouro
Preto do Oeste, Sao Felipe d’Oeste e Urupa.

Algumas questdes-chave ainda devem ser respondidas para minimizar a
contamina¢@o por micotoxinas em améndoas de cacau. Sugere-se (a) identificar
as areas geograficas com risco de micotoxinas; (b) caracterizar o ciclo de
infeccdo e ecologia dos fungos toxigénicos isolados nos locais que produzem
améndoas de cacau; (c¢) otimizar métodos para controle de campo, como por
exemplo, através de fungicidas; (d) criar sistemas de informag¢@o geograficas e
mapas de risco para apoio dos produtores e pesquisadores, (e¢) taxonomia,
diagnostico e identificagio molecular ¢ quantificagdo das espécies
micotoxigénicas por regido; (f) estudar detalhadamente cada fase de
processamento pos-colheita e o destino das micotoxinas durante o
processamento industrial para obtengdo do chocolate.

Este estudo vem ressaltar a importancia de mais pesquisas a respeito da
contaminacdo das améndoas de cacau por micotoxinas, bem como detectar a

etapa critica de contaminacdo na cadeia produtiva do cacau no estado de



138

Rondoénia, pois estas se relacionam com perdas econdmicas e problemas de

saude publica.
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APENDICE

Questionario sobre a caracterizacio das fazendas de cultivo de cacau

Nome da fazenda:

Endereco:

Proprietario:

Data da coleta da amostra:

1) A plantago de cacau sofre ataque de pragas/doengas? () Sim () Néo
2) Hé separacdo do cacau doente e sadio? () Sim () Nao

3) Como ¢ realizada a fermentagdo e por quantos dias?

() Montdes:
() Caixas:
() Outro:

4) Como ¢ realizada a secagem e por quantos dias?

() Secagem natural:

() Secagem artificial:

() Secagem natural + secagem artificial:

() Outro:

5) Quais sdo as condi¢des do local em que € realizada a secagem?

6) Quais sdo as condi¢des do local de armazenamento?

7) Por quanto tempo as améndoas coletadas ficaram armazenadas na fazenda

depois de secas

8) Quais as condigdes do local de armazenamento das améndoas de cacau?




