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Fungos associados a graos de cinco cultivares de café (Coffea arabica L.)
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RESUMO - (Fungos associados a graos de cinco cultivares de café (Coffea arabica L.)). O objetivo deste trabalho foi verificar a micota associada interna
e externamente a griaos de café nas cultivares: Catuai Amarelo, Mundo Novo, Acaid, Rubi e Icat, e detectar a ocorréncia de Ocratoxina A nestas amos-
tras. Frutos de café foram colhidos na Fazenda Experimental da EPAMIG, situada no municipio de Lavras/MG. O procedimento para analise de fungos
filamentosos foi 0 método Blotter test. A determinagio da ocratoxina A foi realizada por CLAE. Fusarium semitectum foi identificado apenas na cultivar
Icatu e F. equiseti foi detectado em todas as cultivares, exceto na Mundo Novo. Trés espécies de Penicilium foram isoladas dos grios: P. rugulosum na
cultivar Rubi, P. funiculosum na cultivar Icatu e P. variabile nas demais. A cultivar Acaia apresentou maior incidéncia de P. variabile, seguida por Mundo
Novo e Catuai. A ocorréncia de 4. niger e A. ochraceus nao diferiu entre as cultivares. A presenca de fungos na superficie dos graos foi significativamente
superior ao encontrado internamente. Em nenhuma amostra foi detectada a ocorréncia de ocratoxina A.

Palavras-chave: Qualidade do café, fungos micotoxigénicos, ocratoxina

ABSTRACT - (Fungi associated with coffee beans (Coffea arabica L.) on five cultivars). The aim of this work was to verify the mycobiota associated
both internally and externally with coffee beans on the cultivars “Catuai Amarelo”, “Mundo Novo”, “Acaia,” “Rubi” and “Icatii” and detect the occurrence
of ochratoxin A in these samples. Coffee fruits were harvested on the EPAMIG experiment farm, situated in Lavras /Minas Gerais. The procedure for fungi
analysis was the Blotter test. Determination of ochratoxin A was accomplished by HPLC. Fusarium semitectum was identified only on the Icatu cultivar
and F. equiseti was identified on all cultivars except Mundo Novo. Three species of Penicillium were isolated from the beans: P. rugulosum on the Rubi
cultivar, P. funiculosum on the Icatu cultivar and P. variabile on the others. The Acaia cultivar had the highest incidence of P. variabile followed by Mundo
Novo and Catuai. The occurrence of A. niger and A. ochraceus did not differ among the cultivars.The presence of fungi on the surface was significantly
higher than inside the beans. None of the samples presented ochratoxin A.
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Introducéo 2001). Dentre as micotoxinas presentes em graos de café,
a ocratoxina A é a de maior relevancia e representa uma
ameag¢a mais imediata ao consumo e comércio do produto,
em func¢do da imposicao de limites aos niveis de ocorréncia
desta micotoxina (Pimenta & Vilela 2003).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo
verificar a presenga de fungos associados interna e externa-
mente a graos de café e detectar a ocorréncia de ocratoxina
A em amostras de diferentes cultivares.

A cafeicultura, para o Brasil, possibilita a geracdo de
empregos e arrecadagdes de impostos importantes para a
economia nacional. Por outro lado, para continuidade de la-
vouras cafeeiras ¢ necessario produzir, e produzir bem, o que
significa aumentar a produtividade e melhorar a qualidade.

A qualidade do café ¢ determinada comercialmente por
caracteristicas fisicas dos graos e organolépticas da bebida.
O desenvolvimento de infec¢des microbianas nos graos de
café pode comprometer tanto © seu aspecto visual quanto Material e métodos
0 gosto e o aroma. Entre os microorganismos associados a i ) ) . . )
f j0s d f& fi fil Avaliou-se cinco cultivares de café (Acaia, Mundo Novo, Icatu, Catuai

rutos e graos de cate, os ul’.lgOS amentosos representam e Rubi), da espécie Coffea arabica L., em area de produgdo de sementes da
o grupo que pode causar maior dano (Carvalho 1997). Fazenda Experimental da EPAMIG, localizadas no municipio de Lavras,
Diversas pesquisas tém procurado assegurar que a MG (Tab 1) As condicées de cultivo foram as recomendadas paraa cultura
qualidade do café nio se perca em nenhuma das etapas de do ca.fe~e1ro na regido, e todas as plantas foram mantidas sob as mesmas
N N condi¢des de manejo.
produgdo e processamento dos graos, levando a estudos
de melhoramento genétlco que proplClem malor Vigor das Tabela 1. Cultivares e linhagens de Café (Co_ﬁea arabica L) provenientes da
. \ . .. .o Fazenda Experimental da EPAMIG, no municipio de Lavras-MG.
plantas, associado a maxima produtividade (Illy & Viani
1995; Carvalho 1997; Carvalho et al. 1997). Varias culti-

Cultivar Espacamento de Plantio Ano de Instalagiio

vares de café, com importantes caracteristicas produtivas da lavoura
e vegetativas tém sido desenvolvidas, mas é necessario Acaid Cerrado 3,0x0,7 1996
. . . . ~ . Mundo Novo 4,0x0,9 1993
avaliar também a micota associada aos graos, em diferentes
1ti bieti d 4 Ih lidade d f& Icat Amarelo 3,8x0,8 1993
cu 1V{a’res,d 0 gle ivando garan ;r melhor q;lal ade oc.ade. Cotuai Amarelo 40 %08 1093
Além da depreciagio qualitativa os fungos associados Rubi 3,008 1995

aos graos de café podem produzir micotoxinas, substancias
toxicas altamente nocivas a satide humana (Batista et al. . . o
L A . Todas as cultivares receberam pulverizagdo com fungicida sistémico do
2003). Varios géneros de fungos se associam aos frutos do R . )
grupo quimico triazdis, para o controle da ferrugem. Realizou-se a colheita

cafeeiro, incluindo os principais produtores de micotoxinas quando 80% dos grios atingiram o estadio de maturagio cereja, sendo colhidos
como Aspergillus, Fusarium e Penicillium (Batista et al. 30 quilos de café, de cada cultivar, que constituiram as amostras analisadas.
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O processo de secagem dos frutos foi realizado em terreiro de con-
creto, imediatamente apos a colheita. Os grios permaneceram no terreiro
até atingirem o teor de umidade de aproximadamente 12%, aos 20 dias,
e posteriormente foram beneficiados, acondicionados em sacos de papel
duplo e armazenados no laboratério de Controle de Enfermidades de Plantas
do Departamento de Fitopatologia da UFLA, até a realizagdo das analises,
realizadas 15 dias apds a colheita.

Das amostras beneficiadas de cada cultivar retirou-se aleatoriamente
100 gréos, para posterior distribui¢do em placas de Petri em condi¢des
assépticas, conforme a técnica Blotter Test (Tempe, 1963). Cada placa com
25 graos foi considerada uma repeti¢do. Apds plaqueamento, os graos foram
incubados a 20 °C £ 2 °C em camara com fotoperiodo de 12 horas durante
oito dias. A micota associada aos graos foi avaliada pelo exame de cada
grao, individualmente, em microscépio estereoscopio. A identificagdo das
espécies foi realizada pela analise das estruturas morfoldgicas dos fungos
em microscopio de luz.

Para analise dos fungos associados aos gros, utilizou-se delineamento
experimental em blocos casualisados, constando de quatro blocos, em
esquema fatorial 5X2, considerando as cinco cultivares e a desinfestagdo
superficial de metade dos graos com hipoclorito de sodio a 1%.

Na analise estatistica utilizou-se o procedimento GLM do sistema
estatistico SAS® (Sas Institute, 1992). Os dados foram transformados em
\x+0,5 para homogeneidade e sumetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0.05).

Para detecgdo da Ocratoxina A, foram coletados aleatoriamente na la-
voura, em diversos pontos, 30 Kg de frutos de cada cultivar. Posteriormente,
retirou-se 1 Kg de cada amostra de café verde beneficiado, constituindo as
sub-amostras, que depois de trituradas foram devidamente homogeneizadas
para a retirada de 50 g para a realizagéo da analise.

As analises de Ocratoxina A foram realizadas por Cromatografia Li-
quida de Alta Eficiéncia (CLAE) no Laboratério de Controle de Qualidade
e Seguranga Alimentar/LACQSA em Belo Horizonte. A metodologia
fundamenta-se na extragdo da ocratoxina A com solu¢do de metanol:
bicarbonato de sodio 3% (1:1, v/v) purificagdo de extrato com coluna de
imunoafinidade (Ochratest-Vicam) separagdo e quantificagdo da ocratoxi-
na A em cromatografo liquido em coluna Shimpack C18 CLC ODS (M)
250 x 4,6 mm, como fase mdvel acetonitrila:metanol:dgua:acido acético
(35:35:29:1,v/v/v/v) com fluxo de 0,8 mL/min, detector de fluorescéncia
com excitagdo em 332 nm e emissdo em 476 nm. O limite de detecgido do
método foi de 0,12 ug/Kg e o limite de quantifica¢do ¢ de 0,20 ug/Kg. Para
a andlise foram utilizadas triplicatas das amostras.

Resultados e discussao

Foram detectadas nos graos das diversas cultivares de
café, oito espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Fu-
sarium, Penicillium e Cladosporium (Tab.2). Verificou-se a
ocorréncia de Fusarium semitectum Berk & Ravenel apenas
na cultivar Icatu. Fusarium equiseti (Corda) Sacc. ndo foi
detectado na cultivar Mundo Novo, entretanto verificou-
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se alta incidéncia deste fungo na parte externa dos grios
das demais cultivares. Trabalhando com amostras de café
beneficiado de diversos municipios da regido Sul de Minas
Gerais, Freitas (2000) constatou que as lavouras de Catuai
e Icatu apresentaram indices de infestacdo por Fusarium
sp. inferiores aos apresentados nas lavouras formadas por
outras cultivares, sugerindo que a incidéncia fungica ocorre
de maneira diferenciada nas varias cultivares.

Nao se observou sintoma associado ao Fusarium em
nenhuma das cultivares avaliadas embora o fungo estivesse
presente nas amostras de café. Como néo foram detectados
sintomas de fusariose nas plantas das quais foram coletadas
as amostras, supde-se que os frutos tenham sido infectados
por conidios recém-germinados do fungo, disseminados pelo
vento, chuva ou insetos. A ocorréncia de F. semitectum ape-
nas na cultivar Icatu pode ser explicada pela contaminacgéo
casual, ainda no campo, por conidios deste fungo, e ndo por
alguma caracteristica inerente a esta cultivar.

A associago de espécies de Penicillium em grios café
beneficiado foi evidenciada por Batista & Chalfoun (2007),
que identificaram P. brevicompactum Dierckx, P. citrinum
Thom, P. commune Thom, P. minioluteum Dierckx, P. va-
riabile Sopp, P. expansum Link e P. corylophilum Dierckx,
associadas a gréos de café coletados em 11 municipios da
regido Sul de Minas Gerais, no entanto, neste estudo, apenas
o Penicillium variabile foi detectado nas amostras obtidas
das cinco cultivares analisadas. Freitas (2000) observou que
os valores médios de ocorréncia de espécies de Penicillium
foram mais elevados em lavouras de Catuai e Icatu. Neste
trabalho, a cultivar Icatu foi a unica em que se verificou a
ocorréncia de Penicillium funiculosum Thom. A cultivar
Catuai apresentou menor incidéncia de P. variabile, diferin-
do estatisticamente (P<0,05) do encontrado nas cultivares
Acaia ¢ Mundo Novo. Este fungo ndo foi detectado nas
demais cultivares (Tab.2). Penicillium rugulosum Thom.
foi detectado apenas na cultivar Rubi.

Espécies de Penicillium e Aspergillus sdo adaptadas a
ambientes com baixa umidade e podem crescer em qual-
quer matéria organica que contenha grau de umidade em
equilibrio com a umidade do ambiente entre 65 € 90%. De
ocorréncia cosmopolita, estdo entre os mais bem sucedidos

Tabela 2. Porcentagem de incidéncia fingica em grios de café (Coffea arabica L.) processados por via seca, em diferentes cultivares.

Cultivares F. semitectum F equiseti P, rugulosum P, variable P. funiculosum  A. ochraceus A. niger Cladosporium
ND D ND D ND D D ND D ND D ND D ND D

Acaia 00Aa 00Aa 57Ab04Ba 00Aa 00Aa 95Aa 03Ba 00Aa 00Aa 18Aa 03Ba 02Aa0lAa 87Aa 02Ba

MN 00Aa 00Aa 00Aa00Aa 00Aa 00Aa 72Ab02Ba 00Aa 00Aa 09Aa0lAa 04Aa00Aa 92Aa 02Ba

Icatu 83Ab 03Ba 87Ac02Ba 00Aa 00Aa O00AdOOBa 79Ab 04Ba 08Aa02Aa 02Aa00Aa 92Aa 04Ba

Catuai 00Aa 00Aa 77Ac03Ba 00Aa 00Aa 37Ac 04Ba 00Aa 00Aa 12Aa02Aa 12Ab0lAa 86Aa 03Ba

Rubi 00Aa 00Aa 74Ac04Ba 82Aa 04Ba 00AdO0OAa 00Aa 00Aa 16Aa04Aa 02Aa00Aa 87Aa 01Ba

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas linhas, e minusculas nas colunas, para cada fungo, sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P < 0,05).

D - grdos desinfestados com NaOCl a 1%; ND — gridos ndo desinfestados
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¢ abundantes organismos vivos, sendo normalmente asso-
ciados a grios armazenados ou danificados (Chalfoun &
Batista, 2003).

Aspergillus niger Tiegh. e Aspergillus ochraceus G.
Wilh. sdo descritos em varios relatos associados ao café
(Carvalho ef al. 1997; Pimenta & Vilela 2003; Batista &
Chalfoun 2007). Este trabalho confirma a ocorréncia destes
fungos em graos de café de diferentes cultivares e no caso
ndo houve diferencga significativa (P<0.05) na incidéncia.

A micobiota externa aos graos € significativamente maior
que a interna; no entanto, apesar de reduzida porcentagem
média de ocorréncia, constatou-se a ocorréncia interna de
todos os fungos detectados, nas diferentes cultivares.

A colonizagdo interna pelos fungos pode ser explicada
por danos causados por insetos, ou mesmo fungos fitopa-
togénicos, acaros ou condi¢des climaticas adversas. Outra
explicagdo ¢ a ocorréncia da ruptura de estruturas da parede
celular por alteragdes nas pectinas, celulose, hemicelulose e
ligninas nos frutos. Estes compostos conferem uma estrutura
mais rigida aos frutos de café, e a degradagao natural torna
os frutos mais suscetiveis a ocorréncia fungica (Batista &
Chalfoun 2007).

O limite maximo de ocratoxina A para cereais (5,0 pg/
Kg) e seus subprodutos (3,0 ng/Kg) tem sido estabelecido
pela Comissdo de Regulamentagdo da Unido Européia EC
n.472 (European Community 2002), que também estabelece
um limite de 5 ng/Kg para graos de café torrado e moido.
Portanto, nas condi¢des deste estudo, os graos de todas as
cultivares avaliadas tém um excelente padrdo, pois ndo se
detectou a micotoxina.

Dos fungos detectados apenas A. ochraceus e A. niger
sdo citados como produtores de ocratoxina A (Batista et al.
2003). Apesar de 4 .ochraceous ter ocorrido externamente
em 18% das amostras da cultivar Acaia, ndo se detectou a
ocorréncia de ocratoxina A nessas cultivares, sugerindo que a
associago de espécies toxigénicas externamente a graos ndo
implica na sintese deste metabdlito. Os resultados confirmam
que a ocorréncia desta toxina é dependente de varios fatores
(Chalfoun ef al. 2000), entre os quais a composicdo quimica
dos gréos, ja que certas substancias, como a cafeina, podem
inibir substancialmente a producdo de micotoxinas. A cafe-
ina (1,3,7 trimetilxantina) constitui componente natural em
café, com atividade fungistatica e efeito antimicotoxigénico
simultaneo (Buchanan ef al. 1983). Este composto pode atuar
como agente protetor contra a produgao de aflatoxina Bl em
graos de café, mesmo em condigdes climaticas favoraveis
ao crescimento do fungo produtor (Micco et al. 1992). O
mesmo pode ter ocorrido para ocratoxina A nas condigdes
deste estudo.

Fujii et al. (2004) também evidenciaram que a cafeina
pode exercer efeito fungistatico em grios de café infectados
por varios géneros fungicos. Os autores sugerem que a agdo
inibitéria no crescimento micelial decorre da similaridade
estrutural entre purinas e cafeina, que consistem de compos-
tos ciclicos nitrogenados, cuja inibicdo competitiva reduziria
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a sintese de acidos nucléicos, afetando conseqiientemente o
desenvolvimento fingico. Chalfoun ez al. (2000) relataram
que a cafeina pode exercer atividade bioldgica contra varios
fungos, inclusive os toxigénicos. Neste trabalho, a micobiota
interna foi acentuadamente inferior a externa do grdo, su-
gerindo que a cafeina pode ter exercido efeito inibidor no
desenvolvimento destes fungos.

Levantamentos realizados em amostras de café para
deteccdo da ocorréncia de micotoxinas demonstraram que a
freqiiéncia é reduzida e, quando a toxina é encontrada, o nivel
¢é baixo (Tsubouchi ef al.1987; Levi 1990; Mantle & Chow
2000; Pimenta &Vilela 2003), o que foi confirmado neste
trabalho. No entanto, também ha registros de elevada presenca
de fungos internamente em amostras de graos de café, sendo
também detectado a ocratoxina A em niveis superiores aos
propostos pela Unido Européia (Truckess ez al. 1999). A alta
porcentagem de ocorréncia de fungos toxigénicos sugere
que outros fatores, além da composi¢do do substrato, podem
influir na sua ocorréncia e consequente produgdo de toxinas.

Dentre os fatores que favorecem o desenvolvimento
fingico ressaltam-se temperatura, predominio de linhagens
toxigénicas, competicdo por substrato e cultivares resistentes
(Scussel, 1998). Esse autor ressalta que variedades de graos
com pericarpo mais resistente apresentam maior resisténcia
a penetragdo e proliferagio de fungos e, consequentemente,
aproducdo de micotoxinas ¢ dificultada ou suprimida. Como
a ocorréncia interna dos fungos associados aos grios foi
reduzida em todas as cultivares avaliadas, pode-se inferir
que estas podem constituir excelentes alternativas quando
se busca qualidade dos graos.
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