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RESUMO: O efeito de diferentes concentracfes (0,0%, 0,5%, 0,8%, 1,0% e 2,0%) de cafeina (1,3,7-
trimethylxanthina) sobre o crescimento micdlial, a esporulacdo e a producéo de toxinas (aflatoxinas e
ocratoxina) por dois isolados toxigénicos dos fungos Aspergillus ochraceus (EcoCentro 1161T01-01) e
Aspergillus flavus (EcoCentro 1011T02-01) foi determinado. Verificou-se elevada correlagdo entre as
concentragOes testadas de cafeina e inibicdo do desenvolvimento dos fungos (crescimento micelia e
esporulacdo) e producdo de toxinas. A acao inibidora da cafeina sobre os fungos testados e sobre a sintese
de toxinas indicou que este componente do café exerce atividade biolégica contra uma variedade de

fungos, inclusive os toxigénicos, e sobre a producéo de toxinas.
Palavras-chave: Coffea arabica L., cafeina, fungo, toxina.

EFFECT OF CAFFEINE ON MYCELIAL GROWTH OF FUNGI ASSOCIATED WITH COFFEE
AND TOXIN PRODUCTION

ABSTRACT: The effect of different concetrations (0,0%; 0,5%; 0,8%; 1,0% and 2,0%) of caffeine (1,3,7-
trimethylxanthine) on the micelial growth, sporulation and toxin production (aflatoxins and ochratoxin) by
two toxigenic fungi isolates Aspegillus ochraceus (EcoCentro 1161T01-01) and Aspergillus flavus
(EcoCentro 1011T02-01), was determined. It was observed a high correlation between the different
caffeine concentrations tested and fungi development (mycelial growth and sporulation) and inhibition of
toxin production. The inhibitory action of caffeine on the tested fungi and on toxin production indicated
that this coffe compound has a biological activity against a variety of fungi including the toxigenic ones

and on mycotoxins production.

Key words: Coffea arabica L., caffeine, fungal, toxin.

1120




I Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

INTRODUCAO

Recentemente, a preocupagdo quanto a presenca de micotoxinas tem conduzido a determinacdo de
niveis desses compostos nos alimentos, devido aos efeitos deletérios exercidos por estes metabdlitos sobre
a salde humana e animal. Embora aguns fungos com potencial toxigénico encontrem-se associados a
frutos e gréos de café em diferentes fases de cultivo, preparo e armazenamento, os nivels de micotoxinas
detectados em amostras analisadas tém sido muito baixos. Uma das razes para esses baixos niveis de
contaminagdo tem sido o efeito inibidor da cafeina sobre o desenvolvimento de fungos toxigénicos e sobre
a producéo de micotoxinas (Buchanan et al., 1983b). Devem-se considerar ainda as possibilidades de que,
embora a cafeina possa inibir a producéo de aflatoxina, ocratoxina e o crescimento dos fungos, os dois
processos podem n&o estar diretamente relacionados (Buchanan et al., 1983a) e de que existe uma relacéo
entre a esporulacéo de alguns fungos e produgdo de toxinas, em razéo de os dois fendmenos estarem
associados (Guzman-de-Pena & Ruiz-Herrera, 1997). Considerando que a atividade inibidora da cafeina
sobre desenvolvimento dos fungos e a producdo de metabdlitos parece ser atamente especifica, justifica
se testar isolados de fungos associados ao café obtidos em diferentes regides ou locais, visando determinar
o desenvolvimento e a producgdo de micotoxinas quando expostos a diferentes concentragdes de cafeina.

MATERIAL E METODOS

Culturas puras dos fungos Aspergillus ochraceus (EcoCentrol1161T01-01) e Aspergillus flavus
(EcoCentro 1011T02-01) foram obtidas partindo-se de grdos de café beneficiados, provenientes de
lavouras localizadas naregido Sul do Estado de Minas Gerais.

Avaliacdo do crescimento micelial e da esporulagdo. O crescimento micelia dos fungos foi
estudado utilizando-se placas de Petri contendo o meio YES (Yeast Extract Sucrose agar) suplementado
com cafeina nas concentracBes de 0,0%, 05%, 0,8%, 1,0% e 2,0%. Os isolados foram plaqueados com
palitos de madeira esterilizados em trés pontos equidistantes e mantidos em incubadora com temperatura
controlada a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os tratamentos foram efetuados em trés repeticdes, cada
uma congtituida de uma placa de Petri. Ap6s 7, 14 e 21 dias, as culturas foram avaliadas de acordo com o
crescimento micelial e a esporulagdo, através da medicdo das coldnias em dois didmetros ortogonais e da
contagem dos esporos em camara de Newbauer. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constando de 10 tratamentos, constituidos de cinco doses de cafeina (0%, 0,5%, 0,8%, 1,0% e
2,0%) e trés datas de observacdo (7, 14 e 21 dias), para crescimento micelial e esporulacdo. Os resultados

meédios obtidos foram comparados através da aplicacdo do teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Avaliacdo da cafeina sobre a producdo de ocratoxina A e aflatoxina atraves do teste de Plug
Agar. Foi avaliado o efeito da cafeina sobre a producéo de aflatoxina e ocratoxina A em fungos isolados
em meio de cultura YES, incubados por 7, 14 e 21 dias a 25-26°C. Com o0 auxilio de uma ponteira de
pipeta automatica, foi feito um corte circular de aproximadamente 25 mm dos micélios dos fungos, e estes
micélios foram colocados sobre uma placa de CCD (Merk-Silica Gel 60, 20x20) previamente ativada, um
ao lado do outro, a 1,5 cm de disténcia. A seguir, foi feita a eluicdo em uma cuba de vidro contendo como
fase movel TEF — Tolueno, Acetato de Etila e Acido formico 90% (50:40:10). Ap6s a eluicdo, as placas
foram secas em capela de fluxo. A confirmagdo foi feita em luz ultravioleta com | 366 nm, em
cromatovisor CAMAG (UV-BETRACHTER). A intensidade da fluorescéncia foi expressa em simbolo
(+) adotado subjetivamente; os que apresentaram a fluorescéncia mais intensa receberam a nota (+++);
fluorescéncia mediana (++); menor fluorescéncia (+); e (ND) para 0s que ndo apresentaram a
fluorescéncia caracteristica da producdo de ocratoxina A e aflatoxinas B1 e B2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que, com relagdo ao crescimento micelial, conforme representado nas Tabelas 1 a 3,
os isolados de A. ochraceus e A. flavus foram, de maneira geral, inibidos pelas diferentes concentrages de
cafeina nos trés periodos estudados: 7, 14 e 21 dias apos a instalacdo do experimento. A esporulagdo dos
fungos, de maneira semelhante ao crescimento micelia, sofreu significativos decréscimos nas
concentragdes testadas de cafeina, conforme demonstrado nas mesmas tabelas. Observa-se, ainda, elevada
correlacdo entre os periodos estudados (7, 14 e 21 dias) e crescimento micelia e esporulacdo (Figuras 1 e
2). O tratamento testemunha (0% de cafeina) apresentou crescimento micelial elevado a partir da data de
instalacdo do experimento, atingindo crescimento méximo 21 dias apds para os dois fungos testados. Com
relacdo aos tratamentos constituidos das diferentes concentragdes de cafeina, observou-se tendéncia de
maior crescimento micelia aos 21 dias, principalmente nas concentracfes de 0,5% e 0,8% de cafeina, com
um crescimento micelial menos elevado nas concentrages de 1% e 2% de cafeina. Esse comportamento
foi semelhante tanto para o isolado de A. ochraceus como para o isolado de A. flavus. Com referéncia a
esporulagdo (Figuras 1 e 2), observou-se, da mesma forma com relagdo ao crescimento micelia, elevada
correlacdo entre os periodos estudados e a esporulagdo tanto para o isolado n° EcoCentro 1161T01-01 do
fungo A. ochraceus quanto para o isolado n® EcoCentro 1011T02-01 A. flavus. Para o caso do isolado de
A. ochraceus, observou-se que a testemunha apresentou elevado nimero de esporos a partir de 14 dias da
inoculagdo, e o isolado de A. flavus apresentou elevado nimero de esporos ja a partir dos sete dias da
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instalacdo do experimento. Com relacdo as diferentes concentragdes, observouse, de forma semelhante a

do crescimento micelia, reducdo no acréscimo da esporulacdo nas maiores concentragoes testadas de

cafeina (1,0% e 2,0%).

Tabela 1 - Efeitos da cafeina sobre crescimento micelia (CM) e esporulagdo (E) de isolados dos fungos
Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus aos 7 dias apds ainoculacdo

Concentragéo de cafeina Aspergillus ochraceus Aspergillus flavus
(%)
CM E CM E
0,0 28,0a 43a 6,4a 52,0a
0,5 1,7ab 3,8a 22b 23b
0,8 16b 22a 20b 16b
1,0 14b l4a 18b 1,3b
2,0 14b 13a 1,3b 0,7b
DMS Tukey, 5% 1,38 4,38 1,21 26,10
CV% 25,7 59,2 15,71 80,02

Tabela 2 - Efeitos da cafeina sobre crescimento micelial (CM) e esporulagdo (E) de isolados dos fungos

Aspergillus niger e Aspergillus flavus aos 14 dias ap6s a inocul agdo

Concentragéo de cafeina

Aspergillus ochraceus

Aspergillus flavus

(%)
CM E CM E
0,0 3,6 51,3a 6,4a 52,0a
05 2,2 20Db 22b 23b
0,8 1,7 08b 20b 16b
1,0 1,3 02b 18b 1,3b
2,0 1,0 01lb 1,3b 0,7b
DMS Tukey, 5% 1,29 4,38 1,21 26,10
CV% 53,81 61,10 15,71 80,02

Tabela 3 - Efeitos da cafeina sobre crescimento micelia (CM) e esporulagéo (E) de isolados dos fungos

Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus aos 21 dias ap6s a inocul agdo

Concentragéo de cafeina
(%)

Aspergillus ochraceus

Aspergillus flavus

CM E CM E

0,0 57a 51,2a 7,0a 52,0a

05 30b 18,8b 4,6 ab 106 b

0,8 26Db 6,2c 32b 70Db

1,0 1,7b 38¢c 30b 34Db

2,0 1,7b 29c 21b 20b

DMS Tukey, 5% 1,38 4,38 2,55 21,37
CV% 28,9 14,42 22,64 50,54
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Diametro da col6nia (cm)
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Figura 1 - Efeito das concentragdes de cafeina sobre
(EcoCentro1011T02-01).
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DIAS DE INCUBAGAO

crescimento micelia e esporulagdo do fungo Aspergillus flavus
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Figura 2 - Efeito das concentraces de cafeina sobre crescimento micelial e esporulagdo do fungo Aspergillus ochraceus

(EcoCentro1161T01-01).

Tabela 4 - Resultados da adi¢éo de diferentes concentragdes (0,0%, 0,5%, 0,8%, 1,0% e 2,0%) de cafeina
em meio de cultura YES sobre a producéo de ocratoxina A e aflatoxinas B1 e B2 pela técnica

de Plug Agar

Aspergillus ochraceus

DIAS Ocratoxina A

05 0,8 1,0 2,0

Aspergillus flavus

AflatoxinaB1l e B2

05 0,8 1,0 2,0

Teste Teste
7 + ND ND ND ND +++ ++ ++ + ND
14 + ND ND ND ND ++ + + ND ND
21 + ND ND ND ND +++ +++ +++ + +
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No que se refere a producéo de toxinas estimada pelo teste Plug Agar (Tabela 4), observase que os
fungos apresentaram sensivel reducdo na sintese de toxinas quando submetidos a presenca de doses
crescentes de cafeina; nas concentragdes de 1% e 2% de cafeina, normalmente presentes em cafeeiros das
espécies ardbica e robusta, ndo foi observada a presenca de spots fluorescentes correspondentes a presenca
das toxinas para o isolado do fungo A. ochraceus e em menor intensidade (+) para o isolado do fungo A.
flavus.

Observou-se, ainda, indicagcdo de um potenciad mais elevado de producdo de aflatoxina pelo
isolado do fungo A. flavus revelado por uma fluorescéncia mais elevada (+++), em relagdo ao isolado de
A. ochraceus (+), embora mesmo nessas condi¢Oes a cafeina tenha efeito antiaflatoxigénico através da
reducdo da producdo de aflatoxinas, principalmente nas concentragdes de 1% e 2% de cafeina. Quanto a
ocratoxina A, todas as concentragdes testadas de cafeina exerceram efeito inibidor total sobre a producdo
desta toxina. O maior potencial toxigénico do isolado de A. flavus e a maior esporulacdo do fungo
concordam com a dirmativa de Guzman-de-Pefia e Ruiz-Herrera (1997), segundo os quais os dois
fendmenos encontram-se associados.

CONCLUSOES

A acdo inibidora da cafeina sobre o desenvolvimento dos fungos testados confirmou que este
componente do café pode exercer uma atividade bioldgica contra uma variedade de fungos, inclusive os
toxigénicos, e sobre a producéo de micotoxinas.

A descafeinacdo do café pode permitir maior desenvolvimento dos fungos, aumentando o potencial
de producéo de metabdlitos, entre eles as micotoxinas.
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