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Resumo:

O presente trabalho teve os seguintes objetivos: (i) analisar a presenca dos fungos ocratoxigénicos nos principais
defeitos de cafés (preto, verde, preto-verde e ardido - PVA); (ii) verificar a presenca da ocratoxina A (OTA) nos defeitos de
cafés; (iii) verificar a destruicdo da OTA produzida por Aspergillus westerdijkiae inoculado em café normal (sem defeitos)
utilizando o torrador de leito de jorro vertical; (iv) avaliar amostras de café contendo diferentes teores de PVA com o
equipamento lingua eletrénica. Os graos defeituosos ardidos e pretos apresentaram o maior teor de OTA, com 11,35 ug/kg
e 25,66 ug/kg, respectivamente. O defeito verde que se refere aos grdos imaturos, foi o defeito mais comum nas amostras
de residuo e a presenca de fungos toxigénicos e OTA neles foi baixa. O café arabica normal foi contaminado com
Aspergillus westerdijkiae toxigénico e ap6s o seu desenvolvimento, houve uma producdo de OTA de 247 pg/kg. Este café
foi submetido a torracéo pelo torrador de leito de jorro a 4 diferentes temperaturas (180, 200, 220 e 240°C) e 3 tempos (5, 8
e 12 min). A 180°C por 5, 8 e 12 min, houve uma reducdo da OTA de 8% (226 ug/kg), 42% (142 pg/kg) e 53% (114
ug/kg) respectivamente; a 200°C, a reducéo foi de 30% (173 ug/kg), 56% (108 ug/kg) e 66% (80 ug/kg) respectivamente; a
220°C, a reducéo foi de 46% (131 ug/kg), 76% (58 ng/kg) e 87% (31 ug/kg) e a 240°C, a reducdo foi de 76% (57 pg/kg),
94% (14 pg/kg) e 98% (2 ng/kg) respectivamente. Estes resultados demonstram que o torrador de leito de jorro é um
equipamento eficiente na destruicdo da OTA no café. Amostras de café contendo diferentes teores de PVA (5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 100%) foram avaliadas pelo equipamento Lingua Eletrénica, composta de 5 sensores poliméricos. O
equipamento LE foi capaz de classificar amostras de café de acordo com diferentes teores de PVA. No geral, a resposta dos
sensores aumentou com o aumento do teor de PVA nas amostras de café.
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OCHRATOXIN A IN DEFECTIVE COFFEE BEANS, KINETIC OF TOXIN DESTRUCTION AND BEVERAGE
EVALUATION USING ELECTRONIC TONGUE

Abstract:

The objectives of the present work were: (i) to analyse the presence of ochratoxigenic fungi in the main coffee
defects (black, immature, black immature and sour - BIS); (ii) to verify the presence of ochratoxin A (OTA) in coffee
defects; (iii) to verify the OTA destruction produced by Aspergillus westerdijkiae inoculated in normal coffee (without
defects) using a vertical spouted bed roaster and (iv) to evaluate coffee samples with different levels of (BIS) with
electronic tongue equipment. The sour and black defective beans had the highest OTA concentration, 11.35 pg/kg and
25.66 ng/kg, respectively. The defect green which refers to the immature beans, was the most common defect in the residue
samples, and the presence of toxigenic fungi and OTA was low. Normal arabic coffee was contaminated with toxigenic
Aspergillus westerdijkiae and after its development showed an OTA production of 247 pg/kg. This coffee was submitted to
a roasting process using a vertical spouted bed roaster at 4 different temperatures (180, 200, 220 and 240°C) and 3 time
periods (5, 8 and 12 min). At 180°C for 5, 8 and 12 min, OTA reduction was 8% (226 ug/kg); 42% (142 ug/kg) and 53%
(114 ng/kg) respectively. At 200°C for 5, 8 and 12 min, OTA reduction was 30% (173 pg/kg); 56% (108 pg/kg ) and 66%
(80 pg/kg) respectively. At 220°C for 5, 8 and 12 min, OTA reduction was 46% (131 ng/kg), 76% (58 ug/kg) and 87% (31
ug/kg). Finally, at 240°C for 5, 8 and 12 min, OTA reduction was 76% (57 pg/kg), 94% (14 pg/kg) and 98% (2 ug/kg)
respectively. The results of this experiment showed that hot air spouted bed roasting can be an efficient tool for eliminating
OTA in coffee. Coffee samples containing different BIS levels (5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 100%) were evaluated by
electronic tongue (ET) equipment, with 5 polymeric sensors. ET was able to classify coffee samples according to different
BIS levels. In general, the sensor response increased with the increase of BIS in coffee samples.
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Introducao

Os defeitos do café podem ser tanto de natureza intrinseca como extrinseca aos graos. Os primeiros sdo 0s denominados
graos alterados e sdo decorrentes da aplicacdo inadequada dos processos agricolas (preto, ardido, verde, preto verde, verde
escuro e etc), ou entdo sdo originados de modificaces fisioldgicas ou genéticas do grdo (miolo de concha, concha, chocho
e etc). Os defeitos de natureza extrinseca sdo aqueles representados pelos elementos estranhos ao café beneficiado, como
coco, marinheiro, cascas, paus, pedras e etc. Todos esses defeitos desvalorizam o café durante sua comercializacéo,
interferindo negativamente na sua colocacéo no mercado, além de acarretar em prejuizos de ordem econémica por pesarem



menos que o0s graos normais. Além disso, esses defeitos alteram as caracteristicas sensoriais da bebida do café, produzindo
uma bebida de qualidade inferior. Sendo a presenca de grdos defeituosos nos lotes de café um fato real, um estudo mais
detalhado desses defeitos adquire importancia, ndo somente em termos econdmicos, mas principalmente, em termos de
salde publica.

Com excecdo dos defeitos de origem fisioldgica ou genética, os demais sdo decorrentes da aplicacdo inadequada de préaticas
agricolas. Dentre estas, encontra-se a pratica da permanéncia prolongada dos grdos em contato com o chao, o que implica
na contaminacdo desses grdos por microrganismos presentes no solo e a formagdo do defeito preto e ardido. Estes
microrganismos, além de serem deterioradores e os causadores dos defeitos citados, podem ainda ser capazes de produzir
toxinas. Uma toxina que tem sido bastante pesquisada em café é a ocratoxina. E produzida principalmente pelo fungo
Aspergillus ochraceus, e mais recentemente, tem sido verificada sua producdo por Aspergillus niger e Aspergillus
carbonarius (Urbano et al., 2001; Joosten et al., 2001; Taniwaki et al., 2003). J& foi comprovada que a ocratoxina é
nefrotdxica, teratogénica e mutagénica em varios animais. E uma micotoxina que vem sendo detectada em diferentes lotes
de cafés, no Brasil e no mundo (Patel et al., 1997; Bucheli & Taniwaki, 2002; Taniwaki et al., 2003). Alguns paises da
Europa ja estabeleceram limites maximos de ocratoxina A para café cru que vai de 5 a 20 ug/kg.

Até recentemente, considerava-se que a ocratoxina A era decomposta durante a torragdo e moagem dos gréos de café crus.
A partir de entdo surgiram controvérsias sobre o efeito da torracdo e preparacdo da bebida e a resisténcia da toxina. As
razbes das discrepancias podem ser devidas aos métodos experimentais de inoculagdo da OTA,; a evolugdo dos métodos
analiticos de detec¢do da toxina; e a ndo homogeneidade da distribuicdo de ocratoxina nas amostras de café (Viani, 1996;
Pittet et al., 1996; Blanc et al., 1998).

Nestas condi¢Bes o presente trabalho teve os seguintes objetivos: verificar a presenca dos fungos ocratoxigénicos nos
principais defeitos de cafés (preto, verde, preto-verde e ardido — PVA); investigar a presenca de ocratoxina A nos graos
defeituosos; verificar o efeito do tratamento térmico na destruicdo da OTA produzida por Aspergillus westerdijkiae
toxigénico inoculado em café normal (sem defeitos), utilizando o torrador leito de jorro vertical; avaliar “blends” de cafés
com diferentes porcentagens de PVA através de um sensor gustativo ou lingua eletrdnica.

Material e Métodos

Amostras: As amostras de residuos de café arabica foram provenientes de duas regiGes produtoras: Patrocinio (MG) e
Piraju (SP).

Separacao dos defeitos: Os defeitos dos cafés foram separados a partir de amostras de residuo manualmente em: meio
preto, verde escuro, verde, preto-verde, preto e ardido pela equipe de classificacdo da Assicafeé.

Analise micoldgica: Um total de 50 grdos de cafés foram desinfectados superficialmente com hipoclorito de sédio 0,4% por
1 min e plaqueados em meio agar Dicloran 18% de glicerol (Pitt & Hocking, 1997). As placas foram incubadas a 25°C por
5 a 7 dias, e a porcentagem de infeccdo foi calculada. As coldnias foram identificadas de acordo com Samson et al. (2004)
e Frisvad et al. (2004).

Inoculagédo com o fungo: Café arabica normal foi inoculado com Aspergillus westerdijkiae toxigénico e incubado a 25°C
por 30 dias. ApOs o seu desenvolvimento a OTA foi extraida e quantificada. Este café foi utilizado para o estudo da
destruicdo de OTA, utilizando o torrador de leito de jorro.

Torracao do café: O torrador de leito de jorro vertical foi aquecido até a temperatura desejada. Uma aliquota de 300g de
café contaminado com OTA foi colocada no torrador a quatro temperaturas diferentes: 180, 200, 220 e 240°C e trés
diferentes periodos: 5, 8 e 12 min. Cada tratamento foi repetido duas vezes. Ap6s o periodo de torracdo, o café foi
imediatamente removido do leito de jorro e colocado num resfriador de ar seco até atingir a temperatura ambiente. O café
torrado foi moido, peneirado e a ocratoxina A foi extraida.

Ocratoxina A: As amostras de foram trituradas em moinho até granulometria de 20 mesh. A ocratoxina A em amostras de
café cru e café torrado e moido foi analisada de acordo com o método de Vargas et al. (2005), com a limpeza da amostra
em coluna de imunoafinidade e deteccdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando detector de
fluorescéncia. Os limites de deteccdo foram 0,2 pg/kg e 0,1 pg/kg para café cru e café torrado, respectivamente.

Teste com lingua eletrénica (LE): Amostras de café contendo diferentes teores de PVA (5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 100%)
foram avaliadas por uma LE tipica, composta de 5 sensores poliméricos. O café foi preparado segundo um procedimento
padrdo: 10g de café para 100 ml de 4gua mineral (Bioleve) em ebuli¢do, seguido da filtragdo em papel de filtro (Melita, n.
2). Apo6s o preparo, a bebida de café foi diluida em agua mineral, na proporcdo 1:9 v/v (1 parte da bebida de café para 9
partes de agua mineral). As amostras foram medidas numa sequiéncia aleatoria. Todas as medidas foram efetuadas em 25°C
com o auxilio de um banho termostatizado. As impressdes digitais para cada café obtidas com a LE foram posteriormente
processadas através de um método estatistico, conhecido como anélise das componentes principais (PCA).



Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta a porcentagem dos defeitos nas amostras de residuos de café da regido de Patrocinio (MG) e Pirajd
(SP). O defeito verde que se refere aos gréos imaturos, foi o defeito que se apresentou em maior porcentagem na regido de
Patrocinio 30,5% e na regido de Piraju 38%.

A porcentagem de infecgdo por fungos ocratoxigénicos nos defeitos de cafés de Patrocinio e Piraju é mostrada na Tabela 2.
Os principais fungos produtores de ocratoxina foram Aspergillus carbonarius (de 60 a 100%) e Aspergillus westerdijkiae
(de 53 a 100%). A.westerdijkiae foi recentemente descrito por Frisvad et al. (2004), pertence ao grupo Aspergillus section
circumdati, e era antes classificado com A. ochraceus , é considerado hoje o principal fungo produtor de ocratoxina A no
café. Somente de 6 a 17% dos isolados de A. niger foram produtores de OTA. Os defeitos preto e ardido foram os mais
infectados por estas espécies nas duas regides estudadas. A Tabela 3 apresenta os niveis de ocratoxina A nos defeitos de
café nestas regides. Os defeitos ardido da regido de Patrocinio e preto de Piraju apresentaram 0s maiores niveis de
contaminacdo por OTA, sendo 11,35 pug/kg e 25,66 ug/kg, respectivamente.

O café contaminado com A westerdijkiae toxigénico apds seu desenvolvimento obteve um nivel de 247 pg/kg de OTA. A
Figura 1 apresenta a cinética de destruicdo de OTA utilizando o torrador de leito de jorro. De acordo com a Figura 1 pode-
se observar que a reducio foi de 8 a 98% dependendo do tempo e temperatura utilizados. A 180°C por 5, 8 e 12 min, houve
uma reducdo da OTA de 8% (226 pg/kg), 42% (142 ug/kg) e 53% (114 nug/kg) respectivamente; a 200°C, a reducao foi de
30% (173 ng/kg), 56% (108 ng/kg) e 66% (80 ng/kg) respectivamente; a 220°C, a reducdo foi de 46% (131 ug/kg), 76%
(58 ug/kg) e 87% (31 pg/kg) e a 240°C, a reducdo foi de 76% (57 ug/kg), 94% (14 ng/kg) e 98% (2 ng/kg)
respectivamente. A Comunidade Européia (2006) estabeleceu um limite de 5 pg/kg e 10 pg/kg de OTA para café torrado e
solavel, respectivamente Na préatica niveis tdo altos de OTA como no nosso experimento ndo seriam encontrados em cafés
torrados. lamanaka et al. (2005) analisaram a incidéncia de OTA em varias amostras de café cru, sollvel e torrado
brasileiro e encontraram uma média de 12,43; 4,43 e 1,30 pg/kg, respectivamente. A maioria das amostras de café
analisados por lamanaka et al. (2005) estava dentro dos limites estabelecidos pela Comunidade Européia.

Diferencas na destruicdo de OTA usando o processo de torracdo tém sido publicados. Tsubouchi et al. (1987) estudaram o
efeito da torracdo na estabilidade da OTA, utilizando um aquecedor de ar, a uma temperatura de torracédo de 200° C por 20
minutos. Neste estudo Tsubouchi et al. (1987) obtiveram uma destruicdo de apenas 12% de OTA. Por outro lado Blanc et
al. (1998) verificaram que apés a torracdo e moagem, o café continha apenas 16% da contaminagdo de OTA original.
Santos et al. (2005) conseguiram uma destruicdo de OTA de cerca de 87% apds torracdo do café a 210°C, contudo houve
uma variacao dos resultados de até 134%.

A Figura 2 apresenta o grafico de analise de componentes principais (PCA) para cafés com diferentes teores de PVA. O
equipamento Lingua Eletronica foi capaz de classificar amostras de café de acordo com diferentes teores de PVA. No geral,
a resposta dos sensores aumentou com o aumento do teor de PVA nas amostras de café.

Tabela 1. Porcentagem de defeitos nas amostras de residuos de cafés das regides de Patrocinio e Piraju.

Tipo de defeito Patrocinio (%) Piraju (%)
Preto 7,14 4,93
Meio preto 3,53 -
Verde claro 21,95 37,99
Verde escuro 8,55 -
Preto verde 5,08 16,15
Ardido 9,85 3,35
Total de PVA 56,10 62,42
Intermediarios, indefinidos, outros 3,08 37,58
Normal 40,82 -
Total da amostragem 100 100

Tabela 2. Porcentagem de infeccdo por fungos ocratoxigénicos nos defeitos de cafés de Patrocinio e Piraju.

Tipo de defeito A carbonarius A niger A westerdijkiae
Patrocinio:

Preto 10 24 24
Verde 8 28 10
Preto verde 6 34 22
Ardido 10 29 30
Piraju:

Preto - - 33
Verde - - 3
Preto verde - - 6
Ardido - 6 9




Tabela 3. Teores de ocratoxina A (ug/kg)" nos defeitos de café de Patrocinio e Piraju.

Defeitos de café Patrocinio PirajuOcratoxina A (ug/kg)
Ocratoxina A (ug/kg)

Preto 0,49 25,66

Verde ND* 0,35

Preto verde 0,39 0,30

Ardido 11,35 0,33

! Média de 3 repeticdes; > Ndo detectado pelo método (limite de detecgdo 0,2pg/kg)

Figura 1.Destruicdo da OTA durante a torragdo a diferentes temperaturas e tempos.
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Figura 2. Grafico de analise dos componentes principais (PCA) para cafés com diferentes teores de PVA.
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Conclusoes

O defeito verde que se refere aos grdos imaturos, foi o defeito que se apresentou em maior porcentagem (38%) nas
amostras de residuo. A presenca de fungos toxigénicos e OTA foi baixa neste defeito. Este defeito poderia ser utilizado
para outros fins que ndo o da bebida. Os defeitos ardido e preto foram os que apresentaram maior porcentagem de infeccdo
com fungos ocratoxigénicos e teor de OTA. Estes defeitos poderiam ser utilizados para bio-combustivel e ndo deveriam ser
usados para bebida. O torrador de leito de jorro apresentou uma reducdo de 8 a 98% de OTA dependendo do tempo e
temperatura utilizado na torragdo. O equipamento Lingua Eletrénica foi capaz de classificar amostras de café de acordo
com diferentes teores de PVA. No geral, a resposta dos sensores aumentou com o aumento do teor de PVA nas amostras de
café.
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