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RESUMO

A ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina produzida pelos fungos do género Aspergillus
e Penicillium, normalmente encontrada em cereais, uva e café. A OTA é nefrotdxica,
neurotoxica, imunossupressora e € considerada um possivel causador de cancer em
humanos. No Brasil, os principais fungos produtores de ocratoxina A séo Aspergillus
ochraceus, Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus carbonarius e
Aspergillus niger, sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
microrganismos isolados de graos de café na inibicdo do crescimento e producgao de
ocratoxina A de espécies de Aspergillus sp.. Foram isolados bactérias e fungos
filamentosos de graos de café verde (Coffea arabica) provenientes do Instituto
Agrondmico do Parana, inoculando os graos em placas de Petri contendo meios de
cultivo seletivos. Foi testada a capacidade de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras isolados de graos de café na inibicdo de crescimento de A. ochraceus,
A. westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger produtores de OTA. Através da técnica de
crescimento radial, as bactérias e leveduras foram capazes de inibir os fungos
testados, sendo que a porcentagem de inibicao variou de 0% a 100%. Dentre as
espécies testadas, A. westerdjkiae foi mais suscetivel, apresentando porcentagem
média de inibicao de 78,34% para leveduras e 67,6% para bactérias. As leveduras
isoladas de graos de café foram identificadas a partir do sequenciamento da regido
ITS do DNA ribossomal como Pichia anomala, Pichia burtonii, Pichia caribbica,
Pichia guilliermondii, Aureobasidium pullulans e Cryptococcus heveanensis.
Analisando a capacidade de reducdo da producdo de OTA por espécies de
Aspergillus sp. pelo método de plug-agar, encontrou-se que as leveduras isoladas
pertencentes ao género Pichia foram capazes de reduzir em até 100% a producao de
OTA das quatro espécies de Aspergillus sp. testadas. Por fim, conclui-se que
microrganismos isolados de gréos de café possuem potencial inibitério contra as
especies testadas, podendo ser uma alternativa no controle de espécies de
Aspergillus sp. e ocratoxina A em alimentos.

Palavras-chave: Ocratoxina A. Inibicao de crescimento. Café. Leveduras. Bactérias.
Aspergillus ochraceus. Aspergillus niger. Aspergillus westerdijkiae.
Aspergillus carbonarius.



ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by fungi of the genus Aspergillus and
Penicillium, usually found in cereals, grapes and coffee. OTA is nephrotoxic,
neurotoxic, immunosuppressive and is considered a possible cause of human cancer.
In Brazil, the main producers of OTA are Aspergillus ochraceus,
Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus carbonarius and Aspergillus niger, so the aim of
this study was to evaluate the ability of microorganisms isolated from coffee beans in
inhibiting the growth and OTA production from Asperqillus species. It was isolated
bacteria and filamentous fungi from green coffee beans (Coffea arabica) from the
Agronomic Institute of Parand, inoculating beans in Petri dishes containing the specific
culture media. It was tested the ability of bacteria, yeast and fungi isolated from green
coffee beans to inhibit the growth of OTA producers A. ochraceus, A. westerdijkiae,
A. carbonarius and A. niger. The bacteria and yeast were able to inhibit the fungi
tested, the inhibition percentage ranged from 0% to 100%. Among the tested species,
A. westerdjkiae was more susceptible, with inhibition mean percentages of 78,34% for
yeast and 67,6% for bacteria. Yeasts isolated from green coffee beans it was identified
from sequencing of the ribosomal DNA ITS region as Pichia anomala, Pichia burtonii,
Pichia  caribbica, Pichia  guilliermondii, — Aureobasidium  pullulans  and
Cryptococcus heveanensis. Analysing the ability of reduction of OTA production by
yeasts using the plug-agar method, it was found that the yeasts belonging to the genus
Pichia could reduce OTA production up to 100% of the four Aspergillus species tested.
Finally, it is concluded that microorganisms isolated from coffee beans have inhibitory
potency against the species tested, and may be an alternative to control of species of
Aspergillus and ochratoxin A in foods.

Key-words: Ochratoxin  A. Growth Inhibition. Coffee. Yeast. Bacteria.
Aspergillus ochraceus. Aspergillus niger. Aspergillus westerdijkiae.
Aspergillus carbonarius.
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1. INTRODUGAO

A Organizacdo Mundial da Saude reconhece que as micotoxinas s&o um
problema de saude publica e destaca a necessidade de agbdes para combaté-las
(STROSNIDER, 2006; WILD; GONG, 2010).

Uma das micotoxinas que gera problemas na agricultura € a ocratoxina A
(OTA), produzida por fungos do género Aspergillus e Penicillium (EFSA, 2006).
Contaminando alimentos como cereais, uvas e café, antes e apods a colheita, é
resistente a altas temperaturas, tornando seu controle dificil. Diversos locais ja
possuem legislagbes que limitam a concentragao da OTA em alimentos, como a Unido
Européia (niveis maximos de OTA em café tostado (5ug/Kg) e soluvel (10ug/Kg)) e o
Brasil (limite de OTA em café torrado e soluvel: 10pg/Kg) (FAO, 2006; FAO, 2015).

O café é um dos produtos mais importante no mercado mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento. Em 1996 em uma conferéncia da
International Life Sciences Institute (ILSI), foi relatada a ocorréncia de varias amostras
de café contaminadas com a ocratoxina A. Um estudo mais aprofundado nesta area
mostrou que a torrefacdo do café ndo é capaz de eliminar completamente essa
micotoxina. Ainda, na década de 90, o Comité Misto FAO-OMS de Peritos em Aditivos
Alimentares (JECFA) concluiu que a OTA é nefrotoxica e possivelmente cancerigena
aos humanos (EFSA, 2006; FAO, 2015; IARC, 1993).

Silva et al. (2000), pesquisaram a microbiota dos frutos maduros do café na
fase inicial de secagem, os autores verificaram que a mucilagem era um importante
substrato a microrganismos contaminantes, pois esta apresenta fontes de carbono e
nitrogénio. Foram isolados microrganismos dos graos do café no estagio cereja, onde
a quantidade destes foi alta, dentre os principais isolados estavam fungos
filamentosos, bactérias e leveduras.

Pesquisas relacionadas com a inibicdo de fungos possivelmente produtores
de OTA ja foram realizadas, como por exemplo, Kapetanakou et al. (2012) que testou
a inibicao de Aspergillus carbonarius e a redugao da produgao de OTA, por leveduras
e bactérias isoladas da fermentacgao de diversos produtos de origem animal e vegetal.
Os resultados mostraram que nenhuma bactéria foi eficaz na inibicdo de
A. carbonarius, enquanto que as leveduras se mostraram capazes de inibi-lo. A

diminuicao da producédo de OTA nao foi realizada de maneira eficaz nas bactérias
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(decréscimo variou de 2 a 25%) ja as leveduras apresentaram uma grande diminuigao
de OTA (65%).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi testar a capacidade inibitéria de
microrganismos isolados de graos de café frente a fungos potencialmente produtores
de ocratoxina A e testar a capacidade destes microrganismos na redug¢ao da produgéo

desta micotoxina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de inibicao do crescimento e producéo de ocratoxina A
de espécies de Aspergillus sp. por microrganismos isolados de graos de café verde

(Coffea arabica).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar fungos filamentosos, leveduras, bactérias (incluindo
actinobactérias) de graos de café, a partir de macro e micromorfologia;

Correlacionar a concentragdo de ocratoxina A encontrada nos graos de café com os
fungos isolados dos mesmos;

Testar o potencial inibitorio de microrganismos isolados de gréos de café frente a
espécies de Aspergillus produtoras de OTA;

Identificar, através de sequenciamento de regides especificas, os microrganismos que
apresentarem acgao de inibicdo dos fungos produtores de ocratoxina A;

Testar o potencial de redugao da produgédo de OTA por Aspergillus sp., utilizando

microrganismos isolados de graos de cafe.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MICOTOXINAS

Micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos do género
Aspergillus, Penicillium e Fusarium em condigbes de estresse, podendo ser
produzidas durante a armazenagem em resposta a uma alteragédo de pH, ou adigao
de H202 (ABRUNHOSA, 2008; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009;
SUBRAMANIAM; RAMPITSCH, 2013). Elas podem ocorrer em qualquer local do
planeta, ja que os fungos que as produzem estdo presentes em diversos alimentos
como, cereais, nozes, amendoim, frutas, café, cacau, especiarias, podendo também
ser encontradas em produtos acabados como cerveja e no vinho, quando estes sao
produzidos por cevada e uva contaminados (TURNER; SUBRAHMANYAM;
PILETSKY, 2009). As micotoxinas sao resistentes ao cozimento, congelamento e
digestdo (MATSUDA et al., 2013), por isso sdo um problema de saude publica,
podendo causar danos aos humanos e outros animais (TURNER; SUBRAHMANYAM;
PILETSKY, 2009).

A severidade dos problemas causados por essas depende da quantidade de
toxina ingerida, da idade do individuo, seu estado nutricional e se ha um sinergismo
entre a micotoxina e outros compostos quimicos com os quais esta pode entrar em
contato (ABRUNHOSA, 2008; PERAICA, 1999). Quando s&o ingeridas em pequenas
doses por um longo periodo, elas sdo capazes de gerar doengas cronicas e tumores
em orgaos vitais (ABRUNHOSA, 2008).

Desde a idade média as micotoxinas ja causavam diversos transtornos para
a populacao, naquela época o ergotismo ou fogo de Santo Antbnio gerava epidemias
na Europa. Esta doenga é causada pelos alcaloides do esporao-do-centeio (Claviceps
purpurea), a dietilamida do acido lisérgico (LSD), que era produzida durante a
panificagdo quando utilizado trigo contaminado, causando sensag¢ao de queimacao,
danos no sistema nervoso central e gangrena. (PERAICA, 1999; VAN DONGEN; DE
GROOT, 1995). Ja na década de 60, ocorreu um surto de micotoxicose em perus, e
este estava relacionado com aflatoxina. Este caso, intitulado doenga X dos perus
ocorreu na Inglaterra, onde os perus se alimentavam com amendoim contaminado
com A. flavus e A. parasiticus proveniente do Brasil, assim iniciaram-se os estudos

em micotoxicologia, com a avaliacdo dos efeitos da aflatoxina. Relatos na literatura
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indicam que surtos causados por micotoxinas s&o mais comuns na area veterinaria,
ja que a alimentac&o dos animais é baseada quase totalmente em graos (PERAICA,
1999; SARGEANT; SHERIDAN; OKELLY, 1961).

As micotoxinas compdem aproximadamente 700 compostos quimicos
(TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009), entretanto apenas 20 dessas sao
de interesse, podendo causar surtos alimentares e doengas (ABRUNHOSA, 2008).
Vérias delas sdo potencialmente carcinogénicas, como a zearalenona, ocratoxina A,
fumonisina e aflatoxina (BENNETT E KLICH, 2003).

A aflatoxina é uma substancia causadora de carcinoma hepatocelular, sendo
classificada no grupo 1 segundo a IARC (cancerigena para humanos). E produzida
principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sendo
classificada em B1, B2, G1, G2 e M1. A aflatoxina M1 € um metabdlito da aflatoxina,
excretado no leite de animais que se contaminaram com a aflatoxina B1. O fungo
A. flavus é comumente encontrado em locais de clima temperado quente, como
Estados Unidos e Australia, e por ser o produtor de uma toxina amplamente conhecida
ele é o fungo de importédncia alimentar mais relatado, sendo encontrado
principalmente em milho, amendoim e algodao (IARC, 2002).

A Citrinina é produzida por fungos do género Aspergillus e Penicillium, e foi
inicialmente isolada do fungo Penicillium citrinum, causadora da doenga do arroz no
Japdo (SAITO; ENOMOTO E TATSUNO, 1971; BENNETT E KLICH, 2003). E uma
nefrotoxina, encontrada em alimentos como trigo, aveia, milho e arroz (BENNETT E
KLICH, 2003).

Os alcaldéides do ergot sdo produzidos por fungos do género Claviceps,
encontrados comumente em espécies gramineas e no trigo. Tem seus efeitos
colaterais bem elucidados, sendo estes usados na producdo de medicamentos, por
exemplo, o Methergin, medicamento para o controle de hemorragias apos o parto e
também na sintese de droga alucinégena, o LSD (BENNETT E KLICH, 2003).

A Fumonisina € uma micotoxina produzida por fungos do género Fusarium,
sendo seu principal produtor o Fusarium verticillioides, contaminante de todas as
espécies de milho (MARSHALL, 1983). Pode causar edema pulmonar,
hepatotoxicidade, cancer, apoptose no figado de diversos animais (HARRISON et al.,
1990; GELDERBLOM et al., 1988; POZZI et al., 2000).

A Patulina, isolada do Penicillium patulum, é produzida por fungos do género

Penicillium e Aspergillus. Esta micotoxina é conhecida por apresentar atividade
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antibacteriana, antiviral e antiprotozoaria, porém é toxica em plantas e animais
(CIEGLER, 1976). Também é produzida pelo fungo Penicillium expansum, causador
do bolor azul em macas e peras € encontrado em suco de maga e cidra, tendo o limite
estabelecido em alimentos de 0,4 mg/Kg. (TRUCKSESS e TANG, 2001; BENNETT E
KLICH, 2003).

A Zearalenona, produzida por Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,
Fusarium equiseti e Fusarium crookwellense é encontrada em cereais. Seus efeitos
variam de sindrome de hiperestrogenismo a aborto em porcos (HENDRICKSE, 1997).
Um derivado da zearalenona, o zearalenol aumenta a atividade do estrogénio,
conhecido como micoestrogeno, sendo sintetizado e utilizado no tratamento de
sintomas da menopausa e em contraceptivos orais (HIDY et al., 1977; BENNETT E
KLICH, 2003). Sua toxicidade € baixa, com DL50 de 10.000 mg/Kg em ratos, estudos
epidemioldgicos do Canada e Escandinavia indicam que o risco desta micotoxina em
humanos € minimo, com dose recomendada maxima diaria de
0,05 g/Kg (KUIPER-GOODMAN, SCOOT E WATANABE, 1987). Porém nao se deve
ignorar que a zearalenona é uma micotoxina, e pode causar danos a saude
(BENNETT E KLICH, 2003).

Varios paises ja possuem legislagdes que regulam a quantidade maxima de
micotoxinas nos alimentos. Para evita-las € necessario se ter um controle restrito dos
alimentos e da armazenagem dos graos, pois as micotoxicoses podem ocorrer tanto
em paises industrializados quanto em desenvolvimento, surgindo quando condi¢des
ambientais, sociais e econbmica sdo combinadas com condi¢gdes meteorologicas

(umidade e temperatura) favorecendo o crescimento fungico. (PERAICA, 1999).

3.2 OCRATOXINA A

A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por fungos do género
Aspergillus e Penicillium (EFSA, 2006), que sao agentes de biodeterioracao
(TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). A OTA foi descoberta na década
de 60 (SHOTWELL; HESSELTINE; GOULDEN, 1969), durante aquela época, achava-
se que apenas o A. ochraceus era o produtor de ocratoxina A (SHOTWELL;
HESSELTINE; GOULDEN, 1969; VAN DER MERWE; STEYN; FOURIE, 1965).

Em locais com clima temperado (temperatura otima 15-25°C)

Penicilium verrucosum é o principal produtor de ocratoxina A, ja em locais com o clima
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tropical (temperatura 6tima 25-30°C), existem varios produtores de OTA como
Aspergillus ochraceus e o} Aspergillus westerdijkiae
(ABRUNHOSA; PATERSON; VENANCIO, 2010; MITCHELL et al., 2004; RAMOS et
al., 1998).

Pesquisas ja mostraram os efeitos da OTA em animais, sabe-se que esta
toxina € rapidamente absorvida, e atinge o sistema circulatorio, onde se liga a
albumina sérica, esta ligagdo faz com que o complexo albumina-OTA circule por todo
o corpo e se deposite nos tecidos (EFSA, 2006; GALTIER; ALVINERIE;
CHARPENTEAU, 1981). A distribuicaio da OTA no corpo de ratos ocorre
primeiramente nos rins, depois figado, musculos e tecidos gordurosos (HARWIG et
al., 1982). Nos humanos, a eliminagao da OTA é renal, enquanto que em roedores é
biliar, esta caracteristica pode ser o motivo pelas diferengas nos parametros cinéticos
de diferentes espécies (EFSA, 2006; DIETRICH; HEUSSNER; O'BRIEN, 2005). A
OTA ¢é facilmente acumulada no sistema circulatério, figado, tecido adiposo e
muscular, e pode ser transferida se consumido carne ou outros alimentos de origem
animal contaminados (SCHLATTER; STUDER-ROHR; RASONYI, 1996 apud
TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

Em animais ndo ruminantes a OTA é nefrotoxica, isso ocorre, pois ela se
acumula nos rins, onde ira causar danos como na doenga conhecida como nefropatia
endémica dos Balcas, doenga que afetou a populagéo da regido dos Balcas (Bulgaria,
lugoslavia e Roménia), onde varios membros da mesma familia apresentaram
carcinoma de pelve renal, de ureter e bexiga. Pessoas que viviam nestas regides na
década de 80 tinham 90 vezes mais chance de desenvolver estes tipos de cancer. A
hipétese de que a causa para essa grande ocorréncia de cancer que ocorria nestas
regides se da a presenca da micotoxina em grande quantidade em alimentos como
cereais e carne suina na lugoslavia, enquanto que na Bulgaria, 65% dos cereais
consumidos estavam contaminados com OTA. Além destes dados, foi analisada a
presenca de OTA ligada a albumina sérica em moradores da lugoslavia, encontrando
a presenca desta em muitos habitantes (PFOHL-LESZKOWICZ, 2009; KHOURY;
ATOUI, 2010; RIBELIN; FUKUSHIMA; STILL, 1978; EFSA, 2006; DE CERAIN et al.,
2002; MEETING REPORT, 1987).

A OTA é classificada no grupo 2B da Agéncia Internacional de Pesquisa em

Cancer (IARC), ou seja, € um possivel causador de cancer em humanos. Pesquisas
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concluem que os efeitos cancerigenos da OTA ocorrem devido a sua hepatoxicidade
e aos danos no DNA (IARC, 1993; MATSUDA et al., 2013).

Li et al. (1997) estudaram a farmacocinética da ocratoxina A, trabalhando com
os analogos da OTA, OTB (OTA sem cloro), OTC (OTA com etil éster), OTa (OTA
sem fenilalanina), OTA-OH (ocratoxina A hidroxilada) e OTA-OP (OTA com anel de
lactona aberto) (FIGURA 1 e TABELA 1). Eles determinaram a meia vida destas
substancias e a sua depuracéao (renal, biliar e total), injetando a toxina em ratos e
coletando seu sangue, bile e urina. Revelaram que a meia vida da OTA e da OTA-
OP no sangue é de 160 minutos, enquanto que a meia vida da OTa é de 31 minutos,
OTA-OH é de 19 minutos e OTB de 14 minutos. A depuragao renal da OTA foi de 1,49
ml/hr por kg, e a depuragéo total do corpo de 3,11 ml/hr por kg, enquanto que para a
OTa os valores foram 20,7 ml/hr por kg na depuracéo renal e 39,9 mi/hr por kg na
depuracéo total. Isto mostra que o metabolismo de derivados da OTA menos toxicos
€ rapido, mostrando uma relagao diretamente proporcional entre depuragéo e a meia
vida da toxina no sangue dos ratos. O estudo ainda mostrou que a depuracdo da
OTA, OTa e OTB é extremamente renal, enquanto que a OTA-OH é excretada via

biliar. Mostram também que a OTA é excretada como OTa.

FIGURA 1 - ESTRUTURA GERAL DAS OCRATOXINAS

FONTE: Li et al. (1997)
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TABELA 1 — ESTRUTURA DOS ANALOGOS DA OTA

Nome comum Abreviagdo R R2 Rs R4 Rs
Ocratoxina A OTA Fenilalanina CI H H H
Ocratoxina B OoTB Fenilalanina H H H H
Ocratoxina C oTC Fenilalanina CI H H H
Ocratoxina alfa OTa OH Cl H H H
Ocratoxina beta OoTp OH H H H H
Ocratoxina hidroxilada OTA-OH Fenilalanina CI H OH H
Ocratoxina com anel OTA-OP Fenilalanina ClI - - -

de lactona aberto
FONTE: Li et al. (1997)

Passaros que se alimentam com produtos contaminados pela OTA podem
transmitir a toxina aos seus ovos (JUSZKIEWICZ et al., 1982). Ratas nutrizes tratadas
com uma dose de OTA superior a 250 pg/kg excretaram de 0,4 ug/kg a 0,7 yg/kg da
toxina em seu leite (BREITHOLTZ-EMANUELSSON et al., 1994). ADL50 da OTA em
ratos via oral € de 46 a 58 mg/kg, e em cées é de 0,2 mg/kg (MOROI et al., 1985).

Estudos realizados por Munro et al. (1974) que alimentaram ratos com
diversas concentragdes de OTA, analisaram que em baixas concentragcdes a toxina
causa retardagao do crescimento, reducao do apetite e aumento da uréia sérica. Em
concentragdes altas a OTA causou aumento dos rins e lesdes, aumento do volume da
urina, além de eosinofilia e cariomegalia nas células do tubulo proximal.

A ocratoxina A é encontrada, na sua grande maioria em cereais, que muitas
vezes sao utilizados na alimentacdo de animais. Uma maneira basica de evitar a
contaminacgao dos alimentos pela OTA é fazer a sua prevencao pds-colheita, visando
que na agricultura ndo sao realizadas agdes para se evitar a proliferagdo de fungos
produtores de OTA (EFSA, 2006; MINERVINI et al., 2013; BATTACONE; NUDDA;
PULINA, 2010).

Produtos que podem ser frequentemente contaminados pela OTA sao, além
dos cereais, o café, vinho, suco de uva, frutas secas (p. ex. figo seco e uvas passas)
e condimentos. Sendo assim, a concentragcdo maxima de OTA, de acordo com a
legislacdo de varios paises, nédo ultrapassa 10 ug/Kg (EFSA, 2006; TURNER;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009; NAEBPOOR; MOMENI; DEHKORDI, 2013).
Stander e Steyn (2002) analisaram a presenca de OTA por CLAE em 122 amostras
de vinho produzido na Africa do Sul. A maior parte das amostras apresentou niveis de
OTA abaixo do limite estabelecido pela Unido Europeia, apenas dois vinhos tiveram
concentracdo de OTA acima do estabelecido, sendo estes produzidos com uvas

velhas.
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A OTA presente no café esta relacionada com as condi¢des de pds-colheita e
armazenagem, assim como com processos de secagem e transporte (DURAND et al.,
2013). Varios autores ja relataram a presenca de OTA no café, Almeida et al. (2007),
encontraram essa toxina em diversas amostras de café soluvel (82 amostras) com
concentragdes variando de 0,17 a 6,29 ng/g em 81 amostras positivas, mostrando
assim a importancia de um controle rigido de producdo e a necessidade de
metodologias rapidas para a detecgdo da mesma.

A presenca de OTA no café tipo exportacdo foi avaliada por Golllicke,
Taniwaki e Tavares (2004), trabalhando com 37 amostras de café verde, foi analisada
por CLAE a concentragdo de OTA, que variou de 0,16 ng/g a 6,24 ng/g, sendo que
97% das amostras tiveram nivel de OTA abaixo de 5 ng/g. Os resultados indicaram
que ha uma relagédo inversamente proporcional entre a qualidade dos gréos e a
concentracdo de OTA nas mesmas, sendo assim o café tipo exportagcao (alta
qualidade) apresentou uma concentragdo de OTA abaixo do estabelecido na
legislacdo europeia. Taniwaki et al. (2014) isolaram fungos de graos de café de dois
estados brasileiros (S&o Paulo e Minas Gerais), e testaram a produg¢do de OTA dos
fungos Aspergillus westerdijkiae, A. carbonarius, Aspergillus secdo Nigri e
Aspergillus secao Circumdati através da técnica de plug-agar. Foram isolados A.
westerdijkiae e Aspergillus secdo Nigri das amostras das duas regides, e
A. carbonarius apenas no café de Minas Gerais (café com alta qualidade). A OTA foi
produzida por todos os isolados de todos os tipos de graos de café (verde, preto-
verde, preto e ardido) de A. carbonarius e A. westerdijkiae. Enquanto que a produgao
de OTA por Aspergillus secao Nigri variou de 0 a 23% e de 54 a 100% em
Aspergillus secado Circumdati.

A capacidade de producao de OTA por fungos presentes nos graos de café
foi analisada por Rezende et al. (2013), que isolou fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus, destes, 39 da secédo Circumdati e 99 da secédo Nigri. O potencial
toxigénico foi avaliado pelo método de plug-agar, onde apenas um isolado de
Aspergillus segao Nigri foi produtor de ocratoxina A, enquanto que dos isolados da
secdo Circumdati, todos os fungos A. ochraceus, Aspergillus ostianus e
A. westerdijkiae foram produtores de OTA.

Gil-Serna et al. (2011) testou a capacidade de produgao de ocratoxina A dos
Aspergillus da segao Circumdati, A. ochraceus, Aspergillus elegans,

Asperqgillus steynii e A. westerdijkiae isoladas de varias matrizes alimentares em
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diversos paises. Apds analises por CLAE, constatou-se que o A. steynii produziu mais
OTA que o A. westerdijkiae, que, até o momento da publicagdo do trabalho, era
apontado como o maior produtor de ocratoxina A. Sendo assim, essas duas espécies
representam um risco potencial para a contaminagcao de OTA, ja que estas podem
contaminar diversas espécies alimentares. Os mesmos pesquisadores em 2014
avaliaram a capacidade ocratoxigénica dos fungos A. westerdijkiae e A. steynii
isolados de graos de café e uva, respectivamente. Os fungos cresceram em meio café
verde sob diferentes condi¢cdes de temperatura (23, 28, 32, 37, 42 °C) e atividade de
agua (0.89, 0.91, 0.93, 0.95, 0.97, 0.99). Os resultados mostram que o A. steynii
conseguiu crescer e produzir OTA em condigdes mais extremas que o
A. westerdijkiae, porém nenhum dos fungos cresceu em baixa atividade de agua
(0,89), mostrando que para prevenir o surgimento de OTA no café é necessario manter

a atividade de agua dos graos baixa.

3.3 CAFE

O café é o segundo produto mais exportado por paises em desenvolvimento.
O Brasil € o maior produtor de café arabica, rico em sabor e éleos aromaticos (ABIC,
2015). Existem duas formas de processamento de café, a via umida, onde sao retiradas
a casca e a mucilagem da cereja com o auxilio de agua e seguida de fermentagéo,
lavagem e secagem e a via seca. Na via seca, apos a colheita do café, este passa pelo
processo de abanagao, para remover impurezas grandes que podem estar junto com
os graos. Em seguida o café é lavado, e entdo sao separados os graos cereja e verde
dos boia (passa e seco). Depois os gréos de boa qualidade (cereja e verde) vao para
os terreiros para o processo de secagem, ou para secadores mecanicos. Na secagem
em terreiro os grédos sdo espalhados e ficam em exposi¢cdo ao sol, nesta etapa
dependendo das condig¢des climaticas pode ocorrer o reumedecimento dos graos, por
isso os graos devem ser espalhados em camadas finas, ser protegidos da chuva e
sereno. Os graos devem ser revolvidos por no minimo 10 vezes ao dia para a secagem
ser mais rapida evitando o crescimento fungico. A secagem dura de 10 a 20 dias, e
no final do processo a umidade dos graos deve ser de 11 a 13%.

Apos passar pelo processo de secagem o café é armazenado, em tulhas
geralmente de madeira, onde sao reduzidas as variagdes de temperatura, garantindo

a qualidade do café, cada metro cubico da tulha comporta até 10 sacos de café. O
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café é preferencialmente armazenado sem passar pelo processo de beneficiamento
(retirada das cascas e separagao dos graos, para obtencédo do fruto seco, o café
beneficiado ou café verde), a fim de conservar mais as caracteristicas do produto. O
produto € armazenado nas tulhas por no minimo 30 dias, com temperatura média de
20°C, a luminosidade do ambiente também deve ser controlada, para evitar o
branqueamento do fruto. No beneficiamento do café ocorre a eliminacédo das cascas
e a separacgao dos graos de impurezas. O café beneficiado € armazenado em sacas
de aniagem ou junta em local arejado e sem contato direto com o sol. Apds o
beneficiamento o café é novamente armazenado, podendo este ficar em sacos de
junta ou silos, esta armazenagem pode durar até 3 anos (EMBRAPA, 2004).

Estudos mostraram que a mucilagem do café pode ser um bom substrato para
diversos microrganismos. A contaminagdo ocorre principalmente durante o
processamento do café pela via seca, na qual a mucilagem nao é retirada antes do
armazenamento (SILVA et al., 2000). Diversos pesquisadores analisaram a microbiota
do café, dentre eles, Nayak et al. (2012) que isolou uma bactéria da polpa do café, a
Brevibacterium sp., coco Gram positivo capaz de degradar a cafeina. De Barros e
Juliatti (2012) isolaram fungos patogénicos ao café, encontrando as espécies
Colletotrichum sp., Fusarium sp. e Cercospora sp.. Vilela et al. (2010) trabalhando
com amostras de café arabica, isolaram 382 leveduras, sendo a maioria,
Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii e Rhodotorula mucilaginosa, todas
encontradas durante a fermentagao do café.

Ainda, Pardo et al. (2004) analisaram a microbiota e a presenga de OTA em
57 amostras de café (41 arabica e 16 robusta) coletadas de diversas regides do
mundo, os autores encontraram fungos do género Asperqillus, Penicillium, Fusarium
e Rhizopus, sendo os fungos Aspergillus segao Nigri os mais isolados nos dois tipos
de café (67,4% café arabica e 86,9% café robusta). A média de concentragado de OTA
analisada foi de 6,7 ug/kg, com valores variando de 1,3 a 31,5 ug/kg para café arabica
e 6,1 ug/kg com valores variando de 1,7 a 23,3 pg/kg para café robusta. Apenas 59,7%
das amostras tiveram uma concentragdo de OTA abaixo de 5 ug/kg (o limite
estabelecido para a Unido Europeia), ainda, foi determinado que amostras
provenientes da Africa apresentaram maiores niveis de OTA do que o café da Asia e
América.

Nganou et al. (2014) isolaram microrganismos de café processados pelas vias

seca e umida em diferentes estagios de crescimento. Na safra de 2010 isolaram 70%
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de Aspergillus spp. potencialmente produtores de OTA no café processado por via
seca, sendo 20% A. carbonarius, 35% Aspergillus niger e 6%
A. ochraceus. Ainda isolaram 60% de Aspergillus spp. em café processado por via
umida, destes 15% A. carbonarius, 40% A. niger e 2% A. ochraceus. Couto et al.
(2014), isolaram fungos de gréos de café cultivados no sistema orgéanico e tradicional,
utilizando 18 amostras, foram isolados 346 fungos que pertencem a 32 espécies e 14
géneros, dentre eles Aspergillus, Penicillium, Fusarium, entre outros, sendo isolado
A. flavus e A. ochraceus, fungos importantes por sua toxicidade. Do café cultivado no
sistema organico foi isolada uma maior variabilidade de fungos filamentosos, 12 das
32 espécies isoladas foram encontradas apenas no café cultivado no sistema organico
(Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus tamarii, Trichoderma
harzianum, Phoma sp., Bipolaris sp., Glomerella cingulata, Mucor hiemalis, entre
outros) mostrando que o cultivo organico permite maior riqueza na gama de espécies

isoladas em relacao ao cultivo tradicional.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os graos de café verde (Coffea arabica) foram cedidos pelo IAPAR (Instituto
Agronémico do Parana), situado na cidade de Londrina, Parana. A linhagem padrao
de Aspergillus ochraceus 40013 (ATCC 22947) produtora de OTA foi obtida no
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacao
Oswaldo Cruz localizado na cidade do Rio de Janeiro. As linhagens de
Aspergillus niger UEL, Aspergillus carbonarius 187 UEL e Asperqgillus westerdijkiae 91
UEL, também produtoras de ocratoxina A, foram cedidas pelo Laboratério de Biologia

Molecular da UEL (Universidade Estadual de Londrina).

4.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE GRAOS DE CAFE.

O isolamento dos microrganismos de 78 amostras dos grdos de café foi
realizado segundo Noonim et al. (2008) e Silva et al. (2000), com modificagdes. Para
o isolamento foram testados os seguintes meios de cultivo: Sabouraud (Acumedia,
USA) acrescido de antibiético Tetraciclina (200 ug/mL), para os fungos filamentosos;
meio TSA (Trypticase Soy Agar) (Acumedia, USA) para bactérias, meio Caseinato
nutritivo (Himedia, India) e Czapek-Dox (Himedia, India) para actinobactérias e os
meios YM (Yeast-Malt) (Acumedia, USA), DRBC (Dicloran Rosa Bengala
Cloranfenicol Base) (Himedia, India), M-Green (Laborclin, Brasil) para leveduras. Os
isolados foram depositados no banco biolégico do LabMicro (Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular) da Universidade Federal do Parana.

Em placa contendo meio de cultura para o isolamento dos microrganismos de
interesse foram depositados 4 graos de café em condi¢ces assépticas e incubadas
em camara BOD a 28°C +0,5°C, por 7 dias para fungos filamentosos, 2 dias para

leveduras e 24 horas para bactérias.
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FIGURA 2 - ISOLAMENTO DE BACTERIAS E FUNGOS NOS GRAOS DE CAFE

FONTE: O AUTOR (2015).
NOTA: ISOLAMENTO DE BACTERIAS (1) E ISOLAMENTO DE FUNGOS (2)

4.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

A identificacdo dos microrganismos foi realizada pela técnica de microcultivo
segundo Kern e Blewins (1999) para os isolados fungicos e actinobactérias. As
bactérias, actinobactérias e leveduras foram coradas pela coloracdo de Gram de
acordo com as técnicas de Koneman et al. (2008) e identificadas presuntivamente em

microscopio optico.

4.4 TESTES DE INIBICAO DE CRESCIMENTO DE FUNGOS PRODUTORES DE
OCRATOXINA A POR MICRORGANISMOS

4.4.1 Fungos

O antagonismo dos fungos isolados de graos de café foi realizado pelo método
da cultura pareada, chamado também de método do pareamento, que consiste no
confronto direto do provavel antagonista (isolados) com as linhagens padrdes de
Aspergillus sp., em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud (MARIANO 1993
apud LOPEZ, 2010). Ap6s o crescimento dos fungos por 5 dias em camara BOD a
28°C £0,5°C, discos de 7 mm foram retirados e colocados em meio agar Sabouraud,
entre o Aspergillus e o fungo isolado dos graos de café utilizou-se a distancia de 4 cm,

as placas foram incubadas por 7 dias em camara BOD a 28°C £0,5°C. O experimento
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foi realizado em quintuplicata e como controle negativo foram utilizadas placas
contendo apenas as linhagens padrdes de Aspergillus sp..
Para determinar a porcentagem de inibicdo do crescimento, foi medido o

didmetro das col6nias. Os célculos foram realizados de acordo com Edginton, Knew
__ (Dc—-Dt)

- Dc

e Barron (1971), pela seguinte férmula: PI(%) x100

Sendo Dt o diametro médio da colbénia da linhagem padrao de Aspergillus sp.
crescida na placa contendo o fungo testado e Dc o didmetro médio da colénia de

controle de Aspergillus sp..

4 4.2 Bactérias e leveduras

As leveduras foram inoculadas em placas contendo agar Sabouraud e as
bactérias em agar TSA, incubadas por 48 a 72 horas em BOD a 28°C e em seguida
transferidas para tubos contendo solugao salina 0,85% (NaCl 8,5¢g/L, agua destilada
1000mL/L) para obtengdo de suspensdes com concentragédo de 1,5x108 células/mL,
correspondente a solucdo 0,5 da escala de McFarland. Em placas de Petri
esterilizadas contendo agar Sabouraud a suspensao foi espalhada com o auxilio de
um swab estéril (NCCLS, 2003), e em seguida utilizando um vazador de rolhas, foi
retirado um disco de 7mm de diametro do centro de cada placa e inserido um disco
de meio agar Sabouraud contendo micélio das linhagens padrbes de Aspergillus apos
5 dias de incubagao em camara BOD a 28°C 1£0,5°C (ZHU et al., 2015). O experimento
foi realizado em quintuplicata e como controle negativo foram utilizadas placas
contendo apenas as linhagens padrées de Aspergillus. A avaliagdo foi realizada
através da medigdo do didmetro da coldnia da linhagem padrdo apos 7 dias de
incubagcdo em camara BOD a 28°C 10,5°C utilizando a equacdo postulada por
Edginton, Knew e Barron (1971) (item 4.4.1).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Uma Analise de Variancia (ANOVA), foi realizada segundo o delineamento
inteiramente casualisado (DIC) para todas as medigdes dos testes de inibigdo de
crescimento de Aspergillus sp. por leveduras e bactérias. Quando encontrada

significancia para o teste F, as analises foram complementadas com o teste de Tukey
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ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software ASSISTAT 7.6 2011 (SILVA,
1996).

A analise de ocratoxina A dos graos foi realizada pela Companhia Cacique de
Café Soluvel, também situado na cidade de Londrina, Parana. Para correlacionar a
concentragao de ocratoxina A encontrada nos graos de café com os fungos isolados
dos mesmos foi realizado o teste R de correlagao linear, onde R=0 significa que nao
ha correlagdo entre os dados, R= -1 significa que ha correlagdo negativa perfeita
(dados inversamente proporcionais) e R=1 significa que ha correlagao positiva perfeita
(dados diretamente proporcionais), utilizando o programa STATISTICA 8.0
(UDOVICIC et al., 2007).

4.6 IDENTIFICACAO POR BIOLOGIA MOLECULAR DOS MICRORGANISMOS
QUE APRESENTARAM ATIVIDADE INIBITORIA

A extragdo de DNA foi realizada segundo Badali et al. (2009). Para a
amplificagdo da regido de interesse para identificagdo de fungos filamentosos e
leveduras, foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores: ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC),
responsaveis pela amplificagao da regidao ITS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal. Para a
amplificagdo da regido de interesse para a identificacdo bactérias e actinobactérias
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores Fd1(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
e Rd1 (AAGGAGGTGATCCAGCC) responsaveis pela amplificagado da regido 16S do
DNA ribossomal (CHEN et al., 2011; MULE et al., 2004; GLASS; DONALDSON, 1995;
MALDONADO et al., 2005.).

Os fragmentos foram sequenciados no sequenciador automatico ABI 3500
(Applied Biosystems). A edicdo das sequéncias obtidas foi realizada com o auxilio do
pacote do programa Staden versdo 1.6 (BONFIELD et al., 2002). As sequéncias
obtidas foram alinhadas pelo programa MAFFT versao 7.0 e comparadas com outras
sequéncias existentes no banco de dados NCBI pelos programas MEGA versao 4.0
(TAMURA et al., 2006) permitindo a detecgao de similaridade de uma sequéncia
biolégica com sequéncias caracterizadas ja existentes. Para a analise das sequéncias
obtidas neste trabalho foi utilizado o programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) que
compara as sequéncias de nucleotideos com um banco de dados de sequéncias de

nucleotideos.
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4.7TESTE DE REDUCAO DA PRODUGAO DE OCRATOXINA A EM Aspergillus sp.

A realizagdo do teste de reducdo da toxicidade da OTA nas linhagens de
Aspergillus sp. foi realizada pelo método de plug-agar. Trés pequenas aliquotas
(plugs) da linhagem fungica foram retiradas apods o teste de inibicao (item 4.4), esta
amostra foi transferida a um tubo de ensaio onde foi adicionado 1,5mL de metanol,
esta suspensao ficou em repouso por uma hora no escuro, e em seguida foi
centrifugada a 4000 rpm. O liquido foi filtrado em 1a de vidro e evaporado em banho-
maria, a toxina foi ressuspendida com a fase moével utilizada no aparelho de CLAE,
agua acidificada 2%-acetonitrila (50:50) e filtrada novamente em filtro com poro de
0,22 ym. As amostras foram analisadas em aparelho de CLAE (ProStar 410, Varian,
EUA) com detector de fluorescéncia (modelo 363 série 00956), e os dados foram
expressos em nanogramas por litro (ng/L) (TANIWAKI et al., 2003; MASOUD E
KALTOFT, 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

5.1.1Isolamento de bactérias

Foram obtidos 2259 isolados bacterianos dos grédos de café que foram

agrupados pela sua macromorfologia em 23 morfotipos através da coloragao de Gram,
foi possivel identificar cocos (8,7%) e bacilos (91,3%) Gram positivos. (FIGURA 3)

FIGURA 3 - MICROMORFOLOGIA DAS BACTERIAS ISOLADAS DOS GRAOS DE CAFE, PELA
COLORACAO DE GRAM.

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: 1 - ISOLADO COCO GRAM POSITIVO E 2 - 6 ISOLADOS BACILOS GRAM
POSITIVOS. AUMENTO DE 1000X.

Os resultados condizem com Pagnoncelli et al. (2000), que isolaram 30
bactérias da polpa de café cereja fermentado, selecionando 10 destes isolados, foi
realizada analise de identificacdo morfolégica, onde encontraram bacilos e cocos
Gram positivos. Djossou et al. (2011), isolaram o Lactobacillus plantarum sp. um bacilo
Gram positivo de graos do café, esta bactéria, produtora de acido latico, se mostrou
capaz de inibir o crescimento do Aspergillus carbonarius. Silva' et al. (2008), isolaram

bactérias dos graos de café no inicio da sua fermentacao, e identificaram que 68%
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dos isolados eram bactérias, e destes 85,5% eram Gram positivos, sendo
majoritariamente bacilos.

Nayak et al. (2012), pesquisando bactérias relacionadas com a degradacao
da cafeina, isolou da polpa de café cereja, uma bactéria Gram positiva, identificada
microscopicamente como coco, a Brevibacterium sp., que foi capaz de degradar
cafeina. Mufioz Moreno et al. (2010), que testaram a capacidade de degradacao
biolégica da ocratoxina A pelas bactérias B. casei, B. linens, B. iodinum e
B. epidermidis. A degradacao bioldgica foi confirmada por analise de CLAE, onde a
ocratoxina A foi biodegradada através destes microrganismos para a sua forma menos
toxica, a ocratoxina a.

Vilela et al. (2010) isolaram microrganismos do café arabica processado pela
via semi-seca (onde a retirada da mucilagem é realizada por equipamentos).
Utilizando meios de cultura especificos para bactérias (agar nutriente e MRS(De Man,
Rogosa e Sharpe agar)), isolaram 286 bactérias, e assim como no presente trabalho,
a maioria das bactérias isoladas foram identificadas como Gram-positivas (214) e 72
Gram-negativas. Os autores isolaram as bactérias Enterobacter agglomerans,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus macerans e
Lactobacillus plantarum que s&o naturalmente encontradas no processo de
fermentacdo e em solo e plantas. Também foram isoladas as bactérias
Erwinia herbicola, Klebsiella pneumoniae e Lactobacillus brevis que sao pectinoliticas
e as bactérias Bacillus subtilis e Acinetobacter sp. que ja foram identificados em café
no Brasil.

Avallone et al. (2001) analisaram o0s microrganismos presentes na
fermentacdo do café. Foram isoladas as bactérias pectinoliticas Klebsiella ozaenae,
Erwinia herbicola, além das bactérias laticas Leuconostoc mesenteroides dextranicum
e Leuconostoc brevis naturalmente encontradas em fermentagao de vegetais. Outros
autores também avaliaram a presencga de bactérias durante a fermentacao do café,
sendo a maioria delas Gram-positivas como o encontrado no presente trabalho, Silva’
et al. (2008), isolaram 940 microrganismos em 22 dias de fermentacado. A maioria das
bactérias foram isoladas nos primeiros 8 dias, sendo 80,4% Gram-positivas
identificadas como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus macerans, Acinetobacter

sp., Bacillus polymyxa, Arthrobacter sp., Enterobacter agglomerans e Yersinia sp..
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5.1.2Isolamento de leveduras

Nao foi obtida nenhuma levedura em nenhuma das técnicas e condicbes
utilizadas. Sakiyama et al. (2000), em sua pesquisa isolou apenas 8% de leveduras,
em um total de 1042 microrganismos isolados, mostrando assim a dificuldade de se
isolar leveduras. A pesquisa relacionou os microrganismos isolados do grao de café
com os estagios de maturagdo do mesmo, e expds que quanto menor a maturagao do
grao, maior a populacao de bactérias e menor a de fungos filamentosos e leveduras.
Silva et al. (2000), mostraram que ha uma relagéo inversamente proporcional entre as
leveduras e as bactérias no grédo de café, ou seja, quando ha um aumento na
populacdo bacteriana, ha um declinio na populacdo de leveduras. Estes resultados
sdo confirmados com o presente estudo, que encontrou uma grande populagao de
bactérias, em contrapartida, nenhuma levedura foi isolada.

Pela dificuldade do isolamento de leveduras nas amostras de café verde,
foram utilizadas leveduras isoladas pelo presente grupo de pesquisa de graos de café
verde da safra de 2011, estas foram isoladas 2 meses apds a colheita. Trabalhos
importantes em relagdo ao isolamento de microrganismos logo apés a colheita dos
graos foram realizados por Silva et al. (2000). Os autores isolaram leveduras de graos
de café, trabalhando com graos que foram processados por via seca, 0s graos
permaneceram em terreiro por até 6 dias, onde ha pouca perda de umidade. Masoud
et al. (2004), isolaram leveduras de graos de café e encontraram que a maior parte
das leveduras isoladas eram do género Pichia, que estava presente durante a
fermentagcao e a secagem dos graos.

Silva et al. (2008)? isolaram leveduras do café utilizando o meio de DG18
(dicloran glicerol 18% agar). A contagem de leveduras foi elevada durante o periodo
de fermentacdo dos grdos e decaiu consideravelmente durante o periodo de
armazenagem. De 940 isolados, 202 eram leveduras, sendo a
Debaryomyces hansenii a mais isolada (42,6% dos isolados) e em seguida a
Pichia guilliermondi (20,6%). Também foram isoladas 18 outras espécies de leveduras
como, por exemplo, Pichia anomala, Pichia burtonii, Debaryomyces polymorphus,
Arxula adeninivorans e Pichia holstii. Pereira et al. (2014) isolaram leveduras do café
processado pela via umida. Durante as 48 horas de fermentacdo do café, foram
retiradas aliquotas do meio de fermentagao dos graos para a realizagao do isolamento

das leveduras. Foram isoladas 144 leveduras identificadas de acordo com o
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sequenciamento da regido ITS como Pichia fermentans, Pichia kluyveri,
Candida glabrata, Candida quercitrusa,Saccharomyces sp., Pichia guilliermondii,
Pichia caribbica e Hanseniaspora opuntiael, estas sdo frequentemente isoladas no
solo, frutas e arvores.

As leveduras utilizadas neste trabalho foram identificadas a partir do
sequenciamento da regidao ITS, sendo elas Pichia anomala, Pichia burtonii,
Pichia caribbica, Aureobasidium  pullulans, Pichia guilliermondii e

Cryptococcus heveanensis (TABELA 2).

TABELA 2 - LEVEDURAS ISOLADAS DOS GRAOS DE CAFE IDENTIFICADAS A PARTIR DO
SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS

Cddigo Identificacéo Tamanho do Homologia N° de acesso
fragmento (%) no GenBank
(pb)
CAT 111 Pichia anomala 593 99 KP638728
103 3 L1 Pichia anomala 570 99 KP638741
102 1L2B Pichia burtonii 443 99 N/D
102212 Pichia burtonii 432 97 KP638737
102 2 L1 Pichia burtonii 443 99 KP638729
102 1 L1 Pichia burtonii 403 99 KP638735
10221L3 Pichia burtonii 790 99 KP638736
CAT 211 Pichia caribbica 607 99 KP638738
102 3 L1 Pichia caribbica 607 100 KP638733
104 3 L1 Aureobasidium pullulans 582 98 KP638730
106 3 L2 Aureobasidium pullulans 582 99 KP638731
102 1 L2N Aureobasidium pullulans 535 99 KP638732
104 3 L2 Aureobasidium pullulans 584 99 KP638734
107 1 F1 Pichia guilliermondii 616 99 KP638727
102 3 L2 Cryptococcus heveanensis 585 98 KP638739

FONTE: O AUTOR (2015) _
NOTA: N/D LEVEDURA NAO DEPOSITADA NO GenBank.

A utilizagao da levedura Pichia anomala pode ser uma alternativa no controle
de fungos potencialmente toxigénicos em graos, pois esta tem a capacidade de
crescer em condi¢gdes de stress como pH alto e baixo, atividade de agua baixa e
condigdes anaerdbicas (FREDLUND et al., 2002; PASSOTH et al., 2005). Autores ja
analisaram a capacidade inibitéria desta levedura, como Olstorpe et al. (2012) que
avaliaram o potencial de inibigdo de P. anomala contra enterobactérias presente em
cereais armazenados em mini silos. Onze das treze bactérias testadas quando co-
inoculadas com a levedura tiveram seu crescimento inibido. Druvefors e Schnurer

(2005) estudaram a inibicdo de Penicillium roqueforti por P. anomala em trigo
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armazenado em mini silos em alta umidade. Foram inoculadas no trigo suspensdes
de 103 esporos/g de P. roqueforti e 10° UFC/g de levedura, estas foram armazenadas
em tubos de ensaio parcialmente vedados, para simular o escape de ar em silos de
larga escala, a fim de aumentar a umidade do ambiente. Apds incubagao a 25°C
encontrou-se que a levedura inibiu o fungo a niveis menores que 103UFC/g™". Boysen,
Bjorneholm e Schnurer (2000) utilizaram a Pichia anomala na inibicao de P. roqueforti,
P. carneum e P. paneum contaminantes de trigo. Utilizando um modelo experimental
de mini silo, e uma concentragdo de 10* UFC/g™! da levedura, co-inoculada com os
trés fungos observou-se um efeito inibitério da P. anomala, e quando utilizado a
concentragédo de 10° UFC/g™! ocorreu um efeito fungicida sobre os fungos.

Ha poucos relatos na literatura de analises sobre o potencial inibitorio de
Pichia burtonii, porém Druvefors e Schnurer (2005) durante os seus estudos de
leveduras capazes de inibir o P. roqueforti utilizaram a P. burtonii, que apos 14 dias
inoculada juntamente com o fungo, foi capaz de reduzi-lo de 105 UFC/g-' a menos que
103 UFC/g™.

A levedura Pichia guilliermondii ja foi testada na inibigdo de diversos fungos
em diversos alimentos, como nas analises de Droby et al. (1993) que efetuou testes
de inibicdo do fungo Penicillium digitatum, causador do mofo verde em citros.
Encontrando que a levedura foi capaz de diminuir a decomposigao dos frutos causada
pelo fungo em experimentos de escala piloto e larga escala em locais de
armazenamentos comerciais. Hashem e Alamri (2009) utilizaram leveduras na inibi¢ao
do fungo Botryodiplodia theobromae. O fungo B. theobromae é conhecido por ser o
causador de doencgas poés-colheita em varias frutas, como por exemplo, a goiaba.
Utilizando 5 leveduras, os autores observaram se as leveduras inibiam o crescimento
do fungo em lesbes causadas nas frutas, e encontraram que a levedura
P. guilliermondii inibiu em até 26,67% as lesbes comparado com o controle.

Paster et al. (1993) trabalhando com grdos armazenados, estudaram a
eficacia de P. guilliermondii na inibicao de Aspergillus flavus. Os graos entraram em
contato com a suspenséo de levedura a 107 e 10° células/ mL™" por 2 minutos, e em
seguida foi pulverizando uma suspensao do fungo, entédo avaliou se que o crescimento
de A. flavus na superficie dos graos de soja foi menor que o controle, resultando assim
na inibicao do fungo. Zhang et al. (2011) relataram a acao da levedura P. guilliermondii
contra o Boftrytis cinerea em magas em condigdes de armazenamento. As macgas

foram feridas e contaminadas com o fungo e ficaram por 1 minuto imersas em um
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tanque contendo uma suspensdo de 108 células/mL-' da levedura, os frutos foram
armazenados a 1°C e 95% de umidade relativa. Apés o periodo de 120 dias foi
avaliada a porcentagem de mofo cinzento onde a levedura reduziu de 45,3% (controle)
para 20% (teste).

A levedura Aureobasidium pullulans ja foi amplamente estudado na inibigao
de fungos contaminando frutas armazenadas, como nos estudos de Ippolito et al.
(2000) que testaram a capacidade inibitoria de A. pullulans contra Botrytis cinerea e
Penicillium expansum em macas. As frutas foram feridas, e nestas foram inoculados
os fungos patogénicos, entdo foram tratadas com suspensées da levedura a 6x107
UFC/mL™', sendo armazenadas a 24°C em 95% umidade por 14 dias. Foi avaliado o
crescimento dos fungos mostrando que a levedura € eficaz no controle de B. cinerea
e P. expansum, onde o crescimento destes foi de 11% e 33% respectivamente,
enquanto que no controle os fungos cresceram 100%. Lima et al. (1996) utilizaram a
levedura A. pullulans na inibicdo de B. cinerea e Rhizopus stolonifer, pulverizando
estes em morangueiros cultivados em tubos de plastico. O provavel antagonista foi
capaz de diminuir o crescimento dos fungos em temperaturas variando de 20°C a
33°C, reduziu em 78% o crescimento do R. stolonifer e 84% o B. cinerea, mostrando
que a agao inibitoria se deve a competicao por nutrientes.

Schena et al. (1999) analisaram a capacidade de A. pullulans contra
Penicillium digitatum, Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer em frutas.
Realizaram cortes em magas, grapefruit, uva e tomate cereja e inseriram nestas uma
suspensao de 5x104 esporos/mL"’ do fungo e uma de
1x10° células/mL", 1x107 células/mL" e 1x108 células/mL™"da levedura, as frutas foram
armazenadas a 20°C por 5 dias. A inibicdo de B. cinerea em magas foi significativa,
com reducgéo de 93% de reducao de podriddo, nas concentragdes 1x107 células/mL"
e 1x108 células/mL’. O A. pullulans reduziu a podriddo de
P. digitatum em grapefruit, B. cinerea, R. stolonifer e A. niger em uvas, e B. cinerea e
R. stolonifer em tomate cereja. Na menor concentragdo 1x108 células/ mL"a levedura
ainda foi capaz de reduzir o crescimento de B. cinerea em uva, tomate cereja, e de
A. niger e P. digitatum em grapefruit.

Ndo consta na literatura analises de inibicdo da levedura
Cryptococcus heveanensis, porém Chan e Tian (2005) trabalharam com uma levedura
do mesmo género, o Cryptococcus albidus. Os autores analisaram a agao da levedura

contra fungos patogénicos de macas (Monilinia fructicola,
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Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer). Foi analisada a interagdo da levedura
com as linhagens fungicas patogénicas em placas de Petri contendo meio agar suco
de maca, também foi analisada a interacdo entre os microrganismos in vivo onde
foram realizados cortes em macas e inoculados nestas suspensdes da levedura e do
fungo. Analisando a interagdo entre a levedura e os fungos, se observou pouca
adesao da levedura ao micélio do fungo, mostrando que a levedura C. albidus nao se
apresenta eficaz na inibicdo de fungos patogénicos.

Bautista-Rosales et al. (2013) utilizaram a levedura
Meyerozyma (Pichia) caribbica para inibir o fungo Colletotrichum gloeosporioides
isolados de mangas. Os microrganismos foram inoculados em mangas através de
feridas, para avaliar a inibigdo do fungo foi analisada a adesdo da levedura no
patdgeno. Os resultados mostraram que a levedura inibiu em 86,7% o dano causado
pelo fungo, se comparado ao controle. Ao comparar a inibicdo causada pela levedura
com a inibigdo gerada por um fungicida comercial (Benomyl 0,1) ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre as inibicdes. Na avaliacdo do parasitismo de
M. caribbica sobre o fungo, observou-se que esta se aderiu ao micélio do patégeno,
enquanto que o controle utilizado (Saccharomyces cerevisiae) nao se aderiu,
analisando esta interacdo em microscopio eletrénico, observou-se que a levedura
produziu entalhes nas hifas do fungo, gerando uma tensao nao letal sobre este. Sendo
assim, os autores indicam o  potencial inibitério da  levedura

M. caribbica no controle bioldgico do fungo C. gloeosporoides.

5.1.3 Isolamento de actinobactérias

Nao foi obtida nenhuma actinobactéria dos graos de café, outros trabalhos
relataram o isolamento de actinobactérias como o realizado por Dupont et al. (2014),
que estudou actinobactérias das esponjas marinhas (Phorbas tenacior) do género
Citricoccus, que ja foi também isolada de biorreatores, solo de deserto e sedimentos
marinhos.

Tan, Deng e Cao (2014), trabalharam com actinobactérias provenientes de
fezes de ruminantes, onde a maioria dos isolados pertencia ao género Streptomyces,
Amycolatopsis, Micromonospora, e Cellulosimicrobium, sendo estes capazes de
crescer em meio onde a unica fonte de carbono disponivel era pectina, celulose ou

xileno. Gonzalez et al. (2005) encontraram grande diversidade de actinobactérias
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presentes em liquens retirados de rochas, granito, florestas, entre outros. Destas, a
maior parte dos isolados pertencia aos géneros Micromonospora (40%) e
Streptomyces (36%). Actinobactérias estdo comumente presentes no solo, onde ficam
na presencga de fontes de proteina (SILVA, 2012). Porsani et al. (2013), isolaram 116
actinobactérias das areias de uma praia no Parana, e encontraram que 68% dos
microrganismos foram capazes de inibir o crescimento das linhagens patogénicas
testadas.

Tonial (2010), em suas analises, trabalhou com os microrganismos endofiticos
da aroeira, isolando um total de 128 fungos e 3 actinobactérias. Todas as
actinobactérias pertenciam ao género Streptomyces sp., que apresentou atividade
antimicrobiana frente a Candida albicans. Enquanto que Savi (2011) estudou os
actinobactérias endofiticas da planta Vochysia divergens (Cambara), onde foram
isoladas 18 actinobactérias, e destas 7 apresentaram atividade contra o fungo
Phyllosticta citricarpa na técnica de cultura pareada.

Até o momento ndo ha registro de isolamento de actinobactérias de gréos de

café.

5.1.4 Isolamento de fungos

Foi realizado o isolamento de fungos filamentosos provenientes de 78
amostras de graos de café, onde se observou o crescimento de 1795 isolados
fungicos, que foram analisados e classificados de acordo com a sua micromorfologia
e macromorfologia em 8 grupos. O género Aspergillus sp. foi 0 género com o maior
numero de isolados, totalizando 91,70%, seguidos de 8,30% isolados representantes
dos demais géneros (Mucor sp. e Rhizopus sp.) (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - FUNGOS ISOLADOS DOS GRAOS DE CAFE EM MEIO DE CULTURA AGAR
SABOURAUD INCUBADOS A 28°C £0,5°C POR 7DIAS.

Il 1

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: MACROMORFOLOGIA DE Aspergillus segao Nigri (1 e 2), Aspergillus segao Circumdati (3),
Aspergillus sp. (4, 5 e 6). FUNGOS DO GENERO Mucor sp. (7) e Rhizopus sp. (8).

Silva et al. (2008)', também encontraram um grande numero de fungos
filamentosos (263) sendo o género majoritario o Aspergillus sp. (112) nos graos de
café. O elevado numero de isolados fungicos, se comparado com bactérias e
leveduras, pode ser devido a diminuicdo da atividade de agua no decorrer das
analises, esta diminuicdo favorece o crescimento de fungos e dificultando o de
bactérias e leveduras. Rezende et al. (2013) relatam que no Brasil a espécie de
Aspergillus se¢ao Nigri tem sido isolada com maior frequéncia nos graos de café.

Os resultados de Silva et al. (2008)? também condizem com os resultados

encontrados no presente trabalho, que utilizando graos de café arabica, provenientes
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de Minas Gerais, isolaram fungos filamentosos no final da fermentagéo das amostras
e quando as amostras estavam com baixa atividade de agua, o total de fungos
isolados foi de 363, identificados como Aspergillus (132), Penicillium (101),
Cladosporium (44), Fusarium (15), Pestalotia (15) e Paecilomyces (13). Vilela et al.
(2010), trabalharam isolando e identificando a microbiota do café processado semi-
seco, onde os graos sao despolpados na horizontal por meio de equipamentos
especificos. Os fungos isolados primeiramente foram identificados
microscopicamente, seguido de técnicas de biologia molecular, onde a presencga de
fungos filamentosos foi maior no inicio da fermentacéo do café, e praticamente nula
no final do experimento, sendo totalizado um montante de 60 fungos, destes, a grande
maioria foram do género Aspergillus.

Bozza et al. (2009), isolaram fungos filamentosos de graos de café
provenientes da arvore e coletados no solo, observaram um grande numero de
isolados nas amostras da arvore (5393) em relagdo as amostras do solo (1523). Os
géneros identificados foram Absidia, Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Mucor,
Paecilomyces e Penicillium, sendo o Aspergillus o género com maior numero de
isolados. Relacionando-se estes resultados com a prova da xicara, observou-se que
0S graos que permanecem mais tempo em seus locais de origem, possuem uma
diminui¢gdo na qualidade da bebida.

De acordo com Pitt e Hocking (1997), os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium competem pelo substrato disponivel e usualmente apenas um dos géneros
€ encontrado predominantemente. Assim, pode-se explicar a grande ocorréncia de
fungos do género Aspergillus e nenhum isolado dos géneros Penicillium e Fusarium.
Os autores também postulam que a grande quantidade de A. niger e A. ochraceus
encontrada ocorre, pois, estas espécies sao xerofilicas, se desenvolvem em baixa
atividade de agua, ou seja, em condi¢cées de armazenamento.

Taniwaki e colaboradores (2014) analisaram a populacao fungicas em graos
de café deteriorados, a fim de encontrar fungos produtores de ocratoxina A e fungos
deterioradores dos graos. Trabalhando com amostras de café (normal, ardido, preto,
preto-verde e verde) provenientes do estado de Sdo Paulo e Minas Gerais, foram
isolados fungo utilizando os meios; agar extrato de levedura Czapeck (CYA) e agar
extrato de malte (MEA). Foram isolados os fungos Aspergillus carbonarius,
Aspergillus flavus, A. westerdijkiae, Aspergillus sydowii, Alternaria sp.,

Cladosporium  cladosporioides, Eurotium  chevalieri, Eurotium  repens,
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Eurotium rubrum, Eurotium spp., Fusarium equiseti, Fusarium lateritium,
Fusarium oxysporum, Fusarium semitectum, Fusarium spp., Mucor sp.,
Nigrospora sphaerica, Penicillium brevicompactum, Penicillium spp..

Ferreira et al. (2011) isolaram fungos de graos de café coletados na Bahia.
Encontrando os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo o fungo do género
Aspergillus o mais isolado. Foram isolados os fungos A. ochraceus, A. niger, A. flavus,
A. foetidus, A.tubingensis, A. auricomus, A. sojae e A. oryzae, os autores indicam que
0 maior risco de contaminagao dos graos e producao de OTA ocorre quando estes
entram em contato com o solo.

lamanaka e colaboradores (2014) relacionaram os microrganismos isolados
de graos de café com sua influéncia no sabor do produto final. Os fungos isolados
foram Penicillium brevicompactum, Penicillium sp., Aspergillus seg¢ao Nigri,
A. westerdijikiae e Fusarium lateritium, e ha uma relagao inversamente proporcional
entre a quantidade de fungos isolados e a avaliagao sensorial dos graos, ou seja,
quanto mais fungos foram isolados, menor € a qualidade da bebida. A presencga de
Aspergillus secao Nigri e A. westerdijkiae esta ligada ao produto de baixa qualidade,

com avaliagcao sensorial negativa e com graos mofados.

5.2 RELAGCAO DA CONCENTRACAO DE OCRATOXINA A ENCONTRADA NOS
GRAOS DE CAFE COM OS FUNGOS ISOLADOS DOS MESMOS

No apéndice 3 estdo presentes os resultados das analises da concentracao
de OTA realizados por CLAE das amostras de café. A concentragcéo de OTA nos graos
de café foi realizada pela Companhia Cacique de Café Soluvel, os dados foram
expressos em ug/kg, as concentragdes variaram de 0 a 9,64 ug/kg. Apos analisar os
resultados da concentracdo de OTA das amostras relacionando com os fungos
isolados das mesmas (total de 781 isolados da secgéo Nigri e 173 isolados da segao
Circumdati), foi encontrada a relacdo onde, quanto maior a populacdo de fungos
Aspergillus secao Nigri, menor foi o numero de isolados Aspergillus se¢ao Circumdati,
e consequentemente, menor a concentragdo de OTA encontrada nos graos de café.
Rezende et al. (2013), isolou Aspergillus sp. de graos de café e testou a capacidade
destes de produzir OTA e encontrou que os Aspergillus se¢cao Circumdati sao
potencialmente mais ocratoxigénicos em relagao ao

Aspergillus secao Nigri. Chalfoun e Batista (2006) analisaram a incidéncia de
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ocratoxina A em diferentes fragées de grdos de café arabica, e seus resultados de
concentragdo de OTA foram condizentes com os obtidos no presente estudo, onde a
grande maioria das amostras do fruto verde apresentaram uma concentragdo de
ocratoxina A menor que 5 ug/kg, ainda constataram que o Aspergillus ochraceus foi o
maior produtor de OTA, apresentando esta micotoxina em 95% dos isolados.

Batista et al. (2009), encontraram que a concentragao de OTA é maior em
café com baixa qualidade (varricao) (100 ug/kg), e neste foi isolado o maior numero
de fungos filamentosos (73% Aspergillus secao Nigri). Os
Aspergillus segao Circumdati estédo presente em maior quantidade nos graos de café,
sendo o Aspergillus ochraceus o maior produtor de OTA, enquanto que o Aspergillus

niger ndo apresentou potencial ocratoxigénico.

5.3 TESTE DE INIBICAO DE CRESCIMENTO DE FUNGOS PRODUTORES DE
OCRATOXINA A POR MICRORGANISMOS

5.3.1 Bactérias
Os testes de inibigao foram realizados com uma bactéria de cada morfotipo,

sendo 23 no total e em quintuplicata, pela técnica de crescimento radial. (FIGURAS 5
e 06).
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FIGURA 5 - TESTES DE INIBIGAO DE Asperyillus segéo Circumdati PELA BACTERIA
113-2 A1 (MORFOTIPO 14).

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM A BACTERIA 113-2 A1 FRENTE A Aspergillus
westerdjikiae (1) E Aspergillus ochraceus (3). CONTROLE Aspergillus westerdjikiae (2) E Asperqgillus
ochraceus (4) EM 7 DIAS A 28°C +0,5 EM MEIO AGAR SABOURAUD.
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FIGURA 6 - TESTES DE INIBICAO DE Aspergillus segéo Nigri PELA BACTERIA 113-2 A1
(MORFOTIPO 14)

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM A BACTERIA 113-2 A1 FRENTE A Aspergillus niger (1)
E Aspergillus carbonarius (3). CONTROLE Aspergillus niger (2) e Aspergillus carbonarius (4) EM 7
DIAS A 28°C 0,5 EM MEIO AGAR SABOURAUD.

As porcentagens de inibicdo calculadas variaram de 0% a 100%. As médias
das porcentagens de inibicdo foram 4558% para A. niger, 53,78% para
A. carbonarius 62% para A. ochraceus e 67,6% para A. westerdijkiae (GRAFICO 1 -
4). As medidas de inibicao segundo o teste estatistico de variancia foram significativas
(p<0,001), as inibigdes dos fungos A. ochraceus e A. westerdijkiae nao apresentaram
diferenca estatistica (APENDICE 1).

A porcentagem de inibicdo do Aspergillus carbonarius, foi de 53,78%,
mostrando resultados semelhantes com Jiang et al. (2014) que utilizando a bactéria
Bacillus subtilis analisaram a sua capacidade de inibir Aspergillus carbonarius,
utilizando uma suspensio de células na concentragédo de 1x108 (UFC)/mL-". Apds 5

dias da inoculagéo, observou-se uma significativa inibi¢ao (p< 0,05).
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Shi et al. (2014) testaram a capacidade inibitéria do B. subtilis contra
A. ochraceus e A. carbonarius utilizando a técnica de cultura dupla, onde a bactéria é
inoculada em um tergo do didmetro da placa e o fungo em dois tergos do didametro. A
porcentagem de inibicao encontrada foi de 30% para
A. ochraceus e 33,3% para A. carbonarius, esta inibicdo pode ter ocorrido por uma
competicdo aos nutrientes do meio, por espago ou por substancias inibitorias
difundidas pelo B. subtillis, segundo os autores.

Nos experimentos de Djossou et al. (2011), usando sete linhagens de
Lactobacillus plantarum, somente duas linhagens apresentaram grande potencial
inibitério, com zona de inibigdo entre 20 e 30 mm de didmetro para trés ensaios com
a linhagem de A. carbonarius testada. Estes dados condizem com os encontrados no
presente trabalho, mostrando que as porcentagens de inibigdo foram significativas (P
< 0,001) em ambos os trabalhos.

O fungo que teve uma menor inibicdo foi o Aspergillus niger (42,02%),
corroborando com o trabalho de Gerez et al. (2014) que postularam se bactérias
lacticas eram capazes de inibir A. niger. Inocularam no preparo de um pao a bactéria
Lactobacillus plantar um isolado do trigo e testaram se essa era capaz de inibir um
contaminante do pao o A. niger, encontrando uma porcentagem de inibicao de 24%.
Valério et al. (2009) trabalharam com bactérias laticas na inibicdo de fungos
contaminantes do trigo, A. niger, P. roqueforti, e Endomyces fibuliger. A interagao das
culturas foi avaliada em placas de microdiluigdo, encontrando que todas as bactérias
inibiram o E. fibuliger. Os produtos da fermentacéo das bactérias influenciaram no
crescimento de P. roqueforti, tendo porcentagens de inibicdo maiores que 65,52%.
Trés (3) das 17 bactérias ndo inibiram o  crescimento de
A. niger, os valores de inibicao variaram de 23,78% a 99,96%. Estes dados
corroboram com os obtidos no presente trabalho, mostrando que dentre varios fungos,
o A. niger apresentou pouca inibicdo (45,56%). Mela et al. (2011) estudaram as
interacbes que ocorrem durante a inibicdo fungicas, confrontando a bactéria
Collimonas fungivorans frente ao A. niger. A bactéria, presente no solo, sofreu um
confronto direto (antagonismo) com o fungo, inibindo visivelmente seu crescimento
pela placa do teste. Analisando as interagdes entre os microrganismos, observou-se
uma disputa por fontes de nitrogénio, ocorrendo um sequestro de NH3, diminuicdo do

pH e antibiose causada pela bactéria, inibindo assim a expansao das hifas. Estas



46

interagdes podem ter ocorrido durante os testes, gerando assim a inibigdo dos fungos
filamentosos.

A média da porcentagem da inibicao de Aspergillus westerdijkiae foi de 67,6%,
enquanto que Petchkongkaew et al. (2008) encontrou 34%, quando isolaram 23
bactérias de soja fermentada da Tailandia. Doze isolados inibiram o crescimento de
A. flavus e oito (8) inibiram o crescimento de A. westerdijiae. A bactéria identificada
como Bacillus licheniformis, foi capaz de inibir o A. westerdijkiae e o0
A. flavus, além de ser potente na degradacao da aflatoxina B1 e da OTA.

Sete bactérias testadas nesse trabalho ndao foram capazes de inibir o
A. carbonarius e o A. niger, estes resultados corroboram com os resultados obtidos
por Kapetanakou et al. (2012), pois os pesquisadores analisaram a capacidade
inibicdo de bactérias contra A. carbonarius, trabalhando com suspensdes de bactérias
nas concentragbes 102 e 10%° UFC/mL™', e atestaram que as bactérias ndo foram

capazes de inibir o crescimento de Aspergillus carbonarius.

GRAFICO 1 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DE A.westerdijkiae POR BACTERIAS.
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FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.



47

GRAFICO 2 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DE A.ochraceus POR BACTERIAS.
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FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.

GRAFICO 3 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DE A.niger POR BACTERIAS.
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FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.
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GRAFICO 4 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DE A.carbonarius POR BACTERIAS.
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FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.

As meédias dos diametros de inibigdo variaram de 0 cm a 8,3 cm, sendo que
ambos os fungos com menores diametros de inibicdo foram os A. niger e
A. carbonarius que nao foram inibidos pelas bactérias dos morfotipo 2, 7, 8, 10, 13, 15
e 17. Os maiores diametros de inibicdo foram realizados pelas bactérias dos
morfotipos 4 e 23, que inibiram totalmente o crescimento do fungo
A. ochraceus.

5.3.2 Leveduras

As leveduras isoladas de graos de café foram utilizadas para a realizagdo dos
testes de inibigdo, em quintuplicata (FIGURAS 7 e 8). As porcentagens de inibicao
calculadas variaram de 0% a 100%. As médias das porcentagens de inibicao foram
491% para A. niger, 53% para A. carbonarius 79,5% para
A. ochraceus e 78,3% para A. westerdjkiae. Apenas uma levedura nao foi capaz de
inibir o crescimento do A. carbonarius e A. niger (GRAFICO 5 — 8) revelando que
houve diferenca significativa em relagao as leveduras utilizadas na inibicdo dos fungos
(p<0,001).
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As porcentagens de inibicdo dos fungos A. westerdijkiae e A. ochraceus nao
se diferiram estatisticamente, assim como as inibigdes geradas pelas leveduras 104 3
L1 (Aureobasidium pullulans), 104 3 L2 (Aureobasidium pullulans) e 107 1 F1 (Pichia
guilliermondii), e as leveduras 103 3 L1 (Pichia anomala), CAT 1 L1 (Pichia anomala)
e CAT 2 L1 (Pichia caribbica) (APENDICE 2).

FIGURA 7 - TESTES DE INIBICAO DE Aspergillus se¢do Circumdati PELA LEVEDURA
Pichia anomala (CAT 1 L1).

FONTE: O AUTOR (2015)

NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM A LEVEDURA Pichia anomala (CAT 1 L1) FRENTE A
Aspergillus ochraceus (1) E Aspergillus westerdijkiae (3). CONTROLE Aspergillus ochraceus (2) E
Aspergillus westerdijkiae (4). O0S TESTES FORAM REALIZADOS EM MEIO AGAR SABOURAUD

POR 7 DIAS A 28°C +0,5.
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FIGURA 8 - TESTES DE INIBICAO DE Aspergillus segéo Nigri PELA LEVEDURA
Pichia anomala (CAT 1 L1)

FONTE: O AUTOR (2015)

NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM A LEVEDURA Pichia anomala (CAT 1 L1) FRENTE A
Aspergillus niger (1) E Aspergillus carbonarius (3). CONTROLE Aspergillus niger (2) E Aspergillus
carbonarius (4). 0S TESTES FORAM REALIZADOS EM MEIO AGAR SABOURAUD POR 7 DIAS A
28°C 0,5.
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GRAFICO 5 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DOS TESTES DE INIBICAO DE LEVEDURAS

CONTRA A.westerdijkiae.
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FONTE: O AUTOR (2015).
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GRAFICO 6 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DOS TESTES DE INIBICAO DE LEVEDURAS
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FONTE: O AUTOR (2015).
VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.
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GRAFICO 7 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DOS TESTES DE INIBICAO DE LEVEDURAS
CONTRA A.niger.
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FONTE: O AUTOR (2015).
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.

GRAFICO 8 - PORCENTAGENS DE INIBICAO DOS TESTES DE INIBICAO DE LEVEDURAS
CONTRA A.carbonarius
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FONTE: O AUTOR (2015).
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.
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As médias de inibigao variaram de 0 a 8,3 cm, as leveduras que apresentaram
maior média de inibicako foram as 103 3 L1 e CAT 1 L1
(Pichia anomala) inibindo totalmente o crescimento do A. ochraceus. Os fungos com
maior crescimento no teste de inibicdo foram os A. niger e
A. carborarius, sendo que estes nao foram inibidos apenas pela levedura 102 3 L2
(Cryptococcus heveanensis).

Diversas pesquisas corroboram com o presente estudo, como
Cubaiu et al. (2012), que trabalhou com leveduras de vinho utilizando 5 linhagens de
Saccharomyces cerevisiae e 2 de Kloeckera apiculata para testar seu potencial
inibitério contra o A. carbonarius. Todas as linhagens foram capazes de inibir o fungo,
sendo que a porcentagem de inibicdo foi acima de 65%. Uma linhagem de
S. cerevisiae foi a que mais inibiu o crescimento do fungo, além de inibir a produgao
de OTA em A. carbonarius e A. ochraceus, podendo ser utilizado como agente de
controle biolégico. Kapetanakou et al. (2012), pesquisaram o potencial de leveduras
na inibicdo de A. carbonarius, utilizando a técnica de pour-plate com suspensdes de
16 leveduras nas concentragdes 102 e 10° UFC/mL™". Os maiores indices de inibigdo
foram atingidos quando os pesquisadores trabalharam com uma suspenséo de 10°
UFC/mL" de leveduras e uma de 102 esporos/mL-' para A. carbonarius, obtendo
porcentagens de inibicdo de 61 a 93%.

Haggag e Abdall (2012) utilizaram as leveduras Streptomyces aureofaciens e
Rhodotorula glutinis isoladas de folhas de uvas no Egito para testar se estas eram
capazes de inibir o crescimento de A. niger e a sua produgdo de OTA. Foram
utilizadas cinco linhagens de A. niger, e o método utilizado foi o de difusdo em agar.
R. glutinis foi mais eficaz na atividade antifungica e na inibigdo da produgédo de OTA,
porém o S. aureofaciens também se mostrou eficaz nas analises realizadas.

Aspergillus ochraceus neste trabalho foi o fungo com maior média na
porcentagem de inibicao (79,5%), autores como Masoud e Kaltoft (2006) trabalharam
com a sua inibicao utilizando leveduras, e obtiveram resultados significativos, estes
isolaram as leveduras Pichia anomala, Pichia kluyveri e Hanseniaspora uvarum de
graos de café, e utilizam uma suspenséo de esporos nas concentragdes 104 e 10°
células/mL" para inibir o crescimento do A. ochraceus. Os autores encontraram que
todas as leveduras inibiram o fungo, as leveduras do género Pichia foram mais
eficazes na inibicdo de crescimento de A. ochraceus, e na inibicdo de producao de

OTA, sendo a Pichia anomala a melhor nos testes realizados.
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Ja Lotrakul et al. (2009) utilizando o método de disco difusdo, testou se os
extratos de leveduras, identificadas como Aureobasidium pullulans inibiram fungos do
género Aspergillus. Os extratos apresentaram atividade inibitéria contra
A. pullulans, A. terreus e A. flavus, mas nao foi capaz de inibir o A. niger, mostrando
que ha a dificuldade em inibir o crescimento do A. niger.

Estudo mostrou a capacidade inibitéria de leveduras (incluindo
A. pullulans) contra o A. carbonarius, Dimakopoulou et al (2008) isolaram estas
leveduras de uvas usadas na fabricagcao de vinho na Grécia. O teste de inibicdo
ocorreu em uvas colhidas, estas foram feridas e nos ferimentos foi inoculado o fungo
e a levedura, a avaliagdo da porcentagem de inibicao foi calculada 8 dias apds a
inoculagdo. As porcentagens de inibigdo variaram de 14% a 92%, estes dados séo
semelhantes com os obtidos no presente trabalho, porém o A. pullulans inibiu em 92%
o fungo, enquanto que neste trabalho a média das porcentagens de inibicao foi de
apenas 24,5%, mostrando que os mesmos microrganismos em ambientes diferentes
apresentam atividades diferentes.

Zhu et al. (2015), testaram a inibicdo de A. carbonarius e A. ochraceus
in vitro por leveduras. Utilizando 10 leveduras (dentre elas a P. anomala), foi
observado que 5 destas (Metschnikowia aff. fructicola, Pichia kluyveri,
Pichia fermentans, Candida zemplinina, Saccharomyses cerevisiae) foram capazes
de inibir o crescimento do fungos, sendo que o fungo A. carbonarius foi inibido por
todas as 5 leveduras, enquanto que o A. ochraceus foi inibido por apenas 3 leveduras,

indicando que diferentes fungos do mesmo género sao inibidos diferentemente.

5.3.3 Fungos

Os testes de inibicdo dos fungos do género Aspergillus potencialmente
produtores de OTA por fungos isolados dos graos de café foi realizado utilizando um
fungo de cada morfotipo identificado, em quintuplicata.
(FIGURA 9 e 10). Porém os fungos isolados dos graos de café nao foram eficazes na

inibicdo dos fungos do género Aspergillus.
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FIGURA 9 - TESTE DE INIBICAO DE Aspergillus carbonarius POR Aspergillus segéo Circumdati
(107 3 F3).

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM O FUNGO 107 3 F3 FRENTE A
Aspergillus carbonarius (1). CONTROLE Aspergillus carbonarius (2). TESTE REALIZADOS EM MEIO
AGAR SABOURAUD POR 7 DIAS A 28°C +0,5.

FIGURA 10 - TESTE DE INIBICAO DE Asperyillus ochraceus PELO FUNGO Mucor sp.
(176 1 B2)

FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: TESTES DE INIBICAO COM O FUNGO 176 1 B2 FRENTE A Aspergillus ochraceus
(1). CONTROLE Aspergillus ochraceus (2). TESTE REALIZADO EM MEIO AGAR SABOURAUD
POR 7 DIAS A 28°C #0,5.

Contudo, outros autores ja realizaram testes de inibicdo utilizando fungos
obtendo resultados positivos como Senthil et al. (2011) trabalharam com diversos
microrganismos, entre eles os fungos como Trichoderma harzianum e
Trichoderma viride para testar se estes eram eficazes na inibicdo de fungos que

causavam danos as uvas. Os fungos patogénicos isolados de uvas foram os
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Aspergillus carbonarius, Penicillium expansum e Fusarium moniliforme. Utilizando a
técnica de crescimento radial para analisar o antagonismo dos fungos testados
encontrou-se que o T. viride inibiu 10% o crescimento do A. carbonarius, 26,8% o
P. expansum e 88,8% o F. moniliforme, enquanto que o T. harzianum inibiu 82,3% o
A. carbonarius, 85,2% o P. expansum e 77% o F. moniliforme, mostrando assim o
potencial de certos fungos na inibicdo de fungos causadores de danos em plantas.

Enquanto que na pesquisa de Kogkaki et al. (2015) trabalhando com a inibicéo
de A. carbonarius por fungos nao ocratoxigénicos isoladas de uvas, os resultados
obtidos foram similares ao presente trabalho. Utilizando o método de cultura pareada
observa-se que ocorreu um mutuo antagonismo no confronto entre A. carbonarius e
Aspergillus sec¢ao Nigri e A. flavus. A maioria dos fungos, assim como neste trabalho,
nao inibiram o crescimento do A. -carbonarius, como é o caso do
Penicillium spinulosum, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Cladosporium spp.
e B. cinerea inoculados a 25°C.

Valero et al. (2007) isolaram fungos de uvas e testaram estes contra linhagens
de Aspergillus pelo método da cultura pareada. A uma atividade de agua de 0,97 o
Aspergillus carbonarius foi inibido por Trichoderma harzianum,
A. alternata, Cladosporium herbarum, Penicilllum decumbens e Penicillium
Janthinellum, sendo que fungos do género Trichoderma ja séo conhecidos por produzir
metabalitos antifungicos (NAMPOOTHIRI et al., 2004). Magan et al. (2010) analisaram
a inibicdo de A. carbonarius  por  fungos  (Cladosporium  sp.,
Epicoccum nigrum, Aspergillus segao Nigri, B. cinerea, Alternaria alternaria e
Phoma sp.) isolados de uvas em diferentes temperaturas. Encontraram que a 30°C
nenhum fungo inibiu o crescimento de A. carbonarius e a 25°C e 20°C, os fungos
cresceram sem interacdo. Estes resultados mostram a dificuldade de inibir o
crescimento de fungos ocratoxigénicos com fungos nao ocratoxigénicos.

A escassez de trabalhos mostrando a interacdo entre fungos né&o
ocratoxigénio com fungos ocratoxigénicos € grande, ha a falta de pesquisas
relacionando estes dois grupos de fungos, justificando assim a caréncia de discussodes

sobre este topico.
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5.4TESTE DE REDUCAO DA PRODUCAO DE OCRATOXINA A EM ESPECIES DE
Aspergillus

Foi realizado o teste de redugéo da produgédo de OTA em Aspergillus sp. com
13 linhagens de leveduras. As porcentagens de redugéo da producgao variaram de 0%
a 100%, sendo que a levedura que mais reduziu a produg¢ao de OTA foi a P. burtonii,
e o fungo que teve sua producdo de OTA mais reduzida foi o
A. westerdijkiae. As médias de redugcdo da produgdo foram 83% para
A. westerdijkiae, 57% para A. ochraceus, 77% para A. niger e 78% para
A. carbonarius (GRAFICO 9 — 12).

Gil-Serna et al. (2011) analisaram a producao de OTA por Aspergillus secéao
Circumdati isolados de varios alimentos. A producdo de OTA por
A. ochraceus isolado de pimenta vermelha foi de 12,1ug/L, enquanto que do A.
westerdijkiae variou de 17,55 a 1183,8 pg/L, sendo que o A. westerdijkiae isolado do
café do Brasil produziu 77 ug/L de OTA.

Kapetanakou et al. (2012) analisou a detoxificagdo de OTA por leveduras e
bactérias. Encontrou que as leveduras reduziram em até 65% da OTA presente nas

analises, enquanto que as bactérias reduziram de 2 a 25%.

GRAFICO 9 - PORCENTAGENS DE REDUGAO DA PRODUGAO DE OTA DE A. westerdijkiae POR
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GRAFICO 10 - PORCENTAGENS DE REDUGAO DA PRODUGAO DE OTA DE A. ochraceus POR

Porcentagem (%) de redugao de produgéo de
OTA de A. ochraceus por leveduras
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NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE

ENTRE SI.

GRAFICO 11 - PORCENTAGENS DE REDUGAO DA PRODUGAO DE OTA DE A. niger POR

Porcentagem (%) de redugao de produgéo de

OTA de A. ochraceus por leveduras
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GRAFICO 12 - PORCENTAGENS DE REDUGCAO DA PRODUGCAO DE OTA DE A. carbonarius POR

LEVEDURAS
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FONTE: O AUTOR (2015)
NOTAS: OS VALORES SEGUIDOS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ESTATISTICAMENTE
ENTRE SI.

Masoud e  Kaltoft (2006) encontraram que as leveduras
P. anomala e P.kluyveri sdo capazes de prevenir a producdo de OTA (niveis nao
detectaveis) por A. ochraceus quando estes foram co-inoculados. Cubaiu et al. (2012)
testaram a atividade de detoxificagdo da OTA produzida por A. carbonarius e
A. ochraceus utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae. O controle do fungo
A. carbonarius produziu 0,3 +0,1 pyg/mL™', e quando este era co-inoculado com a
levedura estas inibiram completamente a produgao de OTA.

Patharajan et al. (2011), trabalhando com 6 leveduras, dentre elas a
P. guilliermondii onde foi avaliada a degradagao de OTA em diferentes temperaturas.
P. guilliermondii degradou a OTA a 25°C com porcentagens de inibigdo variando de
17,8% (24 horas de incubacgao da levedura com OTA) 49,3% (15 dias de incubagao),
enquanto que a 30°C as variagdes foram de 18,4% (24 horas de incubagéo) a maior
porcentagem de 65,3% (15 dias de incubagdo), mostrando que 30°C foi a temperatura
6tima para a degradacao de OTA para P. guilliermondii. Fiori et al. (2014) obtiveram
dados semelhantes aos deste trabalho onde, utilizando 4 leveduras que ja haviam sido
estudadas como sendo inibidoras do crescimento de P. expansum analisaram se

estas reduziam a concentracdto de OTA em suco de uva. As leveduras
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Candida intermedia, Cyberlindnera jadinii, Lachancea thermotolerans e
Candida friedrichii cresceram em suco de uva contendo OTA a 20ng/mL, e
C. intermedia reduziu em 73% a OTA do suco, enquanto que
L. thermotolerans e C. friedrichii reduziram em 75% e 70% respectivamente. As
médias de reducdo encontradas no presente trabalho (83%, 57%, 77% e 78%) se
assemelham ao trabalho anteriormente citado, mostrando o potencial de leveduras na
reducdo de OTA.

De Felice et al. (2008) testaram o potencial de A. pullulans na degradagao da
OTA in vitro produzido pelos fungos A. carbonarius e Aspergillus segao Nigri.
Primeiramente as leveduras foram inoculadas em um meio de cultura contendo
0,8 ug/mL de OTA, todas as leveduras reduziram a toxina em mais de 50%, assim
como no presente trabalho (com excegdo da amostra 104 3 L2 inibindo o fungo
A. ochraceus). Quando as leveduras foram co-inoculadas em uvas com o fungo, as
leveduras inibiram de 70% a 75% a ocratoxina A, a degradacgao foi confirmada pela
presenca do OTa e L-B-phenilalanina, que sao produtos da degradacao de OTA.

Schatzmayr et al. (2003), analisaram a detoxificagdo da OTA pelas leveduras
dos géneros Trichosporon, Rhodotorula e Cryptococcus. Estas foram inoculadas em
meio contendo OTA, observando a detoxificacdo da toxina que variou de 40 a 100%
a 25°C e de 80 a 100% a 35°C, os autores relataram que ela € mais degradada a 35°C
do que a 25°C, indicando que os resultados do presente trabalho poderiam ser ainda
mais expressivos se os testes fossem conduzidos a uma temperatura superior a
temperatura utilizada.

Nao consta na literatura até o momento dados sobre a reducédo da produgao

de OTA pelas leveduras P. burtonii, P. caribbica e C. heveanensis.
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6. CONCLUSOES

Foram isolados fungos filamentosos e bactérias Gram-positivas de graos de
café verde. Comparando os fungos isolados do género Aspergillus seg¢ao Nigri,
Aspergillus secdo Circumdati com a concentracdo de OTA analisada nos graos de
café, encontrou-se que a populagao dos fungos negros, inibe o crescimento dos
fungos marrons, e esta inibigao ira acarretar na diminuigdo da concentragao de OTA
nos graos. Os microrganismos isolados de graos de café verde possuem potencial
inibitério frente a fungos do género Aspergillus produtores de ocratoxina A. As
bactérias e leveduras utilizadas apresentaram potencial na inibicdo do crescimento de
A. ochraceus, A. westerdijkiae, A. carbonarius e A. niger, sendo o A. westerdijkiae o
mais inibido. Os fungos isolados de grédos de café ndo apresentaram atividade
inibitéria frente aos do género Aspergillus produtores de OTA, sugere-se realizar
novos testes com outras metodologias para a confirmacgao destes resultados. Foram
identificadas as leveduras Pichia anomala, Pichia burtonii, Pichia caribbica,
Pichia guilliermondii, Aureobasidium pullulans e Cryptococcus heveanensis isoladas
dos graos de café, nas analises de reducao da producao da toxina encontrou-se que
a maioria das leveduras reduziu a producdo de OTA em até 100%. Estes dados
mostram o potencial dos microrganismos isolados neste trabalho como possiveis

agentes no controle de espécies de Aspergillus.
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APENDICE 1 - ANALISE ESTATISTICA DOS TESTES DE INIBICAO DOS
FUNGOS DO GENERO Aspergillus sp. POR BACTERIAS.

76

ASSISTAT Versao 7.7 beta (2015) — Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de A. S. e Silva DEAG-CTRN-UFCG — Atualiz.06/01/2014

Arquivo temporario Data 11/02/2015 Hora 20:45:52
EXPERIMENTO FATORIAL

QUADRO DE ANALISE
FV GL SQ QM F

Fator1(F1) 22 2296.96936 104.40770 324.7300 **
Fator2(F2) 3 837.66090 279.22030 868.4342 **
Int. FIXf2 66 602.88976 9.13469  28.4108 **

Tratamentos 91 3737.52002 41.07165 127.7415**
Residuo 368 118.31992 0.32152
Total 459 3855.83994

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns n&o significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

22 368 1.8676 324.73 <0.001
3 368 3.8208 868.4343 <0.001
66 368 1.4899 28.4108 <0.001
91 368 1.4188 127.7415 <0.001

Fator 1 = Bactérias
Fator 2 = Fungos

MEDIAS E MEDIDAS 12 0.81000 f
Médias do fator 1 13 5.85250 ab
14 0.73750 f
1 0.49000 f 15 5.40400 b
2 5.86000 ab 16 4.17500 c
3 2.87500 de 17 5.41000 b
4 0.53750 f 18 0.85500 f
5 0.85500 f 19 0.51000 f
6 0.32500 f 20 0.54500 f
7 6.45500 a 21 2.84750 de
8 5.64000 b 22 3.01750 d
9 3.67750 c 23 0.44750 f
10 5.95250 ab
11 2.23000 e dms = 0.65179



Médias do fator 2

1.48548 c
1.56565 ¢
4.51565 a
3.83609 b

A ON -

dms=  0.19268
MEDIAS DE INTERACAO

Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B

A

B1 B2 B3 B4
A1 0.29001la 0.0600 Fa 0.9500 Da 0.6600 Fa
A2 3.7000 abcB 3.1400 bcB  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A3 0.2400Ic  0.4400 Fc 6.6600 Ba 4.1600 Cb
A4 0.1800lab 0.0000 Fb  1.0500 Da  0.9200 Fab
A5 0.5800 hiA  0.5600 Fa  1.3300 Da  0.9500 Fa
A6 0.14001a 0.2800 Fa 0.4800 Da  0.4000 Fa
A7 43400 Ab 48800 Ab  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A8 2.8500 bcdeB 3.1100 bcB  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A9 2.4000 cdefC 3.5000Bb  6.0700 Ba  2.7400 deBC
A10 3.7100abB 3.5000 Bb  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A11 1.2600 fghiC 0.9600 defC 2.7700 Cb  3.9300 cdA
A12 0.5800 hiA 0.5600 Fa  1.1600 Da  0.9400 Fa
A13 3.3000 abcdB 3.5100 Bb  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A14 0.6800 hiAB 0.2200 Fb  1.2600 Da  0.7900 Fab
A15 2.4360 bcdefB 2.5800 bcB  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A16 1.8500 efghC 2.0100 cdeC 7.2000 abA  5.6400 Bb
A17 2.2000 defgB 2.8400 bcB  8.3000 Aa  8.3000 Aa
A18 0.3700 Ibc 0.1400 Fc  1.6200 cdA  1.2900 Fab
A19 0.2700la 0.2800 Fa 0.8200 Da  0.6700 Fa
A20 0.3100la 0.2400Fa 0.8700 Da  0.7600 Fa
A21 1.0300 ghiC 2.1700cdB 6.6400 Ba 1.5500 efBC
A22 1.0700 ghiC 0.8000 efC 6.2000 Ba  4.0000 cdB
A23 0.38001la 0.0000 Fa 0.6800Da 0.7300 Fa

dms para colunas = 1.3036 dms paralinhas = 0.9241
Classific.c/letras mintusculas Classific.c/letras maiusculas

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
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de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 2.84822
Ponto médio = 4.15000

CV% = 19.91

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.79793 0.00000 Nao

DADOS

20 .20 .35 .40 .30

0.00 .10 0.00 .20 0.00
95 95 .85 1.10 .90

.80 .60 .60 .70 .60

3.40 3.90 4.20 3.40 3.60
3.10 3.10 3.90 2.80 2.80
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
0.00 40 .50 .20 .10

40 1.10 .40 .30 0.00

8.30 8.30 3.90 4.50 8.30
8.30 1.90 2.00 4.30 4.30
.40 0.00 0.00 .50 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.35 .90 .90 1.00 1.10
1.15 1.00 .85 .80 .80

1.00 .30 .50 .50 .60

40 .70 .50 .70 .50

1.30 1.45 1.30 1.30 1.30
.80 .60 1.05 1.20 1.10
.35 0.00 .35 0.00 0.00
0.00 .60 .40 .40 0.00

0.00 1.10 0.00 1.30 0.00
.60 0.00 .70 .70 0.00

5.80 4.10 3.90 3.80 4.10
4.70 5.70 4.60 4.70 4.70
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
295 285 2.85 2.40 3.20
3.75 2.80 2.80 3.10 3.10
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
1.90 2.60 2.50 2.50 2.50
3.60 3.40 3.50 3.60 3.40

5.80 5.55 5.40 5.30 8.30
2.55 2.70 2.80 2.70 2.95
4.05 3.70 3.80 3.30 3.70
3.60 3.70 3.30 3.60 3.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
1.15 1.40 1.30 1.45 1.00
.80 1.20 1.05 .95 .80

2.80 2.30 2.80 3.00 2.95
3.60 4.05 3.90 4.10 4.00
.70 .50 .80 .20 .70

.70 .70 .70 .30 .40

.90 1.30 1.10 1.20 1.30
.90 .70 1.10 1.00 1.00
3.30 3.30 3.30 3.30 3.30
3.60 3.30 3.70 3.45 3.50
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
.70 .60 .70 .80 .60

30 .20 .20 .20 .20

1.30 1.30 1.20 1.30 1.20
90 .70 .80 .70 .85

240 2.00 2.40 2.68 2.70
2.50 2.60 2.60 2.80 2.40
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
1.40 2.70 1.80 1.55 1.80
.90 2.80 2.00 2.00 2.35
8.30 7.80 6.50 6.30 7.10
6.30 4.30 7.30 7.00 3.30
2.20 3.30 1.40 2.30 1.80
3.30 2.30 2.30 3.00 3.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
30 .35 .50 .35 .35

0.00 .30 .20 .20 0.00



1.10 1.50 2.15 1.50 1.85
1.10 1.35 1.35 1.40 1.25

.35
.20
.80
.70
40
.30
.95
.70
50

10
40
.75
.85
0.00
.20
.80
.70
.60

.30
.25
.85
.75

45

.30
.90
.80
.75

.30 .30
25 .30
.75 .95
.35 .70

40 .30

20 .20
.90 .80
.80 .80
.50 2.80

1.95 2.05 2.30 2.00 2.55
8.30 8.30 4.00 8.30 4.30

OBSERVAGCAO
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1.30 1.20 1.30 2.40 1.55
.90 .70 1.55 1.00 1.20
40 .60 .90 .80 1.30
5.80 6.30 5.80 5.80 7.30
3.80 4.30 4.30 3.80 3.80
.60 .30 .20 .50 .30
p.393 0.00 0.00 0.00
0.00

.75 60 .70 .70 .65
.70 .75 .80 .70 .70

O Assistat nao é responsavel por resultados inconsistentes
de analise de dados que n&o atendem as exigéncias da ANOVA
Antes da analise o usuario deve verificar se ela se aplica
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Arquivo ANOVA _LEVEDURAS.txt Data 11/02/2015 Hora 19:47:40

EXPERIMENTO FATORIAL
QUADRO DE ANALISE
FV GL SQ QM F

Fator1(F1) 14 546.69598 39.04971  364.2482 **
Fator2(F2) 3 755.62303 251.87434 2349.4353 **
Int. FIXf2 42 340.30018 8.10239  75.5775**

Tratamentos 59 1642.61919 27.84100 259.6955 **
Residuo 240 25.72952 0.10721
Total 299 1668.34871

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns n&o significativo (p >= .05)

GL GLR F-crit F p

14 240 2.1462 364.2482 <0.001
3 240 3.8539 2349.435 <0.001
42 240 1.6496 75.5775  <0.001
59 240 1.5558 259.6955 <0.001

Fator 1 = Leveduras
Fator 2 = Fungos

MEDIAS E MEDIDAS

Médias do fator 1 13 3.50500 cd
14 0.65000

1 1.61000 g 15 0.70750

2 2.82000 e

3 3.70250 bc dms = 0.35459

4 2.19400 f

5 3.31000 d Médias do fator 2

6 0.86500 hi

7 1.10950 h 1 0.81547 ¢

8 4.69500 a 2 0.93613 ¢

9 0.72350 i 3 4.23840 a

10 3.51250 cd 4 3.83320 b

11 3.53750 cd

12 3.89500 b dms = 0.13822

MEDIAS DE INTERACAO
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Fator 1 x Fator 2 (AxB)

B

A

B1 B2 B3 B4
A1 0.4200deC 0.3200fgC 3.4600 Ea 2.2400 Fb
A2 0.9000 bcdC 0.6800 defgC 5.4800 Da 4.2200 Eb
A3 1.2200 abcD 1.8200 Ac 5.4100 Db  6.3600 bcA
A4 0.8260 bcdC 1.0800 bcdeC 4.0200 Ea 2.8500 Fb
A5 0.9200 abcdC 1.2600 abcdC 6.4800 Ca 4.5800 Eb
A6 0.6300 cdeA 0.8600 cdefA 0.9300 Ga 1.0400 Ga
A7 0.8960 bcdA 1.0320 bcdeA 1.2500 fgA 1.2600 Ga
A8 0.9400 abcdB 1.2400 abcdB 8.3000 Aa  8.3000 Aa
A9 0.0000Eb 0.1000 Gb 1.3660 fgA 1.4280 Ga
A10 1.6200 Ab 1.4200 abcB 5.4300 Da 5.5800 Da
A11 1.4700abB 1.5200 abcB 5.4900 Da 5.6700 cdA
A12 1.4600 abC 1.7000 abC 5.9000 cdB 6.5200 Ba
A13 0.5600 cdeC 0.6000 defgC 7.4000 Ba 5.4600 Db
A14 0.0400 Ec 0.0200 Gc 1.7100 Fa 0.8300 Gb
A15 0.3300deB 0.3900 efgB 0.9500 Ga 1.1600 Ga
dms para colunas = 0.7092 dms paralinhas = 0.5353

Classific.c/letras minusculas Classific.c/letras maiusculas

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

MG = 2.45580 CV% =13.33

Ponto médio = 4.15000

Normalidade dos dados (alfa = 5%)

Teste (Estatistica) Valor p-valor Normal
Shapiro-Wilk (W) 0.81490 0.00000 Nao




DADOS

50 .40 .60 .40 .20
40 .30 .30 .30 .30
3.80 3.50 3.80 3.60 2.60
2.30 2.30 2.60 1.80 2.20
90 .90 .90 .90 .90
40 50 .80 .75 .95
6.30 5.80 5.80 6.20 3.30
4.30 4.00 4.30 4.80 3.70
1.30 1.40 1.30 .80 1.30
1.60 1.60 1.80 2.10 2.00
5.80 5.80 5.75 5.10 4.60
6.30 6.80 6.30 5.80 6.60
.83 1.10 .70 .80 .70
1.10 1.20 1.00 1.00 1.10
4.25 4.20 3.80 4.05 3.80
2.95 2.80 2.80 2.80 2.90
.90 1.00 .90 .90 .90
1.30 1.30 1.20 1.30 1.20
6.70 6.30 6.80 6.30 6.30
4.80 5.20 4.80 4.50 3.60
.75 .60 .60 .60 .60
.80 .80 .90 .90 .90
.95 90 .90 .90 1.00
.90 1.00 1.40 1.00 .90
90 .80 .90 .73 1.15
1.10 1.10 1.00 1.00 .96
1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
1.30 1.30 1.30 1.20 1.20
1.10 1.00 1.00 .90 .70
1.35 1.30 1.20 1.30 1.05
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8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
8.30 8.30 8.30 8.30 8.30
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
.50 0.00 0.00 0.00 0.00
1.35 1.30 1.60 1.15 1.43
1.43 1.35 1.65 1.46 1.25
1.70 1.70 1.20 1.50 2.00
1.00 1.30 1.80 1.60 1.40
5.50 5.30 5.45 5.40 5.50
5.10 5.90 5.30 6.30 5.30
2.00 2.00 1.30 1.10 .95
1.45 1.55 1.60 1.60 1.40
5.35 5.80 5.60 5.10 5.60
5.50 6.30 5.80 5.40 5.35
.90 1.80 1.60 1.00 2.00
1.60 1.40 2.30 2.10 1.10
5.50 6.00 5.90 6.30 5.80
8.30 5.60 5.80 6.10 6.80
.60 .50 .50 .60 .60

.80 .30 1.00 .40 .50

7.80 7.30 7.30 7.30 7.30
5.50 5.00 5.60 5.70 5.50
0.00 0.00 0.00 0.00 .20
0.00 0.00 0.00 .10 0.00
1.85 1.80 1.80 1.80 1.30
1.05 .80 .80 .90 .60

20 .40 .35 .40 .30

.30 .40 .35 .40 .50

.80 1.00 .90 .90 1.15

p.393 1.30 1.30 1.00

1.20

OBSERVACAO

O Assistat ndo é responsavel por resultados inconsistentes
de analise de dados que nao atendem as exigéncias da ANOVA
Antes da analise o usuario deve verificar se ela se aplica



APENDICE 3 - CONCENTRAGAO DE OTA EM pg/kg DETECTADA NAS
AMOSTRAS DE CAFE EM RELAGAO AOS ISOLADOS FUNGICOS
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continua
Amostra Total de Aspergillus Aspergillus secao  Concentragao Relacao
isolados segao Nigri Circumdati de OTA (ug/kg)  Aspergillus
segao Nigril
Circumdati
111 17 15 2 3 15/2
112 19 17 2 2 17/2
113 6 6 0 2 6/0
114 1 1 0 3 1/0
115 13 12 1 3 12/1
116 0 0 0 2 0/0
117 12 11 1 2 111
118 6 4 2 3 4/2
119 14 14 0 2 14/0
120 0 0 0 2 0/0
121 14 13 1 2 13/1
122 17 10 7 2 10/7
123 17 12 5 2 12/5
124 5 3 2 2 3/2
125 24 13 11 2 13/11
126 6 5 1 3 51
127 20 15 5 3 15/5
128 11 10 1 2 10/1
129 4 4 0 2 4/0
130 12 12 0 3 12/0
131 2 1 1 3 11
132 11 11 0 2 11/0
133 4 4 0 3 4/0
134 14 9 5 2 9/5
135 8 5 3 1 5/3
136 12 11 1 4 111
137 11 8 3 6 8/3
138 16 12 4 0,42 12/4
139 12 10 2 N.D. 10/2
140 15 11 4 0,17 11/4
141 18 12 6 N.D. 12/6
142 11 9 2 N.D. 9/2
143 13 12 1 0,18 12/1
144 20 17 3 N.D. 17/3
145 14 11 3 N.D. 11/3
146 11 10 1 0,19 10/1
147 15 13 2 0,29 13/2
148 15 13 2 N.D. 13/2
149 7 7 0 N.D. 7/0
150 5 4 1 0,35 4/1
151 11 10 1 N.D. 10/1
152 11 11 0 N.D. 11/0
153 9 7 2 1,15 7/2
154 9 9 0 N.D. 9/0
155 1 1 0 N.D. 1/0
156 15 11 4 N.D. 11/4
157 6 6 0 N.D. 6/0
158 8 8 0 N.D. 8/0
159 8 8 0 0,3 8/0
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concluséo
Amostra Total de Aspergillus Aspergillus se¢cao  Concentracdo de Relacao
isolados secgao Nigri Circumdati OTA (ug/kg) Aspergillus
secao Nigril
Circumdati
160 11 9 2 0,17 9/2
161 7 6 1 N.D. 6/1
162 14 14 0 N.D. 14/0
163 13 12 1 N.D. 12/1
164 12 11 1 N.D. 11/1
165 23 16 7 0,63 16/7
166 13 12 1 1,5 12/1
167 4 4 0 0,58 4/0
168 9 8 1 9,64 8/1
169 13 13 0 N.D. 13/0
170 15 11 4 N.D. 11/4
171 14 13 1 N.D. 13/1
172 13 11 2 N.D. 11/2
173 13 12 1 0,26 12/1
174 13 12 1 0,26 12/1
175 13 12 1 0,4 12/1
176 18 12 6 N.D. 12/6
177 17 15 2 N.D. 15/2
178 7 7 0 0,29 710
179 15 12 3 N.D. 12/3
180 18 14 4 2,14 14/4
181 18 15 3 N.D. 15/3
182 11 8 3 N.D. 8/3
183 13 9 4 N.D. 9/4
184 16 12 4 N.D. 12/4
185 18 12 6 0,46 12/6
186 22 14 8 N.D. 14/8
187 15 13 2 N.D. 13/2
188 18 13 5 N.D. 13/5
189 18 11 7 1,68 11/7




