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RESUMO: Os frutos de café produzidos de forma orgénica ou convencional estdo sujeitos a contaminagdo de diversas
espécies de fungos que podem estar relacionados a méa qualidade da bebida e a producdo de micotoxinas. Realizou-se este
estudo para identificar a biodiversidade de fungos filamentosos isolados nos graos de café produzidos em fazendas organicas
e convencionais de uma mesma localidade. Das 15 amostras analisadas, foram identificados 212 isolados, pertencentes a 11
diferentes géneros. O principal género encontrado foi o Aspergillus, sendo isolados fungos das Secdes Circumdati, Nigri,
Flavi e Versicolores. As amostras que obtiveram o maior indice de contaminac@o foram as que ndo passaram pelo processo de
desinfecgdo com hipoclorito de sodio a 1%. As amostras de graos de café de cultivo organico apresentaram o maior indice de
riqueza ¢ diversidade dentro de uma mesma localidade, com condigdes climaticas muito proximas. Sendo assim, a produgdo de
café organico necessita de maiores cuidados devido ao aumento na incidéncia de fungos filamentosos.

Termos para indexag¢ao: Aspergillus, sistema de cultivo, desinfecgao.

BIODIVERSITY OF FILAMENTOUS FUNGI IN COFFEE BEANS GROWN IN AN
ORGANIC AND CONVENTIONAL SYSTEM

ABSTRACT: The fruits of organically and conventionally produced coffee are subject to contamination from several species
of fungi, and that may be related to poor beverage quality and mycotoxin production. The aim of this study was to identify
the biodiversity of isolated filamentous fungi in the coffee beans produced on organic and conventional farms within the same
area. Two hundred and twelve isolates belonging to eleven different genders were identified from the fifteen samples analyzed.
The main gender found was Aspergillus, with isolation of fungi from the Sections Circumdati, Nigri, Flavi and Versicolores.
The samples that obtained the greatest index of contamination were those that didn t pass through the disinfection process with
1% sodium hypochlorite. The samples of coffee beans from organic cultivation exhibited the greatest degree of richness and
diversity within a single location with very similar climatic conditions. Thus, organic coffee production requires greater care
due to the increased incidence of filamentous fungi.

Index terms: Aspergillus, farming system, disinfection.

1 INTRODUCAO ¢ ao risco de incidéncia de micotoxinas. Esses
fungos contaminam os frutos e os grdos de café
durante todas as fases de desenvolvimento e de
processamentos (BATISTA et al., 2003, 2009). A
diversidade de fungos nos graos de café¢ depende
de varios fatores como variedade do café, regido

geografica, clima e método de processamento

O Brasil é o maior produtor e exportador
mundial de café (Coffea arabica L.). A produgdo
de café em 2009 foi de 28,9 milhdes de sacas ¢
a estimativa da producdo em 2010 foi de 47,04
milhdes de sacas de café beneficiado. Esse resultado

representa um acréscimo de 19,2% que ¢ justificado
pelo ano de bienalidade positiva, aliada a condigdes
climaticas favoraveis (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2009).

Os frutos e graos de café estdo sujeitos
a contaminagdo de fungos filamentosos que
podem estar relacionados a qualidade da bebida

(PERRONE et al., 2007).

A diversidade de fungos filamentosos
encontrada nos graos de café produzidos pelo
sistema de cultivo convencional tem sido relatada
em diversos estudos (BATISTA et al., 2003, 2009;
SILVA; BATISTA; SCWUAN, 2008; SILVA et
al., 2000).

'Universidade Federal de Lavras/UFLA - Departamento de Biologia/DBI - Cx. P. 3037 - 37.200-000 - Lavras - MG -

fapcouto@yahoo.com.br

2Universidade Federal de Lavras/UFLA - Departamento de Biologia/DBI - Cx. P. 3037 - 37.200-000 - Lavras - MG -

bio-monica@hotmail.com

*Universidade Federal de Lavras/UFLA - Departamento de Biologia/DBI - Cx. P. 3037 - 37.200-000 - Lavras - MG -

daiani0905@yahoo.com.br

“Universidade Federal de Lavras/UFLA - Departamento de Ciéncias Exatas/DEX - Cx. P. 3037 - 37200-000 - Lavras - MG -

macufla@gmail.com

SUniversidade Federal de Lavras/UFLA - Departamento de Ciéncia dos Alimentos/ DCA - Cx. P. 3037 - 37200-000 - Lavras -

MG - luisrb@dca.ufla.br

Coffee Science, Lavras, v. 8, n. 2, p. 132-139, abr./jun. 2013


https://core.ac.uk/display/429339086?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1
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Devido a procura por alimentos saudaveis e
isentos de contaminantes quimicos, a agricultura
orgdnica tornou-se um mercado em expansao.
Esse sistema de cultivo mantém a biodiversidade,
promovendo beneficios bioldgicos que compensam
as praticas convencionais (LETOURNEAU;
BOTHWELL, 2008).

Recentemente tem-se sugerido que os
alimentos orgdnicos seriam mais propensos
a contaminagdo por micotoxinas do que os
alimentos convencionais, pois ndo sdo tratados
da mesma forma com agentes antifungicos
(KHOUBA, 2003; LAIRON, 2010). No entanto,
ainda ndo existem evidéncias de que os alimentos
organicos sejam mais propensos a contaminagao
por micotoxinas do que os convencionais (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS - FAO, 2000).

A produgdo de café organico no Brasil,
geralmente, ¢ feita por pequenos proprietarios
rurais, que se unem em cooperativas, para
comercializar os produtos. Mesmo havendo
uma crescente demanda pelo sistema de cultivo
organico, ainda ndo existem informagdes de
pesquisas suficientes sobre fungos filamentosos
em graos de café organico (BETTIOL et al.,
2002; MIRANDA et al., 2010). Por essa razao,
realizou-se o presente estudo para analisar
a biodiversidade de fungos filamentosos em
graos de café beneficiados, produzidos de forma
tradicional e organica no municipio de Pogo
Funredo, MG.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Quinze amostras de grios de café
beneficiados (aproximadamente 500g) foram
analisadas neste experimento, sendo 8 de graos
de café cultivado em sistema organico ¢ 7 de
graos de café cultivado em sistema convencional.
As amostras examinadas foram obtidas de
Poco Fundo, situado a 21° 46’ de latitude sul e
45° 57’ de longitude oeste. Possui area de 475
Km, clima tropical de altitude, temperatura
média anual de 20°C, precipitagdo média anual
de 1592,7 mm e altitude maxima de 1435m
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2011).

Isolamento de fungos filamentosos

O isolamento de fungos filamentosos
associados aos grdos de café beneficiado foi
realizado de acordo com a técnica de plaqueamento
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direto em meio de cultura Dicloram Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC- 10g glicose, 5¢g
peptona bacteriologica; 1g KH,PO,; 0,5g MgSO,
7TH,O ; 15g agar; 1 L de dgua destilada; 25mg rosa
de bengala, 2mg dicloran; 100g cloranfenicol),
conforme Sansom et al. (2004). De cada amostra
foram coletados 200 grdos ao acaso, sendo que
100 graos foram plaqueados com desinfecgao
superficial e 100 graos sem desinfecgdo superficial.
No processo de desinfec¢do, as amostras foram
imersas em uma solugdo de alcool a 70%, seguida
de uma solugdo de hipoclorito de sodio a 1%,
durante 30 segundo e depois foram lavadas com
agua destilada.

Os fungos isolados foram purificados em
Extrato de Malte a2% (MA- 20g Extrato de Malte,
20g Agar e 1L de Agua destilada) e mantidos
a 25 °C, durante sete dias. Posteriormente,
a purificacdo e identificacdo dos fungos
filamentosos foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos ¢ no Laboratorio de
Micologia do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras. A contaminagdo
dos graos foi expressa em porcentagem de graos
contaminados.

2.3 Identificacao dos isolados flingicos

A partir das culturas puras, as espécies de
Aspergillus e Penicillium foram incubadas em
meio CYA (Czapek Yeast Agar — 1g K HPO, ;
10 mL de concentrado de Czapek; S5g extrato de
levedura; 15g agar; 1L de agua destilada) e MEA
(20g extrato de malte; 1g peptona; 30g glucose;
20g agar; 1L de agua destilada) a 25°C e a 37°C
e, apos 7 dias de incubagdo, foram observadas as
caracteristicas microscopicas e macroscopicas.
As espécies de Aspergillus foram identificadas
de acordo com Klich (2002) e as espécies de
Penicillium de acordo com Pitt (2000). As
espécies do género Fusarium foram identificadas
de acordo com Nelson, Toussoun e Marasas
(1983). Os fungos foram inoculados em placas
contendo meio de SNA (1g KH,PO,; 1g KNO,;
lg MgSO, 7TH,0; 0,5g KCI; 0,2g glicose; 0,2g
sacarose; 20g agar ¢ 1L de agua destilada) e MA,
para analisar as caracteristicas microscopicas e em
BDA para observar a coloracdo das colonias. As
placas foram mantidas em BOD com fotoperiodo,
a 21°C, por 10 dias. Os isolados dos géneros
Mucor, Rhizopus, Cladosporium e Trichoderma
foram cultivados em MEA (extrato de malte)
a 25°C, por 7 dias e a identificacdo seguiu o
protocolo de Samson et al. (2004). Os fungos do
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género Colleototrichum, Glomerella, Bipolaris ¢
Epicoccum foram cultivados em MA (extrato de
malte Agar) a 25°C, por 7 dias e a identificac@o
desses fungos foi realizada de acordo com Ellis
(1971). As espécies pertencentes aos gé€neros
Phoma e Alternaria foram inoculadas em AO
(Aveia Agar) - (30g aveia, 1L de agua destilada,
15g agar) por 7 dias, a temperatura de 25°C e
foram identificados conforme Ellis (1971).

2.4 Analises estatisticas

A metodologia estatistica utilizada neste
trabalho consistiu na constru¢do de um intervalo
de confianca de 95% para o desvio padrdo, com a
finalidade de inferir a dispersdo da ocorréncia de
fungos filamentosos nas amostras de café organico
e convencional.

2.5 Calculo dos indices de biodiversidade

Para avaliar a diversidade das col6nias
fingicas dos grdos de café de cultivo organico
e convencional, foram utilizados os indices
descritos por Magurran (1988): o indice de riqueza
de Margalef (Rm), sendo sua formula Rm = (S -
1) / (In (N)), onde S= nimero de espécies e N =
numero de individuos identificados e o indice de
diversidade de Shannon-Weiner (H”), onde H’ = -
Y (pi. In pi), em que pi é a proporg¢do de individuos
de cada espécie i em relagdo ao ntimero total de
individuos (ODUM, 1983).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento da microbiota flingica

Das quinze amostras de graos de café
analisadas, foram obtidos 212 isolados fingicos,
sendo 23 espécies pertencentes a 11 géneros. As
principais espécies encontradas nas amostras de
café de cultivo organico e convencional podem ser
observadas na Tabela 1.

Predominaram os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Estes resultados
estdo proximos dos obtidos em estudos de
biodiversidade de fungos filamentosos em graos de
café (BATISTA; CHALFOUN, 2007; BATISTA
et al., 2003; SILVA; BATISTA; SCWUAN, 2008;
SILVA et al., 2000; VISOTTO et al., 2001).

Além destes géneros, Cladosporium,
Mucor, Rhizopus, Trichoderma, Colleototrichum,
Gliocladium, Epicoccum e Alternaria também
foram encontrados nas amostras de café. Todos
os géneros desse estudo, ja foram identificados
em amostras de café convencional no Brasil
(BATISTA et al., 2003; PEREIRA, 2002;

Couto, F. A. et al.

TANIWAKI et al., 2003). No entanto, ndo existem
registros bibliograficos sobre a incidéncia de
fungos filamentosos nos graos de café cultivados
pelo sistema organico. Portanto, os fungos

Aspergillus  flavus, A.  foetidus, A.
ochraceus, A. oryzae, A. sulphureus, A. versicolor,
Cladosporium cladosporioides, Colleototrichum
gloesporioides,  Fusarium  oxysporum, F.
semitectum, F. solani, Gliocladium sp., Mucor
hiemalis,  Penicillium  brevicompactum, P.
hirsutum, P. solitum e Trichoderma harzianum
sdo pela primeira vez citados em griaos de café
organico no Pais.

Estes resultados demonstram que, nos
graos de café cultivados sob sistema organico e
convencional, os principais géneros identificados
foram Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Além
dos fungos filamentosos, as amostras de café
convencional apresentaram alto nivel de infecgao
com leveduras. Similarmente, Urbano et al.
(2001) encontraram 100% de contaminacdo por
leveduras e fungos em amostras de graos de café,
analisadas em diferentes estagios de maturagdo e
processamento.

As amostras de grios de café que foram
desinfetadas com hipoclorito de sodio a 1%,
tiveram uma reducdo de 22% de contaminacdo
com fungos filamentosos. Isso ocorreu porque a
desinfeccdo das amostras eliminou a maioria dos
fungos presentes no exterior dos graos. Noonim
et al. (2008) demonstraram que, ap6s o método
de desinfecgdo, a contaminacao dos graos de café
reduziu de 98% para 60%.

Os graos de café que ndo passaram pelo
processo de desinfecgdo apresentaram maior
contaminacdo com fungos filamentosos ¢
leveduras. O género Aspergillus foi responsavel
pela contaminacdo da maioria das amostras de
graos de café cultivados de forma orginica e
convencional. Portanto, Aspergillus foi o género
predominante, com aproximadamente 34,43%
dos graos contaminados por espécies da Secdo
Circumdati, Nigri, Flavi e Versicolor (Tabela 1).

Os isolados do género Aspergillus
contaminaram 44,32% das amostras de graos de
café organico que ndo passaram pelo processo
de desinfeccdo com hipoclorito de sodio a 1%.
Isso indica que as espécies pertencentes a esses
géneros contaminam principalmente o exterior
dos graos de café. A presenga de fungos do género
Aspergillus no café € preocupante, pois esses
microrganismos tém a capacidade de produzir
diversos compostos toxicos, denominados
micotoxinas. As espécies do género Aspergillus
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TABELA1-Numero deisolados de fungos presentes nos graos de café organico e convencional, nas fragdesfracdes
de café: 1- pano e 2- varrigdo (Com desin.: com desinfec¢ao, Sem desin.: sem desinfecgdo).

CONVENCIONAL

ORGANICO

ISem
desin.

'Com
desin.

Espécies

2Com
desin.

2Sem
desin.

ISem 2Com
desin.  desin.

'Com
desin.

2Sem
desin.

Alternaria
A. alternata Keissl. 6 -
Aspergillus
A. flavus Link - -
A. foetidus Thom e Raper - -
A. niger Tiegh. 3 -
A. ochraceus K. Wilh. - -
A. oryzae Cohn - -
A. sulphureus Thom e Church -
A. tubingensis Mosseray - 5
A. versicolor Tiraboschi - -
Cladosporium
C. cladosporioides G.A deVries 4 -
Colleototrichum
C. gloesporioides (Penz.) Sacc. - -
Epicoccum
E. purpurascens Link 6 -
Fusarium
F. oxysporum Schltdl. 1 -
F. semitectum Berk e Ravenel - 5
F. solani (Mart) Sacc. 6
Gliocladium sp. - -
Mucor
M. hiemalis Wehmer - -
Penicillium
P. brevicompactum Dierckx 8 11
P. citrinum Thom 2 -
P. hirsutum Dierckx - -
P. solitum Westtling - -
Rhizopus
R. stolonifer Lindner 8 1
Trichoderma
T. harzianum Rifai - -

1

1

[@)

N
w N

1

1

WD

—

S~

1
N A

1
1
N8}
1
1
1

- - - - - 4

pertencentes as Segoes Circumdati e Nigri sao as
principais produtoras de ocratoxina A em amostras
de café (BATISTA et al., 2003; CLOUVEL et al.,
2008; DUARTE et al., 2010; FRISVAD et al.,
2004; FRISVAD; SAMSON, 2000; PERRONE et
al., 2007, URBANO et al., 2001). Neste estudo,
as espécies de Aspergillus pertencentes as Secgoes
Nigri (A. foetidus, A. niger, A. tubingensis) ¢
Circumdati (A. ochraceus, A. sulphureus) foram
encontradas em abundancia.

Apresengados fungos filamentosos em graos
de café organico e convencional ¢ prejudicial, pois

os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium
sd0 os que estdo mais frequentemente associados
com a produg¢do de micotoxinas em produtos
agricolas. Porém a presenga desses fungos ndo
indica necessariamente a presenga de micotoxinas
(SIDHU, 2002; YIANNIKOURIS; JOUANY,
2002).

Diversos fatores que estdo envolvidos
na cafeicultura organica e convencional podem
favorecer ou ndo o desenvolvimento de espécies
toxigénicas. A Dbiodiversidade microbiana ¢
um deles, ora podendo impedir a produgdo de
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micotoxinas, degradando a toxina em meio natural
ou, até mesmo, favorecendo a formagdo de um
ambiente competitivo.

Em relagdo ao género Fusarium, observa-se
que estes isolados contaminaram principalmente
as amostras que ndo foram desinfetadas com
hipoclorito de sddio a 1%. No entanto, eles
também foram encontrados em abundancia nos
graos de café onde foi realizada a desinfecgdo
superficial. Analisando os fungos associados a
diferentes cultivares de Coffea arabica L. Pasin et
al. (2009) verificaram a alta incidéncia de fungos
do género Fusarium nas diferentes cultivares de
café.

A contaminagdo das amostras com
os isolados de Penicillium também foi
significativamente maior nos graos organicos que
ndosofreramoprocessodedesinfeccdosuperficial,
sendo responsavel por 12,2% de contaminagao.
Nas amostras de café convencional o género
Penicillium foi responsavel por apenas 1,32%
de contaminacdo, principalmente das analises
que foram desinfetadas. Segundo Chalfoun et
al. (2003), as espécies de P. variabile Sopp, P.
citrinum Thom e P. minioluteum Dierckx foram
as espécies de Penicillium mais encontradas nos
graos de café organico. A presenga desse género
no café pode ser considerada positiva, uma vez
que nao sdo produtores de micotoxinas e ainda
podem ser utilizados como solubilizadores de
fosfato.

3.2 Biodiversidade de fungos no café organico
e convencional

Na Tabela 1 podem ser encontradas as
principais espécies de fungos isoladas no café de
cultivo organico e convencional.

Conforme a Tabela 1, o maior nimero de
espécies que foram encontradas nos grdos de
café pertencia ao género Aspergillus. O género
Aspergillus da Secdo Circumdati foi o grupo
predominante, com 41,09% de contaminacdo (4.
ochraceus, A. sulphureus), seguido da Secao Nigri
com 27,39% (A. niger, A. foetidus, A. tubingensis),
27,39% da Segdo Flavi (A. flavus e A. oryzae) e
4,1% da Secao Versicolor (A. versicolor). Ferreira
et al. (2011) analisaram fungos associados a graos
de café no sudoeste da Bahia e também relataram
que as espécies do género Aspergillus foram as que
predominaram no café. Conforme Klich (2002), as
espécies do género Aspergillus apresentam ampla
distribui¢do, sendo encontradas frequentemente
em regides quentes e sua distribuicdo esta
relacionada com o clima, a vegetagao ¢ o solo. Essa

Couto, F. A. et al.

espécie também tem sido repetidamente associada
aos graos de café (CHALFOUN; BATISTA, 2003;
PIMENTA; VILELA, 2003).

A presenga de espécies de Penicillium
em graos de café beneficiado também foi relatada
por Batista e Chalfoun (2007), que identificaram
P. brevicompactum Dierckx, P. citrinum Thom,
P. commune Thom, P. minioluteum Diercx,
P. variabile Sopp, P. expansum Link e P.
corylophilum Dierckx, associadas a graos de café
coletados em 11 municipios da regido do sul de
Minas Gerais.

De acordo com Chalfoun e Batista
(2003), as espécies de Aspergillus e Penicillium
sao de ocorréncia cosmopolita e estdo entre
0s microrganismos mais abundantes, sendo
normalmente associados a graos armazenados ou
danificados.

Constatou-se, por meio do célculo do
indice de Margalef e do indice de Shannon, que
as amostras de café organico tém maior riqueza de
espécies e de biodiversidade. Os valores referentes
aos indices podem ser observados na Tabela 2.

TABELA 2 — Resultados dos Indices de riqueza e
diversidade de fungos filamentosos em graos de café
de cultivo orgénico e convencional.

. Indice de indice de
Sistema de . . . ,
ltiv riqueza—Da  diversidade — H
cuttvo (Margalef) (Shannon- Winer)
Café Organico 3,29 4,42
Cafe 2,26 2,91
Convencional

Portanto, as amostras de café organico
possuemmaiorriquezadeespéciesebiodiversidade,
quando comparadas as de café convencional. Até o
momento, ndo existem estudos sobre diversidade
de fungos filamentosos em graos de café nos dois
sistemas de cultivo. Contudo, esses resultados
corroboram com os estudos realizados Oehl et al.
(2004) que observaram uma maior diversidade
de espécies de fungos micorrizicos no sistema
convencional.

Uma maior diversidade de fungos no sistema
organico ¢ fundamental para o agroecossistema,
pois mantém o equilibrio bioldgico e proporciona
menos problemas com doengas e pragas nas
plantacdes (HYDE, 2001). O sistema de cultivo
adotado ira influenciar a qualidade do café. Nos
altimos anos, varios trabalhos foram desenvolvidos
sob sistemas de cultivo convencional e organico e
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os resultados tém mostrado aumentos no conteudo
de matéria organica, atividade e biomassa
microbiana em solos manejados organicamente
(EDMEADES, 2003; GLOVER; REGANOLD;
ANDREWS, 2000; MELERO et al., 2005; TU;
RISTAINO; HU, 2006). Sendo assim, o sistema
de cultivo organico estimula a biodiversidade
¢ a atividade bioldgica do solo, mantendo o
ecossistema equilibrado para proporcionar a
planta condigdes para o seu desenvolvimento.

A reducdo da biodiversidade do solo
¢ considerada negativa, pois as alteragdes na
diversidade biologica podem reduzir as fontes de
alimentos, combustiveis, recursos medicinais ou
genéticos (BRUSSAARD et al., 2010).

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que os principais géneros de fungos
encontrados nas amostras de graos de café organico
e convencional foram Aspergillus, Penicillium
e Fusarium. A riqueza e a biodiversidade de
fungos filamentosos foram maiores nas amostras
de café¢ organico do que nas amostras de café
convencional.
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