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Determinacéo de Agrotoxicos e Ocratoxina A em
Café Arabica sob Diferentes Niveis de Torrefacao

Jeane Santos da Rosa'
Otniel Freitas-Silva?

Rodrigo da Silveira Campos?
Izabela Miranda de Castro*
Alessandra da Silva Teixeira®

Resumo — O café é a segunda maior commodity do mundo e tamanha
importancia faz do café uma matriz alimentar muito estudada. A necessidade
de incremento na produtividade dessa cultura, porém, pode aumentar o uso
de alguns agrotdxicos em sistemas de producao de café. Da mesma forma, as
praticas de colheita e processamento pds-colheita do café estdo diretamente
relacionadas a contaminagado dos graos por fungos micotoxigénicos. Rastrear
a presenga destes dois tipos de contaminantes em amostras de café Arabica
comum (com diferentes teores de graos defeituosos) e submetidos a diferentes
niveis de torra foi o objetivo deste trabalho. Os agrotdxicos foram analisados
pelo método multirresiduo, por espectrometria de massas sequencial, e a
ocratoxina A, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de
fluorescéncia e preparagdo de amostra por imunoafinidade. O estudo revelou
a presenca de trés residuos de agrotdxicos em seis das amostras analisadas:
o flutriafol, imidacloprid e diazinon, encontrados apenas até a torra média. Os
niveis encontrados variaram de 0,02 a 0,01 mg/kg. Com respeito a ocratoxina A,
0s niveis encontrados foram de 0,8 a 0,01 mg/kg. Nenhum dos contaminantes
encontrados excedeu o Limite Maximo de Residuo da Unido Europeia para café
torrado.

Termos para indexagao: micotoxinas, contaminantes, agroquimicos, Coffea
arabica.
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Determination of Agrochemicals and
Ochratoxin A in Arabica Coffee under
Different Levels of Roasting

Abstract — Coffee is the second largest commodity in the world, and such
importance makes it a well-studied food matrix. This situation, however, may
increase the use of some pesticides in coffee production systems to improve
crop productivity. Likewise, the harvest and post-harvest processing practices
of coffee are directly related to the contamination of the grains by mycotoxi-
genic fungi. The objective of this work was to track the presence of these two
types of contaminants in samples of common Arabica coffee (with different
levels of defective grains) submitted to different roast levels. The pesticides
were analyzed by a multiresidue method with tandem mass spectrometry and
ochratoxin A by high performance liquid chromatography with fluorescence
detector and sample preparation with immunoaffinity. The study revealed the
presence of three pesticide residues in six of the analyzed samples: i) flutria-
fol ii) imidacloprid and iii) diazinon were found only up to the medium roast.
The levels found ranged from 0.02 to 0.01 mg/kg. With respect to ochratoxin
A the levels found were 0.8 to 0.01 mg/kg. None of the contaminants found
exceeded the European Union Maximum Residue Limit for roasted coffee.

Index terms: mycotoxins, contaminants, pesticides, Coffea arabica.
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Introducao

O café é a maior commodity agricola do mundo e o segundo produto
comercial, ficando apenas atras do petréleo. Sendo a cafeina considerada
um contaminante antropogénico da agua, é possivel também entender como
o café pode até unir o mundo em termos de bebida preferida. De fato, o café
afeta a saude mundial na mesma forma imponente que a economia, cultura
e vida social. Nao apenas como bebida energética, mas com crescente
tendéncia de funcionalidade (Liu; Kitts, 2011; Spence, 2015).

Graos considerados defeituosos no café diminuem seu valor comercial,
produzem notas tipo off-flavor e sd@o os maiores responsaveis pela
depreciagéo da bebida de café apds a torra. Os graos defeituosos que mais
contribuem para a alteragéo indesejada no sabor e aroma do café sdo os
chamados PVA (pretos, verdes e ardidos). Os graos pretos e ardidos indicam
contaminagédo microbioldgica, muitos sdo oriundos de frutos que passaram
do grau de maturagdo e sofreram ataques de microrganismos ou mesmo
dos cafés chamados de varricdo que se encontram no solo (Mendonga et al.,
2008; Rosa et al., 2012).

O processo de torrefagdo do café desencadeia uma série de reagbes no
grao, produzindo centenas de substancias aromaticas e outros subprodutos,
além de mudangas fisicas na estrutura dos graos. O papel dos contaminantes
nesse processo ainda nao esta claro. Mesmo porque as possiveis interagoes
(sinérgicas e/ou antagonistas) do contaminante com a matriz ou mesmo
entre si e até a biodisponibilidade do proprio contaminante ainda estao
sendo objeto de recentes estudos. Assim, monitorar os Limites Maximos de
Residuos (LMR) dos contaminantes usuais continua sendo a solugéo para
estabelecer um valor padronizado e seguro de ingestao dessas substancias
(Alvito, 2016).

Um agrotoxico pode ser definido como uma substéncia quimica usada
para matar insetos nocivos, pequenos animais, plantas silvestres e outros
organismos indesejaveis. Na verdade, agrotdxico € um termo genérico para
um numero extenso de tipos de substancias quimicas que podem funcionar
como inseticidas, fungicidas, bactericidas, herbicidas, algicidas, moluscicida,
nematiscidas, piscicidas, avicidas, rodenticidas e, até mesmo, reguladores de
crescimento de plantas e insetos (Aktar et al., 2009).
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Diferentes agrotoxicos podem ser utilizados no cafeeiro, pois a longa
permanéncia desta planta no campo, sofrendo alteragdes nas condigbes
ambientais, torna a cultura suscetivel a ataques de fungos, insetos, plantas
daninhas e nematéides (Dias et al., 2013). Como exemplo, a ferrugem da
folha do cafeeiro € a doenga mais prejudicial a cultura do café. O fungo causa
lesbes na folha, reduzindo sua area fotossintética, causando desfolhamento
e comprometendo a produtividade do cafezal (Paiva; Matiello, 2007). Outra
praga de importancia econdmica que ataca o fruto e semente do café é a
broca. As larvas de um besouro (Hypothenemus hampei) crescem dentro do
fruto e se alimentam do conteudo de sementes (Aristizabal et al., 2016) e
podem servir de abertura natural para contaminagao por fungos produtores
de micotoxinas.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos naturalmente
por fungos filamentosos e representam varias substancias diferentes.
Encontradas como contaminantes de alimentos em todo o mundo, além de
varios efeitos deletérios na saude humana e animal, algumas micotoxinas séo
classificadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
como carcinogénicas para humanos ou como potencialmente carcinogénicas
para humanos (International..., 2014). As micotoxinas também podem causar
enormes perdas econdmicas derivadas da contaminagdo da produgao
agricola mundial (Fernandez-Cruz et al., 2010; Rocha et al., 2014).

A presenga de fungos toxigénicos em grédos de café ja foi descrita
exaustivamente (Bokhari; Aly, 2009). Mas as diferentes etapas do processo
de produgdo de café (secagem, fermentacado, torrefacdo e embalagem e
preparo da bebida) afetam a concentragdo de micotoxinas no produto final.
A principal delas é a ocratoxina A (OTA) - (Figura 1) cujos fungos produtores
sdo Aspergillus sp. e Penicillum sp. A OTA é considerada nefrotdxica e
potencialmente cancerigena pela OMS (Paterson et al., 2014).

cl
CH,

OH O Figura 1. Estrutura quimica
da ocratoxina A.
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No caso dos produtos de café, a ocratoxina A (OTA) é a unica micotoxina
regulamentada e tem Limites Maximos (LMs) de 5 ug/kg (ppb) em graos de
café torrados e moidos e 10 pg/kg em café soluvel (European Communities,
2006).

Quanto aos métodos analiticos disponiveis, o uso de técnicas tipo press
button tais como ionizagdo direta em espectrometria de massas (MS),
métodos diluigdo-injecao e abordagem de multiplos residuos (multirresiduos)
estdo crescendo nos meios analiticos, uma vez que uma resposta rapida,
e confiavel, € cada vez mais necessaria. A extragdo QUEChERS (Rapida,
Facil, Barata, Eficaz, Robusta e Segura), no entanto, ainda é o principal
motor de extragcdo para matriz alimentar complexa (principalmente alto teor
de gordura/alto teor de carboidrato). A extragdo por imunoafinidade também é
uma ferramenta importante para evitar a interferéncia de matrizes complexas
como é o caso do café torrado (Pittet et al., 1996; Rejczak; Tuzimski, 2015).

O objetivo deste trabalho foi quantificar um grupo de agrotoxicos e
ocratoxina A em trés amostras de café arabica sob diferentes niveis de torra
a fim de verificar o grau de degradacgao destas substancias em fungao deste
tipo de processamento em um café considerado de baixo valor comercial com
presencga importante de graos defeituosos.

Material e Métodos

Trés lotes de grdos de café verde com cinco quilos cada uma foram
doados pela cooperativa Minas Sul (Varginha, MG). As amostras eram cafés
de média e alta altitude (800 a 1400 m), todos Coffea arabica L., blends das
cultivares Mundo Novo, Catuai e Bourbon da safra 2011 e possuiam trés
graus de qualidade diferentes: alta catacdo (50% de gréos defeituosos),
média catagdo (15% de graos defeituosos) e baixa catagcéo (9% de gréos
defeituosos). Os gréaos foram, entéo, torrados em equipamento semi-industrial
na empresa Grao-Mestre Café (filiada a ABIC) obtendo-se graos de cor clara,
média, escura e muito escura.

Os trés lotes foram agrupadas segundo a ordem crescente de graos
defeituosos (9%, 15% e 50%) e de acordo com o tipo de torra. Assim, cada um
dos lotes foi analisado como graos nao torrados (café verde - V) e torrados em
gradientes (claro - C; médio - M; escuro - E; muito escuro - ME), gerando um
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total de 15 amostras. Uma amostra composta por 100% de graos defeituosos
e nao torrados (amostra 1V) foi incluida no estudo.

Os agrotoxicos foram identificados e quantificados por métodos
multirresiduo via Cromatografia Liquida de alta eficiéncia e espectrometria
de massas de alta resolugéo (LC-HRMS) e também cromatografia gasosa
acoplada a espectrobmetro de massa em sequéncia (CG-MS/MS), com
extracéo por QUEChERS segundo Lehotay et al. (2010). Estas analises foram
realizadas no Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).

A OTA foi quantificada por um método que utiliza um cromatografo
liquido de alta eficiéncia acoplado a um detetor de fluorescéncia (HPLC-
FLD, Shimadzu, Kioto, Jap&o), desenvolvido na Embrapa Agroindustria de
Alimentos, com preparagao de amostra via coluna de imunoafinidade. A fase
movel consistiu de agua (29%): ACN (35%): MEOH (35%): acido aceético (1%)
em uma vazao de 1mL/min. Foi usada uma coluna: X Terra® RP18, 5 uym,
4,6x250 mm e detector de fluorescéncia com excitagdo a 333 nm e emissao
a 476 nm.

Resultados e Discussao

No presente estudo, foi detectada a presenca de trés residuos diferentes
de agrotoxicos em seis das 16 amostras analisadas, embora o método
multirresiduos utilizado seja capaz de detectar e quantificar cerca de 300
agrotoxicos: i) flutriafol (1-(2-fluorofenil)-1-(4-fluorofenil)-2-(1,2,4-triazol-1-il)
etanol) foi encontrado em duas amostras de graos verdes; ii) imidacloprid
(N-[1-[(6-cloropiridin-3-il)metil]-4,5-dihidroimidazol-2-il]nitramida) e iii)
diazinon (dietoxi-(6-metil-2-propan-2-ilpirimidina-4-il)oxi-sulfanilideno-5-
fosfano), foram encontrados apenas até & torra média. E importante considerar
que as moléculas de agrotoxicos precisam enfrentar um processo de pirdlise
de, aproximadamente, 200-350 °C durante a torra, por isso 0s niveis baixos
encontrados (Motarjemi; Lelieveld, 2013). O processo de torrefacdo é uma
combinagdo de temperatura e tempo e, geralmente, uma torra rigorosa para
produzir grados muito escuros esta acima de 300 °C (Sakamoto et al. 2012).

Na Tabela 1, apresentam-se os niveis encontrados em cada amostra. As
estruturas quimicas dos agrotéxicos detectados sdo mostradas na Figura
2. O flutriafol € um fungicida sistémico da classe dos triazdis utilizados
para controlar a ferrugem da folha do cafeeiro. Diazinon é um inseticida
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nao sistémico, organofosforado, usado no controle da broca do café. O
imidacloprid, no entanto, € um inseticida sistémico neonicotindide (derivado
da nicotina). E o agrotéxico mais utilizado no mundo e tem sido associado
ao esgotamento da populacdo de abelhas em todo o planeta. Entretanto,
nenhum dos residuos de agrotoxicos detectados excedeu os Limites Maximos
de Residuos (LMR) da Uniao Europeia (UE) para graos de café que sédo 0,15
mg/kg, 1,0 mg/kg e 0,05 mg/kg, respectivamente. Desta forma & possivel
afirmar que os niveis de agrotéxicos encontrados nestas amostras, mesmo
se tratando de cafés contendo gréos defeituosos, séo seguros para a saude
(Kaemmerer; Buntenkotter, 2013; Paiva; Matiello, 2007; Simon-Delso et al.,
2015; Waller et al., 2007).

Tabela 1. Niveis dos agrotéxicos encontrados por amostra/torra.

Graos .
Amostra defeituosos Pesticida Nivel encontrado
(%) (mg/kg ou ppm)

Amostra 1V 100 Flutriafol 0,018
Amostra 2V 9 Nd Nd
Amostra 3V 15 Nd Nd
Amostra 4V 50 Flutriafol 0,010
Amostra 5C 9 Imidacloprid 0,018
Amostra 6C 15 Imidacloprid 0,019
Amostra 7C 50 Imidacloprid 0,018
Amostra 8M 9 Nd Nd
Amostra 9M 15 Diazinon 0,012

Imidacloprid 0,011
Amostra 10M 50 Nd Nd
Amostra 11E 9 Nd Nd
Amostra 12E 15 Nd Nd
Amostra 13E 50 Nd Nd
Amostra 14ME 9 Nd Nd
Amostra 15ME 15 Nd Nd
Amostra 16ME 50 Nd Nd

Nd = ndo detectado. Onde: V= verde; C= torra clara; M= torra média; E= torra escura e ME= torra
muito escura.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos trés agrotoxicos encontrados nas amostras de café
estudadas.

A distribuicdo de um contaminante exégeno na matriz alimentar ndo pode
ser considerada uniforme ou homogénea, apesar das repeticdes amostrais. No
caso do café, um agrotéxico n&o sistémico precisaria atravessar todo o tecido do
pericarpo, incluindo a mucilagem (uma camada viscosa de polissacarideos) até
alcangar a semente. Ja os agrotéxicos sistémicos encontrados precisariam ser
estaveis a temperaturas de até 350 °C da torra. A presenca de graos defeituosos
(imaturos, brocados, fermentados, mofados, pretos, quebrados, entre outros)
também afeta a estrutura fisica do gréo, alterando sua densidade, textura,
estrutura interna e produzindo perda de massa. Estas alteragbes indesejaveis
podem afetar também os niveis de contaminantes e sua distribuicdo na matriz
do café que, por si s, ja ndo é uniforme. O tipo de preparo da bebida de
café também deve ser levado em consideragéo (Barragan-Huerta et al., 2007;
Mekonem, et al., 2015).

Em relagéo a ocratoxina A (Tabela 2), o método possui limite de detecgao
de 0,073 pg/kg e limite de quantificagcao de 0,243 ug/kg. A Figura 3 (A) mostra
um cromatograma obtido para a amostra 9M (15% de graos defeituosos e torra
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média) e a Figura 3 (B) mostra um cromatograma de um padrao referente a
um ponto da curva de calibragdo na concentragédo de 5,0542 ug/L. Em ambas
as Figuras é possivel observar uma boa separagao cromatégrafica e niveis de
sinal adequados para as baixas concentra¢des estudadas.

A OTA foi encontrada em todos os niveis de torra, porém em concentragdes
abaixo de 1 pg/kg. Nao foi possivel estabelecer uma relacao entre teores de
OTA e o grau de torra e/ou niveis de defeitos, provavelmente devido aos baixos
teores encontrados. Vale ressaltar que dados de literatura relatam diminuigéo
dos teores deste contaminante na ordem de até 90% em torras escuras
(Castellanos-Osorio et al., 2012). Ja o Limite Maximo de Residuos de OTA da
Unido Europeia para café torrado € de 5 ug/kg (Oliveira et al., 2013; Ferraz et
al., 2010). Em sete das 15 amostras analisadas nao foi detectada a presenca
de OTA.

Tabela 2. Niveis de ocratoxina A encontrados por amostra/torra.

Amostra defeitctix':sc:)ss (%) Nivel de OTA (ug/kg)
Amostra 1V 100 Nr
Amostra 2V 9 Nd
Amostra 3V 15 0,27
Amostra 4V 50 0,58
Amostra 5C 9 0,67
Amostra 6C 15 Nd
Amostra 7C 50 Nd
Amostra 8M 9 0,68
Amostra 9M 15 0,39
Amostra 10M 50 Nd
Amostra 11E 9 Nd
Amostra 12E 15 0,35
Amostra 13E 50 Nd
Amostra 14ME 9 0,30
Amostra 15ME 15 0,79
Amostra 16ME 50 Nd

Nd=nao detetado. Nr=nao realizado. V= verde; C= torra clara; M= torra média; E= torra escura e
ME= torra muito escura.
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Figura 3. (A): Cromatograma de amostra torra média com 15% de grdos defeituosos.
(B): Cromatograma de padrdo de ocratoxina A referente a um ponto da curva de
calibragdo (5,0542 ug/L).

Os dados tabelados permitem verificar que nao foi possivel associar
niveis de contaminagdo com maior numero de defeitos dos graos. De fato, a
literatura relata, de forma contraditéria, a influéncia da qualidade dos graos em
relagdo a presenca de OTA. Alguns estudos consideram maior probabilidade
de contaminagao com graos defeituosos presentes na amostra (Rai; Bridge,
2009; Campos et al., 2009). Ja outros consideram que estes dois fatores
nao estejam relacionados (Romani et. al., 2003). Neste estudo, mesmo em
amostras ndo torradas com 50% de grdos defeituosos os niveis de OTA
encontrados ainda foram considerados baixos. O maior teor encontrado,
mesmo assim abaixo de 1 ug/kg, foi para uma amostra com nivel médio de
defeitos.
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Além da distribuicdo da contaminagdo em si ndo ser homogénea, outros
estudos apontam que a diminui¢cao do conteudo celular dos graos defeituosos
pode explicar o fato de que os niveis encontrados de OTA ndo foram coerentes
com o percentual de defeitos nas amostras. A imagem cedida pela empresa
Sweet Maria’s, especializada em torra de café (Figura 4) mostra duas imagens
de graos de café por microscopia eletrénica, sendo (A) a imagem do grao
de café maduro e sem ataque de microrganismos; e (B) a estrutura celular
danificada do grao defeituoso (imaturo ou que sofreu ataque microbioldgico).
Os graos imperfeitos ainda ndo possuem este conteudo celular completo
ou perderam-no através de ataque de microrganismos. Segundo Franca et
al. (2005), essa distribuicao desigual de massa pode produzir uma resposta
também desigual nos teores dos contaminantes encontrados em relagao ao
tipo de grao.

A

' : A S -
1 S .(..a. i e el -
Figura 4. Comparacéo do conteudo celular de graos de café. A - gréo saudavel, B -
grao defeituoso.

Fonte: Imagem cedida por Sweet Maria’s Home Coffee Roasting.

Conclusoes

Foram encontrados niveis baixos de agrotéxicos nas amostras de café
analisadas neste estudo. Além disso, foi observada auséncia dos mesmos
nas torras mais escuras, o que indica que estes foram degradados devido
a acdo da temperatura. Os niveis de ocratoxina A ndo apresentaram
relacdo com o grau de torra e também niveis de defeitos, provavelmente
devido a questdes de distribuicdo ndo homogénea destes contaminantes
nas amostras.
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Ressalta-se, ainda, que os niveis dos contaminantes encontrados
estavam muito abaixo do limite maximo estabelecido pela Unido Europeia,
mostrando que o café estudado é apropriado para consumo, apesar do
nivel de defeitos relativamente alto nas amostras, ou seja, trata-se de
bebida dura e de qualidade inferior, mas apropriada para consumo em
termos dos contaminantes estudados. Além disso, 0 modo de preparo do
café (filtrado ou expresso) também deve ser considerado ao se avaliar o
nivel de extragao destas substancias na bebida.
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