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RESUMO
O café¢ constitui uma das principais commodities do Brasil, com elevada relevancia
econdmica, social e produtiva, contribuindo significativamente para a geragao de empregos e
renda. Em razdo da complexidade da cadeia produtiva do café, torna-se essencial o
monitoramento da presenca de fungos patogénicos e termotolerantes ao longo das etapas de
produgdo e armazenamento. O presente estudo teve como objetivo identificar fungos
patogénicos associados ao café e avaliar o comportamento de Aspergillus fumigatus frente ao
fungicida agricola tebuconazol em isolados de café verde provenientes de Minas Gerais,
Brasil. As andlises evidenciaram a ocorréncia de fungos do género Aspergillus spp., com
destaque para Aspergillus fumigatus. Essa espécie apresenta elevada importancia médica,
estando associada ao desenvolvimento de doencas causadas por Aspergillus spp., como a
aspergilose broncopulmonar alérgica, que pode apresentar taxas de mortalidade entre 50% e
100% em pacientes imunocomprometidos, especialmente no periodo pos-pandemia da
COVID-19. Os resultados demonstraram diferengas significativas no comportamento de
Aspergillus fumigatus frente ao tebuconazol, evidenciando a importancia da adocao de boas
praticas agricolas e a necessidade de ampliagdo de estudos sobre a sensibilidade e resisténcia
de fungos patogénicos aos antifungicos utilizados na agricultura, considerando o potencial
risco de resisténcia cruzada com antifungicos de uso clinico. Conclui-se que o monitoramento

fingico na cadeia produtiva do café ¢ essencial para a seguranga alimentar e a saude publica.

Palavras-chave: resisténcia; sensibilidade; fungicida; azolicos; café verde, tebuconazol,

Aspergillus spp.



ABSTRACT

Coffee is one of the main commodities in Brazil, with high economic, social, and productive
relevance, significantly contributing to employment and income generation. Due to the
complexity of the coffee production chain, monitoring the presence of pathogenic and
thermotolerant fungi throughout the stages of production and storage is essential. This study
aimed to identify pathogenic fungi associated with coffee and to evaluate the behavior of
Aspergillus fumigatus in response to the agricultural fungicide tebuconazole in green coffee
isolates from Minas Gerais, Brazil. The analyses revealed the occurrence of fungi of the genus
Aspergillus spp., with emphasis on Aspergillus fumigatus. This species has high medical
relevance and is widely associated with diseases caused by Aspergillus spp., such as allergic
bronchopulmonary aspergillosis, which may present mortality rates ranging from 50% to
100% in immunocompromised patients, especially in the post-COVID-19 pandemic period.
The results demonstrated significant differences in the behavior of Aspergillus fumigatus in
response to tebuconazole, highlighting the importance of adopting good agricultural practices
and the need for further studies on the sensitivity and resistance of pathogenic fungi to
antifungals used in agriculture, considering the potential risk of cross-resistance with
clinically used antifungals. It is concluded that fungal monitoring in the coffee production

chain is essential for food safety and public health.

Keywords: resistance; sensitivity; fungicide; azoles; green coffee, tebuconazole, Aspergillus

Spp.-
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1. INTRODUCAO

O café destaca-se como uma das commodities agricolas mais comercializadas em
escala global, figurando entre os primeiros lugares tanto em volume de produgdo quanto em
valor economico. Nesse contexto, o Brasil consolida-se como o maior produtor e exportador
mundial de café (Organizagdo Mundial do Café, 2020). Essa lideranca evidéncia a
significativa contribui¢do economica do café para o Brasil, conforme destacado por
Hamdouche (2015). Em 2020, a estimativa da safra brasileira foi impulsionada pela
bienalidade positiva, resultando em uma producao de 63,08 milhdes de sacas, um aumento de
27,9% em relagdo a 2019. Em Minas Gerais, o maior estado produtor, a safra totalizou 34,65
milhoes de sacas (Conab, 2020). Entretanto, em 2021, houve uma queda na producao de café
no Brasil, enquanto os pregos médios mensais t€ém mantido uma tendéncia de alta desde
novembro de 2020, influenciados pela diminui¢do da producdo e pelo aumento da demanda
global em 2021/22 (Conab, 2022). Além disso, a perspectiva de ocorréncia do fendmeno
climatico "La Nifia" aumentou, o que contribuiu para a valorizagdo do café, pois esse
fendmeno tende a prejudicar a producdo no Brasil. Considerando essas projecdes de
exportagdes € 0 impacto econOmico para o pais, torna-se crucial assegurar a qualidade deste
produto Hamdouche (2015)..

Mesmo que a industria do café seja altamente prospera, ¢ essencial reconhecer
algumas nuances cruciais sobre o desenvolvimento, processamento e os desafios técnicos
contemporaneos na producao deste grado (Hamdouche Y., 2015). Isso inclui uma compreensao
mais aprofundada das caracteristicas organolépticas do café¢, como aroma, sabor, acidez e
corpo, que desempenham um papel fundamental na qualidade e na apreciacdo da bebida para
muitos consumidores. A auséncia de tratamento adequado ao longo das etapas de produgao
do café, especialmente durante a fase de secagem, que envolve o contato direto dos graos com
o ar ¢ o solo, pode aumentar a suscetibilidade & contaminacdo por fungos (Duris D., 2010;
Nganou, 2020). Além disso, condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento microbiano
podem facilitar a disseminagdo de agentes nocivos nos graos de café, favorecendo a
proliferacdo de microrganismos. Esse cendrio compromete a qualidade sanitaria e comercial
do produto, podendo resultar em prejuizos econdmicos significativos para a cadeia produtiva
do café (Duris D., 2010; Nganou et al., 2020).

Os procedimentos de tratamento pos-colheita do café, como a secagem, sao uma parte
essencial de vdrias etapas da cadeia produtiva, geralmente ocorrendo imediatamente apds a

colheita e antes do beneficiamento final dos graos. Sudrez-Quiroz et al. (2004) conduziram
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uma avaliagdo das etapas dos processos de obten¢ao do café verde, constatando contaminagao
fungica de 80%, 72% e 90% nos processos umidos, mecanicos € secos, respectivamente. Eles
observaram que a prevaléncia da contaminagdo ocorre principalmente por fungos dos géneros
Aspergillus spp., Mucor spp., presenga de leveduras e outros fungos adaptados a condig¢des
umidas. Culliao & Barcelo (2015) também avaliaram uma ampla diversidade fingica
associada as fases de colheita e pos-colheita em amostras de café verde e café cereja,
encontrando uma taxa de contaminacdo de 75% durante a colheita e 100% na pos-colheita,
especialmente durante o processo de secagem ao sol, que € suscetivel a contaminacao fingica.
Além disso, a contaminagdo fingica em graos de café ¢ influenciada pelas caracteristicas
ambientais das regides produtoras, como clima, altitude e condi¢des edafoclimaticas, bem
como pelos tipos de manejo e tratamentos adotados ao longo da cadeia produtiva. Essas
variagdes regionais podem determinar diferencas significativas na composicdo e na
abundancia das coldnias fungicas associadas ao café (Nganou, 2020).

Foi observado, em Cavite, nas Filipinas, que amostras de café verde apresentaram
frequéncia de contaminacdo por Aspergillus spp. de 86% quando submetidas a esterilizacao
superficial, enquanto atingiram 100% de contamina¢cdo quando a esterilizagdo ndo era
realizada (Alvindia & Guzman 2016). Também foram identificados a presenga de isolados de
Aspergillus spp. pertencentes as se¢des Fumigati ¢ Circumdati (Viegas et al. 2017). De modo
consistente, os fungos mais prevalentes ao longo das etapas de produgdo e colheita do café
pertencem predominantemente aos géneros Aspergillus spp., € Penicillium spp., (Nakajima et
al., 1997). Quando a proliferacdo fungica ndo ¢ devidamente controlada, ocorrem
fermentagdes indesejaveis, resultando na formagao de metabdlitos secundarios prejudiciais a
saide humana, como as ocratoxinas (Azevedo., 2019). A ocratoxina A (OTA) apresenta alta
incidéncia durante os processos pré-colheita, pos-colheita e armazenamento. Esta micotoxina
possui potencial neurotdxico, hepatotdxico, nefrotdxico e carcinogénico, representando um
sério risco para a saide humana e também afetando negativamente a economia dos paises
produtores (Corréa et al., 2019).

As doencas por Aspergillus spp., ttm como principal via de infec¢ao a inalagdo de
conidios pelas vias respiratorias (Dos Santos, 2020). A exposi¢do ambiental resulta em
contaminagdo, enquanto a colonizacdo ou infeccdo humana depende da plasticidade
adaptativa do fungo, expressa por: (i) respostas fisioldgicas transitérias (ex.: formacao de
biofilmes), (ii) mutagdes genéticas que levam a adaptagdao e resisténcia aos antifngicos

clinicos e agricolas (Acampamentos et a/, 2012; Hagiwara et al., 2019; Zhang et al., 2021).
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Os humanos inalam cerca de 100 conidios de Aspergillus fumigatus diariamente (
Latge et al., 1999 Citado Por Zhang et al., 2021), porém trabalhadores agricolas estdo
expostos a cargas 10x superiores devido a manipulacao direta de graos e folhas contaminadas
(Viegas et al., 2017). Em individuos imunocompetentes, o epitélio das vias aéreas e os
macrofagos  alveolares elimina eficientemente esses conidios. Contudo, nos
imunocomprometidos, especialmente no cenario pé6s COVID-19, a germinagdo dos conidios
pode desencadear aspergiloses (Van De Veerdonk et al., 2017; Zhang et al., 2021).

O uso intensivo de tebuconazol (fungicida triazol) na cafeicultura exerce pressio
seletiva sobre 4. fumigatus, favorecendo linhagens com mutac¢des no gene cyp5S1A - principal
mecanismo de resisténcia a azdis (Zhang et al.,2021). Embora os fungicidas inibidores da
desmetilagdo (DMIs) (como os triazois) sejam eficazes contra fungos fitopatogénicos
invasivos, sua a¢ao preventiva em graos armazenados ¢ comprometida pelo desenvolvimento
de resisténcia em fungos sapréfitos como A. fumigatus (Kano et al., 2014; O'neill, 2015).

Este trabalho visa avaliar a contaminagdo por Aspergillus fumigatus sensivel ao
tebuconazol em café verde provenientes de cidades de Minas Gerais, analisando os riscos a

saude humana e impactos econdmicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Aspergillus e Aspergillus fumigatus

Com mais de 400 espécies, o género Aspergillus spp. destaca-se pela sua importancia
econdmica (utilizados na sintese de produtos quimicos e producdo de enzimas) e resiliéncia
ecoldgica, sendo organismos capazes de degradar alimentos e produzir aflatoxinas e
ocratoxina A - tipos de micotoxinas importantes (Pitt e Hocking, 2022). Colonizando
ambientes extremos, desde desertos e regidoes polares até altitudes de 2.000 m, gracgas a
capacidade de crescer sob estresse térmico, hidrico e salino (Pitt e Hocking, 2022;
Abdel-Azeem et al., 2016). Em agroecossistemas, adaptam-se a cultivos como o café, onde
condigdes pos-colheita (secagem a 40-60°C) favorecem sua proliferacao. Esse género inclui
espécies capazes de causar aspergilose, porém nem todas sdo patogé€nicas ao homem (Pitt e
Hocking, 2022; Abdel-Azeem et al., 2016).

Dentre as espécies do género Aspergillus spp., Aspergillus fumigatus é o protagonista
agente contaminante de alimentos devido a sua onipresenga ambiental no solo, matéria

organica em decomposicao, sistemas de ventilagdo, e especialmente plantagdes de café em
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climas subtropicais (Sugui et al., 2014). Sao resistentes a estresses com conidios melanizados
suportando radiacdo UV, dessecacdo e temperaturas de até 70°C (Latge, 1999) e dispersao
eficiente com esporos assexuados que viajam >500 km por correntes aéreas (Zhang et al.,
2021).

Aspergillus fumigatus ¢ o principal causador das manifestagdes clinicas, variando
desde formas leves até condi¢des graves, em um espectro que inclui aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA) - resposta imunoldgica a conidios inalados; aspergiloma -
bola flingica em cavidades pulmonares pré-existentes; aspergilose pulmonar cronica -
colonizacdo progressiva em pacientes com comorbidades e aspergilose invasiva aguda (Al) -

disseminagdo hematogénica com mortalidade >50% (Latgé, 1999; Zhang et al., 2021).
2.2 Contaminac¢ao ambiental e Ciclo de vida do Aspergillus fumigatus

A contaminacdo humana ocorre principalmente pela via aérea e sua morfologia
potencializa a inalacdo e deposi¢do nos seios nasais € arvore bronquica, que sdo os sitios
primarios para o desenvolvimento de aspergilose invasiva (Al) (Mesquita-Rocha, 2019).
Devido sua elevada plasticidade genética ocorrem trés mecanismos reprodutivos, sendo a
reproducdo assexuada gerando clones através dos conidios (estruturas de dispersdo primaria),
reproducdo sexuada envolvendo a fusdo de linhagens parentais compativeis, produzindo
ascosporos e o ciclo parassexual que promove a recombinacdo genética via fusdo de hifas
aneuploides, sem meiose (Verweij et al., 2016; Zhang et al., 2021).

No ambiente, os esporos assexuados de Aspergillus fumigatus permanecem em estado
de dorméncia até encontrarem condi¢gdes adequadas, e quando ativados incham e germinam
em hifas, formando um micélio colonizador que produz corpos de frutificagao (conididforos)
(Sugui et al., 2014; Latgé et al., 2019). Cada conidioforo gera até¢ 10* conidios/dia, garantindo
dispersdo massiva (Sugui et al., 2014; Latgé et al., 2019). Sua elevada variabilidade genética
permite selecdo de cepas adaptadas a pressdes ambientais, como exposicdo a azdlicos
agricolas. Essa adaptacdo pode levar a fendtipos de resisténcia multi-azolica, complicando

terapias clinicas (Sugui et al., 2014; Zhang et al., 2021).

2.3 Resisténcia a fungicidas azolicos

Diante dos estudos de Zhang et al, (2021), Aspergillus fumigatus precisa de
modificagcdes genéticas ou plasticidade fenotipica para obter sucesso em colonizar

hospedeiros humanos e sobreviver em ambientes com constante mudanga. Acredita-se que a
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exposicdo a fungicidas agricolas (como tebuconazol) seleciona cepas flingicas com
mecanismos de resisténcia preexistentes (ex: mutagdes em CYP51 ou superexpressdo de
bombas de efluxo) (Zhang et al., 2021). A resisténcia associada a uma mutagdo no gene
CYPS51 e sua regido motora ¢ responsavel por mediar uma das etapas da sintese do ergosterol,
um dos constituintes da membrana que sdo responsaveis pela permeabilidade e integridade da
mesma (BASTOS et al., 2021).

A pressao seletiva nos campos agricolas pode levar a fenotipos de resisténcia
multi-azolica, ja que os triazo6is agricolas e clinicos compartilham o mesmo alvo molecular,
comprometendo a eficicia de antifungicos médicos (Bastos et al., 2021), sendo voriconazol,
isavuconazol, itraconazol e posaconazol, as primeiras escolhas para a realizagdo de
tratamentos contra a aspergilose (Etienne et al., 2021; De Morais et al., 2022; Serpa, Faradiba
Sarquis et al., 2024 ) Essa preferéncia ocorre devido a baixa toxicidade e alta eficicia desses
farmacos e o surgimento de resisténcia a esses antifingicos compromete o tratamento por

doengas de A4.fumigatus (Fraaije et al., 2020).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras de café verde

Foram utilizadas cinco amostras de café verde (Tabela 1 e Figura 1) provenientes de
cidades de Minas Gerais - Brasil. Todos os produtos exibiram um adequado estado de
conservagdo e apresentavam-se dentro do prazo de validade sem violacdo na embalagem,

conforme indicado pelo fabricante.

Tabela 1. Amostras de café verde provenientes de diferentes municipios do estado de Minas

Gerais, Brasil.

Amostra Marca Tipo Origem Safra

Peneira moka, Safra

1 Catucai amarelo  Gréao Araxa - MG 2021-2022
’ N ) Peneira 16 acima, Safra
2 Catucai amarelo  Gréo Araxa - MG 2021-2022
’ N ) Peneira 14-15, Safra
3 Catucai amarelo  Gréo Araxa - MG 2021-2022
4 Grao

Catucai vermelho Paraguagu - MG  Safra 2020-2021
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5 Mundo novo Grao Paraguacu - MG Safra 2020-2021

Fonte: Elaboraggo do proprio autor.

Figura 1. A—C: Graos de café verde da cultivar Catucai amarelo, provenientes de Araxa, MG,
sendo (A) peneira moka, safra 2021-2022; (B) peneira 16 acima, safra 2021-2022; e
(C)peneira 14-15, safra 2021-2022. D: Graos de café verde da cultivar Catucai vermelho,
provenientes de Paraguagu, MG, safra 2020-2021. E: Graos de café verde da cultivar Mundo
Novo, provenientes de Paraguacu, MG, safra 2020-2021.

Fonte: Elaboracao do proprio autor.

3.2 Analise microbiologica

Efetuou-se os tratamentos das amostras de café verde Al, A2, A3, A4 ¢ AS, sendo
nomeados os isolados posteriormente com essa classificacdo de amostras, (Figura 1)
utilizando a metodologia de Pitt e Hocking (2022), sem a desinfeccdo dos graos,
transferindo-os em grupo de cinco sementes (Figura 2) para as placas de petri (90 x 90 mm)
contendo meio batata dextrose agar (BDA) (KASVI -Espanha) e Chloramphenicol
(Sigma-Aldrich, China). Todas as placas foram adequadamente nomeadas e incubadas em um

BOD a 25°C e a 37°C por um periodo de 5-7 dias para as colonias fungicas poderem crescer.
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Figura 2. Amostras dos graos de café verde organizados em cinco graos em cada placa de

petri e seladas com filme PVC.

Fonte: Elaboracgao do proprio autor.

3.3 Isolamento microbiolégico e nomeacio dos isolados

ApoOs o periodo de incubacdo das amostras de café para a obtencao das colonias
fungicas, realizou-se a repicagem das mesmas com o objetivo de torna-las puras. As coldnias
foram transferidas individualmente para placas contendo 4gar malte (cada amostra obteve
uma réplica) (MEA, Kasvi), utilizando agulhas para maior precisao, esterilizadas com alcool e
fogo. As coldnias foram incubadas novamente a temperaturas de 37°C por 48 horas. Isso
possibilitou a identificagdo dos fungos até o nivel de género, identificadas com base em
caracteristicas macroscopicas e microscopicas das colonias (Pitt e Hocking, 2022). A
identificagdo microscopica foi realizada por meio da observagdo das estruturas flingicas
coradas com azul de algodao, utilizando microscopio optico com aumento final de 400x.
Foram consideradas caracteristicas compativeis com Aspergillus fumigatus a presenca de
conidiéforos hialinos e lisos, vesiculas globosas a subglobosas, parcialmente recobertas por
fidlides dispostas predominantemente em uma Unica série (unisseriadas), formando cabegas
conidiais compactas e colunares, além de conidios globosos a subglobosos, de parede
finamente rugosa. Apenas as colOnias que apresentaram esse conjunto de caracteristicas
morfoldgicas foram mantidas para armazenamento a longo prazo. Posteriormente foi realizada

a analise molecular para confirmagao da espécie.
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A quantificagdo dos fungos foi expressa em Unidades Formadoras de Colonias por
Grama (UFC/g), calculadas a partir da contagem das colonias desenvolvidas nas placas de
cultivo. O numero de coldnias observadas foi multiplicado pelo reciproco do fator de diluigao
utilizado, de modo a corrigir a dilui¢do aplicada a amostra. Em seguida, o valor obtido foi
dividido pelo volume de chapeamento, permitindo a padronizacdo dos resultados para a

unidade de massa da amostra analisada.

UFC __ (Numero de colonias * Reciprocas do fator de diluicao)

g Volume de chapeamento

3.4 Extracao de DNA e Identificacdo molecular

Os fragmentos de micélio das colonias de Aspergillus fumigatus em meio agar BDA
foram coletados e armazenados em tubos eppendorf, posteriormente liofilizados e
armazenados a -20°C para a extracdo de DNA, o qual foi extraido do micélio liofilizado
utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O DNA foi quantificado em um espectrofotdmetro Nanodrop®
2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA).

A identificacdo de Aspergillus fumigatus foi realizada por PCR (Serrano et al., 2011),
usando dos primers de - tubulina e Rodlet A (rodA) (Tabela 2) especificos para a espécie,

que amplificam um fragmento de aproximadamente 313 bp.

Tabela 2. Primers especificos para Aspergillus fumigatus.

Primers
f-tubulina F 5'-TGACGGTGATTGGGATCTC-3’ e R
5’-CGTCCGCTTCTTCTTCCTTTGTGTTTT-3'
F 5"-ACATTGACGAGGGCATCCTT-3’ e R
Rodlet A 5’-ATGAGGGAACCGCTCTGATG-3'

Fonte: Elaboragao do proprio autor.

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador ProFlex PCR (Applied
Biosystems, EUA), com as seguintes condi¢des de ciclo: uma desnatura¢do inicial de 5 min
em 94°C, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 ‘C durante 1 min, 68 C durante 1 min e
uma extensao final em 68 C durante 2 min dos quais os resultados da amplificacdo foram

visualizados utilizando a eletroforese em gel de agarose. Portanto, a identificacdo molecular
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(figura 3) utilizando destes primers ¢ altamente recomendada para Aspergillus fumigatus uma

vez que eles sdo especificos para a espécie (Serrano et al, 2011).

Figura 3. Identificagdo molecular de Aspergillus fumigatus por eletroforese em gel de

agarose, evidenciando amplificagdo positiva do gene B-tubulina.

Fonte: Elaborado do proprio autor.

3.5 Avaliacao da resisténcia/sensibilidade ao tebuconazol dos isolados de A. fumigatus de

café verde

Inicialmente os isolados de A. fumigatus, foram armazenados a -20 °C em discos de
papel filtro esterilizados, com diametro de 0,5 cm, contendo uma suspensado de esporos. Esses
discos foram transferidos para placas contendo meio de cultivo agar batata-dextrose (BDA, a
24 g L'") e incubados a uma temperatura de 37 °C por um periodo de 72 horas. Esse processo
tem como objetivo possibilitar o crescimento das colonias.

Apds o periodo de incubagdo mencionado, pipetou-se 5 mL de Tween 20 em cada
placa e esperou-se 5 minutos para a retirada de 5 pL. do liquido das colonias resultantes, essas
foram transferidas no centro de novas placas contendo meio BDA suplementado com
diferentes concentracdes do fungicida tebuconazol determinadas de acordo com a literatura
(0, 0,03, 0,5, 2,4, 8,16 ¢ 32 ug.mL"' ). Em seguida, as placas foram devidamente vedadas e
incubadas a 37 °C por mais 72 horas com o objetivo de quantificar o crescimento micelial das

colonias e calcular a inibigdo relativa em cada dose. Para quantificar o crescimento micelial
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de 9 isolados confirmados A. fumigatus provenientes de graos de café verde sob diferentes
doses de tebuconazol, mediu-se o didmetro das colonias em cada placa com auxilio de um

paquimetro digital (Brackin et al., 2020).

Figura 4. Avaliacdo do crescimento micelial de Aspergillus fumigatus em ensaio de
sensibilidade ao fungicida tebuconazol no isolado IA5C5.1, nas concentracdes de: A) 0; B)
0,03; C) 0,5; D) 2,0; E) 4,0; F) 8,0; G) 16; e H) 32 ug-mL"".

Fonte: Elaboragdo do proprio autor.

Os valores foram transformados em crescimento micelial relativo (%), e por meio
desses resultados calculada a concentragdo efetiva para inibir 50% do crescimento fingico
(ECsp) estimada utilizando-se o pacote ec50estimator atrelada a biblioteca dcr do software R
studio (R Development Core Team, 2024) para a analise de curva de resposta as doses. Apods
o célculo da ECs,, os isolados de A. fumigatus foram classificados em diferentes categorias
de sensibilidade.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade e, em seguida,
analisados por ANOVA ou Kruskal Wallis usando o pacote de software Jamovi versao 1.2
(JAMOVI, 2020). As diferengas significativas foram determinadas pelo teste de Tukey ou
DSCF pareado com um nivel de significancia de 5%. Os resultados experimentais foram
expressos como média + desvio padrdo, e a unidade experimental para analise dos dados foi a

placa.

4. RESULTADOS

4.1 Analise microbiologica das amostras de café verde

Foram identificados no total 87 fungos isolados de café verde em 100% das amostras,
considerando as cinco amostras o género Aspergillus spp. apresentou uma frequéncia de
81,6%. Ademais, foram encontrados o género Mucor spp. € Rhizopus spp. Esses dados estido
demonstrados na Tabela 3 e grafico 1. Nem todas as amostras apresentaram todos os géneros

fingicos.



24

Tabela 3. Frequéncia dos fungos isolados de graos de café verde e distribui¢ao dos géneros

fingicos identificados em cinco amostras provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil.

Isolados N° Frequéncia (%)
Aspergillus spp. 71 81,6%
Mucor spp. 11 12,6%
Rhizopus spp. 5 5,7%
Total dos Isolados 87 100%

Fonte: Elaboracao do proprio autor.

No entanto, os resultados indicam a presenca de espécies termotolerantes como
Aspergillus spp., cujo potencial de produ¢do de micotoxinas ¢ alto, representando risco a
saude do consumidor.

A analise de variancia (ANOVA) revelou efeitos estatisticamente significativos da
amostra (F(4, 77) = 33,094; p < 0,001), da temperatura 37°C (F(1, 77) = 6,667; p = 0,012) e
da interacdo entre amostra e temperatura (F(4, 77) = 3,255; p = 0,016) sobre o fator género.
Assim, os resultados obtidos demonstram que ha diferenca significativa entre as amostras,
bem como um efeito isolado da temperatura 37°C sobre o género. Além disso, a interacao
sugere que o efeito de temperatura (as temperaturas testadas foram de 25°C e 37°C mas a
temperatura Otima para o crescimento de Aspergillus spp. ¢ 37°C) varia entre as amostras,

evidenciando uma acao conjunta entre os dois fatores, representados na tabela 4.

Tabela 4 - Resultado ANOVA dos isolados de café verde - Género.

Soma dos valor
quadrados df quadratico F P
médio
Amostra 15.238 4 3.810 33.094 <.001
Temperatura 0.767 1 0.767 6.667  0.012

Amostra*Temperatura 1.499 4 0.375 3.255 0.016
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Residuos 8.864 77 0.115 - -

Fonte: Elaboracao do proprio autor.

4.2 Teste de sensibilidade ao tebuconazol

O teste de sensibilidade ao fungicida tebuconazol para os isolados das amostras de
café verde foram realizados nos isolados IA5C5.3, IA1C2.1 , IA1C1.2, IA5C5.2, IA1C2.2,
IASCS5.1, TA3C3, TA3C6 e TA1C1, confirmados Aspergillus fumigatus através do ensaio de
PCR. Nao foram isolados a espécie Aspergillus fumigatus para as amostras A2 e A4.

Conforme o protocolo de Brackin et al., (2020) as culturas foram transferidas para
placas de petri com meio BDA suplementadas com diferentes concentragdes de tebuconazol.
Na figura 4 ¢ possivel observar o crescimento fingico do isolado IASCS.1 nas diferentes
concentragdes do fungicida.

O grafico 2 ilustra as curvas dose-resposta para cada isolado. A tendéncia é que quanto
maior for a dose do fungicida, menor o crescimento micelial, confirmando a eficacia do
tebuconazol. A inclinagdo e a posicao de cada curva mostram o qudo sensivel ou resistente
cada isolado é.

Comparando quantitativamente os valores de EC50, os isolados com EC50 mais
baixos sdo mais sensiveis ao tebuconazol e isolados com ECS50 mais altos sdo mais
resistentes. Considera-se possivel resisténcia ou baixa sensibilidade para o crescimento
micelial de Aspergillus fumigatus a partir da dose 4 de tebuconazol. Podemos observar que o
isolado TA1C1.2, tem um dos maiores EC50s, sugerindo menor sensibilidade ao fungicida. As
curvas mostram a redugdo do crescimento com o aumento da dose de tebuconazol. Isolados
com curvas que descem mais cedo e mais rapido (2 esquerda), como IA1C2.1 (EC50 = 0.21),
sdo mais sensiveis ao fungicida. Isolados com curvas que descem mais tarde (a direita), como
IA1C1.2 (EC50 = 1.18), sdo mais resistentes. A variacdo entre os isolados pode indicar
diversidade na sensibilidade ao fungicida, algo importante em estudos de controle de
patogenos.

Os dados mostram que ha variacdo na sensibilidade ao tebuconazol entre os isolados
de Aspergillus fumigatus provenientes do café verde. Essa variacdo ¢ evidenciada pelas
diferengas nos valores de EC50 e nas curvas de crescimento. Alguns isolados, como IA1C1.2,
apresentam maior resisténcia, exigindo doses mais elevadas do fungicida para inibir o

crescimento, enquanto outros, como IA1C2.1, sdo altamente sensiveis.
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Grafico 2 — Crescimento relativo vs dose de Tebuconazol a temperatura 37°C. Cada linha

colorida representa um isolado fungico especifico, com o valor de EC50 e o erro padrao

indicados na legenda.

100

. Fungal strains

=]

s= 75 == |A1C1, EC50=049+0.12

g -e~ |A1C1.2, EC50=1.18 + 0.43

g__. -e= |A1C2.1, EC50 = 0.21 £ 0.27

T 50 -e= |A1C2.2, EC50 = 0.74 + 0.48

8 IA1C2.3, EC50 = 0.67 £ 0.52

E' -s= |A5C2.1V, EC50=0.35+0.24

2 ~e~ |A5C3.1, EC50 = 0.74 £ 0.37

W 29

- -~ IA5C5.2, EC50 = 0.510.29

e IASCS.3, EC50 = 0.57 + 0.38

0

0.1 1.0 10.0
Tebuconazole dose (ug.mL-1)

Fonte: Elaboragao do proprio autor.

A analise estatistica avaliou a temperatura 37°C, amostra e seus residuais, foi
observado diferencas significativas na frequéncia de aparecimento de géneros fingicos para
os dados analisados em Temperatura e Amostra x Temperatura (p>0,05) demonstrados na
Tabela 4, evidenciando impacto principalmente em Aspergillus sp; onde o crescimento foi
favorecido a 25°C e 37°C. Portanto o gé€nero fungico mais evidente no café verde foi o
Aspergillus spp., caracterizado por possuir alta adaptabilidade a diversas condi¢des climaticas
e ambientais, podendo crescer em altas temperaturas e/ou atividade de agua reduzida (Abdel-

Azeem et al., 2016).

5. DISCUSSOES

5.1 Analise microbiologica das amostras de café verde
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A presenga dos géneros Aspergillus spp., Mucor spp., Rhizopus spp. nas amostras de
café verde analisadas representa um potencial risco, especialmente na auséncia de padrdes
microbiologicos estabelecidos especificamente para esses fungos. Embora a Instrugdo
Normativa n° 126, de 2022, estabeleca limites microbiologicos para cafés, chas e produtos
destinados a infusdo, ndo ha valores de referéncia definidos para esses géneros identificados
no trabalho, dificultando a avaliagdo sanitaria precisa das amostras (Anvisa, 2022).

Os géneros fungicos encontrados neste trabalho corroboram os resultados reportados
por Sudrez-Quiroz et al. (2004), que observaram contaminagdo durante diferentes etapas do
processamento do café verde, com predominancia de Aspergillus spp., Mucor spp., além da
presenga de leveduras e outros fungos adaptados a condi¢des de elevada umidade. De forma
semelhante, o estudo conduzido por Culliao e Barcelo (2015) com amostras de café, também
evidenciou elevada frequéncia de contaminacao por Aspergillus spp., reforcando a recorréncia

desse género em cadeias produtivas de café.

Em Jaén e San Ignacio, na Cajamarca o pesquisador Tirado et al., (2022) observou
graos de café pergaminho e de café¢ verde, isolando fungos pertencentes principalmente aos
géneros Aspergillus e Penicillium, reconhecidos por seu potencial ocratoxigénico. As espécies
identificadas incluiram Aspergillus niger, A. flavus, A. oryzae, A. tamarii, A. fumigatus e
Penicillium citrinum. Em contraste, nas amostras de café torrado ndo foi observado
crescimento fingico, o que os autores atribuem ao efeito do processamento térmico e a agao
antifungica da cafeina, que pode inibir o desenvolvimento de diversos fungos associados ao

café.

Em relacdo ao género, temperatura ¢ amostra (Tabela 4), foi possivel observar que ha
diferenca significativa, bem como a influéncia especifica da temperatura, de forma
independente, sobre o crescimento e a ocorréncia do género. De modo que a interagao sugere
que o efeito de temperatura varia entre as amostras, evidenciando uma ac¢do conjunta entre os
dois fatores, representados na tabela 4, isso possivelmente se deve ao fato de que os membros
do género Aspergillus, que apareceram com mais frequéncia, comumente encontrados em
produtos secos e possuirem crescimento rapido em uma ampla faixa de temperatura

(ABDEL-AZEEM, 2016).

5.2 Teste de sensibilidade ao tebuconazol
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Nos resultados de teste de sensibilidade ao tebuconazol, pode-se perceber que com o
aumento da dosagem do fungicida houve uma diminui¢do em seu crescimento micelial e com
o EC50 foi possivel estabelecer uma dose capaz de inibir 50% em atividade do patdgeno,
sendo 1,18 pg.mL-' a mais alta (Grafico 2).

No trabalho realizado por Meireles et al., (2025) foi exposto Aspergillus fumigatus ao
tebuconazol a fim de analisar respectivas adaptagdes dos microrganismos aos triazois clinicos,
visto que ambos (tanto agricolas quanto medicinais) favorecem uma possivel resisténcia
cruzada. Observou-se um aumento significativo no MIC50 (concentragdo inibitdria minima
para inibir 50% do patdégeno), sendo 128 vezes maior para o itraconazol apds a exposi¢cdo ao
tebuconazol. Corroborando com nossos estudos, Meireles et al., (2025) também identificou a
necessidade de um aumento de concentracdo de até 4 vezes de tebuconazol para inibir o
crescimento do fungo. O MIC50 para esses isolados varia de 1 a 4 pg.mL-' demonstrando
adaptacdo e tolerancia ao fungicida agricola, assim como em nossa pesquisa representada pelo
isolado IA1C1.2 cuja EC50 foi a mais alta.

Enquanto Allizond et al., (2021) demonstraram que a exposi¢do prolongada ao
tebuconazol pode induzir a resisténcia cruzada, nossos isolados de café¢ verde avaliados nesta
pesquisa apresentaram tanto baixos valores de EC50 quanto maiores, isso indica que ha em
alguns isolados elevada sensibilidade ao fungicida, porém em alguns isolados a sensibilidade
¢ menor ¢ a tolerancia ¢ significativa. De modo que ndo foram identificadas mutacdes que
conferem a resisténcia desses isolados ¢ que os EC50 baixos sugerem que as concentragdes
necessarias para reduzir o crescimento micelial sdo inferiores as concentracdes associadas a
selecdo de resisténcia descritas na literatura.

Em contrapartida, alguns resultados contrastam em estudos experimentais que
demonstram aumento progressivo das concentragdes inibitdérias minimas apds exposicao
prolongada ao tebuconazol, culminando em fenétipos de resisténcia cruzada a azdis clinicos.
Dessa forma, os dados obtidos indicam que, embora o ambiente cafeeiro possa atuar como
reservatorio potencial para A. fumigatus, os isolados analisados ndo apresentam, no momento
da avaliacdo, sinais de adaptacdo ou tolerancia elevada ao tebuconazol. Contudo,
considerando o uso recorrente de fungicidas azolicos na cadeia produtiva do café, esses
ambientes podem representar uma condigdo favoravel a selecdo futura de isolados menos
sensiveis, reforgando a importancia do monitoramento continuo da sensibilidade antifingica.

A pesquisa de Nganou ef al., (2020) observou uma alta diversidade de fungos apos a
secagens do café, principalmente Aspergillus fumigatus, sendo o ar e o solo como vias de

contaminagdo. Culliao e Barcelos (2015) j4 mencionados neste trabalho avaliaram a
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contamina¢do por fungos em café verde e cerejas, sendo Coffea arabica, Coffea canephora
var. robusta nas Filipinas, encontrando 75% de contaminacdo na colheita e 100% na
pos-colheita devido a etapa de secagem solar, ja que A. fumigatus cresce melhor em climas
quentes. O armazenamento de alimentos apos a colheita ¢ uma etapa importante para a
seguranga alimentar, no entanto, essa etapa ¢ vulneravel por essas questdes de contaminacgao.
Dito isso, ¢ de extrema importancia desenvolver medidas preventivas contra essas
contaminagdes fingicas, visto que o crescimento desses microrganismos que causam doencas
em humanos, animais e plantas atingem uma alta taxa de mortalidade por aspergiloses entre

50% a 100%, devido ao niimero limitado de antifungicos eficazes.

5.3 Possiveis mutacdes e resisténcia

Os antifingicos azoélicos atuam inibindo a enzima esterol 14a-desmetilase (Cyp51),
essencial para a biossintese do ergosterol, componente fundamental para a manutencdao da
estrutura e da permeabilidade da membrana celular fingica. Na espécie A4.fumigatus, o gene
Cyp5S1A ¢ o principal alvo dos azodis, e diversas cepas desenvolveram resisténcia em
decorréncia de mutacdes nesse gene, nossos estudos ndo detectaram nenhuma mutagdo que
confere a resisténcia ao fungicida agricola tebuconazol.

Em nossa pesquisa ndo foi encontrada nenhuma mutacdo que confere a resisténcia em
amostras de café verde. Porém, ¢ importante ressaltar que ha presenca de Aspergillus
fumigatus em graos durante as etapas poOs-colheita e de processamento, sugerindo que os
esporos fungicos podem persistir durante a secagem e o armazenamento. De modo que a
infusdo em altas temperaturas possa reduzir a viabilidade do fungo, necessita de mais
pesquisas para determinar se a exposicao do consumo de café apresenta riscos significativos a
saude (Castro-Rios et al., 2025). A presenca de Aspergillus fumigatus em ambientes agricolas,
como em plantagdes de café tem sido amplamente documentada. Kouadio et al., (2013)
isolaram e identificaram fungos presentes em graos de café encontrando varias espécies de
Aspergillus spp. De forma semelhante, Viegas ef al., (2017) ao avaliarem 28 amostras de
grios de café verde provenientes da Africa, América Central e do Sul e Asia, observaram alta
contaminagdo pela mesma espécie.

O crescimento observado nos isolados em concentragdes superiores a 4 pg.mL™" indica
a necessidade de investigacdes adicionais sobre o perfil de sensibilidade da espécie aos
azolicos, apontando um alerta de que essa linhagem possa se tornar um problema no futuro.

Santos et al., (2020) ndo identificou mudanca significativa apds exposi¢do aos

fungicidas, mas o valor de MIC foram diferentes, entre sensiveis e baixa sensibilidade. Esses
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achados sugerem uma pressdo seletiva exercida pelo uso de azois, que podem favorecer o
surgimento de fendtipos resistentes. A faixa de concentragdo testada variou entre 0,03 a 16
mg/L, com 100% de inibi¢cao do crescimento apos 24h a 35°C.

A sensibilidade associada ao fungicida triazol representa um perigo a saude dos
consumidores, tendo em vista que o tratamento de doencas causadas por esse fungo sdo
realizados com medicamentos do grupo dos azoéis (Bastos et al., 2021), sendo o voriconazol,
itraconazol e posaconazol os mais importantes para o tratamento da aspergilose (Zhang et al.,
2021).

Como demonstrado anteriormente, a resisténcia de Aspergillus fumigatus a fungicidas
azolicos agricolas ¢ uma questdo importante, de modo que essa espécie de fungo é um
patogeno significativo que pode causar doengas graves como aspergiloses. Portanto, ¢
necessario pesquisas para compreender a relacdo entre a resisténcia de Aspergillus fumigatus a

az0is agricolas e as possiveis causas dessa resisténcia.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa revelou que as amostras de café verde proveniente de cinco
cidades de Minas Gerais apresenta alta taxa de contaminagao fingica, com predominéncia do
género Aspergillus spp, principalmente a espécie Aspergillus fumigatus, correspondendo com
os dados da literatura onde apontam o café como um importante reservatorio ambiental de
fungos termotolerantes e potencialmente patogénicos. A presenca desse género reforca a
influéncia das etapas de processamento, em pos-colheita e especialmente secagem e
armazenamento, que sdo criticas para contaminagdo microbiologica, uma vez que estdo em

contato direto com o solo, ar e condigdes ambientais 6timas para o crescimento do fungo.

Os resultados demonstraram um efeito significativo que a temperatura exerce, de
forma isolada, quanto em interacdo com as amostras analisadas, beneficiando o
desenvolvimento de Aspergillus spp., em concordancia com a elevada capacidade desse
género a locais quentes e de baixa umidade. Portanto, a auséncia de limites microbiologicos
para a espécie na legislagdo vigente dificulta a avaliagdo sanitdria do café¢ verde,

representando uma brecha frente aos riscos a saude publica.

Além da importancia desse fungo como contaminante alimentar, o estudo
demonstrou-o como agente de relevancia clinica, especialmente em contextos de exposi¢do

ocupacional. O teste de sensibilidade ao fungicida tebuconazol revelou a variagdo entre os
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isolados, com valores distintos de EC50, indicando perfis diferentes de sensibilidade. Embora
a maioria dos isolados apresentaram sensibilidade ao fungicida, foi observada um crescimento
micelial em concentragdes superiores a 4 ug.mL™, sugerindo a presenga de fenotipos com

tolerancia aumentada.

Mesmo que ndo tenha sido detectadas mutagdes associadas a resisténcia ao
tebuconazol nos isolados testados, os dados obtidos indicam que o ambiente cafeeiro pode
atuar como um local favoravel a sele¢do natural de linhagens menos sensiveis, sobretudo
considerando o uso recorrente de fungicidas triaz6is na agricultura. Ressaltando a emergéncia
de uma possivel resisténcia cruzadas aos azodis clinicos, gerando um problema significativo

para a saide humana.

Portanto, os resultados deste trabalho ressaltam a importancia de um monitoramento
continuo de contaminagdes flingicas e testes de sensibilidade em graos de café verde, bem

como a adogao de boas praticas agricolas.
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