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Apresentacao

A interacao entre fungos e frutos de café no Brasil ocorre desde
1727, quando as primeiras lavouras foram cultivadas na Regiao
Amazonica. Com o avango cientifico, apoiado principalmente na
curiosidade de pesquisadores, algumas espécies de fungos passaram
a ser identificadas e controladas de forma a nao causar danos a
produtores e consumidores. Além dos fungos considerados
patogénicos que afetam os frutos de café, como Phoma spp. e
Cercospora coffeicola, cujos danos se expressam no aspecto, na
qualidade final e no rendimento do produto, outros fungos podem
estar associados aos frutos desde a fase de campo, causando prejuizos
em fases posteriores a colheita, durante a secagem, o armazenamento
e o transporte, e provocando alteragbes na composi¢ao quimica do
café, resultantes do processo de desenvolvimento dos fungos ou de
adicao de metabdlitos secundarios toxicos (micotoxinas), produzidos
em condigoes especificas. Os fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium sdao de grande importancia para a economia agricola e a
satde publica, tanto para o Brasil quanto para o mundo, especialmente
para os paises em desenvolvimento.

Uma quantidade incalculavel de esporos de fungos esta
naturalmente espalhada no ar, no solo e nos vegetais, favorecendo
a contaminagao dos produtos agricolas em todas as etapas do
processo de produgao. Embora, de uma maneira geral, o
desenvolvimento dos fungos e a produgdo de micotoxinas nao
ocorram quando os frutos se encontram ainda na planta, deve-se
considerar que o processo de contaminagao se verifica exatamente
nessa fase. Dessa forma, a identificagao desses fungos e a definicao
de préticas culturais que conduzam a um decréscimo do inéculo no
campo é fundamental para a redugao do risco de ocorréncia dos



eventos que se seguem a contaminagao de frutos e graos, como o
desenvolvimento dos fungos e a sintese das micotoxinas.

O sucesso no controle dos danos causados por fungos — garantia
principal da qualidade final do produto e da seguranca alimentar —,
como fonte de micotoxinas na dieta, dependera de alguns fatores, como
a composi¢ao quimica do substrato, o manejo da cultura e de frutos
e graos durante a fase pos-colheita, além do ambiente durante as
fases de pré-colheita, preparo, armazenamento e transporte até o
mercado consumidor.

Os estudos referentes ao café, como possivel fonte de
micotoxina (ocratoxina A) na dieta, visam determinar, com a maxima
precisao, seu nivel de participagao, sabendo-se a priori que as
caracteristicas quimicas desse produto, a umidade com que €
armazenado (11% a 12%) bem como a quantidade em que é
consumido o colocam como uma das fontes menos provaveis de
micotoxinas na dieta, quando comparado com outros produtos
alimenticios. O Brasil, na condi¢do de maior produtor mundial de
café e participe da preocupagao mundial com seguranca alimentar,
por intermédio do Programa Nacional de Pesquisa e Desenvolvi-
mento, Café — PNP&D/Café -, tem-se empenhado em esclarecer a
questdo, e assim atender aos interesses de produtores e consumidores
desse produto.

Esta obra visa auxiliar estudantes, técnicos e profissionais da
area de Micologia de Alimentos e Produtos Agricolas a identificar as
espécies (em nimero limitado) dos géneros Aspergillus e Penicillium,
alguns dos quais potencialmente produtores de micotoxinas,
associados a alimentos e principalmente a frutos e graos de café.

Gabriel Ferreira Bartholo
Secretario-Executivo do Programa Cafeicultura/Epamig
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Introducao

Os géneros Aspergillus e Penicillium representam anamorfos
(fases assexuada ou mitética) de ascomicetos classificados na familia
Trichocomaceae, Ordem Eurotiales, com 200 e 150 espécies,
respectivamente. As espécies de Aspergillus e Penicillium sao
comumente encontradas no solo, em matérias organicas em
decomposicao, graos estocados, alimentos, ragcoes e outros materiais
(Domsch et al., 1980; International Commission on Microbiological
Specifications for Foods, 1996; Samson et al., 2000).

As espécies de Penicillium sao mais freqlientes em regioes onde
predominam temperaturas baixas, enquanto as espécies de
Aspergillus sao mais comuns em regioes de clima quente. Muitas
espécies de Penicillium sao psicrotroficas e capazes de deteriorar
alimentos em temperaturas de refrigeracao (Pitt & Hocking, 1997),
enquanto, no género Aspergillus, é possivel encontrar espécies
termotolerantes (Domsch et al., 1980). Os dois géneros possuem
espécies xerofilicas, mas as espécies de Aspergillus suportam uma
atividade de agua menor do que as do género Penicillium.

As espécies do género Aspergillus sao de grande importancia
econdmica gracas a suas propriedades bioquimicas de produzir
enzimas que sao utilizadas nas inddstrias de panificacao e cervejeira,
em antibiéticos e acidos organicos, e, ha séculos, vém sendo
empregadas na produgao de alimentos fermentados, no Japao e em
outros paises asiaticos. Algumas espécies, porém, podem produzir
metabdlitos secundarios toxicos, denominados de “micotoxinas”, que
sdo altamente nocivos para as satides humana e animal.

As propriedades bioquimicas de espécies do género
Penicillium foram amplamente estudadas a partir de 1929, com a
descoberta da penicilina. Entretanto, o primeiro uso de Penicillium
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para beneficio humano data de tempos remotos, na producao de
queijos, como Camembert, Roquefort e Gorgonzola (Alexopoulos
et al., 1996).

Assim como ocorre com algumas espécies do género Aspergillus,
o género Penicillium pode comprometer a seguranga de alimentos por
conta da producao de micotoxinas, como a ocratoxina A, a patulina
e a citrinina.

Este Manual apresenta as caracteristicas das principais
espécies de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium
encontradas em associagcao a graos de café beneficiados, tomando
como base de estudo os levantamentos efetuados na regiao sul do
Estado de Minas Gerais, atualmente a maior regiao produtora de
café do Brasil.



Morfologia dos géneros
Aspergillus e Penicillium

Os géneros Aspergillus e Penicillium representam anamorfos
(fases assexuada ou mitética) de ascomicetos da Ordem Eurotiales.
Algumas espécies apresentam também a fase sexuada, caracterizada
pela producao de cleistotécios, que sao mindsculos corpos de
frutificacao, fechados e de formato arredondado. Entretanto, a fase
mitética é a mais comum atualmente. Ambos os géneros sao
caracterizados pela producao de fidlides e conidios em cadeias secas
(International Commission on Microbiological Specifications for
Foods, 1996). O conidioforo de Aspergillus é simples, sem ramificagao
e termina numa vesicula, onde ficam inseridas as fialides.

“Fidlides” sao células especializadas em produzir propaguos
vegetativos, isto é, conidios. Os conidios sao formados por mitose e
podem surgir diretamente das vesiculas (unisseriados) ou sao
produzidos em uma segunda camada de células, chamadas de
“métulas” (bisseriados), sendo ambas - fidlides e métulas — formadas
simultaneamente. Algumas espécies de Aspergillus podem produzir
esclerodios, que consistem numa massa compacta de hifas, de cor e
tamanho variados, enquanto outras espécies podem produzir células
Hiille, geralmente associadas com cleistotécio, sendo, porém, ainda
desconhecida sua funcao (Klich & Pitt, 1988b).

Algumas espécies de Aspergillus podem reproduzir-se sexual-
mente. Essa fase, chamada de “teleomarfica” ou “reprodugao meidtica”,
é caracterizada pela formagao desordenada de ascésporos, arranjados
em ascos, em um ascocarpo, geralmente denominado “cleistotécio”
(Klich & Pitt, 1988b).



Fig. 1. Tipos de ramifica¢do em
Aspergillus: bisseriado.

Fig. 2. Tipos de ramificacio em
Aspergillus: monosseriado.

Fig. 3. Esclerddios.




Fig. 4. Células Hille.

Fig. 5. Ascocarpo do tipo
cleistotécio, produzido por
Eurotium chevalieri.

No género Penicillium, os conidioforos apresentam graus variados
de diferenciagdo, cujos ramos terminais sustentam um grupo de fidlides.

A classificagcao moderna do género Penicillium reconhece quatro
subgéneros:

* Aspergilloides, no qual as fidlides sao formadas diretamente
sobre os conidi6foros (monoverticilado).

* Furcatum e Biverticillium, nos quais as fidlides sao formadas
sobre métulas.

* Furcatum, que € irregularmente monoverticilado, e cuja razao
entre métulas e fidlides € muito menor que 1.



No subgénero Biverticillium, é raro o terverticilado, e a razao
entre métulas e fialides é muito proxima de 1. No subgénero Penicillium,
as métulas sao formadas somente sobre conidiéforos ramificados, sendo
predominantemente terverticilado.

Fig. 6. Tipo de ramificagio
em Penicillium:
monoverticilado.

Fig. 7. Tipo de ramificacio
em Penicillium: biverticilado.

Fig. 8. Tipo de ramificacio
em Penicillium: 1erverticilado.




Cultivo, identificacao
e caracterizacao do
género Aspergillus

A maioria das espécies de Aspergillus pode ser identificada
quando cultivada em meios de cultura padronizados, como Czapek
Yeast Agar (CYA) e Malt Extract Agar (MEA), em temperaturas
controladas a 25°C, 37°C e 42°C, por 7 dias. As espécies
teleomorficas, em especial as xerofilicas, sao identificadas utilizando
CYA com 20% de sacarose, ou MEA com 40% de sacarose, de 10 a
14 dias, a 25°C,

Para a identificacdo das espécies dos fungos do género
Aspergillus, sdao observadas certas caracteristicas macroscopicas,
como: coloragao (massa conidial) e diametro das colonias, presenca
ou auséncia e coloracdo dos esclerodios e coloracao do reverso
das col6onias, em todos os meios de cultura.

Para a avaliagdo das caracteristicas microscopicas, sao feitas
laminas coradas em meio CYA a 25°C, e observadas as seguintes
caracteristicas:

* Arranjo entre métulas e fidlides ligadas a vesicula (bisseriada
e monosseriada).

¢ Comprimento do conidiéforo.

e Forma e tamanho dos conidios, das vesiculas, das métulas
e das fialides.

e Textura dos conidios e do conidi6foro.

* Presenca ou auséncia de células Hiille.



Para as espécies de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
o meio Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus Agar (AFPA) pode
auxiliar a identificagao, pois € indicativo dessas duas espécies, tendo
sido formulado por Pitt et al. (1983), apresentando bons resultados
apos 3 dias de incubagdo. No entanto, cumpre lembrar que o uso
de meios seletivos e indicativos da identificacao e da diferenciagao
das espécies de Aspergillus ainda é muito limitado.

Os guias de identificacdo de espécies comuns de Aspergillus
baseados em morfologia e nas caracteristicas das colonias vém sendo
publicados por Pitt & Hocking (1997), Klich & Pitt (1988b), Samson
et al. (2000), Christensen (1982, 1981) e Domsch et al. (1980).
A monografia mais antiga e mundialmente consultada é de autoria
de Raper e Fennell, publicada em 1965.

Outros métodos de identificagao de Aspergillus utilizados -
como técnicas de biologia molecular (Wang et al., 2001; Varga et al.,
2000a e 2000b; Accensi et al., 1999), técnicas bioquimicas de producao
de enzimas (Yamatoya et al., 1990) e técnicas fisiologicas, como a
producao de metabdlitos secundarios e micotoxinas (Klich & Pitt,
1988a), — podem fornecer uma taxonomia mais estavel para as
espécies que atualmente sao dificeis de ser identificadas (Yokoyama
et al., 2001; Varga et al., 2000a e 2000b).
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Cultivo, identificacao
e caracterizacao do
género Penicillium

Para identificar espécies do género Penicillium, também sdo
necessarios meios de cultura padronizados, como o CYA e o MEA,
em temperaturas controladas a 5°C, 25°C e 37°C, por 7 dias.

Sao observadas as seguintes caracteristicas microscopicas, em
uma lamina corada feita do meio MEA, a 25°C: namero de
ramificacoes (que indicariam se o fungo é monosseriado, bisseriado,
tervertissilado), textura da estipe e textura, forma e tamanho dos
conidios e das métulas e fialides.

A utilizacao do meio Neutral Creatine Sucrose (CSN) também
auxilia a identificacao das espécies de Penicillium - subgénero
Penicillium, pela verificagdo da diferenca de crescimento e das
modificagdes do pH do meio. Dichloran Rose Bengal Yeast Extract
Sucrose Agar (DRYES) é outro meio de cultura que pode detectar
Penicillium verrucosum produtor de ocratoxina A e Penicillium
viridicatum produtor de xantomegnina e viomeleina pela constatagao
de mudanca de coloracao do meio. Em DRYES, Penicillium
verrucosum produtor de ocratoxina A é identificado por uma
coloragao vermelho-amarronzada no verso da colonia, enquanto
Penicillium viridicatum produz uma coloracao amarelada, em ambos
0s casos, apos 7 dias de incubacdo, a 25°C.

Atualmente, sao considerados os mais completos guias de
identificacao de Penicillium aqueles produzidos por John I. Pitt:
A laboratory guide to common Penicillium species (1988 e 2000) e



Penname, a computer key to common Penicillium species 1989,
citado por Samson e Pitt (Pitt, 1989).

Por conta da grande dificuldade em identificar as espécies de
fungos pertencentes ao género Penicillium, outras técnicas tém sido
estudadas para diminuir o tempo de diagnéstico e torna-lo mais
preciso. Entre essas técnicas, as mais estudadas sao aquelas com
base na biologia molecular (Dupont et al., 1999). Também tém sido
utilizadas outras, como: a quimiotaxonomia —micotoxinas (Malmstom
et al., 2000; Svendsen & Frisvad, 1994; Frisvad & Filtenborg, 1989),
a identificacao direta por imagem digital (Dorge et al., 2000), a
composi¢ao de acidos graxos (Silva et al., 1998) e de quinonas
(Paterson, 1993) e da parede celular. Todas essas técnicas apresentam
bons resultados, porém restritas a um ndmero limitado de espécies.

Fig. 9. Griao de caié naturalmente contaminado por Aspergillus.



Género Aspergillus,
subgénero Circumdati,
secao Circumdati

Os membros da Secao Circumdati (Grupo A. ochraceus) sao
amplamente distribuidos na natureza e tém sido isolados de solos de
muitas partes do mundo. Tais espécies sao comuns em matéria
organica em decomposi¢cao, mas ha poucas evidéncias de que elas
desempenhem um papel ativo no processo de decomposicao (Raper
& Fennell, 1965).

Domsch et al. (1980) descrevem trés espécies desse grupo:
Aspergillus ochraceus, Aspergillus melleus e Aspergillus sclerotiorum,
que foram isoladas de solos cultivados e também de solos de florestas
de varias partes do mundo, principalmente das areas tropicais e
subtropicais. O Aspergillus lanosus foi primeiramente isolado de solo
de florestas localizadas na India (Kamal & Bhargava, 1969). Espécies
da Secao Circumdati também tém sido encontradas associadas a
ambientes de secagem, a frutos, graos (cereais, sementes) e outros
alimentos (Pitt & Hocking, 1997).

A. ochraceus foi a principal espécie desta Secao a ser isolada
de graos de café (Batista et al., 2001; Urbano et al., 2001; Silva
et al., 2000; Bucheli et al., 1998; Mislivec et al., 1983; Chalfoun &
Carvalho, 1989). As espécies de A. elegans e A. sclerotiorum também
foram isoladas de graos de café por Batista et al. (2001) e Tsubouchi
et al. (1984).

O desenvolvimento de fungos da Secao Circumdati em
produtos agricolas e alimentos pode ter como conseqiiéncia a



presenca de ocratoxina A. Entretanto, a interagao com outros
microrganismos, a composi¢ao quimica do substrato e os fatores
ambientais irdo determinar a intensidade em que sera produzida
(Mantle & Chow, 2000). A ocratoxina A foi primeiramente isolada
do Aspergillus ochraceus (van de Merwe et al., 1965), e atualmente
tem sido isolada de varias espécies pertencentes a esta Secao.

A presenca desses fungos micotoxigénicos em alimentos nao
implica necessariamente a presenca da micotoxina, mas apresenta
um risco potencial (Pitt et al., 2000).

As espécies de A. ochraceus, A. sulphureus, A. sclerotiorum,
A. auricomus, A. melleus, A. petrakii e A. ostianus tém sido relatadas
como produtoras de ocratoxina A, seja em meio de cultura sintético
seja em semi-sintético ( Batista, 2000; Varga, 1996; Ciegler, 1972;
Hesseltine et al., 1972).

Christensen (1982) elaborou uma chave sinéptica sobre as
espécies da Secao Circumdati. Essa chave foi utilizada neste estudo
para a identificagao das espécies encontradas associadas a graos
de café beneficiado e sao apresentadas a seguir.

£

Fig. 10. Espécies da
Secao Circumdati.



Aspergillus auricomus (Guéguen) Saito

As colonias sobre CYA a 25°C tém um diametro de 4,0 a 5,8 cm
aos 7 dias, apresentando coloracao amarelo-dourada e reverso de
um tom creme a um ocre mais claro, presenca de esclerodios
amarelo-claros a avermelhados, presentes em grande quantidade
em colonias apés 10 dias, com formacgao logo nos primeiros dias de
incubacgdo. O desenvolvimento em CYA a 37°C, variade 1,2 a 1,6 cm,
tem coloragcdao creme-amarelada e reverso creme-palido. Em MEA,
ocorrem colonias ocre-amareladas, com uma forte tendéncia a
amarelo, com diametro acima de 5,0 cm e reverso predominantemente
ocre, tendo alguns tons de creme.

Cabeca conidial bisseriada, com vesiculas de subglobosas a um
pouco alongadas, variando de 27 a 39 pm de diametro, conidios globosos
a subglobosos, lisos a delicadamente rugosos, medindo de 3,5 a 4,0 ym
de diametro. Conidioforos longos, finamente rugosos a muito rugosos
entre os maiores, com comprimento de 1.000 a 1.200 pm.

Fig. 11. A. auricomus: a) colonia em CYA de coloracao amarelo-dourada; b) conidios subglobosos

a ovoides, lisos, ampliados 2.000 vezes; ¢) esclerodios amarelo-claros, ampliados 20 vezes.



Aspergillus elegans Gasperini

As colonias sobre CYA a 25°C tém um diametro de 4,0 cm,
apresentando coloraciao ocre, micélio em tons creme, colonias com
aspecto sulcado e reverso palido, tendendo a amarelo, e formagao de
grandes gotas de exsudato; presenca de esclerédios creme a amarelo-
dourado, com formagao logo nos primeiros dias de incubagao. Nao
desenvolve em CYA a 37°C. Em MEA, colonias ocre-amareladas, com
diametro de 5,8 a 6,0 cm, e reverso em tons entre creme e marroms-

(‘I(] ro.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo em torno de
23 pm e fialides em torno de 8 pm, vesiculas globosas, variando de 37 a
60 pm, conidios inicialmente ovoides. Com a maturidade, os conidios
sao majoritariamente subglobosos a elipsoidais, de textura lisa a
finamente rugosa, medindo, predominantemente, 3,5 a 4,0 pm de
diametro. Conidioforos em tons marrons, de lisos a finamente rugosos,
lisos proximo a vesicula e, em sua maioria, medindo 1.200 a 1.600 pm
de comprimento.

Fig. 12. A. elegans: a) esclerodios de coloragio creme a
amarelo-dourada, ampliados 20 vezes; b) colonias em
CYA de coloracao ocre, e micélio em tom creme;
¢) cabeca conidial bisseriada, ampliada 500 vezes;
d) conidios de subgloboides a ovoides, de lisos a fina-

mente rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Aspergillus insulicola Montemayor & Santiago

As colonias sobre CYA a 25°C medem de 6,0 a 6,2 cm de
diametro, apresentando coloracao amarelo-ouro e reverso creme,
presenca de esclerodios amarelos, com formacgao logo nos primeiros
dias de incubacao. Desenvolvimento em CYA a 37°C, variando de
1,8 a 2,0 cm, com coloracao creme também no reverso. Em MEA,
coldnias ocre-amareladas, com diametro acima de 5,0 cm, cujo
reverso tem coloracao de incolor a ocre.

Cabeca conidial bisseriada, vesiculas globosas variando de
19 a 31um, conidios subglobosos, finamente rugosos, medindo entre
3,0 e 3,5 pm de diametro. Conidi6foros curtos, rugosos, sendo os
maiores rugosos, com 345 a 410 pm de comprimento.

Fig. 13. A. insulicola: a) colonias em CYA, de coloracao amarelo-ouro; b) esclerédios amarelo-
dourados, ampliados 20 vezes; ¢) cabeca conidial bisseriada, ampliada 800 vezes.



Aspergillus lanosus Kamal & Bhargava

As coldnias sobre CYA a 25°C tém diametro entre 4,4 e 5,0 cm
aos 7 dias, apresentando coloracao de amarelo-forte a amarelo-
cadmio, colonias planas, com aspecto pouco aveludado, e reverso
creme; auséncia de esclerodios.

Desenvolvimento em CYA a 37°C, variando de 2,0 a 2,4 cm,
com reverso palido semelhante a marfim. Em MEA, colonias amareladas,
com diametro acima de 5,8 cm, e reverso predominantemente amarelo,
alguns apresentando tons amarelo-limao no centro.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo de 8 a
12 pm e fialides de 6 a 8 pm, vesiculas globosas e pequenas, variando
de 27 a 37 pm, conidios lisos e globosos, com um diametro de 2,5 a
3,0 pm. Conidiéforos lisos, com 600 a 1.005 pm de comprimento.

|

Fig, 14. A. lanosus: a) colonias em CYA de coloracao amarelo-forte a amarelo-cadmio;
b) cabeca conidial bisseriada, ampliada 800 vezes; ¢) conidios globoides e lisos, ampliados
1.500 vezes.



Aspergillus melleus Yukawa

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 5,0 cm,
apresentando coloragao amarelo-ocre, reverso palido, com tons
verde-amarelados, presenca de esclerodios em abundancia, de cor
amarelo-puro, que ganham tons vermelho-alaranjados com o passar
da idade. Desenvolvimento em CYA a 37°C, com diametro que varia
de 0,60 a 0,85 cm. Em MEA, coldnias ocre mais claras, com diametro
acima de 5,0 cm, reverso predominantemente ocre, alguns
apresentando tons verdes.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo de 8 a 12 pm
e fidlides de 5,0 a 8,0 pm, vesiculas globosas e subglobosas variando
de 24 a 31 pm, conidios finamente rugosos, globosos a subglobosos,
com 3,0 a 4,0 pm de diametro. Conidiéforos rugosos, medindo de
600 a 1.600 pm.

Fig. 15. A. melleus: a) colénias em CYA de coloracio amarelo-ocre; b) cabeca conidial
bisseriada, ampliada 500 vezes; ¢) esclerodios amarelo-puros, ampliados 20 vezes.



Aspergillus ochraceus Wilhelm

As colonias sobre CYA a 25°C apresentam um diametro que
varia de 4,8 a mais que 5,0 cm, apresentando coloragao ocre no
centro, micélio de creme a esverdeado quando presente, colonias
com aspecto sulcado e reverso palido, em tons verde-amarelados a
marrom-escuros; presenca de esclerodios cor de vinho a parpura
em quase todos os isolados, em média apés 12 dias de incubagao.
Nenhum dos isolados desenvolveu em CYA a 37°C. Em MEA, colonias
ocre mais claras, com diametro acima de 5,0 cm. Poucos isolados
apresentaram micélio de coloracdao branca a esverdeada, reverso
predominantemente incolor, alguns expressando tons amarelo-
esverdeados no centro.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo de 10 a
14 pm e fidlides de 8 a 11 pm, vesiculas globosas variando de 23 a
70 pm, conidios finamente rugosos, pequenos e globosos, com 2,0 a
3,5 pm de diametro. Conidiéforos rugosos, de 400 a 1.515 pm.

Fig. 16. A. ochraceus: a) colonias em CYA de coloragao ocre; b) esclerodios de cor creme a
amarelo-dourada, ampliados 20 vezes; ¢) cabeca conidial bisseriada, ampliada 500 vezes.



Aspergillus ostianus Wehmer

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro que varia de 4,8 a
5,4 cm, apresentando coloragao ocre mais forte no centro da colonia
e tons amarelados nas bordas, pouco micélio branco, que desaparece
com a idade, colonias com aspecto levemente sulcado e reverso
creme, exsudato de coloracao ambar em abundancia sob a massa
de cabecas conidiais, e presenca, em pequena quantidade, de
esclerodios amarelos. Nao desenvolveu em CYA a 37°C. Em MEA,
as colonias tém coloracao ocre-claro, tendendo a amarelado, com
diametro aproximado de 6,0 cm, e reverso incolor.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo em torno
de 13 pm e fidlides em torno de 8 pm, vesiculas globosas para
levemente alongadas, variando de 19 a 33 pm, conidios globosos a
subglobosos, de textura finamente rugosa e com um diametro de 3,5
a 4,0 pm. Conidioforos lisos a finamente rugosos, com 575 a 840 pm
de comprimento.

Fig. 17. A. ostianus: a) esclerédios amarelos, ampliados 20 vezes;
b) colénias em CYA de coloracdo ocre-amarelada; ¢) conidios,
de globosos a subglobosos, lisos a finamente rugosos, ampliados
2.000 vezes; d) cabeca conidial bisseriada, ampliada 500 vezes.



Aspergillus petrakii Voros

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 5,0 cm
aos 7 dias, apresentando coloragdo ocre-amarelada, colonias planas
e reverso palido, e auséncia de esclerédios. Em CYA a 37°C, colonias
com 1,2 cm de didametro, de coloracao creme e reverso palido. Em
MEA, coldnias ocre, com didmetro superior a 5,0 cm.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo em torno
de 9,0 pm de comprimento e fialides entre 10 e 11 pm; vesiculas
globosas variando de 25 a 32 pm, conidios lisos, subglobosos a
elipsoidais, de comprimento variado (3,0 x 3,5/3,0x 4,0/ 3,5 x 4,0
/4,0 x 5,0). Conidiéforos lisos, de 450 a 575 pm.

Fig. 18. A. petrakii: a) colbnias em CYA de coloracdo ocre-amarelada; b) cabeca conidial bis-
seriada, ampliada 500 vezes; ¢) conidios subglobéides a ovéides, lisos, ampliados 2.000 vezes.



Aspergillus sclerotiorum G. A. Huber

As colonias sobre CYA a 25°C atingem um diametro de 4,8 a
5,4 cm aos 7 dias, apresentando coloracao ocre, coldénias com
aspecto pouco sulcado e reverso palido, em tons marrom-claros,
presenca de esclerodios amarelados nos primeiros dias de incubagao
e, posteriormente, levemente coloridos. Cadeia de conidios aderidos
em cadeias duplas, bifurcando nas extremidades, até 10 a 12 dias.
Desenvolvimento em CYA a 37°C, de coldnias creme, com diametro
de 0,6 cm, embora um isolado nao tenha desenvolvido nessa
temperatura. Em MEA, col6nias e reverso ocre, com didametro superior
a 5,0 cm.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo de 11 a
13 pm e fidlides de 8 a 9 ym, vesiculas globosas variando de 26 a
43 pm, conidios finamente rugosos, globosos a subglobosos, variando
de 2,5 a 3,0 pm. Conidi6foros rugosos, de 550 a 750 pm de comprimento.

Fig. 19. A. sclerotiorum: a) colénias em CYA de coloracio ocre, micélio em tom creme;
b) esclerédios amarelos a levemente coloridos, ampliados 20 vezes; ¢) cabeca conidial
bisseriada, ampliada 500 vezes.



Aspergillus sulphureus (Fres.) Wehmer

As colonias sobre CYA a 25°C tém mais que 5 cm de diametro,
apresentando coloracao ocre-amarelada, micélio em tons creme
quando presente, coldnias com aspecto sulcado e reverso palido,
tendendo a amarelo, presenca de esclerédios amarelo-dourados
em grande quantidade, com formacao logo nos primeiros dias de
incubacdao. Desenvolvimento em CYA a 37°C, variando de 0,55 a
1,00 cm, com coloracao e reverso palidos, proximo a amarelo. Em
MEA, colonias ocre-amareladas, com diametro acima de 5 cm,
reverso predominantemente ocre, tendo alguns tons de amarelo.

Cabeca conidial bisseriada, com métulas medindo de 6 a 10 pm
e fidlides de 7 a 12 pm, vesiculas globosas variando de 22 a 34 pm,
conidios pequenos, de forma variada (globosos, subglobosos e
elipsoidal), lisos a finamente rugosos, medindo, predominantemente,
3 a4 pm de diametro. Conidiéforos finamente rugosos, de 275 a 830 pm
de comprimento.

Fig. 20. A. sulphureus: a) colonias em CYA de coloragio ocre-amarelada; b) esclerédios

amarelo-dourados, tormados nos primeiros dias de incubacaio, .1m|1||.1(|n~ 20 vezes;
¢) cabeca conidial bisseriada, ampliada 500 vezes.



Género Aspergillus,
subgénero Circumdati,
secao Flavi

As espécies de fungos pertencentes a Secao Flavi sao as principais
responsaveis pela presenca de aflatoxina A em alimentos. Atualmente,
as espécies consideradas como produtoras de aflatoxina sao: A. flavus,
A. parasiticus, A. nomius, A. bombycis ¢ A. pseudotamarii (Peterson
et al.,, 2001). Algumas espécies dessa Se¢do estao extensamente
distribuidas na natureza. Sao isoladas de solo, particularmente das
areas tropicais e subtropicais, das florestas, de graos, das sementes
estocadas e de varios tipos de alimentos. Também contribuem para
o processo de decomposi¢cao em niveis de umidade superior aos
toleraveis por fungos extremamente xerofilicos (Raper & Fennell,
1965).

A. tamarii e A. flavus tém sido isolados de frutos e graos de
café (Mislivec et al., 1983; Lopez Garay et al., 1987; Bucheli et al.,
1998; Batista, 2000).

A presenca de A. flavus em graos de café alerta sobre uma
possivel presencga de aflatoxinas no produto, considerando que essa
espécie pode ser produtora dessas micotoxinas. Havera risco, por
exemplo, cada vez que ocorrer condi¢oes nutricionais e ambientais
favordveis ao desenvolvimento do fungo. No entanto, estudos
realizados por Scott (1968), Tsubouchi et al. (1984) e Nakajima et al.
(1997) mostram resultados que constatam baixos riscos da presenga
de aflatoxinas em graos de café: de dez amostras de graos de café
de origem brasileira analisadas por Nakajima et al. (1997), em
nenhuma delas foi detectada a presenca de aflatoxinas.



Fig. 21. A. flavus em grios de café artificialmente contaminados,
apos 5 dias de incubagao, a 25°C,

Aspergillus flavus Link

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 5,0 cm,
coloracao de verde-amarelada a verde-escura, reverso amarelo-
palido e as vezes acinzentado; presenca de esclerodios pretos,
cobertos com um amontoado de hifas, em poucos isolados.
Desenvolvimento em CYA a 37°C, variando de 4,6 a 5,0 cm, de
coloracao esverdeada, reverso variando de amarelo-palido a cinza-
claro. Em MEA, colénias de verde-claras a verde-amareladas, com
diametro superior a 5,0 cm, ralas, e reverso predominantemente
incolor.

Cabeca conidial predominantemente bisseriada, com métulas
medindo de 9 a 19 pm e fidlides de 6 a 10 pm; nos esterigmas
monosseriados, as fidlides entre 10 e 12 pm, vesiculas globosas,
subglobosas e poucas alongadas, variando de 28 a 73 pm, sendo as
vesiculas menores as mais alongadas, conidios verdes, globosos a
subglobosos, a maioria finamente rugosos, com um diametro de 3,5
a 6,0. Conidi6foros rugosos, com de 700 a 1.695 pm de comprimento
— a maioria medindo entre 1.000 e 1.300 pm.



Fig. 22. A. flavus: a) colonias em CYA de coloracao verde-amarelada; b) cabeca conidial

bisseriada, ampliada 500 vezes; ¢) conidios globosos a subgloboides, finamente rugosos,
ampliados 2.000 vezes.

Aspergillus tamarii Kita

As colonias sobre CYA a 25°C, cujo diametro varia de 4,8 cm
a mais que 5,0 cm, apresentam coloragao verde-amarronzada a
marrom até 7 dias, mas ganham um tom marrom-escuro apos
15 dias de incubac¢do. Ha poucos isolados com micélio branco,
reverso acinzentado, levemente marrom. Desenvolvimento em CYA
a 37°C, variando de 4,2 a 5,0 cm, colonias marrons, com tons verdes
e amarelos, e mais compactas, com reverso marrom. Em MEA, as
colonias tém coloragdo marrom, com diametro superior a 5,0 cm,
reverso ralo e incolor . Esterigmata predominantemente bisseriada
e poucas unisseriadas, com métulas medindo de 8 a 14 pm e fialides
de 8 a 11 pm, vesiculas globosas, subglobosas e alongadas, variando



de 17 a 39 pm, conidios marrons, distintamente rugosos, globosos e
subglobosos, com 5,0 a 7,0 pm de diametro. Conidioforos espinhosos
e longos, medindo acima de 810 pm.

Fig. 23. A. tamarii: a) colonias em CYA, de coloragcdo marrom a verde-amarronzada;
b) cabe¢a conidial bisseriada, ampliada 800 vezes; ¢) conidios marrons, distintamente
rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Género Aspergillus,
subgénero Circumdati,
secao Nigri

As espécies de Aspergillus pertencentes a Secao Nigri sao
fungos cosmopolitas, com grande impacto na sociedade moderna
(Varga et al., 2000a; Accenci et al., 1999). Algumas espécies sao
responsaveis pela deterioracdao de alimentos, enquanto outras sao
usadas na industria de fermentacdo para a producao de diferentes
enzimas hidroliticas, tais como amilases e lipases, e acidos organicos,
como acido citrico e acido gluconico (Varga et al., 2000a). Ha
isolados de Aspergillus niger modificados geneticamente e aceitos
como GRAS (Generally Regarded as Safe - Geralmente
Reconhecido como Seguro) pelo Food and Drug Administration —
FDA -, 6rgao governamental dos Estados Unidos (Varga et al., 2000a).
Entretanto, nos Gltimos anos, algumas espécies tém sido mencionadas
como produtoras de ocratoxina A (Abarca et al., 1994; Nakajima
et al., 1997), com destaque especial para o Aspergillus carbonarius,
como possivel fonte de ocratoxina A nos alimentos de paises tropicais
e subtropicais (Pitt et al., 2000).

Estudos realizados por Batista (2000), Nakajima et al. (1997) e
Tsubouchi et al. (1984) indicam a Sec¢ao Nigri (Grupo A. niger) como
a predominante nas amostras de graos de café. De acordo com Batista
(2000), 3 isolados de Aspergillus foetidus, 18 de Aspergillus niger
var. awamori e 7 de Aspergillus niger var. niger nao produziram
ocratoxina A, tendo sido, todos esses fungos, isolados de graos de
café beneficiado. As espécies da Secao Nigri ja foram associadas a
cafés classificados como de qualidade inferior, sendo atribuido ao



Aspergillus niger os efeitos deletérios sobre a qualidade organoléptica
do café (Carvalho et al., 1997).

A identificacdao das espécies da Secao Nigri foi baseada em
caracteristicas morfolégicas, como as descritas por Klich & Pitt
(1988b). A nomenclatura desta Secao também vem sendo revisada,
com base no seqlienciamento do gene mitocondrial citocromo c
(Yokoyama et al., 2001) e do gene 5.8S rRNA, incluindo os espagos
intergénicos ITS1 e ITS2 (Accenci et al., 1999), em outras técnicas
da biologia molecular, como RFLP (Restriction fragment length
polymorphisms), AFLP (Amplified fragment length polymorphisms)
e Micovirus (Varga et al., 2000a; Parenicova et al., 2000), além da
morfologia dos conidios, utilizando-se a Microscopia Eletronica
(Varga et al., 2000a).

Fig. 24. Conididforos de A. niger sobre um grio de café.



Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom

Colonias sobre CYA superior a 6,0 cm de diametro, de coloragao
preta, com reverso palido e compacto. Desenvolvimento reduzido
em CYA a 370C, em torno de 1,2 a 2,4 cm de diametro, presenca de
micélio branco com reverso compacto, centro da colonia escuro
(preto). Em MEA, coldnias pretas, com 6,0 cm de diametro, presenca
de esclerédios em tons de amarelo-escuro e reverso ralo e incolor.

Cabeca conidial bisseriada, métulas com 20 a 40 pm de
comprimento e fidlides de 8 a 10 pm, vesiculas globosas variando
de 50 a 85 pm de diametro, conidios distintamente rugosos, de cor
preta e de forma variando entre globosa e barril, medindo em média
de 6 a 10 pm de diametro. Conidi6foros lisos, com paredes grossas,
a maioria medindo entre 1.300 e 1.500 pm.

Flg 25. a) A. carbonarius (Bainier) Thom: b) conidioioros .l:‘rulil'ltlh\ 500 vezes: ¢) conidios

Jr!‘lfill'lfin-\ 3.500 vezes.



Aspergillus foetidus Thom & Raper

Colonias sobre CYA com diametro superior a 6,0 cm, de
coloragcao marrom muito escuro, bem préximo do preto, com reverso
palido e levemente compacto. Otimo desenvolvimento em CYA a
37°C, diametro superior a 6,0 cm, presenga de micélio branco com
reverso compacto, centro da colonia escuro (preto). Em MEA,
colonias pretas com 6,0 cm de diametro e reverso constantemente
ralo e incolor.

Cabeca conidial bisseriada, métulas com 10 a 12 pm de
comprimento e fidlides de 8 a 10 pm, vesiculas globosas com
diametro variando de 30 a 60 pm, conidios lisos a finamente rugosos,
de cor preta e cuja forma varia de globosa a de barril, cujo diametro,
em média, varia de 3 a 4 pm. Conidi6foros lisos, medindo, na maioria,
entre 450 e 700 pm.

Fig. 26. A. foetidus: a) colonias em CYA, de coloracao marrom muito escura; b) cabega
conidial bisseriada, ampliada 500 vezes; ¢) conidios globosos a subglobosos, lisos,
ampliados 3.500 vezes.



Aspergillus japonicus Saito var.
aculeatus (lizuka) Al-Musallam

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 6,0 cm,
coloragcao marrom muito escura, com tons acinzentados, com reverso
palido, em tons amarelos. Em CYA a 37°C, ocorre desenvolvimento
em torno de 2,0 a 3,0 cm. Em MEA, coldnias marrom-escuras, proximo
a pretas, com 6,0 cm de diametro, e reverso constantemente ralo e
incolor.

Cabeca conidial unisseriada com fialides de 6 a 10 pm,
vesiculas subglobosas cujo diametro varia de 30 a 80 pm, de conidios
espinhosos (equinulados), de cor preta e de forma globosa a
elipsoidais, com um diametro, em média, de 3,5 a 5,0 pm.
Conidioforos lisos, medindo, a maioria, entre 500 e 1.700 pm.

Fig. 27. A. japonicus var. aculeatus: a) colénias em CYA de coloragdo marrom-escura;
b) cabeca conidial unisseriada, ampliada 500 vezes; ¢) conidios espinhosos, ampliados
2.500 vezes.



Aspergillus niger van Tieghem var.
awamori (Nakazawa) Al-Musallam

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 6,0 cm,
coloracao marrom-escura, tendendo a preta, e micélio branco
presente. Otimo desenvolvimento em CYA a 37°C, acima de 6,0 cm
de diametro. Forma de desenvolvimento variando de radial a
compactado e, em alguns casos, com micélio branco, constatando-
se que os isolados que cresceram de forma radial ndo produziram
micélio branco; reverso em CYA, variando de pouco a densamente
compacto e coloragao palida. Em MEA, colonias pretas com 6,0 cm
de diametro e reverso constantemente ralo e incolor.

Cabeca conidial bisseriada, com longas métulas, medindo de
10 a 15 pum e fidlides medindo entre 7 e 8 pm, vesiculas globosas
com diametro variando de 40 a 60 um, conidios globosos pretos,
finamente rugosos, com 4 a 5 pm de diametro. Conidiéforos lisos,
geralmente com 750 a 1.200 pm de comprimento.

Fig. 28. A. niger var. awamori: a) colonias em CYA, de cor preta; b) cabega conidial
bisseriada, ampliada 800 vezes; ¢) conidios globosos a subglobosos, finamente rugosos,

ampliados 2.000 vezes.



Aspergillus niger van Tieghem var. niger

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro superior a 6,0 cm,
coloracao preta e, as vezes, marrom muito escura. Otimo
desenvolvimento em CYA a 37°C, quando o diametro é superior a
6 cm. A forma de desenvolvimento varia de radial a compactada e,
em alguns casos, com micélio branco, constatando-se que os isolados
que cresceram de forma radial ndao produziram micélio branco;
reverso em CYA, variando de pouco a densamente compacto, com
coloracao pélida; em MEA, colonias pretas com 6,0 cm de diametro
e reverso constantemente ralo e incolor.

Cabeca conidial bisseriada, com longas métulas (12 a 14 pm)
e fialides curtas (6 a 7 pm) e arredondadas, vesiculas globosas, com
diametro de 37 a 65 pm, conidios pretos, de formas variadas, de 4 a
5 pm, distintamente rugosos. Conidi6foros lisos, de 800 a 1.230 pm.

Fig. 29. A. niger var. niger: a) colonias em CYA, de coloragdo preta a marrom-escura;
b) cabeca conidial bisseriada, ampliada 800 vezes; ¢) conidios subglobéides e rugosos,
ampliados 2.000 vezes.



Género Aspergillus,
subgénero Circumdati,
secao Versicolores

Das espécies de Aspergillus pertencentes a Secao Versicolores,
o Aspergillus sydowii e o Aspergillus versicolor parecem ser as
espécies que estao mundialmente distribuidas na natureza (Raper &
Fennell, 1965). Em virtude de seu pobre desenvolvimento e de sua
natureza xerofilica, as duas espécies sao muito pouco encontradas
em estudos de populagdo fungica (ICMSF, 1996). O ambiente mais
comum para as espécies da Secao Versicolores € o seguinte: solo e
vegetacao em decomposicao e em graos armazenados. Outras
espécies, além do Aspergillus sydowii e do Aspergillus versicolor,
parecem ter origem tropical e subtropical (Raper & Fennell, 1965).

Fig. 30. Vesicula bisseriada de A. caespitosus isolado de
graos de café.



As espécies Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii,
Aspergillus caespitosus e Aspergillus granulosus sao fungos tipicos
de solo, sendo detectados tanto em solo do deserto como em minas
de uranio e na rizosfera de plantas e sementes (Domsch et al., 1980).
Isolados de Aspergillus sydowii e Aspergillus versicolor foram
detectados em graos de café por Abdel-Hafez & El-Maghraby (1992)
e Mislivec et al. (1983). Batista et al. (2001) identificaram, além do
Aspergillus versicolor e do Aspergillus sydowii, o Aspergillus
caespitosus e o Aspergillus granulosus, todos em graos de café
armazenados, porém em pequena quantidade.

Aspergillus sydowii (Bain. & Sart.)
Thom & Church

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro que varia de 3,0 a
3,1cm, coloragao verde-azulada, com micélio branco, reverso da
colonia vermelho-amarronzado e pigmentacao solavel, amarronzada.
Desenvolvimento em CYA a 37°C variando de 1,2 a 1,7 ¢m, de
coloracao acinzentada, com micélio branco e exsudato vermelho-
escuro. Em MEA, colbnias azul-verde-acinzentadas, com diametro
variando de 3,0 a 3,1 cm e reverso palido.

Cabeca conidial predominantemente bisseriada, com métulas
medindo de 6 a 7 pm e fidlides de 6 a 8 pm, vesiculas subglobosas
a alongadas, variando de 14 a 17 pm, conidios verdes, globosos a
subglobosos e rugosos, com diametro entre 3,0 e 3,5 pm. Conidiéforos
lisos, incolores, com comprimento em torno de 300 pm. Estao
presentes células Hiille globosas.



Fig. 31. Células Hdlle (ampliadas 8.000 vezes) presentes em colonias de
A. sydowii

Fig. 32. A. sydowii: a) colonias em meio CYA, de coloracdo verde-azulada; b) cabeca
conidial bisseriada, ampliada 1.250 vezes; ) conidios globosos e rugosos, ampliados
2.000 vezes.



Aspergillus versicolor (Vuill) Tirab

O diametro das col6nias sobre CYA a 25°C varia de 3,3 a 3,5 cm,
coloracao azulada com micélio branco, e reverso da colonia em
tons alaranjados. Nao cresceu em CYA a 37°C. Exsudato amarelado.
Desenvolvimento e coloracdao em CYA20S a CYA a 25°C. Em MEA,
coldénias azul-verde-acinzentadas, com diametro entre 2,0 e 3,6 cm
e reverso palido.

Cabeca conidial predominantemente bisseriada, com métulas
medindo entre 4 e 5 pm e fidlides de 5 a 7 pm, vesiculas subglobosas a
alongadas, variando de 12 a 17 pm, conidios verdes, globosos a
subglobosos e finamente rugosos, com diametro entre 2,0 e 3,0 pm.
Conidioforos lisos, incolores, cujo comprimento varia de 275 a 300 pm.

Fig. 33. A. versicolor: a) coldnias em CYA, de coloracdo azulada, com micélio branco;
b) cabeca conidial bisseriada, ampliada 800 vezes; c) conidios globosos a subglobosos,
finamente rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Género Eurotium Link: Fr.,
subgénero Circumdati,
secao Aspergillus (Teleomorfos)

Eurotium é um género dos Ascomicetos (Aspergillus que se
reproduz sexualmente), caracterizado pela formagao de ascos,
arranjados em ascoésporos do tipo cleistotécio (Klich & Pitt, 1988b).
Todas as espécies de Eurotium sao xerofilicas, sendo os cereais o
principal substrato (Pitt & Hocking, 1997).

As espécies Eurotium amstelodami e Eurotium chevalieri ja
foram isoladas de graos de café, por Batista (2000) e Abdel-Hafez &
El-Maghraby (1992). A contaminagdo se deve, em parte, ao fato de
os graos de café serem armazenados com pouca umidade e essas
espécies serem xerofilicas.

De acordo com Pitt & Hocking (1997), a estrutura dos
ascosporos € a principal caracteristica para diferenciar as espécies
de Eurotium.

Ascosporos de Eurotium chevalieri possuem duas abas
longitudinais e textura lisa. Ja os ascsporos de Eurotium amstelodami
possuem também duas abas longitudinais, porém rugosas. A forma
dos conidios também auxilia a diferenciar as duas espécies: os
isolados de Eurotium chevalieri possuem conidios rugosos
predominantemente ovais, enquanto os isolados de Eurotium
amstelodami tém conidios rugosos predominantemente globosos a
subglobosos. Quanto ao aspecto das colénias, ha formagao de hifas
amarelas a alaranjadas sob os cleistotécios, produzidas pelos isolados
de Eurotium amstelodami, fator que também auxilia a identificagdo
dos isolados pertencentes a essa espécie. Os isolados de Eurotium
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chevalieri produziram hifas amareladas (e ndo alaranjadas) sobre os
cleistotécios, mas em quantidade tao pequena que nio chegou a alterar
a coloracao das colonias.

chevalieri EFurotium amstelodami

Fig. 34. E. chevalieri e E. amstelodami em meio DG18, incubados a 25°C, por 10 dias,

Eurotium amstelodami Mangin

As colonias sobre CYA a 25°C variam de 3,5 a 4,0, com
cleistotécios amarelos e com pouca producao de conidi6foros,
apresentando conidios verde-escuro-acinzentados, reverso amarelo,
tendendo a alaranjado, e pigmentos soliveis de coloracao amarelada.
Nao desenvolve a 37°C. Em MEA, colonias com diametro de 2,5 a
3,4 cm, produgao de cleistotécio amarelo, com pouca esporulagao
verde-acinzentada no centro, pigmentos solGveis amarelados,
reverso variando de amarelo-escuro a alaranjado. Em CYA20S,
colonia com diametro entre 4,6 e 4,8 cm, cleistotécios amarelo-
alaranjado em abundancia, com hifas amarelas sobre os cleistotécios,
com pouca esporulagdo, de cor verde-escura-acinzentada e reverso
amarelo-alaranjado.



Cabeca conidial unisseriada, com fidlides medindo de 6 a
10 um, vesiculas subglobosas e pouco alongadas, variando de 14 a
35 pm, conidios verdes, globosos a subglobosos, rugosos, com
diametro de 4,5 a 6,0 cm. Conidi6foros lisos, de 215 pm de
comprimento, cleistotécios amarelos, de forma variada entre globosos
e subglobosos, com diametro variando de 65 a 130 pm, ascosporos
rugosos, com duas fendas longitudinais medindo 5,0 de comprimento
e 3,0 a 3,5 cm de largura.

Fig. 35. E. amstelodami: a) colonias em CYA20S, com cleistotécios amarelos, com pouca
producao de conidios verde-escuro-acinzentados; b) conidial unisseriada, ampliada

800 vezes; ¢) ascOsporos rugosos, com duas fendas longitudinais, ampliados 2.000 vezes.



Eurotium chevalieri Mangin

As colonias sobre CYA a 25°C variam de 2,0 a 2,1 cm, com
cleistotécios amarelos, exsudato marrom-avermelhado, poucos
conidiéforos centralizados, reverso amarelo a alaranjado. Nao
desenvolveu a 37°C. Em MEA, colbnias com diametro de 2,3 a
2,7 cm, produgao de cleistotécio amarelo, com pouca esporulagao
verde-acinzentada e pequenas gotas de exsudato marrom-
avermelhado, e reverso amarelo-escuro. Em CYA20S, coléonia com
diametro entre 4,5 e 4,8 cm, com cleistotécios amarelos em
abundancia, por toda a colonia, porém cobertos pelos conidi6foros,
e massa conidial verde-escura-acinzentada, com reverso amarelo-
alaranjado.

Cabeca conidial unisseriada, com fidlides medindo de 7 a 8 pm,
vesiculas subglobosas e pouco alongadas, variando de 17 a 25 pm,
conidios verdes, subglobosos a ovéides, rugosos, com diametro de
4,5 a 5,0 pm. Conidioforos lisos, cleistotécios amarelos, de formas
variadas, entre globosos e subglobosos, com diametro variando de
83 a 125 pm, ascosporos lisos, com duas fendas longitudinais medindo
5,0 de comprimento e 3,0 a 3,5 pm de largura.

Fig. 36. E. chevalieri: a) colonias em CYA20S, com cleistotécios amarelos cobertos por
conidioforos com massa de conidios verde-escuro-acinzentados; b) cabeca conidial unisseriada,
ampliada 800 vezes; ¢) conidios subglobosos a ovoéides, rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Género Penicillium

Todas as espécies relacionadas neste boletim sao classificadas
como fungos de solo e sao encontradas em todas as parte do planeta,
principalmente em regioes de clima quente (Domsch et al., 1980).
A presenca de espécies de fungos do género Penicillium em produtos
alimenticios pode ocasionar deterioracao, alteragées bioquimicas
e producao de micotoxinas. Em ambientes fechados, algumas
espécies sao responsaveis por alergia humana. Como esse efeito é
quase sempre causado por espécies especificas, a identificacao de
Penicillium é muito importante para garantir a seguranga da satde
humana e a preservagao dos alimentos (Pitt et al., 2000).

A presenca das espécies de Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium brevicompactum, Penicillium citrinum, P. expansum e
P. glabrum foi detectada em graos de café, por Batista (2000), Mislivec
(1981) e Mislivec et al. (1983). Segundo os dois tltimos estudiosos,

Fig. 37. Padrao de ramificacao terverticilado do conidiéioro de
P. brevicompactum.



essas sdo as principais espécies desse género encontradas em graos
de café. Penicillium aurantiogriseum é o fungo mais encontrado e
amplamente distribuido em cereais maduros ou em processo de
secagem e em muitas outras classes de alimentos (Pitt & Hocking,
1997). O Penicillium brevicompactum é um fungo cosmopolita,
especialmente em solos, vegetacao em decomposi¢ao, cereais e
graos de café verde, mas nao é particularmente freqiiente (Gams
et al.; 1998; Pitt & Hocking, 1997; Pitt, 1988).

O Penicillium corylophilum é comum em graos de cereais e
tem sido amplamente encontrado em outros alimentos, em vegetacao
em decomposicao, no solo e em condi¢oes de baixa atividade de
agua (Pitt & Hocking, 1997; Pitt, 1988). Embora o Penicillium solitum
nao seja um fungo muito comum (Gams, Hoekstra e Aptoot, 1998),
foi, recentemente, reconhecido como patégeno em maca (Pitt, 1988).

O Penicillium chrysogenum foi a espécie de Penicillium mais
comum encontrada em graos de café analisados por Abdel-Hafez &
El-Maghraby (1992). No estudo realizado por esses autores, foram iden-
tificados também Penicillium citrinum e Penicillium brevicompactum.

Para a identificacdao das espécies do género Penicillium, foi
utilizado “A Laboratory Guide to Common Penicillium Species”, de
Pitt (1988). O nome das espécies identificadas e seus sinGnimos estao
de acordo com este manual de identificagao.
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Género Penicillium,
subgénero Monoverticillium

Penicillium glabrum (Wehmer)
Westling (= Penicillium frequetans Westling)

Colonias sobre CYA a 25°C com diametro variando entre 4,2 e
4,4 cm, coloracao verde-acinzentada, com tons azuis nas bordas,
levemente sulcadas, com micélio branco nas bordas das colonias, reverso
da colénia em tons amarelos. Nao cresceu em CYA a 37°C. Em MEA,
colonias verde-acinzentadas, com diametro variando de 4,4 a 4,6 cm,
colonias planas e reverso em tons predominantemente verde-pdlidos.
Em meio YES, colonias de coloragao bege (cor de péssego), amarelo
no centro, com bordas em tons amarelo-esverdeados, e reverso amarelo-
brilhante.

Padrao monoverticilado de ramificagao do conidioforo, estipe
vesiculata de parede lisa e fidlides ampuliformes, de 9 a 10 pm, conidios
esféricos a subesféricos, lisos a finamente rugosos, com diametro variando
de 3,5 a 3,0 pm.

Fig. 44. a) P. glabrum (Wehmer) Westling, em meio CYA, de coloragdo verde-acinzentada,
apos 7 dias de incubagio a 25°C; b) e ¢) conidiéforos, ampliados 1.000 vezes.



Género Penicillium,
subgénero Biverticillium

Penicillium citrinum Thom
(= Penicillium steckii Zaleski)

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro entre 2,7 e 3,3 cm, de
coloragdo verde-azul-acinzentada, levernente sulcada, com micélio
branco nas bordas das colénias, exsudato amarelo-pélido e pigmentacao
solivel em alguns isolados, reverso da colénia em tons amarelos,
principalmente no centro. Desenvolvimento em CYA a 37°C muito pobre,
de aproximadamente 0,1 a 0,5 cm, formando apenas um ponto de micélio
branco, constatando-se que alguns isolados ndo cresceram. Em MEA,
colonias verde-acinzentadas, com diametro variando entre 1,9 e
2,4 cm, colbnias planas, formando pouca quantidade de micélio nas
bordas, e reverso predominantemente em tons verde-palidos. Em meio
YES, a maioria dos isolados apresentou coloragao bege (cor de péssego)
nas bordas e, no centro, um tom verde-acinzentado, desenvolvimento
variando de 3,0 a 4,4 cm, com colonias sulcadas. Nesse meio, a
coloracdo do reverso variou de amarelo-esverdeada a verde-azulado-
brilhante.

Padrao biverticilado de ramificagdo do conidiéforo, estipe de
parede lisa com grupos de 3 a 4 métulas, variando de 11 a 15 pm de
comprimento, e fialides ampuliformes de 6 a 10 pm, conidios esféricos
a subesféricos, lisos a finamente rugosos, com diametro variando de
2,0a2,5pm.



Fig. 45. P. citrinum: a) coldnias em meio CYA, de coloragao verde-acinzentada, apos 7 dias de
incubacdo a 25°C; b) padriao de ramificacdo biverticilado, ampliado 1.000 vezes; ¢) conidios
globosos, ampliados 2.500 vezes.



Penicillium corylophilum Dierckx

Colonias sobre CYA a 25°C com diametro variando entre 2,6 e
2,7 ¢m, coloracdo verde-acinzentada, com tons azuis nas bordas,
levemente sulcada, com micélio branco nas bordas das colonias, e
reverso da colonia em tom palido. Nao cresceu em CYA a 37°C. Em
MEA, colonias verde-acinzentadas, com tons azulados nas bordas,
diametro variando entre 3,2 e 3,3 cm, colonias pldnas e reverso
predominanemente em tons verde-palidos. Em meio YES, colonias
de coloracao marfim a creme-amarelada, com tons azuis no centro
e reverso incolor.

Padrao biverticilado de ramificagcdao do conidiéforo, estipe
vesiculata de parede lisa, métulas medindo de 13 a 20 pym,
ramificacoes proximas de 22 pm e fidlides ampuliformes, em torno
de 8 pm, conidios esféricos a subesféricos, finamente rugosos, com
diametro variando de 2,5 a 3,0 pm.

Fig. 46. P. corylophilum: a) colbnias em meio CYA, de coloracdo verde-acinzentada;
b) padrao de ramificacdo biverticilado, ampliado 1.000 vezes; c) conidios globosos,
ampliados 2.000 vezes.



Género Penicillium,
subgénero Terverticillium

Penicillium aurantiogriseum Dierckx
(= Penicillium puberulum Bainier)
(= Penicillium cyclopium Westling)

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro entre 3,8 e 4,0 cm,
coloracdo azul-acinzentada, com tons verdes no centro, colonias planas,
com micélio branco nas bordas das colonias, e reverso da colonia de
tom palido. Nao desenvolveu em CYA a 37°C. Em MEA, colbnias azul-
acinzentadas, com diametro em torno de 6,0 cm, colonias planas e
reverso predominantemente acinzentado. Em meio YES, colonias de
coloracao creme-amarronzada no centro e, nas bordas, tons verdes e
reverso variando de creme a marrom-claro.

Fig. 47. P. aurantiogriseum: a) colonia em meio CYA, de coloragio azulada e tons de verde
no centro; b) padrio de ramificagdo terverticilado, finamente rugoso, ampliado 800 vezes;
¢) conidios globosos a finamente rugosos, ampliados 2.000 vezes,



Padrdo terverticilado de ramificagao do conidiéforo, estipe
finamente rugosa a lisa, aparentemente manchada, ramificacoes em
torno de 20 pm, métulas medindo aproximadamente 17 pm, fialides
ampuliformes de 8 a 10 pm, conidios esféricos a subesféricos, lisos a
finamente rugosos, com diametro variando de 3,0 a 3,5 pm.

Penicillium brevicompactum Dierckx
(= Penicillium stoloniferum Thom)

As colonias sobre CYA a 25°C tém diametro entre 3,8 a 4,1 cm,
coloracdo verde-acinzentada, sdo aveludadas, colonias sulcadas,
com pouco micélio branco nas bordas e reverso da colonia em tom
palido. Nao desenvolveu em CYA a 37°C. Em MEA, colonias verde-
acinzentadas, com diametro em torno de 2,4 cm, colonias planas e
reverso predominantemente acinzentado. Em meio YES, col6nias
de coloracdo creme-amarronzada no centro e tons verdes nas
bordas, e reverso creme.

Padrio terverticilado de ramificagdo do conidioforo, estipes
aparentemente lisas, ramificacoes finamente rugosas, em torno de
23 pm, métulas medindo 10 pm, fidlides ampuliformes, medindo, a
maioria, 7 pm, conidios globosos a subglobosos, lisos a finamente
rugosos, com diametro variando de 3,0 a 3,5 pm.

Fig. 48. P. brevicompactum: a) colonia em meio CYA, de coloracdo esverdeada; b) padrao
de ramificacao terverticilado, ampliado 800 vezes; c¢) conidios globosos a finamente
rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Penicillium chrysogenum Thom
(= Penicillium notatum Westling)

Colonias sobre CYA a 25°C tém diametro entre 3,4 e 3,5 cm,
coloracao verde-acinzentada, com poucos tons azuis, colonias
distintamente sulcadas, elevada concentracao de exsudatos por toda
a colonia, micélio branco nas bordas, reverso palido, com
pigmentacao solivel amarelada. Nao cresceu em CYA a 37°C. Em
MEA, colbnias verde-acinzentadas, com diametro variando entre
4,8 e 5,0 cm, colonias planas e reverso com a mesma cor da colonia,
porém mais fosco. Em meio YES, colonias creme-amarronzadas no
centro e verde-amareladas nas bordas, desenvolvimento em torno
de 4,6 cm, colonias sulcadas, com reverso creme.

Padrao predominantemente terverticilado de ramificagcao do
conidioforo, estipe de parede lisa, ramificagdo medindo 14 a 20 pm
de comprimento, métulas variando de 10 a 13 pm de comprimento e
fialides ampuliformes de 7 a 9 pm, conidios globosos a subglobosos,
porém a maioria elipsoidal, finamente rugosos, com diametro
aproximado de 4,0 pm.

Fig. 49. P. chrysogenum: a) colonia em meio CYA, de coloragido verde-acinzentada;
b) padrio de ramificagdo terverticilado, ampliado 800 vezes; ¢) conidios elipsoidais,
finamente rugosos, ampliados 2.000 vezes.



Penicillium expansum (Oudem) Seifert & Samson

Colonias sobre CYA a 25°C com diametro variando entre 3,2 e
4,0 cm, coloracao verde-acinzentada, com tons azuis nas bordas,
levemente sulcada, com micélio branco nas bordas das colonias,
exsudato claro nas bordas da coldnia e reverso palido. Nao cresceu
em CYA a 37°C. Em MEA, coldnias verde-acinzentadas, com diametro
variando entre 5,0 e 5,4 cm, colonias planas e reverso acinzentado.
Em meio YES, coldnias creme-amarronzadas no centro e verde-
amareladas nas bordas, desenvolvimento variando de 4,2 a 4,6 cm,
colonias sulcadas, com reverso amarelo.

Padrao predominantemente terverticilado de ramificacao do
conidioforo, estipe de parede lisa, ramificacdo medindo de 14 a 31 pm
de comprimento, métulas variando de 9 a 10 pm de comprimento e
fialides ampuliformes, de 7 a 9 pm, conidios elipsoidais, lisos a
finamente rugosos, com diametro variando de 3,0 a 3,5 pm.

Fig. 50. P. expansum: a) colbnias em meio CYA, de coloragio verde-acinzentada, com
tons azuis; b) padrio de ramificacdo terverticilado, ampliado 1.000 vezes; ¢) conidios
elipsoidais, ampliados 2.500 vezes.
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Penicillium solitum Westling (= Penicillium
verrucosum var. melanochlorum Samson et al.)

Sinonimo (Penicillium verrucosum var. melanochlorum Samson
et al.)

Colonias sobre CYA a 25°C tém diametro variando entre 1,9 e
2,0 cm, coloragao verde-acinzentada, coloénias planas, com pouco
micélio branco nas bordas das colbdnias, e reverso da colonia
acinzentado. Nao cresceu em CYA a 37°C. Em MEA, coldnias verde-
acinzentadas, com diametro entre 2,5 e 2,7 cm, coldnias planas e
reverso verde-palido. Em meio YES, coldnias de coloragdao creme-
amarronzada no centro e, nas bordas, tons verdes, e reverso marrom.

Padrao terverticilado de ramificagao do conidiéforo, estipe lisa
aparentemente manchada, ramificagoes em torno de 26 pm, métulas
cilindricas medindo aproximadamente 13 pm, fialides ampuliformes
de 8 a 10 pm, conidios esféricos a subesféricos, lisos a finamente
rugosos, com diametro variando de 3,0 a 3,5 pm.

Fig. 51. a) P. solitum em meio CYA, de coloracao verde-acinzentada, ap6s 7 dias de incubagao,
a 25°C; b) conididioros, ampliados 1.000 vezes; ¢) conidios, ampliados 2.000 vezes.
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