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RESUMO - Este estudo aborda um produto bioldgico contendo o fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de
Vries, considerado benéfico para a cultura do café. O ensaio foi conduzido objetivando avaliar a viabilidade do fungo
Cladosporium no produto “Cladosporin” em diferentes temperaturas de armazenamento. Os resultados apontam que a
viabilidade do Cladosporium na formulacdo estudada é afetada pelas trés temperaturas estudadas, sendo bastante
reduzida aos 60 dias quando o produto é armazenado na temperatura ambiente. Refrigeracdo e congelamento séo as
melhores temperaturas para a manutencgdo da viabilidade do fungo por um periodo maior de tempo.

PALAVRAS-CHAVE: café, formulagéo p6, produto biol6gico, micro-organismo GRAS.

CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES VIABILITY IN “CLADOSPORIN” PRODUCT AT
DIFFERENTS TEMPERATURES

ABSTRACT - This study was conducted to evaluated the viability of the fungus Cladosporium cladosporioides
(Fresen) de Vries in the product “Cladosporin” at different storage temperatures. The results indicated that the viability
of Cladosporium in the studied formulation is affected by the three storage temperatures studied. In ambient
temperature the viability of Cladosporium reduced significantly at 60 days of stored. Refrigeration and freeze
temperatures are the best for viability of the fungus for a longer time.
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INTRODUCAO

Na cultura do café, a ocorréncia de micro-organismos prejudiciais capazes de promover processos fermentativos
indesejaveis nos frutos ainda na planta, principalmente em regides onde a cultura estd margeada por agua, afeta a
qualidade por causar alteracdes e comprometer a seguranca da bebida. Porém, a presenca do fungo do género
Cladosporium na lavoura é considerada benéfica, pois foi constatado que sua ocorréncia coincidia com cafés
classificados com padrdes melhores de bebida. Chalfoun et al., 2007 identificaram a espécie fangica Cladosporium
cladosporioides (Fresen) de Vries como sendo o agente bioprotetor da qualidade do café. Assim, um produto a base do
agente biol6gico Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries seria uma alternativa promissora para a aplicagdo nos
frutos ainda na lavoura por se tratar de um produto biol6gico contendo um micro-organismo com caracteristicas GRAS
(General Regard as Safe) (Chalfoun, 2010) e, ainda, considerado benéfico para a cultura do café. Diante do exposto, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade do fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries em uma
formulacdo p6é molhavel submetida a diferentes temperaturas de armazenamento. Cabe ressaltar que a formulacdo é
objeto de patente entre a EPAMIG, UFLA e FAPEMIG (P1 0406274).

MATERIAL E METODOS

O produto “Cladosporin” foi fabricado no Centro de Andlises Avangadas e Biotecnologia (CAAB/UFLA), localizado
no CEPE-CAFE (Centro de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Agronegécio Café — UFLA). O agente bioldgico utilizado
foi o Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries, pertencente a micoteca da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerias (EPAMIG/CRSM). O agente bioldgico foi reproduzido em grande escala no (CAAB/UFLA), através de
repicagens, sendo mantido sob condigdes controladas. Apds o crescimento do fungo no meio de cultura BDA, foram
inoculados discos contendo seu micélio em um substrato propicio ao seu desenvolvimento. Esse substrato foi
previamente autoclavado na temperatura de 120°C por 30 minutos. Depois de um periodo de aproximadamente 15 dias,
ocorreu o desenvolvimento do agente bioldgico em todo o substrato. Posteriormente, a formulagdo foi seca em estufa
com circulagdo de ar, triturada e armazenada em embalagem hermeticamente fechada para o inicio dos testes de
viabilidade. Apés a fabricacdo do produto foram realizados testes “in vitro”, visando obter o tempo de viabilidade do
agente bioldgico em trés diferentes temperaturas de armazenamento: ambiente (entre 18°C e 27°C), refrigeracdo (entre
4°C e 7°C) e congelamento (entre -3 e -6). As analises foram realizadas no CAAB/UFLA e no Laboratério de
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Fitopatologia e Microbiologia do EcoCentro/EPAMIG-CRSM. A viabilidade foi avaliada através da medicdo do
diametro micelial (cm) e contagem de esporos em Camara de Neubauer, 15 dias apdés cada plagueamento. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em parcelas subdivididas no tempo, com 9
repeticGes para a avaliacdo do crescimento micelial e esporulacdo. Os tratamentos das parcelas foram as temperaturas
de armazenamento: ambiente (entre 18°C e 27°C), refrigeracdo (entre 4°C e 7°C) e congelamento (entre -3°C e -6°C) e
as subparcelas foram os numeros de avaliages, ou seja, 12 observagdes. Os dados foram avaliados pelo pacote
estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo teste de regressao, para a variavel didmetro das col6nias (Figura 1), observou-se que na temperatura ambiente, o
crescimento micelial se manteve por um intervalo menor de tempo, sendo constatada uma diminuicdo drastica nos
valores aos 75 dias de armazenamento e auséncia de crescimento a partir de 150 dias (Figuras 2 e 3A). Para
refrigeracdo (Figuras 2 e 3B) e congelamento (Figuras 2 e 3C), ocorreu comportamento semelhante com reducdo
gradativa nos valores dos diametros miceliais até a Gltima medicdo realizada. Entre os tratamentos, houve diferenca
significativa estatisticamente demonstrada através do teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 1). Até
60 dias ndo ocorreram diferengas nos valores do diametro micelial do fungo entre as trés temperaturas avaliadas. A
partir de 75 dias de armazenamento, a temperatura ambiente proporcionou valor de crescimento micelial inferior a
refrigeragdo e congelamento, que ndo diferiram estatisticamente entre si até o final do periodo de estocagem avaliado.
Aos 150 dias de armazenamento cessou o crescimento flngico na temperatura ambiente e ainda continuou em menor
intensidade nas temperaturas de refrigeracdo e congelamento. O pico de crescimento micelial para as trés temperaturas
ocorreu aos 45 dias. Ethur, Nicolini e Blume (2008), avaliando uma formulagdo em p6 a base de Trichoderma virens
também encontraram maior viabilidade do agente biolégico estudado quando o produto foi armazenado na temperatura
de refrigeragcdo em relagdo ao armazenamento no ambiente. Eles também detectaram o ndo crescimento das colonias de
forma repentina, porém somente aos 14 meses de avaliacdo, um periodo bem superior ao do presente estudo.
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Figura 1 Crescimento micelial “in vitro” do fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries no produto
“Cladosporin” submetido a diferentes temperaturas de armazenamento. Lavras, MG, 2011.

Para a varidvel esporulacdo, o teste de regressdo (Figura 2), demonstrou que a temperatura ambiente ndo promoveu
condic@es favoraveis para a esporulagdo do fungo, pois aos 75 dias de armazenamento ndo ocorreu mais esporos viaveis
no produto. O melhor periodo para o favorecimento da esporulagdo foi aos 45 dias com grande diminuicéo no valor aos
60 dias. Refrigeracdo e congelamento foram as temperaturas mais eficientes na manutengdo dos esporos, sendo 0s
mesmos viaveis até 135 dias na refrigeracdo e 150 dias no congelamento, porém com diminuigdes nos valores com o
aumento do periodo de armazenamento. Entre os tratamentos, de acordo com o teste Scott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade (Tabela 2), até 45 dias de estocagem, ndo houve variacdo definida para esporulagdo nas diferentes
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temperaturas. Com 60 dias, a esporulacdo nas temperaturas ambiente e refrigeracdo foi bastante reduzida quando
comparado ao congelamento. No Ultimo tempo analisado cessou a esporulacdo em todas as temperaturas. De acordo
com Nozaki, Camargo e Barreto (2004), nem sempre as condi¢cdes que favorecem o desenvolvimento fingico séo as
mesmas condigdes para a esporulacdo, pois, alguns meios de cultura sdo mais favoraveis para a esporulacédo de fungos
que outros. A necessidade de luz para o crescimento e esporulagdo de fungos € muito variavel, por isso, a necessidade
de estudos futuros visando avaliar a influéncia de diferentes tipos de embalagens no acondicionamento do produto sobre
a viabilidade do fungo (Masangkay et al., 2000).

Tabela 1 Crescimento micelial in vitro de Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries no produto “Cladosporin”
em diferentes temperaturas de armazenamento. Lavras, MG, 2012.

Tempo de Temperaturas de Armazenamento
armazenamento (dias) Ambiente Refrigeracdo Congelamento
0 4,53 a* 453a 4,53a
15 4,83a 4,42 a 4,37a
30 4,28 a 3,80a 3,90a
45 4,48 a 4,70 a 4,60a
60 4,36a 4,33a 3,80a
75 0,79b 2,84a 290 a
90 0,58b 3,26 a 3,38a
105 1,12b 3,98a 4,05a
120 1,03b 392a 3,70a
135 1,08 b 320 a 2,78 a
150 0,00b 2,57 a 2,58 a
165 0,00b 2,08 a 1,92 a
CV % 29,58

CV % 27,50

* Médias com a mesma letra na linha ndo diferem entre si de acordo com o teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Esporulagdo - Ambiente Esporulacio - Refrigeracio
12000000 R 14000000,00 . .

] 2 F=404,34x2- 135879x + 1E+07
£ 10000000 £ 1200000000 ! Re 06908
= y =529% - 166600x + 1E+07 2, 10000000,00 o
g 8000000 . z
8 R? =0,7169 © 8000000,00
S 6000000 T 6000000,00
g 4000000 E 4000000,00
=1 =
S 2000000 2 2000000,00

o 00+

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165
Tempo de armazenamento (dias) Tempo de armazenamento (dias)

Esporulacio - Congelamento

1400000000 1

1200000000 y =-62830x + 9E+06

10000000,00 Re=0.7333
8000000,00
6000000,00
4000000,00
2000000,00

0,00 + T T T T T T T T o
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165

Nimero de esporos

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 2 Esporulagdo “in vitro” do fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries no produto “Cladosporin”
submetido a diferentes temperaturas de armazenamento. Lavras, MG, 2011.
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Tabela 2 Esporulacéo in vitro de Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries no produto “Cladosporin” em
diferentes temperaturas de armazenamento. Lavras, MG, 2012.

Tempo de Temperaturas de Armazenamento
armazenamento (dias) Ambiente Refrigeracao Congelamento
0 8,1 x 106 a* 8,1x10%a 8,1x10%a
15 1,15x107a 1,32x107a 1,3x107a
30 1,18 x10"a 1,32x107a 6,9x 10%b
45 1,18 x107a 5,03x 10%b 54x10%b
60 2,22x10%b 3x10% b 56x10%a
75 0,00b 1,1x10%a 1,03x 10%a
90 0,00b 2,3x10%a 2,6x10%a
105 0,00b 3,4x10%a 44x10%a
120 0,00b 2,15x 10%a 1,2x10%a
135 0,00b 2,14x10%a 9,1x10%b
150 0,00 a 0,00a 3,35x10%a
165 0,00 a 0,00a 0,00 a
CV% 26,37

CV % 37,30

* Médias com a mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A temperatura ambiente foi a que menos favoreceu o crescimento micelial e a esporulacdo do Cladosporium no
produto, apesar das condicOes ideais para o bom funcionamento metabdlico serem na temperatura 6tima de 22°C
(Sautour et al., 2002). A reducdo na atividade de &gua, aliado a aplicacdo de baixas temperaturas torna o metabolismo
lento e possibilita a viabilidade das células microbianas por longos periodos (Girotto et al., 2008), justificando os
maiores valores das variaveis estudadas nas temperaturas de refrigeracdo e congelamento, porém, o acondicionamento
sob refrigeracdo ou congelamento pode tornar o processo mais oneroso em se tratando de uma possivel producédo em
larga escala, pois precisaria de locais climatizados para o acondicionamento, além de gasto de energia. Tavares (2011)
utilizou dois métodos de secagem para o produto (liofilizacdo e estufa) e testou diversas formulagdes visando aumentar
a vida de prateleira, porém, também encontrou drastica reducdo na esporulacdo do Cladosporium cladosporioides
(Fresen) de Vries a partir de 60 dias de armazenamento. O autor atribuiu o fato ao ganho de umidade ocorrido no
produto durante a estocagem em embalagens plasticas. Outra formulacdo foi testada por Elizei (2009) através da
imobilizacdo das células fungicas em granulos com alginato de s6dio onde também encontrou menor viabilidade na
temperatura ambiente em relaco a refrigeragdo e congelamento.

CONCLUSAO

O crescimento micelial e a esporulacdo do Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries no produto “Cladosporin”
sdo afetados pelas trés temperaturas de armazenamento, porém, sob refrigeracdo e congelamento houve maior tempo de
manuteng¢do da viabilidade do fungo.
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