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RESUMO

PEREIRA. Ricardo Tadeu Galvao. Influéncia de Cladosporium
cladosporioides na qualidade da bebida do café. 2002. 42 p. Dissertagao
(Mestrado em Fitopatologia)- Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O café é um dos principais produtos agricolas da exportagio brasileira,
destacando-se a regido sul do estado de Minas Gerais como produtora de bons
cafés. Dentre os fatores que afetam a qualidade, fungos do género Aspergillus,
Fusarium e Penicillium tem merecido destaque nas Gltimas décadas tanto por
alteragdes organolépticas, quanto pela produgdo de toxinas que podem
prejudicar a saide do consumidor. Por outro lado o fungo Cladosporium sp. tem
sido relatado associado a cafés de boa qualidade em vérias regides, o que
despertou o interesse para o seu uso como agente de antagonista aos fungos
deletérios a qualidade do café. Cladosporium ¢ um ascomiceto mitosporico de
ampla distribuigdo geografica, facilmente cultivado em meio axénico com
crescimento rapido e vigoroso. Considerando este fatores o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar a espécie de Cladosporium associado ao cafeeiro
bem como estudar sua relagdo com a qualidade da bebida do café. Foi realizado
o isolamento do fungo do solo, ar, folhas, frutos e graos do cafeeiro. os quais
foram cultivados em meio de cultura, e identificados como Cladosporium
cladosporioides (Link ex. Fries). Para estudar o efeito de C. cladosporioides na
fase pré colheita de frutos e sua dindmica no-campo, plantas de café foram
pulverizadas quinzenalmente a partir do més de outubro com uma suspensgo de
conidios de C. cladosporioides em diferentes intensidades O estudo do efeito de
C. cladosporioides em pés colheita foi feito imergindo-se os frutos em uma
suspensdo de conidios ou pulverizando diariamente no terreiro. Aliquotas de
ambos os experimentos foram analisadas quanto a comunidade fungica, testes
quimicos da atividade da polifenoloxidase, lixiviagdo de K, condutividade
elétrica e prova de xicara. Na fase pré colheita ndo houve diferenga entre o
ntmero e época de pulverizagdes sendo as bebidas classificadas como de dura a
apenas mole. Na pos-colheita a atividade da PFO foi superior na parcela imersa
e pulverizada diariamente. Quanto a bebida todas foram classificadas como dura.
Aspergillus ochraceus, A. niger var niger, A. glaucus, A. flavus, A. sclerotiorum,
Furarium stilboides, Fusarium sp. Penicillium sp. , Rhyzopus stolonifer e
Wallemia sebi foram encontrados nas amostras. . sebi ainda nao foi relatado
em graos de café no Brasil até o momento.

*Comité Orientador: Hilario ‘Antonio de Castro-UFLA (Orientador) e Sara Maria
Chalfoun.



ABSTRACT

PEREIRA, Ricardo Tadeu Galvao. Influence of Cladosporium cladosporioides
on the quality of coffee. 2002. 42 p. Dissertation (Master Science in
Phytopathology)- Lavras Federal University, Lavras.*

Coffee is one of the most important agricultural commodity of Brazil for
export, being the south of the state of Minas Gerais an outstanding area for
producing coffee of good quality. Among the factors that affect quality, fungi of
the genera Aspergillus, Fusarium and Penicillium have been deserved particular
attention in the last decades since they can cause alterations in flavour, as well
as produce toxins that can harm the consumer's health. On the other hand, it is
postulated that fungi form the genus Cladosporium could be associated to
coffees of good quality, a fact that drew the attention on the possibility to use it
as an antagonist against fungi which are deleterious on the quality of coffee.
Cladosporium is an anamorph ascomycete genus with species of wide
geographical distribution, in general easily cultivated in axenic culture with fast
and vigorous growth. In consequence, the present work objectives to
characterize species of Cladosporium associated to coffee trees as well as to
study its relationship with the quality of the beverage. Cladosporium was
isolated from soil and air in yards and from leaves, fruits and grains and grown
in axenic culture on malt extract. All isolates were identified as Cladosporium,
cladosporioides ( Link.ex Fries). To study the effect of C. cladosporioides in
the pre-harvest phase of fruits and its dynamics in the field, coffee plants were
sprayed with a suspension of conidia of C. cladosporioides in different
intensities every 14 days, starting from the month of October. To study the
effect of C. cladosporioides on fruits in the post-harvest phase, recently
harvested fruits have been treated by immersion in suspensions of conidia or
sprayed daily with conidia. Aliquots from both experiments had its fungal
community analysed and tests were conducted on the polyphenoloxidase
activity, leaching of K, electric conductivity and for the cup quality. It was
found that the activity of the polyphenoloxidase was superior in the post-harvest
phase in plots of the immerged and daily sprayed fruits. For the cup quality test,
all the treatments showed similar results, classifying the beverage as “hard”. For
the pre-harvest phase, no difference was detected among the treatments.
Aspergillus ochraceus, A. niger var niger, A., A. glaucus, A. flavus, A.
sclerotiorum, Furarium stilboides, Fusarium sp. Penicillium sp. , Rhyzopus
stolonifer and Wallemia sebi were found in the samples. Wallemia sebi had not
been reported in coffee grains in Brazil so far.

*Guidance comittee: Hilario Antonio de Castro-UFLA (Major professor) e Sara
Maria Chalfoun ~EPAMIG



1 INTRODUCAO

Originério da Eti6pia, o café foi introduzido no Brasil na primeira metade do
século XVIII, nos estados do Para e Maranhdo. No século XIX, o Brasil ja se
tornara o seu maior produtor mundial, posi¢&o que ocupa até hoje. Internamente
o café tem papel social importante, gerando divisas para estados e municipios e,
principalmente, empregos e distribuigo de renda.

O caf€ ¢ atualmente um dos produtos da exportagfo agricola brasileira que
tém seus pregos mais intimamente relacionados com a qualidade. O mercado
para cafés commodity cresce na proporgio de cerca de 1,5% ao ano, enquanto
que o de cafés finos de alta qualidade cresce cerca de 20%(Illy,2000). Sendo o
Brasil o unico pais produtor capaz de suprir esta demanda.

A qualidade do café pode ser influenciada por diversos fatores entre eles, a
espécie, a cultivar utilizada, o manejo da lavoura, o processamento e
principalmente, como se vem constatando, pela presenga de microrganismos,
destacando-se os fungos.

Os fungos podem influenciar a qualidade do café de duas maneiras bem
distintas: produzindo metabdlitos toéxicos ao homem conhecidos como
micotoxinas, destacando-se a ocratoxina A, que ja limita a exportagio em
alguns paises, ou agindo sobre os grdos influenciando as caracteristicas
organolépticas do produto. Dentre os fungos que afetam negativamente a
qualidade, destacam-se os do género Fusarium, Aspergillus e Penicillium tanto
por alteragdes na bebida quanto pela produgdio de micotoxinas. A influéncia
benéfica de microrganismos na qualidade de varios produtos €é bastante
conhecida, como no caso dos queijos, vinhos, e outra bebidas. Porém a
influéncia de microrganismos que afetam a qualidade do café se limita a relatos
do fungo Cladosporium associado a bebidas de boa qualidade (Carvalho et al.
1989; Alves,1996; Meirelles 1990).



A garantia da qualidade esta ligada ao manejo das populagdes, de modo que
os fungos indesejados ndo possam se manifestar. Para este fim € necessario um
aprofundamento nos estudos das rela¢Ses entre estes microrganismos, propondo
acdes que favoregam o estabelecimento de populagdes desejaveis em detrimento
das outras.

Considerando-se as hipoteses: que existem espécies de Cladosprium
associados ao cafeeiro e que estas tem potencial como agente antagonista, a
presente dissertagdo teve como objetivos: caracterizar ¢ identificar as espécies de
Cladosporium associadas ao cafeeiro; verificar as relagdes e potencialidade de

Cladosporium cladosporioides como agente antagonista dos mofos do café.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos associados aos frutos e grios do café.

Os primeiros relatos da influéncia de fungos na qualidade do café datam
de 1936 quando Krug (1940a) verificou, através de lupa de bolso em amostras
de cafés ardidos, a presenga de um fungo de micélio avermelhado identificado
inicialmente como do género Fusarium. A partir dai este pesquisador deu inicio
a uma série de trabalhos sobre a origem dos cafés duros. Inicialmente ele
estudou a influéncia dos cafés de varrigdo na qualidade da bebida, verificando
uma relagdo entre bebidas de mé qualidade e a presenga de grdo de varrigdo,
bem como aumento do fungo de micélio avermelhado identificado como
Fusarium concolor (Krug,1940a ). Krug (1940b) estudou a microbiota de grios
de café nos estadios de cereja, seco no pé e seco no chdo e verificou uma
porcentagem de 0%, 13% e 8% de bactérias, € 0%, 2% ¢ 13% para fungos,
respectivamente. Sobre a diferenga na qualidade do café de diferentes regides,
Krug (1940c) fez um levantamento e verificou maior porcentagem do fungo
Fusarium concolor, em bebidas de pior qualidade. Estas bebidas eram
encontradas em regides especificas do estado de Sdo Paulo.

Em estudos sobre a incidéncia de fungos em grdos de café provenientes
de 31 paises, foi verificada uma alta infestagéio em gréos sem desinfestagéo
superficial, nas amostras de todos paises. Entretanto, apés a desinfestagdo
superficial dos grdos com hipoclorito de sodio a 5,0% constatou-se que a
contaminagio interna era menor nas amostras dos paises da América Central e
do Sul do que nas dos paises africanos e asiaticos. Neste trabalho, o género
dominante foi Aspergillus com as espécies toxigénicas como Aspergillus

ochraceus, Aspergillus flavus e Aspergillus versicolor, e o género Penicillium



foi encontrado regularmente, embora com indices de ocomréncia baixos
(Mislivec et al.1983).

Meirelles (1990) levantou a microflora associada aos frutos do cafeeiro
de diferentes regides do estado de Minas Gerais e concluiu ser os géneros
Fusarium e Cladosporium os mais abundantes, seguidos dos géneros
Geotrichum, Trichoderma, Rhizopus € Phomopsis. Ja nos cafés beneficiados
foram encontrados, além de Fusarium e Cladosporium, Aspergillus ¢
Penicillium. Com relagdo & qualidade, verificou-se a relagéo entre a presenca
dos fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger e Fusarium sp com cafés de
bebidas inferiores (rio € riado).

Em levantamento da ocorréncia de populago fingica associada a gréos
beneficiados de café de seis localidades do estado de Minas Gerais, Alves
(1996) verificou a presenga de fungos do género Fusarium, Penicillium,
Cladosporium, Mucor e Aspergillus. Os fungos Aspergillus ochraceus,
Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Fusarium sp estavam associados a
bebidas de ma qualidade, enquanto Cladosporium esteve associava-se a boas
bebidas (dura para melhor). O autor verificou, em diferentes estadios de
desenvolvimento dos frutos do cafeeiro ¢ em diferentes intensidades os fungos
Colletotrichum sp, Phoma sp, Fusarium sp, Cladosporium sp e Penicillium sp,
em duas localidades do municipio de Lavras, tradicionalmente produtoras de
café de boa e ma qualidade, confirmando maior intensidade de Cladosporium sp
na primeira.

Com relagdo & localizagdo dos fungos em gréos de café, Freitas (2000)
amostrou gréos de 167 propriedades de 17 municipios do estado de Minas
Gerais, identificando intemamente os fungos Aspergillus niger, Aspergillus
glaucus, Aspergillus ocrhaceus, Fusarium sp, Aspergillus tamarii, Aspergillus

flavus e Penicillium sp, e externamente Aspergillus ocrhaceus, Aspergillus



niger, Aspergillus tamarii, Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Penicillium
sp e Fusarium sp em ordem de intensidade.

A incidéncia de populagdes fungicas associadas a qualidade de bebida

de café na Zona da Mata Mineira foi investigada por Fernandes (2000). Na:

sucessdo de fungos em frutos de café o esse autor verificou a presenga de
Colletotrichum, Fusarium, Cercospora e Cladosporium em diferentes
intensidades. Avaliando a flutuagdo das populagdes fingicas, verificou
Cercospora e Cladosporium aumentando de fevereiro a margo e uma
estabilidade de Colletotrichum e Fusarium, no dossel das plantas de café.

Silva (2000) realizou um levantamento da diversidade microbiana de
cafés em diferentes estddios de maturagio e identificon como sendo
predominante Cladosporium (45,9%), seguido de Fusarium (38,8%),
Aspergillus  (2,2%) e Penicillium(13,1%), além dos genéros Monilia,
Arthobotrys e Beauveria.

Os fungos Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium spp e Fusarium spp. estdo relacionados com cafés de bebida inferior
(rio e riado). (Carvalho et al,, 1989b; Meireles, 1990; Alves, 1996; Freitas,
2000). Um provavel efeito destes microrganismos seria a produgdo de enzimas
que, agindo sobre a mucilagem do fruto, produziriam alcool que, desdobrado a
acido acético, latico, butirico e outros 4cidos carboxilicos, comprometeriam a
qualidade da bebida (Carvalho et al.,1989a).

Apesar do numero de trabalhos sobre a microbiota presente em gréos e
frutos do cafeeiro, a interagdo entre estes microorganismos ainda é pouco
compreendida. H4 necessidade de estudos mais aprofundados das relagdes

ecolégicas, tanto no campo quanto em laboratério.

“



2.2-Controle biolégico de patogenos em pés-colheita

O controle biolégico de patogenos em pos-colheita data de 1953, quando
Gutter e Littauer demostraram a a¢fo antagonista de Bacillus subtilis contra
patogenos de frutos de citros (Wilson & Chalutz,1989, citados por Kretzschmar,
1991). Porém, somente a partir da década de 1970 intensificaram-se os trabalhos
de pesquisa sobre o tema, na busca de microrganismos com potencial de
biocontrole em condigSes de axmazenaxhento e estudos sobre o seu modo de
agdo (Kretzschmar, 1991). O campo de pesquisa na drea de controle bioldgico de
patégenos tem avangado e algumas experiéncias mais recentes merecem

destaque. Tabela 1.

TABELA 1 Experiéncias de controle bioldgico em pés-colheita

Cultura Patégeno Microrganismo de Referéncia
biocontrole

Magd Botrytis  cinerea e Aureobasidium pullulans (Castora et al,
outros 2001)

Magd Peniciliun expansum Candida sake. (Usall et al,

2001)

Magd Penicillium Pseudomonas siringae e (Leverentz et
expansum leveduras al., 2000)

Gréos de Penicillium spp. Pichia anomala (Boysen et al,

trigo (2000)

Milho Fusarium Fusarium moniliforme (Rheeder.,
graminearum e 1990)*
F. subglutinans

*Resumo em Kretzschmar (1991).

A maioria dos trabalhos realizados com controle biolégico em pés-
colheita tem sido com frutas, principalmente aquelas armazenadas sob baixas

temperaturas. Poucos sdo os trabalhos com grdos mantidos em temperaturas



ambiente, como ocorre com o café (Kretzschmar, 1991). O café ¢ colhido na
forma de um fruto fresco e sofre um processamento, visando principalmente a
perda de agua e das estruturas indesejaveis, sendo o produto final um gréo. Ha
uma caréncia de estudos sobre os fungos deletérios a bebida e sua atuagio
durante o periodo de frutificagdo e pos-colheita. O uso de um agente de
biocontrole, neste caso deveria estar associado ao produto o maior tempo
possivel.

Existem duas condi¢des basicas para o uso de biocontrole em pds-
colheita. Pode-se manejar a microflora natural do ambiente ou introduzir outros
microrganismos (Wilson e Wisniewski, 1989). Ainda segundo os mesmos
autores um bom agente de controle biologico deve: A) ser geneticamente estavel
B) Efetivo em baixas concentragdes; C) ndio fastidioso; D) ser habil no
desenvolvimento em diversas condigdes ambientais; E) ser eficaz contra uma
ampla gama de patégenos; F) crescimento satisfatério em meios baratos; G)
facilmente transportado e armazenado; H) ndo produzir metabolitos secundarios
que possam ser deletérios a humanos; T) resistente a pesticidas; J) ser compativel
com outros tratamentos quimicos e fisicos do produto; K) ndo ser patogénico ao
hospedeiro.

Com base nestes critérios, Cladosporium pode ser considerado, em uma
analise inicial, como um potencial agente antagonista de fungos deletérios &
qualidade do café.

A selegdo e o isolamento do antagonista talvez constituam as fases mais
importantes quando se busca um agente de controle biol6gico (Wilson € Chalutz,
1989). No caso do biocontrole em frutos, o agente de controle biolégico pode ser
buscado tanto no proprio fruto quanto na filosfera da planta que apresenta um
ambiente geralmente semelhante. Deve-se proceder um amplo isolamento de
microrganismos potenciais, testes in vitro simples para selegdio inicial e

aprofundamento dos testes nos microrganismos com melhor potencial



Os mecanismos de interagdo antagonista entre mMICTOrganismos
patogénicos e fungos antagonistas com a planta sdo semelhantes as interagbes
em pos-colheita e podem ser divididos em antibiose, competi¢do, parasitismc
predacdo, hipoviruléncia e inducdo de defesa do hospedeiro (Cook, 1985).
Embora exista esta divisdo, um agente antagonista pode atuar através de um ou
mais mecanismos e quando se tem esta condigdo, maiores sdo as chances de
éxito no controle. Dentre os mecanismos de atuagdo de Cladosporium
cladosporioides a competigdo, que se refere a interagio entre dois ou mais
organismos empenhados na mesma agdo, ¢ o mais provavel, devido & sua ampla
faixa de adaptagdo natural e também & sua répida capacidade de colonizar o
substrato. A antibiose, que ¢ a inibigdo ou destruigdo dos microrganismos pela
agéio de um ou mais metabolicos produzidos por outro organismo, também pode
estar envolvida.

Como citado anteriormente, o uso de agentes de biocontrole para gréos e
cereais ainda ¢ pouco utilizado e praticamente nulo quando se pensa em pré-
colheita. Trata-se de um campo com grande potencial, principalmente quando se
trata de culturas de expressivo valor econémico € que as exigéncias de qualidade

sio cada vez maiores, como ¢ o caso do café.

2.3 O género Cladosporium
Cladosporium Link ex Fries (1815)

O género foi descrito pela primeira vez em 1815, por Link conta
aproximadamente com 500 espécie descritas sendo 15 de ocorréncia comum.
Cladosporium é um Ascomyceto mitosporico, subfilo Pezizomycota, classe
Dothideomycetes e familia Mycosphaerellaceae (Kirk et al., 2001). O fungo
apresenta coldnias efusas ou ocasionalmente puntiformes freqiientemente de
coloragdo verde oliva, podendo ser cinza, amarelo-claro, marrom, negro ou

parda, de textura aveludada ou flocosa. O micélio pode ser imerso ou superficial.



Estroma algumas vezes presente sem hifopodios ou setas. A célula
conidiogénica ¢ poliblastica, normalmente integral, terminal e intercalar, muitas
vezes discreta, simpodial, mais ou menos cilindrica cicatrizada, com marcas
normalmente proeminentes. Os conidios séo freqﬁeqtemente em cadeias ou
solitarios nas espécies de conidios grandes. As cadeias ramificadas formam
conidios acropetais, simples, cilindricos, doliformes, elipséides, fusiformes,
ovoides, esféricos, ou subsférico frequentemente com uma cicatriz protuberante
basal ou proximo a ela, de coloragdo marrom-olivicea a preto, verrugoso ou
equinulado com 0 a 3 septos ou mais (Ellis, 1971 e Ellis, 1976). Em frutos e
graos de café, o fungo ¢ normalmente encontrado, porém, sem a descrigdo das
espécies .

Os relatos de Cladosporium sp. associados a bebidas de boa qualidade
(tipo mole e dura) sdo amplos (Carvalho et al.,1989b; Alves, 1996; Meirelles,
1990). Entretanto, qual a influéncia deste fungo na qualidade e a sua relagdo

com os outros microrganismos ainda ndo foi estudada, e o seu esclarecimento .

pode conduzir 4 sua utilizagio como um potencial agente de controle biologico.
Um provavel mecanismo de agdo de Cladosporium seria um consumo muito
rapido do substrato presente no fruto (mucilagem), impedindo ou amenizando o
estabelecimento de outros fungos. Esta agdo impediria, entdo, a ocorréncia
fermentagoes indesejaveis como a butirica e propionica devido a falta de
substrato.

O primeiro relato de Cladosporium em grdos de café foi feito por
Bitancourt (1957), que observou Cladosporium com comportamento diferente
dos outros fungos, ndo sendo encontrado no tefreiro, mas no campo até o
estagio de seco no pé. Alves (1996), estudando a dindmica da populagdo de
fungos associados aos grdo e frutos do café, verificon a presenga de
Cladosporium nas fases, verde-cana, cereja, passa, seco no pé, gréos no chéo e

no café beneficiado. Porém, a grande incidéncia ocorreu na fase de passa ¢ seco



no pé. O autor também verificou grande aumento da percentagem deste fungo
da fase de cereja para passa e a associagdo de Cladosporium a cafés de boa e ma
qualidade de regides especificas do municipio de Lavras. Na regido de maior
umidade relativa, a incidéncia de Cladosporium foi menor e a qualidade da
bebida pior, ocorrendo o inverso com a regido de clima seco. Meirelles (1990)
tratou grios de café com benomyl ou hipoclorito € os acondicionou em sacos de
algoddo e verificou menor percentagem de Cladosporium nos graos. Ferreira
(1989) relata na regidio de Vigosa MG, uma espécie de Cladosporium
hiperparasitando Prospodium bicolor ( Ferrugem do ip€) em sua fase ecial. Em
condigdes de umidade este fungo foi encontrado amplamente nas esporulagdes
de ferrugem (Comunicagdo Pessoal*). As informagoes sobre este fungo como
agente de controle biolégico resumem-se a estes relatos.

Apesar dos estudos sobre a microbiota dos grios e frutos do café e a sua
influéncia na qualidade da beBida serem antigos, somente a partir da década de
1990 comegaram a surgir estudos mais aprofundados sobre as populagdes de
microorganismos, buscando esclarecer os fatores relacionados.

*Fereira,F.A .- Departamento de Fitopatologia Universidade Federal de Vigosa

2.4 Qualidade do café e sua determinagio

A qualidade de um produto pode ser definida como sua capacidade de
satisfazer os desejos e necessidades do consumidor (Shewfelt, 1999). Em
pesquisas com alimentos, entretanto, esta qualidade deve ser medida da forma
mais precisa possivel, o que nem sempre ¢é tarefa simples. No caso da pesquisa
com café, esta questdo apresenta variaveis bem definidas: o sistema oficial de
classificagdo, incluindo a prova de xicara e classificagdo por tipos, e os testes
laboratoriais de determinagio da qualidade. A prova de xicara divide o café em
seis classes de acordo com o sabor e odor da bebida, avaliados por provadores

treinados. E a sua grande limitag3o seria a subjetividade do método, exigindo um
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maior numero de repetigdes das provas (painel de provadores) e a utilizagdo de
individuos altamente treinados. Quando se pensa em testes laboratonais para a
determinagdo da qualidade do café, as possibilidades sdo variadas, como
polifenoloxidase, teor de agicares e condutividade elétrica. O teste de
condutividade elétrica é baseado na condutividade elétrica de uma solugio de
solutos citoplasmaticos lixiviados do grdo e pode indicar danos provocados por
microrganismos aos grios de café, devido as evidencias de que estes alteram a
integridade das membranas (Prete, 1992). Um dos testes mais promissores para
determinacdo da qualidade do café ¢ o que determina a atividade da enzima
polifenoloxidase, sendo sua relac;éb com os diferentes tipos de bebida ja bem
estabelecidas ( Carvalho et al., 1994 ) . A polifenoloxidase é uma enzima
cuprica, localizada principalmente nos vacuolos e tem como uma das fungGes
resposta a interagio da planta com microrganismos (Whitaker, 1995).

Além dos testes quimicos e sensoriais (prova de xicara) relacionados a
determinagdo das qualidades organolépticas do produto, outros relacionados a
seguranca do produto, como presenga de micotoxinas e residuos de agrotoxicos,

sdo complementares na defini¢do da qualidade do produto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e Identificaciio de Isolados de Cladosporium .

3.1.1 Isolados
Foram obtidos 16 isolados de Cladosporium de diferentes substratos e

metodologias de obtengéo, corforme apresentado na tabela 2.

TABELA 2 Caracteristicas dos isolados de Cladosporium

Isolado Local Substrato Metodologia
RTI Lavras, MG Gréo : Blotter test
RT2 Lavras, MG Gréo Bloter test
RT3 Lavras, MG Ar Plaqueamento direto
RT4 Piumhi, MG Folha Plaqueamento direto
RTS Lavras, MG Fruto Bloter test
RT6 Lavras, MG Fruto Lavagem
RT7 Lavras, MG Solo Diluigdo em série
RTS8 Perdées, MG Folha Plaqueamento direto
RTO Lavras, MG Solo Diluigdo em série

RT10 Lavras, MG Fruto Lavagem
RT11 Perddes, MG Solo Diluigéo em série
RTI12 Boa Esperanga MG Fruto Lavagem
RTI13 Lavras, MG Fruto Blotter test
RTI14 Lavras, MG Folha Plaqueamento direto
RTI15 Perddes, MG Folha Plaqueamento direto
RT16 Lavras, MG Fruto Bloter test

12



3.1.2 Isolamentos
3.1.2.1 Frutos

Blotter test

Cinco frutos de café foram lavados em é4gua corrente e, logo apos,
depositados em placas de petri 9 cm contendo trés folhas de papel de filtro
embebidas com uma solugdo de agar dgua 1% esterilizada e incubadas a

temperatura ambiente.

Suspensiio de frutos

Quinze frutos foram imersos em 500 ml de agua destilada contendo
0,005% de Tween 80 e submetidos a agitagdo durante 30 minutos. Amostras de
0,5 ml da suspensdo obtidas de duas diluigdes seriadas foram distribuidas em
trés placas de Petri contendo meio MA2. As placas foram incubadas a

temperatura ambiente.

3.1.2.2 Griaos

Blotter test

Amostras de dez grios de café, em condigdes assépticas, foram dispostas
em placas de Petri de 15 cm contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas
em solugdo de agar dgua 0,5%. Estas placas foram incubadas a temperatura

ambiente.
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3.1.2.3 Folhas

Plaqueamento direto

Cinco fragmentos (0,5 cm’ ) da folha sofreram desinfe¢do superficial
sendo depositados em solugdo de hipoclorito de sddio (0,5%) por dois minutos.
Apos desinfegdo superficial, os fragmentos foram transferidos, em condigdes
assépticas, para placas de Petri contendo meio agar 4gua e colocadas a incubar

a temperatura ambiente.

3.1.2.4-Solo

Dilui¢io em série

Foi coletado, de forma aleatéria, nos cafezais 1 kg de solo de camada
superior (0 a 5 cm) localizado na projegéio da copa café. Amostras de 10g de
solo foram suspensas em 100 ml de 4gua destilada esterilizada contendo 2 g de
4gar/1000ml e submetidas & agitagio mecinica durante 20 minutos, com a
finalidade de promover a homogenizag8o da suspensdo. Logo apds foram feitas
diluigdes em série com agitagfio de um minuto entre elas. Foram estabelecidas
dilui¢des de 10", 102, 10? para isolamento de fungos. De cada uma dessas
diluigdes pipetou-se aliquotas de 0,5 ml que foram colocadas em placa de Petri
sobre meio MA2 e espalhados com al¢a de drigalsk. As placas foram incubadas

a temperatura ambiente.

3.1.25 Ar

Plaqueamento direto
Placas com meio DG18 foram abertas a aproximadamente 1 metro de
altura entre as linhas do cafezal por 10 minutos. Apés a incubagfio, &

temperatura ambiente, procedeu-se ao isolamento direto do fungo.
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3.1.3 1solamento
Apos o periodo de incubagdo, esporos do fungo foram transferidos com
uma agulha de vidro para placas de Petri contendo meio MA2 e incubados a

temperatura ambiente.

3.1.4 Identificacdo

Os isolados foram transferidos para meio MA2, onde foram observadas
as caracteristicas macroscopicas como cor e textura da coldnia e taxa de
crescimento. Posteriormente, os isolados foram repicados para meio SNA e
incubados a 25° C por 10 dias. Diretamente das placas foram retirados blocos de
meios colonizados pelo fungo de 1x1 cm depositados sobre as 1aminas. Sobre os
blocos foi depositado uma gota de 4gua + glicerina (1:1) cobrindo-se com
laminula. Em microscopio éptico com objetiva de 40x foram tomadas as

medidas, observando-se o formato dos conidios, conidiéforos.

3.2 Tratamentos Pré-colheita de frutos de café e dindmica de Cladosporium
cladosporioides no campo.

3.2.1Local e Cafeeiros

O trabalho foi conduzido numa fazenda cafeeira, no municipio de
Perddes, MG, na comunidade conhecida como Ponte do Funil, situada a 995
metros de altitude e localizagdo 21° 06 S e 45°00 W determinados com aparelho
de GPS. As plantas de café utilizadas foram da cultivar Catuai com
aproximadamente 12 anos de idade, em espagamento 1,0 x 2,5 m. O talhdo

recebeu todos os tratamentos fitossanitarios e culturais.
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3.2.2 Isolados e suspensdes

Foi utilizada nos experimentos uma mistura de quatro isolados de
Cladosporium cladosporioides isolados de folha, ar, fruto e grio do cafeeiro na
regido de Lavras. O isolamento foi feito plaqueando-se diretamente em agar
dgua o substrato, incubagdo & temperatura ambiente e repicagem do fungo
diretamente da col6nia esporulada para meio MA2.

Para produgdo do inéculo, 30 g de grios de arroz beneficiado passaram
por uma lavagem superficial com 4gua, cozimento em agua destilada (uma vez e
meia o volume de arroz) no microondas em poténcia média por vinte minutos e
autoclavagem a 121°C por 30 minutos em frascos de vidro. Este substrato foi
entdo inoculado com fragmentos de colénias do fungo cultivados em MA2, e
incubado a temperatura ambiente. Ap6s quatro a cinco dias de incubagdo, foram
vertidos 100 mL de 4gua no frasco com uma gota de tween 80 e agitou-se em
agitador de tubo para liberagdo dos conidios. A suspensdo foi coada em gaze,

ajustando-se a concentragdo para 5x 10°.

3.2.3 Pulverizagdes

Foi pulverizado o tergo médio das plantas de café com a suspensdo de
conidios utilizando-se um pulverizador marca pré-pressurizado com vazdo de
0,3 L/min., com um volume aproximado de 300 ml por planta. As pulverizagbes
tiveram inicio na segunda quinzena de outubro de 2001, com os frutos do
cafeeiro no estadio de chumbinho e estenderam-se até maio de 2002, conforme o

esquema apresentado na figura 1.

16



!

HA
BB

n° de plantas pulverizadas
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Pulverizagéo

A= Decrescente a partir de outubro B=Crescente a partir de outubro

FIGURA 1- Esquema temporal das pulverizagdes no cafeeiro

3.3.4-Avaliacdes

Foi avaliada mensalmente a incidéncia de Cladosporium
cladosporioides, tanto na micobiota externa de quinze frutos por parcela por
meio de plaqueamento direto dos frutos em meio MA2, quanto na interna
através de desinfecgdo com NaOCl 5% por 5 minutos e corte dos grdos no
sentido longitudinal e posterior plaqueamento em meio MA2. Apés colhidos os
frutos, o tratamento que recebeu todas as pulverizagdes, testemunha e os
tratamentos com duas pulverizagdes no inicio e duas no fim do experimento
foram processados conforme metodologia adaptada de Frank (2000). Os frutos
foram secos em terreiro de cimento até atingirem 12% de umidade, e os gréos
beneficiados passaram por teste de xicara e atividade da polifenoloxidase. Os
resultados foram enquadrados na classificagdo quimica proposta por Carvalho et
al. (1994) .
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3.3 Tratamento pés-colheita de frutos de café com Cladosporium
cladosporioides

3.3.1 Solugdes e suspensdes

Colénias puras de Cladosporium cladosporioides foram obtidas apés o
cultivo durante sete dias em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio
MAZ2. Apos este periodo foram acrescentadas 5 ml de agua destilada nas placas e
procedeu-se & raspagem dos conidios com o auxilio de alga de platina. Esta
suspensdo foi vertida através de uma gase para um becker. A partir de uma
aliquota, determinou-se a concentragdo de esporos em hemacitdmetro e
procedeu-se ao ajuste da suspensio para 5x10° conidios/ml. A solugdio de
hipoclorito de sédio utilizada foi preparada no momento do experimento na

concentragio de 1%.

3.3.2-Café

Foram utilizados frutos de cafeeiro da espécie Coffea arabica cultivar
Catuai com aproximadamente 12 anos de idade, dermrigados manualmente sobre
“pano”. Os frutos eram procedentes de uma propriedade localizada a 995 metros
de altitude, e a 21° 06 S e 45°60 W, no municipio de Perddes MG na
comunidade Ponte do Funil. O manejo da propriedade € o convencional com

nivel tecnologico de médio a alto.

3.3.3-Tratamentos
A imersdo dos frutos, tanto para suspensdo fiingica quanto para NaOCl

foi feita durante 5 minutos em agitagio constante em betoneira elétrica de

construgdo civil.
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As pulverizagdes diarias foram feitas com pulverizador manual pré
pressurizado, com vazdo de 0,3L/min em baixo volume, para ndo comprometer a
secagem dos graos.

Os frutos foram submetidos aos tratamentos constantes na tabela 3.

TABELA 3 Tratamentos do frutos de café em pos-colheita.

Tratamento  Procedimento

1 Imersdo na suspensdo de conidios logo apos a colheita

2 Imersdo na suspensdio de conidios logo ap6és a colheita +
pulverizagdo diaria com suspensdo de conidios

3 Tratamento com hipoclorito de Na e imersdo na suspensdo de
conidios logo apds a colheita

4 Tratamento com hipoclorito de Na e imers@o na suspensdo de
conidios logo apés a colheita + pulverizagdo diaria com
suspensao de conidios

5 Tratamento com hipoclorito de Na

6 Sem pulverizagéo ou imerséo

A secagem dos grios foi feita em terreiro de cimento segundo Carvalho

et al., (1997) até os grios atingirem o teor de umidade de 11,5 %.

3.3.4 Anilises

A avaliagio da ocorréncia e freqiténcia dos fungos por tratamento foi
feita a cada 3 dias, com plaqueamento direto dos gréios do terreiro em meio
4gar-dgua, observagio em lupa da formagdo de colbnias e posterior

identificagio. O tamanho da amostra foi de dez frutos por tratamento com trés

repetigdes.
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1) . '

A identificagdo da micoflora do café foi feita trés meses apos o
beneficiamento por meio do plaqueamento direto dos grios em meio DG 18 e
observagdo das colénias apos sete dias. O tamanho da amostra foi de dez gréos
por tratamento com cinco repetiges.

Foram coletadas de cada parcela quatro subamostras de cinco litros de
café em coco que foram beneficiadas e enviadas ao laboratério de qualidade do
café da EPAMIG para realizagdo das analises de atividade da polifenoloxidase,
lixiviagdo de potassio, condutividade elétrica, umidade e prova de xicara.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com quatro

repetigbes e as médias foram submetidas ao teste Scott-Knott (1974) a 95% de

confianga.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1.- Caracterizacao e identificacio de Cladosporium associado ao cafeeiro.
De acordo com as caracteristicas dos isolados trata-se de Cladosporium
cladosporioides, ja relatados por Ellis, 1971 e Domsch et al 1993. As
caracteristicas distintivas que mais auxiliam na identificagdo desta espécie sdo a
cicatriz proeminente nos conidios, conidioforos sem noédulos, conidios sem
septos ou com apenas um septo e, principalmente, o formato do conidio

elipsoidal ou limoniforme.

4.1.1 Caracteristicas microscopicas

Os isolados obtidos apresentaram dimensdes conforme descritas na tabela 4.

TABELA 4 Quadro comparativo das estruturas microscopicas dos 16 isolados

de C. cladosporioides identificados.

Isolado Conidio p Ramo ~ Conidio p Conidioforo p
RTI x4 15x2 88
RT2 6x4 29x5 245
RT3 5x3 20x5 37
RT4 5x4 25x%5 61
RTS 6x5 18x4 74
RT6 9x5 15x2 54
RT7 6x4 20x5 98
RTS8 7x3 15x5 98
RT9 4x2 15x2 98

RTI10 5x2 17x2 118
RT11 7%5 32x2 110
RT12 6x5 15x7 135
RT13 5x3 24x5 147
RT14 5x4 29x2 98
RT15 6x3 24x5 100
RT16 5x3 27x5 86
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Os conidiéforos eram normalmente, em torno de 100(245) x 2-5p,
pouco pigmentados, lisos ou pouco rugosos. Ramo conidio com 0 a 1 septo 2-5
(7)u de largura e de 15-32 de comprimento, cicatriz aparente. Conidios 2-5x 2-6
(maioria 2 x 4-6), formato elipsoidal a limoniforme raramente subgloboso de
parede freqiientemente lisa, pigmentagio verde-oliva clara, formando longas

cadeias. Figura 2.

.

i

Cf = Conidiéforo: C= Conidio; RC= Ramo conidio

FIGURA 2 Principais estruturas utilizadas na identificagdo de Cladosporium
cladosporioides. Objetiva 40x. Lavras, MG, 2002.

4.1.2-Caracteristicas macroscopicas

Col6nias em MA2 crescem radialmente com coloragdo verde oliva até
marrom-esverdeado, textura aveludada, reverso em meio MA2 e DG18 preto. O
tamanho das colénias por 10 dias a 25° C em MEA nunca ultrapassa 30 mm. E
facilmente isolado de solo, fruto, folhas e grios do cafeeiro.

Cladosporium sphaerospermum ¢ uma espécie bastante comum e
semelhante a C. cladosporioides. A caracteristica definitiva entre as duas € o

formato do conidio que, nos isolados associados ao cafeeiro € caracteristico,
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elipsoidal ou limoniforme, sendo raramente encontrado conidios com formato
globoso ou subgloboso. Cladosporium  cucumerinun €  também
morfologicamente semelhante a C. cladosporioides, podendo ser diferenciado
pela sua associagdo e patogenia a plantas da familia cucurbitaceas.
Cladosporium tenuissimum apresenta similaridades com C. cladosporioides mas

seus conidiéforos sdo muito longos com até 800 p.

4.2- Tratamento pré-colheita de frutos de café com  Cladosporium
cladosporioides.

4.2.1- Dindmica de Cladosporium cladosporioides, interna e externamente
em frutos de café,

A dindmica de Cladosporium cladosporioides ¢ tipica dos fungos
saprofitas. Externamente, o fungo ocorre sobre o fruto durante todas as fases do
desenvolvimento. Inicialmente, nos meses de outubro até xilarqo, com os frutos
nos estagios de chumbinho até verde cana, esta colonizagéo é menos intensa, néo
excedendo os 25% do frutos. Este fato, segundo Pimenta (1995), se deve
principalmente a presenga de produtos fendlicos no fruto, como o tanino que
apresenta agdo fungitoxica. A partir do més de abril a colonizagdo comega a se
acentuar atingindo o indice méximo nos meses de maio e junho, quando o café
ja se encontra em estado de maturagio avangado(cereja). Figura 3. Estas
observagdes coincidem com as de Alves (1996), que relatou Cladosporium
colonizando além das cerejas os frutos no estagio de passa. Internamente o
fungo comega a se manifestar a partir de margo quando o fruto inicia sua
maturago, a partir do més de abril o fungo ¢ encontrado facilmente na
comunidade interna do grio. A maioria dos grios utilizados para a analise ndo
apresentava qualquer sintoma de lesdo fingica, o que pode evidenciar o carater
endofitico de Cladosporium cladosporioides. Pereira (1993) relata, em folhas de

helicénias Cladosporium como um endofitico facultativo, encontrado
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principalmente quando as folhas iniciam a senescéncia. Este fato também foi
verificado em folhas de café por Chaves (2002). A ndo detecgdo de
Cladosporium cladosporioides nas fases iniciais de desenvolvimento dos frutos
pode estar relacionada ao impedimento de sua manifestagdo, pela inibigdo pelo
proprios compostos do fruto, ou pela presenga de outros como fungos como

Phoma jolyana que estava presente na maioria dos gréos em estadio verde cana.

B Externa [CInterna

% de Cladosporium

Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun

FIGURA 3- Freqiiéncia de Cladosporium cladosporioides na comunidade
interna e externa de frutos de café.

4.2.2 Avaliac;'ao sensorial e quimica das amostras

Os tratamentos que receberam pulverizagdes no inicio de outubro,
diminuindo a intensidade até a colheita, apresentaram 75% das parcelas tratadas
com uma bebida classificada de mole/apenas mole. 67% destes tratamentos
receberam seis ou mais pulverizagdes ao longo do periodo. A prova de xicara
das amostras mostrou que 50% das parcelas tratadas obtiveram bebidas de
apenas mole até mole, tendo 83% destas parcelas recebido mais que seis

pulverizagdes. Nas parcelas tratadas ao final da safra, nfo houve diferenga
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quanto a classificagido quimica da bebida, sendo todas enquadradas na categoria
dura. Com relagéo a prova de xicara, 33% dos cafés tratados foram classificados
como apenas mole e receberam um niimero de pulveriza¢des variando de duas
até doze. Figura 4 e Tabela 5.

Os frutos expostos a altas umidade e temperaturas nas fases finais da
maturagdo tendem a sofrer fermentagdo butirica e propidnica pelos
microrganismos. Estas fermenta¢des sfio a principal causa da formagdo dos
gostos estranhos no café, dando origem as bebidas do tipo rio e riado (Cortez,
1994). O histérico da area onde o experimento foi instalado, era de produgéo em
anos anteriores de bebidas do tipo rio e riado, sendo, inclusive secado
separadamente no terreiro. Na safra 2001/2002, as condigdes climaticas no
periodo que antecedeu a colheita foram bastante favoraveis a produgdo de bons
cafés, apresentando baixa umidade relativa do ar em consegiiéncia da baixa
pluviosidade no periodo, segundo dados fornecidos pela estagdo climatolégica
de Lavras. O efeito esperado de C. cladosporioides mpas condigbes que
propiciassem este tipo de fermentagéio seria 0 de competigdo por nutrientes e
espago com 0s outros microrganismos, reduzindo ou inibindo as fermentagdes

butirica e propidnica.
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FIGURA 4 Atividade da polifenoloxidase em gréos de café tratados com com
Cladosporium cladosporioides no inicio da floragdo e no final da
maturagdo em diferentes intensidades. Lavras-MG 2002

TABELA 5 Avaliagdo quimica e sensorial de gréos de café tratados com
Cladosporium cladosporioides no inicio da floragio e no final da
maturagio em diferentes intensidades. Lavras, MG, 2002

Epoca de Pulverizagéo
Inicio Fim

N°Pul PFO CQ PX PFO CQ PX
0 62.99 D D 60.66 D D
1 64.16 M/AM D 61.83 D D
2 65.33 M/AM AM 62.99 D AM
3 62.99 D D 62.99 D AM
4 64.16 M/AM D 61.83 D D
5 62.99 D D 60.66 D D
6 63.23 M/AM AM 60.66 D D
7 64.16 M/AM D 60.66 D AM
8 63.23 M/AM AM 60.66 D D
9 65.33 M/AM AM 61.83 D D
10 65.33 M/AM M 61.83 D D
11 61.83 D D 62.99 D D
12 65.33 M/AM AM 62.99 D AM

PFO: Polifenoloxidase; CQ: Classifice¢do Quimica; PX: Prova de xicara
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4.2.3 Avaliacio microbiolégica das comunidades fiingicas de grios
tratados com Cladosporium cladosporioides na fase pré-colheita.

A avaliagdo das comunidades fiingicas nos tratamentos que receberam
niveis de pulverizagdes diferentes nfio mostra diferengas significativas entre os
tratamentos, a ndo ser para o tratamento que recebeu 11 pulverizagdes no inicio
da safra, no qual C. cladosporioides se estabeleceu em uma menor intensidade.
Tabela 6. Estes valores reforgam ainda mais a hipotese de que o ambiente no
qual o experimento foi conduzido, ndo criou condigdes para colonizagdo mais
intensa de nenhuma comunidade fungica em detrimento de outra. A intensidade
das pulverizagdes ndo teve efeito sobre a colonizagdo do fungo, sendo as
comunidades semelhantes tanto em tratamentos que receberam dez

pulverizagdes quanto nos que ndo foram pulverizados.

TABELA 6 Comunidades filngicas externas (x) e do mesocarpo (m) de frutos de
café tratados com C. cladosporioides no inicio da floragéo € no final

da maturagdo em diferentes intensidades. Lavras, MG, 2002.

N° de pulverizagoes
2-final 11-inicio 10- inicio 0
Comunidade x m X M X M X M
AO 1500* 1750 5000 2750 1250 1500 2250 2000
AFL 350 500 1250 1000 750 1250 1000 750
PEN 2750 1500 750 1000 | 2500 1250 | 2000 1500
ANI 500 300 1500 750 500 750 750 250
CLA 7250 750 1250 1750 | 7250 750 6000 750

*UFC/fruto

' A comunidade fingica interna dos grdos tratados também ndo variou,
nos tratamentos analisados, conforme dados da Tabela. 7. Um fato importante na
comunidade fingica interna foi a obtengdio de amostras infectadas com

Aspergillus ochraceus em até 55% dos gréos. Os frutos foram coletados sem
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nenhum contato com ambientes que s@o as provaveis fontes de contaminagio
destes fungo como o solo, chio do terreiro, equipamentos etc. demostrando que
a associa¢do do fungo com o fruto ocorre em fases anteriores a colheita,
provavelmente com o grdo ainda verde. Estes comportamento pode ainda ser
extrapolado para os outros fungos relatados como Aspergillus flavus, A. niger e
Penicillium. Cladosporium cladosporioides ndo apresentou efeito sobre A.
ochraceus ¢ os outros fungos devido a atuagdo destes serem em faixas de

umidade distinta, como foi discutido para os fungos de terreiro.

TABELA 7 Porcentagem de fungos associados internamente aos grios de café

tratados com C. cladosporioides.

Fungos
Tratamentos| AO* AFL PEN ANI . Cla
2-final 55 20 325 20 10
11-inicio 25 15 225 12.5 10
10-inicio 20 12.5 25 12.5 5
0 47.5 20 27.5 17.5 15

AO: Aspergillus ochraceus; AFL: A. flavus, PEN: Penicillium, CLA: C. cladosporioides

4.3 Tratamento p6s-colheita de frutos de café com Cladosporium
cladosporioides
4.3.1 Sucessiio fingica no terreiro

No levantamento inicial da micobiota do café utilizado no experimento
(1%avaliagdo), Cladosporium cladosporioides a;;resentou freqiiéncia varidvel de
33,3% 4 73,3% dentro dos tratamentos, estes valores coincidem com os
encontrados por Silva (2000), Fernandes(2000) e Alves(1996) que verificaram
freqiiéncias de 40% a 60%. Ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos. Porém nos tratamentos inoculados com C. cladosporioides por
meio de pulverizagdo houve tendéncia de aumento na rapidez de colonizagdo

nos primeiros trés dias. Subseqiientemente ocorreu a uniformizagio na
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freqiiéncia do fungo. O tratamento no qual os frutos de café foram imersos e
pulverizados com C. cladosporioides(T2) foi o que apresentou, juntamente com
a testemunha, a menor freqiiéncia inicial de C. cladosporioides. Porém, apos o
terceiro dia, a freqiiéncia aumentou em 240%, mostrando uma capacidade do
inéculo de acelerar o processo de colonizagdo dos frutos de café. A freqiiéncia
de Fusarium, Penicillium e Rhizopus ndo foi afetada pelos tratamentos em
nenhuma das avaliagGes. Tabela 8.

Com relagdo a freqiiéncia dos fungos no tempo houve diferenga
significativa entre as avaliagdes. Foi possivel estabelecer um modelo que
mostrasse a dindmica de C. cladosporioides, Penicillium € Fusarium com R* de
0,93, 0,94 e 0,62 respectivamente. Figura 5. O crescimento e esporulagdo dos
fungos esté ligado a fatores ambientais como temperatura, oxigénio e atividade
de agua (a.) (Filtenborg et al., 2000). Nas condigdes do experimento,
temperatura ¢ oxigénio permaneceram aproximadamente constantes, sendo o
fator principal de aumento ou diminuigdo da freqiiéncia dos fungos o a,, . Assim,
os modelos demonstraram uma tendéncia de diminuigdo da freqgiiéncia de
Fusarium e Penicillium, a medida que os frutos perdiam 4gua e um aumento de
C. cladosporioides, provavelmente devido a sua capacidade de sobrevivéncia em
ambientes mais xerofilicos em relagdo as espécies de Fusarium e Penicillium

quantificadas.
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TABELA 8 Micobiota percentual associada a frutos de café submetidos a tratamentos na fase Pré-colheita com
Cladosporium cladosporioides. Lavras, MG, 2002,

Funeos
ini Penicillium Fusarium Rhizanhus
Ava 18 bid 38 42 18 8 38 40 18 98 38 48 12 98 38 42
1173,3a** 733a 933a 733a( 600a 200a 26,7a 46,7a | 60,0a 40,0a 73,3a 467a | 00a 00a 333a 200a
2(333a 80,0a 100a 867a| 73,3a 133a 333a 333a|333a 00a 400a 600a | 133a 00a 6678 6,7a
3| 60,0a 100a 100a 100a | 53,3a 53,3a 13,3a 20,0a | 73,3a 333a 533a 733a|00a 00a 400a 0,0a
4| 66,7a 66,7a 100a 100a | 5338 6,7a 26,7a 20,0a | 66,7a 60,0a 333a 800a | 267a 00a 400a 200a
5| 46,7a 80,0a 100a 80,0a | 9332 26,7a 133a 13,3a]|600a 67a 600a 467a | 00a 00a 00a 00a
6| 33,3a 400a 100a 100a | 60,0a 200a 267a 267a | 73,3a 267a 467a 60,0a | 133a 00a 67a 333a
*Detalhes Tabela 2

**Niimeros seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott(1974) a 95% de confianga

FIGURA § Percentual de fungos no terreiro em frutos de café tratados com C. cladosporioides. Lavras-MG, 2002.
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4.3.2 Avaliacéao sensorial e quimica das amostras

Os frutos de café que receberam imersdo e pulverizagdo diaria com C.
cladosporioides apresentaram uma maior atividade da enzima polifenoloxidase,
sendo classificados quimicamente como de bebida mole a apenas mole. Segundo
Carvalho et al. (1994), a atividade desta enzima esta ligada a interagdes do grao
com microrganismos. Assim, o provavel efeito do fungo em contato diario com
o grio seria o de oferecer protegdo as injurias no fruto provocada por fungos
preservando a qualidade do mesmo. Na avaliagdo da condutividade elétrica os
tratamentos onde se usou o NaOCl| foram os que apresentaram um a maior
condutividade. Quanto & prova de xicara, ndo houve diferenga significativa entre
os tratamentos, sendo todas classificadas como dura. Este tipo de analise
envolve subjetividade do provador treinado, sendo o limite entre um duro € um
apenas mole as vezes muito sutil. Isso pode sugerir que o tratamento dois possa
ter oferecido uma bebida de qualidade, com melhor sabor e aroma como foi
detectado na avaliagdo quimica. Vale frisar, ainda, que as condigdes climaticas
do periodo de secagem foram proximas ao ideal, com indice pluviométrico nulo,
alta insolagdo e baixa umidade relativa, o que favoreceu muito a obtengdo de
bebidas de boa qualidade. Provavelmente uma secagem em condigdes adversas
poderia evidenciar o efeito de C. cladosporivides. Quanto a lixiviagdo de
potassio, nenhum tratamento apresentou diferenca significativa da testemunha.
Tabela 9.
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TABELA 9 Analise quimica e sensorial dos graos de café tratados na fase pos-
colheita com Cladosporium cladosporioides.Lavras, MG,2002.

TRATAMENTO Avaliagdes

Lixiviag8o | Condutividede | PFO [Classificagdo| Prova de

de potdssio elétrica Quimica Xicara
1-Imersdo* 5852a 18022a |59.90a Dura Dura
2-Imerséo + pulverizagéo 5793 a 17483 a 63.60 b Mole Dura
3-HOC! + imersgo 58.15a 19807b |60.22a Dura Dura
4-HOCHimcrs@o+ pulverizagio | 56.48 a 189.54b |61.09a Dura Dura
5-HOCI 59.73 a 19821b |59.20a Dura Dura
6-Testemunha 5796 a 17394a |61.50a Dura Dura

4.3.3 — Avaliagdo microbiolégica dos gréos beneficiados de café tratados com
Cladosporium cladosporioides

A freqiiéncia de Aspergillus ochraceus ndo diferiu da testemunha
somente no tratamento T4. Conforme dados da tabela 10 Nos demais
tratamentos houve redugio significativa na fregiiéncia do fungo, sendo menor a
freqiiéncia no tratamento 5, seguido do 1, 3 e 2. Para Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus e Penicillium ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos. Exetuando-se o tratamento 4, todos os
tratamentos apresentaram incidéncia de Wallemia sebi, em freqiiéncia variavel,
destacando-se que sua associag@o foi inversamente proporcional a Aspergillus
ochraceus .Figura 7. Cladosporium cladosporioides apresentou uma freqiiéncia
muito baixa em todas as amostras, diferindo dos resultados de Silva (2000) e
Freitas (2000) . Christensen & Kaufmann (1969) relatam que, em sementes,
alguns fungos tendem a diminuir sua incidéncia de acordo com o tempo de
armazenamento, principalmente se as condi¢des de umidade n#io forem

favoraveis. Essa provavelmente seja é a nossa situagdo onde foi encontrado
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Aspergillus glaucus e Wallemia sebi nas amostras organismos que sobrevivem

em condigdes de xerofilia.

33



TABELA 10 Freqiiéncia percentual de fungos associados ao café beneficiado tratado com Cladosporium cladosporioides

na pos-colheita. Lavras, MG, 2002

FUNGOS
AO ANI PEN AFL WS AG CLA

1-Imersao 54b 12a 2a 18a 98¢ Oa Oa
& |2-Imersdo + pulverizagio 62b 6a 18 a 8a 32b Oa 2a
S |3-HOCI + imersio 48 b 36a 18 a 6a 88 c 2a 4a
5 4-HOCl+imersdo+ pulverizagdo 80c 16a 6a 30a Oa 2a Oa
& |5-HOCI 28a 16a 8a 8a 9 c 2a Oa
6-Testemunha 9% c 6a 8a 4a 6a 2a Oa

AO: Aspergillus ochraceus; ANI: A. niger: PEN: Penicillium, AFL: A. flavus; WS: Wallemia sebi.; AG: A. glaucus; CLA: Cladosporium

FIGURA 7 Frequéncia percentual de fungos nos tratamentos. Lavras, MG,2002
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5 CONCLUSOES

Cladosporium cladosporioides ¢ a espécie de Cladosporium associada ao

cafeeiro

Nas condigdes em que o trabalho foi conduzido os tratamentos pré-colheita €
pos-colheita dos frutos de café com C. cladosporioides ndo alteraram a
populagio fingica dos gréos de café, as caracteristicas quimicas verificadas

assim como as organolépticas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das relagoes entre os fungos com o fruto ainda no campo tem
se mostrado como um campo promissor para a elucidagio dos fatores que afetam
a qualidade do café. Este fato sugere que estudos futuros da sucessdo dos fungos
no fruto ainda no campo pode fornecer subsidios para a proposigdo de praticas

que favoregam a obtengéo de cafés de bebidas e qualidade superior.
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