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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do contato
direto e da fracio voldtil do éleo de café verde, testado nas concen-
tragbes de 500, 1.000, 1.500 e 2.000 puL L, sobre o crescimento
micelial e a esporulagao dos fungos Penicillium roqueforti e Rhizopus
stolonifer. O bleo essencial de cravo-da-india na concentragio de
800 UL L' foi utilizado para comparacio. Nas concentragoes de
1.500 € 2.000 uL L, o dleo de café verde em contato direto pro-
porcionou redugio da esporulagio do fungo R. stolonifer, sendo
estatisticamente semelhante ao éleo de cravo-da-india. Na fracio
voldtil do 6leo de café verde, observou-se redugio significativa da
esporulagio de P rogueforti e R. stolonifer na concentragio de 2.000
UL L. O 6leo de café verde, em contato direto ou por volatilizagio,
reduziu significativamente o crescimento micelial e a esporulagao
de ambos os fungos em comparagio com a testemunha.
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6leo de cravo-da-india.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate
the effect of direct contact and volatile fraction of from green
coffee oil, tested at concentrations of 500, 1,000, 1,500 and
2,000 uL L', on mycelial growth and sporulation of Penicillium
roqueforti and Rhizopus stolonifer. The essential oil of clove
at a concentration of 800 pL L' was used for comparison.
At concentrations of 1,500 and 2,000 uL L, the green coffee
oil in direct contact caused a reduction of sporulation for
R. stolonifer, similar to clove oil. In the volatile fraction of the
green coffee oil, there was a significant reduction in sporulation
of P roqueforti and R. stolonifer at a concentration of
2,000 uL L. The green coffee oil, in direct contact or by
volatilization, significantly reduced the mycelial growth and
sporulation of both fungi compared to the control.
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O fungo Penicillium roqueforti, comumente encontrado em
silagem e graos, pode produzir diversas micotoxinas, como
roquefortina C, isofumigaclavina A e B, toxina PR e 4cido
micofendlico, que podem causar tanto perdas econémicas
quanto afetar a satide humana (CHITARRA et 4/l., 2003).
Adicionalmente, o fungo Rhizopus stolonifer (Ehrenb: Fr).
Vuill, agente causal da podridio pés-colheita em diver-
sos legumes e frutas (STEVENS ez al., 2004; ZHANG et al.,
2007), também ¢é responsdvel por expressivas perdas eco-
ndmicas no setor agricola. Os tratamentos comumente
utilizados para controle de fungos em alimentos sio os
tratamentos térmicos ou quimicos (SAMSON ez al., 1995;
Prrt; HocHing, 1997). Com isso, a procura por novos
agentes antimicrobianos, a partir de plantas, ¢ intensa
devido 2 resisténcia dos microrganismos diante de pro-
dutos sintéticos (AraUJO, 2005).

O uso intensivo de agroquimicos para controlar doen-
cas em plantas e frutos vem causando prejuizos ao meio
ambiente e selecionando espécies de fungos com resis-
téncia a fungicidas. Isso justifica, portanto, a busca por
métodos alternativos de controle, no qual se incluem o
controle bioldgico e a indugdo de resisténcia em plan-
tas pelo uso de extratos vegetais e dleos essenciais, entre
outros (STANGARLIN et /., 1999; SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN, 2005).

Diversos estudos tém comprovado o efeito de extratos
e dleos essenciais de plantas medicinais quanto a sua capaci-
dade de controlar doencas em plantas, tanto por sua atividade
antimicrobiana direta quanto indireta (CHAO; YOUNG, 2000;
F1or1 et al., 2000; BasTos; ALBUQUERQUE, 2004).

O 6leo de café verde é constituido por triacilglicerdis
(75%), matéria insaponificdvel (13,54%) e ceras (0,24%)
(WAGEMAKER et al., 2012). Esse 6leo possui propriedades
cosméticas (SPEER; KoLLING-SPEER, 2006), com efeitos
antioxidantes e antimicrobianos avaliados em formulagoes
cosméticas (WAGEMAKER et al., 2012). Contudo, estudos da
atividade antimicrobiana desse 6leo em fungos de importin-
cia agricola sio escassos. Dessa forma, a presente pesquisa
teve como objetivo avaliar o efeito iz vitro do dleo de café
verde em dois métodos de aplicacio (efeito voldtil e contato
direto) sobre o crescimento micelial e a esporulagao dos fun-
gos P roqueforti e R. stolonifer.

As sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.), cultivar
Mundo Novo 376-4, utilizadas para obtencio do 6leo de
café foram obtidas na Fazenda Experimental de Trés Pontas
(MG) pertencente & Empresa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG). O 6leo essencial de café verde foi obtido por
prensagem hidrdulica e foi filtrado por membranas Millipore®.
As concentragoes testadas foram de 0, 500, 1.000, 1.500 e
2.000 uL L. O éleo essencial de cravo-da-india na concen-
tracio de 800 UL L foi usado como tratamento padrio, uma
vez que sua eficdcia foi comprovada no controle de Penicillium
spp. (Souza ez al., 2004).

Para a avaliagio do efeito de contato, as diluigoes do 6leo
formam feitas diretamente em 100 mL de meio de cultura
BDA. Uma aliquota de 100 uL de suspensiao de esporos,
de cada fungo estudado, padronizada para a concentra-
¢io de 10°esporos mL™, foi adicionada ao meio de cultura,
sendo a mistura homogeneizada e posteriormente vertida
em placas de Petri de 9 cm de didmetro.

O teste de principios ativos voldteis as dilui¢des do éleo
de café verde foi realizado em dlcool etilico hidratado de
cereais nas concentragoes de 500, 1.000, 1.500 € 2.000 uL L.
Foram utilizados discos de papel de filtro esterilizados (5 mm
de didmetro), os quais foram embebidos nas solu¢des de dleo
de café verde diluido nas concentragoes citadas e coloca-
dos na tampa das placas de Petri. Posteriormente, as placas
foram vedadas utilizando filme pldstico para impedir que os
principios voldteis dos dleos fossem perdidos. O dlcool de
cereais, utilizado na diluicio do éleo, foi testado como con-
trole negativo. As placas de ambos os experimentos foram
incubadas em estufa BOD a 24 £ 1°C com fotoperiodo de
12 horas pelo periodo de 7 dias.

Para a avaliagao do crescimento micelial (cm/dia), foram
realizadas medicoes do didmetro das colénias, em dois eixos
perpendiculares entre si, aos sete dias apds a instalacdo do
experimento.

A quantificacio da esporulacio dos fungos, também
realizada aos 7 dias apds a instalacdo do experimento, foi
realizada com a raspagem das colénias com pincel (15 mL de
dgua destilada esterilizada/placa), filtragem em gaze esterili-
zada e quantificagio dos conidios obtidos utilizando cAmara
de Neubauer.

O experimento para verificar o efeito de contato direto
do bleo de café verde foi instalado em delineamento intei-
ramente casualizado, com 6 tratamentos (6leo de café
verde nas concentragées de 0, 500, 1.000, 1.500 e 2.000
UL L' e 6leo essencial de cravo-da-india na concentragio
de 800 uL L") e 4 repeti¢des, sendo cada placa de Petri
considerada uma unidade experimental. Para avaliagao do
efeito da fragao voldtil do dleo, o delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado, com 7 tratamentos (éleo
de café verde nas concentracées de 0, 500, 1.000, 1.500
e 2.000 UL L, bleo essencial de cravo-da-india na con-
centragdo de 800 UL L' e dlcool de cereais) e 4 repeticoes.
As andlises foram feitas usando o pacote estatistico Sistema
de Anilise de Variancia para Dados Balanceados — Sisvar,
e as medias foram comparadas pelo teste Scott & Knott a
5% de significAncia.

Nio se observou efeito de contato direto do 6leo de café
verde sobre a inibiciao do desenvolvimento micelial de ambos
os fungos testados. Contudo, a agio do 6leo reduziu significa-
tivamente a esporulagio tanto do fungo P rogueforti quanto do
fungo R. stolonifer (Figs. 1A e 1B). O 6leo de cravo-da-india
na concentragio de 800 UL L apresentou redugio de 95%
na esporulacao do fungo P roqueforti, sendo o tratamento
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mais eficaz. A concentragio de 2.000 UL L do éleo de café
foi a mais efetiva, dentre as concentragées testadas, apresen-
tando redugio na esporulagio de 63%, quando comparada
ao tratamento controle (Fig. 1A). As demais concentragoes
testadas diferiram somente do tratamento controle.

A esporulacio do fungo R. stolonifer foi significativa-
mente reduzida nos tratamentos com a aplicagio do dleo
de café verde nas concentragoes de 1.500 e 2.000 uL L™
e 6leo de cravo-da-india, sendo os tratamentos mais efica-
zes (Fig. 1B). Costa e al. (2011) constataram que o 6leo
essencial de cravo-da-india apresentou atividade fungicida
na concentragao de 0,15% sobre o crescimento de R. solani,
E oxysporum e F solani. A avaliacio microscdpica dos micé-
lios dos fungos evidenciou diversas alteracdes morfolégicas,
como presenga de vactiolos, desorganizacio dos contetidos
celulares, diminui¢ao na nitidez da parede celular, intensa
fragmentacdo e menor turgéncia das hifas.

Com relagio ao efeito da fragio voldtil do 6leo de café
verde, observou-se que, assim como efeito de contato direto,

somente a esporulacdo foi influenciada pela aplicacio dos
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Figura 1. Efeito do dleo de café verde misturado ao meio
de cultura (contato direto) na reducdo da esporulagdo de
Penicillium roqueforti (A) e Rhizopus stolonifer (B). Tratamentos:
1) controle; 2) d6leo de café verde (OC) 500 uL L'; 3) OC
1.000 pL L'; 4) OC 1.500 pL L'; 5) OC 2.000 uL L'; 6)
6leo essencial de cravo-da-india 800 uL L. Letras distintas
representam diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

6leos. Para o fungo P roqueforti, observou-se reducio da
varidvel estudada somente para a maior concentragio tes-
tada de 6leo de café verde, 2.000 UL L', nao diferindo do
6leo de cravo-da-india (Fig. 2A). As concentragoes de 1.000
e 1.500 uL L' apresentaram efeito semelhante ao controle
negativo (dlcool de cereais). Assim como observado para o
fungo P roqueforti, o éleo de café verde na concentragao de
2.000 puL L' reduziu significativamente a esporulagao do
fungo R. stolonifer, sendo semelhante 4 aplicagao do dleo
de cravo-da-india (Fig. 2B).

Durante a extragio do 6leo de café verde, compostos
fendlicos possivelmente foram extraidos juntamente. Os 4ci-
dos clorogénicos e compostos relacionados sao os principais
componentes da fragio fenélica dos grios de café verde,
alcancando teores de até 14% (em massa de matéria seca)
(Faran; DoNANGELO, 2006). Nas plantas, os 4cidos cloro-
génicos e outros compostos fendlicos participam de uma
série de funcdes bioldgicas, como na resisténcia a pragas e
doengas, resposta a seca e protecio contra a radiagio solar
(MonbpoLoT et al., 2006).
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Figura 2. Efeito da fragcdo voldtil do 6leo de café verde
na reducdo da esporulacdo de Penicillium roqueforti (A) e
Rhizopus stolonifer (B). Tratamentos: 1) controle; 2) dlcool; 3)
6leo de café verde (OC) 500 pL L''; 4) OC 1.000 pL L''; 5) OC
1.500 L L'; 6) OC 2.000 pL L'; 7) éleo essencial de cravo-
da-india 800 pL L'. Letras distintas representam diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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