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RESUMO. O café ¢ um produto nacional com grande expressio para a economia brasileira.
O uso excessivo de fungicidas tem levado a pesquisas sobre formas alternativas como o
controle biolégico. Objetivou-se avaliar o potencial antagbnico de leveduras em co-cultivo
com fungos filamentosos. Isolados das espécies Debaryomyces hansenii (UFLACF 889 e
UFLACEF 847) e Pichia anomala (UFLACF 710 ¢ UFLACF 951) foram inoculados (10° a
10° células mL™') com trés espécies de fungos filamentosos, Aspergillus ochraceus, A. parasiticus
e Penicillium roqueforti (10° a 10° esporos mL™). A avaliagio do crescimento micelial e a
contagem de esporos foram realizadas durante 21 dias. Observou-se que o isolado UFLACF
889 apresentou, em média, maior efeito inibitério na produgio de esporos de A. ochraceus
(inibi¢ao de 82%) e P. roqueforti (74%). O isolado UFLACF 710 inibiu a produgio de
esporos, em média, 60 e 75,6% de A. ochraceus e P. roqueforti, respectivamente. A. parasiticus
foi o fungo mais resistente a inibi¢io pelas leveduras. O crescimento micelial nio foi inibido
pela presenga da levedura em co-cultivo. Portanto, pode-se concluir que leveduras em
cultivo pareado com fungos filamentosos sdo capazes de inibir a produgio de esporos e,
potencialmente, diminuir a disseminagio destes fungos no processamento de café.
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ABSTRACT. In vitro inhibition of toxigenic filamentous fungi by Pichia sp.
and Debaryomyces sp. isolates from coffee (Coffea arabica) fruits. Coffeec is a
national product with great importance for the Brazilian economy. The excessive use
of pesticides led to research for alternative forms, such as biological control. The
objective of this work was to assess the potential antagonistic effect of yeast in dual-
culture with filamentous fungi. Isolates of Debaryomyces hansenii (UFLACF 889 and
UFLACF 847) and Pichia anomala (UFLACF 710 and UFLACF 951) species were
inoculated (10° to 10° células mL™") with three species of filamentous fungi, Aspergillus
ochraceus, A. parasiticus and Penicillium roqueforti (10° to 10° spores mL™"). The assessment
of mycelial growth and counting of spores was done for 21 days. It was observed that
the isolated UFLA CF 889 attained, on average, the greatest inhibitory effect on the
spore production of A. ochraceus (inhibition of 82%) and P. roqueforti (74%). The
isolated UFLA CF 710 inhibited the spore production, on average, 60 and 75.6% of
A. ochraceus and P. roqueforti, respectively. The fungus A. parasiticus was the most
resistant to inhibition by yeasts. The mycelial growth was not inhibited by the presence
of yeast in dual-culture. It could be concluded that yeast in dual-cultiure with
filamentous fungi were able to inhibit the production of spores and potentially reduce
the spread of this fungus during coffee processing.

Key words: yeasts, filamentous fungi, biocontrol, coftee, Debaryomyces, Pichia.

Introducao

A cafeicultura é uma importante atividade agricola
para o Brasil, ¢ o Estado de Minas Gerais produz
aproximadamente 50% da produgio nacional. Com
menor expressio qualitativa atualmente no mercado
mundial, porém ainda com volume de exportagio
significativo, a comercializagio do café brasileiro tem

sofrido algumas restricdes de compra nos mercados
importadores. Um dos fatores que determina o preco
do café é a qualidade. A qualidade do café envolve
aspectos sensoriais ¢ sanitirios. Neste aspecto, a
auséncia de fungos filamentosos potencialmente
toxigénicos e de micotoxinas nos grios de café ¢é
condi¢io prioritiria para que o café brasileiro assuma o
primeiro lugar nas exportagdes desta commodity.
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O controle biolégico microbiano pode ser
utilizado principalmente em culturas perenes,
como a cultura do café, tendo como principio a
competi¢io microbiana (TIMMS-WILSON et al.,
2004). As leveduras apresentam caracteristicas que
as tornam promissoras para utilizagio como
agentes de biocontrole, tais como: 1) nio
produzem esporos alergénicos e nio produzem
toxinas como fazem os fungos filamentosos; ii)
nio sintetizam antibidticos como as bactérias
(DROBY; CHALUTZ, 1994); iii)
nutrientes simples, podendo, inclusive, ser
utilizados residuos de inddstrias como fonte de
carbono (FREDLUND et al., 2002); e iv) nio
apresentam riscos ao consumidor (PASSOTH
et al., 2006).

A agio antagbnica que algumas espécies de
leveduras exercem sobre o desenvolvimento de
fungos filamentosos tem sido explorada por
alguns autores, especialmente para utilizagio em
grios armazenados (MASOUD; KALTOF, 2006;
PETERSON; SCHNURER, 1998; PETERSSON
et al, 1998). Petersson e Schniirer (1998)
relataram a ac¢io antagbnica de Pichia anomala
sobre o desenvolvimento de Penicillium roqueforti
em centeio, trigo ¢ cevada armazenados em
condig¢des inadequadas de umidade e observaram
que a levedura foi capaz de inibir totalmente o
crescimento do fungo a uma concentragio celular
de 5x 10 UFC g™

No Brasil, o processamento dos frutos de café
¢ realizado quase que na sua totalidade pelo
processamento seco, resultando nos cafés naturais.
Neste processamento, os frutos de café podem
sofrer contaminacio fingica na drvore, durante o
processamento dos frutos e armazenamento dos
grios (BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2003).
Fungos filamentosos da segio Flavi ¢ do género
Penicillium podem ser potencialmente toxigénicos
e sio frequentemente isolados de frutos e grios de
caté (BATISTA et al., 2003; SILVA et al., 2000;
TANIWAKI et al., 2003). Apesar de Batista et al.
(2003) afirmarem que a presenca do fungo
potencialmente toxigénico nio ¢é indicativo de
produgio de toxinas, este risco deve ser evitado.

Leveduras, além de fungos filamentosos, sio
microrganismos presentes naturalmente em frutos
de café (SILVA et al., 2000). Este trabalho teve
como objetivo a avaliagio do grau de
desenvolvimento de fungos potencialmente
toxigénicos dos géneros Aspergillus e Penicillium em
cultivo pareado com Debaryomyces hansenii e Pichia
anomala isolados de frutos e grios de café
processados via seca.

exigem

Ramos et al.

Material e métodos

Microrganismos

As leveduras foram isoladas da superficie de
frutos e grios de café processados via seca (SILVA
et al., 2000) e sio pertencentes i cole¢io de
microrganismos do Laboratério de Fisiologia e
Genética de Microrganismos do Departamento de
Biologia (UFLA).

Foram utilizados quatro isolados de leveduras,
sendo os isolados UFLACF 710 ¢ UFLACF 951
pertencentes a espécie Pichia anomala ¢ os isolados
UFLACF 889 e UFLACF 847 da espécie
Debaryomyces hansenii. As leveduras preservadas a
-80°C foram reativadas em meio MEA (Malt
Extract Agar) contendo em g L™': extrato de malte
20, peptona bacterioldgica 1, glicose 10 e dgar 20,
pH 5,6. As culturas foram incubadas a 28°C por
24h. Ap6s este periodo, foi realizada suspensio de
células a serem utilizados no teste in vitro.

Os isolados de Aspergillus ochraceus, Aspergillus
parasiticus e Penicillium roqueforti foram isolados a
partir do plaqueamento direto dos grios de café
(BATISTA et al., 2003) e pertencem 2 cole¢io de
microrganismos do Laboratério de Micologia e
Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (UFLA).

Os isolados de fungos filamentosos foram
estocados em meio YEPG (g L': extrato de
levedura 10; peptona 20; glicose 20; dgar 15) e
reativados em meio MEA, com inoculagio
pontual, no centro da placa, e incubados a 28°C
por cinco dias. Apés este periodo, foi realizada
suspensio de esporos a serem utilizados no teste
in vitro.

Ensaios in vitro

Foi realizada uma suspensio de células de
leveduras e ajustadas as concentragdes a fim de se
obter de 10° a 10° células mL'. O mesmo
procedimento foi realizado com os isolados de
fungos filamentosos. As concentragdes de células
e de esporos dos fungos filamentosos foram
obtidas a partir da contagem em Cimara de
Neubauer. Cada concentragio de células de
leveduras foi testada com cada concentragio de
esporos; foram plaqueadas, em meio MEA,
pontualmente, aliquotas de 100 pL de cada
concentracio a ser testada, distantes 4 cm. Cada
ensaio foi realizado em triplicata.

A Tabela 1 apresenta a esquematizagio dos
ensaios.
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Tabela 1. Esquema dos ensaios realizados para avaliar o efeito
antagdbnico de duas espécies de leveduras sobre o
desenvolvimento de fungos potencialmente toxigénicos com
diferentes concentracdes celulares.

Leveduras
D. hansenii (células mL™")  P. anomala (células mL™")
100 100 100 10°  10° 10 100 10°

Fungos

A. parasiticus

(esporos mL™) 0 x * * * * * * *
10* X X X X X X
10° X X X X
10° X X X

A. ochraceus 5
4 100 x X X X X X X X

(esporos mL™)

10* X X X X X X
10° X X X X
10° X X X

P. roqueforti 3
(esporos mL") 100 x X X X X X X X
10* X X X X X X
10° X X X X
10° X X X

As placas inoculadas foram incubadas em B.O.D., a
28°C, por até 21 dias.

Cada isolado de fungo filamentoso foi inoculado
em ponto no meio MEA, a partir da suspensio de
esporos das concentragdes testadas e mantidas nas
mesmas condigdes de cultivo que os ensaios, porém
sem a inoculagio das leveduras. Estas placas foram
consideradas como testemunhas.

Avaliacao do crescimento vegetativo

Para avaliagio do crescimento vegetativo
micelial, foram realizadas medidas do diAmetro
(cm) da coldnia. Estas medidas foram realizadas
14 e 21 dias ap6ds

utilizando-se um paquimetro ¢ considerando-se o

aos sete, a inoculagio,

didmetro a partir do ponto de inoculagio.

Avaliacao da producao de esporos

A contagem de esporos foi realizada apés 21 dias.
Com o auxilio de um estilete, foram retirados trés
cortes de 7 mm da colénia do fungo, a distincia de
2,5 cm da coldnia da levedura, e trés cortes da coldnia
fingica em contato com a col6nia leveduriforme. Estes
cortes foram colocados em tubos de ensaio com 10 mL
de dgua estéril + Tween 20 e agitados. Logo em
seguida, foi feita a contagem de esporos em CAmara de
Neubauer, sendo realizadas  diluigées quando
necessarias. A porcentagem de inibigio da producio de
esporos pelos fungos testados foi obtida considerando
como 100% de produgio a contagem de esporos
realizada na suspensio obtida sem contato com a
colonia de levedura.

Analise estatistica

Foram comparadas as médias de inibi¢io da
produgio de esporos utilizando-se o teste de
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Tukey (p < 0,05), por meio do software Statistica
versao 6.0.

Resultados e discussao

Frutos e grios sio amplamente contaminados por
fungos filamentosos ¢ apresentam riscos a satde
humana. Quando se trata de fungos potencialmente
toxigénicos, a contaminacio do alimento deve ser
evitada, uma vez que as toxinas podem apresentar
efeitos carcinogénicos e teratogénicos (BATISTA et al.,
2003; LA PENNA et al., 2004).

As duas espécies de leveduras testadas quanto ao
potencial efeito inibitério no desenvolvimento de
fungos filamentosos apresentaram diferengas no grau
de inibi¢io da produgio de esporos das diferentes
espécies de fungos filamentosos (Tabela 2). Observa-se
que hi diferenca no grau de inibigio de cada isolado de
levedura, em relagio a espécie fungica.

Observou-se que as leveduras inibiram a
esporulagio, mas nio causaram interferéncia no
crescimento micelial (Figura 1). Os isolados de
D. hansenii foram os mais efetivos, inibindo, em
média, 32% da esporulagio, enquanto os isolados de
P. anomala inibiram a esporulac¢io, em média, 27%.
Microrganismos usados como agentes do controle
biolégico podem agir impedindo que estruturas ou
mecanismos de viruléncia sejam desencadeados sem
interferir no crescimento do microrganismo
patogénico. Dong et al. (2004) relataram que a
presenga de  Bacillus  thuringiensis  inibiu o
desenvolvimento da viruléncia de Erwinia carotovara,
mas nio impediu seu crescimento na planta.

Tabela 2. Inibi¢io (%) de Pichia anomala (UFLACF 710 e 951) e
Debaryomyces hansenii (UFLACF 847 e 889) na produgio de
esporos de Aspergillus ochraceus, A. parasiticus e Penicillium roqueforti.

P. anomala D. hansenii
UFLACF 710 UFLACF 951 UFLACF 847 UFLACF 889
A. ochraceus 60,3 bB 31,3aC - 82aA
A. parasiticus 23,5 cA 29,6 aA 33aA 31,6 bA
P. roqueforti 75,6 aA 32aB 28,6aB 74,1aA
Meédias seguidas de mesma letra mintscula, na coluna, nio diferem entre si pelo teste
deTukey (p > 0,05). Médias seguidas de mesma letra maidscula, na linha, nio diferem

entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os isolados que apresentaram melhor efeito
antagdnico foram os isolados UFLACF 889
(D. hansenii) e o isolado UFLACF 710 (P. anomala),
que inibiram, em média, 82 ¢ 60,3% da producio de
esporos de A. ochraceus ¢ 74,1 ¢ 75,6% da produgio
de esporos de P. roqueforti, respectivamente.
A. parasiticus fol o isolado fuingico que menos
apresentou  efeito  inibitério  das  espécies
antagonistas, apresentando, em média, decréscimo
na producio de esporos de 29%.
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Figura 1. (A) Colonia de Penicillium roqueforti crescido em meio
MEA, a 28°C, por 21 dias. (B) Cultivo pareado de P. roqueforti
com  Debaryomyces hansenii (UFLACF 847). (C) Colonia de
Aspergillus ochraceus. (D) Cultivo pareado de A. ochraceus com Pichia
anomala (UFLACF 951) evidenciando a inibigio da produgio de
€sporos.

O isolado UFLACF 889 inibiu até 98,4% da
produgio de esporos de A. ochraceus ¢ 52,4% em
A. parasiticus. O mesmo isolado leveduriforme foi
capaz de inibir 85,3% da produgio de esporos de
P. roqueforti (Tabela 3). O isolado UFLACF 847
inibiu a produ¢io de esporos em 52,6% em A.
parasiticus  (maxima inibigdo observada para este
isolado fiingico) e 66,7% da produgio de esporos de
P. roqueforti.

Tabela 3. Inibigio (%) da produgio de esporos de Aspergillus ochraceus
€ Penicillium roqueforti, com concentragio de 10° a 10° esporos mL™, em
cultivo pareado com Debaryomyces hansenii (UFLACF 889) em
diferentes concentragdes do inéculo (células mL™).

D. hansenii A. ochraceus
(células mL™) (Esporos mL™)
10° 10* 10° 10°
% % % %
10° 98.0 89.6 79.2 83.3
10* 81.6 73.0 98.0 98.4
10° 75.0 923 83.3 86.5
10° 93.3 91.0 - 87.5
D. hansenii P. roqueforti
(células mL™") (Esporos mL™)
10° 10* 10° 10°
% % % %
10° 45,5 774 75,9 68,9
10* 76,7 83,3 69,7 81,8
10° 75,0 85,3 73,2 76,9
10° 76,9 75,9 733 69,9

Nio foi possivel estabelecer padrio de inibigio
para esses isolados; entretanto, quando a
concentragio de células de leveduras foi menor que
a concentragio de esporos, observou-se tendéncia de

Ramos et al.

menor efeito de inibi¢io, embora estatisticamente
nio-significativa  (p > 0,05). Ou seja,
independentemente da concentragio de células do
antagonista, houve inibigio da producio de esporos.
Masoud e Kaltoft (2006) observaram que com o
aumento da concentragio de células de leveduras de
10* para 10° células mL™" também ocorreu aumento
da inibi¢io sobre o crescimento de A. ochraceus, em
testes in vitro.

A concentragio celular inicial do microrganismo
antagonista parece ser um dos fatores que interfere
no grau de inibigdo. Essa afirmagio pode ser
comprovada neste trabalho, pois, uma vez que a
concentragio de células de leveduras foi menor que
a concentragio de esporos testados nos ensaios, a
produgio de esporos durante o desenvolvimento da
coldnia foi fracamente inibida em torno de 0 a 6%.

A comercializagio e o consumo de frutos de café
brasileiro sofrem restricio no mercado mundial
pelas  frequentes contaminagées por  fungos
potencialmente toxigénicos e por micotoxinas
(TANIWAKI et al., 2003).

Os esporos sio estruturas reprodutivas assexuadas
de fungos filamentosos que também podem apresentar
actimulo de toxinas (DE PENA; HERRERA, 1997).
Em cafés brasileiros, foi observado que 75% dos
isolados de A. ochraceus eram produtores de ocratoxina
A (OTA) (TANIWAKI et al., 2003); portanto, o
controle de seu desenvolvimento é uma alternativa para
incremento da qualidade sanitiria dos frutos e grios de
café.

As leveduras podem atuar na descontaminacio de
produtos com micotoxinas (SHETTY;
JESPERSEN, 2006). Para a cultura do café, em
especial quando o processamento dos frutos é
realizado via seca e em regides onde hi maior indice
pluviométrico durante a colheita e secagem dos
frutos em terreiros, o controle preventivo da
contaminagio dos frutos é dificultado. Sendo assim,
a acio descontaminante das leveduras sobre as
toxinas fingicas representa uma alternativa para a
comercializagio segura dos grios de café. Muitos
paises desenvolvidos ji apresentam normas rigidas
para a comercializagio de produtos agricolas sujeitos
a riscos de contaminagio. Porém, em paises em
desenvolvimento, a falta de legislagio, a pobreza ¢ a
mé nutricio favorecem o consumo de alimentos
contaminados, o que compromete a saide da
populagio (SHETTY; JESPERSEN, 2006).

As duas espécies de leveduras aqui testadas
(Pichia anomala e Debaryomyces hansenii) ¢ outras
espécies dos géneros Saccharomyces, Candida e
Zygosaccharomyces ji foram relatadas em literatura
quanto ao potencial de descontaminagio de
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alimentos contaminados com aflatoxina B1, por
meio da adsorgio destas moléculas (SHETTY;
JESPERSEN, 2006).

Os dois isolados de Pichia anomala apresentaram
efeito inibitério semelhante ou inferior, quando
comparados com os isolados de D. hansenii. Estudos
sobre o efeito inibitério da espécie sobre o
desenvolvimento de fungos deterioradores de grios
foi realizado por Fredlund et al. (2002), ¢ por
Passoth et al. (2006), que verificaram os possiveis
mecanismos de agio antiftingica da levedura. Estes
autores observaram que a competi¢io por substrato
nio seria o fator de inibi¢io de P. anomala no
desenvolvimento de P. roqueforti e concluiram que
possivelmente o modo de agio de P. anomala seja a
produgio de acetato de etila durante o seu
crescimento. Durante a fase inicial do crescimento
lag, foi observado que houve menor produgio de
acetato de etila. A concentracio inicial de células estd
entre os parimetros que podem interferir no perfodo
da fase lag ¢ que poderiam estender esta fase,
inibindo a produgio de acetato de etila. Masoud
et al. (2005) avaliaram o efeito inibitério de
compostos produzidos por leveduras predominantes
isoladas de café e observaram que o crescimento ¢ a
produgio da ocratoxina A foram fortemente inibidos
pelo acetato de etila.

E dificil predizer o possivel modo de acio
antifingica dos isolados de P. anomala testadas neste
trabalho; parece evidente, no entanto, que a
competi¢io por nutrientes, producio de substincias
Killer ¢ produgio de 1,3 B glucanase nio foram
responsaveis pelos mecanismos inibitdrios. Grevesse
et al. (2003) estudaram a agio de exoglucanase
produzida por P. anomala como agente inibitério. O
isolado de Pichia anomala (UFLACEF 710) apresentou
maior eficiéncia de inibicio (75,6%)
esporulagio de P. roqueforti ¢ houve maior inibicio

sobre a

quando a concentragio de células do antagonista era
de 10* células mL™" (Tabela 4). Droby et al. (1999)
relataram o crescimento e a eficiéncia antagdnica de
Pichia anomala sobre a germinagio dos esporos de
Penicillium digitatum isolados de pomelo. Alguns
isolados da levedura inibiram em 70% ou mais a
infecgdo por P. digitatum; outros foram capazes até
mesmo de proteger integralmente o fruto da
infec¢io pelo fungo. Em escala piloto e testes
comerciais, a viabilidade da produgio e da aplicacio
da biomassa leveduriforme ji foram testadas por
Droby et al. (1993; 1998), que utilizaram substratos
de residuos de indtstria como semente de algodio e
liquido de maceragio do milho. Recentemente, ja hi
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disponivel no mercado produtos comerciais que
contem leveduras antagonistas como Candida saitoana
(CASTORIA et al., 2008).

Testes microrganismos  com
potencial efeito inibitrio sobre o desenvolvimento

seletivos  de

de fungos fitopatogénicos podem ser realizados in
vitro ¢ em bioensaios, utilizando-se diferentes
técnicas. Saligkarias et al. (2002) avaliaram o
potencial antagdnico de C. guilliermondii sobre o
desenvolvimento de Botrytis cinerea em tomates ¢
observaram que, o maior efeito inibitério foi
conseguido quando a levedura foi inoculada 24h
antes da inoculacio de B. cinerea, sugerindo que a
competi¢io por nutrientes pode estar envolvida com
o modo de agio.

Tabela 4. Inibi¢io da produgio de esporos de Penicillium
roqueforti, com concentragio de 10% a 10° esporos mL™!, em cultivo
parecado com Pichia anomala, (UFLACF 710) em diferentes
concentragdes do inéculo (células mL™).

Pichia anomala Penicillium  roqueforti

(células mL™") (esporos mL™")
10° 10 10° 10°
% % % %
10° 65,0cA 66,7cA 69,7acA 64,3bA
10* 81,6bA 69,0 cB 55,0dC 86,4aA
10° 85,2abA 85,7aA 86,0aA 84,7aA
10° 88,1aA 76,2bB 78,2bB 67,2bC

Meédias seguidas de mesma letra mintscula, na coluna, nio diferem entre si pelo teste
de Tukey (p > 0,05). Médias seguidas de mesma letra maitscula, na linha, nio diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Neste trabalho, a inoculagio dos isolados de
leveduras foi realizada concomitantemente 2
inocula¢io dos isolados de fungos filamentosos,
distantes 4 cm, permitindo que ambos os isolados se
desenvolvessem antes do contato direto da coldnia
de levedura com a de fungo filamentoso, o que
aconteceu, em média, sete dias apds a inoculagio.
Isto poderia justificar o maior efeito inibitério de
isolados de leveduras sobre a esporulagio do que no
desenvolvimento micelial. A concentragio do
inéculo do antagonista e o grau de inibi¢io parecem
ser fatores diretamente proporcionais, ou seja,
quanto maior a concentra¢io do inéculo da espécie
antagonista maior o efeito inibitério sobre a
esporulagio.

Conclusao

Este estudo revelou que espécies de Pichia e
Debaryomyces podem reduzir a esporulagio de fungos
potencialmente  toxigénicos e  naturalmente
presentes em frutos de café.
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