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RESUMO

O Brasil tem se tornado menos competitivo no mercado internacional devido a
pior qualidade do café brasileiro em comparacédo ao café produzido em outros
paises. O café produzido no Estado do Parana é atacado ou contaminado por
varios fungos que alteram a qualidade da bebida. O objetivo geral do trabalho
foi isolar fungos em graos de café da variedade IAPAR 59 coletados de arvore
e do solo de lavoura da cidade de Londrina, Estado do Parand, e os objetivos
especificos foram isolar e identificar os principais géneros de fungos em graos
de café da variedade IAPAR 59 e determinar a principal origem (arvore e solo)
de contaminagdo que possa estar contribuindo para a perda de qualidade de
bebida. Os graos de café foram coletados a cada 15 dias do solo e de arvores.
Os graos de arvore e do solo foram secos separadamente em caixas teladas. A
prova da xicara foi realizada por classificadores especializados selecionados
pelo IAPAR. Para o isolamento dos fungos dos graos de café da variedade
IAPAR 59 coletados de arvore e do solo utilizou-se trés meios de cultura: BDA,
Sabouraud e DRBC. Os gréos coletados do solo apresentaram um maior
numero de espécies de fungos isoladas em relacédo aos de arvore. A bebida
perdeu qualidade em fungao do tempo de permanéncia dos graos na arvore. O
meio BDA apresentou a maior freqliéncia de fungos isolados em relagdo aos
outros meios e Aspergillus ochraceus deve ser uma das principais espécies
envolvidas na alteragao da qualidade de bebida.

Palavras-chave: IAPAR 59; qualidade de bebida; Aspergillus ochraceus; Coffea
arabica.



1 INTRODUGAO

As primeiras sementes de café chegaram ao Brasil no inicio do século
XVIII trazidas da Guiana Francesa. De la para ca, a cafeicultura espalhou-se
pelo sudeste, Parana e Bahia. Atualmente, o Brasil ocupa o 7° lugar entre os
principais paises exportadores de produtos agricolas e o primeiro lugar entre os
paises produtores de café (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2004).

A area colhida de café no Brasil em 2003 correspondeu a 2.405.300
hectares (ha) e a produgao foi de 1.970.000 toneladas (t), com um rendimento
médio de 819 kg/ha. Em 2003, em relagdo as lavouras permanentes, a de café
possuiu a maior area colhida (2.405.300 ha), seguida pela lavoura de laranja
(819.000 ha) e de castanha de caju (674.000 ha). Em relagdo a produgéo das
lavouras permanentes em 2003, a que mais produziu foi a de laranja
(16.903.000 t), seguida da banana (6.775.000 t) e café (1.970.000 t). A
quantidade de café exportado em 2003 foi de 1.445.000 t, correspondendo a
1.070 US$/t. A previsdo para a safra de 2004/2005 é de 1.341 US$/t. O café
brasileiro & exportado principalmente na forma nao torrado, seguida de soluvel
e torrado (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2004).

O Parana possuia em 2003 um parque cafeeiro de 123.200 ha com
315.000.000 cafeeiros. A previsdo para a safra de 2004/2005 em relagéo ao
parque cafeeiro € de uma redugdo de 3,7%, ou seja, de 123.200 ha para
118.700 ha. J& o numero de cafeeiros deve sofrer um aumento de 2,2%, ou
seja, de 315.000.000 para 322.000.000 cafeeiros. A redugdo na area plantada
deve-se a um aumento na substituicdo do café por outras culturas. A safra de
2003 no Parana foi de 1.970.000 sacas beneficiadas, com uma produtividade
de 15,99 sacas/ha. A previsdo de safra para 2004/2005 & de 2.550.000 sacas
beneficiadas, com uma produtividade de 21,48 sacas/ha (CONAB, 2004).

Para que o café possa ser valorizado comercialmente, utilizam-se
critérios de caracteristicas especificas de aroma e sabor, ou seja, melhorando-
se a qualidade do produto, aumenta-se a concorréncia com outros paises
exportadores (KRUG, 1947). A qualidade da bebida de café pode ser
influenciada por varios fatores tais como: pluviosidade; temperatura; umidade;
variedade cultivada; manejo de colheita e pds-colheita; e por fungos e
bactérias.



Os fungos sdo o principal objeto de estudo deste trabalho por serem os
principais agentes na alteragdo da qualidade da bebida. Pretendeu-se com este
trabalho, portanto, isolar os fungos presentes em graos de café da variedade
IAPAR 59, originarios de arvore e solo, visando identifica-los e correlaciona-los
com a qualidade da bebida durante o tempo de coleta.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTRODUGCAO

O Brasil € um dos principais paises exportadores de café do mundo. Sua
safra 2003/2004 correspondeu a 28,82 milhdes de sacas em uma area
plantada de 2,2 milhdes de hectares. O faturamento com a exportagédo de 1,43
milhdo de toneladas desta safra foi de US$ 1,51 bilhdo. Com isto, o Brasil
detém 28% do mercado mundial de café em grédo “in natura” (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2004).

O Parana é o quarto maior estado produtor de café do Brasil. Sua
producéo final na safra 2003/2004 foi de 1,97 milhdo de sacas em uma area de
123.200 hectares. Isto corresponde a 6,83% da produgdo brasileira total de
café na safra 2003/2004 (CONAB, 2004).

Em vista disso, varias pesquisas estdo sendo realizadas para buscar
uma melhoria na qualidade da bebida de café. Este aumento na qualidade
contribui para um melhor posicionamento do café brasileiro no mercado externo
com um conseqliente aumento na exportagao e pre¢o da saca.

2.2 FATORES CLIMATICOS

Os fatores climaticos estdo fortemente relacionados a produtividade da
lavoura cafeeira. O melhor clima para a cultura do café é aquele em que
durante a época da florada dos cafezais a chuva é intensa, favorecendo a
brotacdo dos frutos, e durante a época da colheita a chuva é escassa,
impedindo que os fungos fermentem os graos, o que garante um processo de
maturagdo mais longo. Além disso, temperaturas inferiores a 18°C para o café
arabica provocam uma baixa diferenciagdo floral, o que prejudica a
produtividade. A identificacdo das condi¢des climaticas de uma regido permite
encontrar zonas homogéneas para a cultura do café. Existem 3 classes de
aptidao climatica: apta, quando as condi¢des térmicas e hidricas séo favoraveis
a cafeicultura; restrita, quando a regido possui restricdo térmica ou hidrica;
inapta, quando as condicOes térmicas e hidricas nao sdo favoraveis a
cafeicultura (EVANGELISTA et al., 2002).

A pluviosidade & um fator determinante para o desenvolvimento dos

grados de café. As chuvas geralmente coincidem com a fase de expansao dos



gréos, que ocorre no periodo de novembro a fevereiro. Nas outras épocas do
ano, uma complementagdo com irrigagcao artificial se faz necessaria, devido a
menor intensidade das chuvas. O tamanho do fruto é sensivel ao déficit hidrico,
sendo que o tamanho final do grao cereja depende diretamente da precipitagéo
ocorrida no periodo de 10 - 17 semanas apoés o florescimento. Este periodo é
conhecido como periodo de expansdo maxima dos frutos. A deficiéncia hidrica
pode ser benéfica apenas no periodo correspondente a dorméncia dos botdes
florais, entre os meses de julho e setembro, uma vez que condiciona um
florescimento abundante ap6s chuvas ou irrigagcdes no final da fase,
provocando uma frutificagdo e maturagdo uniformes na safra seguinte
(KARASAWA et al., 2002).

2.3 QUALIDADE DA BEBIDA

As pesquisas realizadas na década de 40 sobre café tentavam explicar a
origem dos cafés duros, buscando uma padronizacéo para o café (tipo, peso e
medida) e uma melhor preparagédo do café depois de colhido para o preparo
dos blends'. Entre essas pesquisas destacam-se as realizadas por Krug (1940
e 1947) onde ele atribui a alteragdo na qualidade da bebida de café a agéo dos
fungos. Além disso, relaciona o tempo de permanéncia dos frutos no chdo com
0 aumento na porcentagem de fungos encontrados no interior dos gréos
(KRUG, 1940). Fora a presenca dos fungos, outros fatores alteram a qualidade
da bebida, tais como: umidade, temperatura, altitude, tipo de solo, pluviosidade,
estagio do fruto quando a colheita é realizada, processo de fermentagéo, etc.,
sendo estes de menor importancia. Os fungos alteram a qualidade da bebida
principalmente nos cafés provenientes de varricdo, ou seja, aqueles
provenientes da amontoa do café caido naturalmente ou derrigado? no chao
(KRUG, 1947).

Tendo os trabalhos de Krug (1940 e 1947) como referéncia basica,
diversos autores desenvolveram suas pesquisas. Um aspecto bastante
estudado é a colheita e 0 manejo pds-colheita, uma vez que o tempo de
exposicao dos frutos aos microrganismos altera a qualidade da bebida. Os

' Blend: unido de sacas de café provenientes de diversas regides do pais, realizada,
geralmente, no porto de Santos (CAMARGO, 1947).
Derriga é a derrubada manual dos frutos.



microrganismos podem iniciar a infecgdo com o fruto ainda na planta e persistir
apds a colheita, até mesmo em parte do periodo de secagem dos gréos. A
fermentacdo provocada pelos microrganismos ocasiona a degradagao de
membranas e paredes celulares, alterando os compostos quimicos dos graos,
resultando em odor e sabor desagradaveis (FAVARIN et al., 2004). Além disso,
0 processo de estabelecimento e crescimento dos microrganismos pode ser
facilitado por fatores ambientais, tais como elevada umidade e temperatura.
Essas condigbes aceleram o processo de senescéncia dos frutos e o processo
de estabelecimento de microrganismos (PAULA et al., 1984).

Quando o grdao de café encontra-se no estagio cereja, sua polpa
apresenta elevada concentragdo de aglcares, 0 que a torna atrativa ndo
apenas para microrganismos como também para insetos. Assim, os insetos
perfuram a epiderme dos frutos para se alimentarem e para procriarem. Apds a
perfuragdo da epiderme pelos insetos, a entrada de microrganismos fica
facilitada, permitindo o inicio da fermentagéo dos gréos antes da colheita dos
frutos, deteriorando a qualidade da bebida (CAMARGO, 1947).

De acordo com o padrdao da bebida, ela pode ser classificada em:
Estritamente Mole, bebida de sabor suavissimo e adocicado; Mole, bebida de
sabor suave, acentuado e adocicado; Apenas Mole, bebida de sabor suave,
com leve adstringéncia; Dura, bebida com sabor adstringente e gosto aspero;
Riada, bebida com leve sabor de iodoférmio ou acido fénico; Rio, bebida com
sabor forte e desagradavel lembrando iodoférmio ou acido fénico; Rio Zona,
bebida de sabor e odor intoleraveis ao paladar e ao olfato (PINTO, 2001).

A qualidade da bebida é definida apds a fermentagdo e torracdo dos
graos. A bebida tipo Rio ocorre, principalmente em cafeeiros no Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Zona da Mata e noroeste do Espirito Santo, afetando 20-25% do
café brasileiro. Spadone et al. (1990) analisou graos de café tipo Rio
constatando a freqlente infestacdo por fungos (Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Rhizopus, etc.) e bactérias (Lactobacillus, Streptococcus). Avaliou
ainda substancias volateis de graos de café saudaveis e verdes para detectar
qual componente era responsavel pelo odor caracteristico da bebida tipo Rio. O
composto 2,4,6 — tricloroanisol (TCA) foi considerado como sendo o principal
responsavel pelo odor caracteristico da bebida tipo Rio.



A microbiota associada aos gréos de café é bastante diversificada e esta
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas caracteristicos da bebida.
Alguns géneros bastante frequentes sdo: Colletotrichum, Fusarium, Penicillium,
Aspergillus e Cladosporium. Nas bebidas tipo Rio e riada, a infecgdo por
Aspergillus é elevada, o que pode estar relacionado com a taxa de umidade
superior a 10% encontrada nestes gréos beneficiados. Nos cafés de bebida
mole a infecgdo pelo género Aspergillus € menor (PIMENTA E CHALFOUN,
2001).

O desenvolvimento da bebida Rio zona em fungdo do tempo de
permanéncia dos frutos na lavoura & outro aspecto bastante abordado nas
pesquisas sobre a qualidade da bebida. Em regides de inverno umido a
importancia do estudo sobre o aparecimento da bebida Rio zona ocorre porque
essas condigdes sdo favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos. Estes
microrganismos produzem compostos organicos que propiciam o surgimento
do sabor desagradavel ao paladar (CARNEIRO FILHO et al., 2001).

2.4 COMPOSTOS ORGANICOS

Varios trabalhos vém sendo realizados para detectar quais compostos
organicos produzidos pelos fungos sdo capazes de alterar a qualidade da
bebida de café. Entre estes compostos organicos estdo os compostos
fendlicos, agucares totais e agucares redutores e ndo redutores. A
concentragdo de cada um desses compostos varia de acordo com o tipo de
bebida, com a bebida tipo Rio apresentando o maior teor de polifendis, as
bebidas tipo estritamente mole e riada apresentando os maiores teores de
acucares totais e nao redutores e a bebida tipo estritamente mole também
apresentando o maior teor de agucares redutores (PINTO et al., 2001).

O composto 2,4,6 — tricloroanisol (TCA) € uma das principais causas de
contaminagdo em alimentos fechados n&do hermeticamente e crus. O TCA
provoca um intenso odor de mofado nos alimentos e bebidas. Este € um
problema comum nos containeres de carga, provocando a contaminagdo dos
alimentos. Os clorofendis presentes no chdo dos containeres sdo metilados em
TCA pela agéo de fungos (HILL et al., 1995). O TCA, além disso, é considerado
o principal agente contribuidor para o aparecimento da bebida tipo Rio
(SPADONE et al., 1990).



2.5 MICOTOXINAS

Outro fator importante sdo as micotoxinas, metabdlitos secundarios
téxicos produzidos por algumas espécies de fungos. Dependo da quantidade
em que sdo ingeridas, podem produzir efeitos tdxicos, no homem e em
animais. A produgdo de micotoxinas esta relacionada ao crescimento do fungo;
sem o crescimento, geralmente, a produgdo de micotoxinas nao ocorre. A
producdo de micotoxinas € influenciada por alguns fatores, tais como:
composicdo do substrato, temperatura, teor de agua, umidade relativa do ar,
atividade de agua, pH, atmosfera, competi¢do microbiana, danos causados por
insetos, linhagem do fungo contaminante e estresse da planta. Dentre as
micotoxinas, as 5 principais s&o: aflatoxinas, ocratoxinas, toxina T2,
deoxinivalenol (DON) e fumonisinas (GONCALEZ et al., 2001).

Segundo um trabalho publicado por Rodriguez-Amaya e Sabino (2002)
sobre as pesquisas realizadas no Brasil referentes a micotoxinas entre os anos
de 1991-2000, houve um ampliamento e aprofundamento nos temas das
pesquisas desenvolvidas. Enquanto que entre os anos de 1961-1990 se
estudava apenas as aflatoxinas, a partir de 1990 outras micotoxinas também
passaram a ser estudadas. Trabalhos referentes a métodos analiticos e
estudos micologicos continuam sendo bastante freqiientes, mas cada vez mais
vém dando espago a estudos sobre prevengéo e controle da contaminagdo
fungica e produgéo de micotoxinas. Fatores que possam influir na produgéo de
micotoxinas, tais como, resisténcia de gendtipos, contelido/atividade de agua,
umidade relativa, temperatura, presenga de metais, tipo de solo, infestacdo de
insetos e o potencial antagdnico de outros microrganismos contra os fungos
produtores de micotoxinas também foram estudados.

Um género de fungo conhecido pela produgdo de micotoxinas é
Fusarium, um produtor da enzima galactose oxidase. As micotoxinas
produzidas pelo género Fusarium sao: moniliformina, acido fusarico,
deoxinivalenol  (DON), fusarenona-X (FX), nivalenol (NIV), 3-
acetildeoxinivalenol (ADON), neosolaniol (NEO), zearalenol (ZEOH),
zearalenona (ZEA), acetil T-2 e iso T-2. O estudo das micotoxinas produzidas
pelo género Fusarium € importante devido ao papel de destaque do género
para a agricultura e saude (PEREIRA E KEMMELMEIER, 2000).



E conhecido que certas espécies de fungos, especialmente Aspergillus
ochraceus e Penicillium verrucosum, produzem substancias tdxicas. A mais
importante delas € a ocratoxina A, que é uma substancia contaminante de
alimentos. Em seu trabalho, Pimenta e Vilela (2003) ndao encontraram indicios
da presengca de ocratoxina A em grados de frutos de café submetidos a
diferentes tempos em repouso antes da secagem. O estudo tanto de espécies
com e sem potencial ocratoxigénico € de grande importancia para a
compreensdo dos mecanismos e interagdes da produgédo de ocratoxina A por
fungos em graos de café. Aspergillus niger var. niger € uma das poucas
espécies reconhecidas como sendo de baixa toxicidade e considerada como
GRAS (generally regarded as safe’) pela FDA (Food and Drug Administration).
Seu possivel efeito inibitério sobre a produgéo de ocratoxina A foi testado em
isolados de Aspergillus da se¢do Circumdati. Em todos os isolados houve uma
redug¢do na produgdo de ocratoxina A na presenga do filtrado do fungo inibidor,
Aspergillus niger var. niger. Isto o torna promissor como um possivel meio de
eliminar as micotoxinas em substratos como grdos de café (NASSER et al.,
2003).

A ocratoxina A pode ser encontrada em café verde, torrado e mofdo,
solivel e em bebidas de café. A ocratoxina A possui, no homem, agao
nefrotéxica, teratogénica, carcinogénica, imunossupressora e esta relacionada
com a nefropatia endémica dos Balcas, doenga degenerativa dos rins que afeta
exclusivamente a populagdo adulta rural. Em alguns paises europeus o nivel
maximo de ocratoxina A foi delimitado em 5 ug/kg em cereais e 1 ug/kg em
alimentos destinados a criangas. No Brasil ainda nao foram adotadas medidas
semelhantes (PRADO et al., 2000).

2.6 DOENCAS DO CAFEEIRO

Outro aspecto que pode influenciar fortemente a producdo cafeeira séo
as doengas. Varias doengas podem acometer esta cultura, desde o viveiro até
o armazenamento. Além disso, dependendo da regido produtora as doengas
sdo o principal motivo pela baixa produtividade. Essas doencas afetam a
producdo cafeeira nd3o apenas quantitativamente, mas também

3 Generally regarded as safe: geralmente reconhecido como seguro



qualitativamente. Elas estdo relacionadas ao tipo de cultura, ao patégeno, a
localidade, ao ambiente e as medidas de controle. Com isso, é importante que
os cafeicultores utilizem a diagnose correta para buscarem o melhor tratamento
para suas lavouras (GARCIA JUNIOR et al., 2003).

As doengas que atingiam a cultura do café antes do surgimento da
ferrugem no Brasil ndo provocavam grandes perdas econdmicas, apenas
reduziam a produgdo do cafeeiro. Atualmente, mesmo com a presenga das
doencas, cultivares mais produtivos garantem que a redugéo na produgéo nao
seja tao significativa. As principais doengas do cafeeiro sdo: ferrugem;
cercosporiose ou mancha de olho pardo;, mancha aureolada; e phoma. A
ferrugem é provocada pelo fungo Hemileia vastatrix (Berk et Br). Ela ataca as
folhas do cafeeiro, produzindo manchas amarelas e alaranjadas que, com o
desenvolvimento da doenga, assumem um aspecto pulverulento na face inferior
e clorose na face superior. A disseminagédo dos uredosporos na lavoura ocorre
principalmente pelo respingo das gotas durante as chuvas, por insetos, animais
e, em longas distancias, pelo homem e pelo vento. A ferrugem provoca uma
reducéo de 20 a 30% na produgéo de café por hectare (ALMEIDA, 1984).

A cercosporiose ou mancha de olho pardo é provocada pelo fungo
Cercospora coffeicola (Berk et Cooke). A cercosporiose ataca principalmente
plantas com deficiéncia nutricional em nitrogénio. As lesdes provocadas sao
extremamente caracteristicas, sendo circulares nas folhas, de cor pardo-clara,
com um pequeno circulo branco-acinzentado no centro. Este pequeno circulo
possui pontuagdes escuras correspondentes aos corpos de frutificagdo do
fungo. A lesdo é envolvida por um pequeno circulo amarelo. A cercosporiose
provoca também lesdes deprimidas e marrom-claro nos frutos, além de
ocasionar a queda prematura dos mesmos (ALMEIDA, 1984).

A mancha aureolada é provocada pela bactéria Pseudomonas gargae.
Suas lesbes sdo pardo-escuras, de area irregular e envolvidas por um anel
amarelo. A area necrosada no centro da lesdo geralmente se rompe, ficando
um furo em seu lugar. Nas folhas novas, a leséo néo apresenta o anel amarelo.
O desenvolvimento da bactéria é favorecido por fatores como ventos frios e
umidade elevada (ALMEIDA, 1984).

O phoma é provocado pelo fungo Phoma spp.. Nas folhas, as lesdes

assumem coloracdo marrom e formam anéis concéntricos. Nos ramos, séo
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deprimidas e de cor marrom. E, nos frutos, circulares, deprimidas e com
pontuagdes negras correspondentes as frutificagbes do fungo. O
desenvolvimento do fungo é favorecido por temperaturas baixas, excesso de
umidade e vento (ALMEIDA, 1984).

Em seu artigo sobre o género Fusarium, Torres (2000) cita que algumas
espécies do género podem ser usadas no controle bioldégico de algumas
espécies de fungos que provocam doengas nas plantas. As doengas
provocadas por este género incluem: murcha vascular, manchas e
escurecimento das folhas, apodrecimento das raizes e apodrecimento de
frutos, graos e sementes. Entre as espécies de Fusarium, a que causa maior
prejuizo econémico é F. oxysporum. Esta espécie possui alta especializagdo
em relagdo aos hospedeiros, um grande numero de patotipos, sendo que as
formas nao patogénicas sdo mais competitivas que as formas patogénicas.

Em seu trabalho, Gichuru et al. (2000), cita como principal perigo
econdmico nas lavouras cafeeiras africanas a doenga do grao de café (CBD)*.
Esta doenga surgiu no Quénia em 1922 e desde entdo se espalhou por todo o
continente africano, ndo atingindo outros continentes até o momento. O fungo
causador da CBD €& o Colletotrichum kahawae. Como existe uma variagéo
genética entre os isolados de C. kahawae coletados de diferentes partes do
continente africano, faz-se necessario estudar a variabilidade genética deste
género. O método utilizado foi a compatibilidade vegetativa de grupos, onde a
compatibilidade vegetativa €& evidenciada pela habilidade das hifas de
diferentes fungos se fundirem (anastomose) e formar um heterocario funcional
e estavel dividindo o material genético do nucleo assim introduzido. Como esta
€ a unica maneira de troca genética em fungos assexuados, isolados que
possuem compatibilidade vegetativa possuem o mesmo alelo em cada /locus
incompativel, assim a relagdo entre varios Joci pode ser avaliada. A
compatibilidade vegetativa de grupos pode ser usada para diferenciar isolados
em patotipos e origem geografica.

O desenvolvimento de doengas em lavouras depende da interagdo entre
3 fatores: hospedeiro, patégeno e condi¢des ambientais. Muitas dessas

doencas ocorrem devido a interagbes entre patégenos do solo e nematodos.

4 Doenca do gréo de café: coffee berry borer



11

As doengas provocadas por nematodos parasitas de plantas e microrganismos
do solo formam um complexo sinergético®. Os nematodos mais comuns
envolvidos em complexos de doengas sdo. Globodera, Heterodera,
Meloidogyne, Rotylenchulus e Pratylenchus. Esses géneros interagem
normalmente com os seguintes géneros de fungos: Fusarium, Verticillium,
Pythium, Phytophthora e Rhizoctonia. Esta interagdo faz com que a
produtividade da lavoura seja prejudicada. Em seu trabalho, Back et al. (2002),
citam que Fusarium oxysporum provocou aumento na necrose da raiz e clorose
nas folhas de cafeeiros onde as plantas foram inoculadas 2 ou 4 semanas
antes com Meloidogyne incognita (Nematoda).

2.7 PRAGAS DO CAFEEIRO

As pragas do cafeeiro variam de acordo com a regido cafeeira do pais,
sendo o bicho mineiro, a broca-do-café e as cochonilhas pragas recorrentes em
todas as regides cafeeiras brasileiras. O controle dessas pragas € feito por
meio de produtos quimicos, como inseticidas, sendo o controle biolégico pouco
utilizado (IBC/GERCA, 1985).

A broca-do-café (Hypothenemus hampei) (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Scolytidae) é a praga mais importante nas plantagdes de café. Ela é originaria
do continente africano e foi introduzida no continente americano no inicio do
século XX. No seu novo habitat ela ndo encontrou inimigos naturais, com
excegao do fungo Beauveria bassiana. Beauveria bassiana é o principal fator
de mortalidade da broca-do-café nos paises africanos e nos paises do
continente americano onde ela se espalhou. Devido a escassez de estudos
sobre inimigos naturais da broca-do-café no continente americano, Bustillo et
al. (2002) desenvolveu uma pesquisa para detectar novos inimigos naturais na
regiao colombiana. Entre seus resultados ele encontrou 5 espécies de fungos e
2 géneros de bactérias infectando a broca-do-café. Os fungos encontrados
foram: Beauveria bassiana, Hirsutella eleutheratorum, Metarhizium anisopliae,
Fusarium oxysporum e Paecilomyces lilacinus. Dentre essas espécies a que
provoca maior mortalidade na broca-do-café é Beauveria bassiana. Os géneros

de bactérias encontradas foram: Bacillus sp. e Serratia sp..

® Complexo sinergético: interac@o entre dois ou mais agentes ou forgas cujo efeito combinado é
maior que a soma de seus efeitos individuais.
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Em uma tentativa de controle biolégico da broca-do-café nas décadas de
30 e 40 utilizou-se o microhimendptero Prorops nasuta (Waterston, 1923)
(Hymenoptera: Bethylidae), conhecido como “vespa de Uganda”. Esta vespa foi
introduzida no Brasil em 1929, mas devido as dificuldades de criagao,
multiplicagcdo e adaptagdo seu uso como controle biolégico foi abandonado.
Outros dois microhimendpteros sdo parasitas da broca-do-café, no entanto,
ndo ocorrem no Brasil, sdo eles: Heterospilus coffeicola (Schm., 1923)
(Hymenoptera: Braconidae) e Cephalonomia stephanoderes (Betrem, 1961)
(Hymenoptera: Bethylidae). Além dos microhimenépteros, a broca-do-café é
também afetada por fungos entomopatogénicos, como: Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill, Spicaria javanica (Bally) e Metarhizium anisopliae (Metsch)
Sorokin, sendo o primeiro e o Ultimo de alta eficiéncia no controle da broca-do-
café (IBC/GERCA, 1985).

Entre os mais de 800 insetos encontrados nas lavouras de café, a broca-
do-café é a Unica espécie que desenvolveu a capacidade de utilizar os gréos
de café como recurso na alimentagdo. Isto € um fato curioso, uma vez que
existem varios registros da toxicidade da cafeina para os insetos. A cafeina
pode ser considerada como uma substancia alcaléide que defende a planta
contra o ataque de herbivoros. A capacidade da broca-do-café em utilizar o
grao de café como recurso alimentar de maneira satisfatéria decorre, nao
apenas, de particularidades biolégicas da familia Scolytidae, mas também, de
um mecanismo de detoxiﬁcag:e”ao6 que esta ausente na maioria das espécies
que nao sobrevivem nos graos de café. Em seu trabalho, Vega et al. (2003),
encontraram leveduras dentro de brocas-do-café. Leveduras sdo conhecidas
como endosimbiontes de insetos, e, em alguns casos, elas atuam na
detoxificagdo de toxinas de plantas ou produzem enzimas que atuam na
digestdo do material alimentar.

Ao contrario do bicho mineiro (Perileucoptera cofeella), que é um insento
monéfago, a broca-do-café (Hypothenemus hampei) € um inseto polifago
(IBC/GERCA, 1985). Entre as familias vegetais em que a reprodugcéo e
alimentagdo da broca-do-café foi observada, estao: Rubiaceae e Fabaceae.

Entre as familias em que apenas reproducao foi observada, estdo: Poaceae e

6 Detoxificag@o: processo metabdlico no qual as propriedades de um veneno ou toxina séo
reduzidas pelo corpo.
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Dioscoreaceae. E, entre as familias em que alimentagao foi observada, estao:
Capparidaceae, Passifloraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae, Malvaceae,
Convolvulaceae e Oleaceae (DAMON, 2000).

Varias espécies de vespas parasitas utilizam seus hospedeiros tanto
como recurso alimentar como para oviposigdo. A decisdo do parasita em
utilizar o hospedeiro como fonte de alimento ou para oviposicdo depende de
uma série de fatores, como, estado fisioldégico do parasita, atraso na maturagao
dos ovos, estado nutricional, expectativa de vida e qualidade e quantidade do
hospedeiro. Cephalonomia stephanoderes (Hymenoptera: Bethylidae) é
parasita da broca-do-café, Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytidae).
Quando eclodem, os ovarios das fémeas ainda ndo possuem ovos maduros e é
necessario que as fémeas se alimentem do hospedeiro para que os odcitos
amaduregam. As fémeas agem como predadoras durante o periodo de pré-
oviposigao e antes do periodo de oviposi¢ao ocorre paralisia permanente da
broca-do-café (LAUZIERE et al., 1999).

2.8 CAFES ARMAZENADOS

Segundo Pimenta e Vilela (2003), para aquelas pessoas que trabalham
com graos armazenados, € muito importante entender como, onde e por que os
fungos crescem. Para que um armazenamento seja considerado bom é
necessario prevenir o surgimento de fungos. Estes variam de acordo com
fatores como umidade, altitude, regido, etc., e, geraimente, invadem a semente
antes da colheita.

Uma maneira de se evitar o surgimento de fungos em cafés
armazenados é reduzir o teor de umidade dos graos de café abaixo de 15%
(PRADO et al., 2000).

Em trabalho com cafés lavados submetidos a diferentes tempos de
amontoa no terreiro antes da secagem, Pimenta e Vilela (2003) perceberam um
aumento na infecgdo por Aspergillus sp., Cladosporium sp., e Fusarium sp.
com um maior tempo de amontoa, enquanto Penicillium sp. ndo mostrou uma

tendéncia definida.
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3 MATERIAL E METODOS

As sementes analisadas foram coletadas na Estagcdo Experimental
pertencente ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) localizada na cidade de
Londrina. De acordo com a classificagdo de Képpen o clima regional é identificado
como Cfa, sempre umido com verao quente. Os dados climaticos referentes a
temperatura média, umidade relativa média e precipitacdo foram obtidos junto a
Estacao Metereoldgica do SIMEPAR em Londrina.

As sementes de café da variedade IAPAR 59 analisadas pertencem a safra
2003/2004. Esta é uma variedade resistente a ferrugem. O experimento iniciou-se
em 22/07/2003 com a retirada de todos os frutos cereja de 200 cafeeiros da
lavoura da Estacédo Experimental do IAPAR. Os cafeeiros foram divididos em
quatro parcelas com 10 plantas cada uma. A cada 15 dias foram coletados dessas
parcelas os frutos cereja das arvores e os frutos que cairam no solo, totalizando
sete tempos de coleta. Os frutos coletados de arvore e do solo foram secos
separadamente ao sol em caixas teladas até atingirem a umidade de 12%. Em
seguida foram beneficiados e guardados em embalagens de papel para serem
analisados. A metodologia para secagem, beneficiamento e armazenamento dos
graos foi desenvolvida pelos técnicos da Estacao Experimental do IAPAR.

ApGs a secagem e beneficiamento dos gréos, realizou-se a prova da xicara
com classificadores especializados. A classificacdo do café é realizada de acordo
com o aroma e sabor da bebida, sendo uma prova subjetiva. A prova foi realizada
com um numero variavel de defeitos, como se observa na tabela 1 a seguir. Os
defeitos do café dizem respeito as impurezas presentes em sua bebida, tais como:
paus, pedras, cascas, ardidos, verdes, etc.

Os gréaos de café coletados foram separados em 52 amostras divididas em
quatro repeticdes, cada repeticdo contando, portanto, com 13 amostras. A primeira
amostra recebeu um tratamento especifico para cada uma das repeticbes. Estas
estdo indicadas pelos cédigos 1 A, 1 B, 1 C e 1 D e os tratamentos utilizados
foram café seco, café de varricdo, maduro e verde, respectivamente. Os graos
foram coletados apenas de arvores. Esta primeira amostra foi utilizada para se
avaliar a qualidade de bebida de café nos diferentes tratamentos utilizados.
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A partr da amostra de numero 2 as coletas foram realizadas
quinzenalmente, totalizando seis tempos de coleta. Os tratamentos utilizados para
estas amostras foram coleta de frutos cereja de arvore e frutos caidos no solo.
Assim, num mesmo tempo, foram realizadas coletas na arvore, indicadas pelos
numeros pares e coletas no solo, indicadas pelos numeros impares. Estas
amostras também foram submetidas a prova da xicara, visando relacionar a
qualidade de bebida com os diferentes tempos de coleta. Além disso, nessas
amostras também foram testadas as influéncias do tempo, meio de cultura e
origem (arvore e solo) sobre os fungos.

TABELA 3 - TRATAMENTO UTILIZADO NAS AMOSTRAS POR TEMPO

DE COLETA
Numero da Numero de
Tempo amostra Tratamento Data da coleta defeitos
1A Café seco 22/07/03 30
. 1B Café de varricio 22/07/03 40
(Ensaio) 1C Maduro 22/07/03 30
1D Verde 22/07/03 300
2 Café de arvore 15/08/03 30
Tempo 0 3 Café do solo 15/08/03 40
4 Café de arvore 01/09/03 30
Tempo 15 5 Café do solo 01/09/03 40
: 6 Café de arvore 15/09/03 30
Tempo 30 7 Café do solo 15/09/03 40
8 Café de arvore 30/09/03 30
Tempo 45 9 Café do solo 30/09/03 40
10 Café de arvore 15/10/03 40
Tempo 60 11 Café do solo 15/10/03 60
12 Café de arvore 31/10/03 50
Tempo 75 13 Café do solo 31/10/03 80
FONTE: IAPAR

Para o isolamento dos fungos dos graos foram utilizados trés meios de
cultura: Agar BDA (Biobras Diagnésticos — Montes Claros/MG), Agar Sabouraud a
4% de glucose (Merck KgaA — Darmstadt, Alemanha) e DRBC Agar (Dichloran -
Rose Bengal - Chloramphenicol Agar / DIFCO, EUA).
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Para o desenvolvimento dos fungos colocou-se cinco graos por placa,
totalizando 260 graos por meio em 52 placas. Cada placa, portanto, representa
uma amostra, sendo que treze delas compdem uma repeticdo. Apéds cinco dias de
crescimento na estufa (26°C), procedeu-se a leitura das placas. Colbnias iguais
eram agrupadas com o mesmo cédigo. Em seguida, as coldénias foram isoladas
em tubos de ensaio com meio Agar BDA inclinado, independentemente do meio
em que se encontravam nas placas. Para o crescimento dessas colbnias, 0s tubos
foram mantidos em estufa (26°C) por uma semana.

Apés a retirada dos tubos de ensaio da estufa, os mesmos foram repicados
para placas de Petri e, apds crescimento, agrupados sob o critério de semelhancga
morfolégica de suas colbnias. Realizou-se, entdo, a técnica do microcultivo em
uma colénia de cada grupo morfologicamente analogo (KERN & BLEVINS, 1999).

Para a identificacdo dos fungos, foram utilizadas as laminas de sete e 14
dias obtidas do microcultivo. A classificacdo foi realizada por meio da observagao
de corpos de frutificacdo ao microscédpio 6ptico e da utilizacdo de chaves de
classificagdo (KLICH & PITT, 1988)(CHALFOUN & BATISTA, 2003)(BARNETT &
HUNTER, 1987)(KLEIN & EVELEIGH, 1998).

As amostras foram previamente testadas em relacdo a presenca de
ocratoxina A com metodologia desenvolvida pelo IAPAR. As amostras foram
recebidas com o resultado deste teste.

Para o célculo referente a frequéncia de cada fungo utilizou-se os dados
relativos ao numero de gréos positivos, ou seja, aqueles graos em que houve o
crescimento dos fungos. A porcentagem relativa foi calculada através de uma
regra de trés simples, onde o nimero de graos positivos esta para 20 (numero
total de graos na amostra experimento) assim como 100 esta para a porcentagem
relativa. Este célculo foi utilizado para os graos provenientes da amostra
experimento. Para os graos provenientes das amostras solo e arvore o numero
total de graos por amostra foi 120, assim a regra de trés simples ficou: 0 numero
de graos positivos esta para 120 (numero total de grdos na amostra de origem
solo) assim como 100 esta para a porcentagem relativa. Este calculo foi utilizado
no isolamento dos fungos nos diferentes meios de cultura.
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Com os dados referentes ao numero de colbnias por grao, niumero de
col@nias por placa e numero de coldnias por meio realizou-se a analise estatistica.
Os testes utilizados foram ANOVA (fatorial) e teste de Tukey para médias
(PIMENTEL GOMES, 1990). Optou-se por realizar uma analise estatistica para os
fungos dos graos coletados do solo e outra para os coletados de arvore devido a
grande quantidade de fatores testados. A analise estatistica utilizada foi ANOVA
fatorial. O esquema fatorial para cada ANOVA foi 6 x 3 x 14 (6 tempos de estudo;
3 meios utilizados para o isolamento e 14 fungos identificados). O numero de
repeticdes foi quatro e os dados foram transformados em raiz x + 2 (PIMENTEL
GOMES, 1990).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS DOS GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO

Apbs o crescimento e identificagdo dos fungos isolados dos graos de
café da variedade IAPAR 59 em cada um dos trés meios de cultura testados
(BDA, Sabouraud e DRBC), realizou-se a contagem do numero absoluto destes
fungos nos 780 graos de café (TABELA 4).

TABELA 4 - NUMERQ ABSOLUTO DE FUNGOS ISOLADOS
ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO NOS
MEIOS BDA, SABOURAUD E DRBC

Fungos / Meios l BDA | Sabouraud | DRBC | Total
Aspergillus flavus 0 11 13 24
Aspergillus fumigatus 58 47 54 159
Aspergillus ochraceus 170 92 129 391
Aspergillus sp 0 0 1 1
Botrytis sp 23 29 0 52
Dematiaceo 5 0 9 14
Drechslera sp 1 0 0 1
Fusarium sp 4 5 0 9
Leveduras 57 14 22 93
Mycelia sterilia 1 6 3 10
Penicillium chrysogenum 116 19 0 135
Rhyzopus sp 0 0 62 62
Sinémio 0 0 3 3
Trichoderma sp 2 0 0 2
Total 437 223 296 956

O meio BDA apresentou um maior numero de fungos isolados em
relagdo aos outros dois meios. Provavelmente, isto ocorreu pelo fato dos meios
Sabouraud e DRBC serem seletivos, o que pode ter criado algumas barreiras
para o desenvolvimento de fungos menos exigentes, ou seja, estes meios
devem apresentar substancias que nao podem ser degradadas por algumas
espécies de fungos.

Como pode ser observado, os fungos encontrados em maior numero
absoluto foram: Aspergillus ochraceus (391 isolados), Aspergillus fumigatus
(159) e Penicillium chrysogenum (135), e em menor niumero absoluto foram:
Aspergillus sp (1) e Drechslera sp (1).
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Em relagdo aos meios, Aspergillus ochraceus (170), Penicillium
chrysogenum (116) e Aspergillus fumigatus (58) apresentaram maior numero
de isolados no meio BDA; Aspergillus ochraceus (92), Aspergillus fumigatus
(47) e Botrytis sp (29) foram isolados em maior nimero no meio Sabouraud e
Aspergillus ochraceus (129), Rhyzopus sp (62) e Aspergillus fumigatus (54)
apresentaram um maior nimero de isolados no meio DRBC.

Ainda em relagdo aos meios, Drechslera sp (1), Mycelia sterilia (1) e
Trichoderma sp (2) foram isolados em menor nimero no meio BDA; Fusarium
sp (5) no meio Sabouraud e Aspergillus sp (1) e Mycelia sterilia e sinémio (3)
no meio DRBC.

Estes resultados diferem um pouco daqueles obtidos por Pimenta e
Chalfoun (2001) que encontraram uma maior ocorréncia dos géneros
Penicillium sp, Fusarium sp e Cladosporium sp nos frutos colhidos no estagio
cereja. Isto pode ter ocorrido devido a uma diferenga metodolégica, ja que ao
invés de colocarem os graos em placas com meio de cultura para o isolamento
dos fungos Pimenta e Vilela (2001) optaram por utilizar o método de blotter,
que consiste na incubagdo dos frutos em placas de Petri de 8,5 cm de
diametro, contendo duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com
agua destilada esterilizada, sob condigdes de temperatura controlada (23°C) e
12 horas de luminosidade.

A relagao entre 0 nimero absoluto de fungos e a origem dos graos pode
ser observada na tabela 5.



20

TABELA 5 - RELAGAO ENTRE NUMERO ABSOLUTO DE FUNGOS
ISOLADOS NOS MEIOS BDA, SABOURAUD E DRBC EM
RELACAO A ORIGEM ARVORE E SOLO

Fungo / Meio BDA Sabouraud DRBC Total
Origem Arvore | Solo | Arvore| Solo |Arvore| Solo |Arvore| Solo
Aspergillus flavus 0 0 9 2 1 12 10 14
Aspergillus fumigatus 20 38 17 30 21 33 58 101
Aspergillus ochraceus 87 83 45 47 71 58 203 188
Aspergillus sp 0 0 0 0 1 0 1 0
Botrytis sp 1 22 11 18 0 0 12 40
Dematiaceo 0 5 0 0 0 9 0 14
Drechslera sp 1 0 0 0 0 0 1 0
Fusarium sp 2 2 0 5 0 0 2 7
Leveduras 37 20 10 4 12 10 59 34
Mycelia sterilia 0 1 0 6 3 0 3 7
Penicillium chrysogenum 46 70 8 11 0 0 54 81
Rhyzopus sp 0 0 0 0 15 47 15 47
Sinémio 0 0 0 0 0 3 0 3
Trichoderma sp 0 2 0 0 0 0 0 2
Total 194 243 100 123 124 172 418 538

No total parcial das origens em cada um dos trés meios e no total geral
de cada origem, o nimero absoluto de isolados foi maior em graos coletados
do solo. Dos quatorze fungos isolados e identificados, dez apresentaram maior
numero absoluto total em graos coletados do solo. Os quatro isolados que
apresentaram maior nimero absoluto total em grédos coletados de arvore
foram: Aspergillus ochraceus, Aspergillus sp, Drechslera sp e leveduras. Dos
fungos isolados no meio BDA, os que apresentaram maior numero absoluto de
isolados em grdos coletados de arvore foram:. Aspergillus ochraceus,
Drechslera sp e leveduras. No meio Sabouraud, apresentaram maior numero
absoluto em graos coletados de arvore, Aspergillus flavus e leveduras e no
meio DRBC, aqueles que apresentaram maior numero absoluto em gréos
coletados de arvore foram Aspergillus ochraceus, Aspergillus sp, leveduras e
Mycelia sterilia.

Nao existem dados na literatura referentes a relacdo entre numero
absoluto de fungos coletados de arvore e do solo. Uma possivel explicacdo
para um numero maior de fungos nos graos coletados no solo seja a maior
exposicdo desses graos aos fatores climaticos, tais como chuva, umidade,

orvalho, propiciando uma maior infecgéo dos graos pelos fungos.
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Os dados relativos a qualidade de bebida em relagdo ao tempo de coleta
podem ser observados na tabela 6 (ANEXOS) e graficos 1 e 2. A qualidade de
bebida pode ser analisada através dos dados climaticos. Como pode ser
observado nos graficos 3 e 4, durante o periodo de estudo a média de
temperatura foi de 20,1 °C, a média de umidade relativa foi de 69,8% e a
precipitagéo foi de 187,6 mm.

O resultado da prova da xicara indicou uma alteragdo na qualidade da
bebida de graos coletados de arvore em relagdo ao tempd de coleta. De
apenas mole a bebida passou a ser qualificada como dura. Ja a bebida de
graos coletados do solo ndo apresentou uma variagdo significativa, sendo
classificada como dura ao longo dos seis tempos de coleta.

GRAFICO 1 - QUALIDADE DA BEBIDA DE CAFE DA VARIEDADE IAPAR 59
DE GRAOS ORIGINARIOS DO SOLO NOS DIFERENTES
TEMPOS DE COLETA
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GRAFICO 2 - QUALIDADE DA BEBIDA DE CAFE DA VARIEDADE IAPAR 59

DE GRAOS ORIGINARIOS DE ARVORE NOS DIFERENTES
TEMPOS DE COLETA
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GRAFICO 3 - TEMPERATURA MEDIA E UMIDADE RELATIVA NA

REGIAO DE LONDRINA DURANTE O PERIODO DE
COLETA
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GRAFICO 4 - PRECIPITAGAO NA REGIAO DE LONDRINA DURANTE O
PERIODO DE COLETA
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Na bebida originada dos graos coletados de arvore observou-se que
apos 46 dias a qualidade de bebida passou de apenas mole para dura. Este
resultado concorda com os obtidos por Carneiro Filho et al (2001). Em seu
trabalho relacionando o tempo de permanéncia dos frutos na arvore com a
qualidade de bebida, Carneiro Filho et al (2001) também obtiveram uma piora
na qualidade de bebida, de apenas mole a dura, com um aumento no tempo de
permanéncia dos frutos na arvore. Além disso, eles também observaram um
periodo de aproximadamente um més para que a qualidade de bebida
passasse de apenas mole para uma bebida tipo dura.

A umidade relativa permaneceu bastante elevada na maior parte do
tempo de estudo e as temperaturas permaneceram em torno dos 20 °C. A
partir do tempo 15 dias, houve chuvas regulares entre os periodos de coleta.
Sabe-se que os fungos costumam desenvolver-se em condigdes de umidade e
calor elevados. A umidade elevada durante o periodo de estudo pode ter
contribuido para um maior desenvolvimento de fungos com uma consequente
piora na qualidade de bebida.
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Na bebida de gréos coletados do solo a qualidade da bebida deixa a
desejar. Isto ocorre porque com o passar do tempo os graos do solo tornam-se
mais sujeitos ao ataque de fungos, ainda mais em condigbes de calor e
umidade elevada, como as observadas no periodo de estudo. Em um trabalho
pioneiro, Krug (1940) obteve resultados semelhantes com a qualidade de
bebida de grdos coletados do solo. Além disso, quando a fermentagdo
provocada pelos fungos € prolongada, a infec¢ao torna-se acentuada e inicia-
se entdo a produgédo de compostos responsaveis pelos sabores desagradaveis
(PIMENTA E VILELA, 2003). Assim sendo, deve-se evitar a utilizagdo de graos
coletados do solo para o preparo da bebida de café uma vez que estes
possuem uma pior qualidade devido a uma maior infecgéo por fungos.

O resultado para o teste de presenga de ocratoxina A foi negativo para
todas as amostras testadas. Pimenta e Vilela (2003) também nao detectaram a
presenca de ocratoxina A em amostras de grdos de café submetidos a
diferentes tempos em repouso antes da secagem. Isto pode ocorre devido ao
fato da ocratoxina A ser um metabdlito secundario produzido por certos fungos
em resposta as condicées ambientais a que estdo expostos. Assim, em um
ambiente rico em nutrientes e com temperatura adequada ndo ha produgao de
metabdlitos secundarios (GONCALEZ et al., 2001).
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4.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS DOS GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59

EM MEIO BDA, SABOURAUD E DRBC ORIGINARIOS DA AMOSTRA
EXPERIMENTO

Os resultados obtidos para os fungos isolados da amostra experimento
em meio BDA, Sabouraud e DRBC podem ser observados na tabela 7, 8 e 9
(ANEXOS) e graficos 5, 6 e 6.

GRAFICO 5 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA

DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 EM RELAGAO AO
TRATAMENTO

\D Café Seco 0 Café de Varricdo m Maduro ® Verde }

30 S — e P S —— = e

25

20

15

10

Porcentagem (%)

GRAFICO 6 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
SABOURAUD DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 EM
RELACAO AO TRATAMENTO
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GRAFICO 7 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
DRBC DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 EM
RELACAO AO TRATAMENTO
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O tratamento café seco apresentou maior porcentagem de isolados de
Aspergillus ochraceus nos trés meios em que foi testado. O tratamento café de
varricado apresentou maior porcentagem de isolados de Aspergillus ochraceus
nos meios BDA e Sabouraud e no meio DRBC de Aspergillus fumigatus. O
tratamento maduro apresentou maior porcentagem de isolados de Trichoderma
sp em BDA, leveduras em Sabouraud e Aspergillus fumigatus em DRBC. O
tratamento verde também apresentou maior porcentagem de isolados de
Trichoderma sp em BDA, Aspergillus ochraceus em Sabouraud e Rhyzopus sp
em DRBC.

Em relagdo a qualidade de bebida todos os tratamentos apresentaram
uma bebida tipo dura. A presenga em grande quantidade do género Aspergillus
nestes tratamentos pode ser um indicativo de que este género esteja envolvido
na piora da qualidade de bebida.
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43 ISOLAMENTO EM MEIO BDA DOS FUNGOS DOS GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO

Os resultados obtidos para os fungos isolados do solo em meio BDA
podem ser observados na tabela 10 (ANEXOS) e grafico 8.

GRAFICO 8 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA
DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO
SOLO EM RELACAO AO TEMPO
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O tempo com o maior niumero de espécies foi o tempo 30 dias, com sete
espécies diferentes de fungos. Em seguida ocorreram: tempo 75 dias, com seis
espécies; tempos 0, 45 e 60 dias, com cinco espécies; e tempo 15 dias com
quatro espécies. O grande numero de espécies encontradas no tempo 75 dias
deve-se a uma exposi¢cdo prolongada dos graos no solo, o que aumenta a
possibilidade de infecgdo por fungos devido a maior exposicao aos fatores
climaticos.

No tempo zero, a maior freqiiéncia foi de Aspergillus ochraceus (9,17%)
e leveduras (9,17%) enquanto que a menor frequéncia foi de Botrytis sp
(0,83%). No tempo 15 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (6,67%)
e a menor de Trichoderma sp (0,83%). No tempo 30 a maior freqiiéncia foi de
Aspergillus ochraceus (9,17%) e a menor de Botrytis sp, Aspergillus fumigatus,
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Mycelia sterilia e levedura todos com 0,83%. No tempo 45 a maior freqiiéncia
foi de Penicillium chrysogenum (10,83%) e a menor de leveduras (0,83%). No
tempo 60 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (9,17%) e a menor
de Fusarium sp (0,83%). E no tempo 75 a maior freqiiéncia foi de Aspergillus
ochraceus (10,83%) e a menor de Fusarium sp (0,83%).

Aspergillus ochraceus demonstrou uma tendéncia em aumentar sua
freqiéncia nos tempos finais de estudo. Isto pode indicar uma maior
participacdo deste fungo nos processos fermentativos que alteram a qualidade
da bebida de café. Este resultado concorda com o obtido por Pimenta e Vilela
(2003), que também observaram uma maior infeccéo por Aspergillus ochraceus
com o passar dos dias. Penicillium chrysogenum aumentou sua frequéncia até
o tempo 45 dias, mostrando uma redugdo nos dois ultimos tempos. Este
resultado também concorda com o obtido por Pimenta e Vilela (2003). A alta
freqiéncia de leveduras no tempo O dias pode estar relacionada com o
processo fermentativo dos graos de café, o que piora a qualidade da bebida.

Aspergillus fumigatus e Aspergillus ochraceus estao presentes nos seis
tempos de estudo. Botrytis sp e Penicillium chrysogenum estao presentes em
cinco dos seis tempos. As leveduras estdo presentes em quatro dos seis
tempos. Fungos dematiaceos e Fusarium sp estao presentes em dois tempos.
Trichoderma sp e Mycelia sterilia estdo em um dos tempos e Drechslera sp nao
estava presente nos gréos coletados do solo. Isto pode indicar que Aspergillus
fumigatus e Aspergillus ochraceus, por participarem dos processos
fermentativos dos graos de café possam estar interferindo significativamente na
qualidade de bebida de café.

Os resultados obtidos para os fungos isolados de arvore estéo na tabela
11 (ANEXOQOS) e grafico 9.
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GRAFICO 9 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA DE
GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE

EM RELACAO AO TEMPO
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O tempo com o maior numero de espécies foi o tempo 75 dias, com seis
espécies diferentes de fungos. Em seguida ocorreram: tempo 0 dias com cinco
espécies; tempos 30, 45 e 60 dias com quatro espécies; e tempo 15 dias com
trés espécies. Novamente, a maior permanéncia dos frutos na arvore os torna
mais suscetiveis aos fatores climaticos, propiciando uma maior infecgéo por
parte dos fungos.

No tempo zero, a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (8,33%)
enquanto que a menor frequéncia foi de Penicillium chrysogenum e Fusarium
sp (0,83%). No tempo 15 a maior frequéncia foi de leveduras (10,83%) e a
menor de Penicillium chrysogenum (2,50%). No tempo 30 a maior frequéncia
foi de Aspergillus ochraceus (9,17%) e a menor de Drechslera sp (0,83%). No
tempo 45 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (7,50%) e a menor
de Aspergillus fumigatus (4,17%). No tempo 60 a maior frequéncia foi de
Aspergillus ochraceus (14,17%) e a menor de Aspergillus fumigatus (0,83%). E
no tempo 75 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (15,00%) e a
menor de Botrytis sp, Fusarium sp e de leveduras (0,83%).
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Os dados obtidos dos gréos coletados de arvore ndo diferem daqueles
obtidos dos gréos coletados do solo. Aspergillus ochraceus demonstrou nos
gréos coletados de arvore a mesma tendéncia em aumentar sua infecgdo com
o passar dos dias assim como Penicillium chrysogenum. Apesar de Aspergillus
ser um género que atua no processo fermentativo dos graos alterando
conseqlientemente a qualidade de bebida, para os gréos coletados de arvore a
qualidade da bebida foi boa para os tempos 0, 15 e 30 dias, provavelmente
pela menor infecgdo por Aspergillus nestes tempos em relagdo aos outros. A
tendéncia mostrada pelas leveduras nos graos coletados de arvore é
semelhante aquela observada nos graos coletados do solo. Elas sofreram um
aumento até o tempo 15 dias com uma acentuada redugdo nos tempos
seguintes. Nao existem dados na literatura referentes a porcentagem de fungos
isolados de graos coletados de arvores que possam corroborar estes
resultados.

Aspergillus ochraceus, Penicillium chrysogenum e leveduras estdo
presentes nos seis tempos de estudo. Aspergillus fumigatus esta presente em
quatro dos seis tempos. Fusarium sp esta presente em dois dos seis tempos.
Botrytis sp e Drechslera sp estdo presentes em um dos tempos e Mycelia
sterilia, Trichoderma sp e fungo dematiaceo nao estavam presentes nos graos
coletados de arvore. A presenga de Aspergillus ochraceus e leveduras em
todos os tempos de estudo pode estar relacionada a piora na qualidade de
bebida sofrida com o passar do tempo.

Aspergillus ochraceus foi o unico microrganismo presente em todos os
tempos nos graos coletados de arvore e do solo. Mycelia sterilia, Trichoderma
sp e fungo dematiaceo desenvolveram-se apenas nos graos coletados do solo
enquanto Drechslera sp desenvolveu-se apenas nos graos coletados de
arvore. O grafico 10 mostra a porcentagem de graos positivos em comparagéo
nos graos coletados de arvore e solo.
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GRAFICO 10 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA DE
GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE
E DO SOLO EM RELACAO AO TEMPO
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Por estarem presentes na maior parte dos tempos de estudo, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus ochraceus, Leveduras e Penicillium chrysogenum podem
ser 0s agentes responsaveis por alterar a qualidade da bebida de café.
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4.4 ISOLAMENTO EM MEIO SABOURAUD DOS FUNGOS DOS GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO

Os resultados obtidos para os fungos isolados do solo em meio
Sabouraud podem ser observados na tabela 12 (ANEXOS) e grafico 11.

GRAFICO 11 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
SABOURAUD DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
COLETADOS DO SOLO EM RELACAO AO TEMPO
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Tendo como base a tabela 12 (ANEXOS) e o grafico 11, pode-se
observar que o tempo com o maior numero de espécies foi o tempo 45 dias,
com seis espécies diferentes de fungos. Em seguida ocorreram: tempos 15 e
60 dias, com cinco espécies; tempos 30 e 75 dias, com quatro espécies; e
tempo 0 dias com duas espécies. O tempo 75 dias apresentou um namero um
pouco menor de espécies em relagdo ao tempo 45 dias provavelmente devido
ao meio utilizado para o isolamento dos fungos. Nao existem relatos na
literatura quanto a utilizagdo do meio Sabouraud para o isolamento de fungos
de grédos originados de arvore e solo.

No tempo zero, a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (5,00%)

enquanto que a menor frequéncia foi de leveduras (2,50%). No tempo 15 a
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maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (7,50%) e a menor de Botrytis sp
e Fusarium sp ambos com 0,83%. No tempo 30 a maior freqiéncia foi de
Aspergillus ochraceus (12,50%) e a menor de Penicillium chrysogenum e
leveduras ambos com 0,83%. No tempo 45 a maior freqiéncia foi de
Aspergillus ochraceus (7,50%) e a menor de Aspergillus flavus (0,83%). No
tempo 60 a maior frequéncia foi de Aspergillus fumigatus (7,50%) e a menor de
Fusarium sp (1,67%). E no tempo 75 a maior freqiéncia foi de Botrytis sp
(6,67%) e a menor de Aspergillus flavus (0,83%).

Aspergillus ochraceus apresentou uma tendéncia diversa daquela
apresentada no meio BDA. Até o tempo 30 dias sofreu um aumento na sua
freqliéncia com uma conseqiiente queda na freqiiéncia nos tempos seguintes.
Leveduras e Penicillium chrysogenum também demonstraram uma tendéncia
diferente neste meio em relagdo ao anterior, apresentando baixas freqiiéncias
de infecgdo. Apesar da tendéncia diferenciada Aspergillus ochraceus deve ser
aqui também o principal agente alterador da qualidade de bebida de café por
estar presente em todos os tempos com frequéncias consideraveis e por estar
relacionado a fermentagéo dos grédos. Ndo ha dados na literatura que possam
corroborar estes dados.

Aspergillus fumigatus e Aspergillus ochraceus estdo presentes em cinco
dos seis tempos de estudo. Botrytis sp esta presente em quatro dos seis
tempos. Fusarium sp e Penicillium chrysogenum estao presentes em trés dos
seis tempos. Leveduras, Mycelia sterilia e Aspergillus flavus estdo presentes
em dois tempos dos seis tempos de estudo.

Os resultados obtidos nos graos coletados de arvore estdo na tabela 13
(ANEXOS) e grafico 12.
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GRAFICO 12 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
SABOURAUD DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
COLETADOS DE ARVORE EM RELACAO AO TEMPO

0O Tempo 0 dias @ Tempo 15 dias @ Tempo 30 dias @ Tempo 45 dias @ Tempo 60 dias @ Tempo 75 dias ’
14,00 —
12,00
__ 10,00
g
§, 8,00
g ]
§ 6,00
[
& 400
. i
0,00 D T D
RS & RS Q R ™ 2 &
N ) N N\
@ & & & & K £ S
s> 4 § & & M & &
& K & < S B
() \\ @ @ &
& &£ \.\'\\\\
¥ &

Os tempos com o maior nimero de espécies foram os tempos 30 e 60
dias, com cinco espécies diferentes de fungos. Todos os outros tempos (0, 15,
45 e 75 dias) apresentaram quatro espécies. Os tempos 30 e 60 dias
apresentaram uma maior diversidade de fungos em relagao aos outros tempos
provavelmente devido ao meio utilizado.

No tempo zero, a maior freqiiéncia foi de Aspergillus ochraceus (6,67%)
enquanto que a menor frequéncia foi de Penicillium chrysogenum e Aspergillus
fumigatus (0,83%). No tempo 15 a maior frequéncia foi de Aspergillus
ochraceus (10,00%) e a menor de Botrytis sp e Aspergillus flavus (0,83%). No
tempo 30 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (9,17%) e a menor
de Botrytis sp, Penicillium chrysogenum e Aspergillus fumigatus (0,83%). No
tempo 45 a maior frequéncia foi de leveduras (5,00%) e a menor de Aspergillus
fumigatus (0,83%). No tempo 60 a maior freqiéncia foi de Aspergillus
ochraceus (5,83%) e a menor de Botrytis sp (1,67%). E no tempo 75 a maior
frequéncia foi de Aspergillus fumigatus (7,50%) e a menor de Botrytis sp
(1,67%).
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Aspergillus ochraceus demonstrou uma tendéncia semelhante aquela
observada nos grdos coletados do solo. A principio sofreu um aumento até o
tempo 15 dias e consequentemente uma queda nos tempos seguintes. Esta
tendéncia é diferente daquela observada no meio BDA, onde Aspergillus
ochraceus aumentava sua freqiiéncia com o passar dos dias. Leveduras e
Penicillium chrysogenum apresentaram baixa freqiiéncia neste meio, ao
contrario do observado no meio BDA. Aspergillus ochraceus além de ser
responsavel pela fermentagcdo dos frutos de café ele esteve presente em
frequéncias consideraveis na maioria dos tempos de estudo. Este fato
concorda com os resultados obtidos no meio BDA, indicando Aspergillus
ochraceus como uma espécie fundamental para a alteragdo na qualidade de
bebida de café.

Botrytis sp esta presente nos seis tempos de estudo. Aspergillus
fumigatus e Aspergillus ochraceus estao presentes em cinco dos seis tempos.
Penicillium chrysogenum esta presente em quatro dos seis tempos. Levedura e
Aspergillus flavus estdo presentes em trés tempos. Mycelia sterilia e Fusarium
sp nao estavam presentes na amostra de origem arvore.

Nenhum fungo esteve presente em todos os tempos nos graos coletados
de solo e de arvore. Fusarium sp e Mycelia sterilia desenvolveram-se apenas
na origem solo. O grafico 13 mostra a porcentagem de grdos positivos em
comparagao nos graos coletados de arvore e de solo.
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GRAFICO 13 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
SABOURAUD DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
COLETADOS DO SOLO E DE ARVORE EM RELACAO

AO TEMPO
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Por estarem presentes em quase todos os tempos de estudo,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus e Penicillium chrysogenum podem
estar relacionados a piora na qualidade da bebida do café, o que concorda com
o resultado obtido no meio BDA.
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4.5 ISOLAMENTO EM MEIO DRBC DOS FUNGOS DOS GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO

Os resultados obtidos para os fungos isolados do solo em meio DRBC
podem ser observados na tabela 14 (ANEXOS) e grafico 14.

GRAFICO 14 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO DRBC
DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO
SOLO EM RELACAO AO TEMPO
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Tendo como base a tabela 14 (ANEXOS) e o grafico 14, pode-se
observar que os tempos com o maior numero de espécies foram os tempos 15
e 30 dias, com seis espécies diferentes de fungos. Em seguida vieram os
tempos O e 45 dias com cinco espécies; e tempos 60 e 75 dias, com quatro
espécies. Nos graos coletados do solo no meio DRBC houve uma tendéncia
em redugao no numero de espécies de fungos com o passar do tempo. Este
resultado é diferente do encontrado no meio BDA e, talvez por ser o DRBC um
meio enriquecido, ele pode selecionar o crescimento de alguns fungos.

No tempo zero, a maior frequéncia foi de levedura (5,83%) enquanto que
a menor frequéncia foi de Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus (0,83%).
No tempo 15 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (7,50%) e a

menor de Rhyzopus sp e sinémio ambos com 0,83%. No tempo 30 a maior
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frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (9,17%) e a menor de Aspergillus
fumigatus e Rhyzopus sp ambos com 0,83%. No tempo 45 a maior freqiiéncia
foi de Rhyzopus sp (10,83%) e a menor de dematiaceo (0,83%). No tempo 60 a
maior frequéncia foi de Rhyzopus sp (10,83%) e a menor de Aspergillus flavus
(3,33%). E no tempo 75 a maior frequéncia foi de Rhyzopus sp (10,83%) e a
menor de Aspergillus flavus (0,83%).

Aspergillus ochraceus apresentou uma freqiiéncia significativa em todos
os tempos de estudo. No meio DRBC, sua tendéncia foi semelhante aquela
observada no meio BDA, com sua freqiiéncia aumentando com o passar do
tempo. Aspergillus fumigatus também apresentou um comportamento distinto
em relagdo aos meios anteriores. Sua frequéncia foi maior no meio DRBC que
nos outros meios. Além disso, a frequéncia de Aspergillus fumigatus aumentou
com o passar dos tempos. Aspergillus ochraceus, por estar presente em todos
os tempos, deve estar relacionado a qualidade de bebida de café. Nao existem
dados na literatura sobre o isolamento de fungos de graos de café coletados do
solo em meio DRBC que possam corroborar os dados obtidos.

Aspergillus fumigatus e Aspergillus ochraceus estao presentes em todos
0s seis tempos de estudo. Aspergillus flavus e Rhyzopus sp estdo presentes
em cinco dos seis tempos. Dematiaceo estad presente em quatro dos seis
tempos. Levedura e fungo sinémio estdo presentes em dois tempos e Mycelia
sterilia ndo estava presente nos graos coletados do solo.

Os resultados obtidos nos gréos coletados de arvore estdo na tabela 15
(ANEXOS) e grafico 15 que seguem.
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GRAFICO 15 - PORCENTAGEM _DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO
DRBC DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
COLETADOS DE ARVORE EM RELACAO AO TEMPO
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Os tempos com o maior numero de espécies foram os tempos 60 e 75
dias, com cinco espécies diferentes de fungos. Em seguida ocorreram: tempo
30 dias com quatro espécies, e tempos 0,15 e 45 dias, com trés espécies. O
resultado concorda com o obtido no meio BDA, ocorre um maior numero de
espécies nos tempos finais de estudo. Isto esta relacionado a maior
permanéncia dos frutos na arvore, possibilitando uma maior infecgdo por
fungos com o passar do tempo.

No tempo zero, a maior freqiéncia foi de Aspergillus ochraceus (5,00%)
enquanto que a menor frequéncia foi de Aspergillus sp (0,83%). No tempo 15 a
maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (7,50%) e a menor de leveduras
(2,50%). No tempo 30 a maior frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (8,33%)
e a menor de Rhyzopus sp e leveduras (0,83%). No tempo 45 a maior
frequéncia foi de Aspergillus ochraceus (6,67%) e a menor de levedura
(3,33%). No tempo 60 a maior freqiéncia foi de Aspergillus ochraceus
(10,00%) e a menor de levedura (0,83%). E no tempo 75 a maior freqiéncia foi
de Aspergillus ochraceus (10,83%) e a menor de leveduras (0,83%).
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Aspergillus ochraceus apresentou uma tendéncia semelhante aquela
observada no meio BDA. Sua freqiiéncia aumenta com o passar do tempo,
sofrendo uma leve redugéo no tempp 45 dias. Aspergillus fumigatus apresentou
nos graos coletados de arvore uma freqliéncia inferior aquela observada nos
grao coletados do solo. Isto ocorreu, provavelmente, pelo fato dos graos do
solo estarem mais sujeitos a uma maior infecgéo pelos fungos que os graos de
arvore. Aspergillus ochraceus esteve presente em todos os tempos de estudo e
sua frequéncia foi muito superior a dos outros fungos isolados nos graos
coletados de arvore no meio DRBC. Este fungo pode estar relacionado a
qualidade da bebida. Nao existem dados relacionados a freqliéncia de fungos
isolados em gréos coletados de arvore no meio DRBC.

Aspergillus ochraceus e leveduras estao presentes nos seis tempos de
estudo. Aspergillus fumigatus e Rhyzopus sp estdo presentes em quatro dos
seis tempos. Aspergillus flavus, Aspergillus sp e Mycelia sterilia estao
presentes em um dos tempos e os fungos dematiaceo e sinémio nao estavam
presentes na amostra de origem arvore.

Apenas Aspergillus ochraceus esteve presente em todos os tempos nos
gréos coletados de arvore e do solo. Dematiaceo e sinémio desenvolveram-se
apenas nos graos coletados do solo enquanto Aspergillus sp e Mycelia sterilia
desenvolveram-se apenas nos graos coletados de arvore. O grafico 16 mostra
a porcentagem de grdos positivos em comparagdo nos gréos coletados de
arvore e do solo.
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GRAFICO 16 - PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS EM MEIO DRBC
DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE

ARVORE E DO SOLO EM RELAGAO AO TEMPO
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Por estarem presentes em todos os tempos, Aspergillus fumigatus e
Aspergillus ochraceus podem estar relacionados a qualidade de bebida, o que
concorda com os resultados obtidos no meio BDA.

4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA,
SABOURAUD E DRBC DOS GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59
ORIGINARIOS DE ARVORE E DO SOLO

O resultado da ANOVA fatorial para os fungos isolados de graos
coletados de arvore esta na tabela 16 (ANEXOS).

Como pode ser observado, apenas a interagdo tempo/meio é nao
significativa. Isto indica que o fator tempo associado ao meio de cultura
utilizado para o isolamento dos fungos de graos coletados de arvore ndo € um
fator determinante para o surgimento de um maior ou menor numero de fungos.
As outras trés possiveis interacdes testadas foram significativas. Para testar as
diferencas entre as médias dentro de cada uma dessas interagbes realizou-se
o teste de Tukey.
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O resultado do teste de Tukey pode ser observado nas tabelas 17, 18,
19, 20, 21 E 22 (ANEXOS).

Em relacdo a interagdo tempo/fungo pode ser observado que entre os
fungos os que sofrem influéncia por parte do tempo de permanéncia na arvore
sdo: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis
sp, fungo dematiaceo, leveduras, Mycelia sterilia e Penicillium chrysogenum.
Em relagdo a interagdo meio de cultura/fungo os fungos influenciados pelo
meio sdo: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus,
Botrytis sp, fungo dematiaceo, Fusarium sp, leveduras, Mycelia sterilia,

Penicillium chrysogenum, Rhyzopus sp e fungo sinémio. E, em relagdo a
| interagdo tempo/meio/fungo, os fungos influenciados por meio de cultura sao
para o BDA: Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis sp, fungo
dematiaceo, leveduras e Mycelia sterilia; para Sabouraud: Aspergillus
fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis sp, Fusarium sp, leveduras, Mycelia
sterilia e Penicillium chrysogenum; e para DRBC: Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus ochraceus, fungo dematiaceo, leveduras, Rhyzopus sp e
fungo sinémio.

Os principais agentes causadores da fermentagcdo dos grdos de café,
leveduras e fungos do género Aspergillus especialmente Aspergillus
ochraceus, demonstram pelos resultados, que sao influenciados pelo tempo de
permanéncia dos graos na arvore e pelo meio de cultura. Além disso, 0s
resultados demonstram que estes fungos sdo capazes de se desenvolver em
qualquer um dos meios testados, com excecdo de Aspergillus flavus que se
desenvolveu apenas em meio DRBC.

O resultado da ANOVA fatorial para os fungos isolados de gréos
coletados do solo esta na tabela 23 (ANEXQOS).

Para os graos coletados do solo os resultados nado foram muito
diferentes. Também para os gréos coletados do solo a unica interagdo nao
significativa foi a interagdo tempo/meio. Isto indica também para os graos
coletados do solo o fator tempo associado ao meio de cultura utilizado para o
isolamento dos fungos ndo é um fator determinante para o surgimento de um
maior ou menor numero de fungos. As outras trés possiveis interagdes
testadas também foram significativas. Para testar as diferengas entre as

médias dentro de cada uma dessas interagdes realizou-se o teste de Tukey.
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O resultado do teste de Tukey pode ser observado nas tabelas 24, 25,
26, 27, 28 e 29 (ANEXOS).

Em relagdo a interagdo tempo/fungo pode ser observado que entre os
fungos os que sofrem influéncia por parte do tempo de permanéncia no solo
sdo: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis
sp, leveduras, Mycelia sterilia, Penicillium chrysogenum e Rhyzopus sp. Em
relacdo a interagdo meio de cultura/fungo os fungos influenciados pelo meio
sao: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis
sp, Fusarium sp, leveduras, Mycelia sterilia, Penicillium chrysogenum e
Rhyzopus sp. E em relagéo a interagdo tempo/meio de cultura/fungo os fungos
influenciados por meio de cultura sdo para o BDA: Aspergillus fumigatus,
Aspergillus ochraceus, leveduras e Penicillium chrysogenum; para Sabouraud:
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Botrytis sp,
leveduras e Penicillium chrysogenum; e para DRBC: Aspergillus fumigatus,
Aspergillus ochraceus, leveduras, Mycelia sterilia € Rhyzopus sp.

Também para os grdos coletados do solo os principais agentes
causadores da fermentagao dos gréos de café, leveduras e fungos do género
Aspergillus especialmente  Aspergillus ochraceus, demonstram pelos
resultados, que sao influenciados pelo tempo de permanéncia dos grédos no
solo e pelo meio de cultura. Além disso, os resultados demonstram que estes
fungos sédo capazes de se desenvolver em qualquer um dos meios testados,
com excegao de Aspergillus flavus que se desenvolveu apenas em meio
Sabouraud.

Assim sendo, os resultados da analise estatistica concordam com os
dados referentes a freqiéncia dos fungos, embasando a hipotese de que os
fungos do género Aspergillus, especialmente Aspergillus ochraceus, estejam
atuando de maneira decisiva a piorar a qualidade de bebida de café.
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5 CONCLUSOES

e A porcentagem de fungos isolados foi maior nos graos de café da
variedade IAPAR 59 coletados do solo do que de arvore;

e Observou-se uma piora na qualidade de bebida de graos
coletados de arvore em fungdo do tempo de permanéncia dos
mesmos na arvore;

¢ Os tempos de coleta aos 60 e 75 dias apresentaram uma maior
frequéncia de fungos;

¢ O meio BDA apresentou a maior frequéncia de fungos isolados e
entre estes o género de maior participagao foi Aspergillus sendo
Aspergillus ochraceus a espécie mais comum. Além disso,
Aspergillus ochraceus esteve presente na maior parte dos tempos
de estudo e em grande freqliéncia nos graos coletados de arvore,
0 que pode relaciona-lo a alteragdo na qualidade de bebida de
café, sendo que tanto os grdos de arvore como de solo séo
influenciados pelo tempo de permanéncia e pelo meio de cultura;

e Aspergillus ochraceus apresentou maior média no meio BDA para
graos coletados de arvore e do solo e maior média no tempo 60
dias para graos coletado de arvore e 30 dias para graos coletados
do solo;

e Para se obter uma melhor qualidade de bebida de café deve-se
evitar uma permanéncia excessiva dos grdos na arvore e 0s
graos coletados de arvore ndo devem ser misturados aos do solo
para o preparo da bebida de café.
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TABELA 6 - QUALIDADE DA BEBIDA DE CAFE DA VARIEDADE
IAPAR 59 DE GRAOS ORIGINARIOS DE ARVORE E
DO SOLO NOS DIFERENTES TEMPOS DE COLETA

Qualidade da Numero de

Tempo Tratamento bebida defeitos
Café seco Dura + 30
Ensaio Café de varrigéo Dura 40
(22/07/03) Maduro Dura 30
Verde Dura / verde 300
Tempo 0 Café na planta Apenas mole 30
(15/08/03) Café no solo Dura 40
Tempo 15 Café na planta Mole 30
(01/09/03) Café no solo Dura 40
Tempo 30 Café na planta Apenas mole 30
(15/09/03) Café no solo Dura / riada 40
Tempo 45 Café na planta Dura 30
(30/09/03) Café no solo Dura 40
Tempo 60 Café na planta Dura 40
(15/10/03) Café no solo Dura 60
Tempo 75 Café na planta Dura 50
(31/10/03) Café no solo Dura suja rangosa 80

FONTE: IAPAR, 2004



TABELA 7 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE FUNGOS
ISOLADOS EM MEIO BDA DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR 59

EM RELAGAO AO TRATAMENTO

Tratamento Café seco Café de varricdo Maduro Verde

Fungo ND[ 9@ N | % N | % N | %

Aspergillus fumigatus 0 0,00 2 10,00 2 10,00 1 5,00
Aspergillus ochraceus 3 15,00 3 15,00 1 5,00 0 0,00
Botrytis sp 1 5,00 1 5,00 0 0,00 0 0,00
Dematiaceo 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Drechslera sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Fusarnium sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Levedura 2 10,00 2 10,00 3 15,00 2 10,00
Mycelia sterilia 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Penicillium chrysogenum 1 5,00 0 0,00 0 0,00 2 10,00
Trichoderma sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

‘N: niumero absoluto de grios positivos por tratamento e por microrganismo
@ o%: porcentagem relativa de graos positivos por tratamento e por microrganismo



TABELA 8 — NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE FUNGOS
ISOLADOS EM MEIO SABOURAUD DE GRAOS DA VARIEDADE
IAPAR 59 EM RELACAO AO TRATAMENTO

Tratamento Café seco Café de varrigao Maduro Verde
Fungo NO[ 9@ N[ % N | % N | %
Aspergillus flavus 1 5,00 1 5,00 0 0,00 0 0,00
Aspergillus fumigatus 1 5,00 1 5,00 0 0,00 0 0,00
Aspergillus ochraceus 3 15,00 5 25,00 0 0,00 16 0,00
Botrytis sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 5,00
Fusarium sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Levedura 0 0,00 0 0,00 2 10,00 0 0,00
Mycelia sterilia 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Penicillium chrysogenum 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

‘;’ N: nimero absoluto de gréos positivos por tratamento e por microrganismo
@ o porcentagem relativa de gréos positivos por tratamento e por microrganismo



TABELA 9 — NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE FUNGOS
ISOLADOS EM MEIO DRBC DE GRAOS DA VARIEDADE IAPAR

59 EM RELAGAO AO TRATAMENTO

Tratamento Café seco Café de varrigdo Maduro Verde

Fungo NOT 9@ N | % N| % N | %

Aspergillus flavus 0 0,00 0 10,00 0 10,00 0 5,00
Aspergillus fumigatus 0 0,00 3 15,00 3 15,00 1 5,00
Aspergillus ochraceus 4 20,00 2 10,00 0 0,00 0 0,00
Aspergillus sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Dematiaceo 0 0,00 0 0,00 1 5,00 0 0,00
Levedura 0 0,00 2 10,00 0 0,00 0 0,00
Mycelia sterilia 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Rhyzopus sp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 10,00
Sinémio 1 5,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

"N: nimero absoluto de grdos positivos por tratamento e por microrganismo

@ 9%: porcentagem relativa de graos positivos por tratamento e por microrganismo



TABELA 10 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE
FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA DE GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO SOLO EM

RELAGAO AO TEMPO

Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N T%? IN] % [N] % N[ % IN|] % [N]| %
Aspergillus fumigatus 3 250 5 417 1 083 3 250 6 500 7 583
Aspergillus ochraceus 11 917 8 667 11 917 8 667 11 917 13 10,83
Botrytis sp 1 083 0 000 1 08 6 500 7 583 2 167
Dematiaceo 0 000 O 000 2 167 O 000 O 000 3 250
Drechslera sp 0 000 O 00O O 000 O OO0 O o000 O 0,00
Fusarium sp 0 000 O O0OO O 000 O OOO 1 083 1 0,83
Levedura 11 917 7 5683 1 083 1 083 0 000 O 0,00
Mycelia sterilia 0O o000 O OOO 1 083 0 000 O 000 O 0,00
Penicillium chrysogenum 2 167 0 000 9 750 13 1083 8 667 7 583
Trichoderma sp 0 000 1 083 0 000 O 000 O 000 O 0,00

‘N: nimero absoluto de grios positivos na origem solo por tempo e por microrganismo
@ o: porcentagem relativa de gréos positivos na origem solo por tempo e por microrganismo



TABELA 11 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE

FUNGOS ISOLADOS EM MEIO BDA DE 'GRAOS DA

VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE EM

RELAGAO AO TEMPO
Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N %@ IN] % [N|] % IN|] % IN| % N| %
Aspergillus fumigatus 9 750 0 000 O 000 5 417 1 083 3 250
Aspergillus ochraceus 10 833 9 750 11 917 9 7,50 17 1417 18 15,00
Botrytis sp 0O 000 0O 0OOO O 000 O OO0 O OO0 1 083
Dematiaceo 0 000 O 000 O OO0 O 000 O 000 O 0,00
Drechslera sp 0 000 O 000 1 083 0 000 O 000 O 0,00
Fusanium sp 1 083 0 000 O 000 O OO0 O 000 1 083
Levedura 5 417 13 1083 9 750 6 500 2 167 1 0,83
Mycelia sterilia 0O 000 O 000 O OO0 O 000 O 000 O 0,00
Penicillium chrysogenum 1 083 3 250 5 417 4 333 9 7,50 12 10,00
Trichoderma sp 0 000 O 000 O OO0 O 000 O 000 O 0,00

"N: nimero absoluto de gréos positivos na origem arvore por tempo e por microrganismo
@ %: porcentagem relativa de graos positivos na origem arvore por tempo e por microrganismo



TABELA 12 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE
FUNGOS ISOLADOS EM MEIO SABOURAUD DE GRAOS
DA VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO SOLO EM

RELAGAO AO TEMPO

Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N"[%@IN] % [N|] % |IN] % [N|] % [N| %

Aspergillus flavus 0O 000 O 000 O OO0 1 08 0 000 1 0,83
Aspergillus fumigatus 0O 000 2 167 7 583 8 667 9 750 2 167
Aspergillus ochraceus 6 500 9 750 15 1250 9 750 8 667 O 0,00
Botrytis sp 0O o000 1 083 0 000 2 167 7 583 8 667
Fusarium sp 0O 000 1 083 0 000 2 167 2 167 0 0,00
Levedura 3 250 0 000 1 083 0O 000 O 000 O o000
Mycelia sterilia 0O 000 O 000 O 000 O 000 3 250 3 250
Penicillium chrysogenum 0 000 2 167 1 083 7 58 0 000 0 0,00

"'N: nimero absoluto de graos positivos na origem solo por tempo e por microrganismo
@ o porcentagem relativa de grdos positivos na origem solo por tempo e por microrganismo



TABELA 13 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE
FUNGOS ISOLADOS EM MEIO SABOURAUD DE GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE EM

RELAGAO AO TEMPO

Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N[ %@® IN| % [N] N| % [N| % IN|] %

Aspergillus flavus 0 o000 1 08 0 000 O 000 5 417 3 250
Aspergillus fumigatus 1 083 0 000 1 08 1 08 5 417 9 7,50
Aspergillus ochraceus 8 667 12 1000 11 917 0O 000 7 583 7 583
Botrytis sp 2 167 1 083 1 083 3 250 2 167 2 167
Fusarium sp 0O 000 0O OO0 O 000 O 000 O 000 O 0,00
Levedura 0 000 2 167 2 167 6 500 0 000 0 0,00
Mycelia sterilia 0O 000 O 000 O 000 O 000 O 000 O 0,00
Penicillium chrysogenum 1 083 0 000 1 083 2 167 4 333 0 0,00

“’ N numero absoluto de graos posmvos na origem arvore por tempo e por microrganismo
2 o porcentagem relativa de graos positivos na origem arvore por tempo e por microrganismo



TABELA 14 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE
FUNGOS ISOLADOS EM MEIO DRBC DE GRAOS DA

VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO SOLO EM

RELAGAO AO TEMPO
Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N[ %@ IN] % [N| % IN|] % |[N| % [N] %
Aspergillus flavus 1 083 0 000 2 167 3 250 4 333 1 083
Aspergillus fumigatus 1 083 8 667 1 08 3 250 8 667 7 583
Aspergillus ochraceus 5 417 9 750 11 917 4 333 7 583 11 917
Aspergillus sp 0O 000 0O 000 O 000 O 000 O 000 O 0,0
Dematiaceo 2 167 3 250 2 167 1 083 0 000 0 0,00
Levedura 7 583 3 250 0 000 0O 000 O 000 O 0,0
Mycelia sterilia 0O 000 O 000 O 000 O 000 O 000 O 0,00
Rhyzopus sp 0 o000 1t 08 1 08 13 10,83 13 10,83 13 10,83
Sinémio 0O 000 1 083 2 167 0 000 O 000 O 0,00

““N: nimero absoluto de grios positivos na origem solo por tempo e por microrganismo

@ op; porcentagem relativa de gréos positivos na origem solo por tempo e por microrganismo



TABELA 15 - NUMERO ABSOLUTO E PORCENTAGEM RELATIVA DE
FUNGOS ISOLADOS EM MEIO DRBC DE GRAOS DA
VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE EM

RELAGAO AO TEMPO

Tempo 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Fungo N T%? N % [N] % IN| % [N| % [N| %
Aspergillus flavus 0O 000 O 00O O OO0 O OOO O 000 1 0,83
Aspergillus fumigatus 0 000 6 500 &5 417 0 000 2 167 2 167
Aspergillus ochraceus 6 500 9 750 10 833 8 667 12 10,00 13 10,83
Aspergillus sp 1 083 0 000 O 000 O 000 0 o000 O 0,0
Dematiaceo 0O 000 O 000 O 000 O OO0 O 000 O 0,00
Levedura 2 167 3 250 1 08 4 333 1 08 1 083
Mycelia sterilia 0O 000 O 000 O 000 O OO0 3 250 0 0,00
Rhyzopus sp 0O 000 O OO0 1 08 5 417 5 417 4 333
Sinémio 0O 000 O OO0 O OO0 O OO0 O 000 0O 0,00

‘;’ N: numero absoluto de grdos positivos na origem arvore por tempo e por microrganismo
@ o4 porcentagem relativa de graos positivos na origem arvore por tempo e por microrganismo
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TABELA 17 - MEDIASPARA A INTERAQAO TEMPO X FUNGO PARA
OS GRAOS DE CAFE DA VARIEDADE IAPAR 59

COLETADOS DE ARVORE
Fungo/Tempo | 0dias | 15 dias | 30 dias | 45 dias | 60 dias | 75 dias
Aspergillus flavus 2 2083333 2 2 2,186339 2,284518

Aspergillus fumigatus 2,845522 2,394338 2,345522 2,370791 2,451184 2,615194
Aspergillus ochraceus 3,21753 2 3,648938 2,953233 3,7565228 3,68102

Aspergillus sp 2,083333 2 2 2 2 2
Botrytis sp 2,117851 2,083333 2,083333 2,201184 2,166667 2,25
Dematiaceo 2 2 2 2 2 2
Drechslera sp 2 2 2,083333 2 2 2
Fusanum sp 2,083333 2 2 2 2 2,083333
Levedura 2,485702 2,857711 2,649712 2,804738 2,201184 2,166667
Mycelia sterilia 2 2 2 2 2,144338 2
Penicillium chrysogenum 2,166667 2,201184 2,345522 2,428855 2,691044 2,733045
Rhyzopus sp 2 2 2,083333 2,25 2,367851 2,284518
Sinémio 2 2 2 2 2 2

Trichoderma sp 2 2 2 2 2 2




TABELA 18 - MEDIAS PARA A INTERACJ}OI MEIO X FUNGO
PARA OS GRAOS DE CAFE DA VARIEDADE
IAPAR 59 COLETADOS DE ARVORE

Fungo/Meio | BDA | sAB. | DRBC
Aspergillus flavus 2 2,235428 2,041667
Aspergillus fumigatus 2,4964 2,426503 2,688373
Aspergillus ochraceus 3,568108 2,800448 3,259418
Aspergillus sp 2 2 2,041667
Botrytis sp 2,041667 2,409518 2
Dematiaceo 2 2 2
Drechslera sp 2,041667 2 2
Fusanum sp 2,083333 2 2
Levedura 2,924394 2,26011 2,398353
Mycelia sterilia 2 2 2,072169
Penicillium chrysogenum 3,057567 2,225592 2
Rhyzopus sp 2 2 2,492851
Sinémio 2 2 2

Trichoderma sp 2 2 2
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TABELA 24 — MEDIAS PARA A INTERAGAO TEMPO X FUNGO PARA
OS GRAOS DE CAFE DA VARIEDADE IAPAR 59

COLETADOS DO SOLO
Fungo/Tempo |0 dias | 15 dias | 30 dias | 45 dias | 60 dias | 75 dias
Aspergillus flavus 2,0833 2 21179 22845 22622  2,1667

Aspergillus fumigatus 2,311 2,8652 2,4709 2,8239 3,2327 3,0366
Asperyillus ochraceus 3,2378 3,3896 3,9818 3,1274 3,452 3,1125

Aspengillus sp 2 2 2 2 2 2
Botrytis sp 2,0833 2,0833 2,0833 2,4634 2,8503 2,5664
Dematiaceo 2,1667 2,2012  2,2845 2,1179 2 2,1443
Drechslera sp 2 2 2 2 2 2
Fusarium sp 2,0833 2,0833 2 21179 2,2012 2,0833
Levedura 2,9607 2,5122  2,1667 2,0833 2 2
Mycelia stenlia 2 2 2,0833 2 2,2012 2,2012
Penicillium chrysogenum 2,1179 22012  2,5812 3,0879 2,5745 2,3679
Rhyzopus sp 2 2,0833  2,0833 2,5985 26179 2,5887
Sinémio 2 2,0833 21179 2 2 2

Trichoderma sp 2 2,1179 2 2 2 2




TABELA 25 - MEDIAS PARA A INTERAC}AO MEIO X
FUNGO PARA OS GRAOS DE CAFE DA
VARIEDADE IAPAR 59 COLETADOS DO

SOLO

Fungo/Meio | BoA | saB. | DRBC
Aspergillus flavus 2 2,08333 2,37395
Aspergillus funigatus 2,82569 2,71343 2,83095
Aspengillus ochraceus 3,66814 3,13722 3,34517
Aspergillus sp 2 2 2
Botrytis sp 2,62262 2,44243 2
Dematiaceo 2,13109 2 2,32618
Drechslera sp 2 2 2
Fusanum sp 2,125 2,15952 2
Levedura 2,48543 2,11384 2,26219
Mycelia sterilia 2,04167 2,20118 2
Penicillium chrysogenum 3,19802 2,26726 2
Rhyzopus sp 2 2 2,98584
Sinémio 2 2 2,10059

Trichoderma sp 2,05893 2 2
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