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ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate 
the effect of direct contact and volatile fraction of from green 
coffee oil, tested at concentrations of 500, 1,000, 1,500 and 
2,000 μL L-1, on mycelial growth and sporulation of Penicillium 
roqueforti and Rhizopus stolonifer. The essential oil of clove 
at a concentration of 800 μL L-1  was used for comparison. 
At concentrations of 1,500 and 2,000 μL L-1, the green coffee 
oil in direct contact caused a reduction of sporulation for 
R. stolonifer, similar to clove oil. In the volatile fraction of the 
green coffee oil, there was a significant reduction in sporulation 
of P. roqueforti and R.  stolonifer at a concentration of 
2,000  μL  L-1. The green coffee oil, in direct contact or by 
volatilization, significantly reduced the mycelial growth and 
sporulation of both fungi compared to the control.

KEYWORDS: Penicillium roqueforti; Rhizopus stolonifer; 
oil clove. 

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do contato 
direto e da fração volátil do óleo de café verde, testado nas concen-
trações de 500, 1.000, 1.500 e 2.000 μL L-1, sobre o crescimento 
micelial e a esporulação dos fungos Penicillium roqueforti e Rhizopus 
stolonifer. O óleo essencial de cravo-da-índia na concentração de 
800 μL L-1 foi utilizado para comparação. Nas concentrações de 
1.500 e 2.000 μL L-1, o óleo de café verde em contato direto pro-
porcionou redução da esporulação do fungo R. stolonifer, sendo 
estatisticamente semelhante ao óleo de cravo-da-índia. Na fração 
volátil do óleo de café verde, observou-se redução significativa da 
esporulação de P. roqueforti e R. stolonifer na concentração de 2.000 
μL L-1. O óleo de café verde, em contato direto ou por volatilização, 
reduziu significativamente o crescimento micelial e a esporulação 
de ambos os fungos em comparação com a testemunha.

PALAVRAS-CHAVE: Penicillium roqueforti; Rhizopus stolonifer; 
óleo de cravo-da-índia. 
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O fungo Penicillium roqueforti, comumente encontrado em 
silagem e grãos, pode produzir diversas micotoxinas, como 
roquefortina C, isofumigaclavina A e B, toxina PR e ácido 
micofenólico, que podem causar tanto perdas econômicas 
quanto afetar a saúde humana (Chitarra et al., 2003). 
Adicionalmente, o fungo Rhizopus stolonifer (Ehrenb: Fr). 
Vuill, agente causal da podridão pós-colheita em diver-
sos legumes e frutas (Stevens et al., 2004; Zhang et al., 
2007), também é responsável por expressivas perdas eco-
nômicas no setor agrícola. Os tratamentos comumente 
utilizados para controle de fungos em alimentos são os 
tratamentos térmicos ou químicos (Samson et al., 1995; 
Pitt; Hoching, 1997). Com isso, a procura por novos 
agentes antimicrobianos, a partir de plantas, é intensa 
devido à resistência dos microrganismos diante de pro-
dutos sintéticos (Araújo, 2005). 

O uso intensivo de agroquímicos para controlar doen-
ças em plantas e frutos vem causando prejuízos ao meio 
ambiente e selecionando espécies de fungos com resis-
tência a fungicidas. Isso justifica, portanto, a busca por 
métodos alternativos de controle, no qual se incluem o 
controle biológico e a indução de resistência em plan-
tas pelo uso de extratos vegetais e óleos essenciais, entre 
outros (Stangarlin et  al., 1999; Schwan-Estrada; 
Stangarlin, 2005).

Diversos estudos têm comprovado o efeito de extratos 
e óleos essenciais de plantas medicinais quanto a sua capaci-
dade de controlar doenças em plantas, tanto por sua atividade 
antimicrobiana direta quanto indireta (Chao; Young, 2000; 
Fiori et al., 2000; Bastos; Albuquerque, 2004).

O óleo de café verde é constituído por triacilgliceróis 
(75%), matéria insaponificável (13,54%) e ceras (0,24%) 
(Wagemaker et al., 2012). Esse óleo possui propriedades 
cosméticas (Speer; Kolling-Speer, 2006), com efeitos 
antioxidantes e antimicrobianos avaliados em formulações 
cosméticas (Wagemaker et al., 2012). Contudo, estudos da 
atividade antimicrobiana desse óleo em fungos de importân-
cia agrícola são escassos. Dessa forma, a presente pesquisa 
teve como objetivo avaliar o efeito in vitro do óleo de café 
verde em dois métodos de aplicação (efeito volátil e contato 
direto) sobre o crescimento micelial e a esporulação dos fun-
gos P. roqueforti e R. stolonifer. 

As sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.), cultivar 
Mundo Novo 376-4, utilizadas para obtenção do óleo de 
café foram obtidas na Fazenda Experimental de Três Pontas 
(MG) pertencente à Empresa Agropecuária de Minas Gerais 
(EPAMIG). O óleo essencial de café verde foi obtido por 
prensagem hidráulica e foi filtrado por membranas Millipore®. 
As concentrações testadas foram de 0, 500, 1.000, 1.500 e 
2.000 μL L-1. O óleo essencial de cravo-da-índia na concen-
tração de 800 μL L-1 foi usado como tratamento padrão, uma 
vez que sua eficácia foi comprovada no controle de Penicillium 
spp. (Souza et al., 2004). 

Para a avaliação do efeito de contato, as diluições do óleo 
formam feitas diretamente em 100 mL de meio de cultura 
BDA. Uma alíquota de 100 μL de suspensão de esporos, 
de cada fungo estudado, padronizada para a concentra-
ção de 106 esporos mL-1, foi adicionada ao meio de cultura, 
sendo a mistura homogeneizada e posteriormente vertida 
em placas de Petri de 9 cm de diâmetro.

O teste de princípios ativos voláteis às diluições do óleo 
de café verde foi realizado em álcool etílico hidratado de 
cereais nas concentrações de 500, 1.000, 1.500 e 2.000 μL L-1. 
Foram utilizados discos de papel de filtro esterilizados (5 mm 
de diâmetro), os quais foram embebidos nas soluções de óleo 
de café verde diluído nas concentrações citadas e coloca-
dos na tampa das placas de Petri. Posteriormente, as placas 
foram vedadas utilizando filme plástico para impedir que os 
princípios voláteis dos óleos fossem perdidos. O álcool de 
cereais, utilizado na diluição do óleo, foi testado como con-
trole negativo. As placas de ambos os experimentos foram 
incubadas em estufa BOD a 24 ± 1ºC com fotoperíodo de 
12 horas pelo período de 7 dias.

Para a avaliação do crescimento micelial (cm/dia), foram 
realizadas medições do diâmetro das colônias, em dois eixos 
perpendiculares entre si, aos sete dias após a instalação do 
experimento.

A quantificação da esporulação dos fungos, também 
realizada aos 7 dias após a instalação do experimento, foi 
realizada com a raspagem das colônias com pincel (15 mL de 
água destilada esterilizada/placa), filtragem em gaze esterili-
zada e quantificação dos conídios obtidos utilizando câmara 
de Neubauer.

O experimento para verificar o efeito de contato direto 
do óleo de café verde foi instalado em delineamento intei-
ramente casualizado, com 6 tratamentos (óleo de café 
verde nas concentrações de 0, 500, 1.000, 1.500 e 2.000 
μL L-1 e óleo essencial de cravo-da-índia na concentração 
de 800 μL L-1) e 4 repetições, sendo cada placa de Petri 
considerada uma unidade experimental. Para avaliação do 
efeito da fração volátil do óleo, o delineamento utilizado 
foi o inteiramente casualizado, com 7 tratamentos (óleo 
de café verde nas concentrações de 0, 500, 1.000, 1.500 
e 2.000 μL L-1, óleo essencial de cravo-da-índia na con-
centração de 800 μL L-1 e álcool de cereais) e 4 repetições. 
As análises foram feitas usando o pacote estatístico Sistema 
de Análise de Variância para Dados Balanceados — Sisvar, 
e as medias foram comparadas pelo teste Scott & Knott a 
5% de significância.

Não se observou efeito de contato direto do óleo de café 
verde sobre a inibição do desenvolvimento micelial de ambos 
os fungos testados. Contudo, a ação do óleo reduziu significa-
tivamente a esporulação tanto do fungo P. roqueforti quanto do 
fungo R. stolonifer (Figs. 1A e 1B). O óleo de cravo-da-índia 
na concentração de 800 μL L-1 apresentou redução de 95% 
na esporulação do fungo P. roqueforti, sendo o tratamento 
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mais eficaz. A concentração de 2.000 μL L-1 do óleo de café 
foi a mais efetiva, dentre as concentrações testadas, apresen-
tando redução na esporulação de 63%, quando comparada 
ao tratamento controle (Fig. 1A). As demais concentrações 
testadas diferiram somente do tratamento controle.

A esporulação do fungo R. stolonifer foi significativa-
mente reduzida nos tratamentos com a aplicação do óleo 
de café verde nas concentrações de 1.500 e 2.000 μL L-1 
e óleo de cravo-da-índia, sendo os tratamentos mais efica-
zes (Fig. 1B). Costa et al. (2011) constataram que o óleo 
essencial de cravo-da-índia apresentou atividade fungicida 
na concentração de 0,15% sobre o crescimento de R. solani, 
F. oxysporum e F. solani. A avaliação microscópica dos micé-
lios dos fungos evidenciou diversas alterações morfológicas, 
como presença de vacúolos, desorganização dos conteúdos 
celulares, diminuição na nitidez da parede celular, intensa 
fragmentação e menor turgência das hifas. 

Com relação ao efeito da fração volátil do óleo de café 
verde, observou-se que, assim como efeito de contato direto, 
somente a esporulação foi influenciada pela aplicação dos 

óleos. Para o fungo P. roqueforti, observou-se redução da 
variável estudada somente para a maior concentração tes-
tada de óleo de café verde, 2.000 μL L-1, não diferindo do 
óleo de cravo-da-índia (Fig. 2A). As concentrações de 1.000 
e 1.500 μL L-1 apresentaram efeito semelhante ao controle 
negativo (álcool de cereais). Assim como observado para o 
fungo P. roqueforti, o óleo de café verde na concentração de 
2.000 μL L-1 reduziu significativamente a esporulação do 
fungo R. stolonifer, sendo semelhante à aplicação do óleo 
de cravo-da-índia (Fig. 2B). 

Durante a extração do óleo de café verde, compostos 
fenólicos possivelmente foram extraídos juntamente. Os áci-
dos clorogênicos e compostos relacionados são os principais 
componentes da fração fenólica dos grãos de café verde, 
alcançando teores de até 14% (em massa de matéria seca) 
(Farah; Donangelo, 2006). Nas plantas, os ácidos cloro-
gênicos e outros compostos fenólicos participam de uma 
série de funções biológicas, como na resistência a pragas e 
doenças, resposta à seca e proteção contra a radiação solar 
(Mondolot et al., 2006).

Figura 2. Efeito da fração volátil do óleo de café verde 
na redução da esporulação de Penicillium roqueforti (A) e 
Rhizopus stolonifer (B). Tratamentos: 1) controle; 2) álcool; 3) 
óleo de café verde (OC) 500 μL L-1; 4) OC 1.000 μL L-1; 5) OC 
1.500 μL L-1; 6) OC 2.000 μL L-1; 7) óleo essencial de cravo-
da-índia 800 μL L-1. Letras distintas representam diferença 
significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 
5% de probabilidade.

Figura 1. Efeito do óleo de café verde misturado ao meio 
de cultura (contato direto) na redução da esporulação de 
Penicillium roqueforti (A) e Rhizopus stolonifer (B). Tratamentos: 
1) controle; 2) óleo de café verde (OC) 500 μL L-1; 3) OC 
1.000 μL L-1; 4) OC 1.500 μL L-1; 5) OC 2.000 μL L-1; 6) 
óleo essencial de cravo-da-índia 800 μL L-1. Letras distintas 
representam diferença significativa entre os tratamentos pelo 
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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