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RESUMO

SILVA, Cristina Ferreira. Sucessdio microbiana e caracterizagéio enzimditica
da microbiota associada aos frutos e griios de café (Coffea arabica L.).
Lavras: UFLA, 2004. 156p. (Tese- Doutorado em Ciéncia dos Alimentos).

O café é um produto agricola importante para o comércio exportador
brasileiro uma vez que o Brasil é o principal produtor desta commodite. Vérios
trabalhos sugerem que a interferéncia dos microrganismos podem afetar a
qualidade do café comprometendo-a e, portanto sua comercializagdo. Este
trabalho teve como objetivo o conhecimento da sucessdo ecolégica dos
microrganismos naturalmente presentes nos frutos e grios de café processados
via seca relacionando fatores biticos e abidticos que favoregam ou inibam a
colonizagdo, ¢ também o conhecimento do potencial enzimético de bactérias,
leveduras e fimgos. Os frutos maduros de café apresentaram 67,45% de umidade
ao inicio do processo de fermentagio/secagem, ¢ neste momento a populagdo
microbiana foi predominantemente de bactérias. Com a perda de umidade no
decorrer da secagem bactérias co-existiram com leveduras e fungos, sendo estes
predominantes no armazenamento. Espécies de bactérias e leveduras podem
interferir na colonizagiio de fungos e consequentemente na produgéo de toxinas.
Dentre os fungos, Aspergillus dimorphicus uma espécie fingica isolada pela
primeira vez grios de café apresentou atividade celulolitica e
hemicelulolitica. Fusarium semitectum apresentou atividade pectinolitica. As
bactérias ndo apresentaram atividade de poligalacturonase (PG) e apresentaram
de pectina liase (PL). As leveduras encontradas apresentaram atividade dePGe
PL. Bactérias produtoras de PL e leveduras podem ser as responsiveis pela
degradacio da polpa e mucilagem em frutos de café natural. A grande
diversidade de microrganismos nos frutos aponta para possiveis interacdes
microbianas (competigio por substrato, inibi¢do de crescimento e excregdo de
metabélitos) que se confirmadas poderiam ser utilizadas como altemativas
tecnolégicas para incremento da qualidade (sensorial e sanitdria) da bebida de
café.

Comité orientador: Dr* Rosane Freitas Schwan- UFLA (Orientador), Dr
Eustiquio Souza Dias- UFLA



ABSTRACT

SILVA, Cristina Ferreira. Microbial succession and enzymatic
characterization of the microbiota associated of fruits and coffee beans
(Coffea arabica L.) Lavras: UFLA, 2004. 156p. (Thesis Doctor” degree in Food
Science).

Coffee beans is an important agricultural product for the trade Brazilian
exporter being Brazil the major producing and exporting of this commodite.
Several works suggest that the interference of the microorganisms might affect
the quality of the coffee compromising it and, therefore its commercialization.
The maim aim of this work was to establish the ecological succession of the
microorganisms naturally presents in the fruits and coffee beans processed and
relate the microbial succession with biotic and abiotics factors which favor or
inhibit the colonization, and also know the enzymatic potential of bacteria,
yeasts and fungi. The coffee beans presented 67,45% of humidity at the
beginning of the fermentation/drying process, and at this time the microbial
population was predominantly of bacteria. With the decreased of the humidity
during the fermentation process bacteria population co-existed with yeasts and
fungi, being these last microorganisms predominant ones during the storage.
Species of bacteria and yeasts might interfere in the colonization of fungi and
consequently in the production of toxins. Among the fungi, Aspergillus
dimorphicus a species fungal isolated for the first time in coffee beans, presented
cellulolytic and hemicellulolytic activity. Fusarium semitectum showed high
pectinolytic activity. The isolates of bacteria analyzed did not show anmy
polygalacturonase activity (PG), but they presented activity of pectin lyase (PL).
The yeasts identified presented activity of PG and PL. Bacteria producing of PL
and yeasts may be the responsible for the degradation of the pulp and mucilage
in fruits of natural coffee. The great diversity of microorganisms in the fruits
appears to form a possible microbial interactions (competition for substratum,
growth inhibition and metabolites excretion) which could be used as
technological alternatives for increment of the quality (sensorial and sanitary) of

the coffee beverage.

Guidance Committee: Ds Rosane Freitas Schwan — UFLA, (Major Professor),
Ds Eustdquio Souza Dias — UFLA
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O café é um dos produtos agricolas que tém seu valor de mercado
diretamente relacionado com a qualidade, dimensionada por vérios fatores, que
incluem desde a selegio das variedades de Coffea arabica até o método de
preparar a bebida do café. Durante o processamento dos frutos de café a
microbiota natural e contaminante pode influenciar na qualidade final do
produto. Bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos ja foram isolados da
polpa e dos grios de café Coffea arabica e C. canephora em paises produtores
como Brasil, india, Havai, Congo, Argentina, Colémbia, Costa Rica, Etiopia e
México. Dos grupos microbianos presentes na polpa de café, os fungos
filamentosos tém recebido maior destaque por se acreditar que este grupo
interfira na qualidade e seguranga (micotoxinas) da bebida de café produzida.

No entanto, estudos realizados no Brasil nos anos de 1998 e 1999
apontaram que leveduras e bactérias podem estar interferindo na perda de
qualidade de cafés Coffea arabica processados por via seca (atualmente
denominados cafés naturais). Este tipo de processamento € executado em grande
parte da producio cafeeira brasileira, o que favorece a contaminagio e
proliferagio de microrganismos exterior e interiormente aos frutos e grios de
café. A contaminagdo microbiana acontece nos frutos ainda na arvore, durante a
colheita, na secagem, no beneficiamento e no armazenamento dos gréos verdes.
Durante as fases de maturag#io e processamento ocorrem mudangas quimicas e
fisicas nos grios de café que podem ser fatores que determinam a selegdo de
grupos ou espécies microbiaras que colonizam a polpa, mucilagem e/ou
semente.

Este trabalho foi dividido em capitulos que expressam o estudo realizado
com frutos e griios de café natural seguindo a seguinte ordem:



Capitulol- Referencial tedrico-revisio de literatura a respeito dos
microrganismos j4 identificados em frutos e grdos de café, o possivel papel que
cada espécie ou grupo microbiano exerce na fermentagdo dos frutos de café,
aspectos ecolégicos de espécies microbianas, espécies de fungos toxigénicos ¢
micotoxinas, além da importincia da presenga de enzimas celuloliticas,
xilanoliticas e pectinoliticas na fermentagio dos frutos de café.

Capitulo 2- Sucess3o ecoldgica e interagio microbiana em frutos e grios de café
natural-enfoca a relagdo entre as condigdes microcliméticas dos frutos e gréos de
café e a presenga de 1;1icrorganismos em cada etapa de secagem, beneficiamento
e armazenamento dos grios e as possiveis interagdes microbianas.

Capitalo 3- Caracterizagio enzimftica do complexo celulolitico,
hemicelulolitico e pectinolitico da microbiota epifitica de frutos e gréos de café
natural, incluindo a quantificagéio de exoenzimas microbianas importantes para a
fermentacgiio do café natural.

Capitulo 4- Incidéncia de Aspergillus produtores de micotoxinas em frutos ¢
grios de café (Coffea arabica L.) - cita as espécies potencialmente toxigénicas e
suas micotoxinas ¢ esclarece que o café ndo é um bom substrato para a produgdo
de toxinas.

Tendo em vista a caréncia de estudos da microbiota de frutos e gréos de
café preparados através do processo natural, tornaram-se principais objeﬁvc;s
deste trabalho o estabelecimento de uma possivel sucessdio ecolégica e de
interagdes microbianas em frutos de café durante o processo de secagem em
terreiro € nos grios verdes apds o beneficiamento e durante 0 armazenamento,
além do conhecimento do potencial enzimatico da microbiota isolada dos frutos.

-



2 REFERENCIAL TEORICO

A cultura do café vem sendo explorada comercialmente ha mais de dois
séculos (Brando, 1999), desde que essa cultura foi trazida da Etipia e instalada
no Vale do Paraiba. A cultura do café ¢ tipica de regides intertropicais, pois
necessita de clima quente e umido (www.ciagri.usp.br); constitui a cultura
permanente mais difundida na faixa tropical, que mais riquezas gerou e que
ainda vem contribuindo decisivamente para elevar o nivel social de suas
populagdes rurais (Instituto Campineiro de Ensino Agricola, 1987).

A cafeicultura brasileira possibilita a geragdo de aproximadamente 4,4
milhdes de empregos diretos e indiretos na sua cadeia produtiva e arrecadagdes
de impostos importantes para a economia local produtora ao contribuir com
32,41% da exportagdo mundial (Cafeicultura-www.revistacafeicultura.com.br).
Para que haja a continuidade de lavouras cafeeiras, é necessario produzir e
produzir bem, o que significa aumentar a produtividade e melhorar a qualidade.

O Brasil € o principal pais produtor e exportador de café, seguido por
Colémbia, Vietnd, Indonésia e Costa do Marfim, entre outros (Cafeicultura-
www.revistacafeicultura.com.br). No entanto, o produto brasileiro sofreu queda
nas exportagdes, entre 1961 e 1995, devido ao ingresso de outros paises
produtores no mercado (acima citados) e o ingresso de cafés robusta no mercado
consumidor (Matiello, 2001).

Os frutos de café, apos serem colhidos, podem ser processados por via
seca ou umida, tendo como resultado cafés naturais, despolpados e descascados.
O tipo de processamento interfere nas caracteristicas organolépticas da bebida de
café. Cafés naturais geralmente fornecem bebidas com acidez moderada,
encorpadas e doces devido ao deslocamento de compostos da polf,na e mucilagem



para o grio. Ja cafés despolpados e descascados fornecem bebidas mais suaves,
com maior acidez (Brando, 1999; Vilella et al., 2002).

A grande maioria dos produtores brasileiros utiliza o processamento via
seca dos frutos; no entanto, tém em seu produto uma desvalorizagio comercial
em beneficio dos cafés despolpados e descascados. Tal desvalorizagdo ndo é
justificavel, uma vez que, se a lavoura é bem conduzida e os frutos de café
durante e apds a colheita forem bem processados, estes se apresentam com
caracteristicas organolépticas desejaveis ao consumidor (acidez, corpo,
adstringéncia). A busca pela valorizagdo dos cafés naturais deve ser entendida
como primordial para cafeicultura brasileira, uma vez que a obtengéo de cafés de
boa qualidade neste tipo de processamento exige maiores cuidados no manuseio
dos frutos pés-colheita.

A qualidade e a seguranga da bebida de café sdio conseguidas nos dois
tipos de processamento (seco e umido) se forem utilizadas boas praticas
agricolas dos tratos culturais até o armazenamento dos grdos verdes (Brando,
1999).

Estudos sobre a ecologia de grios armazenados ja foram realizados para
milbo e trigo (Sinha, 1979) e alguns dados de fatores abidticos e biéticos podem
ser extrapolados, mesmo que teoricamente, para grios de café, j4 que cada
estudo de sucess@io é unico dependendo do substrato e do ambiente (Frankland,
1998). A contamina¢io microbiana ¢ influenciada principalmente por varidveis
quimicas, fisicas, biéticas e pela interferéncia do homem. Dentre estas vanévels,
o clima parece ser o que mais afeta a possibilidade de colonizagdo dos grios.
Diretamente afeta a qualidade da semente e indiretamente, influencia as
condigSes da colheita ¢ estocagem. A substituigdo da populago microbiana
(sucess#io) € influenciada pela brusca redugfio do nivel de umidade do ambiente
intragranular devido ao processo de secagem (Sinha, 1979).



O café (despolpado ou natural), assim como outros vegetais, apresenta
uma microbiota epifitica que pode iniciar a fermentagio (Nout & Rombouts,
1992). Esta microbiota € diversa, apresentando leveduras, fungos filamentosos e
bactérias (Silva et al, 2000), que encontrando condi¢des favoréveis para se
desenvolverem, infectam os frutos e grdos. Estes microrganismos, em seu
desenvolvimento, podem produzir enzimas que, agindo sobre os componentes da
mucilagem, principalmente os agicares, podem induzir a formagdo de élcoois e
4cidos, como, por exemplo, dcido acético, lctico, butirico e outros 4cidos
carboxilicos superiores. A produgdo de acido butirico e propiénico durante o
processamento do café prejudica a qualidade final da bebida (Amorim &
Amorim, 1977) devido ao sabor de cebola (Monaco, 1961). Estes compostos sdo
produzidos em condigSes favoriveis de amaerobiose quando os grios sio
amontoados. Esta produgfio de dcido butirico talvez esteja mais relacionada com
bactérias e leveduras do que com fungos filamentosos, os quais, em geral, sdo
aerdbicos (Bitancourt, 1957). Outros 4cidos presentes no café, como mélico e
citrico, so responsiveis por uma acidez desejavel, pois proporcionam sabor
dcido caracteristico e desejavel ao produto (Sivetz, 1963).

Um sério problema ligado aos cafés naturais ¢ a contaminagéo variada
pelos microrganismos. Como a secagem se processa mais lentamente em virtude
das camadas do pericarpo do fruto, este fica imido por mais tempo, aumentando
o periodo durante o qual os microrganismos podem se deseavolver. Um outro
fator que agrava essa situagdo é que as camadas do pericarpo dos frutos
constituem um meio muito mais favorivel ao desenvolvimento dos
microrganismos do que o pergaminho dos gréos despolpados, devido ao alto
contettdo de agiicares, tornando a protegiio do café contra tal risco mais dificil.



2.1 Fungos filamentosos

A microbiota dos cafés despolpado e natural ¢ bastante variada e sua
atuagio pode estar diretamente relacionada a alguns sabores e aromas que
alteram as caracteristicas peculiares do produto (Bitancourt, 1957). O grupo de
microrganismos mais citado na literatura, quanto 4 relagdo entre microrganismos
e qualidade da bebida de café, ¢ o de fungos filamentosos, havendo ainda poucos
trabalhos sobre fumgos leveduriformes e bactérias. Bitancourt (1957), analisando
cafés em diferentes fases do preparo, no cafezal e no terreiro de secagem, isolou
fungos filamentosos, sendo os mais abundantes: Colletotrichum gloeosporioides
Penz, Colletotrichum coffeanum (Zinn) Noack, Fusarium sp. e bolores verdes
(Penicillium spp.). Também foram identificados: Aspergillus niger v. Tiegh, no
café seco no terreiro, e Cladosporium, que foi encontrado até o estidio seco no
pé e ndo no terreiro durante a secagem, COmo normalmente ocorre com outros
fungos.

Trebalhos realizados no Brasil por Carvalho et al. (1989) e Meirelles
(1990) demonstraram uma elevada taxa de contaminagdo microbiana nos cafés
de pior qualidade (classificados como Rio e Riado). Foi também constatado que,
nestes cafés, a umidade dos grios beneficiados se achava em teores superiores a
10%, valor este, segundo Moreau (1979), favorivel 2o desenvolvimento de
Aspergillus flavus, produtor de aflatoxinas, e A. niger. Partindo da hipbtese de
serem oS microrganismos responsiveis pela origem dos cafés duros, Krug
(19402) comparou fingos filamentosos isolados de café cereja, seco no pé e seco
no chiio, mostrando 0% de fungos para o cereja, 15% para o seco no pé e 21%
para o seco no chiio. Krug (1940b) verificou uma relagdo entre microrganismos
e sabor da bebida. Foi observado que os cafés que apresentam qualidade inferior
de bebida apresentaram uma colonizagdo microbiana de fungos filamentosos
mais intensa, principalmente referente & contaminagio por espécies do género
Fusarium. Em pesquisa sobre a diversidade microbiana em café natural da



regifio Sul de Minas Gerais, Silva et al. (2000) observaram a ocorréncia de
fungos filamentosos desde o estadio cereja até frutos secos no terreiro e
constataram que bebida classificada como Riada apresentou maiores incidéncias
de fungos do que de bactérias. Cafés classificados como Mole apresentaram
contaminacio fingica de 9,28%, sendo 3,38% de Fusarium sp; cafés Apenas
Mole apresentaram um total de 23,40%, sendo 11,04% de Fusarium sp; café
Duro, 44,9%, sendo 23% de Fusarium sp, ¢ cafés Rio, um total de 54,5% de
microrganismos, sendo 34,5% de Fusarium sp. Ainda neste trabalho ficou
estabelecido que cafés de bebida de pior qualidade (Riada) apresentaram
maiores contaminagdes de leveduras e cafés classificados como Estritamente
Mole apresentaram maior colonizag@io por bactérias.

Carvalho et al. (1989), estudando a relagiio entre classificagio do café
pela prova de xicara e composigdo fisico-quimica, quimica e microbiota presente
no grio beneficiado, concluiram que as amostras de café classificadas como de
bebida Mole e Dura apresentaram indices de contaminagéo de Fusarium roseum,
Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus acentuadamente menores que os
cafés classificados como de bebida Riada e Rio. Por outro lado, apresentaram
indices igualmente elevados dos fangos Fusarium sp e Penicillium sp. O fungo
do género Cladosporium predominou nos cafés classificados como de bebida
Mole e Dura, ou seja, a presenca dos géneros Penicillium, Aspergillus e
Fusarium em frutos e grios associa-se a cafés de qualidade inferior 4 daqueles
em que Cladosporium foi isolado.

A colonizagiio dos frutos e griios de café pelos microrganismos pode ser
associada a insetos, principalmente as pragas. A broca-do-café (Hypothenemus
hampei) é considerada a principal praga do cafeeiro, atacando os frutos em
qualquer estidio de maturagdo, desde verdes até maduros ou secos, causando
perda de peso no café beneficiado, perda de qualidade na classificagio por tipo,
apodrecimento de sementes em frutos broqueados e outros (Souza & Reis,



1997). Vega & Mercadier (1998) observaram que a broca-do-café funcionou
como vetor para a proliferagio de fungos toxigénicos como Aspergillus
ochraceus.

Assim, dentro do programa de “Anélise dos Perigos em Pontos Criticos
de Controle”, o combate as pragas que atingem principalmente os frutos torna-se
fator essencial para a melhoria ou manutengio da qualidade (sensorial e
sanitaria) da bebida de café.

Os principais géneros relatados de fungos filamentosos isolados de grios
de café nos diferentes estidios de maturagiio, processamento e beneficiamento
sio: Alternaria (Mislivec et al., 1983), Aspergillus (Bitancourt, 1957, Wosiacki,
1977; Mislivec et al., 1983; Daivasikamani & Kanan, 1986; Carvalho et al,,
1989; Meirelles, 1990; Amorim & Melo, 1991; Alves, 1996; Silva et al., 2000;
Batista et al., 2001), Cercospora (Alves, 1996), Colletotrichum (Bitancourt,
1957; Teixeira et al, 1977; Wosiacki, 1977), Epicoccum (Bitancourt, 1957,
Teixeira et al., 1977), Fusarium (Krug, 1940; Bitancourt, 1957, Gordon, 1960;
Teixeira et al., 1977; Wosiacki, 1977; Carvalho et al., 1989; Meirelles, 1990;
Chalfoun et al., 1992; Roussos et al., 1995; Alves, 1996; Silva et al., 2000),
Mucor (Daivasikamani & Kanan, 1986; Alves, 1996), Penicillium (Bitancourt,
1957; Calle, 1957; Wosiacki, 1977; Teixeira et al., 1977; Mislivec et al., 1983,
Daivasikamani & Kanan, 1986; Carvalho et al., 1989; Meirelles, 1990; Chalfoun
et al., 1992; Roussos, 1995; Alves, 1996, Silva et al., 2000; Batista et al., 2001)
Phoma (Alves, 1996), Phomopsis (Bitancowrt, 1957), Trichoderma
(Daivasikamani & Kanan, 1986; Roussos et al., 1995).

A importéncia da identificagio de espécies de fungos filamentosos em
frutos de café, a fim de se conhecerem a biologia e ecologia de cada espécie, foi
salientada no trabalho de Silva et al. (2000), que isolaram e identificaram
Penicillium crustosum, P. restrictum, P. implicatum, P. citrinum, Fusarium



stilboides, F. semitectum e Aspergillus niger da superficie de frutos de café
coletados em quatorze cidades da regifio Sul de Minas Gerias.

A incidéncia destes fungos filamentosos parece indicar um
estabelecimento de sucessdo ecolégica nos frutos de café, j4 que o isolamento
destes microrganismos foi realizado em frutos em diferentes estidios de
maturagdo e, conseqiientemente, diferentes teores de umidade. Isolados do
género Penicillium foram obtidos principalmente de frutos cereja; ja Aspergilius
foi isolado em frutos com menores teores de umidade devido ao processo de
secagem, como por exemplo, frutos secos no pé e no temreiro de secagem.
Fusarium semitectum e F. stilboides foram isolados de frutos cereja, passa, secos
no pé ou em terreiro, sendo justificado sua ampla incidéncia devido ao ataque
destes patogenos aos frutos imaturos e cerejas (Booth, 1971).

Batista et al. (2001) trabalharam também na regidio Sul de Minas Gerais,
com a identificacio de espécies toxigémicas de Aspergillus em gréos
armazenados, entre os quais mereceram destaque as espécies 4. ochraceus, A.
Sflavus, A. sulphureus, A. niger, A. versicolor, A. sydowii, A. ostianus e seus
teleomorfos Eurotium amstelodami e E. chevalieri, por sua alta incidéncia nos
grios e possivel capacidade de produgfio de micotoxinas.

Alguns trabalhos de pesquisa que visaram & detecgio de micotoxinas em
grios beneficiados de café e relataram as espécies de fungos filamentosos que
provavelmente estariam relacionados com a produgdo de substéincias toxigénicas
est#o descritos na Tabela 1.
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TABELA 1 Espécies de fungos filamentosos potencialmente toxigénicos

AUTORES

ESPECIES

Mislivec et al. (1983)

Abdel- Hafez & El Maghraby (1992)

Liardon et al. (1992)
Batista et al. (2001)

Aspergillus flavus; A. niger; A. tamarii; A. ochraceus; A. wentil; A. versicolor;
Cladosporium herbarum; Fusarium stilboides; Penicillium chrysogenum; P.
viridicatum; P. islandicum

Aspergillus flavus; A. fumigatus; A. niger; A. parasiticus; A. sydowii; A. tamarii; A.
terreus; Cladosporium cladosporioides; C. herbarum; C. macrocarpum; Fusarium
oxysporum; Penicillium albidum; P. brevicompactum; P. chrysogenum; P
citrinum; P. cyclopium; P. funiculosum; P. jensenii

Aspergillus fumigatus; A. niger; Fusarium graminearum; Penicillium granulatum
A .ochraceus, A. Sflavus, A. sulphureus, A. niger, A. versicolor, A. sydowii, A.
ostianus, Eurotium amstelodami e E. chevalieri




A preocupagdo sobre a qualidade e seguranga do café brasileiro ¢
respaldada pelos limites maximos de ingestfio permitidos, impostos pelos paises
consumidores de café. Atvalmente o maior risco para a seguran¢a do café
concentra-se na presenga de Ocratoxina A (Chalfoun & Batista, 2002).

A importincia que se tem dado & incidéncia de fungos filamentosos
potencialmente produtores de toxinas deve ser cautelosa. Batista (2000), em
trabalho com grdos beneficiados da regido Sul de Minas Gerais, detectou a
presenga de fongos toxigénicos em 45% das amostras analisadas, mas em
nenhuma destas amostras foi detectada a Ocratoxina A. Esta constatagéo indicou
que a presenga de fungos potencialmente toxigénicos ndo é indicativo da
contaminagio de grios de café por micotoxinas. Em 12,5% das amostras
contaminadas pela Ocratoxina A, a anélise quantitativa revelou que os niveis
encontrados representaram 6,12% do consumo didrio permitido pelo JECFA
(Joint FAO/ WHO Expert Commiittee on Food Additives), mostrando que os
griios de café de boa qualidade ndio sdo os responsaveis pela maior fonte desta
toxina na dieta humana

2.1.1 Micotoxinas

Somente nos ultimos trinta anos relacionou-se a contaminag#io dos
alimentos com a presenga de toxinas, conhecidas como micotoxinas. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundérios, assim como os antibidticos, e parecem
ndo estar emvolvidas com o crescimento dos fungos. Apresentam grande
variedade na estrutura quimica, tanto quanto os varios sintomas relacionados a
elas (Pitt, 2000).

Estas toxinas causaram grande mortalidade, provocando lesdes
nefrotdxicas, hepatoxicas, teratogémicas e talvez carcinogénica (Pitt, 2000).
Além disso, as micotoxinas podem assumir papéis de cocarcinogénicas
juntamente com virus da hepatite B. As micotoxinas apresentam quatro tipos
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basicos de toxidade: aguda, cronica, mutagénica e teratogénica. O efeito mais
comum ¢ a desordem das fungdes renais ¢ hepaticas, podendo levar o individuo
a morte (Scussel, 1998).

A maioria dos casos de detecgdo das micotoxinas acontece em cereais,
como milho, soja, trigo ¢ amendoim, os quais sdo bons substratos para o
desenvolvimento de fungos e produgio destas toxinas (Scussel, 1998). Assim, 0
hébito alimentar influi no maior nimero de casos de toxinfecgdes alimentares
cansados por alimentos contaminados. E o que acontece em paises da Europa,
onde o habito do c;msmno de cereais é elevado se comparado com oOutros
continentes.

Conseqiientemente, hid crescente mimero de paises europeus
estabelecendo limites méximos tolerdveis de ingestfio didria de toxinas para
alguns alimentos, incluindo o café. Ha uma tendéncia de maior exigéncia com os
produtos que importam em relagdo aos que produzem. Por isso, ¢ cada vez mais
necessario o estabelecimento de normas técnicas, durante a produgdio dos gréos,
que visem & melhoria da qualidade sensorial do café brasileiro, como também a
seguranga microbiologica e quimica do nosso café.

De acordo com Mantle & Chow (2000), grios de café ndo sdo bons
substratos para a produgiio de ocratoxinas devido 4 sua composigdo quimica.
Esta observagio também foi relatada por Bucheli & Tamiwaki (2002) que
constataram que o teor de umidade dos grios durante o armazenamento
inferiores a 14%, equivalendo a aw de 0,8, reduziram a produgdo de ocratoxina.
Soliman (2002) relatou a inibig#io da produg@io de aflatoxina em meio de cultura
sintético contendo niveis de 1 ¢ 2 % de cafeina, pois este composto interferiu
também no crescimento micelial nos primeiros quinze dias de colonizag#o.

E importante ressaltar que a presenca do fungo toxigénico nfo ‘indica a
produgiio da toxina, como foi constatado por Batista et al. (2001). A atividade de
4gua necesséria para o Aspergillus ochraceus colonizar o substrato varia de 0,77
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a 0,8, que ¢ diferente do teor de 4gua exigido para produgfio da toxina, que ndo
ocorre a aw inferior a 0,83. Isto explica que a presenga do fungo ndo significa a
contaminagdo dos grios pelas micotoxinas (Pitt et al., 2000). Em se tratando de
um metabélito secundirio, as micotoxinas serdo ativamente produzidas durante a
fase estacionéria e parecem estar associadas a alguma diferenciago morfolégica
(Moss, 1996).

Os trés géneros mais associados & contaminagdio de alimentos sdo
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Este iltimo coloniza e produz toxinas antes
ou imediatamente apds a colheita, diferentemente de Aspergillus e Penicillium,
que sdo mais encontrados em alimentos durante-o processo de secagem e
armazenamento, sendo detectado uma invasio interna nos gréos de café (Pitt et
al., 2000; Mislivec et al., 1983). Estes géneros produzem as cinco principais
micotoxinas que afetam a saiide humana e animal: as aflatoxinas (comumente
encontradas em amendoim, milho, nozes, ervilha), as ocratoxinas (milho, feijdo,
café, arroz, superficie de presuntos e pimentdes), a fumonisina (milho), os
tricotecenos (milko, ragdo animal) e a zearalenona (sorgo, trigo, rag3es a base de
milho), sendo a aflatoxina ¢ a Ocratoxina A as mais encontradas em café
(Scussel, 1998).

As aflatoxinas e as ocratoxinas sfo as toxinas mais estudadas, tanto
quanto ao gran de toxidade quanto as melhores condigSes de produgdo pelos
fungos (Scussel, 1998; Pitt et al., 2000). S#o detectadas com certa facilidade em
grios armazenados, nos quais podem ter ocorrido falhas no processamento (alto
conteido de umidade nos griios; injirias dos grdios, temperatura ¢ umidades
inadequadas de armazenamento; embalagens permedveis, etc), facilitando o
crescimento e producdio das toxinas pelos fungos de armazenamento,
principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium (Scussel, 1998; Silva Jr,
1997). :
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As aflatoxinas apresentam efeito tanto agudo quanto crdnico,
principalmente no figado (cimrose), além da indugdo de tumores e efeitos
teratogénicos. Naturalmente hé quatro tipos ( By, B2, Gi e G2 ), que podem ser
diferenciadas em cromatografia de camada delgada apés revelagdio sob luz UV
(Scussel, 1998). A dose letal de aflatoxina para humanos encontra-se na faixa de
10-20 mg, que pode ser mais critica em individuo com baixa resisténcia
imunolégica e caréncias nutricionais (Pitt, 2000). A contaminagdo humana pode
ocorrer diretamente, com a ingestio do alimento contaminado, ou indiretamente,
através da ingestio de ovos, cames e leites contaminados pela ingestdo de ragéo
contaminada pelos animais (Scussel, 1998).

Os principais fungos produtores desta toxina s8o Aspergillus flavus e A.
parasiticus, tendo a primeira espécie ampla distribuigio geografica (Pitt et al,
2000), os quais sdo facilmente isolados de amendoim, milho e semente de
algod@io (Pitt, 2000), em frutos secos (Samson et al., 2000), em griios de café
beneficiados (Batista et al., 2001; Batista , 2000) ¢ em frutos de café natural
durante o periodo de secagem (com 29,97% de umidade) e armazenados (Silva
et al,, 2003) da regidio Sul de Minas Gerais. Nestes trabalhos realizados com
grdos de café da regido produtora de Minas Gerais, constatou-se a producgo de
aflatoxinas nos meios de cultura que induzem a produgio de toxinas, ndo
podendo, no entanto, estes resultados serem extrapolados para a presenca da
toxina nos grios de café.

A micotoxina mais comum em grdos de café, mas em pequenas
quantidades, é a Ocratoxina A. Aflatoxinas ¢ esterigmatocistina séo as menos
freqitentes em café (Naidu, 1996). A reduzida freqiiéncia de aflatoxinas em café
reforga a idéia de que esta micotoxina nfio representa perigo de micotoxicose
oriunda de gros de café.

A ocratoxina tém tido grande atengio mundial devido ao perigo
atribuido a ela na sainde animal ¢ humana (Pitt et al., 2000), principalmente a
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Ocratoxina A (OTA), metabdlico de certos fungos, principalmente dos géneros
Aspergillus e Penicillium. Originalmente' a OTA foi descrita como um
metabélito de 4. ochraceus isolado de frutos e vegetagio secos e griios de café
verdes (Pitt, 2000; Heilmann et al., 1999; Scussel, 1998; Mislivec et al., 1983).
Sabe-se hoje que esta toxina também pode ser produzida e excretada por P.
verrucosum e A. carbonariu, que também podem ser fonte de OTA em café.

Esta toxina atua principalmente nos rins, causando nefropatia, além de
um ataque secundério no figado (Scussel, 1998). Por ser sohivel em gordura, ela
se acumula nas células de gordura de animais e a contaminag@o no homem pode
ser feita pela ingestfio da camne deste animal. Outras fontes de ocratoxina sdo o
milho e o trigo, detectando-se valores de 35ug /kg no sangue humano de
europeus (Pitt, 2000).

O café faz parte da dieta humana em vérios paises do mundo e tém sido
encontrados nestes grdos niveis de 0.2- 109 pg /kg de OTA (Taniwaki et al,,
2003). Sabe-se que a torragdo dos grios destroi parte da concentragdo desta
toxina, chegando a eliminagio de 84% (Blanc et al., 1998), assim, parece que o
café ndo ¢ a principal fonte de OTA na dieta humana.

Espécies do génmero Fusarium s3o os principais responsdveis pela
presenga de fumonisinas, zearalenona e tricotecenos nos alimentos e ragdes
(Scussel, 1998). Néo hé relato da detecglio destas toxinas nos gréos de café.

A qualidade e a seguranga do café sfo duas caracteristicas que
necessariamente estdio correlacionadas, sendo que a seguranca alimentar é a
primeira condi¢iio para que o café possa ser comercializado e a qualidade ird
acrescentar valores ¢ tornar o produto mais competitivo (Chalfoun & Batista,
2002). A presenga de fungos filamentosos, principalmente dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium, parece coincidir com a queda da qualidade
do café. Poisson et al. (1976) e Liardon et al. (1989) relatam a alta incidéncia de
fungos na superficie dos grios crus em bebidas classificadas como "Rio" (pior
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qualidade). O ataque nos frutos pelos fungos afeta o metabolismo da planta,
induzindo a produgio de compostos fenélicos (Amorim et al., 1973). A injuria
permite o contato entre a polifenoloxidase e os 4cidos clorogénicos, oxidando-
os. Esta reagio quimica modifica a composigio quimica original do café e, em
conseqiiéncia, as propriedades organolépticas das infusdes preparadas com este
tipo de café (Amorim, 1978 citado por Pimenta et al., 1997).

Pelos estudos até hoje realizados, fica evidente que o crescimento de
ﬁmgoseaproduﬁodeto:dnassﬁoorwﬂmdodaintemqiodoﬁmgo-
hospedeiro e ambiente. A combinagdo apropriada destes fatores determina a
quantidade de colonizagiio do substrato € o tipo e a quantidade de micotoxina
produzida (Pitt et al., 2000).

Deste modo, deve-se estabelecer, no cultivo, na colheita e na fase pos-
colheita dos frutos de café, programas de Boas Préticas Culturais (BPM’s) e
Boas Priticas de Manejo (BPM’s) como pré-requisitos para a implantagéo de
técnicas de prevencdo da contaminagdo e desenvolvimento dos fungos. Tal
prevengiio pode ser realizado através da implantagdo de um sistema de gestéio de
qualidade, o APPCC (Anilise de Perigos e Pontos Criticos de Controle).

Em se tratando da caltura do café, os pontos criticos (estes definidos
como locais ou situagdes onde podem estar os perigos de contaminagio,
sobrevivéncia ¢ multiplicagio dos microrganismos) ainda estdo sendo
estabelecidos; no entanto, deve-se considerar o tipo de processamento dos frutos
de café. Le Bars & Le Bars (1999) inferiram sobre trés possiveis pericdos para a
infecgdo pelos fungos e toxigénese. O primeiro periodo refere-se  lavoura. No
campo devem-se evitar injirias nos frutos (mecénica ou biolégicas), que
provocam lesdes ¢ permitem o acesso ao interior dos gréos pelos fungos
toxigénicos. ’

O segundo periodo parece ser o mais critico, que é o pericdo da colheita.
A matwridade dos frutos na colheita determina o risco de lesdes e as
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conseqiientes contaminagdes pelos microrganismos. O periodo apds a colheita
até a chegada dos frutos no terreiro de secagem deve ser o mais breve possivel e
a secagem deve ser eficaz para minimizar os efeitos da temperatura, tempo de
duragdo ¢ umidade, podendo ser executado até uma redugdo do conteido de
umidade a 20 % até se obter wum gran de umidade seguro para o
armazenamento.

O terceiro e ultimo periodo compreende a estocagem dos grios. Neste
periodo o equilibrio entre a umidade relativa do ambiente e o conteiido de sgua
interfere pa inibicdo ou favorecimento do desenvolvimento fiingico. Este
equilibrio deve ser considerado para cada espécie fingica.

2.2 Leveduras e bactérias

Diferentemente dos fimgos filamentosos, leveduras e bactérias s6 foram
isoladas de frutos de café natural a partir de 1958, com o trabalho de Vaugh.
Neste experimento, o autor relata a prevaléncia de bactérias sobre as leveduras.
A maioria dos trabalhos sobre a microbiota do café enfatizando o isolamento,
identificagio e papel de bactérias e leveduras trata de cafés processados via
umida (despolpados), como descrito nos trabalhos de Van Pee & Castelein
(1971) e Agate & Bhat (1966).

A presenga de leveduras durante o processamento via timida de café foi
constatada por alguns amtores (Daivasikamani & Kannan, 1986; Van Pee &
Castelein, 1971) em cafés robusta. Roussos et al. (1995), quantificando
microrganismos em cafés processados via fimida e seca, observaram a auséncia
de leveduras nos cafés despolpados. Entretanto, poucos autores referem-se a
contribuigdo destes microrganismos na qualidade do café e outros nem mesmo
identificaram os isolados quanto a espécie.

Bitancourt (1957) verificou que no café seco do terreiro, 55% dos frutos
apresentaram populagdes de leveduras. Agate & Bhat (1966) isolaram leveduras
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produtoras de pectinases durante a fermentago de café processado via umida e
identificaram Khgwveromyces, Saccharomyces sp, Saccharomyces marxianus
[Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt (1971)], S. bayanus, S.
cerevisiae var. ellipsoideus e atribuiram a ag8io das pectinases sobre a pectina da
polpa do café 2 atividade microbiana leveduriforme. Van Pee & Castelein (1971)
identificaram leveduras do género Candida, sendo C. guilliermondii var.
membranaefaciens na superficie ¢ mucilagem dos grios; C. parapsilosis,
Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata [Candida famata (Harrison) S.A.
Meyer & Yamrow (Yarrow and Meyer 1978)], Saccharomyces marxianus
{Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt (1971)], Candida
tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e Candida pelliculosa na superficie dos
griios. Em 1972, Van Pee & Castellein isolaram microrganismos durante o
amadurecimento e beneficiamento de café no Congo e encontraram uma
microbiota variada, com grande porcentagem de Enterobacteriaceae e algumas
leveduras. Daivasikamani & Kannan (1986) citaram a gcorréncia de leveduras
de colorag@o rosa em cafés robusta até o quinto dia de incubagdo.

Segundo Avallone et al. (2001a), as leveduras presentes podem ser as
responséveis pela produgiio de etanol quando cafés despolpados sdo super
fermentados, mas ndo atribuem s leveduras a responsabilidade pela degradacio
da mucilagem de fiutos de café. Esta conclusdio foi baseada na incapacidade de
crescimento das leveduras em meio sintético contendo somente pectina como
fonﬂedecarbono.ﬁhnporbantesaﬁentmquelevedmasnﬁouﬁﬁzampécﬁna
como fonte de carbono, comprometendo a conclusfio dos autores sobre a néo
participacdio de leveduras na degradagio da mucilagem.

Silva et al. (2000) identificaram 24 espécies de leveduras epifiticas de
frutos de café processados via seca do total de 107 isolados. Os géneros Pichia,
Candida e Arxula foram os mais encontrados, com tendéncia a aparecerem em
frutos secos e fermentados. As espécies identificadas por Silva et al. (2000) da
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superficie dos frutos de café¢ foram Arxula adeninivorans, Blastobotrys
proliferans, Candida auringiensis, C. glucosophila, C. incommunis, C.
paludigena, C. schatarii, C. vartiovaarae, Citeromyces matritensis, Geotrichum
Jermentans, Pichia acaciae, P. anomala, P. ciferii, P. jadinii, P. lynferdii; P.
ofunaensis, P. sydowiorium, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycopsis
Jermentans, S. fibuligera, Schizosaccharomyces pombe, Sporopachydermia
cereana, Trichosporonoides oedocephales e Williopsis saturnus var.
sargentensis. Estas leveduras sdo freqiientemente isoladas de solo, frutos e
dejetos de insetos, mas a associagdio com a maturagdo e processamento do café
ainda ndo foi esclarecida.

Um estudo da decomposi¢iio natural do residuo de café e da polpa, de
origem do processamento via umida, que sdo materiais muito comuns com os do
processamento seco, originou isolados identificados como Rhodotorula,
Candida e Saccharomyces (Blandén et al., 1998).

Tendo como base trabalhos mais recentes (Avallone et al., 2001a;
Avallone et al, 2001b), verifica-se que o papel das leveduras ainda é
contraditério, mesmo no processamento via umida, e ainda nfo ha qualquer
inferéncia sobre o papel destes microrganismos na fermentagéo do café natural.

Assim como as leveduras, a microbiota bacteriana estd presente nos
frutos de café, sem, no entanto, conhecermos sua agio fermentativa na qualidade
da bebida de café natural.

Em amostras de café da Colémbia e México, Pederson & Breed (1946)
isolaram fungos e bactérias dos tipos cocos e bastonetes microaerofilicos, como
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis e
Streptococcus faecalis, as quais estariam atuando na lise da mucilagem, porém
n#o no seu desprendimento.

Frank et al. (1965) encontraram, em seus isolados, predominio de
bactérias e de poucas leveduras, nio identificadas, porém, segundo os autores, as
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bactérias nio seriam capazes de degradar a mucilagem dos gréios. Agate & Bhat

(1966) isolaram bactérias de cafés despolpados, identificadas como

Streptococcus, Pseudomonas, Flavobacterium e Proteus, porém nio avaliaram a

capacidade pectinolitica destas bactérias. Vaughn et al. (1958) isolaram Erwinia
dissolvens de café natural (reclassificada atualmente como Enterobacter

dissolvens (Rosen) por Brenner et al. (1986), segundo The Prokaryotes (Balows

et al, 1992)) e demonstraram a capacidade pectinolitica de degradacio da

mucilagem dos grios de café por esta bactéria.

No entanto, Rose (1982) e Agate & Bhat (1966) afirnaram que bactérias
predominantes no café sdio pectinoliticas, Gram negativas, ndo formadoras de
esporos ¢ fermentadoras de lactose. Jones & Jones (1984) argumentaram que
caracterizar as bactérias predominantes pela fermentagio de lactose torna os
dados confusos, pois este dissacarideo nfo esta presente na composig#o quimica
dos griios de café. Avallone et al. (2001a) detectaram, em meio de pectina,
bactérias Gram negativas, Erwinia e Klebsiella, que foram caracterizadas pela
baixa capacidade pectinolitica.

Roussos et al. (1995) encontraram elevadas contagens de bacténas, em
torno de 94 a 98% da populagdo total, tanto nos cafés despolpados quanto nos
naturais. A justificativa da maior presenga de bactérias em relagéio a leveduras e
fungos filamentosos é a exposi¢do da polpa & atmosfera durante o periodo de
secagem. Bactérias licticas s6 foram isoladas em cafés despolpados e foram
totalmente ansentes em café natural. A microbiota isolada por estes autores foi
capaz de crescer melhor em meio contendo celulose do que em meios seletivos
contendo amido, pectinas e polpa de café. O meio contendo polpa de café
apresentou o menor crescimento da microbiota, talvez pela presen¢a de
componentes da polpa que inibem o crescimento microbiano. Avallone et al.
(2002) constataram que durante a fermentag3io por via imida de frutos de café
houve um predominio de bactérias, Erwinia herbicola e Klebsiella pneumoniae,
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produtoras de pectato liase, e portanto n#o capazes de de- esterificar a pectina da
mucilagem dos frutos de caf€; bactérias produtoras de poligalacturonase foram
raramente isoladas. Os autores concluiram, assim, que a degradagio da
mucilagem em fermentagfio do café via wmida ocorreu em conseqiiéncia da
baixa do pH durante o processo. Em café natural, a presenga de bactérias Gram
negativas ¢ positivas foi detectada e identificada por Silva et al. (2000). Os
géneros mais incidentes foram Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas,
Serratia, Lactobacillus e Bacillus, os quais ndo apresentaram atividade
pectinolitica.

Avallone et al. (2001a) concluiram que, em cafés despolpados, a
fermentagdo da polpa e, conseqiientemente, utilizac#o de agiicares simples foram
realizadas pela microbiota total (leveduras, Enterobacteriaceas) e nZo por
microrganismos pectinoliticos, como, por exemplo, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter dissolvens e E. herbicola, que apresentaram produc@io de pectato
liase incapaz de despolimerizar a pectina altamente metilada presente na polpa
de café. Durante o consumo de agiicares simples, baixos niveis de acidos
orgénicos e etanol foram produzidos, destacando-se principalmente o 4cido
lactico. Decréscimo na produgdo de 4cido lctico também foi observado quando
ha fermentagiio prolongada dos frutos de café (Lopez et al., 1989),

VariagSes na microbiota e sua interferéncia na degradagdio da polpa e
mucilagem e qualidade da bebida de café podem estar associadas 4 composigio
diferente do mesocarpo (mucilagem) e ao tipo de processamento dos frutos de
café, As dlfereng:as no tipo de pectinases produzidas pelos organismos podem
afetar o grau de despolimerizagfio dos componentes da pectina, que poderiam,
entdo, influenciar a selegdo do grupo de microrganismos dominante (Jones &
Jones, 1984). E, portanto, necessério o conhecimento da microbiota epifitica e
endofitica dos frutos e grdos de café, assim como o acompanhamento das
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alteragdes na composicdo quimica dos frutos durante a fermentagdo, tanto nos
cafés naturais quanto despolpados.

Todos os trabalthos realizados sobre a composigdo e fermentaggo do café
enfocam que a composigdo quimica da polpa ¢ da mucilagem € ideal para a
colonizagio por fungos, bactérias e leveduras. Para os cafés despolpados ha
maior nimero de trabalthos do que para cafés naturais, com o objetivo de
conhecimento do papel de cada microrganismo na qualidade e seguranga desta
commodite. No entanto, hi aparente contradi¢do referente aos trabalhos
realizados antes de 2001 e os publicados por Avallone e colaboradores.
Anteriormente acreditava-se na degradag@io da pectina por bactérias e leveduras
em cafés despolpados. Porém, a anélise microscdpica realizada por Avallone et
al. (2001a) revelou que o tecido da mucilagem permanece intacto apés a
fermentagdo, assim como as substincias pécticas da parede celular, pois a
pectato liase excretada pelos microrganismos ¢ incapaz de degradar a pectina
altamente metilada. O conteido de agiicares simples presentes na polpa e
mucilagem permite o crescimento dos microrganismos, sem, no entanto, ser
necesséria a utilizagio das substincias pécticas. A degradagdo da mucilagem se
daria pela queda no valor do pH resultante de produtos metab6litos microbianos.

2.3 Sucessiio ecolégica e interaciio microbiana

A sucessdio ecologica pode ser definida como sendo uma mudanga
direcionada na composicZo, abundincia relativa e espacial de espécieé que
compreendem uma comunidade. Em se tratando de sucessdo fiingica, é mais
precisamente definida como sendo a ocupag@o seqilencial do mesmo local por
micélios de diferentes fangos ou de diferentes associagdes de fungos (Frankland,
1998).

A fermentagfio em substrato sblido é realizada por microrganismos
naturalmente presentes ou a ele inseridos. Em fermentagdio natural a microbiota



presente altera as caracteristicas organolépticas e nutricionais, além de
proporcionar a inibiggo da produgfio de compostos téxicos como aflatoxinas,
perdxido de hidrogénio, diéxido de carbono e etanol (Giraffa, in press).

A fermentagdo de frutos de café pelo processamento natural consiste de
uma fermentagdo em estado sélido sem o acréscimo de microrganismos. Assim,
a compreensdo das sucessivas colonizagSes por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos ¢ importante, uma vez que a microbiota de produtos agricolas
brutos ¢ imprevisivel (Giraffa, in press).

Sinhd (1979) afirmou que a microbiota de grios faz parte de um
ecossistema classificado como imaturo devido & forte instabilidade com
distirbio ambiental, alta flutuagdo nos individuos e espécies, com o controle
populacional realizado principalmente por fatores abiéticos.

Para a colonizag@io dos substratos, dois fatores extrinsecos contribuem
para o crescimento de microrganismos, a temperatura ¢ a atividade de &gua
(Moss, 2000). As condigdes atmosféricas locais e o grau de umidade dos frutos
de café durante o periodo de secagem influem no tempo de permanéncia destes
nos terreiros de secagem e, conseqiientemente, na maior ou menor exposig¢#o dos
frutos a microrganismos.

Em literatura ji bé a descrigfio de fatores bibticos (lesdes pré-colheita,
dcaros, broca-do-café) e abidticos (injirias cansadas pelo insolagdio, frio) que
influenciam o estabelecimento de grupos de microrganismos (bactérias,
leveduras e fimgos filamentosos) em frutos e grios de café durante todo o
processo do café natural.

O substrato café apresenta alta diversidade de espécies microbianas
(Silva et al., 2000); acredita-se que durante o processo de secagem dos frutos de
café (isto é fermentagio) haja mudangas na estrutura fisica dos frutos. Isto
afetaria a colonizagiio pelos microrganismos, a qual estaria dependente, também,
das condicSes atmosféricas locais (umidade, temperatura), da genética de cada



espécie microbiana, capaz de secretar enzimas extracelulares, de sintetizar
compostos que possam lhes conferir protecdo contra a agdo antimicrobiana de
espécies antagdnicas ou de se desenvolver sobre um substrato em constantes
alteragdes, como mudanga de pH, teor de aglicares ¢ umidade.

Segundo Frankland (1998), cada sucessdo microbiana € dnica porque
depende da planta ¢ do ambiente. Em frutos de café ndo foi estabelecida uma
sucessio ecolégica exata em relag#o a leveduras e bactérias, mas a partir de
isolamentos de bactérias, leveduras e fungos filamentosos realizados por Silva et
al. (2000) foi constatada a presenca de bactérias no estidio cereja a seco em
terreiro, enquanto leveduras foram isoladas nos estadios de passa a seco em
terreiro e fungos filamentosos apresentaram distribuigdio de cereja a seco em
terreiro.

A maioria dos trabalhos com enfoque na interagfo microbiana tem
relacionado somente interag3es entre espécies de fungos filamentosos, pois estes
microrganismos colonizam grios comercializados para a alimentag&o humana e
animal.

Em frutos e grios de café, assim como para outros grios comercialmente
armazenados (por exemplo, milho), as interagdes filngicas estiio associadas
principalmente a capacidade de colonizagdo, que ¢é influenciada pelas variag3es
de atividade de 4gua e temperatura (Magan & Lacey, 1988). Cladosporium e
Fusarium geralmente estiio associados a frutos de café com maiores teores de
umidade, ou seja, frutos cereja no pé ou frutos recém colhidos (Chalfoun &
Carvalho, 1989). Espécies xerofilicas, como as dos géneros Penicillium e
Aspergillus, estariam associadas a frutos com atividade de 4gua inferior 2 0,8, e
principalmente a gréos verdes de café armazenados (Chalfoun & Carvalho,
1989) gerando preocupagdes com a produgio de micotoxinas, se umidade e
temperatura seguras de annazenamento ngo forem controladas.
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Quanto as interagles envolvendo bactérias e leveduras, enfoca-se o
potencial antagdnico (Fleet, 1999) que estes microrganismos podem exercer
sobre o crescimento de outros microrganismos, principalmente de fungos e
produgdo de toxinas ou como controle biolégico de pragas. Além disso, a
uma infec¢do pode também inibir a invasdo de microrganismos (Dennis, 1987).

A interagiio comensal também ocorre com fregiiéncia nos alimentos,
como, por exemplo, a degradagfio de polimeros por algumas espécies para
produzir substratos simples para o crescimento de outras espécies, produgdo de
vitaminas, etc (Fleet, 1999).

Petersson & Schniirer (1998), estudando a possibilidade do uso de
leveduras como biocontrole do crescimento fiingico em grios com alto teor de
umidade, observaram que a presenca das leveduras Pichia anomala e P.
guilliermondii inibiam o crescimento de Penicillium roquefortii em grios
armazenados em condi¢Ses inadequadas de umidade. P. guilliermondii também
¢ capaz de inibir o crescimento fiingico em frutos citricos, grios de soja, tomates
e magls. A capacidade de inibigio do crescimento fingico por leveduras ¢
dependente do substrato, pois a eficiéncia da inibi¢lio é conseqiiéncia da forte
adaptacdo ao substrato, que pode ser caracterizado pela presenca de compostos
antifingicos, cascas, microrganismos competitivos e nutrientes disponiveis
(Petersson & Schmiirer, 1998).

Debaryomyces hansenii também apresenta atividade antifiingica e esta
sendo estudada como possivel controle biolégico a fim de evitar a degradagéo de
frutos e gréos estocados (Payne & Bruce, 2001). A agfio antagdnica de leveduras
parece se referir 3 competicio por nutrientes, uma vez que o crescimento
leveduriforme & mats rapido que o crescimento de fungos filamentosos.

Cristancho & Leguizamén (1995) realizaram estudos com Bacillus
thuringiensis a fim de observar o possivel efeito protetor desta bactéria nas



folhas de café contra Hemileia vastatrix. Observaram uma redugdo da
severidade da lesdo devido a influéncia desta bactéria na germinagdo dos
uredindsporos ou devido & baixa adesdo destes uredinésporos sobre a superficie
do hospedeiro.

2.4 Enzimas microbianas: celulases, xilanases e pectinases

A presenga de enzimas nos grdos de café pode servir como paréimetro
para determinagiio da qualidade da bebida (peroxidases, proteases, glicosidases,
lipases e polifenoloxidase), como afirmam Amorim & Teixeira (1975), Amorim
et al. (1976) e Pimenta et al. (1997).

Outras enzimas de origem microbiana, principalmente as celulases e
pectinases, podem atuar sobre a polpa e mucilagem dos frutos de café
degradando-os, podendo, assim, favorecer ou prejudicar o processamento ¢ a
qualidade da bebida. Portanto, a caracterizagfio enziméitica dos microrganismos
presentes pode ajudar a inferir sobre o papel deles no processo de fermentagdo
dos frutos de café.

Os frutos de café sdo classificados, botanicamente, como sendo drupas
consistindo de um exocarpo (casca), um mesocarpo externo (polpa), um
mesocarpo inteno (mucilagem), um endocarpo fibroso (pergaminho) e a
semente (Avallone et al., 2001b), como ilustra a Figura 1.

27



il e R
\Pergaminho . v/

' I'Mucilagem
* Polpa

FIGURA 1 Fruto de café no estadio cereja em corte longitudinal sendo possivel
visualizar casca, polpa, mucilagem, pergaminho e grio.

O exocarpo apresenta um baixo valor nutricional devido a presenga de
substancias toxicas como cafeina (1,2%), taninos (6,3%) e polifenois (Brand et
al., 2000). A polpa de café é o primeiro produto que se obtem no processamento
(por via Gmida) e representa cerca de 29% do peso do fruto inteiro, sendo
composta de 76% de agua, 10% de proteina, 21% de fibras, 8% de cinzas e 4%
de extrato livre de nitrogénio, estes representados por taninos, substincias
pécticas (6 a 8% segundo Pefialoza et al., 1985), agucares redutores (glicose
representando 12%) e ndo redutores, cafeina, acido clorogénico, 4cido caf@ico,
celulose, lignina hemicelulose, aminoédcidos (geralmente ndo enxofrados) e
minerais como potassio, calcio, ferro, sédio, magnésio e outros. Estes valores
sofrem alteragdes de acordo com a variedade de café, a localidade e as praticas

agricolas (Elias, 1978). A mucilagem dos frutos de café esta localizada entre a
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polpa e o pergaminho do gréo e representa 5 % do peso seco. A mucilagem ¢ um
sistema de hidrogel composto de agua, acido péctico com pequenas quantidades
de arabinose, galactose, xilose e ramnose (Amorim & Amorim, 1977), agucares
redutores e acidos orgénicos (Elias, 1978).

A mucilagem também apresenta enzimas hidroliticas e oxidativas como
as pectinesterases, poligalacturonases, o galacturonases, peroxidases e
polifenoloxidases (Wong, 1995; Amorim & Amorim, 1977; Amorim & Melo,
1991). )

O pergaminho envolve a semente do café (grio verde) e representa 12 %
do peso seco, sendo composto de 7,6 % de 4gua, 92,8 % de matéria seca, 0,39 %
de nitrogénio, 18,9 % de extrato livre de nitrogénio, 150 mg de célcio e 28 mg
de fosforo (Elias, 1978).

Os grios verdes nio torrados podem ser compostos de cerca de 60 % de
carboidratos, 14 % de proteinas, aproximadamente 13 % de lipidios e pequenas
quantidades de 4cidos ndo voléteis, trigonelina e cafeina. Diferengas genéticas,
tempo de colheita, grau de maturidade dos frutos e localizagdo geografica podem
alterar a composigio quimica dos grios (Jones & Jones, 1984).

Celulases e xilanases .

A parede celular da casca do fruto de café é composta por celulose e
hemicelulose, as quais também estfio presentes na polpa ¢ mucilagem (Elias,
1978). A celulose ¢ um polimero de glicose com regides altamente complexas,
regides cristalinas e regides amorfas. Amplamente encontrada na natureza, sua
degradagiio representa uma perspectiva ecologica, uma aplicagdo industrial ou
uma fonte para crescimento microbiano (Goyal et al., 1991). Para tal degradagéo
s#0 mecessirias enzimas especificas como as endoglucanases (1,4- bt:.ta- D-
glicano 4- ghucanohidrolase), celobiohidrolase (1,4- beta- D- glucano
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celobiohidrolase) ou exoglucanase e as B glicosidases (beta -D- glicosideo
glicohidrolase) (Wong, 1995).

Os fungos filamentosos podem secretar todo o sistema celulolitico (endo,
exo glucanase e glicosidases) num sistema conhecido como completo como
acontece nas espécies Trichoderma reesei, T. koningii, T. viride, Fusarium
solani, Penicillium pinophilum e P. funiculosum. Ao contrério, a maioria das
bactérias sintetizam somente endoglucanases e f glicosidases (Wong, 1995).

A agiio das enzimas celuloliticas fiingicas necessita de sinergismo
principalmente entre endo glucanase e celobiohidrolases (Wong, 1995; Goyal et
al., 1991). E neste sinergismo que se alcangar4 o miaior grau de degradagdo do
polimero (Wong, 1995). O ataque inicial do polimero de celulose acontece pela
agio das endo glucanases, seguida da agfo combinada de endo e
celobiohidrolases com a hidrolise final a glicose mediante a agio das
glicosidases (Goyal et al., 1991).

As endoglucanases s#io respomsaveis pela ' clivagem das ligagdes
glicosidicas B 1,4, atuando em celulose cristalina e em celuloses substituidas
como a carboximetilcelulose. As celobiohidrolases liberam celobiose a partir da
porgéo final niio redutora de celuloses nio substituidas. As B glicosidases atuam
sobre as celobiose liberando monémeros de glicose (Goldman, 1988; Wong,
1995).

A degradacio da porgio hemicelulolitica da parede celular é realizada
pela endo B 1,4 xilanases (EC 3.2.1.8), que atua nas ligagSes f-D-xilanopiranosil
da xilana formando xilooligossacarideos.

Nos frutos de café processados via tmida os microrganismos que ali se
instalam ndo utilizam polimeros como as moléculas de celulose e pectina, € sim
aglicares simples como a glicose, frutose e sacarose (Avallone et al., 2001a).
Este fato pode ser devido & anséncia de pectina liase ou a6 reduzido tempo de
fermentac#io dos cafés despolpados.
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Nos cafés naturais nfio se conhece o potencial celulolitico e /ou
pectinolitico dos microrganismos epifiticos; no entanto, Sakiyama et al. (2001)
isoloram e caracterizaram pectina liase produzida pela bactéria endofitica
Paenibacillus amylobyticus. Wosiacki (1977) afirma que o caréter fitopatogénico
de certos microrganismos estd freqilentemente associado a capacidade de
degradar polissacarideos estruturais como as celuloses, hemiceluloses e
substincias pécticas. Sabe-se que fungos filamentosos, principalmente do género
Aspergillus (Aspergillus niger, A. wentii e A. foetidius), sio produtores de
pectinases e celulases (Fogarty, 1994). E conhecido o alto grau de contaminagio
dos gréios de café por fungos filamentosos em varios estidios de processamento
e beneficiamento. Para que haja a colonizagdo dos tecidos por estes
microrganismos é necesséria a desintegragdo da parede celular mediante o
ataque de celulases e xilanases (Silva et al., 1999). Os fungos filamentosos
poderiam ser os responsaveis pela degradagfio da parede celular por produzirem
celulases secretadas extracelularmente (Wong, 1995). No entanto, ndo parece ser
este grupo microbiano o responsével pela fermentagdo dos cafés naturais, j4 que
no inicio do processo de secagem, momento em que a polpa e mucilagem estdo
presentes, hé um grande predominio em nimero de bactérias e leveduras (Silva
et al. - dados nfo publicados), tendo as espécies de Aspergillus maior incidéncia
durante o armazenamento. Ha excegdes de frutos jé colonizados por fungos
ainda na planta, devido &s condigGes climdticas e tratos culturais inadequadqs.

Pectinases

A mucilagem dos gréos de café apresenta em sua composig8o pectinas e
outros compostos que podem ser substratos de enzimas da propria mucilagem ou
para agdo de enzimas microbianas. A despolimerizagiio da pectina ¢ geralmente
associada com o amadurecimento dos frutos (Wong, 1995).
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A répida degradagdo da mucilagem & importante para a preservag#o da
qualidade da bebida de café, pois ¢ um meio rico para o desenvolvimento de
microrganismos que, através de seus metabolitos, podem depreciar a qualidade
da infusfio (Carvalho & Chalfoun, 1985). Para tal degradagiio, é necesséria a
agio de enzimas pectinoliticas. Jones & Jones (1984) afirmam que as enzimas da
mucilagem nfo sfo capazes de degradé-la na auséncia de microrganismos;
porém, Avallone et al. (2001b) observaram a presenga da pectinametilesterase
na mucilagem de frutos de café. O controle da fermentagdo para degradagéio da
mucilagem em cafés despolpados, no entanto, ndo ¢ um procedimento simples,
pois fermentagSes prolongadas deterioram a qualidade da bebida (Jones &
Jones, 1984). Boccas et al. (1994) afinmaram que algumas indistrias preferem
acrescentar 20s grios enzimas pécticas comerciais para hidrolise da mucilagem.
Estas enzimas s#o produzidas em escala industrial por microrganismos
selecionados.

Substéncias pécticas sdo substincias heterogéneas na estrutura quimica e
tamanho molecular. A estrutura quimica bésica das substincias pécticas é a-D-
galacturonanas ou o-D- galacturonoglicanos em cadeias lineares de 1,4- a-D-
galactopiranosilurénico. O polimero contém vérios graus de esterificagdo com
grupos carboxilicos e metoxilicos (Wong, 1995).

As enzimas pécticas podem ser classificadas de acordo com seu modo de
agdo, sendo que a poligalacturonase (PG) catalisa a quebra das ligagdes
glicosidicas a 1,4. As exo PG (exo- poli- 1,4 a-D galacturonohidrolase - EC.
3.2.1.67) atacam as porgdes finais ndo redutoras, enquanto as endo PG (endo-
poli a-D- glicanohidrolase- EC 3.2.1.15) atacam a molécula aleatoriamente; a
pectinesterase (pectina pectilhidrolase- EC 3.1.1.11) catalisa a desmetoxilagdo
do polimero, a pectato liase (endo e exo -poli 1,4 a-D- galactoronideo liase)
catalisa a clivagem de grupos desmetoxilados via B eliminagfo e a pectina liase
catalisa a clivagem de unidades de galacturonato esterificados (Wong, 1995).
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B covnorey |

A pectina esterase, PE (EC 3.1.1.11) é a tnica enzima péctica propria da

mucilagem atuando na desmetoxilagdo do polimero (Elias, 1978). A agdo de
microrganismos na mucilagem parece ser restrita a bactérias, segundo Jones &
Jones (1984), os quais ndo encontraram isolados fingicos capazes de produzir
pectinases. Entretanto, Boccas et al. (1994) trabalharam com a produgdo de
pectinases em polpa de café em fermentagdo solida com cepas de fungos
selvagem com alta potencialidade de produgdo. Van Pee & Castelein (1972)
observaram que somente Erwinia dissolvens (reclassificada atualmente como
Klebsiella) foi capaz de produzir exo poligalacturonases e nenhuma produgéo de
polimetilgalacturonase e polimetilesterase foi observada. Alguns anos depois,
Jones & Jones (1984) relataram que bactérias isoladas do café s6 produziam
enzimas que atuavam em pectinas com baixo grau de metoxilagdo ou em acidos
poligalacturdnicos. No entanto, a pectina presente na mucilagem dos frutos €
altamente metoxilada (Avallone, 2001b).

Agate & Bhat (1966), trabalhando com cafés robusta na India, isolaram
leveduras dos géneros Saccharomyces e Schizosaccharomyces, verificando a
agdo destas leveduras na degradagdo da mucilagem, sendo também identificadas
as leveduras Saccharomyces marxianus (renomeada de Kluyveromyces
marxianus (E.C. Hansen) van der Walt (1971)), S. bayanus e S. cerevisiae var.
ellipsoideu, as quais apresentaram alta capacidade pectinolitica.. -
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3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a biodiversidade microbiana, ou seja, isolar, caracterizar e identificar
bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos presentes em frutos de café
natural e grdos beneficiados e armazenados em embalagens de aniagem e

semipermeével em condigdes de camara fria (3 °C € 59% UR).

e Correlacionar as espécies microbianas identificadas durante a secagem e
armazenamento com as condigdes microambientais dos frutos e grdos para o
estabelecimento da sucessdo microbiana, estabelecer possiveis interagGes entre
bactérias, leveduras e fungos filamentosos e também analisar a produgdo de
acidos orgdnicos pelos microrganismos durante o periodo de

secagem/fermentagdo.

e Caracterizar cada espécie microbiana proveniente do café natural quanto a

produgdo de enzimas pectinoliticas, celuloliticas e xilanoliticas.

e Avaliar o potencial toxigénico de fungos filamentosos do género Aspergillus.
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CAPITULO 2

SUCESSAO ECOLOGICA E INTERACAO MICROBIANA EM FRUTOS
E GRAOS DE CAFE NATURAL
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RESUMO

SILVA, C. F. Sucessdo ecolégica microbiana em frutos e grios de café natural.
In: . Sucesséio microbiana e caracterizaciio enzimitica da microbiota
associada aos frutos e grios de café (Coffea ardbica L.) do mumicipio de
Lavras- MG. 2004. p. 45-87. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Os frutos e grios de café natural apresentam uma microbiota epifitica
abundante e diversificada. O objetivo deste trabalho foi conhecer a ordem de
colonizagéio dos frutos pela microbiota naturalmente presente no café e possiveis
interagSes entre os microrganismos. Frutos cereja foram coletados manualmente
em uma fazenda no municipio de Lavras- MG e processados via seca. A
intervalos regulares de 48 horas, amostras dos frutos foram coletadas durante a
fermentacdo/secagem durante 22 dias, e em 40, 132 e 136 dias de
armazenamento em embalagem de aniagem e semipermeével. O isolamento e a
identificac3o de bactérias, leveduras e fungos filamentosos foram realizados
seguindo-se procedimentos padrdes. Foram identificados 693 microrganismos
sendo 275 bactérias, 263 fungos filamentosos ¢ 155 leveduras. Foram
identificadas bactérias Gram positivas ¢ Gram negativas, sendo o género
Bacillus representando 80% das espécies bacterianas. Aspergillus foi o género
mais abundante com 42,6% do total de isolados de fungos. Espécies de
Penicillium, Fusarium e Cladosporium foram também identificados nas
amostras coletadas Dos isolados leveduriformes 42,6% pertenceram ao género
Debaryomyces, mas identificou-se também espécies de Pichia, Candida e
Saccharomyces. Bactérias foram predominantes em frutos com teores elevados
de umidade (67,45%), sendo seguidos pelos isolados de leveduras durante a
secagem dos frutos. Durante o armazenamento houve predominio de fungos
filamentosos principalmente do género Aspergillus. Assim, concluiu-se que, a
umidade dos frutos e grios de café é um dos fatores que seleciona e direciona a
colonizagio pela microbiota epifitica naturalmente presente.
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ABSTRACT

SILVA, C. F. Microbial ecological succession in fruits and natural coffee beans.
In: . Microbial succession and enzymatic characterization of the
microbial associated of fruits and coffee beans (Coffea arabica L.) of the
municipal district of Lavras — MG. 2004. p. 45-87. Thesis (Doctorate in Food
Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The epiphytic microbiota present in the fruits and natural coffee beans
is abundant epiphytic and diversified. The main objective of this work was to
find out the order of colonization of the fruits which are naturally present the
coffee and also observe possible interactions among the microorganisms. Fruits
cherry were collected manually in a farm in the municipal district of Lavras -
MG. Samples were taken at regular intervals of 48 hours, during the
fermentation/drying period for 22 days. Samples were also collected in 40, 132
and 136 days of storage in plastic and semi permeable jute bags. The isolation
and identification of bacteria, yeasts and fungi were done following standard
procedures. It was identified 693 microorganisms being 275 bacteria, 263 fungi
and 155 yeasts. Were identified bacterias positive Gram and negative Gram,
being the genus Bacillus representing 80% of the bacterial species Aspergillus
was the most abundant genus showing 42,6% of the total isolated of fungi.
species of Penicillium, Fusarium and Cladosporium were also identified. Of the
yeasts isolated 42,6% belonged to the genus Debaryomyces, but species of
Pichia, Candida and Saccharomyces were also present. Bacteria were
predominant in fruits with high humidity (67,45%), being followed by yeasts
during the drying period of the fruits. During the storage there was prevalence of
fingi mainly species belonging to the genus Aspergillus. It was possible to
conclude that the humidity of the fruits and coffee beans is one of the factors
that selects and addresses the natural colonization of coffee beans by epiphytic

microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Na superficie dos frutos e grios de café existe a presenga de uma
microbiota abundante e diversificada (Silva et al., 2000). A composi¢io quimica
dos frutos, como proteinas, aglicares e minerais, e sua alta umidade favorecem o
rapido crescimento de microrganismos (Roussos et al., 1995). Em cafés naturais
(processamento seco), espécies de fungos que colonizam e produzem toxina sio
mais estudadas a fim de se evitarem as condi¢Ges ambientais favoraveis para,
principalmente, a produgiio de micotoxinas.

No entanto, Silva et al. (2000) observaram que os frutos de café em
véirios estidios de maturagio e processamento comportam uma grande
diversidade microbiana referente ndo somente a fungos filamentosos, mas
também a bactérias e leveduras. Em cafés processados via imida a andlise da
microbiota comprovou a participagdo de bactérias e leveduras com capacidade
pectinolitica amando na degradagio da mucilagem (Van Pee & Castelein, 1972;
Agate & Bhat; 1966, Frank et al., 1965).

Em cafés naturais, a agdo de microrganismos atuando na fermentagéo da
polpa e mucilagem ainda ndio estd totalmente esclarecida, fato que poderia
alterar a qualidade do produto através da acelera¢dio do processo de secagem ou
da excregéio de metabdlitos para o gréo de café.

Durante o processo de fermentagio/secagem dos frutos de café, com as
mudangas na estrutura e composi¢io quimica dos frutos, ¢ estabelecida uma
sucess#io de microrganismos, cuja colonizagdo estaria dependente das condigSes
atmosféricas locais (umidade, temperatura), dos frutos ¢ da genética de cada
espécie microbiana capaz de secretar enzimas extracelulares ou de sintese de
compostos que possam lhes conferir protegdo contra a agio antimicrobiana de
espécies antagonicas.
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O conhecimento da dinimica de uma sucess#o microbiana em frutos e
grios de café poderd ser um instrumento para possiveis intervenges nos
procedimentos agricolas nas plantagSes de café desde que esteja totalmente
esclarecida, para tanto, foi objeto de estudo deste trabalho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foi coletado um lote correspondente a uma saca de sessenta litros de
café, em cultivo nfo adensado, no estidio cereja de maturagio da espécie Coffea
arabica var. Acai4, de forma aleatéria, na plantagio e no pé de café, em uma
fazenda no municipio de Lavras-MG, com altitude de 750 a 800 m. Os grdos
foram processados por via seca, permanecendo em terreiro de cimento até se
obter a umidade ideal de beneficiamento (11%). Os frutos foram beneficiados e
porgdes com mesmo peso foram divididas em sacos de aniagem e sacos
semipermeéveis (sacos plasticos de poliestireno) e armazenadas em Cémara fria
a3 °C, a59% U.R. até 136 dias.

2.2 Contagem e isolamento de microrganismos

Durante o periodo de secagem foram coletadas amostras dirias de grdos
de café, escolhidos aleatoriamente, em nimero de duzentos (200) frutos, do lote
inicial, e entiio colocados, assepticamente, em Erlenmeyers com 1,8 litro de dgua
peptonada estéril (1% de peptona e 5% de NaCl, esterilizada a 121°C/ 15 min),
nos quais foram agitados durante vinte (20) minutos, em agitador orbital Tecnal
- TE 140 em 80 rpm. A partir do extrato obtido, foram preparadas diluigdes
decimais de 107 a 10°.

Para a determinag3o da contagem total de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, foi tomado 0,1 mL de cada diluigdo, em triplicata, o qual foi
espalhado com alga de Drigalsky no meio WL (DIFCO). Foi utilizado o meio
*Eosine Methylene Blue" (MERCK) para detecgéio prévia de Escherichia coli ou
Enterobacteriaceae, MRS (OXOID), acrescido de nistatina para contagem de
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bactérias lacticas, ¢ o meio DG18 para crescimento de fungos filamentosos ¢
leveduras. As placas foram incubadas a 28 °C e a contagem total de bactérias foi
realizada apés 24-48 horas de incubagdo. Para a contagem ¢ morfologia de
fungos filamentosos, as placas foram incubadas por 168 horas.

A partir da contagem total foi escolhida, para morfologia de colonia,
uma placa de cada meio e dilui¢io cuja contagem estivesse entre 30 e 300
colénias. O niimero de isolados a serem selecionados para identificagdo, foi
determinado calculando-se a raiz quadrada do mimero total de isolados,
contados conforme mencionado no Bacteriological Manual for Foods (FDA,
1972). A morfologia de colénia incluiu as seguintes caracteristicas observadas:
tamanho da colénia (andlise comparativa com outras coldnias presentes naquele
meio), forma, elevagdo, cor e bordo.

Os isolados foram purificados e as leveduras, separadas de bactérias por
exame microscépico. Das culturas puras de bactérias foram realizados testes de
coloragdo diferencial de Gram (técnica formulada por Christian Gram (1884) e
descrita Pelczar et al., 1996), teste de producdio da enzima catalase e de
motilidade.

Todos os isolados bacterianos foram transferidos para criotubos
contendo YEPG liquido e acrescidos de glicerol para uma concentragio final de
20%. Leveduras foram preservadas como descritos para bactérias e fungos
filamentosos em meios SNA ou MEA, dependendo do género do fungo.

2.3 Identificacfio das espécies microbianas
Identificaciio de bactérias

Os isolados bacterianos foram repicados para placas com meio PCA
(triptona 0,5%; extrato de levedura 0,25%; glicose 0,1%; agar 1,5%) e incubados
a 28 °C por 24 horas. A partir deste tempo, os isolados foram submetidos a testes
de coloragio de Gram e catalase. Os isolados separados nos dois grupos (Gram
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positivos ¢ Gram negativos) foram submetidos a realizag#o de testes especificos
para a identificagdo das espécies. ’

Identificacfio de bactérias Gram negativas

Estes isolados foram identificados através de Kits do Sistema Bac-Tray
I, I e II (Difco). Inicialmente realizou-se o teste para detectar a presenga da
enzima oxidase utilizando teste comercial Bactident Oxidase-1.13300 -
(MERCK). O teste de oxidase consiste na confirmagéio ou ndo desta enzima nos
microrganismos.

Isolados Gram e catalase negativos foram inoculados no sistema Bac-
Tray I e II e os Gram negativos e oxidase positivos, nos kits do sisterna Bac-
Tray II. Cada Kit Bac-Tray consiste de dez diferentes substratos contidos em
um suporte de poliestireno descartivel. As provas do sistema Bac-Tray I
consistem de hidrélise da P galactosidase, dehidrolagio da arginina,
descarboxilagio da lisina, descarboxilagio da omitina, produgdio de H,S,
presenga de urease, producio de acetoina (VP), desaminagio da fenilalanina,
produgiio de indol e utilizagfo de citrato. As reagSes do sistema Bac Tray Il
foram: utilizagio do malonato, utilizagio de rammnose, adonmitol, arabinose,
inositol e sorbitol, sacarose, manitol e rafinose com produgéo de 4cido.

Reagoes de toleriincia a cetrimida, utilizacSo de acetamida, elevagdo do
pH por malonato citrato, utilizagio de maltose, hidrélise da esculina, controle de
intensidade de cor para o teste de arginina, dehidrolagdo da arginina, hidrélise da
uréia e metabolizagio do triptofano resuitando em indol estio presentes no
sistema Bac-Tray III.

Para inoculagio nas galerias do suporte foi realizada uma suspenséio da
cultura bacteriana com 24 horas de incubagfo, em 3 mL de dgua destilada
estéril, tomando-se o cuidado de inocular pouco material para evitar turvagéio do
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meio. As galerias do Bac-Tray foram incubadas por 18- 24 horas a uma
temperatura de 28 °C. A identificag@o das espécies foi realizada pela soma dos
resultados positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO). Tendo-se o
c6digo, determina-se a espécie por meio da anilise de um software.

Identificaciio de bactérias Gram positivas

Os isolados de bactérias Gram positivas foram submetidos a um
tratamento térmico (80 °C/ 10 min ou fervura por 1 minuto) para induzir a
esporulagéio. Preparar;m-se entdo laminas e, por exame microscopico, foram
separadas as bactérias formadoras de esporos das n#o formadoras.

Para a identificagio das espécies, foram realizados testes bioquimicos e
de motilidade de acordo com as recomendagdes propostas no "Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology” (Holt et al., 1994). Bactérias Gram positivas
esporuladas foram submetidas a teste de manitol, Voges- Proskauer, crescimento
em anaerobiose, crescimento em NaCl, degradagio do amido, gelatina e caseina.
Bactérias Gram positivas nio esporuladas foram identificadas segundo os
resultados dos testes de redug#io de nitrato a nitrito; motilidade a 22 °C;
fermentagio de carboidratos (glicose, lactose, sacarose, maltose, salicina,
manitol, trealose e xilose); reagéo de Voges- Proskauer e liquefagdio da gelatina
a22°C. '

Todos os isolados foram inoculados nos meios especificos a partir de
repiques com 24 horas de incubagio.

Identificacio de fungos leveduriformes

Os fungos leveduriformes foram identificados com base em testes
bioquimicos e chaves dicotdmicas propostas por Barnett et al. (2000). "

As colonias de leveduras repicadas em meio DG18 e incubadas a 28°C,
por 24 horas, foram transferidas para tubos eppendorf com 4gua destilada estéril
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para esgotamento das reservas energéticas das células leveduriformes,

Estas suspensoes, apos 24 horas, foram transferidas para uma placa de
méarmore estéril com 20 perfuragdes. Como num sistema de carimbo, as
colonias foram inoculadas em placas contendo os meios para testes de
assimilag@io de carboidratos (glicose, galactose, sacarose, maltose, celobiose,
trealose, lactose, melibiose, rafinose, melicitose, sorbose, inulina, amido solavel,
xilose, L ¢ D arabinose, D- ribose, L- ramnose, glicerol, eritritol, ribitol,
galactitol, manitol, glucitol, salicina, L-K-d- glucanal, succinato de sédio, citrato
de sédio, inositol, metanol, etanol e dcido quinico) e nitrogénio (nitrato e nitrito
de sédio, lisina, etilamina, glucosamina) resisténcia a cicloheximida (0,01% e
0,1%), crescimento em meio sem vitamina e teste de osmolaridade (50% ¢ 60 %
de glicose e 10% e 16% de NaCl). Testes de fermentagdo meio liquido
contendo D-glicose, sacarose, maltose e D-galactose, melibiose, melicitose,
celobiose, rafinose, D-xilose e metil o-D-glucosideo e crescimento a 30, 35, 37,
40 e 42 °C, em tubos de ensaio, também foram realizados.

As placas inoculadas com meio de cultura para os testes de assimilaggo
foram incubadas 3 temperatura de 28 °C e a leitura dos resultados foi realizada
em intervalos de 7 a 21 dias. Os resultados foram analisados comparando-se o
crescimento das coldnias com controle positivo ¢ negativo. Valores numéricos
foram atribuidos ao crescimento microbiano, sendo 0 - colénia igual ao controle
negativo; 1 - colonia ignal ao controle positivo; 2 - colénia apresentando o dobro
do tamanho da colénia no controle positivo; e 3 - o triplo ou maior que o
tamanho da coldnia comparado ao controle positivo.

As leituras dos testes de fermentagdio de carboidratos em meio liquido e
crescimento a diferentes temperaturas foram realizadas apds 24, 48 e 72 horas e
apés 7, 14 e 21 dias de incubagdo. Os dados obtidos da fermentagfio de
carboidratos foram referentes & produgdo de 4cido e 4 quantificagdo da produgéo

de CO, (pelo deslocamento do meio liquido nos tubos de Duhran).
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Idenﬁﬁcacio de fungos filamentosos.

Para identificagio dos gémeros de fungos filamentosos foram
comparadas_caracteristicas em microscopia ¢ morfologia de colénias segundo
Booth (1971), Nelson et al. (1983), Bamnett & Hunter (1987), Pitt & Hocking

(1997).

2.4 Identificac3o de Acidos orginicos inerentes dos frutos e griios de café e
produzidos por microrganismos.

A andlise de 4cidos orginicos em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) foi realizada em amostras de frutos coletadas durante o
periodo de secagem em terreiro até a umidade dos frutos equivaler a 19,78%, o
que corresponde a 0,82 de atividade de 4gua (a.). De cada dia coletado as
amostras foram separadas em polpa + mucilagem e grios. _

Analisaram-se os seguintes acidos: acético, lictico, malico, butirico,
propidnico, citrico, oxélico, succinico e tartarico.

As condiges para analise de acidos foram as seguintes: 2 g de amostra
foram misturadas com 4gua e agitada durante 30 minutos. Apds, a solugéo foi
diluvida em 10 mL de 4gua destilada, filtrada e analisada em coluna C610H com
aplicacio de 20 pL, tendo como fase mével dgua destilada com 1% de acido
fosforico em fluxo de 0,6 mL/min a 40 °C. A detecgiio foi conduzida em UV a
210 am (Jham et al., 2002).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos de café, assim como outros alimentos, apresentam alteragSes
na estrutura ¢ composicio quimica, que interferirdo na colonizag@io pelas
espécies microbianas. Estas diferencas nos frutos de café podem estar
relacionadas com o longo periodo de secagem (15-25 dias) a que os frutos foram
submetidos.

Do total de 940 isolados, 693 foram identificados quanto 3 espécie,
correspondendo a 73,7%. Do total de isolados calculou-se a freqiiéncia dos
* grupos microbianos isolados dos frutos e grdos de café (Figura 1). Também na
Figura 1 podem ser encontrados os valores da variagio do teor de umidade dos
frutos e a atividade de dgua (aw) correspondente.

A diversidade microbiana da superficie de frutos de café ja havia sido
pesquisada por Silva et al. (2000), na regifio Sul de Minas Gerais, desde frutos
cereja até secos terreiro. Os autores, entretanto, nio descreveram uma
sucessfio ecologica nos frutos de café devido 4 origem mista de suas amostras.
Nesta pesquisa realizada e aqui descrita, as amostras foram tomadas de um
mesmo lote de frutos, sendo possivel observar uma sucessdo ecolégica
microbiana. Esta sucessdio foi muito diversificada em nimero de individuos e
espécies, influenciadas principalmente pelo teor de umidade dos frutos e grios,
conforme observado na Figura 1. As diferentes condigdes de umidade e
composigdo quimica dos frutos e grios de café também podem influenciar na
competicio pelo substrato e, portanto, na colonizagdo destes pelos
MicTorganismos.
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FIGURA 1 Freqiiéncia dos isolados de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos isolados de frutos e grdos de café natural durante o
processamento via seca e armazenamento. A linha em vermelho
representa a umidade dos frutos em cada dia de permanéncia em
terreiro e durante o armazenamento ¢ a linha azul representa a
-atividade de agua correspondente a umidade. As letras A, B e C
representam grdos armazenados em embalagem de aniagem aos
40, 87 e 132 dias de armazenamento, respectivamente. As letras
D, E e F representam grios de cafés armazenados em embalagem
semipermedvel aos 40, 84 e 136 dias de armazenamento,
respectivamente, em camara fria a 3 °C a 59% UR.

Liardon et al. (1989) estudaram fatores bioquimicos e microbiologicos
que poderiam comprometer a qualidade da bebida de café. Observam que a
populag@o microbiana presente na superficie dos frutos de café foi superior em

relagio a microbiota presente nos grdos verdes e igualmente superior a
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populagdo endofitica, sendo assim importante o estabelecimento da populagiio
epifitica dos frutos e grios de café, uma vez e compostos excretados pelos
microrganismos durante seus metabolismos podem migrar para a semente, a
qual ¢ utilizada para a infus@io da bebida de café (Carvalho et al., 1997).

Os frutos maduros de café apresentaram, no inicio da secagem (tempo
0), umidade de 67,45%, que representa atividade de agua de 0,85 (Figura 1).
Observou-se que nos seis primeiros dias de secagem dos frutos de café no
terreiro houve perdas significativas de umidade, obtendo-se, até o 6° dia, perda
de 38% de umidade. Do 12° ao 16° dia de secagem a perda de umidade ndo
ultrapassou 0,23%, tendo, nos tempos seguintes, 18°, 20° e 22° dias de secagem,
os valores de 15,78; 13,74 e 11%, respectivamente. No 22° dia de secagem
obteve-s¢ a umidade segura para o armazenamento (11% de umidade e
equivalendo a a,, de 0,52). A umidade do gréio pode ser correlacionada a a, ,
sendo esta um dos fatores que podem afetar o grau de colonizagf#o e a espécie
microbiana colonizadora (Magan & Lacey, 1984).

Os grios de café foram acondicionados a 3 °C e 59% UR, em
embalagem de aniagem (material usado para armazenagem dos grdos de café
nos armazéns) e em embalagem semipermedvel. Esta condigfio propiciou uma
reidratagdo dos grios de café, principalmente os grios armazenados em sacos de
aniagem em que se constatou um aumento de 8% na umidade, tendo-se, assim,
as mesmas condi¢des de umidade daquelas obtidas do 12° ao 16° dia de secagem
dos frutos. Os grios de café acondicionados em embalagem semipermeével
sofreram acréscimo de 2% de umidade se comparados ao valor obtido no 20° dia
de secagem dos frutos. A caracterizagio quimica e fisica dos grios armazenados
estana Tabela 1.

Apesar de os valores de umidade durante o armazenamento coincidirem
com certos dias de secagem, este fato ndo tomou o substrato igualitério em
condigdes fisicas e quimicas durante a secagem ¢ armazenamento. Isto porque
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durante a secagem, os frutos de café estdo sendo secos integros, on seja, casca,
polpa e semente, diferentemente do ocorrido durante o armazenamento, em que
o substrato resumiu-se ao grio de café, ou seja, o café verde.

A microbiota predominante dos frutos de café da arvore (tempo 0) foi de
bactérias, com 96,3% do total de microrganismos (bactérias, fungos
filamentosos e leveduras) amostrados. Maior populagéo bacteriana também foi
observada no 4°, 8°, 12°, 18° e 22° dias de secagem dos frutos de café. Durante o
armazenamento, bactérias predominaram no 132° dia em grios acondicionados
embalagem de al;iag (Figura 1, letra C) e no 84° e 136° dias de gréos
acondicionados em embalagem semipermeavel (Figura 1, letras E e F,
respectivamente).

Roussos et al. (1995) trabalharam com quatro diferentes amostras de
café (café despolpado com presenca de agua; despolpado sem 4gua, polpa
liofilizada e casca de café obtido pelo processo seco) quanto a populagdo
microbiana presente nestas amostras. Na amostra de casca de café obtida pelo
processamento seco a contagem de bactérias foi de 94,3% da microbiota total,
dado muito semelhante ao encontrado neste trabalho, que também utilizou o
processamento seco, tendo contagem de bactérias de 96,3% do total de isolados
microbianos. Todas as espécies de plantas em habitat natural estfio associadas a
uma microbiota bacteriana epifitica. O tamanho da populagdo bacteriana
epifitica parece estar relacionada com o crescimento sazonal da planta, sendo
diminnido em porgdes imaturas da mesma. As bactérias epifiticas podem ser
fitopatogénicas, mas podem estabelecer uma relagdo comensal com a planta sem
0 desenvolvimento da doenga (Lindow & Andersen, 1996).
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TABELA 1 Caracteristicas quimicas e fisicas dos grios de café armazenado em embalagem de aniagem e

semipermedvel.
Caracteristicas Griios armazenados em sacosde  Grilos armazenados em embalagem
aniagem semipermeidivel
Umidade (%) 19,05 13,73
Acidez (mL NaOH 0,1N) 200 250
Polifenoloxidase (U/g/min) 68,69 89,36
Peroxidase (U/g/min) 133,55 123,33
Compostos fen6licos (%) 6,901 7,685
Agicares redutores (%) 0,360 0,408
Agcares totais (%) 1,54 1,68
Sacarose (%) 1,12 1,21
Pectina solvel (mg/10 g) 899,09 737
Pectina total (mg/100 g) . 881,22 640,09
Solubilizagéo (%) 81,97 72,64
FDA (%) 29 27,2
Lignina (%) 9,6 . 74

Celulose (%) 19,40 ' 19,80




No 2°, 6°, 14° e 16° dias de secagem houve predominincia de leveduras
em relagdio a bactérias, sendo que neste éltimo ocorreu a maior diferenca, 68%.
Durante 0 armazenamento a populagdo leveduriforme foi detectada em gréos
armazenados em embalagem semipermeével aos 40 dias de armazenamento
(Figura 1, letra D) e em embalagem de aniagem aos 132 dias de armazenamento
(1 isolado, valor nfo registrado na Figura 1 igual a 0,1%).

Os fimgos filamentosos foram detectados em frutos da arvore, em todos
os dias de secagem dos frutos em terreiro e durante as condigSes de
armazenamento (embalagem, temperatura ¢ umidade). Porém, foram
significativamente predominantes em grdos de café acondicionados em
embalagem de aniagem no 40° e 87° dias (Figura 1, letras A ¢ B,
respectivamente).

A contagem de leveduras no trabalho desenvolvido por Roussos et al.
(1995) foi considerada desprezivel, o que difere deste trabalho, cuja contagem
foi inferior 4 de fungos filamentosos e bactérias, mas em valor de 22,4% dos
isolados totais. A contagem de leveduras foi maior em relagdo a de bactérias
somente nos dias de secagem nos quais a a,, permaneceu entre 0,82 ¢ 0,85. A
maioria das leveduras cresce nesta faixa de dgua disponivel (0,8-0,9), segundo
Sinha (1979). Fungos filamentosos foram isolados no trabalho de Roussos et al.
(1995) com contagens semelhantes em todas as amostras, com exce¢do de
amostras de casca de café em que houve um aumento de 5,2% em relaglo as
outras amostras. ~ |

Abmad & Magan (2002), estudando as diferencas da populagdo
microbiana entre cafés Coffea arabica e Coffea canephora, constataram que
bactérias foram isoladas em todas as amostras analisadas a partir de dilui¢des
seriadas em meios de cultura sintéticos. Fungos filamentosos foram isolados nas
duas espécies de café, porém em poucas amostras. Antes da colheita os fungos
podem estar presentes em baixos niveis, que serdo acrescidos durante a colheita,
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secagem e estocagem dos grios (Magan & Lacey, 1988). Este fato foi
constatado neste trabalho, em que a partir do 14° dia de secagem houve um

incremento da populag#o fingica. Na literatura ainda ndo hé descrigdio de fatores
bidticos e abidticos que influenciam o estabelecimento de grupos de
microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) em frutos e gréos
de café durante todo o processo do café natural.

A populagiio microbiana presente nos frutos e gréos de café foi varidvel
em niimero e espécie. Sinhd (1979) descreven que os grdos sdo caracterizados
como ecossistemas imaturos devido is grandes flutuagSes de individuos e
espécies. As bactérias geralmente requerem alta atividade de 4gua para
crescerem (> 0,9), enquanto os fungos filamentosos podem se desenvolver
ambientes mais secos (a. entre 0,7-0,8), tendo as leveduras ocupagéo
intermediéria (0,8-0,9) entre estes dois grupos (Hahn-Hagerdal, 1986; Sinhd,
1979). As diferengas na populagfo microbiana encontrada trabalhos com
café natural sio justificaveis devido ao tempo de exposi¢ao e superficie (terreiro
de secagem) em que os frutos s#o submetidos &s condigdes atmosféricas durante
o periodo de secagem. O tempo de exposigio é varidivel, pois em cada localidade
produtora de café as condiges climiticas durante a secagem podem ser
diferentes.

Até o quarto dia de secagem foram identificadas 9 diferentes espécies de
bactérias, 7 espécies de leveduras e 16 espécies diferentes de fungos
filamentosos. Dentre as espécies de bactérias encontram-se aquelas identificadas
como Gram negativas, principalmente Enterobacteriaceae, ¢ as Gram positivas,
principalmente Bacillus. A maior diversidade de espécies de fungos no 4° dia de
secagem também refletiv na predominéincia em mimero de isolados destes
microrganismos (Tabela 2). Do 6° a0 12° dia de secagem (Tabela 2) foram
identificadas 15 diferentes espécies de bactérias, 11 espécies de leveduras e 10
espécies diferentes de fungos filamentosos. Nove espécies de bactérias Gram
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negativas foram isoladas e identificadas no 8° dia de secagem, tendo estas
espécies um isolado. Opostamente, neste dia foram identificadas somente 3
espécies de Bacillus, sendo Bacillus subtilis identificado 35 vezes. O decréscimo
de espécies de fungos filamentosos, em relagdo aos primeiros quatro dias de
secagem, foi reflexo principalmente da redugdio de diferentes espécies dos
géneros Penicillium e Fusarium. O aumento de 4 espécies de leveduras foi
representado por somente 1 ou 2 isolados (Tabela 2).

Durante o periodo de secagem, ocorrida entre os dias 14° ao 18°
identificaram-se 8 diferentes espécies de bactérias, 10 espécies de leveduras e 17
espécies de fungos filamentosos (Tabela 2). A maior variabilidade de espécies
de fungos mio represeatou predominincia em mimero de isolados destes
microrganismos. Entre os isolados bacterianos foram identificadas 4 espécies de
Gram negativas e namero igual a0 de Gram positivas. Dos isolados de leveduras,
59% representaram espécies do género Debaryomyces (Tabela 2).

Nos quatro dias finais de permanéncia dos frutos no terreiro (20° e 22°
dias de secagem) apresentados na Tabela 2, foram identificadas 6 espécies de
bactérias, 10 de leveduras e 15 de fungos filamentosos. As espécies de fungos
filamentosos foram representadas pelos géneros Penicillium, Fusarium e
Aspergillus. Os isolados bacterianos em igual mimero de espécies foram
identificados de Gram positivas e negativas, porém com predominio em mimero
de isolados de Gram positivas. Dentre as leveduras, o maior nimero de isolados
pertencen a espécie do género Debaryomyces.
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TABELA 2 Espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos isolados da
superficie de frutos de café¢ durante o periodo de secagem do

processamento natural. Entre parénteses o mimero de isolados

identificados.
TEMPO ESPECIESDE ESPECIES DE ESPECIES DE FUNGOS
AMOSTRADO BACTERIAS LEVEDURAS
0 dia Klebsiella oxytora Zygoascus  helenicus Cladosporium
K ozanae @ cladosporioides (7)
Bacillus subtilis (§) ~ Candida saitoana Fusarium lateritium (4)
B. macerans Debaryomyces F. solant (4)
B. cereus hansenit F. illudens (2)
Pichia guilliermondii g monitiforme(sin.
verticilioldes) (2)
F. nivale
Pestalotia sp (3)
Paecelomyces sp
Penicillium  minioluteum
@3)
P. roquefortii
P. solitum
P. funiculosum (2)
P. brevicompactum (2)
P. chrysogenum
2° dia Acinetobacter sp P. guilliermondii C. cladosporioides (3)
B. cereus S. smithice Paecelomyces sp
B. polymyxa (2) C. fermentati P. minioluteum
B. macerans (2) D. polymorphus (2)  P. crustosum
B. subtilis (5)
4° dia B. anthracis C. fermentati (2) C. cledosporioides (2)
B. subtilis (8) P.gutlliermondii (3)  F. solant (2)
B. polymyxa D. hansenii (5)
Arthrobacter sp
B. macerans (2)
B. cereus (3)
...continua...



TABELA 2, cont.

TEMPO ESPECIES DE ESPECIES DE ESPECIES DE
AMOSTRADO BACTERIAS LEVEDURAS FUNGOS
6 dia B. anthracis Arxula adeninivorans  C. cladosporioides
B. subtilis (9) Pichia holstit F. solani (2)
B. polymuxa P. guilliermondii (7)  P. purpurogenum (2)
D. hansenit (5)
D. anomala
. C. membranifaciens
C. saitoana
8 dia Providencia P. guilliermondii (6)  C.cladosporioides (5)
alcalifiencis P. anomala (2) Aspergillus flavus
f;“"etoba“ef p P. burtonii F. illudens
ersinia ; ;
pseudotuberculosis IC) "l:ea;sb:i;‘fmem Pestalotia sp
Enterobacter
agglomerans
Shigella dysenteriae
Yersinia pestis
Pseudomonas
paucimolbilis
E sakasaki
E. cloacae
B. subrilis (35)
B. cereus (2)
B. macerans
12° dia B. subrilis (16) Citeromyces C. cladosporioides
B. cereus (2) matritensis A. flavus
Arthrobacter sp D. polymorphus Paecelomyces (2)
P. fellutanum
P.corylophitum (2)
_ P. solitum
...continua... i
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TABELA 2, cont.
TEMPO ESPECIES DE ESPECIES DE ESPECIES DE FUNGOS
AMOSTRADO BACTERIAS LEVEDURAS
14° dia B. subtilis (11) P. guilliermondii (8)  A. flavus
B. cereus P. anomala (2) P. roquefortii
B. megaterium P. burtonii P. expansum
B. macerans D. hansenii (10) P. citrinum
D. polymorphus (2)  P. janthinelum
S. smithiae (2) P. fellutanum
P. brevicompactum (9)
P. chrysogenum (2)
16° dia Tatumella ptyseos P guilliermondii (5)  F. solani (3)
Serratia plymutica  P. anomala (3) F. illudens (2)
B. subtilis (5) P. sydowiorum F. xylarioides (2)
B. cereus (2) D. hansenii (36) F. stilboides
A. adeninivorans F. concolor
S. smithiae (5) F. equiseti
P. solitum
18° dia S. rubidea P. anomala C. cladosporioides (2)
T. ptyseos P. sydowiorum (2) A flavus
S. plymutica (2) P.subpelliculosa P. roquefortii (6)
B. subtilis (7) D. hansenii P. citrinum
B. cereus (7) A. adeninivorans P. brevicompactum
B. megaterium (3)  Saccharomyces P.crustosum
B. macerans kluyveri
B. polymyxa
20° dia E. agglomerans D. hansenii (6) A. ochraceus (12)
P. putrefaciens A. adeninivorans (2) A flavus (3)
Serratia rubidea P. guilliermondii (2)  F. xylarioides
B. subtilis (T) S. kluyveri F. trincictum
B. cereus (4) S. cerevisiae P.brevicompactum (12)

22° dia

B. megaterium

B. subtilis
B. cereus (3)
B. megaterium (3)

Klyveromyces lactis
P. anomala

P. jadinii

P. holstii

D. bruxellensis

P. roquefortii (2)
P. qurantiogriseum
P. waksmanii

P. citrinum

P. minioluteum

P. solitum

A. flavus (5)

A niger (20)

A. tamarii

A. sydowii

F. lateritium

P. aurantiogriseum

Espécies com um isolado ndo foram grafados entre parenteses.
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Durante o armazenamento de grios verdes em embalagem de aniagem
(Tabela 3), observou-se maior variabilidade de espécies ocorridas no 132° dia,
sendo identificadas 14 espécies de bactérias, 1 espécie de levedura e 10 espécies
de fungos filamentosos, com predominio em niimero de isolados pertencentes ao
género Aspergillus. Dos grdos verdes armmazenados em embalagem
semipermeével foi observada uma maior variabilidade de espécies na populagéio
bacteriana (11 espécies). Trés diferentes espécies de leveduras e 8 de fungos
filamentosos foram identificadas nesta condig#o de armazenamento (Tabela 3).

De todo 0 exposto presumiu-se que a maior variabilidade de espécies
ocorreu entre o 6° e 18° dia de secagem, cujas condigdes de umidade dos frutos
estavam entre 29,35 e 15,78%.

De todos isolados bacterianos (275 isolados) identificados, houve
predominincia em nimero de bactérias Gram positivas esporuladas pertencentes
a0 género Bacillus (80,4%), sendo este género emcontrado durante todo o
processamento seco ¢ no armazenamento (Tabelas 2 e 3). Este género ¢
caracterizado pela sua freqiiéncia em solos, com particularidade de esporulagdo
que promove a sobrevivéncia das células em condi¢des adversas. Algumas
espécies de Bacillus sio capazes de produzir uma série de enzimas
extracelulares que degradam compostos complexos como as celulases e pectinas
(Coughlan & Mayer, 1991). Estes dois polimeros encontram-se presentes na
casca, polpa e mucilagem dos frutos de café, podendo, portanto, ser atacados por
estas enzimas microbianas. No entanto, a utilizagZo de polissacarideos pode ser
feita por microrganismos priméarios e secundarios. Algumas espécies de Bacillus
excretam somente endoglucanase, assumindo papel primirio na utilizagéo da
celulose, pois nfo apresentam a f-glicosidase capaz de reverter a celobiose
(proveniente da degradagio de celulose) em glicose (Coughlan & Mayer, 1991).

Portanto, apesar da capacidade celulolitica do género Bacillus, seu
crescimento pode ter sido sustentado por agilicares simples,
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TABELA 3 Espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos isolados da
superficie de grdos beneficiados de café natural durante o periodo
de armazenamento em cdmara fria (3 °C/59% UR). Entre
parénteses o nimero de isolados identificados.

TEMPO BACTERIAS LEVEDURAS FUNGOS
40 dias Bacillus subtilis (6) Pichia anomala (2)  Aspergillus flavus (6)
(armazenamento B. cereus (3) Debaryomyces. Penicillium citrinum (2)
embalagem  B. megaterium (3) Hansenit P. corylophilum
semipermedvel) Stephanoascus. P. chrysogenum
Smithiae P. roguefortii
40 dias
(armazenamento A flavus
em aniagem)
84 dias B. subtilis (3) A flavus (2)
(semipermedvel) B. megateriun (5) P. brevicompactum
B. cereus P. viridicatum
Tatumella ptyseos P. citrinum
87 dias B. subtilis Cladosporium.
(aniagem) cladosporioides (5)
F. concolor
P. roquefortii
P. citrinum
P. solitum
132 dias Kurthia sp S. smithiae C. cladosporioides (2)
(aniagem) Enterobacter agglomerans A flavus (21)
Pseudomonas. paucimobilis A niger (13)
Serratia rubidea (6) A foetidius)
Enterobacter aerogenes A dimorphicus (2)
Acinetobacter Fusarium. lateritium
Providencia rettigeri (2) P. citrinum
Cedecea lapagei P.implicatum
B. anthracis (4) P. crustosum
B. fastidiosus P. waksmanii
B. subilis (10)
B. cereus (10)
B. megaterium (6)
B. macerans
...continua__.
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TABELA 3, cont.

136 dias Kurthia sp) A flavus (11)

(semipermedvel) T, ptyseos A. niger (9)
Serratia rubidea F. lateritium
S. plymutica P. citrinum (2)
Acinetobacter (2)
Providencia nirabilis
B. anthracis
B. subtilis (4)
B. cereus (2)
B. megaterium
B. macerans

Espécies com um isolado nfo foram grafadas entre parénteses.

como glicose, xilose, arabinose e sacarose, assim como também para o
crescimento leveduriforme. A capacidade celulolitica de Bacillus poderia
contribuir para a despolimerizagio dos complexos celuloliticos, tornando os
frutos de café, durante a fermentagdo, capazes de suprir as necessidades de fonte
de carbono da intensa carga microbiana naturalmente presenmte, incluindo
bactérias, leveduras e fungos.

Das espécies celuloliticas de Bacillus encontradas destacaram-se B.
cereus, B.polymyxa e B. subtilis. Das bactérias Gram positivas, 0 género
Arthrobacter, também identificado neste trabalho, € capaz de degradar a celulose
(Coughlan & Mayez, 1991). ’

A espécie Bacillus subtilis apresentou-se sempre superior em niamero s
demais espécies deste género (134 isolados identificados) e foi encontrada em
todos os dias de secagem e durante o armazenamento. No 8° dia de secagem
foram identificados 35 isolados, o que representa 26,1 % do total de isolados
desta espécie (Tabela 2). Esta espécie é conhecida pela sua capacidade de
producdo de quitinase, caracteristica importante para o controle do crescimento
fangico, uma vez que todos os fungos apresentam quitina na sua parede-celular
(Frindberg & Schniirer, 1998). As demais espécies s8o: B. cereus (45 isolados),
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B. megaterium (23 isolados), B. macerans (10), B. anthracis (7), B. polymyxa (5)
e B. fastidiosus (1) (Tabelas 2 e 3).

Bacillus cereus foi isolado desde frutos na #rvore de café até o
armazenamento (Tabelas 1 e 2). Durante o periodo de secagem, o mimero
méximo de isolados identificados desta espécie foi de 7 isolados no 18° dia de
secagem, tendo sua incidéncia méaxima (10 isolados) no 132° dia de
armazenamento em embalagem de aniagem. Opostamente a B. cereus, B.
megaterium foi isolado somente a partir do 14° dia de secagem, com nimero
méximo de isolados identificados (6) durante os 132 dias de armazenamento em
embalagem de aniagem (Tabelas 2 e 3).

B. macerans, B. anthracis, B. polymyxa e B. fastidiosus apresentaram
ampla distribuigfio durante o processamento seco ¢ durante 0 armazenamento,
com excegdo dos dias 12°, 16° 20° e 22° de secagem, quando nenhuma destas
espécies foi isolada (Tabelas 2 e 3).

Bactérias Gram positivas nfio esporuladas representaram 5 isolados,
sendo 3 pertencente ao género Kurthia e 2 pertencentes ao género Arthrobacter,
os quais foram isolados e identificados somente no 4° ¢ no 12° dias de secagem
(Tabela 2), Kurthia foi isolado no 132° e no 136° dias de armazenamento
(Tabela 3).

Bactérias Gram negativas representaram 19% do total de isolados
bacterianos, sendo ideatificadas durante os dias 0 (frutos na érvore), 2, 8, 16, 18
e 20 de secagem, 84 e 136 dias de armazenamento em embalagem
semipermeédvel ¢ 132 dias em embalagem de amiagem (Tabelas 1 e 2). As
bactérias Gram negativas apresentaram maior diversidade de espécies, porém
com rednzido mimero e tempos amostrados. Diferentemente das bactérias Gram
positivas, as Gram negativas necessitam de valores elevados de atividade de
égua (a,) para o seu crescimento, normalmente na faixa de 0,9- 1{Sinha, 1979).
Estas bactérias podem ser fitopatogénicas, mas, podem se desenvolver em
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regime comensal sem danos i planta hospedeira, principalmente espécies de
Pseudomonas (Lindow & Andersen, 1996). Este género apresenta a vantagem de
ser capaz de degradar cafeina, um composto presente nos frutos de café
(Yamaoka-Yano & Mazzafera, 1998) que inibe o desenvolvimento de
microrganismos, e também sdo bactérias capazes de inibir a produgéo de toxinas
(Hasan, 1996). A interagio entre bactérias, crescimento de fungos ¢ produgéo de
toxinas também foi observada Acetobacter aceti, estimulando, ¢ em
Brevibacterium, inibindo a produgdo de aflatoxina (Moss, 2000).

Bactérias Gram negativas foram predominantemente Enterobacteriaceas,
sendo os géneros mais incidentes Serratia, Acinetobacter e Tatumella. Estas
bactérias apresentaram maior diversidade de espécies em relagdio as bactérias
Gram positivas, porém com menor incidéncia de isoledos. As espécies
identificadas foram: Serratia rubideae (9 isolados), S. plymutica (4),
Acinetobacter sp (5), Tatumella ptyseos (4), Enterobacter agglomerans (3), E.
cloacae (1), E. aerogenes (1), E. sakasaki (1), Pseudomonas paucimobilis (2), P.
putrefaciens (1), Providencia retigeri (2), P. alcalifaciens (1), P. mirabilis (1),
Klebsiella oxytora (1), K ozanae (1), Shigella dysenteriae (1), Yersinia
pseudotuberculosis (1), Y. pestis (1) e Cedecea lapagei (1) (Tabelas 2 e 3).

Espécies como Enterobacter aerogenes, E. cloacae e isolados do género
Klebsiella, que foram isoladas neste trabalho de café patural, também foram
identificadas em cafés robusta oriundos do Congo e processados via imida (Van
Pee & Castelein, 1972) ¢ em polpa fresca de Cofféa arabica na Colémbia, além
dos géneros Serratia e Pseudomonas (Blandon et al., 1999). No trabalho com
café robusta (Van Pee & Castelein, 1972), visava-se a identifica¢éio de bactérias
Gram negativas pectinoliticas, mas somente a espécie identificada como
Enterobacter dissolvens foi capaz de quebrar as substéincias pécticas. Em nosso
trabatho testou-se a capacidade de utilizagio de 4cido poligalacturdmico e
pectina pelos isolados (dados mostrados no Capitulo 3). Nenhum isolado foi
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produtor de poligalacturonase, sendo, no entanto, os isolados identificados como
Tatumella ptyseos, Pseudomonas putrefaciens, Enterobacter aerogenes,
Acinetobacter sp e Providencia mirabilis produtores de pectina liase. Tendo a
pectina da mucilagem do café alto teor de metilagdo (60-70%), estas bactérias
poderiam atuar na degradagéo da mucilagem dos frutos de café natural, porém
apresentaram baixo gran de colonizagdo, sendo, portanto, necessdrio prover
condi¢tes adequadas ao seu desenvolvimento, principalmente no que se refere
ao teor de 4gua disponivel, o que se torna um desafio, uma vez que com a
permanéncia dos frutos em terreiro acontecem perdas significativas de umidade
dos frutos.

A anilise de 4cidos orgénicos nos frutos de café revelou a presenga de
4cido acético no segundo e oitavo dias de secagem dos frutos em terreiro.
Bactérias ¢ leveduras podem ser responsiveis pela produgdo deste acido; no
entanto, das leveduras identificadas nestes dias de secagem, nenhuma ¢ capaz de
produzir dcido acético, portanto a identificagfio deste composto é de origem
bacteriana, possivelmente de Bacillus (Baraett et al., 2000). Também no oitavo
dia foi detectada a presenca de 4cido ldctico, que € um isémero do édcido acético.

Estes dois dcidos acima citados podem ser oriundos do desdobramento
do élcool produzido pela agio microbiana. Ao se iniciar a produgdo de dcido
butirico e propiénico, comegam a haver prejuizos na qualidade do café (Amorim
& Amorim, 1977) devido ao sabor de cebola (Monaco, 1961). Estes compostos
sdo produzidos em condigSes favordveis de anaerobiose quando os grdos sdo
amontoados. Acido propibnico foi detectado em frutos da arvore e no segundo e
quarto dias de secagem, portanto néio ¢ produto de frutos amontoados ou m4
condugio do processamento. Demais dados da amélise de acidos orgénicos
encontram-se na Tabela 4.

Das espécies de fungos identificadas neste trabalho, muitas j& foram
isoladas e identificadas em frutos e grios de café (Bitancourt, 1957, Wosiacki,
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1977; Mislivec et al., 1983; Daivasikamani & Kanan, 1986; Carvalho et al,,
1989; Meirelles, 1990; Amorim & Melo, 1991; Alves, 1996; Silva et al., 2000;
Batista et al., 2001).

Foram identificados 263 isolados de fungos filamentosos, sendo 28
isolados de Cladosporium, 34 isolados de Fusarium, 81 isolados de Penicillium,
112 isolados de Aspergillus, 4 isolados de Pestalotia ¢ 4 isolados de
Paecelomyces.

Cladosporium cladosporioides foi a espécie fiingica mais encontrada (7
isolados) em frutos da arvore (tempo 0), sendo ainda detectado nos dias 6, 8 ¢ 18
de secagem (Tabela 2) e no 87° dia de armazenamento em embalagem de
aniagem (Tabela 3), havendo neste dia de armazenamento, 5 isolados. Nos dias
de secagem em que foi amostrado, o niimero méximo de isolados obtidos foi
dois (Tabela 2). Em frutos recém cothidos houve maior diversidade de espécies
de fungos filamentosos que sdo naturais dos frutos ou contaminagSes ocorridas
durante a colkeita. Nestes frutos recém colhidos a ocorréncia de Cladosporium
cladosporioides ¢é justificada por este fungo ser natural dos frutos de café
(Pereira, 2002), pois frutos de café no estddio cereja de maturagio apresentam
valor de atividade de 4gua de aproximadamente 0,85, ideal para o
desenvolvimento desta espécie (Samson et al., 2000), além da sua capacidade de
degradagdo da celulose, caracteristica importante para o inicio da fermentagio
dos frutos de café naturais. A incidéncia de Cladosporium durante o periodo de
secagem dos frutos no terreiro pode ser justificada pela associagiio deste fungo
com a broca do café (Hypothenemus hampei) (Pérez et al., 2003), que ataca os
fratos desde o estédio verde até o seco (Souza & Reis, 1997). Foi observado que
durante o processo de secagem, a incidéncia de Cladosporium foi sucedida por
outras espécies.
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TABELA 4 Identificagfo de 4cidos orgénicos inerentes aos frutos e griios de café e produzidos por microrganismos.

TEMPO AMOSTRAS ACIDOS
Acltico  Butirico Citrico  Léctico Milico  Oxdlico Propifnico Succinico  Tartérico
0 P+M - - + - + + + + +
0 Grilo - - + - + + + + -
2 P+M - - + - + + + + +
2 Grilo + - + - + + + + -
4 P+M - - + - + + + + -
4 Grilo - - + - + - + + -
6 P+M - - + - + + - + -
6 Griio - - + - + - - + -
8 P+M + - + + + + - + -
8 Griio - - + - + - - + -
12 P+M - - + - + + - + -
12 Gréio - - + - + - - + -
14 P+M - - + - + + - + -
14 Grilo - - + - + - - + -
16 P+M - - + - + + - + -

Tempo= Tempo em dias de secagem ; P+M = polpa + mucilagem dos fiutos.
+ representa presenga do écido: - representa auséncia do 4cido,
Nomes sublinhados referem-se a 4cidos produzidos por microrganismos.



Os fungos pertencentes ao género Cladosporium nio s&o competitivos,
tendo seu crescimento facilmente inibido pelo contato com hifas de outros
fingos ou por metabélitos por eles secretados (Magan & Lacey, 1984). Assim,
esta espécie sofre a competicio por substrato com fungos capazes de tolerar
menor atividade de 4gua e que apresentam crescimento micelial mais rapido
(Sautour et al., 2002). Foi observado que em temperatura 6tima de crescimento,
C. cladosporioides apresentou o menor crescimento micelial por dia (3 mm) em
relagio a Aspergillus flavus, por exemplo, que crescia 5,7 mm/dia (Sautour et
al,, 2002).

O género Fusarium foi isolado em frutos da 4rvore e durante a secagem
nos dias 4°, 8°, 16° 20° e 22° e durante o armazenamento em embalagem de
aniagem (87° e 132° dias) e em embalagem semipermedvel (136° dia). Foram
identificados 32 isolados deste género pertencentes s espécies F. solani (9
isolados), F. lateritium (7 ), F. illudens (5), F. xylarioides (3), F. concolor ), F.
moniliforme (2), F. nivale (1), F. stilboides (1), F. equiseti (1) e F. tricinctum
(1). Fusarium foi o género que apresentou o maior mimero de espécies
patogénicas (F. lateritium, F. solani, F. moniliforme) em frutos no estadio
cereja. Este género geralmente colomiza e produz toxinas antes ou
imediatamente apds a colbeita dos frutos (Pitt et al., 2000), destacando-se as
espécies aqui identificadas como F. moniliforme ¢ F. equiseti (Mills, 1989). No
entanto, ndo ha relato de detecgiio de toxinas produzidas por Fusarium em gréos
de café. Trabalhos visando a correlag#o entre qualidade de café e a incidéncia de
fungos filamentosos apontam a associagdo entre deterioragio da bebida de café e
a presenca de Fusarium (Silva et al., 2000; Carvalho et al.,, 1989; Krug, 1940).

Das espécies mais incidentes deste género, Fusarium lateritium e F.
solani foram as espécies mais encontradas em frutos da érvore (4 isolados) apés
a incidéncia de C. cladosporioides; fato justificavel, pois Fusarium necessita de
a,, necessiria para desenvolvimento entre 0,86 a 0,90 (Samson et al., 2000). F.

75



lateritium também foi isolado e identificado no 22° dia de secagem e no 132° ¢
136° dias de armazenamento, F. solani foi novamente identificado no 16° dia de
secagem dos frutos de café (Tabelas 2 e 3) e F. illudens foi isolado em frutos na
érvore (tempo 0) no 8° e 16° dias de secagem dos frutos em terreiro (Tabela 2).

Isolados do género Penicillium foram identificados em todos os dias de
secagem, com excegdo do 4° e 8° dias, assim como durante o armazenamento
nos dois tipos de embalagens (Tabelas 2 e 3). Este género foi o que apresentou
maior diversidade de espécies, sendo identificados 81 isolados das espécies: P.
brevicompactum (25 isolados), P. roquefortii (12), P. citrinum (11), P. solitum
(6), P. minioluteum (5), P. chrysogenum (4), P. crustosum (3), P. fellutanum (2),
P. corylophilum (3), P. aurantiogriseum (2), P. wakamanii (2), P. funiculosum
(1), P. purpurogenum (1), P. janthinellum (1), P. expansum (1), P. viridicatum
(1) e P. implicatum (1). O género Penicillium, identificado em mimero reduzido
imediatamente apés a colheita, é mais comum em grios armazenados, pois trata-
se geralmente de espécies xerdfilas (Pitt & Hocking, 1997).

P. brevicompactum foi isolado e identificado em frutos na érvore (2
isolados), no 14° dia (9), 18° dia (1), 20° dia de secagem (12) e durante o
armazenamento em embalagem semipermedvel no 84° dia (1) (Tabelas 2 e 3).
No 20° dia de secagem os frutos apresentavam-se com 13,74% de umidade, o
equivalente a 0,63 de atividade de 4gua, valor abaixo do valor minimo registrado
literatura (0,78). A segunda espécie de Penicillium mais abundante foi P.
roguefortii, representando 14,8% do total de isolados deste género. Esta espécie
foi isolada e identificada em frutos de café na arvore (1 isolado) no 14° dia de
secagem (1), 18° dia de secagem (6) e 20° dia de secagem dos frutos (2) ¢ com 1
isolado durante anmazenamento aos 40 dias em embalagem semipermeével e aos
87 dias em embalagem de aniagem (1) (Tabela 3). Apesar de ser uma espécie
isolada freqiientemente de produtos refrigerados, neste trabalho-apresenton 1
isolado em cada embalagem usada no armazenamento a 3 °C.
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P. citrinum foi isolado e identificado em frutos de café com umidade
entre 19,49% e 13,74% (14, 18 e 20 dias de secagem) com 1 isolado cada dia.
Durante o armazenamento foi encontrado em embalagem de aniagem (87° dia)
com 1 isolado identificado em embalagem semipermedvel no 40° dia (2
isolados), 84° (1) e 136° (2) dia de armazenamento.

Foram identificados 112 isolados do género Aspergillus pertencentes s
espécies: A. flavus (53 isolados), A. niger (42), A. ochraceus (12), A. tamarii (1),
A. sydowii (1), A. foetidius (1) e A. dimorphicus (2). Estes isolados foram
detectados a partir do 8° dia de secagem dos frutos de café em terreiro, tendo
maior incidéncia durante 0 armazenamento, representando 59,6% do total de
isolados (Tabelas 2 e 3). A. flavus, a espécie mais incidente, apresentou-se mais
comum durante o armazenamento em 132 e 136 dias nos dois tipos de
embalagem, sendo possivel notar maior mimero de isolados na embalagem de
aniagem. Foi detectado a partir do 8° dia de secagem (1 isolado), como também
no 12°(1), 14° (1), 18° (1), 20° (3) e 22° dia de secagem (5).

Aspergillus niger representou 37,5% do total de isolados de Aspergillus
sendo encontrado someate no ultimo dia de secagem dos frutos (22° dia) com 20
isolados e durante o ammnazenamento em embalagem de aniagem (132 dias) e
semipermeével (136 dias) (Tabelas 2 e 3). 4. ochraceus foi a espécie encontrada
somente ao 20° dia de secagem, nio sendo detectada em nenhum outro dia de
secagem ou armazenamento dos gros de café.

Foi observado, neste trabalho, que durante o periodo de secagem dos
fratos em terreiro, hi incidéncia de varias espécies de fingos filamentosos,
porém em nimero reduzido, enquanto, mno periodo de armazenamento, a
diversidade de espécies fangicas diminui e prevalecem espécies de Aspergillus e
Penicillium, constantemente presentes em grdos armazenados. Espécies de
Aspergillus ¢ Penicillium sio muito incidentes mos alimentos secos e/ou
armazenados, sendo geralmente espécies xeréfilas que ai encontram condigdes



favordveis a colonizag#io, como disponibilidade do substrato (antes altamente
comprometido com a colonizagdo de bactérias e leveduras que exigem maior a,,
e apresentam reduzidos tempos de geragdo), temperatura e a,, suficientes para
germinagdo dos esporos.

E possivel também a maior incidéncia de fungos filamentosos durante o
periodo de estocagem, quando o grio néo apresenta mais defesa contra invasores
microbianos. Com o aumento da idade dos grios ha perda de vigor e gradual
morte, 0 que aumenta o crescimento de fungos saprofitas (Petersson & Schniirer,
1998). O café para comercializa¢iio também é armazenado na forma de grios,
sendo, portanto, tio susceptivel ao ataque filngico como qualquer outro grio
armazenado.

Além disso, a incidéncia de fungos pode ser comprometida pela
atividade antifingica de bactérias e leveduras. Frindberg & Schniirer (1998)
observaram a atividade quitinolitica de bactérias Gram positivas e negativas
sobre fungos do género Penicillium. Também em 1998, Petersson & Schnirer
observaram que a presenga das leveduras Pichia anomala e P. guilliermondii
inibiram o crescimento de Penicillium roguefortii. Estes microrganismos
também foram identificados nos fiutos de café em que se constatou, quando na
presenca destas leveduras, que P. roquefortii apresentava incidéncia baixa ou
zero. No 18° dia de secagem quando a incidéncia deste fungo foi maior, a
incidéncia de P. anomala restringiu-se a um isolado.

Debaryomyces hansenii também apresenta atividade antifiingica e até
estd sendo estudada como possivel controle bioldgico a fim de se evitar a
degradagiio de frutos e gréos estocados (Payne & Bruce, 2001). Em frutos de
café a incidéncia de fungos em relago a esta levedura foi sempre inversamente
proporcional, ou seja, quanto maior a incidéncia de D. hansenii, menor a de
fungos e vice-versa. Qutras leveduras identificadas nio apresentam potencial
antimicrobiano até entfio relatado em literatura, porém podem ser importantes
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para a fermentagdo do café natural por apresentarem atividade de pectina liase,
como as espécies Pichia burtonii, Debaryomyces polymorphus, Arxula
adeninivorans, P. holstii e P. anomala.

Além de fatores abidticos como temperatura e atividade de dgua, a
interagdo microbiana pode ser regida pela carga genética dos microrganismos
que compdem as comunidades durante o processo de maturacdo ¢ secagem dos
frutos. No inicio da fermentagdo dos frutos de café natural (inicio da secagem
em terreiro) é possivel que haja a utilizagdo de agicares simples como glicose,
sacarose e frutose, diminuindo, assim, a quantidade destes agicares para outros
microrganismos. Polimeros complexos como a celulose e pectina podem passar
a assumir o papel principal como fonte de carbono, sendo que a sua utilizagdo
depende do processo de despolimerizagdo. Em relagio as enzimas celuloliticas,
sabe-se que se trata de um complexo enzimitico (Wong, 1995) que na maioria
das vezes niio ¢ sintetizado por uma sd espécie. Assim, h4 uma cooperagio entre
microrganismos para degradar totalmente a celulose até moléculas de glicose.

Outros dois géneros de fimgos filamentosos foram isolados e
identificados de frutos de café: Pestalotia e Paecelomyces. Os isolados destes
fungos nfio foram identificados até espécie ¢ foram encontrados no periodo
inicial de secagem, quando os frutos tinham 67,45% e 60,63% de umidade (0 e 2
dias de secagem, respectivamente).

O terceiro grupo microbiano isolado e identificado de frutos e gréios de
café foi o de leveduras. Estes microrganismos apresentaram menor incidéncia
dentre os isolados (155 isolados identificados) e 21 diferentes espécies:
Debaryomyces hansenii (66), Pichia guilliermondii (33), Stephanoascus
smithiae (10), Pichia anomala (11), Debaryomyces polymorphus (5), Arxula
adeninivorans (5), Pichia sydowiorum (3), Candida fermentati (3), Candida
saitoana (2), Pichia holstii (2), Candida membranifaciens (2), Pichia burtonii
(2), Saccharomyces Kuyveri (2), Zygoascus hellenicus (2), Debaryomyces
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anomala (1), Pichia subpelliculosa (1), Saccharomyces cerevisiae (1),
Kluyveromyces lactis (1), Pichia jadinii (1), Dekkera bruxellensis (1),
Citeromyces matritensis (1) (Tabelas 2 e 3).

A espécie Debaryomyces hansenii, que representa 42,6 % do total de
isolados de leveduras, s6 ndo foi isolada no 2° 12° ¢ 22° dias de secagem,
apresentando, portanto, ampla distribuigéio durante o processamento dos frutos.
Durante o armazenamento esta espécie foi isolada umna tnica vez aos 40 dias de
armazenamento em embalagem semipetmeével.v Pichia guilliermondii
representou 20,6% do total de isolados de leveduras, sendo isolado e identificada
até o 8° dia de secagem e no 20° dia de secagem; ndo sendo detectada nos
demais dias de secagem e nem durante o armazenamento em quaisquer das
embalagens testadas. Estas duas espécies mais incidentes do grupo
leveduriforme foram capazes de atnar em pectina contida em meio sintético,
portanto, in natura, ou seja, nos frutos de caf€, estas leveduras poderiam atuar na
despolimerizagéio da pectina contida na mucilagem e polpa do café.

As demais espécies identificadas de leveduras foram isoladas em todos
os dias de secagem dos frutos em terreiro, durante os 40 dias de armazenamento
em embalagem semipenmeavel e aos 132 dias em embalagem de aniagem, sendo
que as espécies Saccharomyces cerevisiae, Dekkera bruxellensis,
Saccharomyces Kluyverii ¢ Pichia subpelliculosa foram isoladas a partir do 18°
dia de secagem até o 22° dia de secagem no terreiro, nfo sendo detectadas
durante o armazenamento.
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4 CONCLUSOES

A partir dos isolamentos da microbiota externa dos frutos e gréios de

café, conclui-se que:

» Existe uma sucessio microbiana nestes substratos durante o periodo
de secagem e armazenamento do café natural que pode ser influenciada pela
umidade dos frutos e grios, temperatura, competi¢io pelo substrato, capacidade
enzimética das espécies colonizadoras e atividade antimicrobiana.

» Ocorreu inicialmente o predominio de isolados de bactérias (275),
seguidos por fungos filamentosos (263) ¢ leveduras (155). Opostamente, a
ordem em mimero de espécies segue com predominio de fimgos filamentosos
(36 espécies), seguidos de bactérias (28) e leveduras (21)._

» Durante o armazenamento, grios estocados em embalagem de
aniagem apresentaram maior nimero de isolados de fimgos filamentosos (55
isolados) comparados a grios estocados em embalagem semipermedvel (39
isolados). Niimeros similares de bactérias e leveduras foram detectados nos dois
tipos de embalagem para estocagem.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO ENZIMATICA DO COMPLEXO
CELULOLITICO, BEMICELULOLITICO E PECTINOLITICO DA
MICROBIOTA EPIFITICA DE FRUTOS E GRAOS DE CAFE
NATURAL
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RESUMO

SILVA, C. F. Caracterizagio enzimitica do complexo celulolitico,
hemicelulolitico e pectinolitico da microbiota epifitica de frutos e grios de café
natural. In: __ . Sucessdo microbiana e caracterizaciio enzimitica da
microbiota associada a frutes e griios de café (Coffea arabica L.) do
municipio de Lavras- MG. 2004, p 89-127. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A intensa e diversificada microbiota presente na superficie dos frutos de
café natural sugere a participagdo destes na fermentagZo/secagem durante o
periodo de permanéncia dos frutos em terreiros de secagem. Durante o periodo
de secagem ocorrem mudangas na composigdo quimica dos frutos oriundas de
atividades enziméticas de origem microbiana, principalmente enzimas do
complexo celulolitico, hemicelulolitico e pectinolitico. A fim de se avaliar o
potencial enzimatico da microbiota epifitica procedeu-se a qualificagéio e ou
quantificagio de exoglucanase, endoglucanase, P glicosidase, xilanase,
poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL) de fungos, bactérias e leveduras.
Dentre as espécies fingicas destacou-se Aspergillus dimorphicus com maiores
atividades de exo e endoglucanase (145,5 e 42,2 pg glicose/min./mg proteina,
respectivamente). [Fusarium semitectum apresentou somente atividade
pectinolitica. Nenhuma espécie das bactérias estudadas sintetizou PG, porém
Yersinia pseudotuberculosis, Enterobacter agglomerans, E. aerogenes,
Acinetobacter, Pseudomonas putrefaciens e Providencia mirabis, B. subltilis,
B.anthracis, B. polymyxa, B. cereus, B. macerans, B. megaterium ¢ Kurthia
sintetizaram PL. Espécies de leveduras como Pichia guilliermondii e
Debaryomyces hansenii que apresentaram alta incidéncia em frutos foram
capazes de secretar PG e PL. Espécies de bactérias e leveduras apresentaram
menor atividade celulolitica quando comparadas aos fungos filamentosos.

Comité orientador: Dr Rosane Freitas Schwan- UFLA (Orientador), Dr
Eustiquio Souza Dias- UFLA.



ABSTRACT

SILVA, C. F. Enzymatic characterization of the cellulolytic, hemicellulolytic
and pectinolytic compounds of the epifitic microbial fruits and natural coffee
beans. In: ___. Microbial succession and enzymatic characterization of the
microbial associated of fruits and coffee beans (Coffea arabica L.) of the
municipal district of Lavras — MG. 2004. p. 89-127. Thesis (Doctorate in Food
Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The intense and diversified microbial present in the surface of the fruits
of natural coffee suggests the participation of these microorganisms in the
fermentation/drying period of coffee beans. During the drying period several
changes occur in the chemical composition of the fruits originating from of
microbial enzymatic activities, mainly enzymes of the cellulolytic,
hemicellulolytic and pectinolytic complex. In order to evaluate the enzymatic
potential of the epiphytic microorganisms it was amalysed teh enzymes,
exoglucanase, endoglucanase, B glicosidase, xilanase, poligalacturonase (PG)
and pectin liase (PL) produced by fungi, bacterias and yeasts. Among the fungi
species Aspergillus dimorphicus showed higher activity of exo and
endoglucanase (145.5 and 422 pg glicose/min/mg .protein, respectively).
Fusarium semitectum presented only pectinolytic activity. None of the species
studied synthesized PG, however Yersinia pseudotuberculosis, Enterobacter
agglomerans, E. aerogenes, Acinetobacter, Pseudomonas putrefaciens and it
Providencia mirabis, B. subtilis, B.anthracis, B. polymyxa, B. cereus, B.
macerans, B. megaterium and Kurthia synthesized PL. Species of yeasts as
Pichia guilliermondii and Debaryomyces hansenii that were presented at high
incidence in the coffee fivits were capable to secrete PG and PL. Species of
?:tgias and yeasts presented smaller activity cellulolityc when compared to the

Guidance committee: Ds Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor),Ds
Eustiquio Souza Dias — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos microrganismos obtém energia através do consumo do
substrato por eles colonizado. Para tanto, substratos complexos, como pectinas e
celuloses, sofrem hidrdlise enzimética, tornando-se, assim, disponmiveis ao
metabolismo microbiano.

A polpa e mucilagem dos frutos de café constituem substratos para
colonizagio de leveduras, bactérias e fungos filamentosos, que para utiliza-los
como fonte de carbono necessitam de enzimas especificas. Celulases, pectinases
e xilanases s#o, entdio, secretadas indutivamente e excretadas hidrolisando,
respectivamente, celulose, pectinas e hemiceluloses, formando, com a
despolimerizagio carboidratos assimiléveis ou fermentiveis como glicose,
sacarose, celobioses, arabinoses, galactoses.

Algumas espécies de fungos’ filamentosos sdo conhecidas como bons
produtores de celulases e usados industrialmente para produgo comercial destas
enzimas. Sendo a celulose o polimero orgénico mais abundante na natureza, sua
degradagdio representa uma nova perspectiva ecologica (Goyal et al., 1991).

As celulases englobam enzimas hidroliticas e oxidativas que degradam a
celulose (Goyal et al, 1991). A molécula de celulose é constituida de
mondmeros de glicose em ligages B- 1,4 e, apesar de aparentemente simples, a
molécula de celulose apresenta regides altamente complexas, que séo as regides

O ataque das enzimas celuloliticas acontece de modo especifico e
sinergistico (Wong, 1995). Endoglucanases (1,4- B D-glucano 4-
glucanohidrolase) sdo as primeiras enzimas que atacam a molécula
aleatoriamente nas ligagBes glicosidicas B 1,4. A agdio da exoglucanase (1,4, P
D- glucano celobiohidrolase) segue a da endoglucanase, atuando nas porgdes
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finais ndo redutoras da molécula. Nesta agdo liberam-se celobioses, que serdo
substrato para P glicosidase (B D-glicosideo glicohidrolase), liberando
moléculas de glicose. '

As xilanases atuam na degradagiio das paredes celulares vegetais que,
além de celulose, sio constituidas de hemiceluloses. Estas se constituem
principalmente de xilanas em ligagdes D-xilopiranosil.

As enzimas pécticas sio amplamente usadas em indistrias de alimentos,
comoademoos,in_dﬁsu'iatéxﬁl,viniculuna, a de extragio de d6leo ¢ a
fermentagio de cacam e café. O complexo pectinolitico envolve enzimas
desmetoxilantes (pectina metil esterase) e despolimerizantes (pectina liase,
poligalacturonase, pectato liase ¢ protopectinases).

Assim, objetivou-se a caracterizagio enzimitica dos isolados
microbianos oriundos de frutos e griios de café € a determinacio da(s) espécie(s)
com maior potencial para a fermentagdo dos frutos de café, assim a como
potencialicio do uso desta(s) espécie(s) na agroindistria e indistrias de
alimentos ou quimicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Os isolados foram obtidos da superficie dos frutos e grios de café
amostrados na regidio Sul de Minas Gerais. Apés a identificac8o das espécies, foi
escolhido um isolado de cada espécie mais freqiiente ou ja isolada de frutos e
grdos de café para a quantificaciio e/ou qualificacio de producéio de exo
glucanase, endo glucanase, B-glicosidase e xilanase. As espécies testadas foram
as seguintes: i) Fungos filamentosos: Fusarium stilboides. F. semitectum,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium implicatum, P. crustosum, P.
citrinum, P. restrictum, Aspergillus niger, A. ochraceus, A. flavus, A.
dimorphicus; ii) Leveduras: Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii, P.

B.macerans, B.megaterium, B. polymyxa, Arthrobacter sp, Kurthia sp,
Klebsiella ozanae, Enterobacter cloacae. Foi realizado o teste qualitativo de
Poligalaturonase (PG) e Pectina liase (PL) em todas as espécies identificadas
neste trabalho, exceto em F.stilboides, P. implicatum, P. restrictum,
Cladosporium cladosporioides para PG e P. restrictum Cladosporium
cladosporioides para PL. Os resultados positivos no teste gualitativo de PL
foram confirmados pelo teste quantitativo para as espécies de fungos
filamentosos.

2.2 Caracterizaciio enzimitica de fungos filamentosos, bactérias e leveduras
2.2.1 Atividade de exo B- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.91)

Os isolados foram inoculados em Erlenmeyer conterdo 200 mL de meio
MsM liquido modificado (sacarose 1%; KH,PO; 0,2%; MgS0,.7 H,0 0,1%;
peptona 0,6%; extrato de levedura 0,6%), substituindo-se a sacarose pelo indutor
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Avicel®. Os frascos ficaram sob agitagio a 150 rpm a 30 °C durante 16 dias. Em
intervalos de 2 dias foram retirados 10 mL do meio de cultivo, os quais foram
considerados como fonte enzimitica As amostras ficaram congeladas para
posterior dosagem da atividade enzimatica. Os isolados de bactérias e leveduras
foram cultivados em 5 mL do meio de cultura acima citado por 24 h.

A atividade de exo glucanase foi mensurada por método
espectrofotométrico indireto, utilizando hidrazida do acido p- hidroxibenzdico
1% (PAHBAH) para a dosagem de glicose liberada pela ag#o da enzima (Lever,
1972). Para a reagio foram utilizados 50 pL da fonte enzimatica ¢ 450 pL de
Avicel® 1% em tampdo acetato de sédio 0,05 M (pH 5,0) como substrato. Apés
30 minutos de incubagio a 50 °C, a reagéio foi paralisada com adigdo de 1,5 mL
de hidrazida do 4cido p- hidroxibenzéico 1% (PAHBAH). Em seguida, a mistura
foi aquecida a 160 °C por 5 minutos e, logo apds, resfriada em gelo.

A leitura da absorbancia foi realizada a 410 nm contra branco (1,5 mL de
PAHBAH + 0,5 mL de tampdo acetato de sodio 0,05 M). Para cada amostra
foram realizadas 3 repetigBes. As leituras das amostras foram subtraidas do
controle (mistura sem incubago prévia) e os resultados, plotados em curva
padriio de glicose, representando a produgdo em atividade especifica (ug glicose
/ min/ mg proteina).

2.2.2 Atividade de endo p- 1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)

Para determinagdo da atividade de endo B- 1,4 glucanase foi realizado o
cultivo dos isolados como descrito nmo item anterior, tendo como indutor
Carboximetilcelulose (CMC).

Para a reagdio foram utilizados 50 uL da fonte enzimética e 450 pL de
Carboximetilcelulose 1% em tampdo acetato de sédio 0,05 M (pH 5,0) como
substrato. A mistura foi incubada a 50 °C por 30 minutos € a reagdo foi
paralisada com adigiio de 1,5 mL de hidrazida do é4cido p- hidroxibenzéico 1%
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(PAHBAH). Em seguida, a mistura foi aquecida a 100 °C por 5 minutos e, logo
apos, resfriada em gelo. '

A leitura da absorbéncia foi realizada a 410 nm contra branco (1,5 mL de
PAHBAH + 0,5 mL de tampdo acetato de s6dio 0,05M). As leituras das
amostras foram subtraidas do controle (mistura sem incubagéio prévia) e os
resultados, plotados em curva padrdo de glicose, representando a produgio em
atividade especifica, pg glicose / min/ mg proteina.

2.2.3 Atividade de B glicosidase (EC 3.2.1.21)

Para quantifica¢io da atividade enzimatica de B glicosidase, foi utilizado
como indutor Celobiose 1% nas mesmas condigdes de cultivo descritas
anteriormente. A mistura da reag#io consistiv de 300 pL de p-nitrofenil
glucopiranosidio, como substrato, e 200 pL da fonte enzimética. A mistura da
reagéio foi incubada a 50 °C por 30 zpinutos, sendo paralisada pela adigéio de 1
mL de Na;CO; 1M. Os resultados da atividade foram obtidos subtraindo-se os
valores das absorbéncias das amostras e controle obtidos em leitura a 405 nm ¢
plotando-se em curva padréio de p-nitrofenol. Os resultados foram expressos
pg de p- nF/ min/ mg proteina.

Foram testadas todas as espécies anteriormente citadas exceto, F.
semitectum, A. dimorphicus, A. ochraceus e A. flavus.

2.2.4 Determinaciio da atividade xilanolitica

Para determinagdio de xilanase foram utilizados os mesmos
procedimentos de cultivo e coleta descritos no item 2.2.1. O indutor utilizado foi
Carboximetilcelulose 1%.

A atividade xilanolitica foi observada em mistura contendo 200 pL do
substrato (Xilana carboximetilada marcada com remazol brithante azul - "CM-
xylan- RBB") + 200 puL de tampdo acetato de sédio 0,05 M + 100 pL da fonte
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enzimética. Apés a incubagio da mistura a 30 °C por 60 minutos a reagdo foi
paralisada pela adigdo de 1 mL de HCl 2 N e centrifugada a 10.000g (12.200
rpm) a 4 °C por 5 minutos. A leitura foi realizada espectrofotometro a 595
nm. Os resultados foram expressos em unidades de absorbéncia / b/ mg proteina,
subtraindo-se os valores do controle (300 pL de tampdo acetato 0,05 M + 200

pL de "Cm- xylan-RBB"+ 500 uL HC1 2 N).

2.2.5 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas foi obtida segundo o método de Bradford
(1976), que consistin em reago com 1200 uL de amostra e 300 pL de reagente
de Bradford concentrado, acrescido sob agitagdo. Apés 5 minutos procedeu-se a
leitura em espectrofotémetro a 595 nm. O aparelho foi calibrado com 1200 uL
do meio MsM e 300 pL do reagente concentrado de Bradford. A concentracdo
de proteinas foi expressa pg de proteina / 1200 pL e obtida pela plotagem em
curva padrio de albumina de soro bovino (BSA)

2.2.6 Determinagiio da atividade de poligalacturonase (PG)

A atividade de poligalacturonase foi determinada pelo método
qualitativo verificado em placa com meio sintético MP5 (glicose 0,5%; écido
poligalacturénico 0,5%; KH,PO, 0,5%; Na,HPO, 0,6%; extrato de levedura
0,1%; (NH;),S04 0,2%; agar 1,5% e 1 mL das solugdes, FeSO, 0,2¢/200 mL;
MgSO, 40g/200 mL; CaCl, 0,2 g/200 mL; H;BO; 0,002g/200 mL; MnSO;4
0,002g/ mL; ZnSO;7H,O 0,014g/ mL; CuSO.5H,O 0,0lg/ml; MoO;
0,002g/mL, pH 5) (Marvin, 1984). A produgio da enzima foi verificada pela
formagcdo de halos claros ao redor da colonia apds a adigdo de solugéio Brometo
de Cetil Trimetil Aménio a 1 % (Cetrimida).
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2.2.7 Determinaciio da atividade de pectina liase (PL)

Para o exame do teste qualitativo realizou-se o cultivo dos
microrganismos em placa com meio sintético MP7. Este meio apresenta a
mesma composigio quimica do meio MP5, porém substituindo o 4cido
poligalacturénico por pectina e com ajuste de pH a 7. A produgiio da enzima foi
verificada pela formag3o de halos claros ao redor da coldnia apds a adigdo de
solugéio Brometo de Cetil Trimetil Aménio a 1 % (Cetrimida).

A quantificagdo da produgdo de PL foi determinada de acordo com o
método de Albersheim (1966) citado por Sakiyama (2001), em que uma unidade
de pectina liase foi definida como a quantidade de enzima que libera um nmol de
uronideos insaturados/minuto, nas condi¢Ses de emsaio. O coeficiente de
exting@o molar para os produtos insaturados foi de 5550 M'! em™.

2.2.8 Determinaciio da atividade de proteases

A cada cultivo dos isolados acima citados nos diferentes indutores,
realizou-se a determinagdio da atividade de proteases. Os ensaios consistiram de
2 mL de caseina 2% em tampdo Tris-HC1 (pH 9) com 1 mL da fonte enzimética.
Ao quais foram incubados a 37 °C por 1 hora. A reagéo foi paralisada com 2 mL,
de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%; em que as amostras foram centrifugadas
a 10.000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante foi lido em espectofotdmetro a 280
nm. A unidade de atividade de proteases foi expressa em nimero de
amino&cidos livres/min/mL.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sendo a celulose 0 mais abundante polimero do mundo, ndo ¢ de se
surpreender que a celuldlise ocorra por diversas classes de fungos (Goyal et al.,
1991). A produgdo € a utilizagéo de enzimas celuloliticas sdo de grande interesse
em pesquisas em tecnologia de fermentagdes que visam a otimizagdo da
sacarificagdo dos residuos de celulose por diversos microrganismos (Tong &
Rajendra, 1992). Para o processamento do café natural, a celul6lise é importante
porque diminui o periodo de secagem dos frutos nos terreiros, associada as
enzimas pécticas, além de ser uma forma alternativa como potencial
biotecnoldgico para aproveitamento do residuo de café, principalmente na
compostagem (Blandon et al., 1999).

No processamento imido de café foi observado que a adi¢do de enzimas
pécticas aos grios de café reduziu em até 73% o tempo de degradagdo da
mucilagem (Jones & Jones, 1984). No processamento do café natural a selegdo
de microrganismos que acelerem o processo de degradagdo da polpa e
mucilagem poderia incrementar a qualidade final da bebida, pois reduziria o
tempo de exposicdo dos frutos de café a microrganismos deteriorativos.

Neste trabalho realizado com fungos isolados da superficie de frutos e
grios de café natural foi observado que a anilise quantitativa de enzimas
celuloliticas, hemiceluloliticas e pectinoliticas revelou uma grande variagdo na
produgdo pelos fungos testados com relagdo tanto as espécies quanto durante o
periodo de cultivo. Aspergillus dimorphicus apresentou a maior produgdo de exo
glucanase (145,5 pg glicose/min/mg proteina), semelhantemente a A. flavus (142
ug glicose/min/mg proteina) (Figura 1), tendo, opostamente, os fungos
Penicillium citrinum, P. restrictum, A. ochraceus e Fusarium semitectum

produgZio nula desta enzima, como mostra a Tabela 1.
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A Figura 1 também apresenta a atividade de proteases quantificadas a
partir dos cultivos de A. flavus e A. dimorphicus.
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FIGURA 1(A) Atividade enzimética especifica de exoglucanase e proteases de Aspergillus flavus e (B) A. dimorphicus
durante os 16 dias de cultivo com 1% de celulose microcristalina como indutor. Atividade de exoglucanase
foi determinada pelo método indireto proposto por Lever (1972) e expressa em pg glicose/min/mg proteina.

Atividade de protease é expressa em niimero de amino4cidos livres/min/mL. As barras verticais indicam o
desvio padr#o.
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TABELA 1 Valores de atividades especificas miximas e minimas de todos os fungos testados quanto a produgéio de
enzimas celuloliticas e xilanoliticas.

FUNGOS EXOGLUCANASE ENDOGLUCANASE' B GLICOSIDASE’ XILANASE®
MIN MAX MIN MAX MIN MAX MIN MAX
A. flavus 14,2 142 16 355 . - 9 1033
A. niger 044 0,61 1,25 63 05 108 1098 884
A. dimorphicus 849 1455 57 422 . . 417 8492
A. achraceus 0 0 24 s - - 48 388
F. semitectum 0 0 0 . 0 0 0 0 0
F. stitboides 0,7 42 18 32 22 58 56,5 135,1
C. cladosporioides 048 0,95 0,21 1,11 0,09 8,1 53 2209
P. implicatum o 361 0 0 0 2104,6 0 0
P. crustosum 0,17 0,7 1 4,6 0,18 o, 427 68
P. citrinum 0 0 33 108 0 10274 0 556,6
P. restrictum 0 0 1,92 234 - - 0 234

T Atividade especifica= pg glicose/min/mg proteina; * pg pNF/min/mg proteina; > UA/Wmg proteina.
Valores zero indicam atividade nula; (-) niio analisado.



Os valores da atividade da exo glucanase de dois diferentes fungos do
género Aspergillus, que apresentaram maiores atividades durante os 16 dias de
cultivo, encontram-se na Figura 1. Os demais fungos testados apresentaram
atividade entre 0,6 a 4,2 pg glicose/min/mg proteina (Tabela 1).

Aspergillus flavus apresentou maiores atividades de exoglucanase no 12°
e 14° dias de cultivo, apresentando queda na atividade ao 16° dia de cultivo. 4.
dimorphicus apresentou um aumento progressivo da atividade enzimética até o
6° dia de cultivo. Apés este tempo a atividade decresceu, atingindo niveis de 60
pg glicose/min/mg proteina, € permanecen praticamente constante nos demais
dias de cultivo. Durante todo o cultivo foram observadas oscilagSes na atividade
de exo glucanase, sendo possivel inferir que estas variagSes ocorreram
possivelmente devido ao aumento do valor de pH no meio de cultivo (em média
pH=8) e da presenga de proteases existentes no meio de cultivo (meio de cultivo
bruto, pois niio houve processo de purificago das enzimas de interesse). Tong &
Rajendra (1992), verificando atividade enzimética de Aspergillus, também
observaram vérias oscilagdes na produgdo de celulases até o 15° dia, ocorrendo
uma queda na produgio apds este periodo.

A baixa atividade celulolitica, apresentada pelos demais fungos testados,
pode ser resultado de uma indugdo insuficiente pelos substratos durante o
periodo de cultivo in vitro ou por serem estas enzimas que sfo ativadas a partir
da indugiio por substratos liberados na degradagio da parede celular por
pectinases (Vidhyasekaran, 1997) ou por atuarem no processo final de infecedo
da planta (Isaac, 1992). Em relagdo 4 ineficiente indugio da enzima, no caso do
cultivo com celulose microcristalina, um substrato insoliivel, a indugéo ocorreu
por meio de produtos de degradagfio de celulose soliivel, ou seja, a indugdio
ocorre se ha presenga de celobiose formada pela agio de celulase a nivel basal
(Carrel & Canevascini, 1990).
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Wong (1995) descreveu alguns fatores que podem interferir na atividade
enzimitica, relacionados 4 adsor¢fio da enzima ao substrato, entre eles: pureza
do substrato da celulose, grau de cristatinidade, mudangas no substrato durante a
hidrolise, possivel ligacdo nfio produtiva da enzima, inibi¢@io pelo produto final,
e efeito da temperatura e pH. A falta de adsor¢3o entre enzima e substrato reduz
a despolimerizagéo do substrato. Isto € perfeitamente possivel de ter acontecido
peste trabalho, pois a exoglucanase foi cultivada sob celulose microcristalina,
portanto um substrato insolivel e, assim, menos acessivel 20 ataque pela enzima.
Tal problema pode ser resolvido através da interagfo sinergistica que ocorre
entre endo e exo glucanase. Sabe-se que nem todos os fungos secretam estas
duas enzimas, mas nataralmente a interagdo simergistica entre endo e
exoglucanase ocorre quando o ataque ao substrato celulolitico é feito com a
associagdo simbittica de dois ou mais fungos (Goyal et al., 1991). A capacidade
dos microrganismos de sintetizar a exoglucanase é primordial para sua
colonizagdo em um substrato rico em celulose nativa. Em frutos maduros de café
a polpa e a mucilagem apresentam celulose em tormo de 27,65 e 17% (Elias,
1978), respectivamente, e no griio, em torno de 19% (Tabela 2). Em se tratando
de A. flavus, que em algumas ocasiGes pode ser considerado como patdgeno
(Vries & Visser, 2001), a secre¢@io de exo enzimas, como as celulases, é uma das
facetas para a viruléncia fingica (Pascholati, 1995).

A atividade de endoglucanase foi mais expressiva em A. flavus e A.
dimorphicus (35,5 e 42,2 ng glicose/min/mg proteina, respectivamente). P.
citrinum apresentou méximo de atividade de 10,8 pg glicose/min/mg proteina no
10° dia de cuitivo (Tabela 1). P. implicatum e F. semitectum apresentaram
atividade nula para endoglucanase. Dos demais fiungos foram observadas
atividades eatre 1,14 e 6,3 pug glicose/min/mg proteina (Tabela 1). As atividades
de endo glucanase mais significativas de A. flavus e A. dimorphitus durante os
16 dias de cultivo encontram-se expostas na Figura 2.
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A atividade méxima de endoglucanase encontrada em A. flavus ¢ A.
dimorphicus, foi 4 vezes menor, em média, que a atividade de exoglucanase
destes mesmos fingos (Figura 1). A maior atividade de exoglucanase pode ser
explicada pela presenca de endoglucanase no meio de cultivo contendo celulose
microcristalina, j4 que endoglucanase também pode atuar aleatoriamente neste
substrato (Wong, 1995). Baixa atividade de endoglucanase cultivada em CMC
também j4 foi relatada em Trichoderma reesei (Goyal et al., 1991).

As duas espécies de Aspergillus acima relatadas foram isoladas dos
grios verdes armazenados e 80 espécies com caracteristicas saprofiticas, mas
algumas vezes patogénicas, sendo justificivel a maior capacidade celulolitica
destas espécies. '

As espécies de Penicillium (P. crustosum, P. citrinum, P. implicatum e
P. restrictum) apresentaram atividade minima de endoglucanase de 1 a 3,3 e
méxima de 4,6 a 23,4 pg glicose/min/mg proteina (Tabela 1). Apesar da baixa
atividade de endo glucanase detectada aqui meste trabalho, P. citrinum é um
fungo utilizado comercialmente na produgfo de celulases (Coughlan, 1985
citado por Goldman, 1988). Fungos utilizados comercialmente para produgdo de
enzimas, como, por exemplo, Aspergillus niger e Penicillium citrinum, séo
modificados geneticamente a fim de ser obter uma maior producio de enzimas. ]

A terceira enzima do complexo celulolitico analisado foi a B glicosidase,
que atua na quebra de residuos de celobiose e tem origem na atuagdo de exo e
endo glucanase. A quantificagdo desta enzima foi realizada com os fungos
Fusarium stilboides, Cladosporium cladosporioides, Penicillium implicatum, P.
crustosum, P. citrinum, P. restrictum e Aspergillus niger. Os maiores produtores
desta enzima foram as duas espécies do género Penicillium (P. implicatum e P.
citrimam) (Figura 3). Esta enzima, em frutos de café, esté relacionada com a
perda de qualidade da bebida (Amorim & Teixeira, 1975), somando-se o fato
de relatos de perda de qualidade em cafés com alta infecgdio por Penicillium
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(Liardon et al, 1989). Os demais fungos analisados tiveram mdéximo de
atividade entre 0,71 e 10,8 ug pNF/ min/ mg proteina (Tabela 1).
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Penicillium implicatum iniciou a produgéio de B glicosidase no 2° dia de
cultivo, com pico maximo de produgdo no 16° dia, enquanto P. citrinum
apresentou uma fase adaptativa maior, comegando a apresentar atividade de
glicosidase a partir do 6° dia de cultivo, tendo pico maximo ao 8° dia e posterior
queda na atividade. Sabe-se que a B glicosidase pode ser inibida pelo seu
proprio produto (glicose) e por altas concentragdes de celobiose (Goldman,
1988). Menos de 50% das B glicosidases sdo excretadas no meio de cultivo,
sendo que o restante permanece ligado a polissacarideos da parede celular
constituidos de manose, galactose, glicose e 4cidos galacturdnicos e glucénicos.
Se essa ligagio for eficiente, a atividade de P glicosidase poderia sofrer
incremento de até 2 vezes (Wong, 1995).

Aspergillus dimorphicus foi também capaz de degradar a hemicelulose e
apresentou a segunda maior atividade xilanolitica de todos os fungos, 849,2
UA/h/mg proteina no 4° dia de cultivo (Figura 4). A atividade xilanolitica
(enzima hemicelulolitica) pode coincidir com a atividade de endo glucanase
(Goldman, 1988). Os resultados observados com os trés fungos testados com
maior atividade desta enzima encontram-se expostos na Figura 4. Penicillium
implicatum, P. citrinum, P. restrictum ¢ F. semitectum apresentaram atividade
xilanolitica nula. Para os demais fungos, os picos de atividade ficaram entre 23,4
a 220,9 UA/W/mg proteina (Tabela 1). Observou-se que os trés fungos testados
apresentaram maior pico de atividade no 4° dia de cultivo, sofrendo posterior
queda no 6° dia, sendo a maior atividade detectada com A. niger (Figura 4).
Segundo Dekker (1985), 4. niger é bom produtor de celulases ¢ xilanases,
destacando-se alta atividade para endoglucanase e f glicosidase. Quamto a
atividade destas enzimas celuloliticas, o isolado de 4. niger aqui testado nfo
apresenton atividade enzimitica significativa, como mostra a Tabela 1.
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Aspergillus niger é citado em literatura como melhor produtor de 8
glicosidase que Trichoderma reesei (Wong, 1995), mas neste trabalko ndo
apresentou produgdo significativa. Com excegdo de Aspergillus dimorphicus,
que apresentou alta atividade celulolitica e xilanolitica, os demais fungos
testados apresentam atividade em uma ou outra enzima A capacidade dos
fungos de produzirem algumas, mas n#o todas as enzimas do complexo
celulolitico e xilanolitico, permite a protocooperagio com outros fumgos,
fazendo com que o substrato colonizado possa ser degradado (Wong, 1995).
Fusarium semitectum n3o apresentou atividade em nenhuma das enzimas acima
citadas, portanto trata-se de uma espécie que somente colonizard um substrato de
celulose apds este ter sido degradado por outras espécies de microrganismos.
Esta constatag#o permitiu inferir que a colonizacfio do Fusarium semitectum é
uma colonizagdo secundéria.

Grajek (1987) comparou a atividade de celulases e xilanases em fungos
do género Aspergillus cultivados em meio liquido e em fermentagSes em estado
sdlido e concluiu que havia maior produgfio em meio sélido. O processamento
dos frutos de café é caracterizado por uma fermentagfio em substrato sélido,
portanto in natura, no qual pode estar havendo um incremento da atividade
destas enzimas, facilitando o processamento dos frutos de café natural.

A quantificagdo de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas em bactérias
e leveduras tem resultado expresso na Tabela 3. Observou-se que, igualmente a
fungos filamentosos, nem todas as espécies de bactérias ¢ leveduras sdo capazes
de secretar todo o complexo celulolitico, no entanto, as espécies que conseguem
fazé-lo apresentam menor atividade em uma das enzimas do complexo.

Comparando-se este aos resultados encontrados nos fungos, observou-se
que a produgéio de celulases e xilanase por bactérias e leveduras foi menor. Por
exemplo, a maior atividade de endoglucanase foi detectada Bacillus
anthracis (4,9 pg glicose/min/mg proteina) e a maior atividade desta enzima
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TABELA 3 Atividade de enzimas do complexo celulolitico de espécies/géneros
de bactérias e leveduras isoladas de frutos e gréos de café.

ENZIMAS CELULOLITICAS
ESPECIES Exoglucanase’ _ Endoglucanase' B glicosidase’
BACTERIAS
Bacillus cereus 1,52 0,74 0
B. subtilis 0 0 2,79
B. megaterium 0,19 5 5,82
B. anthracis 1,19 4,9 2,43
B.polymyxa 0,47 0,54 7,1
B. fastidiosus 1,53 2,3 9,7
B. macerans 0 3,23 0
Kurthia sp 0,87 3,85 0
Arthrobacter sp 0,15 1,56 1,65
Enterobacter cloacae 0 0,78 0
Klebsiella ozanae 0,3 1,13 8,52
LEVEDURAS
Pichia burtonii 0,52 0,62 10,65
P. guilliermondii 0,24 2 9,6
Debaryomyces hansenii 0,79 0,83 4

! expressa pg glicose/min./mg proteina “pg p NF/min./mg proteina.

em fungos foi no valor de 42,2 pg glicose/min./mg proteina em Aspergillus
dimorphicus. Goldman (1988), em seu trabalho de revisdo bibliogréfica, afirma
que bactérias secretam enzimas celuloliticas duzentas vezes menos que fungos
filamentosos, dai serem estes mais utilizados na produgio de enzimas em escala
industrial. A vantagem das enzimas de origem bacteriana ¢ que elas geralmente
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sdo termoestiveis (Bolobova & Klesov, 1990). Observa-se na Tabela 3, que a
maior atividade dentre as enzimas testadas ¢ a de § glicosidase. Esta enzima é
responsavel pela degradagiio de celobiose oriunda da agdo de endo e
exoglucanase; assim, ela atua na remogdo de produto que inibiria a ag#io de endo
e exoglucanase. Mesmo apresentando baixas atividades de endo e exoglucanase,
caracterizando estas espécies de bactérias e leveduras como colonizadores
secundérios, bactérias e leveduras podem estar consorciadas a fungos que
produzam estas enzimas (Coughlan & Mayer, 1991). Portanto, a partir destes
resultados reforga-se a idéia de utilizagdo de agiicares simples por bactérias e
leveduras, principalmente no inicio do processo de secagem.

A produgiio de enzimas pécticas (poligalacturonase e pectina liase)
também foi analisada neste trabalho. Para a fermentagdo/secagem de frutos de
café patural, a presenca de microrganismos capazes de degradar a polpa e
mucilagem seria uma vantagem, pois seria possivel reduzir o tempo de
permanéncia dos frutos no terreiro. Dados sobre a capacidade pectinolitica de
bactérias sio mostrados na Tabela 4.

Avallone et al. (2001) isolaram e identificaram bactérias em café arabica
despolpado e ndo observaram incremento da populagio de microrganismos
pectinoliticos no decorrer do processo de fermentagdo, o que justifica porque
agicares simples presentes na mucilagem s@o os assimilados pelos
microrganismos. Assim, Avallone et al. (2001) inferem que bactérias, durante a
fermentagio dos fiutos despolpados, produzem 4cidos, como acético e léctico,
que abaixam o pH nos tanques de fermentagdo possibilitando o desprendimento
da mucilagem. Portanto, sugerem que para acelerar o processo de fermentagdo
frutos de café despolpados seja melhor inocular microrganismos que
produzem écidos ao invés de pectinases (Avallone et al., 2002).

Provavelmente, em cafés naturais os colonizadores primérios, neste caso
bactérias, poderiam estar utilizando os aglicares simples para crescimento,
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10 entanto a carga microbiana em frutos de café natural é intensa (Silva et al.,
2000).

TABELA 4 Espécies de bactérias Gram negativas e Gram positivas isolada§ de
frutos de café natural avaliadas quanto & capacidade de produzir

poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL).

ESPECIES BACTERIANAS PG PL
GRAM NEGATIVAS

Klebsiella oxytora - +
K. ozanae - -
Acinetobacter sp - +
Providencia alcalifiencis - -
P. retigeri - -
P. mirabilis - +
Yersinia pseudotuberculosis - +
Y. pestis - -
Enterobacter agglomerans - +
E. sakasakii - -
E. cloacae - -
E. aerogenes - +
Pseudomonas paucimobilis - -
P. putrefaciens - +
Serratia rubideae - -
S. plymutica - -
Tatumella ptyseos - -
Shigella dysenteriae - -
Cedecea lapagei - -
GRAM POSITIVAS - -
Bacillus subtillis - +
B. cereus - +
B. megaterium - +
B. macerans - +
B. anthracis - +
B. polymyxa - +
B. fastidiosus - -
Kurthia sp - +
Arthrobacter sp - -
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Portanto, a disponibilizac#o de agiicares oriundos de polimeros ¢ uma alternativa
capaz de sustentar o crescimento microbiano durante toda a fase de
fermentagdo/secagem.

A presenga de bactérias com capacidade de produzir PL em cafés
naturais pode ser uma vantagem, pois a polpa e mucilagem contendo pectina
altamente metiladas serviriam de substrato para estas enzimas. Além disso, a
decomposigdo da mucilagem em café natural também poderia ser acelerada pelo
abaixamento de pH, uma vez que foi identificada a presenga de 4cidos acético e
lactico em frutos de café durante o periodo de fermentagfo/secagem (dados
mostrados no capitulo 2).

Leveduras apresentaram produgdio de PG somente em 3 espécies e de
PL, em sete diferentes espécies. Estes dados sio mostrados na Tabela 5.
Espécies de leveduras pectinoliticas isoladas de café ja haviam sido descritas por
Agate & Bhat (1966). A presenga de leveduras em cafés secos em coco no Brasil
havia sido detectada por Vaughn et al. (1958); no entanto, estes autores
afirmaram que a degradagiio de material péctico fica a cargo de bactérias,
principalmente Gram negativas.

Todas as espécies fingicas testadas apresentaram producio de
poligalacturonase e de pectina liase. Espécies dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium sfo descritas como bons produtores de pectinases
(Nedjma et al., 2001; Boccas et al., 1994). Apesar da ampla distribuigdo destes
fungos em frutos de café natural, estes niio seriam os responséveis pela
degradagio da polpa ¢ mucilagem, uma vez que, se efetuado o periodo de
secagem sem a reidratagdo dos frutos, o grau de contaminagdo pelos fungos ¢
reduzido. Neste trabalho, a presenga de fungos durante todo o periodo de
secagem foi devido & suspensdo de esporos e hifas proporcionada durante o
processamento das amostras em laboratrio na fase de dilui¢3es e plaqueamento.
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TABELA 5 Espécies de leveduras isoladas de frutos de caf€ natural avaliadas
quanto & capacidade de produzir poligalacturonase (PG) e pectina

liase (PL).
ESPECIES PG PL

Debaryomyces hansenii -

Debaryomyces polymorphus -

Debaryomyces anomala - .
Pichia sydowiorum - -
Pichia anomala - +
Pichia holstii - +
Pichia burtonii + +
Pichia subpelliculosa - -
Pichia jadinii - -
Pichia guilliermondii + +
Stephanoascus smithiae - -
Arxula adeninivorans - +
Candida fermentati - .
Candida saitoana - -
Candida membranifaciens + -
Saccharomyces kluyveri - -
Saccharomyces cerevisiae - -
Zygoascus hellenicus - -
Kluyveromyces lactis - -
Dekkera bruxellensis - -
Citeromyces matritensis - -
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Quanto a atividade de Pectina Liase (PL), trés fungos (F. semitectum, P.
citrinum e A. dimorphicus) apresentaram maiores atividades e estdo expostas na
Figura 5. As atividades minimas e méximas dos demais fungos ficaram entre 5 e
10 pmol/ min. de grupos uronideos insaturados/mlx10”° e encontram-se na
Tabela 6.

Pode ser observado, na Figura 5, que ocorreram oscilagdes na atividade
de PL durante todo o periodo de cultivo.

Os principais fungos produtores desta enzima neste trabalho foram P.
citrinum, A. dimorphicus e F. semitectum, fungos de géneros caracterizados
como bons produtores. Apesar do destaque destes fungos, a atividade méxima
desta enzima foi baixa (12,4 pmol/ min. de grupos uronideos insaturados/ mL x
10%), como pode ser observado na Figura 5 e Tabela 6.

Trabalho realizado por Brumano et al. (1993) com Penicillium
griseoroseum nas mesmas condigdes testadas com os fungos isolados de café
indicou atividade de até ! umol/ min. de grupos uronideos insaturados/ mL.
Nedjma et al. (2001) afirmam que o método usado para quantificar a atividade
de PL ¢é inapropriado porque ndo é suficientemente seletivo e sensivel para
diferenciar atividades de PG e PL. Estas enzimas apresentam a mesma agéo sob
o substrato, com o diferencial de PG atuar em pectinas com grau de metoxilagio
abaixo de 55%, enquanto PL atua em substratos altamente esterificados
(Gainvors et al., 1994).

Gainvors et al. (1994) e Vries & Visser (2001) afirmaram que liases de
bactérias como Erwinia e Bacillus preferem substratos ndo metilados, enquanto
extraidas de fungos atuam exclusivamente entre dois residuos galacturdnicos
metilados. Este dado ¢ importante na degradagfo da polpa e mucilagem do café
(substratos com alto teor de metilagiio, ou seja, 60 a 70%); os fungos testados
foram isolados deste substrato natural.
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TABELA 6 Valores de atividades enzimaticas méaximas e minimas de todos os
fungos testados quanto & produgdo de Pectina Liase.

FUNGOS PECTINA LIASE (x 10”)
F. semitectum 4,6 124
P. implicatum 5 8,42
P. citrinum 3 13
A. flavus 5,1 10,1
A. ochraceus ] 10,6
A. dimorphicus 7,1 113

Atividade enzimitica= pmol/ min. de grupos uronideos insaturados/ mL

Assim sendo, esperava-se uma maior atividade de PL dos fungos
testados. Porém, os ensaios aqui realizados foram conduzidos com indutores
artificiais. Minussi et al. (1996) detectaram uma menor atividade com estes
indutores do que em substratos naturais, possivelmente porque estes tenham
nutrientes essenciais ao metabolismo microbiano. Este fator pode ser
considerado como um inibidor ou um nio facilitador da produgio de Pectina
liase por fungos isolados dos frutos de café.

No entanto, é importante ressaltar que, neste trabalho, o extrato
enzimético analisado foi bruto, podendo, assim, ser acometido de interferentes
quimicos (quelagem), fisicos (alteragdo de pH, temperatura) e biologicos
(proteases) que atuam diminuindo a atividade ou até mesmo inibindo-a.

A partir de comparagdes feitas com a literatura, esperava-se que tanto a
atividade de celulases como a de xilanases e pectinases tivessem valores mais
expressivos, no eatanto, temos que considerar que isolados da mesma espécie
podem responder &s condigdes ambientais (pH, temperatura, indutores,
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repressores, etc) de formas distintas devido a sua carga genética e a interferéncia
de componentes do substrato natural (isto é, frutos de café) que pode promover a
produgdo e incremento destas enzimas fingicas.
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4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos quanto & caracterizagdio enzimética de
isolados, concluiu-se que:

» A andlise quantitativa de enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e
pectinoliticas revelou uma grande variagio na produgdo pelos fungos testados,
referente tanto as espécies quanto ao periodo de cultivo.

» Atividade enzimatica in vitro foi baixa podendo a producfo ter sido
influenciada por fatores como baixo grau de indugfio, caréncia de fatores
nutricionais para o bom crescimento filngico ou a interferéncia do estado fisico

do substrato.

» Aspergillus dimorphicus foi o unico dentre os fungos testados que
apresentou atividade em todas as enzimas do complexo celulolitico,
apresentando atividade méxima de exo e endoglucanase de 145 e 42 pg
glicose/mim/mg proteina.

» Fusarium semitectum niio apresentou atividade celulolitica e nem
xilanolitica e apresentou atividade pectinolitica.

» Todas as espécies de fungos filamentosos testadas neste trabalho

foram capazes de secretar PG e PL, esta, porém com baixa atividade (méxima de
12,8 pmol/ min. de grupos uronideos insaturados/ mL x 10%).
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b A partir dos resultados obtidos com PL pressupde-se que estes fungos
testados ndio sdo os responsiveis pela degradacio da mucilagem durante a
fermentag#o dos frutos de café natural.

» Nenhuma espécie bacteriana secretou PG, porém observou-se que
bactérias Gram negativas e positivas foram produtoras de PL. Leveduras foram
capazes de secretar PG ¢ PL sugerindo a participag#o destes microrganismos na
fermentagio dos frutos de café natural.

» Bactérias e leveduras apresentaram atividade celulolitica e
pectinolitica inferiores 2 de fungos filamentosos, sugerindo a utilizagio de
agiicares simples presentes na polpa e mucilagem por estes microrganismos.

» Os resultados obtidos demostram a importincia da diversidade de
microrganismos, inclusive da diversidade genética quanto 3 produgio
enzimética, para que no conjunto possam atuar no processo de degradagdo da
mucilagem, acelerando e conseqiientemente reduzindo o risco de

comprometimento da qualidade.
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CAPITULO 4

INCIDENCIA DE Aspergilius PRODUTORES DE MICOTOXINAS EM
FRUTOS E GRAOS DE CAFE (Coffea arabica L.)
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RESUMO

SILVA, C. F. Incidéncia de Aspergillus produtores de micotoxinas em frutos e
grios de café¢ (Coffea arabica L). In: . Sucessio microbiana e
caracterizacio enzimitica da microbiota epifitica de frutos e griios de café
(Coffea ardbica L.) do municipio de Lavras — MG. 2004. p. 129-151, Tese
(Doutorado em Ciéncia dos Alimentos)- Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

A bebida de café ¢ mundialmente consumida, sendo o Brasil o principal
pais produtor e exportador. Existe um rigoroso controle da qualidade dos grios
pelos paises importadores, principalmente quanto i presenca de fungos
toxigénicos e micotoxinas. Algumas espécies de Aspergillus podem produzir
micotoxinas nos alimentos que sdo metabélitos secundarios toxicos ao homem e
animais mesmo em pequenas concentragdes. Os objetivos deste trabalho foram
de identificar as espécies de Aspergillus que est#io associadas ao café e verificar
se estas podem apresentar um risco para a seguranga do produto. Foram
identificadas espécies afla e ocratoxigénicas pertencentes ao género Aspergillus
em frutos de café secos naturalmente e, durante o armazenamento em sacos de
aniagem e semipermedvel. Um total de 112 isolados foi identificado sendo sete
diferentes espécies do género Aspergillus distribuidos em: Aspergillus flavus (53
isolados); A. niger (42); A. ochraceus (12); A. dimorphicus (2); A. foetidius (1),
A. tamarii (1) e A. sydowii (1). O maior nimero de isolados foi notificado nos
dois dltimos dias de fermentagdo/secagem (20 e 22° dias), sendo as espécies
incidentes A. ochraceus e A. niger, 1espectivamente. Aspergillus flavus foi
isolado durante todo o periodo de secagem. Durante o0 armazenamento um maior
nimero de espécies e de isolados foram observados nas amostras armazenadas
em sacos de aniagem, dos quais foram identificadas Aspergillus flavus, A. niger,
A. dimorphicus; A. foetidius. Aspergillus flavus foi notificado nas embalagens
semipermedveis. O potencial toxigénico dos fungos demonstrou que todos os
isolados de 4. flavus foram produtores de aflatoxinas Bl e B2, nenhum isolado
de A. niger foi produtor de ocratoxina A, e 75% dos isolados de 4. ochraceus
foram produtores de ocratoxina A.

*Publicado na REVISTA BRASILERIA DE ARMAZENAMENTO n° 7, p.
30-36, 2003. Especial café.

Comité orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan- UFLA (Orientadora), Dr.
Eustaquio Souza Dias ~-UFLA.
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ABSTRACT

Silva, C. F. Incidence of Aspergillus producing of micotoxins in fruits and
coffee beans (Coffea arabica L.). In: . Microbial succession and
enzymatic characterization of the epiphytic microbial of fruits and coffee
beans (Coffea arabica L.) of the municipal district of Lavras — MG. 2004. p.
129-151. Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG.

Coffec beverage is comsumed worldwide, Brazil being the main
producing and exporting country. There is a rigorous quality contro] of bean
quality by importing countries as far as the presence of toxigenic fungi and
mycotoxins are concerned. Some species of Aspergillus may produce
mycotoxins in foods, which are secondary metabolites toxic to man and animals
even in small concentrations. The objectives of this work were to identify the
Aspergillus species which are associated with coffee and verify if those may
present a risk to the safety of the product. Afla and ocratoxigenic species
belonging to the genus Aspergillus were identified in naturaily dried coffee
cherries and during the storage in jute and polystyrene bags. A total of 112
isolates were identified, seven being different species of the genus Aspergillus
distributed in: Aspergillus flavus (53 isolates); A. niger (42); A. ochraceus (12);
A .dimorphicus (2); A. foetidus (1); A. tamarii (1) and A. sydowii (1). The
greatest number of isolates was notified in the last two days of
fermentation/drying (20th and 22™ days), the incident species being A.
ochraceus and A. niger, respectively. Aspergillus flavus was isolated throughout
the drying period. Over storage, a greater number of species and isolates were
observed in the samples stored in jute bags, from which were identified: 4
flavus, A. niger, A. dimorphicus;, A. foetidus. A. flavus was notified in the
polystyrene bags. The toxigenic potential of fngi showed that all the isolates of
A flavus were producers of aflatoxins Bl and B2, no isolate of 4 niger was
producer of ocratoxin A and 75% of the isolates of 4. ochraceus were producers
of ochratoxin A.

Guidance committee: Ds Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major Professor), Ds
Eustiquio Souza Dias - UFLA
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1 INTRODUCAO

A bebida de café ¢ mundialmente consumida, tanto pelos seus efeitos
estimulantes fisicos ¢ mentais quanto pelos efeitos farmacolégicos (Soliman,
2002). A cultura do café restringe-se a regido intertropical do planeta,
favorecendo, portanto, paises como Brasil, que produz e exporta em grande
quantidade os grios verdes de café.

Seguido por paises como Colombia, Vietnd, Indonésia ¢ México
(Anuério Estatistico do Café, 2000-2001), o Brasil ¢ o principal pais exportador
desta commodite. A qualidade deste produto influencia diretamente seu prego no
mercado e é determinada pela interagio de fatores como selegéio da cultivar,
composicio quimica dos frutos, homogencidade na maturagiio dos frutos
colhidos, processamento pés-colheita, métodos de secagem e armazenamento
(Carvalho et al., 1989; Puerta Q., 1998; Menon, 1989). Além desses aspectos,
como todos produtos agricolas, o café estd sujeito & contaminagdio por
microrganismos (Nout & Rombouts, 1992) em todas as fases do processamento,
0s quais encontram nos frutos e grios, nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento, como fonte de carbono e nitrogénio sob a forma de celulose,
hemicelulose, pectinas, sacarose, glicose e frutose. A influéncia da microbiota na
qualidade do café pode estar ligada a produgéo e excregio de metabolitos como,
acidos, alcoois, fenbis, enzimas e micotoxinas, que atuam sobre os gréos
provocando alteragSes que irdo repercutir no aroma, no sabor ¢ na seguranga do
produto fmal.

Durante o processamento do café, a quantidade e diversidade dos
microrganismos que colonizam os frutos nos seus vérios estidios até o
armazenamento nio ¢ uniforme, havendo em cada fase deste processo a
predominéincia de um ou mais dos trés grandes grupos de microrganismos —
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bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Silva et al., 2000). Esta sucessao
ecolégica dos microrganismos ¢é dependente da interacdo entre fatores
intrinsecos, como composi¢do quimica do substrato, atividade de 4gua e pH, e
fatores extrinsecos, como as condi¢ies ambientais (Smith & Cuero, 1986).

Paises compradores de café estabelecem normas rigidas para a
importagdo dos grios, principalmente quanto ao nivel maximo de contaminag&o
dos grdos por micotoxinas. Uma vez que da composigdo da dieta de grande
nimero de comunidades participam grupos de alimentos e bebidas que
contribuem com parcelas muito mais significativas de ocratoxina A, justifica-se
a preocupagéio com o café como uma fonte, embora seja a que menos contribui
com a micotoxina na dieta.

As micotoxinas sdo metabélitos secundirios de fungos que quando
ingeridas direta ou indiretamente cansam intoxicagSes agudas ou cronicas
(Soliman, 2002). Estas toxinas tém causado epidemias, matando centenas de
milhares de pessoas no mundo e provocando lesdes nefrotoxicas, hepatoxicas,
teratogénica e talvez carcinogénica (Pitt, 2000). Além disso, as micotoxinas
podem assumir papéis de co-carcinogénicas juntamente com virus da hepatite B.
As micotoxinas apresentam quatro tipos bésicos de toxidade: aguda, crbnica,
mutagénica ¢ teratogénica. O efeito mais comum é a desordem das fungSes
renais e hepiticas, podendo levar o individuo & morte (Scussel, 1998).
Conseqiientemente os paises importadores, principalmente europeus, tém
estabelecido limites méximos toleraveis de ingestfio diria de toxinas para alguns
alimentos, incluindo o café.

O primeiro grupo de toxinas estudadas em alimentos foi o das
aflatoxinas produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus. A
incidéncia de Aspergillus ou das aflatoxinas em café foi relatada por diversos
autores (Batista et al., 2001; Abdel-Hafez & El Maghraby, 1992; Mislivec et al.,
1983; Levi & Borker, 1968). Foi observado que a implantagdo de boas préticas
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agricolas na cultura do café pode restringir ou inibir a produgdo da toxina. Além
disso, a presenga do fungo toxigénico ndo indica, necessariamente, que os grios
de café estejam contaminados pela micotoxina (Batista et al., 2001). Varios
trabalhos ja foram realizados sobre a eliminagfio ou redugiio do teor de
aflatoxina no gréo de café através do calor obtido durante o processo de torragio
dos grdos verdes, indicando que é possivel uma reducéio da toxina entre 42,2% a
55,9% (Soliman, 2002). As aflatoxinas e esterigmatocistinas sfo as toxinas
menos freqitentes em café (Naidu, 1996). A reduzida freqiiéncia de aflatoxinas
em café reforga a idéia de que esta micotoxina niio representa perigo de
micotoxicose oriunda de gréos de café.

A preocupagdo sobre a qualidade e seguranga do café brasileiro é
respaldada pelos limites méximos de ingestdo permitidos, impostos pelos paises
consumidores de café. Atualmente, o maior risco para a seguranga do café
concentra-se na presenga de Ocratoxina A (Chalfoun & Batista, 2002). Apesar
de esta micotoxina ser a mais comum em grios de café, ela tem sido detectada
apenas em pequenas quantidades em cafés cultivados e preparados
adequadamente (Chalfoun & Batista, 2002).

A ocratoxina tem tido grande aten¢io mundial devido ao potencial
perigo atribuido a ela na saide animal e humana (Pitt et al, 2000),
principaimente a Ocratoxina A (OTA). Esta toxina pode ser produzida por
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium. Originalmente, a OTA foi
descrita como um metabélito de A. ochraceus isolado de frutos e vegetais secos
e grios de café verdes (Pitt, 2000; Heilmann et al., 1999; Scussel, 1998;
Mislivec et al., 1983). Atualmente, sabe-se que esta toxina também pode ser
produzida e excretada por P. verrucosum e A. carbonarius, que também podem
ser fonte de OTA em café (Batista et al., 2003).

Considerando a importéncia de fungos toxigénicos.no café, o presente
trabalho teve como objetivo a identificacio e avaliagio do potencial
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aflatoxigénico e ocratoxigénico de espécies do género Aspergillus em frutos de
café processados naturalmente, desde o primeiro dia de fermentagdo/secagem até

o armazensmento dos grios acondicionados em embalagens de aniagem e

semipermedvel.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As amostras de café (Coffea arabica L. var Acaid), constituidas
inicialmente de 60 kg de frutos cereja, foram coletadas seletivamente ainda na
arvore, em uma fazenda do municipio de Lavras-MG, localizada no Sul do
estado de Minas Gerais, a 750 a 800 m de altitude. Os frutos foram secos em
terreiro de cimento via processamento natural. Apds a secagem, os frutos em
coco foram beneficiados e os graos, armazenados em camara fria (3 °C — 59% de
umidade relativa), em sacos de aniagem e semipermedveis por um periodo de
136 dias.

2.2 Isolamento e identifica¢do dos fungos

Durante o periodo de secagem, em intervalos de 48 h, e durante o
armazenamento, apos 40, 87, 132 e 136 dias, duzentos frutos ou grdos foram
coletados assepticamente e transferidos para 1800 mL de 4gua peptonada, de
onde foram realizadas diluigOes seriadas para avaliagdo micolégica em meio
Dicloran Glicerol 18% (DG18). Apés um periodo de 4 a 6 dias, as colonias
caracteristicas de fungos do género Aspergillus foram isoladas e purificadas em
meio Malte Agar (MA). A identificagdo taxonémica dos isolados de Aspergillus
foi realizada de acordo com Christensen (1981) para espécies da segdo
Circumdati, Christensen (1982) para espécies da segdo Flavi, Klich & Pitt
(1988) para espécies da segdo Nigri e Klich (1993) para espécies da segdo
Versicolores. As identificagGes foram comparadas com as de Raper & Fennell
(1965), Klich & Pitt (1988), Samson et al. (2000) e Pitt & Hocking (1997). Os
isolados foram inoculados em trés pontos eqiiidistantes na placa de Petri
contendo meios de cultura padronizados nas seguintes condigdes: meios CYA
(Czapek Yeast Agar) e MEA (Malt Extract Agar) 25 °C e CYA 37 °C, por um
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periodo de 7-10 dias de incubagdo. Foram observadas as caracteristicas
classificadas como macroscépicas e microscopicas por Klich & Pitt (1988) apds
o periodo de incubagdo.

2.3 Avaliacfio do potencial toxigénico por “Plug” Agar

Os isolados identificados pertencentes ao género Aspergillus das Seges
Nigri e Circundati foram testados quanto ao potencial ocratoxigénico e os
isolados da Segdo Flavi foram testados quanto ao potencial aflatoxigénico todos
segundo a Técnica de Plug Agar descrita por Filtenborg & Frisvad (1980). Estes
fungos foram inoculados em meio YES (Yeast Extract 2% - Sucrose 15%) e
incubados por 5 dias a 25-26 °C (Filtenborg & Frisvad, 1980). Um corte circular
de aproximadamente 25 mm do micélio do fungo com égar foi colocado sobre
uma placa de Cromatografia de Camada Delgada (Merck — Silica Gel 60, 20x20)
previamente ativada, contendo os padrdes das micotoxinas (aflatoxinas B1, B2,
G1 e G2 ou ocratoxina A). O micélio foi retirado e apos 15 minutos foi realizada
a eluigdo em uma cuba de vidro contendo, como fase mével, TEF - Tolueno,
Acetato de Etila e Acido Férmico 90% (50:40:10). Apés a eluigdo, as placas
foram secas em capela pelo fluxo. A confirmagfio foi feita em luz ultravioleta
com A 366 nm cromatovisor CAMAG (UV-BETRACHTER). O isolado
produtor da micotoxina (aflatoxinas ou ocratoxina) apresentou um Rf (fator de
retengdio) e um “spot” de fluorescéncia semelhante ao do padréio da micotoxina
testada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de cento e doze (112) isolados, foram identificadas sete
diferentes espécies de Aspergillus. Foram encontradas as seguintes distribuigbes
de espécies: Aspergillus flavus (53 isolados); A. niger (42); A. ochraceus (12); A
dimorphicus (2); A. foetidius (1); A. tamarii (1) e A. sydowii (1) (Tabelas 1 e 2).

A maioria das espécies encontradas é comum em solo e dreas cultivadas
com cereais e ja foram isoladas de frutos e grios de café armazenados (Silva et
al, 2000). A presenga destes fungos em grios armazenados ¢ atribuida a
capacidade de resistirem i menor atividade de &gua (Batista et al., 2003; Pitt &
Hocking, 1997; Klich & Pitt, 1988; Christensen, 1982, 1981; Domsch et al.,
1980).

O maior mimero de isolados fingicos foi encontrado no 20° e 22° dias
de secagem (Tabela 1), o que pode ter sido em consegiiéncia da diminui¢Zo da
quantidade de 4gua disponivel para os microrganismos (atividade de dgua),
restringindo a presen¢a de outros grupos de microrganismos como bactérias e
leveduras (dados expressos no Capitulo 2) e favorecendo o desenvolvimento dos
fungos.

No vigésimo dia de secagem o teor de umidade dos gréios foi de 13,74%,
o0 que representou uma atividade de gua préximo de 0,67, no vigésimo segundo
dia, com a umidade de 11%, a atividade de dgua foi de 0,53. Segundo Pitt &
Hocking (1997), em valores de atividade de dgua abaixo de 0,60 nio hi
crescimento microbiano. As espécies de Aspergillus xerofilicas, como
Aspergillus niger, A. flavus e A. ochraceus sdo capazes de crescerem
atividade de 4gua abaixo de 0,85 (Pitt & Hocking, 1997, ICMSF, 1996).
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Dentre as sete espécies de Aspergillus encontradas, A. niger ocorreu em

maior percentual, sendo esta ocorréncia somente verificada no 22° dia de
secagem, quando a umidade dos gréos estava 11% (Tabela 1).
A. flavus foi a tinica espécie identificada desde o 8° dia de secagem. Esta espécie
tem sido isolada de frutos de café por outros autores (Taniwaki et al., 1999),
sendo mais comum em éreas cultivadas do que em areas ndo cultivadas (Klich &
Pitt, 1988).

Os 12 isolados de A. ochraceus e os 20 isolados de A. niger foram
isolados mo 20° e 22° dias de secagem, respectivamente (Tabela 1). Estas
espécies foram anteriormente isoladas de frutos de café durante a secagem por
Urbano et al. (2001), Silva et al. (2000) e Taniwaki et al. (1999).
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Dentre as sete espécies de Aspergillus encontradas, A. niger ocorreu em

maior percentual, sendo esta ocorréncia somente verificada no 22° dia de
secagem, quando a umidade dos grdos estava em 11% (Tabela 1).
A. flavus foi a Ginica espécie identificada desde o 8° dia de secagem. Esta espécie
tem sido isolada de frutos de café por outros autores (Taniwaki et al., 1999),
sendo mais comum em #reas cultivadas do que em areas ndo cultivadas (Klich &
Pitt, 1988).

Os 12 isolados de 4. ochraceus e os 20 isolados de A. niger foram
isolados mo 20° e 22° dias de secagem, respectivamente (Tabela 1). Estas
espécies foram anteriormente isoladas de frutos de café durante a secagem por
Urbano et al. (2001), Silva et al. (2000) ¢ Taniwaki et al. (1999).
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Durante o armazenamento do café, um maior nimero de espécies e de
isolados foi observado nas amostras armazenadas em sacos de aniagem. As
espéeies identificadas foram A. flavus, A. niger, A. dimorphicus e A. foetidius
(Tabela 2). Nos gros de café armazenados em embalagem semipermedvel, as
espécies encontradas foram de 4. flavus e A. niger. As embalagens
semipermejveis apresentam baixa permeabilidade e neste tipo de embalagem
ocorreu ménor alteragio na umidade dos griios; ja a embalagem de aniagem ¢é
permedvel e nas condigdes da cimara fria (3°C e 59% de Umidade Relativa)
ocorren reabsorgéo de umidade dos grios, elevando-a para 19%.

Com excegdo do A. dimorphicus, todas as demais espécies ja foram
isoladas de gréios de café armazenado (Batista et al, 2001; Lépez-Garay et al.,
1987; Mislivec et al., 1983).

As espécies identificadas neste estudo estio entre as mais comuns €
versiteis espécies de fingos presentes em ambientes de armazenamento. Eles
podem tolerar e crescer em diferentes condigdes ambientais, sendo dificil
elimina-las totalmente usando os métodos convenciopais de secagem e
armazenamento, uma vez que a contaminagio com Aspergillus e micotoxinas
pode ocorrer antes mesmo da colheita (Lacey, 1994).
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Os resultados do potencial toxigénico das espécies de Aspergillus
encontradas neste estudo podem ser observados na Tabela 3. Dos 53 isolados de
A. flavus, 100% foram produtores de aflatoxinas B1 e B2, que sdo as principais
micotoxinas produzidas por esta espécie. De acordo com a ICMSF (International
Commission on Microbiological Specification for Foods, 1996), os isolados de
A. flavus produziram somente as aflatoxinas B1 e B2, enquanto os isolados que
produziram as aflatoxinas Bl, B2, Gl e G2 foram identificados como 4.
parasiticus € A. nomius, sendo estas as Gnicas espécies produtoras destas
aflatoxinas.

Embora algumas espécies da Segdo Nigri tenham sido relatadas como
potencialmente ocratoxigénicas (Bucheli et al., 2000; Bucheli et al., 1998), dos
isolados de A. niger obtidos de grios de café, no presente estudo, nenhum foi
capaz de produzir ocratoxina A nas condigSes avaliadas. Segund_o Pitt (2000),
isolados desta espécie ocasionalmente podem ser produtores de ocratoxina A;
entretanto, uma espécie muito préxima morfologicamente, 4. carbonarius, €
mais comumente produtora e uma fonte muito mais impon.ante de ocratoxina A.

Dos 12 isolados de 4. ochraceus, 75% foram produtores de ocratoxina
A. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por Batista et al. (2003),
que, dos 41 isolados testados, 27 (65,85%) foram produtores de ocratoxina A. O
percentual de 25% dos isolados nfo produtores de ocratoxina A encontrado
neste estudo estd de acordo com os dados apresentados por Le Bars & Le Bars
(1999), segundo os quais a porcentagem de isolados de A. ochraceus nio
ocratoxigénicos foi entre 20 e 75%.

Os resultados obtidos neste trabalho somam-se as demais pesquisas
brasileiras que tém isolado A. ochraceus potencialmente ocratoxigénicos de
frutos e grios de café, porém nfio se pode afirmar com precisio o risco da
presenga de ocratoxina A no produto. Em estudos anteriores, Batista et al.
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(2003) e Urbano et al. (2001) relataram que a presenca de fungos produtores de
ocratoxina A no café nio indica necessariamente a presenga da toxina.
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TABELA 3 Avaliagio da produgiio de aflatoxinas e ocratoxina A por espécies de Aspergillus isoladas dos frutos e griios

de café.
Némerode Niimero de isolados produtores de Niimero de isolados
Espécie isolados aflatoxina Bl ¢ B2 produtores de ocratoxinga A

Aspergillus flavus 53 53 (100%) Nt/Ota

Aspergillus ochraceus 12 NUVAf 09 (75%)
Aspergillus dimorphicus 2 NVAE ' 00 (0,0%)
Aspergillus niger 42 Nt/Af 00 (0,0%)
Aspergillus foetidus 1 NY/AS 00 (0,0%)

NUt/Af = Nio testados para aflatoxinas, estas espécies n#io sdo consideradas produtoras de aflatoxinas.
Nt/Ota = Nfo testados para ocratoxina A, esta espécie nfio é considerada produtora de ocratoxina A.



Nas condigdes de armazenamento em cémara fria em embalagens de
aniagem, foi observado que os gréos de café reabsorveram mais umidade (8 % a
mais do que o inicial) do que as embalagens semipermeéveis. Este processo
ocorren devido ao equilibrio entre a umidade do ambiente ¢ a dos grios
embalados, favorecidos pela maior porosidade nas embalagens de aniagem.
Apesar do alto teor de umidade nos gréos de café anmazenados, a interagéio entre
o teor de umidade e a temperatura nio contribuiu para o desenvolvimento de
espécies potencialmente toxigénicas, como A.flavus e A. ochraceus, uma vez que
a atividade de 4gua minima para o 4. flavus produzir as aflatoxinas é de 0,82, o
que representa aproximadamente 18,4% da umidade do produto. Para o A
ochraceus, a atividade de 4gua minima para produzir a ocratoxina ¢ de 0,85, o
que representa aproximadamente 20% de umidade no grio de café (Le Bars &
Le Bars, 1999; ICMSF, 1996; Kozakiewicz & Smith, 1994).

E interessante observar que apesar do isolamento destes fungos em
condi¢des de armazenamento em cémara fiia, tanto as temperaturas para o
desenvolvimento das espécies quanto para a produgio das toxinas s3o, de modo
geral, superiores 4 temperatura registrada na cimara fria (3 °C). A temperatura
minima de crescimento para o 4. flavus esté entre 6 ¢ 10 °C e a temperatura
6tima de crescimento, entre 25 e 37 °C, ja para a produgdo de aflatoxinas B, e
B>, a temperatura 4tima esté entre 16 e 31 °C. Para 0 A. ochraceus, a temperatura
minima de crescimento estd entre 8 ¢ 12 °C e a temperatura 6tima de
crescimento, entre 24 e 31 °C, enquanto, para a produgdio de ocratoxina A, a
temperatura 6tima € entre 25 e 31 °C (Le Bars & Le Bars, 1999; ICMSF, 1996;
Kozakiewicz & Smith, 1994).
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4 CONCLUSOES

A partir da identificagio de espécies de Aspergillus encontradas na
superficie dos frutos e griios de café natural durante a fermentac#o/secagem e

armazenamento, concluiu-se que:

» Foram identificadas 7 espécies diferentes de Aspergillus: A. flavus; A.
niger; A. ochraceus; A. dimorphicus; A. foetidius; A. tamarii ¢ A. sydowii,

» Exceto a espécie A. dimorphicus, todas as demais espécies ji foram
isoladas de grios de café armazenado;

»A. flavus foi isolado a partir do 8° dia de secagem ¢ no

armazenamento,

» Todos os isolados de A. flavus foram produtores de aflatoxinas B, e
B,; 75 % dos isolados de A. ochraceus foram produtores de ocratoxina A e
nenhum isolado de 4. niger foi produtor de ocratoxina A.

DOSgriosmmannadossacosdeaniagemapmsentarammmaior

nimero de isolados e variedades de espécies de Aspergillus durante o
armazenamento.
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4 CONCLUSOES

A partir da identificagio de espécies de Aspergillus encontradas na
superficie dos frutos e griios de café natural durante a fermentag8o/secagem e

armazenamento, concluiu-se que:

» Foram identificadas 7 espécies diferentes de Aspergillus: A. flavus; A.
niger; A. ochraceus; A. dimorphicus; A. foetidius; A. lamarii e A. sydowii,

» Exceto a espécie A. dimorphicus, todas as demais espécies jé foram
isoladas de grios de café armazenado;

»A. flavus foi isolado a partir do 8 dia de secagem e no

armazenamento,

» Todos os isolados de A. flavus foram produtores de aflatoxinas B; e
B,; 75 % dos isolados de 4. ochraceus foram produtores de ocratoxina A e
nenhum isolado de A. niger foi produtor de ocratoxina A.

» Os griios armazenados em sacos de aniagem apresentaram um maior

numero de isolados e variedades de espécies de Aspergillus durante o
armazenamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os frutos de café apds a colheita podem ser processados via seca ou
umida, fornecendo bebidas de café com caracteristicas sensoriais diferentes. O
processamento umido € pouco realizado no Brasil sendo mais utilizado
paises com clima dmido, como Colémbia a fim de se evitar a contaminagio por
microrganismos deteriorativos e acelerar o processo de secagem.

O processamento seco ou natural ainda predomina no Brasil. Especula-
se que cafés processados via seca sempre fomnecero bebidas de inferior
qualidade comparados aqueles processados via umida. Este fato é incorreto. A
bebida de café nesses dois tipos de processamento terfio caracteristicas sensoriais
diferentes, porém boas para paladares de consumidores diferentes. Enquanto em
cafés processados via imida obtém-se bebidas mais suaves, ter-se-8o cafés mais
encorpados 8 partir de grios processados via seca. Em qualquer tipo de
processamento se houver ma condugdo do cultivo e durante o perfodo pés-
colheita dos frutos a qualidade da bebida seré comprometida.

Os cafés naturais apresentam maior probabilidade de fomecerem
bebidas de inferior qualidade, exigindo cuidados especiais durante a colheita,
secagem e armazenamento do café nesse tipo de processamento muitas vezes é
negligenciado pelo produtor.

A diversidade microbiana nestes frutos de café ¢ intensa e diferenciada
no decomrer do processo de fermentagfo/secagem. A presenga de aglcares
facilmente assimilédveis pelos microrganismos presentes na polpa e mucilagem e
a alta umidade dos frutos favorecem a colonizagdo de microrganismos que
podem interferir na qualidade. A colonizagdio na superficie dos frutos ¢
primeiramente feita por de bactérias que serdo sucedidas por leveduras e fungos
filamentosos, quando ha diminuig#io do teor de umidade.
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O isolamento e identificagio de espécies de bactérias, leveduras e
fungos a partir dos frutos e grios de café natural revelaram o grande potencial
que estes microrganismos oferecem para a melhoria da qualidade dos cafés
naturais, diferentemente de pesquisas recentes com a fermentagdio de café
despolpado que indicam a nio participagio de microrganismos envolvidos na
degradagdio da mucilagem. E possivel que algumas espécies de bactérias e
leveduras em cafés naturais atuem diretamente sobre a decomposi¢éo da polpa e
mucilagem por possuirem enzimas pectinoliticas, podendo, portanto, ¢, portanto
podem ser utilizadas como in6culos durante o periodo de secagem em terreiro
como aceleradores da secagem, especialmente vantajosos em localidades com
alta umidade relativa e baixa insolagiio no periodo de fermentagéo/secagem dos
frutos de café.

Em cafés naturais a participagio de microrganismos pode ir além da
degradagiio da polpa e mucilagem. Algumas espécies de leveduras apresentam
potencial no controle do crescimento de fungos potenciaimente toxigénicos ¢
produgdo de toxinas, principalmente a aflatoxina. Apesar de esta toxina ter sido
descartada como risco para a saiide humana pela ingestio da bebida de café,
pode-se testar a capacidade de redugfio ou inibigio de toxinas de leveduras
contra fungos produtores de ocratoxina A, pois esta ¢ a principal micotoxina
estudada em café.

Portanto, o estudo das interagdes microbianas ocorridas em frutos torna-
se essencial para o estabelecimento de novas priticas na cultura do café due
favoregam o periodo de fermentagdo dos frutos, melhorando a qualidade do café
através (1) da elaboragdo de inéculos que acelerem o periodo de fermentagdo
dos frutos, como por exemplo, inéculos com microrganismo(s) com aita
capacidade de produglo enzimética, principalmente para regides de clima
adverso no periodo de secagem dos frutos; (2) inéculos que diminuam a
produgéio de toxina por fungos potencialmente toxigénicos em frutos ainda na
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arvore ou que (3) compitam por nutrientes e espago com os fungos
potencialmente toxigénicos; e (4) inéculos de microrganismos que atuem como
controle biolégico de pragas do cafeeiro.

Por fim, consideramos que a microbiota presente na superficie de frutos
de café durante o processamento natural pode atuar na degradagdio da polpa e
mucilagem que, e através do conhecimento aqui adquirido do potencial
enzimético ¢ da capacidade de produgio de 4cidos, esta microbiota pode ser
usada como potencializador da qualidade da bebida de café natural.
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ANEXOS

ANEXO A Pigina

FIGURA 1A Curvas padrio de glicose, Albumina de Soro Bovino
¢ p-nitrofenol.... 156
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