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RESUMO GERAL

O café ¢ uma commoditie de grande importancia econdmico-social para
o setor agricola brasileiro. No entanto, variagdes na qualidade desse produto
fizeram com que o mesmo sofresse uma desvalorizacio no mercado
internacional. As etapas pré e pos-colheita do café influenciam diretamente a
qualidade final da bebida e o processamento dos frutos uma das etapas pos-
colheita de grande importancia para a obtencao de bebidas de qualidade. Durante
o processamento do café, o grdo ¢ separado das demais partes constituintes do
fruto, possibilitando a redugdo do seu contetido de agua de 65% para um grau de
umidade entre 10% e 12%. Existem trés tipos de processamento: via seca,
semisseca ¢ umida. A escolha do tipo de processamento a ser utilizado
dependera, principalmente, das condi¢des de capitalizacdo do produtor, da
quantidade produzida e do tipo de bebida desejado. Durante os trés tipos de
processamento, os frutos estdo expostos a uma diversidade de microrganismos,
tais como leveduras, fungos filamentosos e bactérias, sendo alguns relatados
como de importancia na fermentacdo do café. Microrganismos que apresentem
alta atividade de pectinases sdo de grande importdncia no processo de
fermentacdo e representam potencial para serem utilizados como culturas
iniciadoras para a padronizagdo do processo de fermentagdo do café.

Palavras-Chave: Café, culturas iniciadoras, fermentacdo do café e pectinases.



GENERAL ABSTRACT

Coffee is a commodity of great economic importance for the social-
Brazilian agricultural sector; however, variations in the quality of the product
might lead it to suffer devaluation in the international market. The pre-and post-
harvesting directly influence the final quality of the coffee beverage. During
processing, the coffee bean is separated from the other constituent parts of the
fruit, allowing the reduction of water content from 65% to moisture content
between 10 and 12%. There are three types of processing: dry, semi-dry and wet,
and the choice of type of processing to be used depend mainly on the farmer
conditions. Coffee beans are exposed to contamination of a diversity of
microorganisms such as yeasts, filamentous fungi and bacteria, and some of
them are reported as important during coffee fermentation. Pectinolytic
microorganisms are of great importance in the fermentation process and
represent potential to be used as starter cultures for the standardization of the
fermentation process the coffee and consequently coffee quality.

Keywords: Coffee, fermentation of coffee, pectinases and starter cultures.



2.1
211
212
2.2
221
22.2
2.2.3
2.3
231
2.3.2
2.3.3
2.4
24.1
2.5
2.5.1
2511
2512
252
2.6

SUMARIO

CAPITULO 1 Introdug8o Geral............cccceevevrerererererennnn.
INTRODUGAO.........ooooiieieieeiieseeseees e
REFERENCIAL TEORICO.......oiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen

Cafeicultura brasileira..........ccocoeveiiienii i
Composicdo quimica do café.........ccccvvvvevieninin s
Processamento do Café............ccooeniininineni
Processamento Vid SECA.........cuuruererererreeresieeesieienesesseneseesesenes
Processamento via Umida...........ccoooeerniienncnensceene e,
Processamento Via SEMI-SECA...........ccrrererirerieinieieie e
Microbiota presente no processamento de café .....................
BaCTAIIAS. .. ..eveeceici et
Fungos leveduriformes ...
FUuNgos filamentos0S.......cccviveieieicierecce e
Qualidade do Ccafé..........ccoooiiiiiiiecceccce e
Fatores que afetam a qualidade do café............c.ccocvvevvivinnnne
ENZIMas PECLICAS.......cccvieiieieieicie e
Classificacdo das pectinases..........cocvvvvvereriereseseseseereeeenens
DeseSterifiCantes. .......coovviiie i
DesSpOliMEriZANTES. ......ccoiiiiiieiee e
Pectinases na fermentacdo do café............cccocoovvviiiiniiiennns
Uso de culturas iniciadoras em alimentos fermentados........
REFERENCIAS. ..o
CAPITULO 2 - Selegéo in vitro de culturas iniciadoras
para a fermentacao de frutos de café (Coffea arabica L.)

processados Via Seca € SEMI-SECA.......ccuvervrrererrereseseseseneens



2.1
2.2
2.3

2.4

2.5

251
2.6

26.1
2.6.2
2.6.3
2.6.4
2.7

2.8

3.1

3.2

3.3

3.4
3.5

RESUMO ... 46

ABSTRACT ..ottt 47
INTRODUGAO. ...t 48
MATERIAIS E METODOS.........cooiiiieseereeeeee e, 49
MICIOrgaNISMOS. .....vcveiviiiiiiteiee et 49
Selecao dos isolados pectinolitiCos..........cccoveveeeceseiesie e, 49

Identificacdo molecular dos isolados pectinoliticos
L] [=TolTo ] o T To [0 L3S 50

Producéo de pectinases em meio contendo pectina sintética

(IMIPS) ettt 51
Producéo de pectinases em meio contendo casca e polpa de

CAFE (MPS)....eiiiii s 51
Formulacdo do meio contendo casca e polpa de café (MCP) 51
Atividade de Pectinases..........cccerveirereinineiseee e 52
Atividade de pectina liase...........ccooeveriniiniiieee e 53
Atividade de poligalacutronase...........cccecvvvvvvvvninsesveinsnennnns 53
Atividade de pectina metilesterase...........cccocevvvievieresnsnennn. 54
Proteinas totais. .........coovveriiiiniirece e 54

Anélise do perfil de fermentacdo em meio MCP por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)............... 54
ANALISES BSTAtISTICAS. .. .veivevevveriieeiee e 55
RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooeeereeeeeeeeerereerenrnnen 56
Selecéo dos isolados a partir dos testes semi-qualitativos..... 56
Caracterizacao fisico-quimica da casca e polpa de café........ 62

Secrecéo de PL, PME e PG por bactérias e leveduras em
MEI0S MPS € MCP.....coiiiiiiie e 63
Selecdo de cultura iniciadora para a fermentacéao do café.... 66

Anélise dos perfis de fermentacao por CLAE............ccccev..... 70



4

CONCLUSOES

CONSIDERACOES FINAIS.......c.oiirierererseseesesiesenienines
REFERENCIAS. ..ottt



CAPITULO 1
Introducéo Geral



13

1 INTRODUCAO

O Brasil detém o titulo de maior produtor ¢ exportador de café do
mundo, tendo a safra de 2010/2011 se aproximado de 48 milhdes de sacas, de
acordo com dados da Organizacao Internacional de Café, a OIC (2011). Porém,
as variagdes na qualidade do produto resultaram na baixa valorizagdo e,
consequentemente, na perda de espago comercial nos mercados internacionais.
O aumento no consumo de café, aliado a busca incessante pela qualidade, ¢ um
dos grandes desafios desse setor (BOREM, 2008).

Duas espécies de café tém importincia comercial: Coffea arabica e
Coffea canephora robusta, conhecidas como arabica e robusta. Cerca de 2/3 da
espécie Coffea arabica cresce principalmente na América do Sul, na América
Central e no leste da Africa (origem deste café). Os outros 1/3 crescem
principalmente na Africa e na Asia. Alguns paises exportam uma quantidade
substancial das duas espécies, como, por exemplo, Brasil, Equador e india. A
maioria dos cafés comercialmente disponivel consiste de graos pertencentes a
variedade arabica, robusta ou a mistura destas duas. Os frutos de café podem ser
processados de trés diferentes maneiras: via seca, originando os cafés naturais;
via semisseca, originando os cafés despolpados e via imida, originando os cafés
descascados, despolpados ou desmucilados, dependendo da parte do fruto
removida (OIC, 2011).

A microbiota presente durante todas as etapas pré e pos-colheita do café
¢ diversa, composta de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Esses
microrganismos t€m influéncia direta na qualidade da bebida de café, seja pela
degradacdo de compostos presentes nos graos ou pela excrecdo de metabolitos
que difundem para o interior dos graos. O conhecimento da microbiota do café,
bem como o entendimento do seu papel no processo de fermentagdo dos frutos, ¢

de grande importancia para se obter o produto final de qualidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

2.1.1 Cafeicultura brasileira

Tradicionalmente, o café & produzido no Brasil desde a época do
Império. Durante toda a sua historia, tem absorvido grande quantidade de méo
de obra, tornando-se importante fonte de renda para a economia do pais e
contribuindo significativamente como uma commoditie na formagio do capital
no setor agricola brasileiro. O género Coffea inclui pelo menos 105 espécies, das
quais apenas duas sio economicamente mais importantes: a C. arabica L.,
conhecida como café arabica, que responde por cerca de 3/4 da produgdo
mundial e a C. canephora Pierre, comumente descrita como café robusta, que
contribui com o restante da produ¢do mundial (OIC, 2011).

Atualmente, o café é uma das mais importantes fontes de divisas para o
nosso pais, principal produtor e exportador mundial. A previsdo para a safra
2010/2011 do Brasil ¢ de 48 milhdes de sacas (60 kg), correspondentes a mais
de 30% da producdo mundial, de acordo com levantamento da safra feito pela
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab). Do total, a produgdo de café
arabica deverd ser de 34,7 milhdes de sacas e a de café robusta (conillon), de
10,84 milhdes. Os trés maiores paises produtores sdo Brasil (48 milhdes de
sacas, arabica e robusta), Vietna (18 milhdes de sacas, robusta) e Indonésia (9,5

milhdes de sacas, arabica) (Figura 1) (BRASIL, 2011; OIC, 2011).
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Figura 1 Produgdo de café pelos paises maiores produtores (Safra 2010-2011)
Fonte: Brasil (2011)

No Brasil, o café é produzido em 11 estados e em 1.850 municipios.
Possui 2,3 milhdes de hectares plantados e a produtividade média é de 21,63
sacas por hectare. Os principais estados produtores e a previsdo de safra
2010/2011 s3o: Minas Gerais, produgdo estimada em 22,9 milhdes de sacas;
Espirito Santo, producdo estimada em 10,52 milhdes de sacas, sendo o maior
produtor nacional de café robusta; Sdo Paulo, producdo estimada em 4,72
milhdes de sacas; Bahia, produ¢ao estimada em 2,26 milhdes de sacas e Parana,

producdo estimada em 2,36 milhdes de sacas (BRASIL, 2011; OIC, 2011).
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Figura 2 Previsdao de producdo de café na safra 2010-2011 pelos estados
brasileiros
Fonte: Brasil (2011)

2.1.2 Composicao quimica do café

O fruto de café é constituido de seis partes: casca (exocarpo), polpa
(endocarpo), mucilagem (mesocarpo), pergaminho (espermoderma) e semente

(endosperma), que constitui o grao propriamente dito (Figura 3) (SALAZAR et
al., 1994; SCHWAN; WHEALS, 2003).

Coeuos

A

+— Exocarpo (casca)

B

Endocarpo  ouj

pergaminho

Mesacarpo (mucilagem) Semenle

Endocarpo (pergaminho)

Figura 3 Cortes longitudinais de um fruto de café no estadio cereja (A) e do grdo
(B)
Fonte: Borém et al. (2008)
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A polpa de café é o primeiro produto que se obtém do processamento do
grao de café e representa, em base seca, cerca de 29% do peso do fruto integral.
A polpa de café consiste de 76% de agua, 10% de proteina, 2% de fibra, 8% de
sais minerais ¢ 4% de diferentes materiais soliveis e insoliveis, como pectina,
taninos, acucares redutores e ndo redutores, cafeina, acidos clorogénico e
cafeico, celulose, hemicelulose, lignina e aminoacidos (ELIAS, 1978).

A mucilagem esté localizada entre a polpa e o grao de café. Representa
cerca de 5% do peso seco do fruto (BRESSANI; JOAQUIN, 1972) e varia, em
espessura, entre 0,5-2,0 mm, dependendo da variedade, do estadio de
amadurecimento e das condi¢des ambientais de cultivo (MENCHU; ROLZ,
1973). A mucilagem ¢ um sistema de hidrogel incolor, mas, quando exposta ao
ar, torna-se escura, como resultado das rea¢des enzimaticas oxidativas
(AMORIM; AMORIM, 1977). Consiste de agua, acido péctico, conteudos
pequenos de arabinose, galactose, xilose, ramnose e acidos organicos (ELIAS,
1978). A constituicdo polissacaridica da mucilagem ¢ a seguinte: 30% de
substancias pécticas, 8% de celulose e 18% de polissacarideos ndo-celuldsicos
(AVALLONE et al., 2001), constituindo um excelente meio de cultura para o
crescimento de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (AMORIM, 1968). As
caracteristicas fisico-quimicas da mucilagem s3o essenciais para um
entendimento da fermentagdo do café.

De modo geral, a semente (grao) de café apresenta, em sua constitui¢do
quimica, inimeros componentes volateis e ndo-volateis, tais como acidos,
aldeidos, cetonas, acucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos, carboidratos,
trigonelina, compostos fenolicos e cafeina, bem como enzimas, que agem sobre
estes proprios constituintes (BIOSCI, 1993; MENEZES, 1994). A qualidade
sensorial da bebida de café¢ estd relacionada diretamente com a composicio

quimica dos graos (Tabela 1) (MAZZAFERA; GUERREIRO FILHO, 1998).



18

Tabela 1 Constitui¢do quimica do gréo de café seco

Constituicdo quimica %

Carboidratos 60
Oleos 13
Proteinas 13
Acidos 8,2
Cafeina 1

Fonte: Menezes (1994)

2.2 Processamento do café

O processamento do café visa, basicamente, separar os grdos das
camadas externas (casca, polpa, mucilagem e pergaminho), possibilitando a
reducdo do seu conteudo de agua de 65% para um grau de umidade entre 10% e
12%. Para prevenir fermenta¢des indesejaveis, o processamento deve ser feito
imediatamente apds a colheita. Os grdos processados podem ser armazenados
durante muitos meses, sem alteracdo significativa do sabor e sdo chamados de
cafés crus (NASCIMENTO et al., 2008).

A ma condugdo do processamento do café permite a ocorréncia de
fermentacdes indesejaveis, provocando a produgdo de substdncias quimicas,
principalmente acidos (acético, latico, butirico e propidnico), que se difundem
da mucilagem para a semente, comprometendo sua qualidade (CHALFOUN;
CARVALHO, 2000). A fermentacdo do café é o processo pelo qual casca, polpa
e/ou mucilagem sdo degradados por enzimas que ocorrem naturalmente no café
e/ou sdo elaboradas pela sua microbiota natural. Posteriormente, o grao ¢
submetido a secagem até uma umidade de 10%-11% (SCHWAN; WHEALS,
2003).
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Existem trés tipos de processamento: via seca, que produz o café natural,
e vias semisseca que produz o café despolpado e via imida, que produz os cafés
descascado, despolpado e desmucilado. No processamento via seca, o café ¢
seco com todas as suas partes constituintes. No processamento via Umida
originam-se: i) cereja descascado - a casca e a parte da mucilagem dos frutos sdo
retirados mecanicamente e as sementes sdo secas com o restante da mucilagem e
o pergaminho; ii) café despolpado - a casca e a mucilagem dos frutos sdo
retiradas mecanicamente ¢ as sementes sdo submetidas ao processo de
fermentacdo para a retirada do restante da mucilagem que ficou aderida ao
pergaminho; iii) café desmucilado - € obtido com a retirada total da casca e da
mucilagem por meio de maquinas conhecidas como desmuciladores
(PIMENTA, 2003).

O método de processamento via semisseca, ¢ uma variagdo do
processamento via Umida. Neste tipo de processamento, os frutos sao
despolpados mecanicamente e o processo de fermentacdo ocorre diretamente no

terreiro (VILELA et al., 2010).

2.2.1 Processamento via seca

O processamento por via seca, também conhecido como método natural,
da origem ao café denominado coco, de terreiro ou natural. E o método mais
antigo, simples e requer pouco maquinario. Este método envolve o fruto inteiro
(casca, polpa, mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e semente) e sofre
variagdes dependendo do tamanho da plantagdo, das condi¢des microclimaticas,
das instala¢des disponiveis e da qualidade final desejada (SILV A et al., 2000).

Apds a colheita, o café deve ser separado das impurezas (paus, pedras,
folhas, etc.) e, posteriormente, os frutos sdo lavados e separados de acordo com

sua maturagdo (cerejas, verdes e boias), muita das vezes por um separador
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hidraulico (SILVA et al., 2000). Apos a separagao e a lavagem, os frutos passam
por um processo de secagem, que pode ser feita ao sol em terreiros. O tempo de
secagem pode chegar a quatro semanas para, entdo, os frutos atingirem
aproximadamente 12% de umidade. Para acelerar o tempo de secagem dos
graos, podem ser usados secadores mecanicos apos uma pré-secagem ao sol

durante alguns dias (Figura 4).

. . Lavagem dos Scparacio dos
Colheita agem paragic
frutos frutos
. Cereja
. Secageln e -
Beneficiamento - .
e terreiro ou secador Verde
dos gréos mecanico s
e Baoa

Figura 4 Fluxograma simplificado do processamento via seca do café. Adaptado
de Borém (2008)

2.2.2 Processamento via Umida

Esse tipo de processamento surgiu ndo como alternativa para modificar a
bebida do café, mas como uma grande necessidade pratica, a medida que o café
arabica, originario de areas de clima subtropical ndo quente, passou a ser

plantado em areas tropicais. Nestas dreas verificava-se um intenso processo
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fermentativo dos frutos cerejas imediatamente apds a colheita, com reflexos
negativos na qualidade do produto final. A maneira mais pratica para evitar tais
fermentacdes prejudiciais foi remover o mesocarpo, rico em agucares, que
facilita e promove a fermentagdo (BRANDO, 1999).

Atualmente, vem crescendo, no Brasil, o nimero de produtores que estdo
empregando o processo por via umida. Este processo favorece a secagem, tendo
em vista o menor volume processado, o menor tempo de secagem e a redugdo do
consumo de energia (BOREM, 2004).

O processamento por via umida inclui as seguintes etapas: colheita de
grdos no estadio cereja; lavagem e selegdo dos grios flutuantes, que serdo
processados separadamente; descascamento, despolpamento ou desmucilagem
dos frutos; fermenta¢do ou uso de enzimas comerciais ou substancias quimicas
para retirada da mucilagem aderida ao grao; lavagem para remog¢ao do restante

da mucilagem, e secagem e beneficiamento dos graos (Figura 5).

Separacio dos

C'olheita Lavagem dos fiutos n
= frutos
g Descascador Cerei
Tanques de ~ereja
d - Despolpador
fermentagio - Verde
Desmucilador

Secagem em
terreiro ou Beneficiamento
secadores dos graos
mecanicos

Figura 5 Fluxograma simplificado do processamento via iimida do café.
Adaptado de Borém (2008)
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De acordo com Bartholo e Guimaraes (1997), entre as vantagens do café
processado via imida podem ser citadas a diminui¢do da area necessaria para a
secagem, a reducdo do volume em 60% e a reduc@o do tempo da secagem, nao
s6 por ser um café uniforme, mas também por apresentar um teor de umidade
mais baixo, aproximadamente 50%. Entretanto, a exigéncia de maquinario
especifico (despolpador ou desmucilador) onera o processo e muitos produtores
produzem cafés apenas descascados, nos quais o grdo, com a polpa ¢ a

mucilagem, ¢é levado para o terreiro para a secagem.

2.2.3 Processamento via semisseca

O processamento via semisseca € adotado por alguns produtores no Brasil
e representa uma variagdo do processamento via umida. Por meio dele, os frutos
sdo despolpados e a fermentagdo da mucilagem ocorre diretamente no terreiro,

sem a utilizagdo de tanques de fermentacdo (VILELA et al., 2010) (Figura 6).

Calheita Tavagem dos Separaciodos
fintos fintos
Secagenm em .
reito o Cereja
tfﬂ te'u 00 l‘l Drespolpador _ 9
H &.:1‘(11_11 am Verde
mecinicos

Beneficiamento
dosgraos

Figura 6 Fluxograma simplificado do processamento via semisseca do café
(VILELA et al., 2011)
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2.3 Microbiota presente no processamento de café

A biodiversidade microbiana presente nos frutos e graos de café depende
de fatores ambientais da regido de cultivo, como umidade, temperatura e
populacao microbiana do solo, além da variedade do café cultivado e do tipo de
processamento. O café despolpado e o café natural estdo expostos a uma
diversidade de microrganismos, tais como leveduras, fungos filamentosos e
bactérias que, encontrando condi¢des favoraveis para se desenvolver, infectam
os frutos e os graos de café (SILVA et al., 2003). Alguns microrganismos sao
relatados como de importancia na fermentagdo do café, como os géneros

Bacillus, Erwinia, Aspergillus, Penicillium e Fusarium (ARUNGA, 1982).

2.3.1 Bactérias

A presenca de bactérias na fermentacdo do café natural, principalmente
bactérias lacticas do género Leuconostoc e Lactobacillus, foi observada por
Perderson ¢ Breed (1946). Trabalhando com cafés naturais cereja no Brasil,
Vaughan et al. (1958) isolaram bactérias coliformes de semelhantes espécies dos
géneros Aerobacter e Escherichia; o numero destes microrganismos aumentou
significativamente durante a fermentagio, de uma populagio inicial de 10*-10°
UFC/g para 10° UFC/g, ap6s 24 horas de fermentacio. Espécies pectinoliticas
do género Bacillus também foram isoladas durante a fermentacdo do café.
Embora bactérias do género Leuconostoc e Streptococcus tenham sido isoladas
do café natural fermentado, ndo foi demonstrada a capacidade desses
microrganismos para degradar substancias pécticas (PEE; CASTELEIN, 1972).

Trabalhando com cafés processados por via seca nos quatro estadios de
maturagdo, Silva et al. (2000) verificaram que, dos 254 isolados bacterianos em

estudo, 113 foram gram-negativos (44,5%), com maior incidéncia dos géneros



24

Aeromonas, Enterobacter e Pseudémonas; 23 sdo gram-positivos esporulados
(9%) e 118, gram-positivos ndo esporulantes (46,5%). Espécies de Bacillusi,
como B. cereus, B.subtillis, B. macerans, B. polymyxa e B. megaterium,
corresponderam a maioria das espécies de bactérias isoladas durante a
fermentacdo de cafés naturais (SILVA et al., 2008).

Erwinia herbicola, Klebsiella pneumoniae e Lactobacillus brevis sido
bactérias pectinoliticas e ja isoladas durante a fermentacdo de café despolpado e
processado via imida (AVALLONE et al., 2001, 2002).

Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Bacillus cereus, B.
megaterium, B. macerans e Lactobacillus plantarum foram bactérias
predominantes durante todo o processo de fermentagdo de cafés despolpados no
Brasil (VILELA et al., 2010).

2.3.2 Fungos leveduriformes

Agate ¢ Bhat (1966) isolaram leveduras produtoras de pectinases
durante a fermentag@o de café processado via umida e verificaram a presenga de
espécies como Kluyveromyces, Saccharomyces sp., Saccharomyces marxianus
(Kluyveromyces marxianus), S. bayanus e S.cerevisiae. Eles atribuiram a agdo
das pectinases sobre a pectina da mucilagem do café a atividade microbiana
leveduriforme.

Pee e Castelein (1972) identificaram leveduras do género Candida,
sendo C. guilliermondii na superficie e mucilagem dos grios, e C. parapsilopsis,
S. cerevisiae, Torulopsis famata, S. marxianus, C. tropicalis, Rhodotorula
mucilaginosa e C. pelliculosa na superficie dos graos.

Silva et al. (2000) identificaram 24 espécies de leveduras epifiticas de
frutos de café processados via seca. Os géneros Pichia, Candida e Arxula foram

os mais encontrados, com tendéncia a aparecer em frutos secos e fermentados.
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Silva et al. (2008), em estudo sobre a sucessdo de microrganismos durante a
fermentacdo de cafés naturais, verificaram a ocorréncia de diferentes espécies de
leveduras, como Candida saitoana, C. fermentati, Debaromyces polymorfus, P.
guilliermondii, C. membraniefaciens, D. hansenii, P. anomala, Arxula
adeninivorans e Saccharomyces cerevisiae, entre outras.

Avallone et al. (2001) verificaram que as leveduras isoladas durante a
fermentacdo do café foram variadas e consistiam de espécies conhecidas de
plantas, como Kloeckera apiculata, Candida guilliermondii e Cryptococcus
albidus. Masoud et al. (2004) verificaram, em isolamento de cafés processados
via umida, que a maior incidéncia de isolados leveduriformes foi das espécies
Pichia anomala, P. kluyveri e Hanseniaspora uvarum, durante o processo.

Pichia anomala é uma espécie frequentemente encontrada durante a
fermentacdo de café processado tanto por via seca quanto imida (MASOUD et
al., 2004; SILVA et al., 2000, 2008; VILELA et al., 2010). Essa espécie ¢é
relatada como importante na fermentagdo do café, ja que apresenta atividade de
pectina liase e de poligalacturonase. Hanseniaspora uvarum também ja foi
isolada de café via umida e apresenta atividade de poligalacturonase
(MASOUD; JESPERSEN, 2006), indicando a possibilidade de também estar
envolvida na utilizagdo da pectina da polpa e mucilagem do café.

Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces bayanus, Hanseniaspora uvarum e Kloeckera sp. foram espécies
de leveduras predominantes durante o processo de fermentacdo de cafés

despolpados (VILELA et al., 2010).

2.3.3 Fungos filamentosos

O grupo de microrganismos encontrado em café mais citado na literatura

¢ o de fungos filamentosos. Os principais géneros ja relatados isolados de graos
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de café nos diferentes estadios de maturacdo, processamento ¢ beneficiamento
sdo: Alternaria (MISLIVEC; BRUCE; GIBSON, 1983), Aspergillus (AMORIM;
MELLO, 1991; BATISTA et al., 2003, 2008; SILVA; BATISTA; SCHWAN,
2008; SILVA et al., 2000), Cladosporium (BATISTA et al.,, 2003, 2008;
BITANCOURT et al., 1957; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; SILVA et
al., 2000), Fusarium (AMORIM; MELLO, 1991; BATISTA et al., 2003, 2008;
SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; SILVA et al., 2000) e Penicillium
(BATISTA et al., 2003, 2008; SILVA; BATISTA; SCHWAN, 2008; SILVA et
al., 2000).

Bitancourt et al. (1957), visando determinar os microrganismos que
constituem a microbiota do café cereja em diferentes fases do preparo, no
cafezal e no terreiro de secagem, isolaram e observaram que os fungos mais
abundantes foram Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. e Penicillium
spp. Também foram identificados Aspergillus niger v. Tieghno no café seco em
terreiro; Cladosporium sp., que se desenvolve ainda no pé e ndo no terreiro,
durante a secagem, como normalmente ocorre com outros fungos; Rhizopus
nigricans Ehr.; Rhizopus sp.; Phomopsis sp. e Espicoccum sp.

Enzimas fungicas sdo conhecidas por acelerar a quebra da mucilagem.
Espécies pectinoliticas Aspergillus, Fusarium e Penicillium foram isoladas do
café brasileiro despolpado (VAUGHN et al., 1958).

Um estudo da microbiota em oitenta amostras de café beneficiado,
proveniente de Sdo Sebastido do Paraiso, MG, resultou em amostras
classificadas como bebida mole e dura, apresentando indices de infec¢do pelos
fungos Fusariun roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus,
acentuadamente menores que nos cafés classificados como bebida rio e riada.
Por outro lado, apresentaram indices igualmente elevados dos fungos Fusarium

sp. e Penicillium spp. O fungo do género Cladosporium predominou nos cafés
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classificados como de bebida mole e¢ dura (CARVALHO; CHALFOUN,;
CHAGAS, 1989).

Fungos do género Cladosporium, Fusarium e Penicillium representaram
trés tergos do total de isolados encontrados em isolamento de cafés naturais em
todas as localidades estudadas e s6 3% dos isolados pertenciam ao género
Aspergillus (SILVA et al., 2000). Silva, Batista ¢ Schwan (2008), estudando a
incidéncia de fungos filamentosos em processamento de cafés naturais,
verificaram que o género Aspergillus foi o de maior incidéncia, seguido pelos
géneros Penicillium, Fusarium e Cladosporium.

Alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de detectar
micotoxinas em grios beneficiados de café¢ e ha relatos de espécies de fungos
filamentosos que provavelmente estdo relacionadas com a produgdo de
substancias toxigénicas. Batista et al. (2008) observaram a ocorréncia de
espécies de Aspergillus produtoras de ocratoxina A em cafés processados via
seca e umida, principalmente A. ochraceus.

A. tubingensis, A. versicolor, C. cladosporioides, Aspergillus sp. e P.
decumbens foram os fungos filamentosos de maior ocorréncia durante o
processamento do café despolpado (VILELA et al.,, 2010). Neste mesmo
trabalho, dentre as espécies micotoxigénicas ja relatadas na literatura, somente
A. ochraceus foi detectada, indicando que o processamento via semisseca

minimizou a colonizac¢ao de fungos toxigénicos no café.

2.4 Qualidade do café

A qualidade do café pode ser definida como um conjunto de atributos
fisicos, sensoriais ¢ de seguranga que atenda a diversos tipos de consumidores. A
qualidade do café esta diretamente relacionada aos diversos constituintes fisicos

e fisico-quimicos, que sdo responsaveis pela aparéncia do grdo torrado, pelo
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sabor e aroma caracteristico das bebidas, destacando entre estes constituintes os
compostos volateis, fendlicos (acido clorogénico), acidos graxos, proteinas,
acucares, acidez, indice de coloragdo, degradagdo da parede celular dos graos
com consequentes alteragdes em seus constituintes e algumas enzimas, cuja
presenca, teores e atividade conferem ao café sabor e aroma peculiares
(PIMENTA, 2003).

As transformagdes quimicas que ocorrem no grao de café,
proporcionando, com isso, qualidade de bebida superior ou inferior, sdo
principalmente de natureza enzimdtica. Essas enzimas sdo constituintes do
proprio grdo ou provenientes do metabolismo de microrganismos naturalmente
presentes no grao. A microbiota do café é bastante diversa e sua atuagdo esta
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas que afetam a caracteristica da
bebida de café (LIMA et al., 2008).

O odor caracteristico do café é proporcionado pela presenca de
compostos volateis, principalmente aldeidos, cetonas e ésteres metilicos, que sdo
formados durante a torracdo e ficam retidos na estrutura celular dos graos
torrados. As gorduras desempenham importante papel na retengdo desses
compostos, uma vez que, durante o processo de torragdo, elas migram para a
superficie desses graos, atuando como barreira na saida dos compostos acima

mencionados e apresentando caracteristicas volateis (LIMA et al., 2008).

2.4.1 Fatores que afetam a qualidade do café

O sabor agradavel que ¢é caracteristico do café ¢ devido a presencga de
varios constituintes quimicos volateis e ndo-volateis, como proteinas,
aminoacidos, acidos graxos, compostos fendlicos e também a agdo de enzimas

sobre alguns desses constituintes, o que gera como produto de reacdes,
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compostos que interferem no sabor e no odor (SANTOS; CHALFOUN;
PIMENTA, 2009).

A qualidade do café estd diretamente relacionada aos fatores da pré e
pos-colheita, tais como espécies e variedades de café, local de -cultivo,
maturagdo dos graos, incidéncia de microrganismos, efeito de adubagdes na
qualidade da bebida, fermentacdo enzimatica e microbiana, armazenamento do
café beneficiado, misturas de café e torracdo do café. Os fatores que tém sido
considerados os mais limitantes na producdo de cafés de boa qualidade sdo o
estadio de maturag@o dos frutos na ocasido da colheita e fatores que favorecem a
ocorréncia de fermentacdes indesejaveis (principalmente acética e butirica)

(BOREM, 2008).

2.5 Enzimas pécticas

Pectinase ¢ um nome genérico para uma familia de enzimas que
hidrolisam ligagdes glicosidicas em polimeros pécticos (REID; RICARD, 2000).
Diversas aplicacdes industriais, principalmente em industrias de alimentos,
incluem as pectinases. Além da aplica¢do industrial, as pectinases formam a
primeira classe de enzimas produzidas durante a infec¢do da planta por
microrganismos, o que proporciona a rapida degradag@o da parede celular e a
morte da célula vegetal (ALGHISI; FAVARON, 1995).

Em razdo da grande diversidade de substincias pécticas presentes em
diferentes tecidos vegetais, existem varias enzimas capazes de degradar essas
substancias. As pectinases sao um complexo de enzimas que degradam a
pectina, um polissacarideo constituinte da parede celular de plantas. Esse
complexo enzimdtico inclui pectina liase, pectato liase, poligalacturonas e
pectinesterase (WHITAKER, 1984). Na industria de alimentos, as pectinases sao

usadas no processamento de frutas e vegetais, na produg¢do de vinhos, na
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extragdo de dOleo de oliva e na fermentacdo de cha, café e cacau (PICCOLI-

VALLE et al., 2001).

2.5.1 Classificacdo das pectinases

Devido a grande diversidade de pectinas presentes nos tecidos de plantas,
as pectinases possuem diferentes mecanismos de acdo sobre a estrutura
poligalacturonica da molécula do substrato, podendo, entdo, ser classificada em
dois grandes grupos, segundo seu mecanismo de acdo: enzimas desesterificantes

e despolimerizantes (MALVESSI; SILVEIRA, 2004).

2.5.1.1 Desesterificantes

a) Pectina metilesterase (PME), pectina metoxilase ou pectina desmetoxilase,
essa enzima desesterifica o grupo metoxil da pectina, formando acido péctico e
metanol. Ela desempenha importante papel na natureza, por variar as
caracteristicas da pectina, alterando o grau de esterificagdo, bem como
degradando o polimero péctico. A enzima pectina metilesterase ¢ de grande
importancia na primeira separac¢do da cadeia de pectina, pois a pectina de baixa
metoxilagdo liberada dessa reagdo pode ser hidrolisada pelas enzimas

poligalacturonase e pectato liase (CELESTINO et al., 2006).

2.5.1.2 Despolimerizantes

Promovem a clivagem das ligacdes glicosidicas a-(1,4) e sdo classificadas
conforme: a especificidade da enzima pelo substrato (pectina ou acido péctico),
a posicao de clivagem na cadeia principal das substancias pécticas, a atuagdo ao

acaso (endoenzima) ou a partir da extremidade ndo redutora do substrato
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(exoenzima) e o mecanismo de reagdo de despolimerizagdo (clivagem por f-
eliminagdo ou hidrolise do substrato) (PARDO; LAPENA; GACTO, 1991;
SAKAIL; SAKAMOTO; HALLAERT, 1993).

a) Poligalacturonase (PG): sdo hidrolases que catalisam a quebra da ligagdo
glicosidica pela introdugdo de agua, atuando mais em pectato que em pectina e
resultam em mono e dissacarideos. De acordo com o mecanismo de ag¢do sobre o

substrato podem ser classificadas em:

a.1) endopoligalacturonase: promove a hidrolise ao acaso da cadeia de pectato.
A hidrolise do pectato ou de por¢cdes ndo esterificadas da cadeia de
poligalacturonatos pela endopoligalacturonase produz uma série de

oligogalacturonatos;

a.2) exopoligalacturonase: hidrolisa a cadeia de pectato a partir da extremidade
ndo redutora. Sua acdo sobre a molécula de pectato provoca a rapida liberagao

de grupos redutores;

b) transeliminase ou liase: catalisa a quebra ndo hidrolitica de pectatos, atuando
na clivagem de ligacdes glicosidicas a-(1,4) entre residuos de 4acido
galacturdnico adjacentes por B-eliminacdo e gerando duplas ligacdes entre os
carbonos 4 ¢ 5 do produto. As liases sdo classificadas em pectina liase ou

pectato liase, de acordo com o substrato sobre o qual atuam;

b.1) pectina liase (PL): Atua na pectina catalisando a sua quebra por
transeliminagdo, liberando &cido galacturénico insaturado. As liases s@o

divididas em endopectina liase e exopectina liase;
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b.2) pectato liase (PAL): libera galacturonato a partir de pectato e outros

poligalacturonideos;

c) protopectinase: solubiliza protopectina, formando pectina polimerizada

altamente soluvel.

2.5.2 Pectinases na fermentacao do café

Pectinases sdo importantes na fermentacdo de café, pois aceleram o
processo de fermentacdo, melhorando a qualidade do produto final. Enzimas
pécticas sdo adicionadas para remover a camada de mucilagem do grdo,
constituida de trés quartos de substincias pécticas. Celulases, pectinases e
hemicelulases, presentes em preparagdes comerciais, sdo aspergidas nos graos,
acelerando o processo de fermentagdo. Como o tratamento dos graos de café em
larga escala com enzimas comerciais € custoso € ndo econdmico, sdo utilizadas
enzimas pécticas microbianas obtidas da fermentagdo de residuos da mucilagem
(KASHYAP et al., 2001; SILVA et al., 2000).

Diversos microrganismos isolados de diferentes tipos de processamento do
café sdo relatados como produtores de enzimas pécticas, podendo, portanto,

atuar na degradagdo da pectina durante a fermentagdo dos frutos (Tabela 2).



Tabela 2 Microrganismos pectinoliticos isolados de café
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Microrganismos Enzimas Fonte Referéncias
pectinoliticas
produzidas
Erwinia dissolvens Pectina liase Frutos de café Frank, Lum e
Dela-Cruz

(1965)

Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces bayanus, S. Pectina liase Durante o Aghate ¢ Bhat
cerevisiae e Schizossacharomyces sp. processamento via (1966)

umida do café.

Rhodotorula sp. Poligalacturonase Durante o Vaughn et al.

processamento via (1958)

seca do café

Bacillus sp., Leuconostoc e Streptococcus, Candida
guilliermondii , C.parapsilopsis, S. cerevisiae,
Torulopsis famata, S. marxianus, C. tropicalis,
Rhodotorula mucilaginosa e C. pelliculosa

Pectina liase e
poligalacturonase

Durante o
processamento via
seca do café

Pee e Castelein
(1972)

Paenibacillus amylolyticus

Pectina liase

Frutos de café

Sakiyama et al.

(2001)
Erwinia herbicola e Klebsiella pneumoniae Pectato liase Durante o Avallone et al.
processamento via (2002)
umida do café
Pichia anomala e P. kluyveri Poligalacturonase Durante o Masoud e
processamento via Jespersen

umida do café

(2006)
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A pectina presente na mucilagem do café TEM alto grau de esterificacdo
de grupos metil (superior a 70%) (SCHWAN; WHEALS, 2003). Portanto,
somente enzimas pectinoliticas que sejam capazes de utilizar, em conjunto ou
isoladamente, esse substrato s3o de importancia na degradagdo da mucilagem.
Microrganismos que apresentem alta atividade de pectina liase ou alta atividade
de poligalacturonase e pectina metilesterase simultaneamente sdo de grande
importancia no processo de fermentagcdo e tém potencial para serem utilizados
como culturas iniciadoras para a padronizagdo do processo de fermentacdo do
café.

Na maior parte dos estudos realizados com o objetivo de buscar
microrganismos pectinoliticos em café foram encontrados isolados que
apresentavam baixas atividades de pectina liase ou altas atividades de
poligalacturonase, a qual, isoladamente, ndo ¢ a responsavel pela degradacdo da
mucilagem durante a fermentagdo do café. A busca por microrganismos com alta
atividade de pectina liase e que atuem na degradagdo da mucilagem do café é o
grande desafio para a padronizacdo do seu processo fermentativo e,

consequentemente, a obten¢do de um produto final de melhor qualidade.

2.6 Uso de culturas iniciadoras em alimentos fermentados

A producdo de alimentos fermentados de boa qualidade depende da
presenca, do crescimento ¢ do metabolismo de microrganismos especificos. Os
microrganismos conferem caracteristicas organolépticas diferenciadas ao
alimento através de produtos oriundos do seu metabolismo (HUTKINS, 2006).
Existem, essencialmente, trés maneiras de induzir ou iniciar uma fermentagao de
alimento. O método mais antigo simplesmente depende dos microrganismos
indigenas presentes na matéria-prima. O leite cru e a carne, por exemplo,

costumam abrigar as bactérias necessarias para auxiliar na conversdo desses
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materiais em queijo e linguica fermentada (HAMMES; HERTEL, 1998). Uvas e
equipamentos de esmagamento da uva também contém as leveduras responsaveis
pela fermentacdo dos aclicares em etanol e, consequentemente, a transformacio
do suco de uva em vinho (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2004).

Para que estas fermentagcdes naturais sjaem bem sucedidas, ndo ¢
necessario somente que 0S Mmicroorganismos corretos estejam presentes, mas
também que as condi¢cdes adequadas para o seu crescimento estejam
estabelecidas. Mesmo que estes requisitos sejam antendidos, ndo ha garantia de
que o produto va atender as expectativas de qualidade, seja seguro para o
consumo ou, mesmo, que seja produzido com sucesso. Ainda assim, muitos
alimentos sdao produzidos por fermenta¢ao natural, incluindo algumas linguigas,
vinhos e picles.

Outra maneira de inicar a fermentacao de alimento consiste em adicionar
uma parte do produto fermentado naturalmente (mosto) na matéria-prima para
iniciar uma nova fermentagdo. Este processo funciona para quase todos os
alimentos fermentados e ainda é comumente utilizado para a cerveja, alguns
queijos e produtos lacteos fermentados, pdo de massa azeda e vinagre. Além
disso, esses métodos ainda sdo utilizados atualmente em instalagdes de pequena
escala de producdo, bem como em paises menos desenvolvidos e em produtos
artesanais (CAPLICE; FTIZGERALD, 1999).

A terceira maneira de se produzir alimentos fermentados se baseia na
utilizacdo de culturas iniciadoras de importancia para a elaboracdo do produto.
Culturas iniciadoras consistem em microrganismos que s3o inoculados
diretamente na matéria-prima para que possam predominar sobre a microbiota
existente, provocando alteracdes desejaveis no produto final. Essas alteragdes
podem incluir funcionalidade ao alimento, preservacdo do alimento, redugdo dos

riscos quanto a seguranca alimentar, melhoria do valor nutricional do alimento,
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incremento da qualidade sensorial e aumento do valor econdmico do alimento
(CAPLICE; FTIZGERALD, 1999).

O mais importante grupo de bactérias utilizadas como culturas iniciadoras
na elaboracao de alimentos fermentados ¢ o das bactérias do acido latico (BAL),
as quais sdo incluidas em quatro géneros: Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc e Lactobacillus (BUCKENHUSKES, 1993; SANDINE, 1996). As
leveduras sdo largamente utilizadas como culturas iniciadoras de alimentos
fermentados. Saccharomyces cerevisiae é uma espécie selecionada para a
producdo de pdes, em grande parte pela sua habilidade em produzir grandes
quantidades de didxido de carbono rapidamente. Vinho, cerveja, cachagas e
outras bebidas ndo alcoodlicas também utilizam leveduras como culturas
iniciadoras, principalmente S. cerevisiae (COGAN, 1996). Apenas alguns
produtos fermentados utilizam fungos filamentosos na sua elaboracdo. Diversos
tipos de queijos (como, por exemplo, roquefort, camembert e gorgonzola)
utilizam fungos filamentosos na sua producao. Alimentos fermentados derivados
de soja (tempeh e miso) tém fungos filamentosos como cultura inicadoras em seu

processo de fabricagdo (ROSS et al., 2000) (Tabela 3).
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Tabela 3 Alguns dos microrganismos mais utilizados como culturas iniciadoras
na elabora¢do de alimentos fermentados

Microrganismos

Aplicacéo

Bactérias
Lactococcus lactis

Queijos e lacteos

fermentados

produtos

Lactobacillus delbrueckii

bulgaricus

subesp.

Queijo, iogurte

Lactobacillus sakei

Linguicas

Lactobacillus plantarum

Linguigas e picles

Streptococcus thermophilus

Queijo, iogurte

Pediococcus acidilactici

Linguica e picles

Leuconocstoc lactis

Queijo e produtos lacteos fermentados

Leuconocstoc mesenterioides subesp.

cremoris

Queijos, produtos lacteos fermentados
e picles

Brevibacterium linens

Pigmentacdo da superficie de queijos

Propionibacterium freudenreichii

Queijos

Leveduras

Saccharomyces cerevisiae Pies
Saccharomyces cerevisiae Cerveja
Saccharomyces cerevisiae Vinhos
Saccharomyces cerevisiae Cachaga

Fungos Filamentosos
Penicillium camemberti

Superficies de queijos brancos

Penicillium roqueforti

Superficie de queijos azuis

Penicillium chrysogenum Linguica
Aspergillus oryzae Molho de soja, misd
Rhizopus microsporus subesp. Tempé

oligosporus

Fonte: Ross et al. (2000)
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RESUMO

A busca por culturas iniciadoras para a padronizacdo de processos
fermentativos de produtos agroindustriais tem sido uma tendéncia crescente. O
uso de culturas iniciadoras na fermentacdo de café, além de padronizar o
processo, possibilita a melhoria da qualidade final da bebida. Quinze isolados (9
leveduras e 6 bactérias) do processamento via seca do café foram selecionados
por apresentarem potencial de atividade pectinolitica. Os isolados selecionados
foram cultivados em dois meios contendo pectina sintética (MPS) e casca e polpa
de café (MCP) para a producao de pectina liase (PL), poligalacturonase (PG) e
pectina metilesterase (PME). Durante a fermentacdo em meio MCP, foi analisado
o perfil de fermentag@o dos quinze isolados por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). As leveduras se destacaram quanto a produgo de PL nos
dois meios testados em relacdo as bactérias selecionadas. Em geral, as atividades
pectinoliticas dos isolados foram superiores no meio MPS em relagdo ao meio
MCP. Os isolados Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 ¢ 727, Pichia
guilliermondii UFLACN731 e Candida parapsilosis UFLACN448 apresentaram
as maiores atividades de PL em meio MCP. Dentre as bactérias, Bacillus
megaterium UFLACN415 ¢ B. cereus UFLACN446 apresentaram as maiores
atividades de PL no meio MCP. A produgdo de PME no meio MCP foi superior
para os isolados B. subtilis UFLACN406 ¢ 452 e S. cerevisiae UFLACN724, no
entanto, nenhum isolado apresentou atividade significativa de PG (inferior a 84
U.mL"). Os isolados S. cerevisiae UFLACN724 e 727, P. guilliermondii
UFLACN731 e C. parapsilosis UFLACN448, além de apresentarem altas
atividades de PL, foram eficientes no consumo da glicose, ndo produzindo acido
acético ao final da fermentagdo e representam, portanto, potenciais culturas
iniciadoras para a fermentagdo do café.

Palavras-Chave: Bactérias, culturas iniciadoras, fermentacdo do café, leveduras

e pectinases.
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ABSTRACT

The search for starter cultures for the standardization of fermentation
processes agro-industrial products has been a growing trend. The use of starter
cultures in fermentation of coffee and standardize the process, allows to improve
the quality of the final beverage. Fifteen isolates (9 6 yeasts and bacteria) from
the dry processing of coffee were selected for their potential for pectinolytic
activity. The selected isolates were cultured in media containing two synthetic
pectin (MPS) and coffee pulp and peel (MCP) for the production of pectin lyase
(PL), polygalacturonase (PG) and pectin methylesterase (PME). During the
fermentation using MCP analyzed the profiles of fermentation of the fifteen
isolated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Yeasts stood out
for production of PL in both media tested for the bacteria selected. In general, the
activities of pectinolytic isolates was higher among MPS in relation to the media
MCP. The isolated Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 and 727, Pichia
guilliermondii UFLACN731 and Candida parapsilosis UFLACN448 showed the
highest activity of PL in the media MCP. Among the bacteria Bacillus
megaterium UFLACN415 and B. cereus UFLACN446 showed the highest
activity of PL in the media MCP. The production of PME in the media MCP was
higher for isolates B. subtilis UFLACN406 and 452 and S.cerevisiae
UFLACNT724, however, no isolate showed significant activity of PG (less than 84
U.mL-1). The strains S. cerevisiae UFLACN724 and 727, P. guilliermondii
UFLACN?731 and C. parapsilosis UFLACN448 also have high PL activities were
effective in glucose uptake did not produce acetic acid at the end of fermentation
and thus represent potential starter cultures for fermentation of coffee.

Keywords: bacteria, starter cultures, fermentation of coffee, pectinases and yeast.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das mais importantes commodities no mundo. Frutos
maduros do cafeeiro podem ser processados por trés métodos para a obtengdo de
graos verdes. O processo mais simples e rustico € o processamento via seca, no
qual o café é fermentado e seco ao sol em plataformas normalmente de cimento.
No processamento via umida, a polpa e ou a mucilagem s3o removidas
mecanicamente e os graos sdo fermentados em tanques com grande volume de
agua. O processamento semisseco ¢ uma variagdo do processamento via imida,
pelo qual os frutos de café também sdo despolpados. No entanto, o processo de
fermentacdo ocorre diretamente nas plataformas de secagem (VILELA et al.,
2010). Os tempos gastos na fermentacdo dos frutos, nos trés tipos de
processamento, sdo diferentes e, durante este periodo, ocorrem mudangas fisico-
quimicas na polpa e na mucilagem, como diminui¢do do conteido de agua
acucares simples e formagdo de precursores de aroma e flavor. Estes precursores
sdo oriundos do metabolismo vegetal e microbiano e interferem na qualidade
final da bebida (VAAST et al., 2006).

Diversas espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos ja foram
isoladas e caracterizadas fisiologicamente nos trés processamentos, sendo as
bactérias e as leveduras as responsaveis pela fermentagdo dos frutos (SILVA et
al., 2008; VILELA et al., 2010). Estes microrganismos devem ser capazes de
degradar a pectina, que ¢ o principal polimero presente no fruto, a qual ¢
altamente metilada (superior a 70%) e sua hidrolise ocorre na presenca de
pectinases, especialmente pectina liases (SCHWAN; WHEALS, 2003).
Microrganismos isolados de café e pectinoliticos representam potenciais culturas
iniciadoras para a fermentacdo dos frutos de café, independente do tipo de

processamento a ser realizado.
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O processo de fermentagdo que ocorre durante o processamento do café é
empirico, ou seja, ocorre de maneira espontdnea. A inoculacdo no inicio da
fermentacdo do café com culturas iniciadoras apropriadas pode auxiliar na
padronizagdo do processo, o que favorece o processamento mais homogéneo de
um volume maior de café. Portanto, este trabalho foi realizado com os objetivos
de realizar a selecdo de bactérias e leveduras pectinoliticas que possam ser
utilizadas como culturas iniciadoras para a fermentagdo de frutos de café (Coffea

arabica).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

Os microrganismos foram isolados de frutos e grdos de café durante os
processamentos via seca e semisseca (SILVA et al., 2000, 2008; VILELA et al.,
2010) e pertencem a Colegdo de Microrganismos do Laboratorio de Fisiologia e
Genética de Microrganismos do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, em Lavras, Minas Gerais, Brasil. Os isolados estavam
armazenados em deep-freezer, a -80°C e foram reativados em tubos contendo
meio YEPG liquido (em g.L™": glicose 20,0; extrato de levedura 10,0; peptona de
soja 10,0; agar 20,0) e incubados, a 28°C, por 48 horas.

2.2 Selecdo dos isolados pectinoliticos

Cento e vinte e sete isolados leveduriformes e 189 isolados bacterianos
foram testados semiqualitativamente quanto a atividade da enzima pectina liase
(PL) e poligalacturonase (PG) pela formagdo de halo de degradacdo ao redor da

colonia em meio so6lido, apds revelagdo com solugdo de cetrimida 1% (HANKIN;
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LACY, 1984). As bactérias e as leveduras foram inoculadas em meio YEPG e
incubadas, a 28°C, por 24 horas, formando uma pré-cultura. Posteriormente, uma
aliquota de 3pul foi inoculada em placas de Petri contendo meios MP7 para PL
(em g.L™": glicose 5,0; extrato de levedura 1,0; pectina 5,0; agar 15,0 (NH,),SO,
2,0; KH,PO4 4,0; Na,HPO, 6,0; FeSO4.7H,0 0,2; MgSO, 0,2; CaCl, 0,001; em
ug.L'l: H;BO; 10,0; MnSO4 10,0; ZnSO4. 70,0; CuSO4 50,0 e MoO; 10,0) e MP5
para PG (em g.L'I: glicose 5,0; acido poligalacturénico 5,0; KH,PO4 6,0; extrato
de levedura 1,0; (NH4),SO4 2,0; agar 15,0 e 1 ml das solugdes FeSO, 0,001;
MgSO, 0,2; CaCl, 0,001; H;BO; 0,002; MnSO, 0,002; ZnSO4.7H,O 0,014;
CuS0,4.5H,0 0,01; MoO; 0,002) e incubadas a 28°C por 48h. A atividade de PL e
PG foi confirmada pela formac¢do de um halo claro ao redor da colonia apds a
precipitacdo do acido poligalacturdnico com 1% de brometo de cetil trimetil
amdnio (cetrimida) (HANKIN; LACY, 1984). Apos os testes semiqualitativos, os
isolados que apresentaram os maiores potenciais de producdo da enzima (halos de
degradag@o superiores a 30 mm) foram cultivados em meios contendo pectina
sintética e casca e polpa de café para avaliagdo quantitativa das atividades de PL,

PG e pectinametilesterase (PME).

2.3 ldentificacdo molecular dos isolados pectinoliticos selecionados

Os isolados selecionados pelos testes semiqualitativos foram identificados
por sequenciamento da regido 16S-23S rDNA para bactérias (16SF-R2: 5°-
CGCGGGATCCTTGTACACACCGCCCGTC-3’; 16S rDNA gene 9-25: 5’-
GGCCGTCGACCCTTTCCCTCACGGTACTG-3’) (LECHNER et al., 1998) e
ITS1 -5.8S regido intergénica do rDNA para leveduras (ITS1: 5’-
CGTAGGTGAACCTGCGG-3’; ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
(MASOUD et al., 2004). Os produtos purificados de PCR foram sequenciados
pela Macrogen Inc. (Seul, Coreia do Sul), utilizando-se o ABI3730 XL
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sequenciador de DNA automatico e as sequéncias foram comparadas com aquelas
disponiveis no GenBank, usando o algoritmo BLAST (Centro Nacional de

Informagdes sobre Biotecnologia, Maryland, EUA ).

2.4 Producao de pectinases em meio contendo pectina sintética (MPS)

Os isolados que apresentaram melhores resultados de produgdo de
pectinases pelo teste semiqualitativo foram selecionados para testes quantitativos.
Os isolados foram reativados conforme o item 2.1 e 1 mL da suspensdo foi
inoculada em erlenmayers de 250 mL contendo 100 mL de meio YEPG liquido
(em g.L": glicose 20,0; extrato de levedura 10,0; peptona de soja 10,0; dgar 20,0)
e incubados, a 28°C, por 48 horas. Apds esse periodo, absorbancia da suspensao a
495 nm foi mensurada e ajustada por meio de dilui¢cdes para 0,4 de absorbancia
para inoculagdo em meio MPS (em g.L'l: 0,1 glicose; 10,0 pectina citrica; 1,0
KH,PO4; 0,5 MgS0,4.7H,0; 0,5 CaCl,; 1,0 (NH4),SO4), por 96 horas, a 28°C, a
120 rpm, sendo coletadas amostras a cada 12 horas, para analises de produgdo das
enzimas PL, PG e PME.

2.5 Producao de pectinases em meio contendo casca e polpa de café

2.5.1 Formulacdo do meio contendo casca e polpa de café (MCP)

Uma amostra da casca e da polpa de café (Coffea arabica L.) foi
submetida as seguintes analises fisico-quimicas: umidade, acidez, agucares totais,
redutores e ndo-redutores (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS - AOAC, 2000), pectina total e solubilidade (BITTER; MUIR,
1962), fibra em detergente acido (FDA) (MAZZAFERA; ROBINSON, 2000),
lignina e celulose (SOEST; WINE, 1968), com o objetivo de formular o meio de
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cultivo ideal para a produgdo de pectinases pelos isolados. Os isolados foram
reativados conforme o item 2.1 ¢ 1 mL da suspensdo foi inoculada em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio YEPG liquido (em g.L™:
glicose 20,0; extrato de levedura 10,0; peptona de soja 10,0; agar 20,0) e
incubada, a 28°C, por 48 horas. Apos esse periodo, absorbancia da suspensdo a
495 nm foi mensurada e ajustada por meio de dilui¢des no valor de 0,4 para
inoculagdo em meio MCP. Foram realizados trés testes preliminares com meios
contendo 40 g.L”' de casca e polpa de café, acrescidos ou ndo de glicose ou
minerais para avaliagdo da produg@o de pectinases. No meio contendo casca e
polpa de café acrescido de glicose (5.0 g.L"'), a produgdo de pectinases foi
superior, sendo, portanto, esta formulacdo utilizada para as etapas seguintes do
experimento.

O cultivo foi realizado, por 96 horas, a 28°C, a 120 rpm, com os 15
isolados selecionados (item 2.2). A cada 12 horas de fermentacdo, amostras
foram coletadas para quantificacdo de PL, PG e PME e aferi¢do do pH. A cada 24
horas, foram coletadas amostras para analise da viabilidade celular por
plaqueamento em superficie em meio YEPG (em g.L™": 10,0 extrato de levedura;
10,0 peptona bacterioldégica; 20,0 glicose; 15,0 4gar). Para andlises
cromatograficas (carboidratos, etanol e acidos orgénicos), as amostras foram

coletadas nos tempos de fermentagdo 0, 12 e 96 horas.

2.6 Atividade de pectinases

A quantificagdo de PL, PG e PME foi realizada conforme descrito a seguir,
nas amostras coletadas durante as fermentagdes nos meios MPS e MCP, nos
cultivos de 15 isolados pré-selecionados. Apds o cultivo, as amostras coletadas
foram centrifugadas a 5.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, a fim de se obter os

extratos enzimaticos para quantificacdo das atividades enzimaticas.
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2.6.1 Atividade de pectina liase

A atividade de PL das amostras foi analisada pelo método de Pitt (1988)
modificado por Kashyap et al. (2000). A quantificacdo foi realizada a partir de
um mL do extrato enzimatico, o qual foi adicionado a 5,0 mL de solugdo de
pectina citrica Sigma (1% w v) preparada em tampao Tris-HCl 0,5M pH 6,8. As
amostras foram incubadas a 40°C, por 2 horas. Apos a incubagdo, foram
adicionados 0,6 mL de sulfato de zinco (9% w v) e 0,6 mL de hidroxido de sédio
(0,5 M). As amostras foram centrifugadas (6.000 g, 5 minutos) ¢ 5,0 mL do
sobrenadante foram coletados e adicionados a uma mistura de 3,0 mL de acido
tiobarbittrico (0,04 M), 2,5 mL de HCI (0,1 M) e 0,5 mL de agua destilada. A
mistura foi aquecida em banho-maria, a 100°C/30 minutos, sendo,
posteriormente, resfriada a temperatura ambiente. A absorvancia da solucdo foi
mensurada a 550 nm, em espectrofotometro Shimadzu UV-PC ¢ a atividade de
PL (U/mL) foi expressa como a quantidade de enzima que alterou 0,01 da

unidade de absorvancia nas condi¢des do experimento.

2.6.2 Atividade de poligalacutronase

A atividade de PG foi avaliada por método colorimétrico proposto por
Miller (1959), mensurando a quantidade de agucares redutores liberados. A
quantifica¢do foi realizada a partir de um e meio mL do extrato enzimatico, o
qual foi adicionado a 1,0 mL de solugdo de sal sodico de acido poligalacturonico
0,1% (m/v) preparada em tampao citrato 0,1 M, pH 5,0. A mistura foi incubada
em banho-maria, a 40 °C/1 horas. Apds o periodo de incubagédo, a reagdo foi
paralisada adicionando-se 1,5 mL de solugdo de DNS e imediatamente incubada

em banho-maria, a 100°C/5 minutos. A mistura foi, entdo, resfriada em banho de
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gelo. A absorvéncia da solug@o foi medida em espectrofotdmetro Shimadzu UV-
PC, a 575 nm. A atividade (U) de PG foi expressa em pmol de equivalentes de

acido galacturdnico liberados/mL/minuto, nas condigdes experimentais.

2.6.3 Atividade de pectina metilesterase

Para a quantificagdo de pectinametilesterase, seguiu-se o protocolo de
Baracat et al. (1989). A quantificacdo foi realizada a partir de 3 mL da solucao
enzimatica, aos quais foram adicionados a 20 mL de pectina citrica Sigma 1% em
solugdo de NaCl 0,1M, pH 7,5 e a mistura incubada por 30 minutos, mantendo-se
o pH em 7,5 pela adi¢do de NaOH 0,02M. A atividade de PME foi proporcional
ao volume de NaOH gasto e foi expressa em microequivalentes de acido péctico

liberado/mL/hora.

2.6.4 Proteinas totais

As concentragdes de proteinas no sobrenadante dos extratos enzimaticos
foram mensuradas espectrofotometricamente, a 595 nm, pelo método
colorimétrico de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino (BSA, Merck,

Germany) como padrio e o reagente de Bradford da Sigma-Aldrich.

2.7 Andlise do perfil de fermentacdo em meio MCP por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Etanol, glicerol, acidos organicos (acido acético, acido malico, acido
succinico) e carboidratos (sacarose, glicose e frutose) foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em cromatografo Shimadzu,

modelo LC-10Ai (Shimadzu Corp, Japao), equipado com um sistema de dupla
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deteccdo composto por um detector de UV e um detector de indice de refragao
(RID - 10A SPD-10Ai). A coluna Shimadzu de exclusdo i6nica (Shim-pack SCR-
101H, 7,9 mm X 30 cm) foi operada a temperatura de 30°C, com 100 mM de
acido percldrico como o eluente, numa vazao de 0,6 mL™". Acgucares, glicerol e
etanol foram detectados por RID. Acidos foram detectados por meio de
absorbancia UV (210 nm). Os compostos foram identificados por comparagdo de
seus tempos de retencdo com os tempos de retengdo dos padrdes certificados. A
quantifica¢do dos alcoois, acucares ¢ acidos foi realizada utilizando-se curvas de
calibracdo obtidas a partir de substincias de referéncia. Todas as amostras foram

analisadas em duplicata (DUARTE et al., 2009).

2.8 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés repeti¢cdes. Utilizou-se um arranjo fatorial 2 x 15,
sendo 2 meios (MCP e MPS) e 15 isolados. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se o programa SISVAR®, Lavras, MG, Brasil.

A andlise de componentes principais foi realizada para avaliar o perfil da
fermentacdo usando o software XLSTAT 7.5.2 (Addinsoft, New York, NY,
USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecdo dos isolados a partir dos testes semiqualitativos

Os isolados Dbacterianos ¢ leveduriformes provenientes dos
processamentos via seca e semisseca do café foram testados quanto ao potencial
de produgdo das enzimas PL e PG. Do total de isolados testados que
apresentaram potencial para atividade pectinolitica (40 isolados de leveduras e 76
isolados bacterianos), observou-se que 67% dos isolados leveduriformes e 97%
dos isolados bacterianos pectinoliticos foram provenientes do processamento via
seca do café. (Tabelas 4 ¢ 5). Uma vez que, neste processamento, os frutos sdo
fermentados integralmente com seus constituintes casca, polpa e mucilagem,
apresentando, portanto, maiores teores de pectina, a predominancia de espécies

que utilizem esse substrato ¢ favorecida (SILVA et al., 2008).
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Tabela 4 Leveduras provenientes dos processamentos via seca e semisseca do
café que apresentaram a formagdo de halo de degradacdo no teste
semiqualitativo para pelo menos uma das duas enzimas testadas: PL e
PG. Em negrito estdo os isolados selecionados para a etapa de
quantificacao

Isolados Halo de degradagédo (mm)
PL PG

Via semisseca
Pichia anomala UFLA CSS12 10

Kluyveromyces sp. UFLA CSS16 -

Pichia anomala UFLA CSS23 8 -
Pichia anomala UFLA CSS24 9 7
Candida membranifaciens UFLA CSS41 6 7
Pichia anomala UFLA CSS32 7 -
Candida ernobii UFLA CSS58 10 -
Pichia anomala UFLA CSS64 18 -
Rhodotorula mucilaginosa UFLA CSS70 19 -
Pichia anomala UFLA CSS61 15 -
Kloeckera sp. UFLA CSS76 13 -
Torulaspora delbrueckii UFLA CSS119 10 -
Via seca

Candida parapsilosis UFLA CSS426 30 -
Candida parapsilosis UFLA CSS431 30 -
Candida parapsilosis UFLA CSS448 38 -
Candida parapsilosis UFLA CSS449 30 -
Pichia caribbica UFLA CSS706 31 -
Nio identificada UFLA CSS712 21 -
Nao identificada UFLA CSS713 10 -
Debaromyces hansenii UFLA CSS714 23 -
D. hansenii UFLA CSS715 22 -
Nao identificada UFLA CSS716 26 -
Nao identificada UFLA CSS717 23 -
D. hansenii UFLA CSS718 24 -
Nao idenificada. UFLA CSS719 24 -
D. hansenii UFLA CSS720 23 -
Nao identificada UFLA CSS721 25 -
Nao identificada UFLA CSS722 28 -
D. hansenii UFLA CSS723 9 -
Saccharomyces cerevisiae UFLA CSS724 33 -
Nio identificada UFLA CSS725 26 -
S. smithiae UFLA CSS726 21 -
S. cerevisiae UFLA CSS727 31 -
Nio identificada UFLA CSS728 20 -
Candida parapsilosis UFLA CSS730 32 -
P. guilliermondii UFLA CSS731 32 -
Arxula adeninivorans UFLA CSS732 23 -
Nao identificada UFLA CSS733 23 -
Nao identificada UFLA CSS734 22 -

Nio identificada UFLA CSS735 25 -
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Tabela 5 Bactérias provenientes dos processamentos via seca e semisseca do café
que  apresentaram a formagdo de halo de degradacdo no teste
sem1qé1ahtatlvo. para pelo menos uma das duas enzimas testadas: PL e
PG. Em negrito estdo os isolados selecionados para a etapa de

quantificacdo
Isolados Halo de degradacgéo (mm)
PL PG
Via semi-seca
Bacillus sp. UFLA CSS28.1 20 5
Leuconostoc mesenterioides UFLA CSS33.3 15 3
Via seca
N3io identificada UFLA CSS418 20 -
B.subtilis UFLA CSS435 22 -
B.subtilis UFLA CSS439 22 -
N3io identificada UFLA CSS485 22 -
B.subtilis UFLA CSS472 11 -
B.subtilis UFLA CSS469 15 -
B.subtilis UFLA CSS471 10 -
B.subtilis UFLA CSS468 12 -
B.subtilis UFLA CSS477 12 -
B.subtilis UFLA CSS438 28 -
B. cereus UFLA CSS433 15 -
B.subtilis UFLA CSS417 16 -
B.subtilis UFLA CSS464 21 -
B.subtilis UFLA CSS466 19 -
B.subtilis UFLA CSS467 13 -
B.subtilis UFLA CSS476 20 -
B.subtilis UFLA CSS470 13 -
B.subtilis UFLA CSS427 22 -
B.subtilis UFLA CSS425 25 -
B. megaterium UFLA CSS443 22 -
B.subtillis UFLA CSS463 33 -
B.subtilis UFLA CSS441 20 -
B.subtilis UFLA CSS453 25 -
N3io identificada UFLA CSS627 22 -
B. cereus UFLA CSS450 12 -
B.subtilis UFLA CSS449 30 -
B. cereus UFLA CSS436 21 -
B.subtilis UFLA CSS429 25 -
B. megaterium UFLA CSS428 22 -
Pseudomonas putrefaciens UFLA CSS475 22 -
B.subtilis UFLA CSS410 21 -
B. cereus UFLA CSS440 20 -
B. cereus UFLA CSS424 33 -
Nao identificada UFLA CSS408 20 -
Niao identificada UFLA CSS951 12 -
B. megaterium UFLA CSS412 23 -




“Tabela 5, continua”

B.subtilis UFLA CSS426
B.megaterium UFLA CSS415
B. megaterium UFLA CSS407
S.subtilis UFLA CSS409

B. megaterium UFLA CSS434
B.subtilis UFLA CSS458

B. megaterium UFLA CSS413
B. megaterium UFLA CSS402
B.subtilis UFLA CSS460
B.subtilis UFLA CSS451
B.subtilis UFLA CSS452

B. cereus UFLA CSS445

B. megaterium UFLA CSS461
B. anthracis UFLA CSS489
Nao identificada UFLA CSS444
B. cereus UFLA CSS446
B.subtilis UFLA CSS448

Niao identificada UFLA CSS474
B. megaterium UFLA CSS479
B. megaterium UFLA CSS454
B. cereus UFLA CSS442
B.subtilis UFLA CSS455
B.subtilis UFLA CSS487
B.subtilis UFLA CSS456
B.subtilis UFLA CSS400

Nio identificada UFLA CSS484
Nio identificada UFLA CSS483
Nio identificada UFLA CSS473
B.subtilis UFLA CSS403
Kurthia sp. UFLA CSS405

B. cereus UFLA CSS401
B.subtilis UFLA CSS416

B. subtillis UFLA CSS406

B. cereus UFLA CSS437
B.subtilis UFLA CSS431

Nio identificada UFLA CSS478
Nio identificada UFLA CSS488
Nio identificada UFLA CSS486

30
30
22
22
18
24
22
24
20
28
30
33
20
23
19
30
28
12
12
22
23
25
20
20
19
15
22
15
20

10
21
30
20
30
18
23
20

59
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Dentre os isolados com potencial de producdo de pectinases pelo teste
semiqualitativo, 15 foram selecionados e sequenciados. Todos aqueles
provenientes do processamento via seca do café (Bacillus cereus UFLACN445 ¢
446; Bacillus megaterium UFLACN415; Bacillus subtilis UFLACN406, 452 ¢
463; Candida parapsilosis UFLACN426, 431, 448, 449 ¢ 730, Pichia caribbica
UFLACNT706; Pichia guilliermondii UFLACN731; Saccharomyces cerevisiae
UFLACN724 e 727) (Tabela 6) foram cultivados nos meios MPS ¢ MCP para a

produgdo de pectinases.
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Tabela 6 Isolados microbianos pectinoliticos selecionados a partir do teste
semiquantitativo para testes qualitativos das enzimas PL e PG e seus
respectivos halos de degradagdo. Numero de acesso disponivel no
GenBank e % de similaridade

Halo de Namero de

Microrganismos isqlados do degradacio 2CESS0 N0 Similaridade

processamento via seca PL (mm) GenBank (%)
Bactérias
Bacillus cereus UFLACN445 33 EU487785 99
Bacillus cereus UFLACN446 30 AB284820 99
Bacillus megaterium UFLACN415 30 DQ660362 99
Bacillus subtilis UFLACN406 30 AL009126 99
Bacillus subtilis UFLACN452 30 DQ373648.1 99
Bacillus subtilis UFLACN463 33 DQ373648.1 99
Leveduras
Candida parapsilosis UFLACN426 30 FN652299.1 98
Candida parapsilosis UFLACN431 30 FN652300.1 98
Candida parapsilosis UFLACN448 38 FN652300.1 98
Candida parapsilosis UFLACN449 30 GU373657.1 99
Candida parapsilosis UFLACN730 32 FN652299.1 99
Pichia caribbica UFLACN706 31 FN428931.1 97
Pichia guilliermondii UFLACN731 32 AB500694.1 99
Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 33 FN393997.1 98
Saccharomyces cerevisiae UFLACN727 31 AM262830.1 99

A escolha de um microrganismo para a fermentacdo de frutos de café
deve ser feita considerando-se a natureza do substrato para fermentacdo que,
neste caso, ¢ pectina altamente metilada (superior a 70%). Assim, o

microrganismo selecionado deve apresentar maior produgdo de PL, em relagédo a
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produg¢do de PME (uma vez que a liberagdo de metanol prejudica o flavor da

bebida, bem como a saude do consumidor) (YADAYV et al., 2009).

3.2 Caracterizacéo fisico-quimica da casca e polpa de café

A partir da caracterizagdo fisico-quimica da casca e polpa de café (Tabela
7), foi possivel estabelecer a formulagdo do meio MCP. A quantidade de casca e
polpa utilizada foi de 40,0 g.L”', a fim de que a concentragdo de pectina soluvel
no meio MCP fosse de, aproximadamente, 1%, a qual representa a mesma

concentragdo de pectina do meio MPS.

Tabela 7 Caracteristicas fisico-quimicas da casca e polpa de café (Coffea arabica
L.) para a formulag@o do meio de cultivo MCP

Parametros

Umidade 79,45%
Teor de matéria seca 20,25%
Concentracéo (%) da matéria seca

Proteinas 15,45
Cinzas 7,85
Fibras totais 17,30
Fibras em detergente acido 28,12
Gordura 2,77
Pectina soluvel 2,25
Pectina total 5,24
Lignina 11,95
Celulose 16,18
Acucares totais 11,49
Acucares nao-redutores 10,69

Acucares redutores 0,8
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3.3 Secrecdo de PL, PME e PG por bactérias e leveduras em meios MPS e
MCP

As leveduras se destacaram quanto a producdo de PL nos dois meios
testados, tendo a produgdo no meio MPS sido semelhante ou superior a atividade
em meio MCP (Tabela 8), com excecdo da atividade enzimatica secretada pelos
isolados Bacillus megaterium UFLACN415, Candida parapsilosis UFLACN449
e 431. A casca ¢ a polpa de café apresentam pectina ligada a residuos de celulose,
hemicelulose e lignina que dificulta o acesso dos microrganismos ao substrato.
Além disso, contém agucares redutores e ndo redutores mais facilmente
assimilados pelos microrganismos, refletindo em menor atividade enzimatica no

meio MCP (SCHWAN; WHEALS, 2003).
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Tabela 8 Atividade de pectina liase (PL), pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) para os diferentes microrganismos de
café (Coffea arabica L.) em meio contendo pectina sintética (MPS) e polpa de café (MCP)

Atividade enzimatica (U.mL™)

Microrganismos PL PME

MCP MPS MCP MPS MCP MPS
Bactérias
Bacillus cereus UFLACN445 766.24+19.33° bE 1582.32+103.75" aF 789.33+12.37% aE 830.83+20.31* aF nd nd
Bacillus cereus UFLACN446 1405.25+55.81* aC 1485.83+55.8" aF 809.13+15.01* bE 2547.68+102.62° aA nd nd
Bacillus subtilis UFLACN406 1313.38+60.96° bD 1733.62+60.57° aF 2202.63+154.86° aA 2284.06+29.65° aB 84+0° d 58+0° d
Bacillus megaterium UFLACN415 1609.36+90.61' aC 1322.27+23.48° bG 1119.93+27.20° bD 2147.04+25.55* aB 510" d 37+0' d
Bacillus subtilis UFLACN452 1177.65+73.0* aD 1221.53+46.31' aG 1940.07+19.98* aA 2034.39+29.61* aB nd nd
Bacillus subtilis UFLACN463 1088.67+22.79* aD 1527.09+101.51° aF 925.72+22.73° bE 1193.35+38.01' aE nd nd
Leveduras
Candida parapsilosis UFLACN449 1242.9+28.70% aD 762.6+11.25° bH 1687.74+21.07% aC 690.38+11.69° bF nd nd
Candida parapsilosis UFLACN448 2636.76+44.91° aA 2580.68+50.36° aD 1859.73+23.717 bB 2657.33+£147.50” aA nd nd
Candida parapsilosis UFLACN426 1161.48+16.57* bD 3481.70+215.43" aC 1129.11+14.09% bD 1739.93+40.72%aC nd nd
Candida parapsilosis UFLACN730 2180.23+161.25' aB 2177.07+71.74' aE 1197.73+10.66° aD 1129.11+14.09% aE nd nd
Candida parapsilosis UFLACN431 1711.76£35.44" aC 1399.47+12.52° bG 1118.25+26.44' bD 1755.68+22.31"' aC nd nd
Pichia caribbica UFLACN706 1919.65+20.74' aB 1761.01£23.23' aF 735.79+21.87' bE 2524.32+76.0' aA 340" d 60+0' d
Pichia guilliermondii UFLACN731 2344.86+51.23' bA 2809.45+147.29% aD 1208.83+25.46% bD 1508.54+22.62% aD nd nd
Saccharomyces cerevisiae UFLACN727  2637.00+143.172 bA 4961.07+175.30* aB 1712.83+40.63' bC 2532.30+41.60 aA nd nd
Saccharomyces cerevisiae UFLACN724  2557.51+100.38" bA 5256.12+161.61" aA 2600.20+£96.17" aA 2443.14+89.28" aA nd nd

Numero em negrito indicam as maiores atividades da enzima em cada meio testado.
Letras minusculas indicam comparagdo das atividades enzimaticas (linhas). Letras maitsculas indicam comparagdo das diferentes enzimas

produzidas pelos isolados (colunas). nd - ndo detectado. Tempos de cultivo: '12h,
Médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes ao nivel de confianga de 95% pelo teste de Scott-Knott.

2 24h, *36h,

“48h

60h, °72h, ’84h e ®96h.
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Os isolados Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 e 727 apresentaram
maiores atividades de PL nos meios MPS e MCP com 12 e 24 horas de
fermentagio (2557,51 a 5256,12 U.mL™). Saccharomyces cerevisiae tem sido
reportada como uma espécie produtora de pectina liase em vinhos (BLANCO et
al., 1997; GAINVORS et al., 1994). Geralmente, bactérias e fungos filamentosos
apresentam atividade de pectinases superior as leveduras, principalmente devido
ao papel dessas enzimas no processo de infeccdo na planta por esses
microrganismos (BLANCO; SIEIRO; VILLA, 1999). No entanto, neste
trabalho, a producdo de pectinases por leveduras foi superior as bactérias
estudadas, demonstrando que estas secretaram pectinases para utilizacdo da
pectina como substrato para o seu crescimento.

Bacillus megaterium UFLACN415 e B.cereus UFLACN446
apresentaram as maiores atividades de pectina liase no meio MCP, com 12 horas
(1.40525 UmL") e 48 horas (1.609,36 UmL"') de fermentagio,
respectivamente. B. cereus UFLACN446 também apresentou alta atividade de
PL em meio contendo pectina sintética com 36 horas de fermentacdo (1.485,83
U.mL™). Espécies do género Bacillus produtoras de pectinases isoladas de café
jé foram descritas em outros trabalhos (AVALLONE et al., 2001, 2002).

A producdo de PME no meio MCP foi superior (17,25%) para os isolados B.
subtilis UFLACN406, com 72 horas de fermentagdo (2.202,63U.mL™); B.
subtilis UFLACN452, 48 horas de fermentagio (1.940,07 UmL') e S.
cerevisiae UFLACN724, com 12 horas de fermentagdo (2.600,20 U.mL™"), tendo
os trés isolados apresentado valores de atividades de PME no meio MPS
similares, se comparados as suas atividades no meio MCP. Quanto a producdo
de PME em meio MPS, os isolados que se destacaram foram Bacillus cereus
UFLACN446 (2.547,68 U.mL'l), Candida parapsilosis UFLACN448 (2.657,33

U.mL™), apds 96 horas de fermentagdo e os isolados Saccharomyces cerevisiae
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UFLACNT724 ¢ 727 com 12 horas de fermentagdo (2.532,30 e 2.443,14 U.mL”,
respectivamente) (Tabela 6).

A producdo de PG foi detectada somente nos cultivos dos isolados B.
megaterium UFLACN415, B. subtillis UFLACN406 e Pichia caribbica
UFLACN706, nos dois meios testados e em valores inferiores a 84 U.mL"'. Uma
vez que a pectina presente nos frutos de café ¢ altamente metilada (superior a
70%) ¢ comum que os microrganismos provenientes do café apresentem baixas
atividades de PG, ja que essa enzima atua em residuos de &cido galacturdnico

ndo metilados.

3.4 Sele¢do de cultura iniciadora para a fermentacao do café

Os isolados que apresentaram maiores atividades de PL em meio MCP
foram selecionados como potenciais culturas iniciadoras para a fermentacao de
café. A avaliagdo de viabilidade celular, producdo de PL e os valores de pH dos
quatro melhores produtores de PL no meio MCP sdo mostrados nas Figuras 7 a

10.
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Figura 7 Atividade de pectina liase, viabilidade celular e pH durante a
fermentagdo em meio MCP pelo isolado Saccharomyces cerevisiae
UFLACN724. Barras indicam desvio padrdo das médias
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Figura 8 Atividade de pectina liase, viabilidade celular e pH durante a
fermentagdo em meio MCP pelo isolado Saccharomyces cerevisiae
UFLACN?727. Barras indicam desvio padrao das médias
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Figura 9 Atividade de pectina liase, viabilidade celular e pH durante a
fermentagdo em meio MCP pelo isolado Pichia guilliermondii
UFLACN?731. Barras indicam desvio padrao das médias
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Figura 10 Atividade de pectina liase, viabilidade celular ¢ pH durante a
fermentacdo em meio MCP pelo isolado Candida parapsilosis
UFLACN448. Barras indicam desvio padrao das médias
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Observou-se que os isolados P. guilliermondii UFLACN731 ¢ S.
cerevisiae UFLACN724 e 727 tiveram picos de producdo de PL com 12, 24 ¢ 12
horas de fermentagio (2344,86 U.ml' e 255751 e 2637,00 U.ml’,
respectivamente), seguidos por queda de produgdo apods este periodo. Tais picos
coincidiram com os maiores valores de viabilidade celular desses
microrganismos (Figuras 5, 6 e 7), considerando o tempo de fermentagdo com
maior atividade enzimatica. Esses isolados podem se selecionados para a
formulag@o de inoculo na fermentagdo de cafés processados via semisseca e via
umida, uma vez que, em tais processamentos, o tempo de fermentagdo ¢ de 48 e
24 horas, respectivamente (MASOUD et al., 2004; MASOUD; JESPERSEN,
2006; VILELA et al., 2010). O decréscimo na atividade enzimatica desses
isolados pode ser atribuida ao fato de os extratos enzimaticos ndo terem sofrido
nenhum processo de purificagdo, podendo conter nas amostras compostos
inibitérios a atividade da enzima, uma vez que os valores de pH foram
constantes durante todo o processo de fermentacgao.

O isolado C. parapsilosis UFLACN448 teve o seu pico de produgéo
somente com 72 horas de fermentagio (2636,76 U.ml") (Figura 8) e atividade
expressiva durante todo o processo de fermentagdo, demonstrando maior
estabilidade da enzima durante o tempo de fermentagdo. O pico de producao da
enzima coincidiu com o maior valor de viabilidade celular desse microrganismo,
podendo-se, assim, inferir que a utilizacdo da pectina é requerida para o seu
crescimento. Esse isolado tem potencial para ser indculo na fermentacdo de café
processado via seca, uma vez que ela é mais longa durante esse tipo de
processamento, chegando até 15 dias de duragdo (SILVA et al., 2008). Além
disso, a estabilizacdo da atividade enzimatica em pH &cido (na faixa de 4,5)
sugere que este microrganismo seja indculo potencial para a degradagdo da

pectina durante o processamento do cafg.
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3.5 Andlise dos perfis de fermentacao por CLAE

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados para agucares, acidos e
etanol identificados no meio MCP e no mesmo meio fermentado, apds 96 horas

da inoculagdo com os diferentes microrganismos avaliados neste trabalho.
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Tabela 9 Niveis médios de compostos organicos obtidos apds a fermentacdo em meio MCP dos quinze diferentes
isolados selecionados

-1
Microrganismos Compostos (g.L™)

Glicose Frutose Glicerol Etanol Acido  Acido malico Acido
acético succicnico

Bactéria
Bacillus cereus UFLACN445 7,89 0,48 0,33 0,30 0,29 nd 0,65
Bacillus cereus UFLACN446 6,72 0,06 0,32 0,26 0,24 nd 0,64
Bacillus subtilis UFLACN406 1,24 0,11 0,27 1,30 0,05 nd 0,50
Bacillus megaterium UFLACN415 0,06 nd 0,20 1,55 0,05 nd 0,45
Bacillus subtilis UFLACN452 10,33 0,50 0,51 0,44 0,43 nd 0,95
Bacillus subtilis UFLACN463 7,53 0,64 0,38 0,32 0,24 nd 0,69
Leveduras
Candida parapsilosis UFLACN449 0,04 nd 0,11 0,64 nd nd 0,33
Candida parapsilosis UFLACN448 nd nd 0,07 0,93 nd nd 0,24
Candida parapsilosis UFLACN426 0,02 nd 0,10 0,69 nd nd 0,36
Candida parapsilosis UFLACN730 nd nd nd 0,86 nd nd 0,07
Candida parapsilosis UFLACN431 nd nd 0,08 1,19 nd nd nd
Pichia caribbica UFLACN706 nd nd 0,05 0,88 0,02 nd 0,34
Pichia guilliermondii UFLACN731 0,06 0,02 0,05 1,06 nd 0,03 0,33
Saccharomyces cerevisiae UFLACN727 0,05 0,03 0,08 0,72 nd 0,04 0,22
Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 0,05 0,05 0,07 0,90 nd 0,04 0,21
Controle 5,1 0,02 nd nd 0,14 nd 0,18

nd- ndo detectado.
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E possivel notar que alguns isolados, como B. cereus UFLACN445, B.
cereus UFLACN446, B. subtilis UFLACN452 e B. subtilis UFLACN463, nio
foram eficientes na fermentacdo do meio. O meio fermentado por estes isolados
apresentou elevadas concentragdes residuais de glicose (Tabela 9). O aumento
dos teores de glicose no cultivo com estes e outros isolados pode estar
correlacionado as enzimas produzidas por estes microrganismos (Tabela 8).

Garna et al. (2004) observaram que uma eficiente hidrélise da pectina
resulta na liberagdo de agucares, como glicose, ramnose e galactose. Os isolados
de S. cerevisiae UFLACN724 e 727, P. guilliermondii UFLACN731 ¢ C.
parapsilosis UFLACN448 foram eficientes no consumo da glicose, ndo
produzindo acido acético ao final da fermentacdo (Tabela 9). Elevadas
concentragoes de acido acético podem interferir na qualidade do café devido a
acidificagdo do meio. Além da eficiéncia de consumo da glicose presente no
meio, os isolados S. cerevisiae UFLACN724 e 727, P. guilliermondii
UFLACNT731 ¢ C. parapsilosis UFLACN448 nio produziram acido acético.

Os dados apresentados na Tabela 9 foram submetidos a andlise de
componentes principais (PCA). O primeiro e o segundo componentes principais
(PC1 e PC2) representaram 80,48% da variancia total (Figura 11). Todas as
leveduras foram agrupados na parte negativa do PC1 (62,90% da varidncia
total). Com excegdo dos isolados B. subtilis ¢ B. megaterium UFLACN406 ¢
415, as bactérias foram isoladas na parte positiva do PCl, mostrando
comportamentos, durante o perfil fermentativo, diferentes das leveduras
analisadas. No quadrante superior esquerdo (Figura 11) do PCA, os isolados S.
cerevisiae UFLACN724 ¢ 727, P.guilliermondii UFLACN731, C. parapsilosis
UFLACN426 ¢ 448 ¢ P. caribbica UFLACN706 foram correlacionados em
relagdo a secregdo de acido malico. Isolados de C. parapsilosis UFLACN730 e
431 no quadrante inferior esquerdo foram caracterizados pela presenga de

etanol. B. cereus UFLACN445 e 446 e B. subtilis UFLACN452 e 463 foram
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correlacionados em relacdo aos agucares residuais (glicose e frutose), acidos
(succinico e acético) e glicerol.

Apbs a fermentacdo da casca e da polpa do café por esses isolados, ndo
houve a presenca de nenhum metabolito que possa deteriorar a qualidade final
da bebida. Nao foi detectada a presenca de acidos acético, butirico e propidnico
apés o processo de fermentacdo. Tais metabdlitos em altas concentracdes
constituem fatores de deterioragdo do café e podem interferir de maneira

depreciativa na qualidade final da bebida.
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Figura 11 Analise de components principais de compostos organicos encontrados durante a fermentagcdo em meio MCP
pelos quinze isolados selecionados

445B - Bacillus cereus UFLACN445; 446A - Bacillus cereus UFLACN 446; 415A - Bacillus megaterium UFLACN415; 406A -

Bacillus subtilis UFLACN406, 452A - Bacillus subtilis UFLACN 452; 463A - Bacillus subtilis UFLACN463; 426A - Candida

parapsilosis UFLACN426, 431A -Candida parapsilosis UFLACN431, 448A - Candida parapsilosis UFLACN448, 449A - Candida

parapsilosis UFLACN 449 e 730A - Candida parapsilosis UFLACN730; 706A - Pichia caribbica UFLACN706; 731A - Pichia

guilliermondii UFLACN731; 724 - Saccharomyces cerevisiae UFLACN724 e 727 - Saccharomyces cerevisiae 727.
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4 CONCLUSOES

Neste estudo foi possivel verificar que os isolados S. cerevisiae
UFLACN724 e 727, P. guilliermondii UFLACN731 e C. parapsilosis
UFLACN448 representam potenciais culturas iniciadoras para a fermentagao do
café. Esses isolados apresentaram altas atividades de PL em meio contendo
casca e polpa de café, demonstrando sua capacidade de quebra da pectina
presente no fruto com eficiéncia na utilizagdo do substrato e produgdo de
compostos organicos que incrementem a qualidade final da bebida.

Como o tempo de fermentacdo dos frutos de café é variavel e depende
do tipo de processamento utilizado, sugerem-se os isolados P. guilliermondii
UFLACN731 e S. cerevisiae UFLACN724 ¢ 727 como possiveis culturas
iniciadoras para a fermentacdo de cafés processados vias semisseca ou Umida,
sendo o isolado C. parapsilosis UFLACN448 mais indicado para a fermentago

de cafés processados via seca.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de culturas iniciadoras selecionadas para a fermentagdo do café
podera atuar na reducdo do tempo de fermentacdo e, consequentemente, na
diminui¢do do crescimento de microrganismos indesejaveis, bem como na
producdo de compostos que incrementem a qualidade sensorial. O decréscimo
do tempo de permanéncia dos frutos no terreiro decorrente de uma degradagao
mais intensa da mucilagem pelos microrganismos permitira o processamento de
um maior volume de frutos no estadio cereja em menor tempo.

Novos estudos visando o desempenho dessas culturas iniciadoras na
fermentacdo dos frutos e gridos deverdo ser realizados, a fim de avaliar a

capacidade de fermentacgdo do café desses isolados in vivo.
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