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RESUMO

FALQUETO, S.A. Bactérias e fungos associados a café natural e ao material
envolvido na colheita. Lavras: UFLA, 2003. 62 p. (Dissertagio - Mestrado em
Microbiologia Agricola)

Fungos filamentosos, leveduras e bactérias foram isolados a partir de
amostras de café processado por via seca (café natural) e de material (penciras,
derrigadoras, recolhedoras, panos e mios de operérios) associado a colheita. A
maior parte dos 195 isolados bacterianos (157 isolados) pertence ao género
Bacillus, cuja espécie mais abundante foi Bacillus licheniformis (68 isolados).
Do mesmo género, B. firmus foi a segunda espécie mais abundante, com 17
isolados, seguida por B. coagulans (16) e B.polymyxa e B. cereus/thuringiensis
(13 isolados cada). B. larvae e B. alvei apareceram com 6 isolados cada, B.
subtilis com 5, B. sphaericus ¢ B. lentimorbus/popilliae com 4 cada, B. pumilus
com 2 e B. stearothermophilus, B. macerans e B. brevis com um isolado cada.
As outras bactérias incluiram bastonetes nfio esporulados (16 isolados) dos quais
quatro sdo Carnobacterium mobile, e 18 que ndo se encaixaram em nenhum dos
géneros propostos nos manuais de identificagdo utilizados. Também foram
obtidos 14 cocos gram-positivos e 4 bactérias gram-negativas (2 cocos e 2
bastdes) que nio se encaixaram em nenhum dos géneros propostos nos manuais
de identificagdio utilizados. Entre os 93 fungos isolados, 80 foram identificados
até género. Os géneros encontrados foram Fusarium (55 isolados), Penicillium
(19 isolados), Aspergillus (4 isolados) e Cladosporium (2 isolados). As 198
leveduras ndo foram identificadas. As bactérias foram testadas quanto a
capacidade de produgdo de poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL), duas
enzimas do complexo pectinolitico. Nenhum isolado produziu PG, mas 17
isolados produziram PL. Dos 17 isolados produtores, 11 eram B. licheniformis.
A maior parte das espécies de Bacillus isoladas pode ser encontrada no solo,
podendo ser esta a via de contaminagdo do café por estes microrganismos.
Alguns isolados de bactérias e de fungos foram obtidos de equipamentos,
possivelmente trazidos pela poeira. O pequeno namero de isolados produtores de
PL pode estar atuando apenas restritamente no desprendimento da mucilagem.
Os géneros de fungos encontrados sdo muito comuns em frutos de café, sendo
que Fusarium estd associado a bebidas de pior qualidade, Cladosporium a
bebidas de melhor qualidade e Penicillium e Aspergillus a produgdo de
micotoxinas.

Comité orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora)
Dr. Julio N. C. Louzada — UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

FALQUETO, S.A. Bacteria and filamentous fungi isolated from natural
coffee and from materials associated with harvest. Lavras: UFLA, 2003. 62
p. (Dissertation - Master’s Program in Agricultural Microbiology)

Filamentous fungi, yeasts and bacteria were isolated from coffee
samples processed by dry (natural) method and from harvest material (sieves,
tissues, mechanical harvesters, worker hands). Bacterial isolates (195 isolates)
are chiefly Bacillus species (157 isolates), among wich the most abundant
species was B. licheniformis (68 isolates). From the same genus, B. firmus was
the second most abundant species, with 17 isolates, followed by B. coagulans
(16), B. polymyxa and B. cereus/thuringiensis (13 isolates each one). B. larvae
and B. alvei had 6 isolates each, B. subtilis had 5 isolates, B.sphaericus and B.
lentimorbus/popilliae had 4, B. pumilus had 2 and B. stearothermophilus, B.
macerans and B. brevis had 1 isolate each one. The other bacterial isolates
included 4 Carnobacterium mobile and another 14 Gram-positive non sporulated
rods not identifiable by available methodology. Fourteen Gram-positive coccl
and 4 Gram-negative bacteria (2 cocci and 2 rods), not identifiable by available
methodology have been also isolated. The 93 fungal isolates belong to the
following genera: Fusarium (55 isolates), Penicillium (19 isolates), Aspergillus
(4 isolates) and Cladosporium (2 isolates). Thirteen fungal isolates could not be
identified because of the absence of spores nor reproductive structures. Yeasts
were not identified. Bacterial isolates were tested for their capability of
producing poligalacturonase (PG) and pectin liase (PL), two enzymes from the
pectinolytic complex. None produced PG, but 17 isolates produced PL. Eleven
of the isolates capable of producing PL were B. licheniformis isolates. The
Bacillus species isolated are mainly found in soil and dust, probably the majour
sources of these microorganisms to coffee fruits. Some isolates were obtained
from harvest equipment and worker hands, possibly on dust over them. The few
bacteria producing PL can be working only restrictly on mucilage
decomposition. The fungal genera found are common on coffee: Cladosporium
is associated to good quality coffees; Fusarium, to bad ones and to micotoxin
production, as are Penicillium and Aspergillus.

Guidance Committee: Dr. Rosane Freitas Schwan (UFLA)
Dr. Julio N. C. Louzada (UFLA)

il



1 INTRODUCAO

O Brasil é o principal produtor e exportador mundial de café,
produzindo quase um tergo dos cerca de 104 milhdes de sacas colhidas por ano
no mundo. A cultura do café gera milhares de empregos diretos e indiretos no
pais, mas vem perdendo lucratividade devido aos baixos pregos pagos pela saca
de café brasileiro no mercado internacional.

A qualidade da bebida ¢ influenciada por fatores como a espécie e
variedade cultivada, manejo da cultura e cuidado nas operagSes agricolas pos-
colheita (como a secagem, armazenamento, torragdo, moagem € preparo da
infusdo). Durante o processamento dos grios de café a atividade metabolica da
microbiota natural e contaminante pode influenciar na qualidade final do
produto. Bactérias, leveduras e fungos filamentosos ja foram isolados da polpa e
semente dos frutos de Coffea arabica e C. canephora em vérios paises
produtores. Maior énfase tem sido dada aos fungos filamentosos pela capacidade
de algumas espécies de produzirem micotoxinas que podem interferir na
qualidade e seguranga da bebida de café produzida.

No entanto, estudos recentes indicam que bactérias e leveduras podem
estar interferindo na qualidade do café Arabica processado por via seca, pela
produgdo de enzimas, 4cidos orgénicos e alguns dlcoois. A contaminagio
microbiana pode acontecer nos grios ainda na arvore, durante a colheita ¢ na
secagem, beneficiamento e armazenamento dos grios verdes. Durante a
maturagdo, o fruto de café acumula agicares e outros compostos que se tornam
um rico substrato para o crescimento microbiano. Produtos da utilizagdo destes
compostos pelos microrganismos podem se difundir para o interior do gro,
ajudando a compor o sabor da bebida.

A necessidade de conhecer os microrganismos que colonizam o grio de

café e as formas de contaminagdo deste pelos microrganismos fica entdo patente,



J& que a contaminag3o microbiana pode interferir nas caracteristicas e qualidade
do produto. Para tanto, este trabalho teve como objetivo identificar fungos e

bactérias associados a grios de café seco em terreiro e de material associado a
colheita.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistemas de colheita

A colheita do café é a etapa mais dispendiosa de todo o sistema
produtivo da cultura. Também ¢, certamente, um das etapas que mais
influenciam a qualidade e o custo do produto final. Dependendo do cuidado e
dos equipamentos utilizados, a colheita pode demandar até 30% dos custos de
produgdio e 40% da méo-de-obra do processo, influenciando assim o lucro do
produtor. A forma como ¢ realizada a colheita também tem influéncia na safra
do ano seguinte, j4 que determinados métodos de colheita desfolham em
demasia a arvore, exigindo que ela transloque nutrientes para a produgdo de
folhas e ramos, em detrimento de flores e frutos (Carvalho Janior, 2002).

O ideal é que s6 os griios cereja sejam colhidos, jé que gréos verdes ou
sobremaduros conferem caracteristicas indesejéaveis & bebida. No entanto, a
colheita a dedo, que é feita em paises como a Colémbia, tem um custo elevado e
requer planejamento e muita méo-de-obra, o que faz com que ela ndo seja
adotada no Brasil (Carvalho Janior, 2002).

2.1.1 Colheita manual

No Brasil, o periodo de colheita se inicia em abril ou maio e termina em
agosto ou setembro, dependendo da regido produtora, da quantidade de café
existente na planta e da quantidade de frutos maduros. A decisdo de quando
iniciar a colheita é determinante na qualidade do produto final, ja que todos os
frutos da arvore sdo colhidos ao mesmo tempo e, devido a ocorréncia de vérias
floragdes, a maturago nfo ¢ uniforme. Quanto mais tempo o café permanecer na
lavoura apds a maturagio, seja na érvore ou no chéo, maior a ocorréncia dos

defeitos ardido e preto, tdo prejudiciais ao sabor da bebida quanto os verdes.



Assim, a colheita inicia-se quando a maior parte dos frutos estiver madura (cerca
de 90%) e antes que os frutos comecem a cair. Em anos de maturagiio muito
desuniforme, podem-se encontrar teores de até 20% de verdes, com prejuizo na
qualidade da bebida e, conseqiientemente, no prego pago 2o produtor. Em
média, o ponto ideal para a colheita ocorre sete meses ap6s a primeira floragdo,
que costuma ocorrer durante as primeiras chuvas de verdo (meados de outubro e
novembro do ano anterior).

As operagdes envolvidas na colheita manual sdo, em seqiiéncia: limpeza
da érea ao redor e sob o cafeeiro (arruagfio), retirada do fruto da planta (derriga),
ajuntamento do café caido no chdo (varrigfio), recolhimento do café
varrido,limpeza por meio de peneiramento para a separagio de terra e folhas
(abanagdo) e transporte para a area de processamento (Carvalho Janior, 2002).

As operagdes da colheita podem ser realizadas manualmente (com
excegdo do transporte) ou com o0 uso de méquinas. Nesse caso, o sistema pode
ser o semi-mecanizado ou o mecanizado.

No sistema manual, todo o trabalho ¢ feito por forga humana, sendo o
sistema mais caro e demorado. Cerca de 70% do trabalho sdo gastos na derriga,
que ¢ feita puxando-se todos os frutos do galho, deixando-o completamente
limpo. Os frutos caem sobre o chdo ou, preferencialmente, sobre um pano, de
onde sdo recolhidos ¢ abanados antes de serem transportados ao local de
processamento (Silva et al., 2000). A utilizagio do pano protege os frutos do
contato com o solo, onde a contaminagdo dos frutos por microrganismos é

maior, 0 que pode levar a fermentages indesejadas.

2.1.2 Colheita mecanizada
As derrigadoras costais motorizadas comegaram a ser usadas na colheita
por volta de 1998 e seu uso vem se expandindo como a uinica alternativa de

mecanizagdo para dreas ingremes como o sul de Minas Gerais e do Espirito



Santo. Este tipo de derrigadora funciona com um motor costal ou lateral que
aciona hastes vibratérias na extremidade de um cabo manejado manualmente. A
vibragdio das hastes balanga os galhos, fazendo com que os frutos caiam. Esta
derrigadora tende a deixar mais frutos verdes no pé do que a colheita manual, ja
que os frutos verdes sdo mais dificeis de ser arrancados. Assim, embora ainda
ndo haja estudos a respeito, acredita-se que este tipo de colheita favorega a
qualidade do café, ja que tende a ser seletiva para frutos cereja e secos. A
varrigdo e o recolhimento do café derricado desta forma podem ser manuais ou
mecanizados. A derrigadora costal, no entanto, quebra mais galhos e tende a
desfolhar mais a rvore do que o sistema manual, podendo prejudicar a colheita
do ano seguinte (Carvalho Junior, 2002).

Em se tratando do sistema mecanizado, existem as colhedoras
conjugadas, no mercado desde o fim da década de 1970, que derrigam,
recolhem, abanam e ensacam o café colhido numa dnica operagdo. Este tipo de
méquina tem o formato de um pértico com dois derrigadores laterais,
trabalhando “a cavaleiro” sobre uma linha de plantas por vez (Carvalho Jinior,
2002). No entanto ¢ inadequado para lavouras em regides montanhosas, ja que

as linhas de cafeeiros se dispdem em curvas de nivel sobre os morros.

2.2 Qualidade e classificagiio do café

A qualidade de produtos alimenticios esté intimamente relacionada a0
gosto do mercado consumidor, principalmente quanto ao sabor, aroma ¢
aparéncia. Além disso, a qualidade também envolve o valor nutricional do
produto e sua seguranga, do ponto de vista toxicolégico (Carvalho Junior, 2002).

O café de boa qualidade apresenta bebida emcorpada, com aroma
agradavel, acidez e suavidade. Os frutos devem ter poucos defeitos (como os
defeitos verdes, verde-escuros, preto-verdes, ardidos e pretos) e apresentar cor €

aspecto homogéneos (Carvalho Junior, 2002).



Oficialmente, os cafés podem ser classificados pela andlise sensorial
(prova de xicara) e também pelo seu tipo e peneira. A classificagdo por tipo é
realizada segundo a Tabela Oficial Brasileira de Classificagdo do Instituto
Brasileiro do Café (1977).

A classificagdo pela prova de xicara se baseia no sabor e aroma da
bebida, avaliados por provadores treinados. Esta prova surgiu no Brasil no inicio
do século XX e foi adotada pela Bolsa Oficial de Café e Mercadorias de Santos
a partir de 1917. No entanto, até hoje ainda nfio h4 um consenso nos critérios
usados por diferentes entidades avaliadoras para classificar as bebidas, o que tem
tornado a prova de xicara alvo de criticas. Segundo Chagas (1994), a prova de
xicara tende a considerar a bebida dura como valorizagio maxima do café.

Prete (1992) define a qualidade como sendo o resultado da somatéria de
atributos fisicos do grio cru, como cor, tamanho, densidade, forma e
uniformidade; dos atributos do gréo torrado, destacando a homogeneidade na cor
¢ cor da pelicula prateada, e das caracteristicas organolépticas da bebida,
expressas pelo gosto e aroma. Na comercializagéo do café, a qualidade da bebida
tem maior peso que os outros atributos, podendo haver uma diferen¢a em tormo
de 30% no prego entre cafés finos (bebida mole) e os de pior qualidade (bebida
rio).

Na procura por métodos mais objetivos para a avaliagdo da qualidade do
café, surgiu a determinagdio da atividade da polifenoloxidase e da peroxidase
(Amorim, 1977). A atividade da polifenoloxidase se correlaciona positivamente
com a qualidade da bebida: quando o grio é injuriado (pelo ataque de insetos, ou
durante a colheita, processamento ou beneficiamento) a enzima e seu substrato
(que encontravam-se separados no grdo) entram em contato, sendo que o
produto da reagdo inibe a atividade da enzima (Amorim et al., 1977). No
entanto, segundo Goulart (2002), os métodos de extragio e anslise da atividade

da PFO, baseados em testes colorimétricos, sdo sujeitos a erros por permitirem a

6



oxidagdo de fendis e escurecimento do extrato, mascarando, assim, a real
atividade da enzima. Mesmo utilizando metodologia mais cuidadosa, que
protegia os fendis da oxidagdo e, posteriormente, os eliminava do extrato, a
autora ndo conseguiu separar amostras de café entre as seis categorias existentes
(estritamente mole, mole, apenas mole, duro, riado e rio) pela atividade da
polifenoloxidase. A atividade da enzima foi maior em cafés de melhor

qualidade, tendo sucesso apenas em separé-los dos de pior qualidade.

A peroxidase tem maior atividade em cafés de melhor qualidade. A
baixa atividade da enzima em cafés de pior qualidade também evidencia manejo
inadequado, que leva & ruptura das membranas celulares e ao contato da enzima
com seu substrato, o peréxido de hidrogénio (Amorim & Amorim, 1977,
Amorim & Melo, 1991).

2.2.1 Fatores que influenciam a qualidade da bebida

2.2.1.1 Espécie de cultivo

As principais espécies de café cultivadas comercialmente sio Coffea
arabica Linnaeus e C. canephora Pierre ex Froehner, conhecidas como café
ardbica e robusta, respectivamente. Existem poucas informag3es sobre a
diferenga de composigdo quimica entre as duas espécies, mas sabe-se, por
exemplo, que os cafés robusta tem aproximadamente 2% de cafeina, o dobro do
apresentado pelo café arabica (1%) (Sivetz, 1963; Raghavan & Ramalakshmi,
1998).

Rogers et al. (1999) encontraram niveis de glicose no inicio da
maturagfio entre 8% a 12% (peso seco) em gréos de café arabica e de 2% a 4%
(peso seco)em grdos de café robusta. No grdo maduro, a sacarose tem maiores
teores em cafés ardbica (5% a 12% do peso seco) do que em cafés robusta (4% a

5% do peso seco). Rogers et al. (1999) encontraram teores de acido quinico,



precursor dos 4cidos clorogénicos, de 16% do peso seco de gros de café robusta
contra 6% do peso seco de grdos de café aribica. Segundo Raghavan &
Ramalakshmi (1998), no gréio processado, o café robusta possui de 7% a 10% de
acidos clorogénicos, contra 5,5 a 8% no café arabica. Segundo os mesmos
autores, altos teores de acidos clorogénicos, em geral, indicam qualidade pior.

As sementes de café ardbica sdo ovais, mais compridas e maiores e
produzem bebida mais aromitica que as sementes de café robusta, que sdo
redondas € menores (Raghavan & Ramalakshmi, 1998). Cafés arabica possuem
um fino aroma e acidez desejavel, enquanto cafés robusta apresentam baixa
acidez e mais corpo na bebida (Jones & Jones, 1984; Sivetz & Desrosier, 1979 e
Puerta-Quintero, 1998).

Sondahl e Corp (1995) afirmaram que o café ardbica sempre resulta em
boa bebida, ao passo que o robusta produz bebida de pior qualidade por nio
apresentar sabor muito agradavel (Carvalho et al., 1997). Os estudos de Pereira
(1962) corroboram esta afirmagdio: o autor encontrou maiores teores de 4cido
clorogénico em cafés robusta do que em ardbica. Cafés robusta possuem um
maior teor de s6lidos soluveis, por isso sdo usados na indistria para a produgio
de café solavel (Sivetz & Desrosier, 1979; Raghavan & Ramalakshmi, 1998).
Segundo Oliveira et al. (1976), a atividade de polifenoloxidase (que, em grdos
de café, correlaciona-se positivamente com a qualidade da bebida) é maior em
C. canephora do que em C. arabica, embora seja consenso que a qualidade da
bebida do primeiro seja pior que a do iltimo.

2.2.1.2 Composi¢iio quimica do fruto

Durante o desenvolvimento do fruto de café, os agiicares nele presentes,
principalmente a galactose, sofrem oxidagdoe so sendo convertidos em acidos
carboxilicos (4cidos galacturdnicos). Estes, por desidratagdo, formam os
anidridos, que se polimerizam até a formagdo de compostos de alto peso



molecular, as pectinas da mucilagem (Carvalho et al., 1997). Assim, estas
substancias sdo originadas e compostas principalmente de galactose, arabinose e
outros agiicares. Juntamente com as substincias pécticas e os agucares, sdo
sintetizadas na polpa varias enzimas pectinoliticas.

A mucilagem do café ¢ formada no estagio cereja, quando o fruto esta
quase maduro e é composta de 85% de 4gua ligada e 15% de solidos na forma de
um gel insolivel e coloidal. A porgdo solida deste gel ¢ composta de 80% de
subténcias pécticas e 20% de agucares (Carvalho et al., 1997).

Rogers et al. (1999) acompanharam as mudangas na concentragdo de
vérios compostos durante a maturagdo de grdos de café aribica e robusta.
Segundo eles, as mudangas na composi¢do quimica ocorrem de forma bastante
similar nas duas espécies. Duas tendéncias principais sdo observadas durante a
maturagdo: uma diminuigdo em alguns componentes de um nivel inicialmente
maior e uma acumulagfio constante de outros a partir de um nivel inicialmente
baixo nos grios jovens. Ainda mo mesmo trabalho, até aproximadamente a
metade da maturagdo, a glicose e a frutose s3o os aglcares livres em maior
concentragdo no grio. A partir dai, até o final do desenvolvimento do grdo,
ambos os aglicares decrescem até niveis bastante baixos, enquanto a sacarose
aumenta em concentragdo, até representar 100% dos agiicares livres do grdo
maduro. Estes mesmos autores observaram também que o teor de sacarose no
endosperma de cafés arabica era aproximadamente o dobro do teor encontrado
no café robusta.

Rogers et al. (1999) relataram que, em seu trabalho, o acido citrico foi o
principal 4cido em concentragdo no gréo maduro, sendo acumulado
constantemente durante a maturagio. O acido mélico permaneceu em niveis
constantes durante a maturago, sofrendo leve diminuig4o no final do processso.
Os é4cidos quinico, acético e oxalico decrescem durante a maturagio,

permanecendo em niveis muito baixos no grio maduro. Os autores comentam,



no entanto, que o acido fosférico, embora em niveis baixos no grio maduro
(entre 0,7% a 1,1% do peso seco), pode contribuir mais para a acidez da bebida,
apesar de sua baixa concentragdo, do que os 4cidos organicos. Isso porque o
4cido fosforico, assim como o acético e o quinico, aumentam durante a torragdo
e extragdo a alta temperatura, enquanto o 4cido citrico diminui ¢ o malico
permanece constante ou sofre ligeira redugdo (Rogers et al., 1999).

Ainda segundo Rogers et al. (1999), no inicio da maturagfio, o 4cido
quinico se encontra em teores bastante altos no perisperma, especialmente nos
café robusta (16% do peso seco do tecido para estes contra 6% para os ardbica
testados). Durante a maturagdo, no entanto, sua concentragdo decresce a niveis
bastante baixos no gréo, menores nos cafés robusta do que nos ardbica. Os
autores acreditam que este tecido seja a fonte de 4cido quinico esterificado para
a sintese dos 4cidos clorogénicos no endosperma ou, ainda, que haja importagdo
do 4cido quinico pronto a partir do perisperma.

O grdo de café processado € especialmente caracterizado pelo seu
conteiido de cafeina, trigonelina e 4cidos clorogénicos (Raghavan &
Ramalakshmi, 1998). O restante ndo ¢ muito diferente do encontrado em outros
vegetais: proteinas, carboidratos, lipidios (14% a 16% no café arabica) e
minerais. Os carboidratos s&o representados principalmente por polissacarideos
(arabinogalactanas, galactomananas e celulose) e pelo dissacarideo sacarose e
tém um papel importante na formagio da cor e do aroma do café durante a
torragdo. A qualidade do café estd diretamente ligada ao seu aroma, pelo qual
sdo responsdveis os precursores existentes no grio. Estes precursores sdo
principalmente os amino4cidos (liberados durante a degradagdo das proteinas na
torragdo), os agicares e os 4cidos clorogénicos. Também participam da
formagdo do aroma os terpenos, a trigonelina e os lipideos (Raghavan &
Ramalakshmi, 1998).
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O tricloroanisol (TCA) foi encontrado em gréios processados € apontado
por Liardon et al. (1989) como o responsével pelo gosto de mofo apresentado
pelas bebidas de cafés rio. Nestes cafés, apés a torragdo e moagem, 0 TCA se
apresentou em niveis muitas vezes acima do perceptivel pelo aroma e pelo

gosto.

2.2.1.3 Condigdes climaticas

Fatores ambientais tém grande influéncia na qualidade da bebida de
café. O clima da regifio determina a homogeneidade da florada e da maturagdo
dos frutos e pode propiciar ou ndo boas condigdes de secagem, reduzindo a
contaminag#o microbiana e as fermentagdes (Cortez, 1997). Sabe-se que ha
grandes diferengas entre cafés de diferentes regides de cultivo; por exemplo, tem
sido muito comentada a diferenga entre cafés produzidos na Zona da Mata e no
Sul de Minas Gerais (Carvalho et al., 1997). Tais diferengas nem sempre s&o
devidas exclusivamente ao clima ou solo, mas muitas vezes se devem ao tipo de
manejo de cada local. Ainda segundo Carvalho et al. (1997), cafés de regides
consideradas produtoras de bebidas “Rio”, que tiverem seus frutos despolpados
e secos, tomando-se todos os cuidados necessérios para um bom processamento,
podem ter a qualidade final da bebida melhorada.

Em locais de clima quente e imido no periodo de maturagdo e colheita,
a alta umidade do ar proporciona condigdes para que as fermentagdes acética ¢
lactica ocorram rapidamente, passando entdo para a fase propibnica e butirica,
com a formagdo de sabores estranhos, como o “Rio” e, conseqiientemente,
produzindo bebida de pior qualidade. Este processo ocorre, por exemplo, em
cafés produzidos as margens da represa de Fumas (Sul de Minas Gerais)
(Cortez, 1997).

O café do Cerrado Mineiro tem sido considerado de methor qualidade,
alcangando bons pregos, o que, em parte, pode ser atribuido a fatores climaticos
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(Chagas, 1994). Durante a florada, ha chuva em abundancia, enquanto no
periodo da colheita, que dura em torno de quatro meses, a umidade relativa do ar
€ baixa, o que dificulta a contaminagéo microbiana. Aliadas ao manejo adequado
dos frutos, estas condi¢des diminuem a incidéncia de fermentag3es prolongadas,
que deterioram a qualidade da bebida (Bitancourt, 1957).

2.2.1.4 Processamento do café

O processamento ¢ considerado por alguns autores a fase mais critica na
obtengdo de café de boa qualidade (Menon, 1989; Valencia, 1973). Durante o
processamento podem ocorrer as infecgSes microbianas e consegiientes
fermentagGes que podem melhorar ou deteriorar o gosto da bebida. Existem dois
tipos de processamento: por via seca (café natural) e por via timida (café
despolpado) (Van Pee & Castelein, 1972; Menchii & Rolz, 1973; Jones & Jones,
1984; Clarke & Macrae, 1987; Puerta Quintero, 1996, 1998; Chalfoun &
Carvalho, 1997).

O processamento por via umida d4 origem aos cafés lavados ou
despolpados, comuns na América Central, México, Colémbia, Quénia e Africa.
Segundo Birtholo & Guimardes (1997), este tipo de café, quando bem
preparado, origina invariavelmente bebidas suaves, moles ou estritamente moles,
seja qual for a regido de produgdo.

No processamento por via imida, o café colhido é inicialmente lavado e
despolpado. Durante a lavagem, o café é separado em duas fragdes, em fungio
de sua densidade: a frag#io cereja, mais pesada, fica no fundo do lavador e a
fragdo bdia, mais leve, flutua (Bartholo & Guimardes, 1997). Apés separadas,
estas fragdes devem ser processadas separadamente, pois apresentam tempos de
secagem diferentes (Bértholo & Guimardes, 1997). Apés a lavagem, os grios
sdo imersos em 4gua para um periodo de fermentagio que pode levar de 12 a até
72 horas, dependendo da altitude e variedade do café. Para café Ardbica, em
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baixas altitudes na Etiopia foi relatado por Woelore (1993) um tempo de
fermentagdo de 48 horas, enquanto que para café robusta na India foi relatado
um tempo de fermentagdo de 72 horas (Menon, 1989).

A fermentagio ¢ chamada pelos cafeicultores de demucilagdo ou
degomagem, pois o objetivo desta fase do processamento ¢ a dissolugdo da
mucilagem que envolve os grios. Segundo Jones & Jones (1984), a demucilagédo
também pode ser feita com o uso de enzimas ou élcalis. Na demucilagdo ha a
possibilidade de sobrefermentagdes que podem produzir gostos estranhos. Por
isso, Puerta Quintero (1998) considera esta a fase mais critica do processamento
por via imida.

Apbs a demucilagdo, o café ¢ lavado até que néo restem vestigios da
mucilagem e colocado para secar em terreiros ou em secadores mecéanicos, da
mesma forma que o café natural (Bartholo & Guimardes, 1997).

No processamento por via seca o fruto é colocado inteiro para
fermentar/secar em terreiro ou em secador mecénico. E aconselhavel que o café
colhido seja lavado antes da fermentagfo/secagem para a separagio das fragdes
cereja e bbia, além da retirada de detritos que injuriam os gréos e podem reduzir
a vida atil de equipamentos, como secadores ¢ beneficiadores (Bartholo &
Guimardes, 1997).

O processo de fermentagdo/secagem do café em terreiro ¢ relativamente
lento e consome mais espago que o café despolpado. O café colhido é espalhado
em camadas de 3 a 5 cm e revolvido por, pelo menos, 8 vezes ao dia. No final da
tarde, o café é amontoado em leiras ou montes e coberto com lona para impedir
que o orvalho o reumedega (Bérholo & Guimardes, 1997).

O café processado desta maneira leva entre 15 a 30 dias para chegar ao
teor de umidade de 11%, dependendo das condigbes climéaticas do local
(Bértholo & Guimardes, 1997). A secagem do café em terreiro é dificil de
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controlar, ja que chuvas e temperaturas altas podem incidir sobre o café, criando
condig3es para que as fermentagdes se prolonguem.

A fermentagdo/secagem do café também pode ser realizada num sistema
misto, que se inicia no terreiro e se completa no secador, encurtando o tempo de
secagem e proporcionando ao produtos um maior controle sobre as condigdes de
secagem (Bartholo & Guimardes, 1997).

Apos a secagem do café, é recomendivel que o mesmo aguarde por
alguns dias em tulhas antes do beneficiamento para que os gréios igualem seu
teor de umidade (Bartholo & Guimardes, 1997). No beneficiamento, ocorre a
separagdo do pergaminho da semente por fricgdo, seguida da separagdio das
membranas e poeira por aspiragio (Raghavan & Ramalakshmi, 1998). Apés o
beneficiamento, o café é acondicionado em sacos de juta de 60 kg. Na
entressafra, estes sacos sdo armazenados em galpdes arejados, secos e limpos, de
acordo com sua origem (Carvalho et al., 1997). O teor de umidade dos grios
deve estar entre 11% e 12% (Instituto Campineiro de Ensino Agricola, 1969).

2.3 Fontes de contaminagiio microbiana e fermentagdes dos frutos

Os microrganismos podem contaminar o café desde a arvore (Krug,
1940a) até o armazenamento dos grios, modificando suas caracteristicas e
interferindo no sabor e seguranga da bebida (Mislivec et al., 1983). A
contaminagdo microbiana pode ocorrer, no pé, por injurias ao fruto causadas por
insetos como a mosca-das-frutas (Krug, 1947; Bitancourt, 1957) e a broca do
cafeeiro (Chalfoun et al., 1984) que podem levar microrganismos. Ao perfurar o
fruto estes insetos abrem caminho para microrganismos que podem utilizar os
agucares da polpa e levar a uma seca répida e queda do fruto. No caso da broca
do cafeeiro, Chalfoun et al. (1984) observaram que a presenga de Fusarium nos
gréos esta altamente correlacionada ao ataque de frutos pela broca do cafeeiro.
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Ainda na arvore, os grios estdo sujeitos a condigdes climéticas adversas, como
geadas e chuvas de granizo que podem provocar injurias (Carvalho et al., 1997).
Durante a colheita, os grios podem ser contaminados de diversas
formas: a vibragdo das varetas das derriadoras costais pode romper a casca dos
frutos, abrindo portas de entrada para os microrganismos. O mesmo pode
acontecer durante a colheita manual: ao derrigar os frutos, a pressdo dos mesmos
uns contra os outros ou contra o ramo pode abrir pequenos ferimentos que
expdem a polpa do fruto, principalmente em frutos maduros e macios. Feita a
injiria, o contato do grio com o solo, com méos ou equipamentos ou mesmo
com outros frutos j4 contaminados pode levar os microrganismos ao seu interior.
Ainda durante a colheita os grios caidos no chido sdo pisados
intensamente pelos trabalhadores, o que pode ndo so injurid-los como
contamina-los, principalmente se a colheita nfo for feita sobre o pano. A
lavagem também pode ser fonte de contaminagéo, dependendo da qualidade da
agua utilizada (Béartholo & Guimarées, 1997) e, durante a fermentagio/secagem
no terreiro, os constantes revolvimentos sofridos pelo café e o pisoteamento

pelos trabalhadores também podem trazer microrganismos ao fruto.

A fermentagdo/secagem em terreiro tem a desvantagem de se processar
lentamente; assim, os frutos ficam amidos por mais tempo, aumentando o
periodo durante o qual os microrganismos podem se desenvolver. Um outro
fator que agrava essa situagdo é que, devido ao seu alto conteido de agicares, as
camadas do pericarpo dos frutos constituem um meio muito mais favoravel ao
- desenvolvimento dos microrganismos do que o pergaminho dos gréos
despolpados (Silva. 2000).

Segundo Bitancourt (1957), ndo é possivel a produgéo de cafés finos sem
impedir as contaminagBes, fermentagdes e podridSes prejudiciais. Ainda
segundo este autor, as fermentagdes podem ser evitadas ou minimizadas
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evitando-se a umidade durante as operagdes de seca. Segundo Carvalho et al.
(1997), o manejo adequado no pés-colheita diminui os ataques microbianos e
fermentagGes indesejaveis, o que melhora a qualidade da bebida.

Embora tenha sido sugerido que as contaminagdes microbianas devam
ser minimizadas, as fermentagSes microbianas sdo importantes, sendo
responséveis pela lise da mucilagem no processamento seco (Schwan & Wheals,
2003). Os produtos da fermentagdo difundem-se para a semente, levando a
bebidas de gosto agradével ou ruim, dependendo da extensfio da fermentagdo.
Segundo Cortez (1997), h4 uma concordancia entre processos fermentativos e a
qualidade do café. Segundo ele, os trabalhos mostram que, sob qualquer
condigdo climitica ou local de cultivo, os processos fermentativos operam em
quatro fases: acética, latica, propidnica e butirica. Segundo o mesmo autor, as
quatro fases podem ser realizadas tanto por fungos, leveduras ou bactérias,
dependendo isto da composigdo da mucilagem, dos cuidados com a colheita,
tipo de processamento, secagem e armazenamento dos griios.

O café despolpado ¢ o natural estio sujeitos ao ataque de uma
diversidade de microrganismos que, durante seu crescimento, fermentam os
agiicares da mucilagem produzindo 4lcool e, em seguida, desdobram o alcool em
4cido acético, lactico, butirico e outros 4cidos carboxilicos superiores (Carvalho
et al, 1997). Calle (1957) relatou que a ordem das fermentagSes no
processamento por via umida ¢ a seguinte: etandlica, acética, litica e butirica.
Segundo este autor, a lise da mucilagem ocorre principalmente durante a
fermentagdo etanélica.

Durante a secagem do café natural, a pectina da mucilagem ¢é digerida
pelas enzimas pécticas do préprio fruto e de microrganismos, quebrando
moléculas grandes em compostos de cadeias cada vez menores até chegar a
acidos monomoleculares e ésteres (Carvalho et al., 1997). As fermentagdes

alcodlica, acética e latica ocorrem naturalmente quando o grdo passa de cereja
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para passa, na arvore ou nos locais de secagem. Em locais de clima quente e
imido, durante a colheita e o processamento, a alta umidade do ar permite que
as fermentagdes propidnica e butirica acontegam (Cortez, 1997). Segundo
Carvalho et al. (1997), ao se iniciar a produgfo de 4cido butirico e propibnico
comega a haver prejuizos na qualidade do café (Amorim e Amorim, 1977),
devido ao sabor de cebola (Monaco, 1961).

Os 4cidos butirico e propidnico sio produzidos em condigbes de
anaerobiose quando os grios sio amontoados. A produgdo de 4cido butirico
talvez esteja mais relacionada com bactérias e leveduras do que com fungos
filamentosos que, em geral, sdo aerébios (Bitancourt, 1957). Acidos presentes no
café, como malico e citrico, proporcionam sabor 4cido caracteristico e desejavel
ao produto (Sivetz, 1963). Quando a fermentagéo é prolongada, a infecgdo por
microrganismos torna-se acentuada e comega o processo de produgdo de
compostos responséveis pelos sabores indesejaveis (Cortez, 1997; Carvalho et
al,, 1997).

Segundo Liardon et al. (1989), o tricloroanisol pode se formar nos grdos
durante a secagem pela conversio microbiana de triclorofendis. Alta
contaminagiio microbiana nas cerejas e secagem/fermentagéo prolongadas foram
apontadas por estes autores como requisitos para a formagao do gosto rio. No
mesmo trabalho, os autores encontraram uma série de fungos em cafés rio que se
mostraram capazes de fazer esta conversdo: Aspergillus fumigatus, A. flavus, A.
niger, Rhizopus oryzae ¢ Fusarium sporotrichoides. Bactérias do género
Pseudomonas, que incluem alguns patogenos de plantas, também sdo capazes de
produzir metabdlitos clorados.

O defeito sobrefermentado, que leva a um cheiro de podre ou de
silagem, também pode ser causado por microrganismos associados a mau
processamento (Bade-Wegner et al., 1997). Segundo os autores, os etil-ésteres 2-
MBEE (4cido 2-metilbutanéico etiléster), 3-MBEE (4cido 3-metilbutandico
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etiléster) e CHEE (é4cido ciclohexanoico etiléster) sio possiveis responsaveis
pelo defeito e se encontram em maiores teores em cafés estragados. O CHEE
ndo é um composto comum em plantas, podendo ser formado por agdo
microbiana (Bade-Wegner et al., 1997).

A ocorréncia dos processos fermentativos indesejéveis se deve, em
parte, as injarias e contaminagdes descritas anteriormente. A pratica de misturar
ao café colhido o café de varrigio também pode levar a sobrefermentagdo, a
medida que o café de varrigio traz consigo uma grande populagio fingica
(Krug, 1940a) que contamina os frutos recém-colhidos.

2.4 Microrganismos associados a0 processamento

A microbiota associada ao gréo de café é bastante variada (Silva et al.,
2000) e sua atividade estd diretamente relacionada a alguns sabores ¢ aromas
que alteram as caracteristicas peculiares do produto (Bitancourt, 1957; Liardon
et al., 1989; Bade-Wegner et al., 1997; Avallone et al., 2002).

Avallone et al. (2001) isolaram bactérias laticas, leveduras,
microrganismos anaerdbicos, aerdbicos e pectinoliticos em diversas fases da
fermentagdo no processamento por via tmida, mas ndo deram importéncia aos
fungos filamentosos. No processamento seco, Silva et al. (2000), isolaram e
identificaram fungos, bactérias e leveduras de griios de café na arvore e em
diversas fases da fermentagdo/secagem em diversas fazendas do Sul de Minas
Gerais, em duas estagdes de colheita. Em todas as fases do processo, as bactérias
foram o grupo predominante, seguidas pelos fungos filamentosos e as leveduras.

O grupo de microrganismos mais estudado em café é o de fungos
filamentosos, havendo ainda poucos trabalhos sobre fungos leveduriformes e
bactérias. Bitancourt (1957), analisando cafés em diferentes fases do preparo, no
cafezal e no terreiro de secagem, observou que os fungos mais abundantes foram
Colletotrichum gloeosporioides Penz, Colletotrichum coffeanum (Zinn) Noack,
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Fusarium sp. e bolores verdes (Penicillium spp.). Bitancourt (1957) também
identificou Aspergillus niger v. Tiegh, no café seco no terreiro e Cladosporium,
que foi encontrado até o estadio seco no pé e néo no terreiro durante a secagem,
como normalmente ocorre com outros fungos.

Silva et al. (2000) observaram que o género Cladosporium predominou
entre os fungos (39,7% dos isolados fiingicos), seguido por Fusarium (34,2%),
Penicillium (28,8%) e Aspergillus (2,7%). Também foram encontrados dois
isolados do entomopatogeno Beauveria bassiana, um Rhizoctonia sp., um
Monilia sp. e um Arthrobotrys sp..

Mislivec et al. (1983) isolaram Aspergillus, Penicillium e, mais
raramente, Alternaria e Fusarium de grios de café processados provenientes de
31 paises produtores. Entre os Aspergillus, A. flavus ¢ A. tamarii predominaram
em gros da América Central ¢ América do Sul, enquanto em grdos africanos ¢
asiaticos houve predominancia de outras espécies do género. Batista et al. (2002)
isolaram Aspergillus e Penicillium da superficie de grios processados antes e
ap6s desinfecgdo externa. Os autores encontraram Aspergillus produtores de
aflatoxinas e de ocratoxinas, mas nenhum grdo contaminado com ocratoxina A
(22% dos gréios) tinha contaminag#o superior ao nivel permitido (5,0 ng/g).

Bitancourt (1957) observou que no café seco no terreiro, 55% dos frutos
apresentaram leveduras. Agate ¢ Bhat (1966) isolaram leveduras produtoras de
pectinases durante a fermentagio de café processado via Umida, tendo
encontrado espécies dos géneros Kluyveromyces e Saccharomyces. Os autores
atribuiram a agfio das pectinases na pectina da polpa do café a atividade
microbiana leveduriforme. Van Pee e Castellein (1972) também estudaram a
microbiota durante o amadurecimento e beneficiamento de café no Congo e
encontraram uma microbiota diversa, com grande porcentagem de
enterobacteriaceae e algumas leveduras. Arunga (1982) ressaltou a importancia

dos microrganismos na fermentagdo de café e citou que os principais géneros de
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microrganismos encontrados por outros pesquisadores foram Bacillus, Erwinia,
Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

Trabalhos feitos no Brasil por Carvalho et al. (1989) e Meirelles (1990)
demonstraram contaminagio microbiana elevada em cafés de pior qualidade (rio
e riado). Nestes cafés, os autores encontraram teor de umidade superior a 10%, o
que, segundo Moreau (1979), favorece o crescimento de Aspergillus Slavus e A.
niger, fungos produtores de aflatoxinas. A alta umidade pode ainda favorecer o
desenvolvimento desses fungos durante o armazenamento.

Partindo-se da hipétese de serem os microrganismos responsaveis pela
origem dos cafés duros, Krug (1940) comparou fungos filamentosos isolados de
café cereja, seco no pé e seco no chdo, mostrando 0% de fungos para o cereja,
15% para seco no pé e 21% para seco no chio. Krug (1940b) observou uma
relagdo entre microrganismos e sabor da bebida e que os cafés que apresentam
qualidade inferior de bebida tinham tido uma colonizagdo microbiana mais
intensa. Cafés classificados como mole apresentaram um total de 9,28% de
microrganismos, 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 e, para cafés rio, um total de 54,50% de microrganismos,

sendo 34,5% de Fusarium sp.

Carvalho et al. (1989), estudando a relagiio entre classificagio do café
pela prova de xicara e composig#o fisico-quimica, quimica e microbiota presente
no gréo beneficiado, concluiram que as amostras de café classificadas como de
bebida mole e dura apresentaram indices de contaminagéio 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 fungos Fusarium sp e Penicillium sp. O género
Cladosporium predominou nos cafés classificados como bebida mole e dura
(Carvalho et al., 1989).
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A biota bacteriana esta presente nos graos de café sem, no entanto,
conhecermos sua agdo fermentativa na qualidade da bebida de café. Rose (1982)
e Agate e Bhat (1966) afirmaram que as bactérias predominantes no café sdo
pectinoliticas, gram-negativas, ndo formadoras de esporos e fermentadoras de

lactose.

Agate e Bhat (1966) isolaram bactérias identificadas como
Streptococcus, Pseudomonas, Flavobacterium e Proteus, mas nenhum estudo
com estes isolados foi realizado a fim de se conhecer sua capacidade
pectinolitica. Vaughn et al. (1958) isolaram Erwinia dissolvens (reclassificada
atualmente como Enterobacter dissolvens (Rosen), segundo The Prokaryotes
(Balows et al, 1992)) e demonstraram que esta bactéria tem capacidade

pectinolitica.

Em amostras de café da Colombia e México processadas por via imida,
Pederson e Breed (1946) isolaram fungos filamentosos, leveduras 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 néo no seu desprendimento.

Avallone et al. (2001a) encontraram no processamento imido bastonetes
gram-negativos aerobicos dos géneros Klebsiella (73%) e Erwinia (28%),
coliformes amplamente distribuidos no ambiente. Quando agua era
extensivamente utilizada no processo, a microbiota aerobica se tornava mais
heterogénea, sendo encontradas também Pseudomonas cepaciae e Chrysomonas
luteola. Também foram encontradas Leuconostoc mesenteroides dextranicum
(com atividade pectinolitica) no inicio da fermentagdo e Lactobacillus brevis,
que consegue utilizar acido galacturénico como tnica fonte de carbono, no final.

Ambas as bactérias sdo heterofermentativas e produziram écido latico e acético.
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Klebsiella pneumoniae e Erwinia herbicola foram isoladas no meio contendo

pectina, embora néo sejam pectinoliticos fortes (Avallone et al., 200 la).

As bactérias foram o grupo mais abundante no trabalho de Silva et al.
(2000) com café natural. Durante o ano chuvoso houve predominéncia de
bactérias gram-negativas, pertencentes principalmente aos géneros Aeromonas,
comumente encontradas em matéria orgénica em decomposigio; Enterobacter,
encontrada em solo, dgua e esgotos e Pseudomonas, um patégeno de plantas
amplamente encontrado em folhas e na rizosfera. Dos géneros encontrados pelos
autores, apenas Citrobacter possui espécies reportadas como pectinoliticas. A
maioria das bactérias gram-negativas encontradas sdo associadas ao homem,
como enterobacteridceas e patogenos ou ao solo, vegetagéio e dgua. Os autores
também encontraram sete espécies de Bacillus, um género produtor de diversas
enzimas degradativas, como celulases, amilases e proteases, com espécies
pectinoliticas reportadas. Cellulomonas, capaz de degradar celulose, foi a
bactéria gram-positiva ndo esporulada mais freqiiente; sendo encontada em
todos os estigios da fermentagdo. Além dela, Arthrobacter, Microbacterium e
Brochothrix também foram encontradas, sendo que as duas tltimas produzem
acido latico por fermentag#o.

Variagdes na microbiota e sua interferéncia na degradagéio e qualidade
da bebida de café podem estar associadas a composigéo diferente do mesocarpo
(mucilagem) dos grdos. As diferengas no tipo de pectinases produzidas pelos
organismos podem afetar o grau de despolimerizagdo dos componentes da
pectina que poderiam, entfio, influenciar a selegdo do grupo de microrganismos

dominante (Jones e Jones, 1984).

A presenca de leveduras durante o processamento por via imida do café
foi constatada por alguns autores (Van Pee e Castelein, 1971; Daivasikamani e
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Kannan, 1986) em cafés robusta. Entretanto, poucos referem-se a contribui¢io

destes microrganismos na qualidade do café.

Agate ¢ Bhat (1966) isolaram, na india, leveduras pectinoliticas de cafés
robusta e inferiram que estas podem ter agdo na degradagdo da mucilagem
devidlo & alta capacidade pectinolitica de Saccharomyces marxianus
(Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), S. bayanus e S.

cerevisiae var. ellipsoideus.

Frank, Lum e Dela Cruz (1965) encontraram, em seus isolados,
predominio de bactérias e poucas leveduras néo identificadas, que acreditaram
nfio serem capazes de degradar a mucilagem dos gréos. Van Pee ¢ Castelein
(1971) identificaram leveduras do género Candida, sendo C. guilliermondii var.
membranaefaciens, na superficie e mucilagem dos gréos; C. parapsilosis,
Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata (Candida famata (Harrison) S.A.
Meyer & Yarrow (Yarrow and Meyer 1978), Saccharomyces marxianus
(Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), Candida
tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e Candida pelliculosa na superficie dos
grios. Daivasikamani e Kannan (1986) citaram a ocorréncia de leveduras de

coloragdo rosa em cafés robusta até o quinto dia de incubagdo.

Silva et al. (2000) obtiveram de café natural quatro isolados da levedura
Pichia lynferdii, talvez o segundo registro desta rara levedura e 17 isolados de
Arxula adeninivorans, uma levedura relativamente rara encontrada
anteriormente em solo e silagem, capaz de produzir pectinases, celobiase 1 ¢ II,
xilosidase, fosfatase 4cida, RNAses e algumas proteases. Algumas cepas sio
capazes de crescer a 45°C. Esta gama de capacidades toma esta levedura
apropriada para fermentar café. Os mesmos autores obtiveram, em menor

namero, outras 23 espécies de leveduras conhecidas de solo, frutas, arvores e
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fezes de insetos. A segunda levedura mais fregiiente foi Pichia ofunaensis, com

16 isolados; as outras leveduras aparecem em nitmero baixo.

Avallone at al. (2001a) encontraram em café processado via tmida
leveduras comumente encontradas em plantas, pertencentes aos géneros
Kloeckera, Candida e Criptococcus, organismos com boa capacidade
fermentativa e producgo de dlcool, porém sem capacidade pectinolitica.

2.5 Pectinases microbianas na fermentacfio do café

Em vérios trabalhos admite-se que o papel dos microrganismos na
fermentagdo do café, tanto no processamento natural como no despolpado, seja a
lise da mucilagem que envolve o grdo, através da produgio de pectinases e,
talvez, de celulases (Silva et al., 2000; Arunga, 1982). Segundo Avallone et al.
(2001a), existe ainda a hipotese de que a lise da mucilagem ocorre devido a agdo
de enzimas do préprio fruto. Controversamente, existe uma idéia bem
estabelecida de que os polissacarideos pécticos da parede celular do fruto sejam
degradados durante a fermentagdo, embora alguns trabalhos mostrem que ainda
restam substincias pécticas nas paredes das células da mucilagem apés o
término do processo (Avallone et al., 1999).

A mucilagem (histologicamente o mesocarpo interno) é um tecido de
estrutura celular aberta, composto por células longas com raras paredes celulares
quebradas (Arunga, 1982). E um tecido altamente hidratado, rico em substancias
pécticas e celulose, que impede a secagem répida do grdo de café (Avallone et
al., 2001b). Assim, a retirada desta camada é uma fase importante do
processamento. As pectinas sdo substincias heterogéneas quanto i estrutura
quimica e peso molecular. Basicamente, as substdncias pécticas sdo o-D-
galacturonas ou a-D-galacturonoglicanos em cadeias lineares de 1,4-a-D-
galactopiranosilurénico. O polimero tem vérios graus de esterificagdo com
grupos carboxilicos e metoxilicos (Wong, 1995).
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De acordo com o seu modo de agfio, as pectinases s#o classificadas em
poligalacturonases, que catalisam a quebra das ligagSes glicosidicas o-1,4; a
pectinesterase, que catalisa a desmetoxilagdo do polimero; a pectato liase, que
catalisa a clivagem de grupos desmetoxilados por B eliminagdo e a pectina liase,
que catalisa a clivagem de unidades de galacturonato esterificadas (Wong,
1995).

Muitos trabalhos tém isolado microrganismos de gros de café e testado
seu potencial pectinolitico. Agate & Bhat (1966) isolaram leveduras
pectinoliticas de grios de café, embora a sua agio na degradagfo da mucilagem
in vitro nio tenha sido satisfatoria. Avallone et al. (2001a) isolaram bactérias
gram-negativas e leveduras ndo reportadas como pectinoliticas. Sakiyama et al.
(2001) isolaram Paenibacillus amylolyticus do interior de grdos de café, tendo
este isolado produziu uma pectinase extracelular com atividade méaxima a 40°C
em pH 7.,9.

Segundo Avallone et al. (2001a), a atividade pectinolitica microbiana
pode nfo ser tio importante quanto se relata na literatura. Utilizando o
processamento via umida, estes autores ndo encontraram um aumento nas
contagens de microrganismos pectinoliticos durante a fermentagdo, como
esperado. Avallone et al. (1999), por meio de estudos histolégicos da mucilagem
ap6s a fermentagdo, notaram que esta ainda ¢ um tecido organizado € que os
principais microrganismos fermentadores de café (Erwinia dissolvens, E.
herbicola e Klebsiella pneumoniae) apresentaram apenas atividade de pectato
liase, incapaz de despolimerizar as pectinas altamente metiladas da mucilagem
do café. Em outro trabalho, Avallone et al. (2002) afirmam que a inoculagdo
com microrganismos pectinoliticos ndo acelera o processo e que O
desprendimento da mucilagem parece mais relacionado a acidificacdo do meio

do que a agfio de enzimas pectoliticas.
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Arunga (1982) sugere que a degradacdio da mucilagem possa envolver
quebras em ligag3es das pectinas a lipideos ou materiais hemicelulésicos, ja que
acidos pécticos com quatro ou pouco mais residuos de acido galacturbnico nio
sdo encontrados no liquido resultante da fermentagfio. Avallone et al. (2001a)
encontraram uma diminuigdo significativa na quantidade de agiicares livres no
grio durante a fermentagdo por via imida, com concomitante produgio de acido
latico e acético, causando uma diminuigio do pH de 6,3 para 4,1. Os autores
sugerem que, durante a fermentagio por via umida, os microrganismos
provavelmente utilizem os agiicares simples abundantes na mucilagem, em vez
de produtos da pectélise. O desprendimento da mucilagem pode ocorrer devido a
uma pectélise limitada aliada a mudangas fisico-quimicas, como a acidificagdo
do meio devido & fermentagdo de agucares (Avallone et al., 2001b).

2.6 Torragiio e moagem

A torragdo se processa com movimentagdo de ar aquecido a 260°C
através dos grdos para que ocorra a transferéncia de calor do ar para o grio. No
inicio do processo de torragdo, ocorre a perda da 4gua livre do grio, enquanto a
sua temperatura permanece em torno de 100° a 104°C. Quando toda a 4gua livre
(~10%) do gréo é evaporada, sua temperatura eleva-se lentamente, enquanto a
agua ligada (1% a 2%) lentamente evapora-se (Carvalho et al., 1997).

Quando a temperatura do grdo estd em tono de 204°C, as reages de
pir6lise que estdo ocorrendo em seu interior fazem com que sua temperatura
aumente ainda mais. A pirélise é o nome dado ao complexo conjunto de reagdes
de sintese e degradagéio que ocorre no interior do grido durante a torragdo. Este
conjunto de reagdes & o responsavel pela formagdo do sabor e do aroma do café
a partir de precursores existentes no grio (Carvalho et al., 1997). Os produtos da
pirdlise sdo os agucares caramelizados, carboidratos, 4icido acético e seus

homélogos, aldeidos, cetonas, furfural, ésteres, acidos graxos, aminas, CO,,

26



sulfetos (Carvalho et al., 1997), resultando em mais de 800 compostos
responséveis pelo aroma da bebida, talvez o maior numero ja encontrado em um
alimento (Raghavan & Ramalakshmi, 1998).

Segundo Raghavan & Ramalakshmi (1998), durante a torragdo os
polissacarideos sdo degradados, originando uma série de acidos organicos, como
o milico, o citrico e o latico, responséveis pela acidez desejavel do café. A
sacarose sofre caramelizagdo, ajudando formar a cor e o aroma do café
(Raghavan & Ramalakshmi, 1998; Carvalho et al., 1997). Os carboidratos
também reagem com proteinas para a formagdo de melanoidinas, que também
sdo responsaveis pela cor do grdo torrado. As proteinas sdo desnaturadas e
quebradas em aminoacidos, que podem tomar parte em uma série de reagdes da
pirélise (Raghavan & Ramalakshmi, 1998).

O frescor do aroma (definido como cheiro suave e agradavel de café
recém-torrado) é um importante atributo na qualidade do café. Depois de
torrado, em poucas horas apés a moagem, o café pode desenvolver mudangas no
aroma, que toram-no “passado” (Raghavan & Ramalakshmi, 1998). Apods a
moagem, o café deve ser embalado em um sistema que possua barreiras contra
oxigénio e odores, para a melhor preservagdo do seu aroma. Alguns compostos
responsaveis pelo frescor do aroma sdo compostos sulfiricos de baixo peso
molecular (Raghavan & Ramalakshmi, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Colheita do café

As amostras de café¢ foram colhidas na Fazenda Rancho Fundo,
municipio de Campos Gerais, no sul do estado de Minas Gerais. As amostragens
em equipamentos foram feitas na mesma fazenda, no dia da colheita, antes que a
mesma comegasse. O café colhido foi proveniente de uma lavoura de Coffea
arabica L. da cultivar Acai4 Cerrado. A colheita foi realizada quando o café
apresentava 80% de frutos maduros.

As méquinas amostradas utilizadas na derriga do café foram: derrigadora
automotriz modelo K-3 e derrigadora portatil Stihl SP80. Para o recolhimento
mecénico foi utilizada uma recolhedora MAQ 6000. O café colhido foi
espalhado em terreiro para secagem por um periodo aproximado de vinte dias,
até atingir um teor de umidade de 11% (b.u.).

Imediatamente apés a colheita, amostras de café foram coletadas e
colocadas em frascos esterilizados, dentro dos quais foram transportadas ao
laboratério de Microbiologia Geral do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras — MG, sob refrigeragdo. Para a determinagéo da
contaminagdo dos equipamentos e pessoal, antes da colheita foi feita uma
amostragem com hastes de algoddo esterilizadas (do tipo swab) das mios dos
operarios e das partes dos equipamentos que entram em contato com o café
durante a colheita. As hastes de algodiio foram colocadas em 3 mL de agua
peptonada esterilizada (peptona de soja, 10g/l; NaCl, 5g/L, esterilizada a
121°C/15 min) e levadas ao laboratério sob refrigeragdo.
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Amostras de café foram coletadas no terreiro durante a secagem e
colocadas em frascos esterilizados, dentro dos quais foram levadas ao
Laboratéorio de Microbiologia Geral do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, MG, sob refrigeragio.

3.2 Anilises microbiolégicas

No laboratério, 30 griios escolhidos aleatoriamente de cada amostra de
café foram colocados sob agitagio em 270 mL de agua peptonada por 30
minutos em agitador orbital Tecnal - TE 140 a 80 rpm. A partir da suspensdo
obtida, foram feitas diluigdes decimais, das quais duas eram escolhidas e
plaqueadas em triplicata nos meios WL (composig#o: Anexo A- Tabela 1A) para
contagem de bactérias e leveduras; MRS, (composigdo: Anexo A- Tabela 2A)
para contagem de bactérias lacticas ¢ DG18 (Dichloran 18% glicerol agar),
(composigdo: Anexo A- Tabela 3A), para contagem de fungos filamentosos. Os
tubos com é&gua peptonada das amostragens de méos e equipamentos também
foram submetidos a dilui¢des decimais, as quais foram plaqueadas em triplicata
nos meios WL, MRS e DG18.

As placas com meio WL foram incubadas durante 48 horas e as placas
com DG18 e MRS por 168 horas, apos os quais foi efetuada a contagem de
colonias e a determinagdo dos diferentes tipos de colonias presentes, de acordo
com a sua morfologia. A morfologia da colonia foi determinada pelo seu
tamanho (comparativamente a outras col0nias presentes no meio), forma,
elevagdo, cor e tipo de bordo.

A partir da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFCs) foi
escolhida para o isolamento uma placa de cada meio cuja contagem estivesse
entre 30 e 300 coldnias. O isolamento foi feito com base na separagdo das
colénias por tipos, baseando-se em sua morfologia (cor, elevagdo, brilho, tipo de
bordo) (FDA, ano). Foram isolados, para cada tipo de colénia, a raiz quadrada
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do numero de colonias daquele tipo na placa. As coldnias de bactérias e
leveduras foram isoladas estriando-as em meio YEPG sélido (composigdo:
Anexo A- Tabela 4A). Por exame microscopico, as bactérias foram
diferenciadas das leveduras. Os isolados de ambos os grupos foram conservados
em microtubos com meio YEPG liquido com 20% de glicerol a —20°C. Os

isolados puros de fungos foram conservados a -20°C em eppendorfs estéreis.

3.3 Identificagiio de bactérias

Os isolados bacterianos foram purificados por meio de estrias compostas
em meio PCA (composigdo: Anexo A — Tabela 5A) triptona, 5g/L; extrato de
levedura, 2,5g/L; glicose, 1g/L; 4gar, 13g/L), sendo sua pureza verificada por
exame microscopico de laminas das culturas submetidas a coloragdo de gram.
Depois de purificados, os isolados foram divididos em grupos (gram-positivos e
gram-negativos) para realizagio de testes especificos para a identificagdo das

espécies.

3.3.1 Identificaciio de bactérias gram-negativas

As bactérias gram-negativas foram identificadas por meio de Kits do
Sistema Bac-Tray I, II e Il (Difco). Inicialmente foi realizado o teste para
detectar a presenga da enzima oxidase utilizando teste comercial Bactident
Oxidase - 1.13300 - (MERCK). O teste de oxidase consiste na confirmagio da
atividade da citocromo-oxidase nos microrganismos.

Os isolados gram e catalase negativos foram inoculados no sistema Bac-
Tray I e Il e os gram-negativos e oxidase positivos nos kits do sistema Bac-Tray
II. Cada Kit Bac-Tray consiste de dez diferentes substratos contidos em um
suporte de poliestireno descartavel. As provas do sistema Bac-Tray 1 consistem
de hidrélise da B galactosidase, dehidrolagdo da arginina, descarboxilagio da
lisina, descarboxilagio da ornitina, produgdo de H,S, presenga de urease,
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produgdio de acetoina (VP), desaminagdio da fenilalanina, produgdo de indol e
utilizagdo de citrato. As provas do sistema Bac Tray II so: utilizagdo do
malonato, utilizagdo de ramnose, adonitol, arabinose, inositol e sorbitol,
sacarose, manitol e rafinose com produgdo de écido.

No sistema Bac Tray III as provas consistem de reagdes de toleréincia 4
cetrimida, utilizagio de acetamida, elevagio 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 metabolizagdo do
triptofano resultando em indol.

Para inoculagdo nas galerias do suporte foi preparada uma suspensgo da
cultura bacteriana com 24 horas de incubagfio, em 3 ml de 4gua destilada
esterilizada, tomando-se o cuidado de inocular pouco material para evitar
turvagdo do meio. As galerias do Bac-Tray foram incubadas por 18 a 24 horas, 2
- uma temperatura de 28°C. A identificagdio das espécies foi realizada pela soma
dos resultados positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO). Tendo-se o
codigo, determinou-se a espécie por meio de andlise em software fornecido junto

ao produto.

3.3.2 Identificacdo de bactérias gram-positivas

Os isolados de bactérias gram-positivas foram submetidos a um
tratamento térmico (80°C/ 10 min ou 100°C/ lminuto) para indugdo da
esporulagdo. Foram entfio preparadas ldminas e, por exame microscopico, foram
separadas as bactérias formadoras de esporos das néo formadoras.

Bactérias gram-positivas esporuladas foram identificadas até género,
segundo o “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology™ (Holt et al.,, 1994)
e até espécie, segundo a chave dicotdmica proposta no livro “The Prokaryotes”
(Slepecky & Hemphill, in Ballows et al, 1992) para o género Bacillus.

Bastonetes gram-positivos ndo esporulados foram identificados até
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género segundo o “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (Holt et al.,
1994) e, quando possivel, até espécie segundo 0 mesmo manual. Cocos gram-
positivos foram identificados também segundo o mesmo manual. Todos os
isolados foram inoculados nos meios para identificagdo a partir de culturas com
24 horas de incubagéo.

3.4 Identificaciio de fungos filamentosos

Para identificagdio dos géneros de fungos filamentosos foram
comparadas caracteristicas em microscopia e morfologia de colonias, segundo
Pitt e Hocking (1997).

3.5 Avaliaciio da produgio de pectinases pelos isolados bacterianos

A produgio de pectinases pode ser uma das fungdes das bactérias
encontradas durante a fermentagSio. A capacidade pectinolitica dos isolados
bacterianos encontrados foi entfio determinada por dois métodos que detectam a
produgdo de poligalacturonase e de pectina liase, duas enzimas do complexo
pectinolitico. Estas enzimas foram testadas por serem de detecgdio facil e rapida,
a0 contrario de outras enzimas pectinoliticas que requerem metodologias mais
trabalhosas e demoradas. Para a detecgdo da produgiio de poligalacturonase, os
isolados foram crescidos em placa com meio MP5 (composigido: Anexo A,
Tabela 6A) por 24 horas. Apés o crescimento, as placas eram abertas e o meio
coberto com solugdo de cetrimida (brometo de cetiltrimetilamdnio) 1%. Apés
alguns minutos, a cetrimida precipitava o acido poligalacturénico, o que permitia
a visualizagio de halos em volta das colénias produtoras. A atividade da pectina
liase foi determinada pelo crescimento dos isolados em meio MP7 (composigio:
Anexo A, Tabela 7A) por 24 horas, apés as quais a cetrimida era adicionada ao
meio (precipitando a pectina) e a formag&o de halos era detectada como descrito
para a poligalacturonase.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido um total de 586 isolados, sendo 195 bactérias, 198 leveduras
e 93 fungos filamentosos. Dos 195 isolados bacterianos, 4 eram gram-negativos
(dois cocos e dois bastonetes), 14 eram cocos gram-positivos, 157 eram
bastonetes gram-positivos esporulados e 18 eram bastonetes gram-positivos ndo
esporulados. As leveduras ndo foram identificadas. As contagens ndo sdo
apresentadas devido a problemas como infestagdes por 4caros e
superpopulagio microbiana nas placas. Estes problemas fizeram com que muitas
placas ndo pudessem ser contadas e isoladas, motivo pelo qual este resultado ndo

¢ apresentado aqui.

4.1 Contaminaciio bacteriana

A maioria (157 isolados) das bactérias gram-positivas esporuladas
(género Bacillus) foi identificada até espécie pela chave utilizada (Slepecky &
Hemphill, 1992). Dezessete isolados foram identificados apenas até género,
dependendo a separagdo das espécies da presen¢a de um cristal de toxina ndo
visualizdvel pelas metodologias disponiveis. Das bactérias gram-positivas nido
esporuladas, apenas as quatro catalase-negativas puderam ser identificadas pelos
testes utilizados. Estes isolados foram identificados como Camobacteﬁun.z.
mobile, de acordo com Holt et al. (1994). Os outros doze isolados ndo se
encaixaram em nenhum dos géneros propostos pelos manuais de identificagdo
utilizados (Holt et al., 1994 e Ballows et al., 1992), assim como 0s catorze cocos
Gram-positivos. As quatro bactérias gram-negativas também n&o foram
identificadas.
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Os 157 isolados gram-positivos esporulados identificados em catorze
espécies encontram-se discriminados na Tabela 1.

A maioria dos isolados de Bacillus foi proveniente do plaqueamento em
meio WL (total: 65 isolados), de frutos com dois dias de secagem (23 isolados),
com quatro dias de secagem (18 isolados) ou do café recém colhido (14

isolados).

TABELA 1 Espécies do género Bacillus isoladas de frutos de caf®,

equipamentos e pessoal.
Espécie Numero de isolados
Bacillus licheniformis 68
Bacillus firmus 17
Bacillus coagulans 16
Bacillus polymyxa 13
Bacillus cereus/thuringiensis 13
Bacillus larvae 6
Bacillus alvei 6
Bacillus subtilis 5
Bacillus sphaericus 4
Bacillus lentimorbus/popilliae 4
Bacillus pumilus 2
Bacillus stearothermophilus 1
Bacillus macerans 1
Bacillus brevis 1
Total 157
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A amostragem de peneiras forneceu 4 isolados, a amostragem da
recolhedora forneceu 2 isolados, a amostragem das mios dos trabalhadores
forneceu 4 isolados, a derrigadora costal forneceu 9 isolados ¢ a colhedora
automotriz forneceu 2 isolados.

As bactérias do género Bacillus sio capazes de produzir aerobicamente
endosporos refrateis que sdo mais resistentes do que as células vegetativas a
condigbes adversas, como escassez de agua ou nutrientes ¢ altas temperaturas
(Gordon et al., 1973 ). As espécies Bacillus licheniformis, a mais abundante dos
isolados obtidos e B. coagulans sio capazes de crescer a 50°C, o que significa
que suportam as altas temperaturas que podem ocorrer durante a secagem em
terreiro. O género Bacillus é tipicamente encontrado em solos (Slepecky &
Hemphill, 1992; Silva et al., 2000). As bactérias deste género secretam uma
grande variedade de enzimas, como celulases, amilases € proteases, que podem
atuar no processo fermentativo. Ja foram isoladas espécies de Bacillus
produtoras de pectina e pectato liase (Soriano et al., 2000), enzimas que podem
atuar no desprendimento da mucilagem.

A principal espécie de Bacillus encontrada, Bacillus licheniformis, é um
microrganismo do solo capaz de reduzir nitrato (Slepecky & Hemphill, 1992).
Sua ocorréncia nos frutos de café, portanto, ¢ esperada, ja que este tem contato
com o solo pelo pisoteio durante a colheita e a secagem/fermentagio em terreiro.
Na colheita sem uso de pano, os frutos também tém intenso contato com o solo,
podendo ocorrer ai a contaminagdio. Os esporos dormentes das espécies de
Bacillus em geral podem permanecer no ar em particulas de poeira, infectando
equipamentos € vestuario.

Trés isolados de B. licheniformis foram obtidos de mdos de
trabalhadores antes do inicio da colheita. O transporte dos trabalhadores em
caminhdes abertos em estradas de chio pode trazer esporos as roupas, de onde

teriam contato com as méos dos operarios € com o café. Esta contaminagio, no
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entanto, pode ndo ter sido significativa, j4 que os primeiros griios colhidos
provavelmente “esgotariam” o indculo das maos dos trabalhadores.

As outras espécies de Bacillus isoladas s3o, em sua maioria,
caracteristicas de solo e alimentos, exceto B. coagulans, encontrada em
alimentos é4cidos; B. larvae e B. lentimorbus, patogenos de larvas de abelha; B.
popilliae, patégeno de besouros escarabeideos e B. macerans, encontrada em
alimentos e material vegetal (Slepecki & Hemphill, 1992). Os patégenos de
insetos podem estar presentes nos frutos devido a visitas de insetos (como
abelhas) ou pelo solo ou poeira.

O género Carnobacterium, que faz parte do grupo das bactérias laticas
(Stiles & Holzapfel, 1997), tem semelhangas fenotipicas e requerimentos
nutricionais comparéveis 2o género Lactobacillus, o que sugere que estes
microrganismos compartilhem o mesmo tipo de habitat (Hammes et al., 1992).
Segundo Avallone et al. (2001a), duas espécies desse género, L. plantarum e L.
brevis figuram entre as bactérias laticas mais frequentemente isoladas de café
processado por via amida. As bactérias do género Carnobacterium sio
organismos heterofermentativos, produzindo principalmente acido latico a partir
de glicose (Holt et al., 1994). Esta capacidade torna estas bactérias desejaveis no
processo fermentativo, j4 que a fementagdo latica provavelmente é benéfica ao
sabor da bebida (Cortez, 1996), além de acidificar o meio, o que parece ajudar
no desprendimento da mucilagem (Avallone et al., 2001a).

Trés das quatro bactérias gram-positivas ndo esporuladas identificadas
como Carnobacterium mobile foram isoladas do meio MRS e uma do meio WL.
O meio MRS contém polissorbato, acetato, magnésio e manganés, que agem
como fatores de crescimento especiais para lactobacilos (Merck Microbiology
Manual, 2000). Além disso, o alto teor de glicose (20g/L) e a presenga de
peptona de caseina, extrato de camne e extrato de levedura formam uma base

nutricionalmente rica.
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O meio MRS, indicado para o isolmento de bactérias laticas, ¢ pouco
seletivo, permitindo o crescimento de outras bactérias (Merck Microbiology
Manual, 2000). De fato, os plaqueamentos feitos neste meio apresentavam-se
com uma intensa colonizagio fingica, com algumas colmias de leveduras e
poucas, ou as vezes nenhuma, colénia bacteriana. A baixa seletividade
apresentada torna o meio pouco recomendével para o isolamento de bactérias
laticas de sistemas com alta diversidade como o café.

A maioria dos isolados gram-positivos ndio esporulados (13 isolados)
produz 4cido a partir de glicose. Dos 13 isolados gram-positivos ndo
esporulados, dois produziram gés. Oito cocos produzem 4cido a partir de glicose
,e duas das bactérias gram-negativas possuem esta capacidade. Dos isolados de
Bacillus, 134 produzem 4cido a partir de glicose. Como ja dito, a produgdo de
4cidos por estas bactérias pode ser um fator importante no desprendimento da
mucilagem e na composig¢io do sabor da bebida.

4.2 Produgiio de pectinases pelos isolados bacterianos

Dos 195 isolados bacterianos testados quanto a produgdo de pectinases,
nenhum foi capaz de produzir poligalacturonase, € apenas dezessete isolados
produziram pectina liase (Tabela 2).
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TABELA 2 Isolados bacterianos produtores de pectina liase.

Isol. | Espécie Meio |Procedéncia

16 | Bacillus firmus WL | frutos com 2 dias de secagem
70 | Bacillus licheniformis MRS | frutos com 2 dias de secagem
105 | Bacillus licheniformis WL | Derrigadora costal

122 | Bacillus licheniformis WL | frutos com 2 dias de secagem
131 | Bacillus cereus/thuringiensis |MRS | frutos recém-colhidos

135 | Bacillus firmus WL | frutos com 4 dias de secagem
141 | Bacillus licheniformis WL | frutos com 4 dias de secagem
144 | Bacillus cereus/thuringiensis |WL |Peneira

148" | ndo identificado WL | frutos com 2 dias de secagem
174 | Bacillus licheniformis WL | frutos com 4 dias de secagem
176 | Bacillus licheniformis MRS | frutos com 2 dias de secagem
207 | Bacillus licheniformis WL | frutos com 2 dias de secagem
421 | Bacillus licheniformis WL [ frutos com 2 dias de secagem
422 | Bacillus licheniformis DG18 | frutos com 2 dias de secagem
424 | Bacillus licheniformis DG18 | frutos com 2 dias de secagem
427 | Bacillus licheniformis WL | frutos com 2 dias de secagem
441 | Bacillus pumilus WL | frutos com 2 dias de secagem

Apenas uma pequena parcela (menos de 10%) das bactérias se mostron
capaz de produzir pectina liase e, além disso, nenhuma bactéria gram-negativa
foi capaz de produzir nem poligalacturonase nem pectina liase. Em geral,
encontram-se bactérias gram-negativas capazes de produzir pectinases em café,
como Erwinia spp. (Frank et al., 1965; Avallone at al.,, 2001a) e Klebsiella
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pneumoniae (Avallone et al., 200la). Segundo Arunga (1982), espécies
pectinoliticas do género Bacillus ja foram isoladas de café¢ em fermentagdo via
amida.

O processo de desprendimento da mucilagem do café ainda ¢ pouco
entendido e talvez a fungdo microbiana mais importante no processo seja a
utilizagdo de agiicares da polpa (produzindo 4cidos) do que a produgdo de
enzimas pectinoliticas (Avallone et al., 2000, 2001a e 2001b). As bactérias
pectinoliticas encontradas podem ter agdo limitada sobre as pectinas da
mucilagem, podendo, assim como as outras bactérias, estar utilizando agucares
da polpa. A produgdo de 4cidos acético e litico a partir de agicares da
mucilagem durante a fermentagio em café despolpado ji foi relatada por
Avallone et al. (2001a). No café natural, o fruto é colocado integralmente para
secar, ficando sua polpa, ainda mais rica em aglicares que a mucilagem, sujeita
a0 ataque de microrganismos. Assim, é provavel que o consumo dos agucares da
polpa seja preferido pelas bactérias do que o consumo de produtos da lise da
pectina.

Estudos histolégicos e bioquimicos dos gréos de café fermentados,
assim como estudos mais aprofundados da capacidade pectinolitica das bactérias
isoladas de café natural, seriam fundamentais para entender como ocorre O
desprendimento da mucilagem. Estes estudos ja existem para café despolpado
(Avallone et al., 1999, 2001a, 2001b) e sdo importantes para entender melhor o
processamento natural. Por exemplo, saber se estas pectinases sdo constitutivas
ajudaria a entender por que uma bactéria as produziria num meio rico como a
polpa de café. Este entendimento possibilitaria um maior controle da
fermentagdo dos grios, impedindo sobrefermentagdes e melhorando a qualidade
da bebida.
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4.3 Fungos filamentosos

Dos 93 isolados fingicos obtidos, 80 foram identificados até género.
Treze isolados ndo apresentaram esporulagdo nos meios de cultura utilizados, o
que impossibilitou sua identificagdo. Os géneros encontrados foram Fusarium
com 55 isolados Penicillium, com 19 isolados; Aspergillus, com 4 isolados e
Cladosporium, com 2 isolados. Todos os géneros de fungos encontrados ja
haviam sido relatados em café em trabalhos anteriores (Krug, 1940a; Mislivec et
al., 1983; Silva et al., 2000 Batista et al., 2002). Os quatro géneros citados ja
foram reportados como produtores de todos os tipos de pectinases (Silva et al.,
2000), embora os isolados deste trabalho ndo tenham sido testados quanto a essa
capacidade.

Os isolados de Fusarium foram provenientes do café recém-colhido (24
isolados), com dois dias de secagem (25 isolados) e de café com quatro dias de
secagem (quatro isolados). Dois isolados foram provenientes da derrigadora
costal. Este género esté associado a cafés de pior qualidade (Krug, 1940a; Alves
& catro, 1998; ). Segundo Liardon et al. (1989), Fusarium sporotrichoides se
mostrou capaz de transformar triclorofenéis em tricloroaniséis, possiveis
responsaveis pelo gosto de passado da bebida.

Mais da metade dos isolados de Penicillium foram provenientes de
equipamentos (colhedora automotriz, 4 isolados; derrigadora costal, 1 isolado;
pano, 4 isolados; recolhedora, 3 isolados); os outros oito isolados foram
provenientes de café com dois (2 isolados) e quatro dias de secagem (6
isolados). Espécies de Penicillium podem também ser produtoras de ocratoxinas
(Batista et al., 2002). Ndo ha estudos sobre a produgdo destas toxinas durante a
fermentagdo, mas Schwan & Wheals (2003) afirmam que a ocratoxina A parece
estar associada a bateladas de cerejas que tenham sido mantidas em teores de
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umidade altos durante periodos prolongados de tempo, facilitando o crescimento
de microrganismos produtores da referida toxina.

Os dois isolados de Cladosporium foram provenientes de grios com
dois e quatro dias de secagem. O género Cladosporium tem sido associado a
cafés de boa qualidade (Krug, 1940a; Bitancourt, 1957; Alves & Castro, 1998).
No entanto, ndo ha estudos que expliquem como os fungos deste género
influenciam a qualidade da bebida.

Dois isolados de Aspergillus foram obtidos de café recém-colhido,
enquanto um foi obtido da amostragem do pano e outro da automotriz. Liardon
et al. (1989) encontraram espécies de Aspergillus isoladas de cafés rio capazes
de converter triclorofenéis em tricloroaniséis, que levam ao gosto de passado.
As espécies de Aspergillus das segdes Circumdati e Nigri sdo toxigénicas, sendo
possivelmente responsaveis, junto com Penicillium verrucosum, pela produgdo

de ocratoxina A ja detectada em grios de café (Batista et al., 2002).

41



5 CONCLUSOES

A populagio microbiana associada ao sistema cafeeiro ¢ alta e inclui os

trés grandes grupos de microrganismos.

O género Bacillus representou 80% dos isolados bacterianos. A espécie
mais abundante foi Bacillus licheniformis, uma bactéria de solo, assim como a

maior parte das espécies encontradas.

Somente uma pequena percentagem dos isolados bacterianos foi capaz
de produzir pectinases (apenas a enzima pectina liase). Estes isolados podem
estar auxiliando no desprendimento da mucilagem dos gréos.

Uma grande parte dos isolados bacterianos se mostrou capaz de produzir
acido a partir de glicose, 0 que pode influenciar no sabor da bebida e ajudar no

desprendimento da mucilagem.

O género mais abundante entre os fungos foi Fusarium (59% dos
isolados fiingicos), um género usualmente associado a cafés de pior qualidade.
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TABELA 1A Composigio do meio de cultura WL

Reagente Concentragdo
Extrato delevedura 4 g/L
Casitona Sg/L
Glicose S0g/L
KH,PO, 0,55g/L
KCl 4,425¢g/L
CaCl, 0,125 g/L.
MgSO, 0,125g/L
FeCl 0,0025g/L
Verde de bromocresol 0,022g/L
Agar 13g/L
pHS5,5
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TABELA 2A Composigdo do meio de cultura MRS

Reagente Composigéo
Peptona 10g/L
Extrato de carne 8g/L
Extrato de levedura 4¢g/L
Glicose 20g/L
Monooleato de sorbitano (Tween 80) 1 g/L
K;HPO, 2g/L
Acetato de sodio 3g/L
Citrato de amdnia 2¢g/L
Sulfato de magnésio 0,01 g/L
Sulfato de manganés 0,036 g/L
Agar 13 g/L
pH 6,2
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TABELA 3A Composigio do meio de cultura DG18

Reagente Concentragiio
Glicose 8g/L
Peptona 4 g/L
KH,PO, 0,8 g/
MgSO, 0,2 g/
Glicerol 99% 176 mL/L
Dicloran 1 mg/L
Cloranfenicol 50 a 75 mg/L

Agar 13 g/

TABELA 4A Composi¢do do meio de cultura YEPG

Reagente Concentraggo
Extrato de levedura 10 g/L
Peptona 20g/L
Glicose 20 g/L
Agar 15¢g/L
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TABELA 5A Composigéo do meio de cultura PCA

Reagente Concentragéio
Triptona 5g/L
Extrato de levedura 2,5 g/L
Glicose 1g/L

Agar 13g/L
pPH7,0
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TABELA 6A Composigdo do meio de cultura MP5

Reagente Concentragio
Glicose 5g/L

Acido poligalacturénico 4 g/L
Extrato de levedura 1g/L
Na,HPO, 6 g/L
(NH,),S0,4 2g/L

FeSO, 0,001 g/L.
MgSO, 0,2 g/L
CaCl, 0,001 g/L
H;BO; 0,00001 g/L
MnSO, 0,00001 g/L
ZnS0,.TH,0 0,00007 g/L
CuS0,.5H,0 0,00005 g/L.
MoO; 0,00001 g/L.
pH 5,0
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TABELA 7A Composigdo do meio de cultura MP7

Reagente Concentragdo
Glicose 5g/L
Pectina 4 g/l
Extrato de levedura 1 g/L
Na,HPO, 6 g/L
(NH,4),S0,4 2g/L

FeSO, 0,001 g/L
MgSO, 0,2 g/L
CaCl, 0,001 g/L
H;BO; 0,00001 g/L
MnSO, 0,00001 g/
ZnS0,.7TH,0O 0,00007 g/L.
CuS0,4.5H,0 0,00005 g/L
MoO; 0,00001 g/L
pH 7,0
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