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RESUMO

O café € uma das bebidas ndo alcodlicas mais populares consumida mundialmente e sua
qualidade esta envolvida com o aroma e sabor da bebida. A fermentacdo em ambientes
fechados, em anaerobiose induzida, com inoculacdo de culturas iniciadoras sdo etapas
de metodologia recentemente utilizada que podem contribuir para a producédo de cafées
com caracteristicas especiais. O objetivo do trabalho foi conhecer o perfil quimico,
sensorial e microbiologico do processo envolvendo a fermentacdo na fruta integra,
seguida de descascamento e secagem em pergaminho com mucilagem remanescente,
além disso, conhecer os microrganismos presentes na fermentacéo espontanea e avaliar
o efeito da bebida através da inoculagdo de Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 em
diferentes tempos de fermentacdo. Cafés cerejas da variedade Mundo Novo foram
avaliados nos tempos 0 horas (T1), 24 horas (T2), 48 horas (T3), 72 horas (T4) e 96
horas (T5) na fermentagdo inoculada e na fermentacdo esponténea (controle). A
fermentacdo ocorreu em biorreatores fechados, em sistema de batelada simples. Os
isolados foram identificados pelo perfil protéico (MALDI-TOF MS) e pelo
sequenciamento do DNA. A quantificacdo do PCR em tempo real (QPCR) foi realizada
para avaliar a persisténcia da cepa de S. cerevisiae que foi inoculada. Os agucares e
acidos organicos foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e os compostos volateis identificados por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) durante a fermentacao e secagem. Analise sensorial
foi realizada no café torrado pela analise de dominancia temporal das sensacdes (TDS).
Na fermentacdo espontanea o tempo de 36 e 48 horas apresentaram as maiores
populacbes de microrganismos. As bactérias dominaram o processo fermentativo em
todos tratamentos. No inicio de secagem, a populacdo bacteriana foi alta,
aproximadamente 4,9 UFC/g, decrescendo até o final de secagem, enquanto a populacéo
de leveduras dominou (5,4 UFC/mI) no final da secagem. Um total de 228 isolados de
bactérias e leveduras foram identificados. A cepa inoculada permaneceu viavel durante
o0 processo. A fermentacdo inoculada com a S. cerevisiae CCMA 0543 apresentou altas
concentragdes de &cido citrico nos tratamentos 1 (15,15 mg/g) e 5 (14,39 mg/g). Acido
succinico esteve presente em todos os tratamentos, a maior concentracdo foi no
tratamento 5 (5,03 mg/g). A concentracdo de &cido acético ndo interferiu na qualidade
da bebida variando de 3,25 a 14,93 mg/g na fermentacdo espontanea e de 1,89 a 15,71
mg/g na fermentacédo inoculada. A concentragdo de glicose e frutose diminuiu durante a
fermentacdo no biorreator e secagem. Um total de 118 compostos volateis foram
identificados em todas as amostras. O tratamento CCMA 0543 foi caracterizado pela
producdo de compostos volateis pertencentes as classes de furanos, pirazinas e cetonas
nos tratamentos 2 e 4 e &cidos nos tratamentos 1, 3 e 5. Cafés inoculados até 48 horas
apresentaram sabores de caramelo como dominante, e frutado nas 72 horas, e uma
complexidade de sabores foram observadas em 96 horas. A integracdo da tecnologia de
fermentacdo semi-sélida em anaerobiose induzida pela acdo da levedura inoculada no
processo utilizado é uma estratégia inovadora. Este método apresentou resultados
positivos para a bebida, acrescentando sabores na qualidade da bebida.

Palavras chaves: Microrganismos, Analises quimicas, Analises microbioldgicas,
Culturas iniciadoras, Biorreatores.



Abstract

Coffee is one of the most popular non-alcoholic beverages consumed worldwide, and its
quality is involved with the aroma and taste of the beverage. Fermentation in closed
environments, in induced anaerobiosis, with inoculation of starter cultures are some of
the recently used methodologies that can contribute to the production of coffee with
unique characteristics. The objective of the work was to characterize the chemical,
sensorial, and microbiological profile of the process involving fermentation in the
whole fruit, followed by peeling and drying in parchment with remaining mucilage.
Besides, to know the microorganisms present in spontaneous fermentation and to
evaluate the effect of the beverage through the inoculation of Saccharomyces cerevisiae
CCMA 0543 in different fermentation times. New World cherry coffees were evaluated
in treatment 1 (O hours), 2 (24 hours), 3 (48 hours), 4 (72 hours), and 5 (96 hours) in the
inoculated fermentation and spontaneous fermentation (control). Fermentation took
place in closed bioreactors, in a simple batch system. The isolates were identified by the
protein profile (MALDI-TOF MS) and DNA sequencing. Real-time PCR quantification
(gPCR) was performed to assess the persistence of the inoculated S. cerevisiae strain.
Sugars and organic acids were quantified by high-performance liquid chromatography
(HPLC) and volatile compounds identified by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS) during fermentation and drying. Sensory analysis was
performed in roasted coffee by time dominance of sensations (TDS) analysis. In
spontaneous fermentation, the time of 36 and 48 hours presented the largest populations
of microorganisms. Bacteria dominated the fermentation process in all treatments. At
the beginning of drying, the bacterial population was high, approximately 4.9 CFU/qg,
decreasing until the end of drying, while the yeast population dominated (5.4 CFU/ml)
at the end of drying. A total of 228 isolates of bacteria and yeasts were identified. The
inoculated strain remained viable during the process. The fermentation inoculated with
S. cerevisiae CCMA 0543 showed high concentrations of citric acid in treatments 1
(15.15 mg/g) and 5 (14.39 mg/g). Succinic acid was present in all treatments, and the
highest concentration was in treatment 5 (5.03 mg/g). The acetic acid concentration did
not interfere in the quality of the beverage varying from 3.25 to 14.93 mg/g in
spontaneous fermentation and from 1.89 to 15.71 mg/g in inoculated fermentation. The
concentration of glucose and fructose decreased during fermentation in the bioreactor
and drying. A total of 118 volatile compounds were identified in all samples. The
CCMA 0543 treatment was characterized by the production of volatile compounds
belonging to the classes of furans, pyrazines, and ketones in treatments 2 and 4 and
acids in treatments 1, 3, and 5. Coffee inoculated up to 48 hours had caramel flavors as
dominant, and fruity in 72 hours, and a complexity of flavors was observed in 96 hours.
The integration of semi-solid fermentation technology in anaerobiosis induced by the
action of the inoculated yeast in the process used is an innovative strategy. This method
has shown positive results for the beverage, adding flavors to the quality of the
beverage.

Keywords: Microorganisms, Chemical analysis, Microbiological analysis, Starter
cultures, Bioreactors
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1. INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais distribuidas no mundo e esta entre os cincos
produtos agricola mais negociado internacionalmente (FAO, 2019). O Brasil € 0 maior
produtor e exportador de café, devido a isso, a produgdo de grdos de café causa
importante impacto na economia do pais. Nos ultimos anos, a qualidade do café tem
sido valorizada dando credibilidade aos cafés especiais, que sdo produzidos com
padrdes de exceléncia do inicio ao fim do processo. Cafés especiais que devem atender
aos segmentos do mercado e aceitos por terem aroma, corpo, dogura, acidez e sabor
equilibrados.

A qualidade do café é diretamente afetada pelo local onde é cultivado, por
aspectos ambientais, acdes humanas e pela composi¢cdo quimica dos grdos (ALVES et
al., 2011). Entre varias classes de compostos quimicos, sabe-se que 0s acidos organicos,
a sacarose, frutose, glicose entre outros compostos, contribuem para o sabor (KY et al.,
2001; JHAM et al., 2002; CAMPA et al., 2004). Embora existam muitas etapas na
elaboracdo de bebidas de café, a fermentacdo microbiana desempenha um papel com
grande impacto na qualidade e valor do produto (RIBEIRO et al. 2018, BRESSANI et
al. 2018). A microbiota responsavel pela fermentacdo, como as, leveduras e bactérias
podem contribuir para as caracteristicas sensoriais e quimicas devido a excrecdo de
metabolitos produzidos durante este processo (MARTINEZ et al. 2019). Desse modo,
um dos fatores importantes para selecionar culturas iniciadoras no processo de
fermentacg&o é o estudo da diversidade microbiana em frutos de café.

O uso de culturas iniciadoras tem proporcionado melhor fermentacdo e
previsibilidade do produto final, uma vez que elas predominam sobre a microbiota
presente (EVANGELISTA et al., 2014). Embora bactérias e leveduras tenham
importantes caracteristicas nas bebidas, cada cepa fornece determinada caracteristica
sensorial e é seletiva para cada regido produtora.

Apds a colheita, varios métodos estdo disponiveis e vem sendo modificados de
acordo com a regido. A composi¢do quimica dos grdos, bem como as caracteristicas
sensoriais da bebida é fortemente influenciada pela escolha do método de
processamento, umido ou seco, que influencia diretamente no perfil sensorial do café
(BRANDO, BRANDO, 2015).
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Atualmente, os consumidores estdo interessados em descobrir novos sabores e
aromas. As diferentes maneiras de processar o café pode melhorar ou dar consisténcia a
qualidade, expandir o potencial do sabor, tornando importante o conhecimento do perfil
quimico, sensorial e microbiolégico de novos processamentos.

Contudo, o uso de biorreatores em fermentacdes semi-solidas, melhora a
permanéncia dos indculos, altera o perfil volatil e modifica o contetdo de trigonelina e
cafeina, além disso, ja tem sido relatado para outros produtos, como por exemplo, o
cacau (PEREIRA et al., 2013). Com o objetivo de incrementar a qualidade e a eficiéncia
do novo processo fermentativo, propds-se neste trabalho utilizar biorreatores de
polietileno de alta densidade fechado, e avaliar o efeito da inoculagcdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543, durante o processo fermentativo do café
(fermentacdo da fruta integra e secagem em pergaminho). Além disso, o perfil

microbiano e a produgdo de metabdlitos foram avaliados neste trabalho.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O café € uma planta cultivada em mais de 50 paises em desenvolvimento e é
uma das bebidas ndo alcodlicas mais populares consumidas mundialmente
(SELVAMURUGAN et al., 2010).

O cafeeiro faz parte do subdominio das plantas conhecidas cientificamente
como Angiosperma, o que significa que a planta se reproduz por sementes que estdo
dentro de um compartimento, conhecido como o ovario, na base da flor. Pertence ao
género Coffea da familia Rubiaceae, que tem cerca de 500 géneros e mais de 6000
espécies (FARAH et al., 2015). Os membros desta familia sdo em grande parte
tropicais ou subtropicais, compreendendo mais de 100 espécies conhecidas, porém
apenas duas tém grande importancia na atividade comercial: Coffea arabica e Coffea
canephora (HAMDOUCHE et al.,, 2016). Essas duas espécies de café dominam o
mercado mundial dentre a diversidade de espécies e sdo responsaveis pela maior parte
das bebidas de café consumidas em todo mundo. Coffea arabica (ardbica) corresponde
75% da producdo mundial (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; SAKIYAMA:; FERRAO,
2014).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0168160514003389#bb0160
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O café é uma planta perene com caule vertical proeminente, com sistema
radicular superficial, as raizes de Coffea arabica penetram relativamente mais fundo no
solo, enquanto o Coffea canephora, tem raizes concentradas muito proximas da
superficie do solo (BARRETO et. al, 2006). Os cafeeiros crescem em regides tropicais,
temperatura média durante todo o ano de aproximadamente & 35° C (BARRETO et. al,
2006).

As cultivares Mundo Novo, Catuai Vermelho e Catuai Amarelo, séo as mais
cultivadas no Brasil (SINDICAFE-MG, 2015). Estas cultivares surgiram da necessidade
de produzir plantas para resistir a doencas e pragas, aumentar o vigor vegetativo,
tamanho de gréos, produtividade e principalmente a qualidade da bebida
(CARVALHO, 2008).

O fruto compreende (1) a pele (epicarpo ou exocarpo), que é uma camada
monocelular coberta com uma substancia cerosa; é geralmente vermelho, rosa escuro ou
amarelo; (2) a polpa (mesocarpo), em frutos maduros, apresenta uma camada pectinicea
de mucilagem aderente ao pergaminho; (3) o pergaminho (endocarpo), que é fino, uma
cobertura de polissacarideo; (4) o perisperma, que é o revestimento de sementes
composto principalmente por polissacarideos, especialmente celulose e hemiceluloses,
além de monossacarideos, proteinas, polifendis, e outros compostos menores; e (5) duas

sementes contendo endosperma e embrides (Figura 1).

Mesocarpo -
Endocarpo e
" " of

\ (Pergaminho) ‘ i

Pericarpo

5
Pelicula prateada e :

Figura 1: Partes da fruta cereja de café. Fonte: Adaptado de De Castro e Marraccini
(2006).
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2.2 Economia e producéo de café

Devido ao aumento do numero de consumidores interessados em cafés
especiais, a importancia econémica do café tem crescido a cada ano. A maior parte da
bebida de café preparada no mundo é produzida a partir da espécie de café Coffea
arabica, pois alcanga pregos altos nos mercados de exportacéo brasileira (GIELISSEN;
GRAAFLAND, 2009). E considerada mais apreciada, devido suas propriedades
sensoriais (BERTRAND et al., 2003).

O Brasil é o principal produtor de café, sequido pelo Vietnd, Col6mbia,
Indonésia, Etiopia, india, México entre outros paises. Brasil é também o maior
exportador mundial de café (FAO, 2019), e segundo maior consumidor do produto,
ficando apenas atras dos Estados Unidos (SOUSA; COSTA, 2015). Os principais
estados produtores de café no Brasil sdo Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo,
Bahia, Parana, Ronddnia e Rio de Janeiro, com producao de 30,4 milhdes de sacas em
café arabica no estado de Minas Gerais (CONAB, 2019).

Aproximadamente 155 milhdes de sacas de 60 Kg de café sdo produzidos
anualmente em torno de 10,5 milhdes de hectares em mais de 50 paises. Do total
mundial, cerca de 63% ¢é produzida na América Central e do Sul. Do restante, 30% sao
produzidos na Asia e 7% na Africa (ICO, 2019).

De acordo com International Coffee Organization (ICO) (2019), as exportacdes
aumentaram em 4,1% no ano de 2019, considerando as exportacbes mundiais de Coffea
arabica totalizaram 75,32 milhdes de sacas, enquanto as exportagdes de Coffea
canephora, somaram 43,62 milhdes, em comparagdo com as sacas do ano de 2018.

2.3 Composic¢do quimica do café

O conhecimento das propriedades fisicas e quimicas pode levar ao melhor
entendimento da aplicacdo do café, tornando uma ferramenta Gtil para ampliar o
mercado de exportacdo e manter a qualidade e competitividade (KITZBERGER et al.,
2013). O perfil quimico dos componentes precursores de aroma e sabor do café varia
em funcgdo de varios pardmetros dentre eles, fatores genéticos, fatores ambientais como:

as condicBes do solo, clima, localizacBes geograficas, pré e pds colheita, que podem
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afetar diretamente a qualidade da bebida (KITZBERGER et al., 2013). Além disso, a
qualidade do café é fortemente influenciada pelo processo de secagem e torrefagdo
empregado (SHIBAMOTO, 2015).

Os principais componentes dos tecidos fibrosos do gréo de café sdo: celulose e
hemicelulose. A glicose, xilose, galactose, manose e arabinose sdo 0s monossacarideos
presentes no exocarpo do café (CARNEIRO et al., 2009, MUSSATTO et al., 2011a). A
mucilagem é uma camada viscosa (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012), constituida de: agua
(84,2%), proteina (8,9%), acucar (4,1%), substancias pécticas (0,91%) e cinzas (0,7%)
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). A analise da composi¢do dos residuos
insoliveis em alcool mostrou a presenca de substdncias pécticas, celulose e
polissacarideos ndo celul6sicos, cerca de 30%, 8 % e 18%, respectivamente
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012), constituindo excelente substrato para o crescimento de
microrganismos (BONILLA-HERMOSA; DUARTE; SCHWAN, 2014).

Os acidos clorogénicos sdo ésteres que constituem uma classe de compostos
importantes na semente do café, além dos lipideos, proteinas, trigonelina, e 0s minerais
(BOREM, 2008). A cafeina é encontrada tanto livre no citoplasma quanto ligada na
parede celular do fruto onde, provavelmente, estd associada aos acidos clorogénicos
(CLIFFORD, 1985). Dentre o0s compostos ndo volateis, acido clorogénico e
trigonelina, a cafeina é a Unica substancia termoestavel, enquanto as demais podem ser
transformadas ou até mesmo destruidas pelo processo de torrefacdo (MUSSATTO et al.,
2011).

O gréo do café contém componentes volateis e ndo-volateis, tais como cetonas,
acidos, aldeidos, &cidos graxos, carboidratos, compostos fendlicos, aglcares, proteinas,
aminoéacidos, além de enzimas, que agem sobre estes compostos (LEE et al., 2015)
contribuindo para qualidade sensorial da bebida que esté relacionada diretamente com a
composic¢do quimica dos graos. Além disso, a etapa de torra do processo pode modificar
a composi¢cdo quimica do grdo e muitos compostos quimicos ja foram identificados na
bebida apresentando atributos benéficos (BELITZ et al., 2009). A atividade antioxidante
e a qualidade da bebida final do café sdo resultantes da presenca destes componentes,
além dos compostos fenolicos (PERRONI et al., 2012).

2.4 Microbiota presente no cafe
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A microbiota presente no café é complexa e inclui bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, € influenciada por fatores ambientais da regido de cultivo, como umidade,
temperatura, populacdo microbiana do solo, variedade do café e tipo de processamento
(SILVA et al., 2000, SILVA et al., 2003; DE BRUYN et al., 2017). Os frutos do café
sdo excelente substrato para o crescimento de microrganismos devido a presenca de
acucares e pectinas da mucilagem (SILVA et al., 2000, 2015).

A fermentacdo microbiana natural do café pode influenciar a qualidade do
produto final (SCHWAN; WHEALS, 2003; SILVA et al., 2000). No processamento do
café, trés papéis importantes sdo atribuidos a microrganismos (1) a producao de enzimas
pectinoliticas e ou celuloliticas, para de gradar a mucilagem e a polpa; (2) a producgéo de
micotoxinas devido a pouca secagem e (3) armazenamento, devido as condi¢bes
inadequadas (SILVA et al., 2008). Os microrganismos estdo associados com a
degradacdo da mucilagem devido a producdo de enzimas pectinoliticas,
consequentemente ha producdo de metabolitos que se difundem para o interior dos
grdos de café e reagem com substancias responsaveis pelo sabor da bebida. Ha
formacéo de alcoois e acidos, especialmente acido acético, lactico, acidos carboxilicos,
butirico e propidnico, podendo influenciar de forma positiva ou negativa na bebida final
de café (SCHWAN; WHEALS, 2003; SILVA et al., 2000).

As bactérias aparecem com maior frequéncia durante a fermentacdo de café
natural, semi-seca ou CD e umida (SCHWAN; WHEALS, 2003). No processamento
natural do café, alguns géneros de bactérias foram encontrados como Aeromonas,
Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Arthrobacter, Microbacterium e Lactobacillus
(Silva et al., 2000). No processamento semi-seco ou CD, Vilela et al. (2010) isolaram e
identificaram espécies de bactérias como Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae. Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc citreum, Leuconostoc pseudomesenteroides, Lactobacillus
plantarum e Weissella foram as bactérias acido laticas mais abundantes encontradas em
estudos da diversidade em café cereja e processado pela via semi-seca ou CD
(EVANGELISTA et al.,, 2014a). As espécies Leuconostoc pseudomesenteroides,
Weissella confusa, Lysinibacillus fusiformis, Lactobacillus fermentum, Lactococcus
lactis e Actinobacterium sp. foram identificados a partir da fermentacéo de café pela via
umida (EVANGELISTA et al., 2015). Foi observado também, que as bactérias do acido
latico predominam o processamento Umido (SCHILLINGER et al., 2008; LEONG et
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al.,, 2014; BATISTA et al.,, 2016; RIBEIRO et al., 2018). Exemplos de espécies
identificadas na via Umida da variedade Mundo Novo foram Bacillus humi, B. simplex,
Brevibacillus  parabrevis,  Gluconobacter  oxydans, Lysinibacillus  macroides,
Microbacterium testaceum, Paenibacillus lactis, Pantoea dispersa, Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis (RIBEIRO et al., 2018).

As leveduras tendem a aumentar durante a fermentacdo/secagem e podem atingir
valores superiores aos da populacdo bacteriana com o decréscimo da umidade e
atividade de agua. Os géneros de leveduras mais comuns encontrados, independente do
processamento sdo: Saccharomyces, Pichia, Candida, Rhodotorula, Hanseniaspora e
Kluyveromyces (MASOUd et al., 2004; SILVA et al., 2008 ; VILELA et al., 2010;
EVANGELISTA et al.,, 2015). Silva et al. (2000; 2008) isolaram e identificaram
leveduras em fermentagcdes pelo processamento natural. Os géneros comumente
encontrados foram Pichia, Candida, Arxula, Saccharomycopsis e Debaryomyces. As
espécies Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces sp.,
Hanseniaspora uvarum, Kloeckera sp., Candida membranifaciens foram encontradas no
processamento semi-seco ou CD (VILELA et al., 2010). No processamento Umido
foram encontradas com maior frequéncia Meyerozyma caribbica e Hanseniaspora
uvarum, seguidas pelas espécies Torulaspora delbrueckii, Pichia Kkluyveri, Pichia
andmala, Saccharomyces cerevisiae, Pichia guilliermondii, Pichia caribbica,
Kluyveromyces marxianus, Candida pseudonitermedia, Pichia ohmeri e Issatchenkia
orientalis (EVANGELISTA et al., 2015).

Durante o processamento Umido do café ardbica foram identificadas por Masoud
et al. (2004) algumas leveduras em diferentes estadios de maturacdo: Hanseniaspora
uvarum foi predominante sobre café cereja e durante a fermentacdo. Pichia anomala
predominou sobre os cafés cerejas, polpas, grédos frescos durante o primeiro dia de
fermentagdo. Essa estirpe foi também isolada durante o processo de secagem. Pichia
kluyveri foi predominante durante a fermentacdo e secagem. Outras espécies isoladas
foram: Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces marxianus, Candida pseudonitermedia,
Pichia ohmeri e Issatchenkia orientalis. As leveduras sdo as mais estudadas e usadas
para fermentar café, devido os seus atributos favoraveis ao sabor da bebida
(EVANGELISTA et al., 2014a, b; MARTINEZ et al., 2017; BRESSANI et al., 2018) e
por serem microrganismos que apresentam boa capacidade de produzir PL (pectina

liase) e compostos orgéanicos (SILVA et al., 2013). Alguns desses atributos de sabor
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sdo: caramelo, chocolate, materiais herbaceos, frutas amarelas e améndoas. Alem disso,
as leveduras também podem inibir o crescimento de fungos micotoxigénicos (SOUZA
et al. 2017) e reduzirem o tempo de processamento e secagem, melhorando a qualidade
sensorial e valor econdmico do produto (SILVA et al., 2013; EVANGELISTA et al.,
2014a). Existem poucos trabalhos de implementacdo utilizando culturas iniciadoras
bacterianas no café, onde especialmente as bactérias do &cido lactico (BAL) foram
utilizadas no processamento via tmida (WANG et al., 2018). Recentemente, utilizou-se
bactérias mesofilicas como Bacillus subtilis, Pantoea dispersa e Arthrobacter koreensis
(MARTINEZ et al.,, 2019). Embora bactérias e leveduras tenham importantes
caracteristicas nas bebidas, cada cepa fornece uma determinada caracteristica e €
seletiva para cada regido produtora (MARTINEZ et al., 2019).

Os fungos filamentosos ja relatados encontrados em café secos em terreiro sdo:
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp., Penicillium spp, Aspergillus niger,
Cladosporium sp, Rhizopus nigricans Ehr., Rhizopus sp., Phomopsis sp. e Espicoccum
sp. (BITANCOURT, 1957). Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Penicillium foram
isolados de café natural (arabica) (SILVA et al., 2000). Estes fungos estdo relacionados
com a producdo de substancias toxigénicas, como por exemplo, a Ocratoxina A por
Aspergillus ochraceus (BATISTA et al., 2008).

Em particular, um cuidado maior durante a secagem e armazenamento S&o
importantes para que ndo ocorra a producdo de substancias indesejaveis por esses
microrganismos e até  mesmo 0  crescimento de  microrganismos
indesejaveis (MASOUD et al., 2004 , SILVA et al., 2008, VILELA et al., 2010). A
populacdo de cada grupo microbiano depende do método de processamento,
variedade, regido, altitude e da extensdo da perda de agua durante o processo natural
de secagem do café (SILVA et al., 2000, 2008; SAKIYAMA et al., 2001; SCHWAN e
WHEALS, 2003, RIBEIRO et al. 2018; MARTINS et al., 2020).

2.5 Fermentacao de café

As fermentagdes podem ocorrer no fruto do café desde o seu amadurecimento
ainda na planta, até a etapa de secagem (BATISTA, CHALFOUN et al, 2016), e podem
ser favordveis ou desfavordveis a qualidade sensorial e seguranga do produto final, a

depender das condi¢des ambientais nas quais ocorrem.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002014001191#bib9
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002014001191#bib22
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002014001191#bib26
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11274-012-1175-2#CR46
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11274-012-1175-2#CR47
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11274-012-1175-2#CR39
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002008001305#bib27
https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002008001305#bib27

21

A fermentacdo de frutos de café ocorre de maneira espontanea,
independentemente do método de processamento, ou através do uso de culturas
iniciadoras, podendo auxiliar na padronizacdo do processo, 0 que favorece o
processamento mais homogéneo de um volume maior de café. Durante a secagem do
café natural em terreiro também ocorre fermentacdo esponténea, devido a presenca de
diversos microrganismos (SILVA et al., 2008).

Durante a fermentacéo, ocorrem mudancas fisico-quimicas nos frutos, como a
reducdo no teor de agua e acglcares simples e a formacgédo de precursores de aroma e
sabor, além disso, fermentacéo € a etapa em que a mucilagem é degradada, removendo
assim a camada mucilaginosa rica em polissacarideos (pectinas) (VAAST et al. 2006;
SILVA et al., 2013; LEE et al., 2015). Devido a acdo de enzimas pectinoliticas e
celuloliticas, os microrganismos epifiticos podem passar para a polpa, abrindo
microporos na casca do fruto devido a perda de agua pela abertura do pedunculo apés a
colheita (SCHWAN et al., 2014).

As enzimas poligalacturonase catalisa a hidrolise das ligagoes glicosidicas a-
1,4 em acido péctico (acido poligalacturdnico); a pectina liase (PL) que age
catalisando a quebra de pectina por meio de transeliminacdo, liberando acidos
galacturénicos insaturados e a pectina metilesterase (PME) responsavel pela
desesterificacdo do grupo metoxil da pectina formadora de acido péctico e metanol,
(AGATA e BHAT, 1966; MASOUD e JESPERSEN, 2006, SILVA, 2013). Tais
enzimas podem ser adicionadas durante o processo de fermentacdo, ou podem ser
secretadas pelos microrganismos durante a fermentacdo (JAYANI et
al. 2005 ; UENOJO e PASTORE, 2007).

As enzimas pectinoliticas que sdo capazes de utilizar, em conjunto ou
isoladamente, o substrato, é de importancia na degradacdo da mucilagem.
Microrganismos que apresentam alta atividade de pectina liase ou alta atividade de
poligalacturonase e pectina metilesterase simultaneamente sao de grande importancia no
processo de fermentacdo e tém potencial para serem utilizados como culturas
iniciadoras para a padronizacdo do processo de fermentagdo do café (VILELA, 2011;
SILVA et al., 2013).

A fermentacdo de agUcares pectinoliticos produz etanol e &cidos carboxilico,
acético, butirico entre outros. Quando ha formacéo de &cidos butirico e propidnico em

concentracdes elevadas a partir da fermentacdo bacteriana, provoca uma perda de
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qualidade devido a difusdo dos acidos para os graos (AMORIM; AMORIM, 1977), logo
a fermentacdo altera a qualidade da bebida final podendo ser de maneira positiva ou
negativa. Portanto € necessario o controle, como por exemplo, a utilizacdo de culturas
iniciadoras. Pectinases sdo importantes na fermentacdo de café, pois aceleram o
processo de fermentagdo, melhorando a qualidade do produto final. Celulases,
pectinases e hemicelulases, presentes em prepara¢0es comerciais, podem ser aspergidas
nos graos, acelerando o processo de fermentacdo. Como enzimas comerciais tem alto
custo, sdo utilizadas enzimas pécticas microbianas obtidas da fermentacdo (KASHYAP
etal., 2001; SILVA et al., 2000).

2.6 Qualidade do café e culturas iniciadoras

O café de boa qualidade é considerado aquele que apresenta sabor e aroma
agradaveis, bom corpo, acidez natural e suavidade ao paladar. Deve estar de acordo com
as normas higiénico-sanitarias, possuir poucos defeitos, cor e aspecto homogéneo
(BOREM, 2004) e atender aos consumidores. Por isso, a qualidade do café apresenta
influéncia sobre o pre¢co do produto, tornando importante nas relagdes comerciais
(BING CHENG et al., 2016).

A qualidade do café esta muito envolvida com o aroma e o sabor da bebida,
isso acontece por causa da complexidade dos compostos dos cafés; mais de 800
compostos volateis compdem a formacdo do aroma e sabor tais como acidos, aldeidos,
cetonas (CHIN, EYRES; MARRIOTT, 2015), acucares, proteinas, aminoacidos, &cidos
graxos, compostos fendlicos e a acdo de enzimas (LEE et al., 2015). A formacéo do
aroma de café é desejavel e atribuida a reacdes de Maillard, que sdo uma cascata de
reacOes que se desenvolvem durante o aquecimento de acucares redutores, juntamente
com outras reagdes catalisadas termicamente que ocorrem durante a torrefacéo,
resultando na formacdo de substancias marrons-melanoidinas (SHIBAO; BASTOS,
2011).

A demanda por cafés especiais é crescente e sdo considerados especiais por
apresentarem sabor e aroma Unicos, muito bem aceitos no mercado mundial (SOUZA et
al., 2002). E conceituado quanto aos seus atributos de qualidade, como caracteristicas
fisicas, sensoriais, sob as quais o café é produzido. De acordo com a metodologia de

Avaliagédo Sensorial da SCAA (Specialty Coffee Association of America, 2013), usada
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por todos os paises, café especial é todo aquele que atinge, no minimo, 80 pontos na
escala de pontuacdo, sendo avaliados os atributos como fragrancia, dogura, sabor,
acidez, corpo, finalizacéo e auséncia de defeitos.

Vérios sdo os fatores que interferem na qualidade do café, sendo eles: a
microbiota presente no café (EVANGELISTA et al., 2014b), a forma da colheita (se é
seletiva ou ndo) (MURTHY; BASAVARAJ; NAIDU, 2001), pardmetros como a
espécie de café, variedade, fatores pré e pos colheita, altitude (ESQUIVEL; JIMENEZ,
2012; RIBEIRO et al., 2018; MARTINS et al., 2020), os constituintes fisico-quimicos
(PIMENTA, 2003), os precursores na formacdo de compostos volateis (LEE et al.,
2015), além da presenca de cafeina, trigonelina e compostos fendlicos (SELMAR et al.,
2014).

A selecdo de microrganismos especificos como culturas iniciadoras utilizadas
durante a fermentacdo do café é importante para melhorar a qualidade do processo de
fermentacdo e a qualidade sensorial da bebida final (VAUGHAN, MITCHELL e
GARDENER, 2015e SOUZA et al., 2016), além disso prevenir o crescimento de
microrganismos indesejaveis (MASSAWE; LIFA, 2010). Leveduras e bactérias podem
ser utilizadas como culturas iniciadoras, mas cada grupo ou cepa apresenta
caracteristicas diferentes (SILVA et al., 2013; MARTINEZ et al., 2019), dependendo da
variedade de café e do método de processamento (EVANGELISTA et al., 2014a,
2014b). Ribeiro et al. (2017) constatou que a Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543
apresentou maior persisténcia na inoculacdo e o grdo e café com caracteristicas
sensoriais melhores em comparacdo com Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 ap6s
fermentacdo por via semi-seca. A levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 foi
utilizada neste trabalho com base em sua capacidade de produzir PL e compostos
organicos (SILVA et al., 2013).

Portanto, leveduras pectinoliticas em quantidades adequadas podem ser
adicionadas durante a fermentacdo do café para acelerar o processamento e melhorar a
qualidade do café (SCHWAN E WHEALS, 2003), podendo tornar-se alguns cafés
especiais. A selecdo de culturas utilizadas na fermentagédo do café deve ser baseada na
producdo de pectinase, consequentemente, ha producdo de acidos e outros compostos
metabolicos que interferem na qualidade final da bebida (SILVA et al., 2013).

Estudos da biodiversidade microbiana em frutos de café sdo necessarios para

selecionar microrganismos como culturas iniciadoras especificas para processos de
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fermentacdo (SILVA et al., 2013) e serem utilizados de maneira adequada na
variedade e no processamento estudado. Para os produtores, o uso de culturas
iniciadoras aumenta o valor da bebida, aumentando substancialmente o incremento

recebido pelo produtor.

2.7 Processamento do café

Alguns fatores como caracteristicas climéticas, cultivares, conducdo e manejo da
lavoura, colheita, tipo de processamento, secagem e armazenamento influenciam na
qualidade final do café (BOREM, 2008; CARVALHO et al., 1994; CARVALHO;
CHALFOUN, 1985).

O processamento dos frutos de café se inicia na colheita, porém os fatores que
influenciam na qualidade devem ser considerados desde o plantio (BORGES; JORGE;
NORONHA, 2002). A colheita deve ser feita quando a maior parte dos frutos estiverem
maduros, a fim de evitar a presenca de grdos verdes, pretos e ardidos, influenciando a
qualidade do café (BOREM, 2008).

O processamento do café é a etapa apds a colheita, onde os frutos sdo
transformados e o grdo verde € revelado. O processo pode modificar ou ajustar a
qualidade intrinseca do grdo e, por exemplo, enfatizar caracteristicas como corpo ou
acidez sem necessariamente mudar outras caracteristicas sensoriais do grdo. Frutas de
café, também chamadas de café cerejas, tém varias camadas cobrindo as sementes: a
pele, referida como polpa, mucilagem, pergaminho e pele prateada (WINTGENS, 2009;
BOREM, 2014).

O processamento do café de forma inadequada pode promover fermentacoes
indesejaveis, estimulando a producao de acidos butirico e propiénico, comprometendo a
qualidade da bebida (CHALFOUN; CARVALHO, 2000). Entretanto, quando a
fermentacdo ocorre de forma controlada, pode contribuir para formacdo de compostos,
favorecendo o aroma e sabor do café (BRANDO; BRANDO, 2014).

Apos a colheita, o processamento deve ser feito imediatamente para prevenir
fermentacOes indesejaveis, pela ocorréncia de micotoxinas a partir de fungos
filamentosos, como por exemplo, Aspergillus ochraceus (NASCIMENTO et al., 2008).

O processamento do café consiste na conversdo do fruto em grdos que posteriormente
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séo torrados e dao origem a bebida, como mostrado na figura 2. A separagdo entre 0s
frutos verdes e frutos cerejas é fundamental para obtencdo de uma bebida de melhor
qualidade e, para isto, precisa-se utilizar as mais diferentes técnicas de processamento
(WINTGENS, 2004; BOREM, 2008).

Os cafés cereja sdo processados por dois métodos distintos: via natural ou seca e
via imida (WINTGENS, 2009; BOREM, 2014). Além disso, existem muitas variagdes,
como natural despolpado, “honey” ou desmucilado. Todos visam permitir a secagem

das frutas até um teor de umidade de 11% a 12% base umida (bu).

Figura 2. Fruto do café em grdos que posteriormente sdo torrados e dardo origem a
bebida. Fonte: SILVA, 2015; com adaptacéo.
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2.7.1 Processamento Via Seca ou natural

A via natural ou seca para processar cafe, consiste em secar as frutas junto com
0 exocarpo e mucilagem, que sdo removidas apenas uma vez secas. Os cafés
processados de maneira natural fornecem uma bebida com corpo pesado e atributos

doces, suaves e complexos. Além de controlar a maturidade dos frutos do café que sé@o
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colhidos e separando as frutas flutuantes, ndo ha muitas possibilidades de influenciar a
qualidade do grdo (BOREM, 2014).

Este processo ¢ 0 método mais antigo e o mais simples (BOREM, 2008;
BRANDO; BRANDO, 2015). No Brasil, Etiépia e Iémen predomina esse tipo de
método para o café arabica, utilizando também em praticamente todo o café robusta no
mundo (BRANDO, 2004; BOREM, 2008).

O processamento via natural retém uma maior concentracao de glicose e frutose
nos frutos, pois sdo menos consumidos durante o metabolismo, sendo caracterizados por
ser totalmente aerébico (KNOPP, BYTOF; SELMAR, 2005; EVANGELISTA et. al.,
2014). Esse é 0 método que menos afeta a condicdo natural do café, pois todas as suas
estruturas s&o mantidas (BOREM, 2008).

A fermentacdo e secagem ocorrem simultaneos e variam entre 10 e 25 dias,
dependendo da umidade inicial do fruto, do clima, das instalagdes disponiveis e da
qualidade final desejada (SILVA et al., 2000, SCHWAN; WHEALS, 2003; BOREM,
2008). Pode ser feita em terreiros (suspenso, coberto ou convencional) ou em secadores
mecanicos (VILELA, 2009). Durante a etapa de secagem ocorre fermentacao
microbiana natural, em que enzimas sdo liberadas alterando assim a mucilagem,
podendo influenciar na qualidade do café (SILVA et al., 2000). A fermentagdo do fruto
inteiro, geralmente, produz uma bebida que, é doce, suave e complexa (SCHWAN;
WHEALS, 2003).

2.7.2 Processamento Via Umida

O método Umido, por outro lado, tem muitas maneiras de modificar o processo
para obter alteracdes de sabor. E muito utilizado para o café arabica, na Colémbia,
América Central e no Havai (BOREM, 2008). O exocarpo e a mucilagem s&o
removidos, ha o processo de fermentacdo e depois secagem. Variagdes nesses processos
podem influenciar significativamente a qualidade e o potencial de sabor do copo. De
acordo com estudo Alves et al., (2017) para o mesmo teor de umidade, o café
despolpado pode apresentar uma taxa de secagem mais rapida que o café natural. Além
disso, para um determinado teor de umidade e tipo de processamento, a temperatura

mais alta resulta em uma taxa de secagem mais rapida. A remoc¢do da agua do café se
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torna mais dificil devido as fortes forcas de adsor¢do entre a agua e 0S outros
constituintes do grdo (ALVES et al., 2017).

A via Umida pode ser conduzida de trés formas distintas sendo: café despolpado,
café desmucilado e café descascado (CD ou honey) também chamado de semi-seco por
alguns autores (SCHWAN et al 2003, SILVA et al., 2008, RIBEIRO et al., 2018). A
retirada do exocarpo e parte da mucilagem onde as sementes sdo submetidas ao
processo de fermentacdo anaerobico realizado em tanques contendo agua para a retirada
do restante da mucilagem que ficou aderida ao pergaminho, chamado de café
despolpado. A remocdo do exocarpo e parte da mucilagem, resulta no café cereja
descascado (CD). A remocdo mecanicamente do exocarpo e da mucilagem, produz o
café desmucilado (BOREM, 2008).

S&o necessarias etapas de lavagem, despolpamento, fermentacdo e secagem em
terreiro e/ou secadores mecanicos (ABIC, 2015). A maneira de remover a mucilagem é
por fermentacdo natural, que geralmente varia de 6 até 72 horas, dependendo de alguns
fatores e principalmente da temperatura ambiente. Temperaturas mais altas (25-30°C)
aceleram o processo e a remoc¢do de mucilagem é mais rapida, porém temperaturas
muito altas podem influenciar na fermentacdo de maneira negativa (BRANDO;
BRANDO, 2015).

A fermentacdo em tanques de agua enfatiza a acidez, o aroma e descarta alguma
adstringéncia. O café natural descascado ou café “honey” (pergaminho apresenta uma
aparéncia pegajosa, conhecido como mel) consiste na combinacdo dos métodos Umido e
seco. O Instituto de Agronomia de Campinas, IAC, no Brasil, tentou pela primeira vez a
realizacdo do processo “Honey”, onde a polpa € removida e 0 pergaminho € seco com
alguma ou toda a mucilagem restante e apresentou impactos positivos na qualidade,
conhecido como Cereja Descascado ou CD realizados por outros autores (BOREM,
2014; SCHWAN et al., 2003).

Dessa maneira foi observado que a quantidade residual de mucilagem no
pergaminho influencia o sabor do café, tendo isso em vista, no final dos anos 80, o
processo natural descascado ganhou destaque, expandindo-se do Brasil para outras
regides, como o Centro América, onde o café e conhecido como café com mel (honey).
O processo permite a producdo de cafés naturais de alta qualidade e secagem mais
rapida devido a mucilagem presente no pergaminho. Na América Central, trés tipos de

café foram processados o café amarelo (‘“Yellow”), vermelho (“Red”) e preto
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(“Black™), referentes a oxidagdo do agucar durante a secagem (SANZ-URIBE et al.,
2017).

O método empregado dirigido principalmente pelos parametros: quantidade de
agua, oxigénio (aerébico ou anaerdbico) ou microrganismo, sao exemplos apresentados
em alguns casos, como especificos para uma cultura local, o que leva a um sabor
especifico do café daquela regido. Além disso, o processamento controlado, o método
utilizado e o uso de biorreatores, pode aumentar a diversidade aromatica e, portanto,
aumentar o preco do café (SANZ-URIBE et al., 2017). Mas ainda ha uma grande area
para descobertas sobre os efeitos do método de processamento em biorreatores e
oportunidade de adotar métodos para sua utilizagdo em processos por vias naturais ou
umidas.

No entanto, mesmo que a escolha do método de processamento € orientada para
a cultura do lugar, ha também tendéncias para variar 0s processos para alterar
deliberadamente o sabor de café (SANZ-URIBE et al., 2017). Os consumidores
atualmente estdo interessados em descobrir novos sabores e aromas. A partir disso, as
diferentes maneiras de processar o café como a fermentacao da fruta integra durante um
certo tempo, seguido de descascamento e secagem em pergaminho com mucilagem
remanescente pode melhorar ou dar consisténcia a qualidade e expandir o potencial do
sabor, pois esse processo & empirico e é de grande importancia o estudo desse

processamento, sendo estudado no presente trabalho.

2.8 Biorreator

Os biorreatores ou reatores quimicos, bioldgicos, de um modo geral, séo locais
propicio onde ocorre uma série de reacdes biogquimicas catalisadas por células vivas
(microbianas ou vegetais) modificando um substrato (SOUSA et al. 2013).

Varios tipos de biorreatores foram desenvolvidos, podem ter formas diferentes e
serem abertos ou fechados: quando a substancia a ser catalisada é sélida, o controle de
todos os parametros é dificultado pela heterogeneidade do meio (SOUSA et al., 2013).
Quando a substancia €é liquida e homogénea sdo utilizados biorreatores para processos
submersos que em escala laboratorial, sdo frascos fechados esterilizados, com ou sem
agitacdo e controle de temperatura, pH, produtos formados, aminoacidos disponiveis,
consumo de fonte de carbono e nitrogénio (SOUSA et al., 2013). O uso de biorreatores

em fermentagcBes semi-solidas foi relatado para outros produtos, como o cacau
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(PEREIRA et al., 2013), e atualmente esta sendo estudado para fermentacdes de café,
com o objetivo de incrementar a qualidade e a eficiéncia do processo fermentativo.

De um modo geral, dependendo da sua dimensdo e do objetivo da sua
utilizacdo, os biorreatores podem ser aescala laboratorial, ou escala industrial. A
utilizacdo de biorreatores fornece algumas vantagens como a alta produtividade e
eficiéncia do processo; melhor controle das condicGes de cultura; suprimento controlado
de nutriente/biorregulador; automacao do processo e mudanca e adequacdo do meio (LI
et al., 2018). Além disso, alguns parametros sdo importantes no decorrer do processo
de fermentacdo em biorreatores, como a temperatura e pH (BORZANI et al., 1983; LI et
al., 2018), além de contribuir para a permanéncia dos microrganismos dominantes
durante o processamento do café (MARTINEZ et al., 2017) e ambiente propicio para
seu desenvolvimento com modificacdo subsequente do substrato. A fermentacdo

utilizando biorreatores tem contribuido de forma positiva e vém sendo estudadas.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A demanda mundial por cafés especiais tem aumentado em propor¢Ges maiores
do que em cafés regulares. Por isso, € de extrema importancia o conhecimento da
microbiota do café, do processo utilizado e o impacto que pode causar na qualidade da
bebida. A levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 tem potencial para ser
utilizada como cultura iniciadora em café, devido suas caracteristicas e foi selecionada
neste estudo para avaliar seus efeitos frente ao processamento adotado, pois a
inoculacdo auxilia a inibicdo de microrganismos indesejaveis e contribui para uma
melhor qualidade do produto e sua padronizacdo. Além disso, o perfil dos compostos
volateis e sensorial da bebida, produzidos por essas culturas microbianas, tem
proporcionado de forma positiva a bebida de café, fazendo com que esses sejam
considerados especiais. No mais, a producdo de compostos em relacdo ao tempo de
fermentagdo e a utilizagdo de biorreatores mostra-se eficiente no decorrer da
fermentacdo, além de contribuir para a permanéncia de microrganismos desejaveis. Por
isso, a selecdo de culturas iniciadoras especificas, deve ser realizada do proprio
substrato onde serdo re-inoculadas e estar aliada as tecnologias apropriadas para a
disseminacéo dessas culturas, além do aprimoramento de novos metodos em processar o

café e o conhecimento de processos que influenciam na qualidade da bebida.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi conhecer o perfil quimico, sensorial e microbiolégico do
processo envolvendo a fermentacdo do fruto de café inteiro e café em pergaminho
durante a secagem. Os microrganismos presentes na fermentacdo espontanea, e o efeito
na bebida pela inoculacdo de Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 em biorreatores
fechados com limite de oxigénio foram avaliados. O processo fermentativo foi avaliado
por 96 h. Os isolados foram identificados pelo Perfil Proteico (MALDI-TOF MS) e
sequenciamento do DNA. Amostras foram coletadas para anélise de g°PCR — Reagdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (persisténcia do in6culo), HPLC (acidos e
acucares) e GC-MS (compostos volateis). Analise sensorial foi realizada no café torrado
pela analise de dominancia temporal das sensacfes (TDS). Bactérias mesofilicas, laticas
e leveduras de diversas espécies foram presentes ao decorrer da fermentacdo
espontanea, sem inoculacdo de levedura. No inicio de secagem, a populagdo bacteriana
foi alta, aproximadamente 4,9 UFC/g, decrescendo até o final de secagem. Leveduras
foram o grupo microbiano dominante no final de secagem (5,4 UFC/g). Um total de 228
isolados foram identificados sendo dominantes as bactérias Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum e Staphylococcus warneri e as leveduras Torulaspora
delbrueckii e Hanseniaspora uvarum. Na fermentacdo inoculada, altas concentracGes de
acido citrico nos tratamentos 1 (15,15 mg/g) e 5 (14,39 mg/g) e acido succinico a maior
concentracdo no tratamento 5 (5,03 mg/g). Acucares (glicose, frutose) diminuiram
durante a fermentacdo no biorreator e secagem. Um total de 118 compostos volateis
foram identificados nos gréos de café torrados. Apds a torrefacdo, a fermentacdo com
CCMA 0543 foi caracterizada pela producdo de compostos volateis pertencentes as
classes de furanos, pirazinas e cetonas (24 e 72 horas) e acidos (0, 48 e 96 horas).
CCMA 0543 apresentou sabores de caramelo dominante até 48 horas, frutado nas 72
horas, e uma complexidade de sabores em 96 horas. Na fermentacdo espontanea
variadas sensacOes foram percebidas. A S. cerevisiae CCMA 0543 manteve viavel
durante o processo. O uso de biorreatores e a metodologia utilizada neste trabalho
contribuiu para eficiéncia da fermentacao e incrementou sabores na qualidade do café.

Palavras chaves: Microrganismos, Analises quimicas, Andlises microbioldgicas,
Culturas iniciadoras, Biorreatores.
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INTRODUCAO

O café é uma das commodities mais importantes do mundo, feito a partir de
grdos de café moidos e torrados, que é amplamente consumido e considerado popular
devido as suas propriedades estimulantes (BALLESTEROS et al., 2014,
CONTRERAS-CALDERON et al., 2016, MARTINEZ et al., 2017).

O Brasil é o principal produtor de café, seguido pelo Vietnd, Coldémbia,
Indonésia, Etidpia, india, México entre outros paises, Além disso, lidera a exportagio
mundial (FAO, 2019), exportando principalmente para EUA, Russia, Japdo e Coréia
(KWAK et al., 2018). Em alguns paises europeus, o café € uma das principais fontes de
antioxidantes na dieta (KWAK et al., 2018).

Nos ultimos anos, a qualidade do café tem sido valorizada, ressaltando os cafés
especiais, caracterizados pela auséncia de defeitos e por um conjunto especifico de
aromas e sabores (RIBEIRO et al., 2017). As tecnologias que podem ser implementadas
para melhorar a qualidade, vdo desde a plantacdo de café até o armazenamento.

O café pode ser processado de maneira integra (fruta intacta) ou descascado
sendo denominados como método natural e Umido, respectivamente (BOREM et al,
2008). A combinacdo dos métodos de processamento tem ganhado destaque. A
fermentacdo do fruto integro seguido do descascamento tem acelerado o processo de
secagem e contribuido para melhorar a performance sensorial.

O perfil sensorial é resultado da combinacdo entre compostos volateis e nédo
volateis contribuindo com a qualidade da bebida final (CHIN, EYRES E MARRIOTT,
2015). As interacdes entre compostos volateis e proteinas, componentes fendlicos,
carboidratos ou lipideos podem modificar a liberacdo de componentes volateis podendo
ser responsaveis pelo decréscimo na intensidade de percepcdo de determinados aromas
(MUNRO et al., 2003; ZELLNER et al., 2008). A diversidade de sabores do café é
atribuido a microbiota presente durante o processo fermentativo que é influenciada
pelas condi¢cdes climaticas da regido. Microrganismos pectinoliticos tais como
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Candida parapsilosis, Torulaspora
delbrueckii, Pichia caribbica, Pichia guiliermondii, foram selecionadas como culturas
iniciadoras e tem mostrado grande alternativa na modulacdo do sabor do café (LEE et
al., 2015; LEE et al., 2016; LEE et al., 2017; SILVA et al., 2014).
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A producdo de pectinases sdo importantes na fermentacéo de café, pois aceleram
0 processo de fermentacdo, melhorando a qualidade do produto final (KASHYAP et al.,
2001; SILVA et al., 2000). Microrganismos que apresentam alta atividade de pectina
liase ou alta atividade de poligalacturonase e pectina metilesterase sdo de grande
importancia no processo de fermentacdo e tém potencial para serem utilizados como
culturas iniciadoras para a padronizacdo do processo de fermentacdo do café (VILELA,
2011; SILVA et al., 2013). Esse processo precisa de estudo frequente para desenvolver
culturas iniciais para fermentacdo do café, com objetivo de proporcionar mais sabor e
qualidade a bebida (SILVA et al 2013; RIBEIRO et al 2018; HAILE E KANG, 2019).
A utilizacdo de um processo controldvel seria adequada para a producdo industrial e é
particularmente aplicavel aos grdos de café para melhorar sua qualidade e agregar
valores econémicos. Os cafés resultantes podem ser utilizados na producdo de varios
produtos relacionados ao café, como bebidas, doces e aromas, a fim de proporcionar um
sabor aprimorado para os produtos finais (WANG et al., 2020).

A utilizacdo de biorreatores em fermentacdes semi-solidas durante o processo
fermentativo tem mostrado melhor performance das culturas e dos microrganismos
epifiticos contribuindo positivamente com a qualidade da bebida final (SILVA et al.,
2008; DE NETO et al., 2017). Além disso, altera o perfil volatil e modifica o conteido
de trigonelina e cafeina, uma vez que ja tem sido relatado para outros produtos, como
por exemplo, o cacau (PEREIRA et al., 2013).

O processo de fermentacdo bem conduzido, proporciona beneficios sensoriais
significativamente melhorados e qualidades diferenciadas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o perfil microbiano do fruto de café integro fermentado em biorreatores e secos
em pergaminho. Além disso, investigar o comportamento da cultura iniciadora
Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 e sua influéncia na producdo de metabolitos e

no perfil sensorial da bebida.

2. Material e Métodos

2.1. Colheita e processamento do cafe.
Frutos cereja (Coffea arabica L.) variedade Mundo Novo foram coletados

mecanicamente na fazenda Condado, localizada em Santa Rita do Sapucai, (Latitude:
22° 14' 60" Sul, Longitude: 45° 43' 11" Oeste) regido sudoeste de Minas Gerais - Brasil,
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a aproximadamente 825 a 980 metros de altitude, com clima subtropical umido. O café
(75Kg) foi fermentado espontaneamente (controle) e inoculado com Saccharomyces
cerevisiae CCMA 0543, em biorreatores de polietileno de alta densidade, cilindrico com
capacidade para 100 L (Figura 1). A cepa foi crescida em meio YEPG [g/L: 10 extrato
de levedura (HiMedia)], 10 peptona (HiMedia)], 20 glicose (Dinamica), 20 &gar
(HiMedia)] a 30°C e repicadas a cada 24 horas (Evangelista et al. 2014a). As células
foram recuperadas por centrifugacdo (7000 rpm, 10 min) e ressuspensas em 1 L de dgua
peptona estéril [1 g / L de Peptona (Himedia)]. A solucdo foi aspergida sobre os cafés

cereja, atingindo uma concentracéo de aproximadamente 7 células/g de café.

Figura 1: Biorreatores utilizados no experimento em triplicata (1, 2, 3) —
fermentacdo espontanea (controle); (4, 5, 6) — fermentacdo inoculada.

Figura 2: (A) Modelo de biorreator de poliestireno utilizado no experimento e

(B) medicao de temperatura.

Apos 0, 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacdo, os frutos de café (15Kg) foram
descascados (PENAGOS/DCV-183) e secos em terreiro suspenso até atingir 11 a 12%
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umidade (Figura 3). A secagem em pergaminho com mucilagem remanescente é uma
variacdo do processo conhecido como “honey” (POLTRONIERE E ROSSI, 2016). O
processamento do café estd esquematizado na figura 4.

Aproximadamente 100g de café foram coletadas a cada 12 horas do processo
fermentativo e no inicio e final da secagem. As amostras foram armazenadas a -20°C
até a realizacdo das andlises quimicas e microbioldgicas. A fermentagdo foi realizada

em triplicata e acompanhada pela medicdo da temperatura.

Figura 3: Café em pergaminho secos ao sol em terreiros suspensos até atingir 11
a 12% umidade.

Figura 4: Fermentacao espontanea (sem inoculacdo) e inoculada do fruto de café
seguido de descascamento e secagem com mucilagem remanescente.
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2.3 Analise Microbioldgica

2.3.1. Quantificacao, isolamento e caracterizacéo fenotipica de microrganismos

Coleta de amostras (Final de

secagaerm)

A andlise microbioldgica foi realizada durante a fermentacdo e secagem da

fermentacdo espontanea. Amostras de café (10 g) foram homogeneizados em 90 ml de

agua peptonada (0.1% v/w peptona bacterioldgica (Himedia) em Orbital Shaker (200

rpm — 20 min) e diluicBes seriadas foram realizadas (RIBEIRO et al., 2018). Bactérias

mesoéfilas foram enumeradas e isoladas em meio AN [Agar Nutriente (HiMedia)] e

bactérias laticas utilizando Agar MRS [De Man, Rogosa e Sharpe (HiMedia)]

adicionados de 0,1 % de nistatina, para inibi¢do de fungos filamentosos e leveduras. As

placas foram incubadas a 28 e 37 °C por 48 h, respectivamente. Leveduras foram

enumeradas e isoladas em meio YEPG [g/L: 10 extrato de levedura (HiMedia), 10

peptona (HiMedia), 20 glicose (Dinamica), 20 &gar (HiMedia)] e as placas foram
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incubadas a 28 °C por 48 h. Apds o periodo de incubacdo, foi obtido Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/ml).

O isolamento dos microrganismos foi realizado nos tempos de 0, 48 e 96 horas
de fermentacdo que corresponde ao inicio, meio e fim do processo. As coldnias foram
aleatoriamente selecionadas e repicadas em numero igual & raiz quadrada do nimero
total de colbnias (SENGUNA et al., 2009). As culturas puras foram crescidas e

estocadas a 20% de glicerol em ultra freezer a -80° C.

2.3.2. Analise do Perfil Proteico (MALDI-TOF MS)

Todos os isolados (228) foram submetidos a anélise do perfil protéico no
MALDI-TOF MS. As células foram crescidas em placas utilizando meios especificos
para cada grupo de microrganismo, como descrito acima, e incubadas por 18 horas.

A extracdo protéica foi realizada com solucdo orgénica contendo etanol,
acetonitrila e acido trifluoroacético (10%) na proporcdo 1:1:1 para bactérias e para
leveduras foi utilizado a solucdo de 25 % &cido férmico em agua (v/v). A massa celular
de cada estirpe foi transferida para eppendorfs com 6 pL de solugdo organica, agitadas
em vortex por 30 segundos e colocadas no sonicador por 5 minutos. Uma aliquota de
0,6 pL da extracdo proteica foi adicionada a placa do MALDI-TOF. Em seguida foi
adicionado 1 pL de solucdo matriz [acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)],
previamente preparada para uma concentracdo final de 10 mg CHCA/mL de solucéo
organica. A bactéria Escherichia coli foi utilizada como padrdo para 0 MALDI-TOF,
como descrito por Lima-Neto et al. (2014). Cada isolado foi analisado em triplicata para
medir a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. As amostras foram analisadas em
um espectrometro MALDI-TOF microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha)
utilizando o sistema de identificagdo MALDI Biotyper 3.0 (LIMA-NETO et al., 2014).

2.3.3. lIdentificacdo molecular de bactérias e leveduras

A partir do agrupamento realizada pela técnica de MALDI TOF cepas com

abaixo de 1,7 e algumas acima de 2 foram selecionadas para sequenciamento do DNA.
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O DNA da comunidade bacteriana foi amplificada com primer 27F
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e 1512R (5 ACGGCTACCTTGTTACGACT
3) (MAGALHAES et al., 2010) abrange a regido 16S rRNA. O DNA da comunidade
de leveduras foi amplificada utilizando primer ITS1 (5-CGTAGGTGAACCTGCGG-
3°); e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (SILVA et al., 2012). As reacdes
foram feitas para 25 puL contendo 12,5 pL do kit top taq master (Quiagen), 0,5 de cada
primer, 3 uL de DNA molde e 8,5 puL de agua ultra pura (EVANGELISTA et al., 2014),
com modificacdes.

As reagdes foram levadas para um termociclador sob as seguintes condigdes:
94°C por 2 min, 30 ciclos (94°C por 40 s, 58°C por 40 s e 72°C por 1 mine 30 s) e a
extensdo final foi de 72°C por 7 min. Para verificar a qualidade dos amplicons as
reacOes foram corridas em gel de agarose a 1,0% (EVANGELISTA et al., 2014) com
modificagfes. Os produtos de PCR amplificados foram purificados usando kit
(Quiagen), e enviados para sequenciamento a GoGenetic (Curitiba — PR). As
sequéncias foram alinhadas usando um editor de alinhamento de sequéncias BioEdit 7.7
e comparado com o banco de dados do GenBank usando o algoritmo BLAST (National
Center for Biotechnology Information, Maryland, EUA).

Microrganismos identificados foram depositados na Colecdo de Culturas da
Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras — CCMA
(http://www.ccma.dbi.ufla.br/).

2.4. Extracao de DNA do café e PCR em tempo real (QPCR)

O DNA total das amostras de café foram extraidas e acordo com a metodologia
de Cocolin et al. (2000). Trés gramas do café foram homogeneizados com 5 ml de 4gua
ultrapura durante 10 min e centrifugado a 9000 rpm, 4°C durante 10 min. O pellet
resultante foi usado para extracdo de DNA. O DNA total foi extraido durante a
fermentacdo e secagem do café.

Os primers especificos foram descritos anteriormente (DIAZ et al., 2013). Para
S. cerevisiae, foram utilizados 0S primers SC-5fw 5'-
AGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAG-3" e SC-3bw 5-TGAAATGCGAGATTCCCCT-
3’, obtendo os seguintes parametros da qPCR: RZ = 0.996, inclinagdo = -3.296 e
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eficiéncia de 1.01. A especificidade de cada par de primers foi confirmada pesquisando
no GenBank usando BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

A gPCR foi realizado usando o Rotor-Gene Q System (Qiagen, Hombrechtikon,
ZH, Suica), de acordo com Batista et al. (2015) com modificacbes. Cada reacdo foi
realizada com 12,5 ul de PCR 2 x Mix Master Gene SYBR Green PCR (Qiagen,
Stockach, Konstanz, Alemanha), 0,5 uM de cada primer (Invitrogen, S&o Paulo, SP,
Brasil) e 1 ul de DNA extraido de grdos de café para um volume total de 25 ul. A
mistura foi aquecida a 95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
por 10s e emparelhamento / extensdo a 60 °C por 15s. A temperatura do ciclo foi entéo
aumentada em 1 °C a cada 5s de 50 °C a 99 °C para obter a curva de melt. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. A concentracdo de DNA foi limitada a 50 ng por
analise. A curva padrdo foi realizada a partir de diluicdes seriadas (10® a 10*
células/mL) do DNA extraido da a levedura S. cerevisiae. Cada ponto na curva de

calibracdo foi medido em triplicata.

2.5. Analises quimicas

2.5.1. Acucares e &cidos organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

Acidos organicos (acido malico, latico, acético, butirico, propibnico, citrico,
oxalico, succinico e tartarico) e aclcares (frutose, glicose e sacarose) foram analisados
na fermentag&o espontanea e inoculada.

Os frutos de café cereja foram avaliados durante a fermentacdo no biorreator e
no inicio e final de secagem. Uma aliquota de cada amostra (3 g) foi homogeneizada em
20 mL de agua Milli-Q por vortex a temperatura ambiente durante 10 min. As amostras
foram centrifugadas a 8000 rpm a 4°C por 10 min. O pH do sobrenadante foi ajustado
para pH 2,11 usando solucdo de acido perclérico 200 mM e centrifugado nas mesmas
condigdes. O sobrenadante foi filtrado em filtro de acetato de celulose de 0,22 um e
armazenado a -18°C até a andlise. As condi¢bes operacionais foram realizadas
conforme descrito por Evangelista et al. (2014b).

Os extratos foram analisados usando um sistema de HPLC (Shimadzu), utilizou-
se umacoluna Shim-pack SCR-101C para CHO (7,9 mm x 30 cm) com

uma solugdo 100 mM de agua Miliqg pH ajustado 2,1 com acido perclérico 70% como
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fase mével e com fluxo de 0,6 ml / min e para acidos uma coluna Shim-pack SCR-
101H. A temperatura do forno foi mantida a 50°C para anélise dos acidos, detectada
com detector de UV a 210 nm e a 30°C para andlise dos agucares, detectada com um
detector de indice de refracdo. A quantificacdo dos compostos foi realizada utilizando
curvas de calibracdo construidas com diferentes concentracdes de compostos padréo
[&cidos mélico, propidnico e citrico (Merck, Alemanha); &cidos litico, oxalico e tartarico
(Sigma Chemical, EUA); acidos aceético e succinico (Sigma Aldrich, Alemanha); acido
butirico (Riedel-deHaen, Alemanha)] e analisadas usando as mesmas condi¢cfes para as

amostras. A andlise sera feita em duplicata.

2.5.3 Anélise de compostos volateis por cromatografia a gas / espectrometria de
massa (GC / MS)

Grdos de café torrados ap6s 0, 24, 48 e 96 horas de fermentacdo foram
analisados por GC-MS. Compostos volateis foram identificados usando cromatografia
gasosa QP2010 acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (Shimadzu) utilizando
coluna capilar de silica Carbo- Wax 20 M (30m x 0,25 mm x 0,25 mm). A extrac&o foi
realizada utilizando microextracdo em fase solida (HS-SPME) de acordo com
Evangelista et al. (2014b). O café torrado (2 g) foi macerado com nitrogénio liquido e
colocado no vail de 15 ml hermeticamente selado. As amostras foram aquecidas a
60°C durante 15 min. A fibra foi colocada a 60°C e exposta por 30 min. O tempo de
dessorcdo na coluna foi de 2 min. As condic¢des operacionais foram realizadas conforme
descrito por Visintin et al. (2017). Os espectros de massa de cada composto detectado
foram comparados com biblioteca NIST11, e uma série de alcanos (C10 — C40) foi
usada para calcular o indice de retencdo (IR) (PICCINO et al., 2014).
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2.6. Analise sensorial

As amostras de café foram armazenadas durante cinco meses em sacos
hermeticamente selados a 16 °C e foram preparadas de acordo com a Specialty Coffee
Association of America (SCA, 2013). Os gréos de café foram torrados (torra média) em
torrador (modelo Leogap, Brasil) com capacidade de 150 g e moida em moedor elétrico
(modelo Leogap, Brasil). A proporgdo foi de 8,25 g de café por 150 ml de &gua. Painel
de trés especialistas em café treinados, com Q-Grader Coffee Certificate, avaliou as

amostras.

2.6.1 TDS

A andlise de dominéancia temporal das sensac6es (TDS) foi utilizada para avaliar
as caracteristicas do café produzido a partir da fermentacdo de cada ensaio fermentado
espontanea e inoculada. Previamente foi realizada uma mesa redonda para definir os
atributos dominantes dos cafés: frutado, chocolate, caramelo, especiarias, amadeirado,
castanha, vinhoso e herbaceo. Antes do inicio da analise, os provadores foram
familiarizados com a metodologia. A duracdo da analise foi de 20 s para cada amostra
(5 segundos - delay). As curvas TDS foram obtidas de acordo com a metodologia
proposta por Pineau et al. (2009). O software utilizado foi SensoMaker, versdo 1.8. A
andlise foi realizada em triplicata.

2.8 Analise estatistica

O experimento foi realizado com Delineamento de forma Inteiramente
Casualisado (DIC), com parcelas repetidas pelo tempo. As analises de contagem e
HPLC foram avaliadas de acordo com analises de variancia (ANOVA) e o teste de Scott
Knott foi usado por comparacdo entre médias, com nivel de 5 % de significancia. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA,
2014).

Principais compostos responsaveis pelo aroma no café torrado foram analisados
estatisticamente por analise de componentes principais (PCA) usando Software Rotor-
Gene. Uma matriz (m x n) foi construida com as areas relativas do (n) picos

cromatograficos identificados para as amostras (m) para 0s compostos volateis.
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O Heatmap foi realizado para avaliar a diferenga populacional da comunidade
bacteriana e de leveduras utilizando software estatistico R. A abundancia microbiana foi

calculada em relagéo a populacéo total.

3. Resultados

3.1 Analises Microbioldgicas

A populagdo microbiana foi avaliada durante o processo fermentativo espontaneo
do café natural e durante a secagem. A populacdo das bactérias mesofilicas (4,14 a 6,39
log UFC/g), bactérias laticas (4,33 a 6,31 log UFC/g) e leveduras (2,62 a 5,20 log
UFC/g) aumentaram significativamente (p<0,05) nas primeiras 48 horas do processo

fermentativo (Tabela 1).

Tabela 1: Populacdo de microrganismos presentes durante o processo fermentativo
espontaneo do café natural

Biorreator

Fermentacdo UFC/g

Oh 12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h 96h
Bactérias  5,37# 468 5297 6,397 6407 4,65/ 5164 4144 5074
Mesofilicas 0,02b  0,00c  0,00b  000a 005a 000c 00ib 000d 0,01b

Bactérias 490# 433+ 487+ 6,39% 6,08%# 479# 4,45+ 520+ 5,19%
Laticas 000c 00id 00lc 000a 000a 000c 00ld 002b 0,000

Leveduras 2,62# 3,12# 4,13# 520# 501# 4,00# 4,05¢ 4,47# 3,95#
0,01d 0,00c  0,00b 0,02a 0,00a 001b 002b 0,01b 0,01b

Colunas seguidas da mesma letra ndo difere significativamente pelo teste de Scott —
Knott (p<0,05).
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Tabela 2: Populacdo de microrganismos no inicio e final de secagem do café
descascado em diferentes tempos de fermentacéo

Secagem (Café descascado) UFC/g

T1 T2 T3 T4 TS5
(Oh)  (24h)  (48h)  (72h)  (96h)
Bactérias Inicio secagem 3,67 bA 3,62 bA 4,88 aA 3,48bA 4,92 aA

Mesofilicas

Final secagem <2 aB <2 aB <2 aB <2 aB <2 aB

Bactérias Laticas Inicio secagem 389bA  401bA  498aA 330cA 3,52cA

Final secagem <2 aB <2 aB <2 aB <2 aB <2 aB

Leveduras Inicio secagem 4,00bA  516aA  309cB 330cB  3,87bA

Final secagem 5,19 aA 3,28 cB 547aA 4,26bA 3,71 cA

T1= tratamento 1, T2= tratamento 2, T3= tratamento 3, T4= tratamento 4, T5=
tratamento 5. Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna
ndo difere significativamente pelo teste de Scott — Knott (p<0,05).

Ap0s o descascamento, houve reducdo de 30% da populagdo microbiana (Tabela
2). No final da secagem apenas leveduras foram detectadas, sendo a maior populagéo
detectada em T3 (48 horas de fermentacéo).

As espécies de bactérias do acido latico, mesofilicas e leveduras identificadas
(material complementar 1) durante o processamento do café foram classificadas de
acordo com abundancia. A abundancia das espécies de microrganismo diferiu durante o
processamento (Figura 5). No inicio do processo fermentativo as espécies com maior
abundancia foram Wickerhamomyces anomalus, Meyerozyma caribicca, Saccharomyces
cerevisiae, Pantoea agglomerans, Bacillus pumilus. Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus  plantarum  Hanseniaspora uvaum, Torulaspora  delbrueckii,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus pausteuri, Staphylococcus hominis e Bacillus
safensis apds 48 h de fermentacdo. No final do processo fermentativo (96 horas)
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Bacillus sp., Bacillus altitudinis e
tequilenses, Wickerhamomyces anomalus, Candida glabrata, Issatchenkia orientalis e
Pichia kudriavzervi.

Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus warneri,
Torulaspora delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae e Hanseniaspora uvarum foram as

espécies dominantes durante todo processo.



56

(0 horas

48 horas

96 horas

g 2 £ § 5 § B P % 8§ 8 S g 2 gz g 22282448 g g8
ﬂ‘éseEEssﬁg%§!iéiﬁaﬁﬂﬁ-’égﬁzﬁggﬁﬂ’ﬁg
hbggxmiusﬂgf L“E-‘iﬁiéﬁ'g'ﬁghi"‘“"a;gs
LJ-.:: gimg 5 3 E.:i_ia—_ﬁ—ﬂ'ggngEE‘
- i R EEEEE R R RKEE LR ER R
8 R B Gr o=
g o

Figura 5: Heatmap mostrando o agrupamento das espécies de leveduras e bactérias, baseados na semelhanc¢a taxonémica em relacdo aos tempos
0 horas, 48 horas e 96 horas. Linhas azuis representam baixa abundancia enquanto as linhas brancas representam média abundancia e linhas
vermelhas alta abundancia. As linhas azuis representam baixa abundancia de determinado grupo enquanto as linhas brancas representam média

abundancia e as linhas vermelhas alta abundancia.
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3.2 gPCR

A avaliacdo do comportamento dinamico da populacédo de S. cerevisiae CCMA
0543 durante o processo fermentativo espontanea (Controle) e inoculada foi verificado

por gPCR (Figura 6).

A & Controle B S.cerevisiae 1S
8 -#% S cerevisize B 10+ Controle_l_s
_ R * EZ3 5. cerevisiae FS
T g E_Sakiiahi _ I Controle FS
om E 3-
r kit =
s F------ LA - - [
= =
= 4 2
© o
o
o [=1]
a 2 2
0
[1] 24 48 72 96
Tempo (horas) Tratamentos

Figura 6: Comportamento dindmico da populacdo da levedura S. cerevisiae durante o
processo fermentativo (A) espontaneo () e inoculada (+) do café cereja e no inicio (IS) e
final (FS) de secagem dos cafés descascados ap6s 0 (T1), 24 (T2), 48 (T3), 72 (T4) e 96
(T5) horas de fermentacao.

S. cerevisiae CCMA 0543 foi predominante em ambas fermentacdes, no entanto,
a populacédo no controle foi menor (5 Log células/g) (Figura 6A). Os cafés secos apos 0
(T1) e 24 (T2) horas de fermentacdo (Figure 6B) apresentaram aumento populacional no
final da secagem. A partir de 48h de fermentacdo a populacdo de S. cerevisiae se

manteve constante durante a secagem.

3.3 Compostos quimicos

Os acidos orgéanicos foram mensurados durante a fermentacdo e secagem do café
(Figura 7). Em ambas fermentacfes acido citrico e malico foram detectados em altas
concentracdes no final do processo fermentativo (18,66 mg/g e 3,29 mg/g espontéanea, e,
14,39 mg/g e 5,03 mg/g inoculada, respectivamente). O acido malico diminuiu durante
0 processo fermentativo espontaneo (4,69 a 0,15 mg/g) e inoculado (5,86 a 0,194 mg/g).

A inoculagéo contribuiu com altas concentracgdes de acido latico e &cido acético
no final do processo fermentativo (3,91 mg/g; 15mg/g, respectivamente). O &cido

propidnico foi detectado em baixas concentragdes, variando de 0,015 a 0,138 mg/g
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fermentacgdo espontanea e 0,001 a 0,710 mg/g fermentacio inoculada. Acido butirico e
tartarico ndo foram detectados.

Durante o processo fermentativo, a temperatura da massa foi monitorada. O
aumento da temperatura (19° a 34 °C) indicando que 0s microrganismos estavam
metabolicamente ativos.

No inicio da secagem (al/bl), os acidos diminuiram suas concentracdes. O &cido
citrico diferiu significativamente nos graos secos apos 24, 48 e 96 horas de fermentacéo
espontanea e inoculada. O acido malico manteve a concentracdo, em media de 0,22
mg/g a partir do tratamento 2 durante a fermentacéo inoculada (b). O &cido succinico
obteve concentracdo maior em 96 horas (T5) (3,29 mg/g - espontanea e 5,03 mg/g -
inoculada).

No final de secagem (a2/b2) a concentracdo de acido citrico, malico e acético
diminuiram em ambas fermentagdes. Acido malico e &cido acético variando
aproximadamente de 4,11 a 0,27 mg/g e 11,0 a 1,71 mg/g respectivamente. Acido
citrico diminuindo até 48 horas (9,0 a 3,95mg/g — a2; 14,35 a 2,14 mg/g- b2) e 72 horas
houve aumento (4,72mg/g - a2; 3,39 mg/g — b2).
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Figura 7: Acidos organicos detectados durante a fermentacdo espontanea (a) e
inoculada com S. cerevisiae CCMA 0543 (b) do café cereja e no inicio (1) e final (2) de
secagem dos cafés descascados na base seca. Colunas seguidas da mesma letra ndo
difere significativamente pelo teste de Scott — Knott (p<0,05).

Reduzidas concentracfes de sacarose (0,03 a 0,61 mg/g — espontanea) (0,08 a
2,5 mg/g — inoculada) foram detectadas no fruto integro. A frutose e glicose na
fermentacdo inoculada apresentaram diminuigdo em relagdo aos tratamentos, variou de
58,32 a 2,25 mg/g e 37,50 a 2,23 mg/g, respectivamente. No tratamento 3 a menor
concentracéo foi observada de ambos os acucares na fermentagéo inoculada (3,48 e 2,04
mg/g) comparada com a fermentacao espontanea (27,44 e 17,55 mg/g), respectivamente

(a/b). A glicose foi o primeiro agUcar a ser consumido durante as fermentacdes.
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No inicio da secagem (al/bl), o café descascado ap6s 72 horas de fermentacdo
(T4) apresentou aumento na concentracdo de sacarose (1,26 mg/g espontanea e 1,78
mg/g inoculada). Além disso, concentracdo de glicose na fermentacdo inoculada foi
menor nos tratamentos 2, 3 e 5 (3,58; 0,61; 2,09 mg/g) comparadas com a fermentacao
espontanea (4,84, 3,87; 3,64 mg/qg).

No final da secagem (a2/b2), os cafés descascados com O horas de fermentacdo
inoculada e 0 e 24 horas de fermentacdo espontanea apresentaram elevada concentracao
de glicose (20,63; 35,60 e 64,22, respectivamente) e frutose (33,11; 17,75 e 47,33 mg/g,

respectivamente.
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Figura 8: Carboidratos detectados durante a fermentacdo espontanea (a) e inoculada
com S. cerevisiae CCMA 0543 (b) do café cereja e no inicio (1) e final (2) de secagem
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dos cafés descascados na base seca. Colunas seguidas da mesma letra ndo difere
significativamente pelo teste de Scott — Knott (p<0,05).

Total de 118 compostos volateis foram detectados por GC/MS nos graos
torrados secos em diferentes tempos de fermentacdo espontanea e inoculada (Tabela 2).
A PCA (analise de componentes principais) foi realizada para correlacionar o tempo na
fermentacdo com a formacdo de compostos volateis (Figura 9). As componentes
principais responderam por 98,18% (F1 91,02% e F2 7,16%) da variabilidade total dos
dados para a fermentacdo espontanea e inoculada.

Nos tratamentos de 1 (Oh), 3 (48h) e 5 (96h) na fermentacdo inoculada foi
caracterizada principalmente para acidos e nos tratamentos 2 (24h), e 4 (72h) para
furanos e cetonas. A presenca de pirazinas também foi associado nos tratamentos 2 e 4.
Para a fermentacdo espontanea, nos tratamentos 1, 4 e 5 houve correlagéo para furanos e
cetonas e no tratamento 3 para acidos.

Na fermentacdo inoculada foram detectados 26 compostos, tais como, 1-
Hexadecanol (0, 24 horas), 2-1soamylpyrazine (48horas), 2-Pyrrolididone 1- butyl (48
horas), 2-Pyridinemethanol acetato (ester) (48, 96 horas), Methyl acetato (72 horas),
acido pentadecanoico (24, 72 horas), etanol 2-hexadecyloxy (0 horas), heneicosanal (24
horas), 2 undecenaal- E (0 horas), siccindialdehyde (24, 48 horas), phtalic acid 2 methyl
ester (24 horas), benzoic acid, 2 hydroxy ethyl ester (48 horas), 9,12 otadecadienois acid
ethyl ester (96 horas), 3,4 dimethyl 2 pentanone (24 horas), 2 propanone 1 hidroxy (0
horas), pyrazine 2 ethyl 3 methyl (24 horas), 5 H-methyl 6,7 dihydrocyclopentapyrazine
(24 horas), pyridine 3,2 methylpropyl (96 horas), 2 naphthalenol; p-nitrophenyl
salicylate; cyclohexadecane (0 horas), benzonitrile 4 hydroxy 3 methoxy (24 horas),
acetamide n-2 methoxyphenyl (72 horas), thiophene 2,3 dihydro (0, 48horas), squalene
(24 horas), 2 propannamine n-methyl nitroso (24 horas) e dois pertencentes a

fermentacdo espontanea (2,3 butanediol e &cido acético nonyl ester) (tabela 2).
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Figura 9: Classes de compostos volateis: acidos, alcool, aldeido, ester, furano, cetona,
lactonas, pirazinas, piridinas, pirrole, tiofeno, amina, amida e outros identificadas por
HS-SPME GC-MS em grdo de café torrado em relacdo ao tempo de 0 (tratamento 1), 24
(tratamento 2), 48 (tratamento 3), 72 (tratamento 4) e 96 horas (tratamento 5) na
fermentagdo espontanea — 0, 24, 48, 72, 96 e inoculada com S. cerevisiae (CCMA 0543)
—1/0, 1/24, 1/48, 1/72, 1/96.

3.4 TDS

A andlise TDS (Temporal Dominance of Sensations) consistiu em avaliar quais
sensacOes sdo dominantes ao longo do tempo (LABBE et al., 2009). O sabor foi um
atributo escolhido por pertencer a avaliacdo sensorial do café especial, adotada pela
SCA (LINGLE, 2011). As curvas TDS para fermentacdo espontanea e inoculada séo
apresentadas na figura 10.

A complexidade do flavor do café € influenciada pelas modificacdes fisico-
quimicas que o grdo sofre durante o processamento pré e pos colheita. Nas primeiras 48
horas da fermentacédo inoculada foi intensificado a percep¢do de amadeirado e caramelo.
A partir de 72 horas de fermentacdo o sabor frutado foi predominante. Além disso, 0s
atributos com menor taxa de dominancia foram percebidas por mais tempo e com

sobreposicdo entre os atributos. O perfil sensorial dos cafés fermentados
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espontaneamente apos 0 horas foi especiarias (5 a 11s), caramelo (3 a 5s) e chocolate (5
a 95s); 24 horas castanha (11 a 13s); 48 horas amadeirado (6 a 8s) e castanha (14 a 15 s);
72 horas caramelo (6 a 8s), chocolate (8 a 10s) e vinhoso (15 a 6s); 96 horas chocolate
(3 a 7s) e especiarias (11 a 15s). A fermentacdo inoculada apresentou dominancia de
especiarias (10s a 15 s), caramelo (8s a 10 s), e vinhoso (3 a 5 s) no inicio da
fermentacdo. 24 horas caramelo (5 a 12 s); 48 horas caramelo (6 a 8s), amadeirado (11 a
15 s) e castanha (13 a 16 s). 72 horas frutado (7 a 12s); 96 horas chocolate (4 a 7s),

frutado (8 a 10s), vinhoso (10 a 16 s) e herbaceo (10 s até o final da anélise).
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Figura 10: Dominio temporal das curvas de sensacdes da variedade de café Mundo
Novo (a, ¢, e, g, i) na fermentagdo espontanea e (b, d, f, h, j) na fermentacdo inoculada
com Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543. a/b = Tratamento 1 (0 horas); c/d =
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tratamento 2 (24 horas); e/f = tratamento 3 (48 horas); g/h = tratamento 4 (72 horas); i/j
= tratamento 5 (96 horas).

4. Discussao

As modificagbes quimicas e microbioldgicas do café integro fermentado
espontaneamente e inoculado foram monitorados durante fermentacdo e secagem.
Levedura, bactérias do acido latico e bactérias mesofilicas sdo o0s principais grupos
microbianos detectados durante o processo fermentativo do café.

A diversidade microbiana, bem como a sua abundéncia durante a fermentacao,
pode ser atribuida a fatores climaticos, como temperatura, oxigénio e altitude em que o
café foi cultivado (QUINTERO et al 2012; MARTINS et al., 2020).

Bactéria é grupo microbiano detectado em maiores concentracdes nas primeiras
72 horas do processo fermentativo. L. mesenteroides, L. brevis e L. plantarum, séo
bactérias do acido latico comumente encontradas durante processo fermentativo do café.
Elas contribuem com producdo ésteres e acidos organicos, como acido latico, que
reduzem o pH do meio contribuindo com a inibi¢cdo de microrganismos indesejaveis
como fungos ocratoxigénicos (HAILE E KANG, 2019; PEREIRA et al., 2016).

As alteracBes fisicas e nutricionais que ocorrem no fruto durante o
processamento contribuem com reducdo populacional das bactérias, favorecendo o
desenvolvimento das leveduras (BRANDO; BRANDO, 2015). O numero de células
pode variar de acordo com o microrganismo e o tempo de fermentacdo (HAILE E
KANG, 2019). O aumento de leveduras ap6s 0 e 24 horas de fermentacdo pode ser
explicado pela atividade dos microrganismos e sua permanéncia durante o processo de
fermentacdo, devido ao agucares livres presentes nos graos e secagem (SILVA, 2015).
A diminuicdo ap6s 48 h pode estar associada a alteracdes de pH e deplecdo dos
substratos, como o teor total de solidos soltveis (HAILE E KANG, 2019).

As leveduras sdo consideradas importantes para o desempenho fermentativo pois
auxiliam na quebra da pectina aumentando a fonte de carbono do meio. Além disso, 0s
metabolicos aromaticos produzidos influenciam na formagdo aromas e sabores na
bebida final (MARTINS et al., 2019; RIBEIRO et al., 2017). S. cerevisiae, T. delbruekii
e Hanseniaspora uvarum sdao comumente encontrados durante o processo fermentativo

do café. S. cerevisiae e T. delbruekii tem se destacado como culturas iniciadoras, pois
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além da atividade proteolitica, o perfil de compostos volateis tem contribuido com a
producdo de cafés especiais (SILVA et al., 2000, EVANGELISTA et al., 2014b; 2015;
VILELA et al., 2010).

As diferencas populacionais detectadas apds o descascamento podem estar
relacionadas a disposicdo dos grupos microbianos no fruto do café. As bactérias
demonstraram estar mais associadas a casca do café enquanto as leveduras, nas
primeiras 24 horas de fermentacéo, se associam mais a semente e conforme o processo
fermentativo acontece, elas migram para proximo a casca. Apesar da baixa umidade, a
mucilagem remanescente e as fortes forgas de adsor¢do entre a agua e 0S outros
constituintes como substancias nitrogenadas, os agucares e o0s &cidos clorogénicos no
grdo (ALVES et al., 2017), contribuiram para que a populacdo de leveduras mantivesses
viaveis até o final da secagem (MARTINS et al., 2020).

ApOs a secagem, a composicdo e concentracdo de compostos volateis e ndo
volateis no café irdo influenciar na qualidade do café. A acidez é um dos atributos
avaliados durante a degustacdo da bebida e é influenciada pela composicdo de acidos
organicos. O acido malico, citrico e succinico estdo naturalmente presente no fruto do
café e sua concentracdo varia com tempo de fermentacdo (EVANGELISTA et al.,
2015). O &cido malico pode ser degradado formando &cidos como o succinico, maléico,
glutarico, fumérico, entre outros e sua concentracdo pode ser reduzida com o
desenvolvimento do processo de maturacdo. Enquanto acido citrico apresenta valores
menores nos estagios iniciais do desenvolvimento do grdo e aumento durante a
maturacdo (CLARKE E VITZTHUM 2001; KITZBERGER et al., 2012).

O aumento (73,6%) na concentracdo de acido citrico no final da fermentacdo (96
horas) pode estar relacionada a abundancia do género Bacillus no final do
processamento. Esta bactéria tem sido relatada como produtora de &cido citrico
(SOCCOL et al., 2006; RIBEIRO et al., 2018). O &cido succinico em 96 horas pode ser
produzido tanto por bactérias mesofilicas e leveduras presentes. (SILVA et al., 2013;
SWIEGERS et al., 2005).

O aumento populacional das bactérias laticas (6,08 UFC/g) proporcionou
aumento na concentracdo de &cido latico apos 48 horas (2,99 mg/g) de fermentagéo
espontanea e 96 horas (3,91 mg/g) na fermentacédo inoculada.

O é4cido acético aumentou durante o processo fermentativo, normalmente é

acumulado durante a fermentacdo em temperaturas ambientais mais quentes (>26°C)
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(BERTRAND et al., 2012). Este acido também é considerado um metabolito importante
na bebida e em elevadas concentragbes se deve a uma fermentacdo indesejavel
(AVALLONE et al., 2001). Durante a conducdo do experimento a temperatura variou
de 19° a 34°C, contudo, os altos teores de &cido acético ndo afetaram a qualidade do
café (AVALLONE et al., 2001; BERTRAND et al., 2012). Esse &cido também foi
encontrado em outros estudos quando S. cerevisiae foi inoculada (EVANGELISTA et
al., 2018).

O é&cido propibnico é metabolito relacionado a qualidade da bebida, pois
concentragdes baixas interferiram na producdo de uma bebida de qualidade (LOPEZ et
al., 1989; BERTRAND et al., 2012). Esses &cidos ndo devem estar presentes em
concentragcdes mais altas 1 mg / mL para uma boa bebida de café (Lopez et al., 1989). A
presenca do acido butirico durante o processo fermentativo contribui negativamente
para a qualidade da bebida (EVANGELISTA et al., 2014). Esse acido normalmente é
produzido quando o processo fermentativo ndo é monitorado. A presenca de
microrganismos contaminantes como Bactérias da espécie Clostridium butyricum esta
na dependéncia de cuidados no manuseio, pré e pds-colheita. Esses microrganismos, em
seu desenvolvimento, produzem suas proprias enzimas, que agem sobre 0s componentes
quimicos da mucilagem, principalmente sobre os acucares, fermentando-os e
produzindo &lcool, transformando-se este em &cido acético, latico, butirico e outros
acidos carboxilicos superiores. Ao se iniciar a producdo de acido butirico e propibnico,
comeca a haver prejuizos na qualidade do café, produzindo compostos responsaveis
pelos sabores indesejaveis. (PIMENTA t al., 2003).

No inicio da secagem, a diminuicdo dos &cidos pode ser explicada através dos
processos fisioldgicos que ocorrem no grao e durante o processamento do cafée. Além
disso, pela alteracdo da temperatura que afeta diretamente o grdo (SOMPORN et al.,
2012; PEREIRA et al., 2019). Ao final da secagem o aumento dos acidos pode ser
explicado pelas reagdes bioquimicas que ocorrem no interior do grdo de café, que
podem ser responsaveis por notas florais e frescas (TOLEDO et al., 2016), interferindo
no perfil quimico e sensorial do café.

Durante o processo fermentativo os microrganismos utilizam os agucares da
mucilagem como fonte de carbono para seu desenvolvimento, ocorrendo diminuicao
gradual nos niveis destes compostos (MARTINEZ et al., 2017; ELHALLIS et al., 2020).

Entretanto, é importante a presenca de agucares redutores, como glicose e frutose, no
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final do processamento pois contribuem com a formagdo flavor durante a reagéo de
Maillard (CHENG et al., 2016).

Reduzidas concentracdes de glicose foram detectadas na fermentagédo
inoculada. S. cerevisiae € uma levedura robusta presente em diversos processos
fermentativos, possuindo metabolismo dindmico e eficiente. A levedura Saccharomyces
cerevisiae CCMA 0543 foi utilizada neste trabalho com base em sua capacidade de
produzir PL e compostos organicos (SILVA et al., 2013). Além disso, apresenta maior
persisténcia na inoculagdo, caracteristicas sensoriais melhores apos fermentacdo semi-
seca (RIBEIRO et al., 2017), ainda prevenir o crescimento de microrganismos
indesejaveis (MASSAWE; LIFA, 2010).

Cada grupo ou cepa apresenta caracteristicas diferentes no perfil sensorial da
bebida (SILVA et al., 2013; MARTINEZ et al., 2019), dependendo da variedade de café
e do método de processamento (EVANGELISTA et al., 2014a, 2014b). O perfil de
volateis foi influenciado pela inoculacdo e tempo de fermentacdo no biorreator. A
composicdo dos alcoois, aldeidos, ésteres e cetonas foram modificados com a
inoculacdo. Tais compostos como 2-propanone, 1- hydroxy; 1- heneicosanol; 2-
hydroxy ethyl ester; Acetamide, N-(2-methoxyphenyl) e 9,12 acido otadecadienoico
ethyl ester foram produzidos com 0, 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente, na
fermentacdo inoculada podendo ser considerados marcador tempo da fermentagéo para
esse processo.

Estes compostos foram produzidos quando inoculou S. cerevisiae até 48 horas
(RIBEIRO et al., 2018; MARTINEZ et al., 2019. Ap6s 72 horas de fermentacdo ainda
houve producdo especifica de compostos até 96 horas com a metodologia utilizada no
presente estudo. 2-propanone, 1- hydroxy pode ser produzido pela degradacdo de varios
acucares (MOREIRA et al., 2000). A maioria dos ésteres volateis é produzida no fruto
do café antes da torrefacdo, sofrendo pirdlise durante o aquecimento. Os ésteres
produzidos durante a torrefacdo poderiam ser gerados a partir da reacdo de esterificacao
entre um &cido e um alcool presentes no café. Os alcoois seriam produzidos por
leveduras a partir dos compostos intermediarios da sintese de aminoacidos, tais como 0s
oxi-acidos (MOREIRA et al., 2000).

Os metabolitos gerados pela fermentacdo conferem caracteristicas Unicas a
bebida. No inicio do processo fermentativo 2,3 butanediol pode ter influenciado a

sensacdo de caramelo na bebida. Benzeneacetaldeido pode ter influenciado na
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percepcado floral, caramélica e doce em todos os tempos de fermentacdo (BRESSANI et
al., 2018).

2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona tem conexao direta com o
processo de fermentacdo (LI et al., 2017). Este composto tem caracteristicas doces,
caramelo e nozes, encontrado em todos os tempos. Os agucares redutores apresentam
caracteristicas acidas devido a presenca de componentes como acido butandico e &cido
3-metilbutandico, juntamente com 2,3-Di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona e
5-metil-2-pirazinilmetanol encontrado em todos tempos de fermentacdo e 2,5-
dimetilpirazina encontado em 0, 48 e 96 horas (ASIKIN et al., 2016).

Pirazinas, 3-etil-2,5-dimetilpirazina, conferem notas terrosas negativas
(TOLEDO et al., 2016), possivelmente caracterizado pelo sabor amadeirado na analise,
sabor este que pode interferir na qualidade da bebida.

O tempo de fermentacdo e o método utilizado influenciou positivamente no
sabor do café, vale ressaltar que durante a fase de fermentacdo os microrganismos
podem exibir modificacdo nos precursores de compostos volateis. O uso de biorreatores
para fermentacdo de café contribuiu para a permanéncia dos microrganismos desejaveis
na bebida de café como T. delbrueckii, S. cerevisiae, Bacillus subtilis. Outras espécies
microbianas podem ser estudadas objetivando a utilizagdo como culturas iniciadoras que
incrementam a qualidade final. A utilizacdo da cultura iniciadora também contribuiu
para a fermentacdo, impactando positivamente a bebida. Contudo, sabores especificos
no café, levando em consideracdo o tempo de fermentacdo e o processo utilizado podem
ser selecionados e apresentados aos produtores para a producdo de uma bebida
elaborada de qualidade e com perfis sensoriais diferenciados.

5. Concluséo

A eficiéncia no processo de fermentacdo do fruto integro em biorreatores,
seguido da secagem em pergaminho torna-se uma estratégia inovadora. Esse processo
apresentou aspectos positivos no perfil quimico, microbiol6gico e sensorial, uma vez
que contribuiu para a permanéncia de microrganismos desejaveis, contribuindo para
uma fermentacdo espontdnea adequada. Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
plantarum, Staphylococcus warneri espécies de Bacillus e as leveduras Torulaspora

delbrueckii, Saccharomyces cerevisiae e Hanseniaspora uvarum foram as espécies



70

abundantes detectadas na variedade Mundo Novo. 2-propanone, 1- hydroxy, 1-
heneicosanol, 2- hydroxy ethyl ester, Acetamide, N-(2-methoxyphenyl) e 9,12 &cido
otadecadienoico ethyl ester podem ser utilizados como marcadores potenciais de tempo
de fermentacbes inoculadas com S. cerevisiae CCMA 0543. A inoculacdo durante o
processo fermentativo proporcionou a diminuigdo na sobreposicdo na percepcdo dos
atributos e contribuiu com notas de caramelo nas primeiras 48 horas de fermentacdo e
frutado com 72 horas de fermentacdo. Além disso, a fermentacdo de café em ambiente
de anaerobiose induzida por leveduras promoveu incremento nos sabores encontrados
na bebida. E importante enfatizar que o controle do processo fermentativo e o tempo de
fermentac&o influenciaram nas caracteristicas quimicas, microbioldgicas e sensoriais do

café.
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Anexos
Material Complementar 1: Espécies de bactérias e leveduras identificadas durante
fermentacdo do café Mundo Novo.

Espécies Identificadas ~ NUmero de acesso Log UFCl/g

Bactérias Mesofilicas

Tratamentol Tratamento3 Tratamento5

(0 Horas) (48 Horas) (96 Horas)
Staphylococcus epidermides MN511770.1 3,79 5,18 4,00
Staphylococcus hominis MK465357.1 - - 4,75
Staphylococcus saprophyticus MN175941.1 3,95 - -
Staphylococcus warneri MK465359.1 2,30 6,13 -
Staphylococcus pasteuri MN624222.1 - 5,93 -
Staphylococcus auriculares n.s 4,49
Pantoea agglomerans JN853256.1 4,18 - -
Bacillus altitudinis JQ389710.1 4,32 - 3,48
Bacillus safensis MH040817.1 - 4,30 4,67
Bacillus subtillis MN496131.1 4,64 4,00 4,56
Bacillus tequilensis KC834391.1 - - 3,00
Bacillus megaterium MN134005.1 - - 4,04
Bacillus pumilus MNO066572.1 3,70 - 3,00
Arthrobacter koreensis n.s 3,60 - -
Microbacterium testaceum MK920173.1 4,32
Bacillus sp. KF496136.1 3,00 4,30 4,67
Gluconobacter cerinus n.s - 4,56 -
Pantoea sp. JN853256.1 3,30 - -
Leuconostoc mesenteroides KF697607.1 - 5,90 -
Lactobacillus plantarum KR055053.1 - - 3,85
POPULACAO 5,37 6,39 5,07
Bactérias 4cido laticas
Lactobacillus plantarum KR055053.1 - 6,20 5,00
Lactobacillus brevis MH666102.1 3,49 6,08 511
Leuconostoc mesenteroides KF697607.1 - 6,20 -
Acetobacter orientalis EU676343.1 - - 3,48
POPULACAO 3,90 6,31 5,19
Leveduras
Pichia kluyveri MN268784.1 - 3,30 -
Pichia kudriavzervi CP039617.1 - - 2,70
Hanseniaspora uvarum MN371883.1 3,40 5,01 -
Wickerhamomyces anomalus ~ MK394130.1 2,30 - 2,00
Meyerozyma caribicca KC556809.1 3,59 3,10 -
Torulaspora delbrueckii MK267806.1 3,38 4,53 3,67
Saccharomyces cereviseae MN244399.1 3,38 - -
Issatchenkia orientalis n.s - - 2,85
Cystofilobasidium Ferigula AF444445.1 3,15 - -
Candida glabrata FJ873458.1 - - 2,00
Dipodascaceae sp. KT828738.1 2,00 - -
Saturnispora dispora n.s - 5,01 -
POPULACAO 2,62 5,20 3,95

n.s- ndo foi sequenciado, - ndo detectado. A populagdo foi calculada através da média da contagem das

repeticdes.
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Tabela 3: Presenca e identificacdo dos compostos volateis nos tempos determinados em café torrado e descrigdo do odor ou sabor dos

compostos.
72h
Compostos PCA Oh 24h 48 h 96
IRL number
Percepc¢ao Sensorial
Control 0543 Control 0543  Control 0543 Control 0543 Control g54
Formic acid 844 X X X -
o 852 x x x X X X X X X X Queijo ou manteiga, sabor
Propanoic acid azedo
913 x x x X X X x X X X Odor semelhante a fruta
Butanoic acid, 3 methyl (maca, cereja)
Dodecanoic acid 995 X X X X X X X Odor rancoso e azedo
Acetic acid 823 X X X X X X X X Picante, azedo
X X X X X Muito fraco, oleoso, quase
) . 1035 X X X X .
Tetradecanoic acid inodoro
Octadecanoic acid 1094 X X -
Pentadecanoico acid 1047 X X Sabor suave
n-hexadecanoic acid 978 X X X X X X X X X X Sabor inodoro
1.6-Octadien-3-ol, 3,7 —  ggy X X Sabor doce a laranja, frutado
dimethyl
870 « Caramelo,
2,3- Butanediol cremoso,chocolate doce
Benzyl alcohol 927 X X Notas florais e doce
Ethanol,2-(dodecyloxy) 942 X X X X X X X X X X -

Ethanol,2-



78

(hexadecyloxy)

n- heptadecanol-1 999
n- Pentadecanol 981
1-Hexadecanol 985
1-Heneicosanol 971
Menthyl acetate 934
1-Tetradecanol 999
Phenylethyl Alcohol 933
2-Undecenal, E

5-

Hydroxymethylfurfural 1100
Furane-2-

carboxaldeido,5-(4- 924

nitrophenoxymethyl)
5-Ethyl-2-furaldehyde 923
Benzeneacetaldehyde,alp

ha-ethylidene 936
5-Acetoxymethyl-2- 975
furaldehyde
Succindialdehyde 978
Hexadecanoic acid,

977
methyl ester
Hexadecanoic acid, ethyl 982

ester

Linoleico acid ethyl ester 1015
Acetic acid, nonyl ester 919
1,2-Benzenedicarboxylic 1100

X

Inodor

Gordura
Floral, amadeirado, rosa
com mel

Floral, doce, odor de
caramelo
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acid, bis(2-
methylpropyl)ester
Phthalic  acid,  di(2-
methylbuthyl)ester 1031 X
2- Pyridinemethanol,
acetate (ester) -
Benzoic acid, 2-hydroxy-

914 -
, ethyl ester
9,12-Otadecadienoic
acid, ethyl ester 1015 )
2- Furanone, 2,5- 882 X X X i
dihydro-3,5-dimethyl
2,5-Dimethyl-4-hydroxy- X X i
3(2H)-furanone 925 X X X X X
Ethanone,1-(2-furanyl) 838 X X X X X X X Odor doce balsamico
2-Furanmethanol, acetate 846 X X X X X X X Floral
Furan, 2,2'- X X .
[oxybis(methylene)]bis- 941 X X X X X Cafe torrado
2-Furanmethanol 884 X X X X X X X -

X X Nozes, doce de frutas,

945 X X X X X
Maltol caramelo
2-Furancarboxaldehyde, X X

860 X X X X X
5-methyl Doce, caramelo
2-  Furanmethanol, 5 X

900 X X X X -
methyl
Furfural 822 X X X X Caramelo, odor torrado
2(5)-Furanone 904 X X X X X X X -
Furfuryl formate 830 X X -
Benzofuran,2,3-dihydro 1001 X X X X X X -
2-Pyridylacetone 958 X -



3,4-dimethyl-2-
pentanone
2,5-Furandione, dihydro-
3-methylene

Trans-
Furfurylideneacetone
Ketone. Methyl  6-
methyl-2-pyridyl

2- Butanone,1-
(acetyloxy)
4H-Pyran-4-one,2,3-
dihydro-3,5-dihydroxy-6-
methyl
1,3-Dioxol-2-one,4,5-
dimethyl
2-Propanone,1-(1-
methylethoxy)

2-
Pentadecanone,6,10,14-
trimethyl
Ethanone,1-(1H-pyrrol-2-
yl)

4-Hydroxy-3-
methylacetophenonne
2-Butanone,1-(acetyloxy)
2- Propanone,1 —
(acetyloxy)

2- Propanone, 1-hydroxy
Butyrolactone
Alpha.-Amino-gama-

951

842

932

958

848

986

968

971

965

942

948
848
825

830
876
996

X X X X

X

X X

xX X

X X
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Amanteigado

Nota suave, fresca, jasmin

Noz

Doce caramelico, sabor doce



butyrolactone
2-Methoxy-4-vinyphenol
Acetyl-3-methylpyrazine
Pyrazine,3-ethyl-2,5-
dimethyl

Pyrazine,methyl
Pyrazine,2,6-dimethyl

Pyrazine, 2,5-dimethyl
Pyrazine,2- ethyl-3,5-

dimethyl

Pyrazine, 2-ethyl-6-
methyl

Pyrazine, 2-ethyl-3-
methyl

Pyrazine, trimethyl
5-H-5-Methyl-6,7-
dihydrocyclopentapyrazin
e

2-1soamylpyrazine

1,3- Diazine
1-(6-Methyl-2-
pyrazinyl)-1-ethanone
Pyrazine, 2-methyl-5-(1-
propenyl)-,(E)
3-Pyridinol

Pyridine, 3-(2-
methylpropyl)
4(H)-Pyridine, N-acetyl

975
892

829

754
784
823

835

806

813
817

829
990
911
895

905
1009
876

896

X X X X

X X

X X

X X

X X
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Aveld, terroso, batata

Noz, torrado, doce, sabor
suave

Sabor verde

Batata fritas, chocolate,
sabor de amendoin torrado

Chocolate, cacau, torrado

Sabor aveld torrado

Noz e torrado

Frutas verdes



2-Pyrrolidinone
2,5-Pyrrolidinedione, 1-
(2-methylene-3-butenyl)
1H-Pyrrole,1-(2-
furanylmethyl)

2- Pyrrolidinone, 1-butyl
1H-Pyrrole-2-
carboxaldehyde,1-methyl
1H-Pyrole-2-
carboxaldehyde
2-Thiophhenemethanol
2-Cyclopente-1one,3-
ethyl-2-hydroxy
1,2-Cyclopentanedione,
3-methyl-

Menthyl acetate

3- Hydroxypyridine
monoacetate

Menthyl salicylate
2-Naphthalenol
Benzonitrile, 4-hydroxy-
3-methoxy

Cyclopropyl carbinol
p-Nitrophenyl salicylate
Cyclohexadecane
Piracetam

Acetamide, N-(2-
methoxyphenyl)
Thiophene , 2,3-dihydro

964

1003

916
859

873

950
937
937

922
929
907

927
910

899

963
932

970
989

984
997

X X X X

x

x

X X X X X
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Pipoca (Bressani 2018)

Café, Vegetal cogumelo
(Bressani 2018)



Dibutyl phthalate 1036
Squalene 1077
Homosalate 1008
Indole 1100

Acetamide,2-(4-
morpholyl)-N-(4,5,6,7- 1002
tetrahydro-2-cyano)
Bis(2-furfuryl) disulfide 1021

Diethylene glycol
monododecyl ether 1029
Caffeine 1132
2-Propanam_|ne, N- 996
methyl-N-nitroso

962

1-Naphthalenol,2-amino

X

X X X X

X

X
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Sabor inodoro

Furanos com funcdo aldeido
Notas florais

IRL: indice de retencdo linear experimental. Percepcdo sensorial obtidas de Bressani et al., 2018; Martinez et al., 2017; Ribeiro et al., 2018; Lee et al.
(20164, 2016b); Flament (2002). — ndo encontrado. PCA foi realizada através da area de cada composto obtido dos picos na anélise de GC-MS.
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