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RESUMO

O café e a bebida nédo alcotlica mais consumida no mundo e o Brasil € o maior produtor
e exportador de café. Existe uma grande diversidade de microrganismos presentes naturalmente
no café, como bactérias, fungos e leveduras que podem influenciar de maneira benéfica na
qualidade final do produto. Neste trabalho, foi avaliado novas cepas de leveduras para potencial
utilizacdo como culturas iniciadoras nos cafés arabica e conilon. Foram avaliadas 56 cepas das
espéecies Cystofilobasidium ferigula (10), Rhodotorula mucilaginosa (5), Debaryomyces
hansenii (1), Wickerhamomyces anomalus (4), Hanseniaspora uvarum (7), Hanseniaspora
opuntiae Cadez (2), Pichia kluyveri (2), Pichia fermentans (2), Meyerozyma guilliermondii (6)
e Meyerozyma caribbica (17). Teste enzimaticos foram realizados para avaliar a atividade da
pectina liase e poligalacturonase nas cepas e ao final foram selecionadas 34 que apresentaram
melhor atividade enzimatica. A fermentacdo em meio de casca e polpa de café foi realizada
para avaliar o crescimento e também o0s compostos organicos e volateis obtidos a partir da
fermentacdo com diferentes cepas. As técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa com espectrémetro de massa foram realizadas para caracterizar o perfil
dos acidos organicos e compostos volateis. O crescimento das cepas no ultimo tempo de
fermentacéo (48 h) foi em torno de 10°'UFC/mI para o café arabica e conilon. Os compostos
organicos detectados foram o acido malico, citrico e succinico. As cepas Meyerozyma
guilliermondii CCMA1737 e a Meyerozyma caribbica CCMA1993, seguidas das Meyerozyma
caribbica CCMAI1617, Meyerozyma caribbica CCMA1992, Meyerozyma caribbica
CCMA1950, Meyerozyma caribbica CCMAL1735, Pichia kluyveri CCMAL1658,
Cystofilobasidium ferigula CCMAL1647 e Hanseniaspora uvarum CCMA1944 foram
selecionadas como potenciais culturas iniciadoras para o café arabica. As cepas: Hanseniaspora
uvarum CCMA1895, Rhodotorula mucilaginosa CCMA1663, Pichia kluyveri CCMA1652,
Meyerozyma caribbica CCMA1950, Hanseniaspora uvarum CCMA1944 foram selecionadas
como potenciais culturas indicadoras para o café conilon. Além disso, 0 comportamento das
potenciais culturas iniciadoras deve ser avaliada durante o processo fermentativo do café

arabica e conilon.

Palavras-chave: Café. Fermentacdo. Culturas iniciadoras.



ABSTRACT

Coffee is the most consumed non-alcoholic beverage in the world and Brazil is the
largest producer and one of the largest exporters of it. There is a great diversity of
microorganisms naturally present in coffee, such as bacteria, fungi and yeasts that can
beneficially influence the final quality of the product. In this work, new yeast strains were
evaluated for possible use as starter cultures in arabica and conilon coffees. A total of 56 strains
of the species were evaluated Cystofilobasidium ferigula (10), Rhodotorula mucilaginosa (5),
Debaryomyces hansenii (1), Wickerhamomyces anomalus (4), Hanseniaspora uvarum (7),
Hanseniaspora opuntiae Cadez (2), Pichia kluyveri (2), Pichia fermentans (2), Meyerozyma
guilliermondii (6) and Meyerozyma caribbica (17). Enzyme tests were carried out to evaluate
the activity of pectin lyase and polygalacturonase in the strains and, in the end, 34 were selected
that showed better enzymatic activity. Fermentation in coffee husk and pulp medium was
carried out to evaluate the growth and also the organic and volatile compounds obtained from
the fermentation with different strains. The techniques of high-performance liquid
chromatography and gas chromatography with mass spectrometer were performed to
characterize the profile of organic acids and volatile compounds. The growth of strains in the
last fermentation time was around 10’CFU/mL for arabica and conilon coffee. The organic
compounds detected were malic, citric and succinic acid. The strains: Meyerozyma
guilliermondii CCMA1737 and Meyerozyma caribbica CCMA1993, Meyerozyma caribbica
CCMA1617, Meyerozyma caribbica CCMA1992, Meyerozyma caribbica CCMA1950,
Meyerozyma caribbica CCMAL1735, Pichia kluyveri CCMA1658, Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1647, and Hanseniaspora uvarum CCMA1944 were selected as potential starter cultures
for Arabica coffee. The strains: Hanseniaspora uvarum CCMA1895, Rhodotorula
mucilaginosa CCMA1663, Pichia kluyveri CCMA1652, Meyerozyma caribbica CCMA1950,
Hanseniaspora uvarum CCMA1944 were selected as potential initiator cultures for conilon
coffee. In addition, the behavior of potential starter cultures should be evaluated during the

fermentation process of arabica and conilon coffee.

Keywords: Coffee. Fermentation. Starter cultures.
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1- INTRODUCAO

O café é a bebida ndo alcodlica mais consumida no mundo, sendo o Brasil o maior
produtor e exportador, seguido pelo Vietnda e Colémbia (ICO, 2020). A crescente producéo,
comercializacdo e consumo do café mostra a grande importancia econémica do café
mundialmente (SAKIYAMA; FERRAO, 2015). Entre as espécies de café se destacam o Coffea
arabica sendo a mais consumida mundialmente, seguido do Coffea canefora (BERTRAND et
al., 2003).

Entre as principais diferencas das duas espécies de café temos as propriedades sensoriais
do café torrado. O café arébica apresenta aroma e sabor mais intensos, acidez e amargor
balanceados com notas achocolatadas e amendoadas. Enquanto o café conilon apresenta um
sabor mais amargo, com notas amadeiradas e terrosas, remetendo a cereais (AGNOLETTI et
al., 2019).

Durante o processamento de pds-colheita do café, a etapa de fermentacdo do fruto é de
extrema importancia pois favorece o aumento da qualidade sensorial da bebida (BRESSANI et
al., 2020). Sendo assim, a fermentacao do café torna-se uma alternativa economicamente viavel
para que se obtenha cafés com aromas e sabores diferenciados, fazendo com que se agregue
valor ao produto final (MARTINEZ et al., 2019; MARTINS et al., 2019, 2020).

A etapa de fermentacdo ocorre de forma espontdnea a partir da degradacdo da
mucilagem que esta presente ao redor dos grdos, uma vez que este apresenta elevada quantidade
de substancias pécticas (AGATE; BHAT, 1966). Inicialmente acreditava-se que a degradacao
dessas substancias pécticas ocorria a partir de enzimas pectinoliticas produzidas pelo proprio
fruto. Entretanto, hoje ja se sabe que essas enzimas ndo sdo suficientes e que a acdo microbiana
também se faz necessaria (FRANK; LUM; DELACRUZ, 1965). Essas substancias sdo
degradadas pelas pectinases, enzimas produzidas por bactérias e leveduras (PUERTA, 2013).

Durante a etapa de fermentacéo, culturas iniciadoras podem ser utilizadas para induzir
0 processo de fermentacdo e assim melhorar a qualidade sensorial da bebida (BRESSANI et
al., 2020). Essa melhora na bebida ocorre devido a producéo de enzimas extracelulares e acidos
organicos que séo produzidos, por exemplo, por leveduras. O seu metabolismo pode acarretar
a hidrdlise de macromoléculas, produzindo importantes precursores de aroma, como agucares
redutores, aminoacidos e acido clorogénico (LEE et al., 2015).

Leveduras das espécies como Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii,
Hanseniaspora opuntiae Cadez, Hanseniaspora uvarum, Pichia anomala e Pichia kluyveri, ja

foram estudadas e utilizadas na fermentacdo do cafe, como culturas iniciadoras, atribuindo
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caracteristicas desejaveis ao produto final (ARAUJO, 2015; ASSIS, 2012; MASOUD;
JESPERSEN, 2006; SILVA et al., 2008)

Desta forma, € importante a selecdo de novas cepas de leveduras que possam vir a ser
utilizadas como culturas iniciadoras durante o processo de fermentacao do café com o intuito
de gerar atributos especificos para 0 mesmo. Assim, o objetivo deste trabalho sera selecionar
novas cepas de leveduras para fermentacdo em cafés arabica (Coffea arabica L.) e conilon

(Coffea canephora P.).

1.1 - Objetivos gerais
O presente trabalho teve como objetivo selecionar de novas cepas de leveduras na fermentacao

do café arabica (Coffea arabica) e conilon (Coffea canephora P.).

1.2 - Objetivos especificos

o Realizacdo de testes enzimaticos com as cepas para verificar a producao de pectina liase
e poligalacturonase.

o Avaliacéo do potencial fermentativo das melhores cepas de leveduras em meio de casca
e polpa de café.

o Avaliacdo dos compostos organicos e volateis produzidos por cada uma das cepas
selecionadas pela etapa de producdo enzimatica.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Cafeicultura brasileira

H& mais de um século, o Brasil vem se destacando no mercado cafeicultor mundial
como maior produtor e um dos maiores exportadores de café, sendo responsavel por cerca de
um ter¢o da producdo mundial. Por se tratar de um produto natural, com aromas e sabores
distintos, o café ¢ uma das bebidas mais aceitas e apreciadas no mundo (SANTOS, 2019). Sendo
assim, a producéo do café tem impacto direto na economia mundial, principalmente a brasileira.

Nos ultimos 23 anos, a menor produtividade do café ocorreu em 2003, devido a baixa
bienalidade (elevada producdo em 2002), redugéo dos cuidados com as plantac¢des (adubagéo e
tratamento fitossanitario) e reducdo das chuvas que consequentemente, contribuiram para o
atraso na floracdo. Também pode-se atribuir a reducdo da produtividade no inicio da década de
2000 com a desvalorizacdo do café devido a queda dos precos internacionais, pois enquanto em
1997 o café era cotado a US$143,38 por libra-peso, em 2002 esse valor chegou a US$34,95
(Figura 1) (CONAB, 2020).

Figura 1 - Produtividade média (toneladas por hectare).
Dados de 1996 a 2019, precos internacionais do café em gréo, em centavos de dolar por libra-

peso e média mével de 10 anos
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Fonte: Campos (2022).

De acordo com Caldarelli, Gilio e Ziberman (2019), a especializacdo na producao de
café de baixa qualidade com baixo custo de producdo no Brasil faz com que se tenha uma perda

para 0s competidores internacionais que investem principalmente em qualidade, certificacéo e
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promogao internacional do café, como a Colémbia. Além disso, outros paises entraram na
competicéo de cafés de baixo custo, como é o caso do Vietnd, Indonésia, india e China.

As espécies mais cultivadas nas variadas regides cafeeiras do mundo sdo Coffea arabica
L. e Coffea canephora P. representando, praticamente, 100% de todo o café comercializado. O
café arabica representa cerca de 70% na producdo mundial e o café canéfora 30%
(APARECIDO, 2021). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020), no
Brasil no ano de 2020 houve um aumento de 25% em relacao as sacas de 60 quilos beneficiadas

dos tipos arabica e robusta quando comparado com o0 ano anterior.

2.2 - Composicao quimica do café

O fruto de café € constituido de seis partes principais: o0 embrido, a casca (epicarpo),
polpa (endocarpo/pergaminho), mucilagem (mesocarpo), pelicula prateada (espermoderma) e
semente (endosperma) (VILELA, 2011). Dentre as especies mais cultivadas, o cafe arabica
apresenta melhor qualidade, proporcionando uma bebida de maior valor comercial e alcangando
precos superiores aos da canéfora, cuja bebida é considerada neutra, muito usada nas misturas
ou blends e na inddstria de café soltvel, sendo favorecida pelo preco reduzido ou pela
concentracdo de solidos soluveis, o que representa um maior rendimento industrial (SANTOS,
2019).

Figura 2 — Partes do café.

Fonte: Da autora (2022).
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Entre o café arabica e conilon existem varias diferencas, variando desde o nimero de
cromossomos (44 e 22, respectivamente), o tempo entre florada, fruto maduro (7-9 e 10-11
meses, respectivamente) e as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da bebida. O café
arabica possui pre¢co mais elevado no mercado mundial quando comparado ao café canéfora
(MAXIMINO, 2018). A Tabela 1 apresenta a composicdo em porcentagem dos residuos de

casca e polpa do cafe.

Tabela 1 — Composicdo quimica dos residuos do café.

Componentes (%) Polpa (via imida) Casca (via seca)
Umidade 82,4 13,0-15,0
Cinzas 7,3 5,4-6,2
Carboidratos 21-32,3 57,8-72,3
Celulose 63,00 24,5-43,0
Hemicelulose 2,3-3,6 7,0-11,0
Proteina 7,5-15,0 7,0-9,2
Lipideos 2,0-7,0 0,3-2,0
Fibra total 60,5 24-30,8
Polifenais totais 1,5-2,6 0,8-1,2
Acucar total 9,7-14,4 22,8-26,5
Substancia péctica 6,5 1,6
Lignina 14,3-17,5 23,7-28,3
Taninos 1,8 - 8,56 4,5-9,3
Acido clorogénico 2,4-2,6 2,5
Cafeina 1,3-1,5 1,0-1,3

Fonte: Duran et al. (2017).

A principal diferenca entre as duas espécies esta nas propriedades sensoriais do café
torrado. O café arabica apresenta aroma e sabor mais intensos, acidez e amargor balanceados
com notas achocolatadas e amendoadas. Ja o café robusta é mais amargo, com notas
amadeiradas e terrosas, remetendo a cereais. Existe também caracteristicas fisicas que
diferenciam o grdo do arabica com o conilon. O gréo do café arabica tem um formato oval e
com a cor amarelo-esverdeado, enquanto o grdo conilon é mais arredondado e de cor marrom
amarelada (SENAR, 2017) (Figura 3).

Figura 3 - Café arabica (esquerdo) e robusta (direito) cru.
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Fonte: Agnoletti et al., (2019).

Existem alguns compostos quimicos que sdo fundamentais e caracterizam
sensorialmente os cafés quando os mesmos sdo submetidos ao processo de torra, visto que sdo
precursores de reacdes, como o &cido clorogénico, cafeina, aclcares redutores e trigonelina. O
acido clorogénico (ACG), sofre forte degradacdo no processamento térmico e da origem a
compostos volateis, como os fendlicos, que sdo importantes para o sabor do café. A cafeina
possui propriedades estimulantes e fornece amargor caracteristico, contribuindo para a
qualidade final da bebida. A trigonelina é uma n-metilbetaina responsavel pela formagédo de
produtos de degradacdo como pirrois e piridinas que sdo importantes para o aroma do café.

Em relacdo aos teores de cafeina, o café canéfora apresenta, em média, o dobro de
quantidade encontrada no café arabica. Os valores de acidos clorogénicos totais também séo
maiores para a espéecie canéfora. Por outro lado, quanto aos teores de agulicares, a sacarose €
encontrada em dobro no café arabica. Além disso, o teor de trigonelina também € maior para o
café arabica. Tanto a cafeina como os acidos clorogénicos sdo frequentemente relacionados
com o amargor e a adstringéncia (AGNOLETTI et al., 2019).

O café também apresenta varios constituintes quimicos volateis, dentre eles temos
principalmente &cidos, aldeidos, cetonas, aclcares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos,
compostos fendlicos, que no café, esta relacionado ao seu sabor caracteristico. O aroma
caracteristico do café torrado esti ligado a uma série de reacBes térmicas como pirdlise,
caramelizacéo e reacGes de Maillard, durante a torra, que resulta na degradacdo dos compostos
volateis e ndo volateis do processamento pds-colheita e dos volateis derivados termicamente
(LEE et al., 2015; RODRIGUES, SANDY DIAS et al., 2020).
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2.3 - Processo fermentativo do café

O processo fermentativo do café ocorre de forma espontanea no café cereja. O tempo
de fermentacdo depende do estdgio de amadurecimento do fruto, variedade utilizada do cafe,
temperatura, pH e tipos de microrganismos presentes. A temperatura e o pH, podem influenciar
diretamente na fermentacdo. Durante o processo fermentativo tem-se a degradacdo da
mucilagem por enzimas produzidas pelos microrganismos presentes no café. Assim, os graos
de café absorvem os compostos oriundos da fermentacao da mucilagem, o que vem a alterar as
caracteristicas do cafe, trazendo diferentes sabores e compostos quimicos e volateis no café
(RODRIGUES, GUILHERME ZATTI; CUNHA, 2020). Os frutos do café podem ser
processados de trés formas: natural (seca), via semisseca e via Umida. O processamento por via
semisseca, nada mais é que uma variacdo do processamento via imida. Onde a fermentacéo,
diferente dos de via Umida, ocorre diretamente no terreiro (VILELA, 2011).

No processamento via natural os frutos sdo colhidos, separados de acordo com sua
maturacdo, lavados e encaminhados para secagem, que pode ser realizada ao sol em terreiros,
ou em secadores mecanicos e o tempo de secagem depende do teor de umidade que deve atingir
aproximadamente 12% podendo levar até 4 semanas (BOREM et al., 2008). No método
semisseco, a casca, a polpa e a mucilagem parcial ou total s&o removidas mecanicamente e
conduzidas a secagem onde ocorre a fermentacdo diretamente nos terreiros, sendo que a
quantidade de mucilagem removida depende do maquinario que foi utilizado. J& o
processamento via Umida, ocorre a retirada parcial ou completa da mucilagem do café de forma
mecanica ou manual, e o café é transferido para tanques com agua onde ira ocorrer a
fermentacdo por 24 a 72h dependendo das condi¢des do ambiente. Nesta etapa tem-se a
degradacdo e solubilizacdo da mucilagem e em seguida os gréos de café sdo removidos do
tanque e levados para terreiros para secagem ao sol (FREITAS, 2018; LEE et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2018). O tipo de processamento e os fatores econdémicos definem a escolha da
técnica de secagem (DE MELO PEREIRA et al., 2019).

Antigamente a fermentacdo era vista como um processo prejudicial para as
caracteristicas desejaveis do café. Ap6s muitos estudos foi comprovado que o processo de
degradacdo causada por microrganismos, que ocorre durante a fermentagdo, gera compostos
que podem influenciar positivamente na qualidade da bebida. Estudos feitos por FILETE et al.
(2020) mostraram resultados positivos durante a fermentagdo anaerdbica controlada do cafe.
Evangelista et al. (2014) também demonstrou melhora nos atributos sensoriais do café apos a

utilizacdo de culturas iniciadoras no processamento seco.
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No entanto, essa fermentacdo, que ocorre de forma natural durante o processo de
secagem, deve ser realizada de maneira controlada pelos produtores para ndo levar a
caracteristicas indesejadas (DORTA et al., 2021). Ter um controle da fermentacao dos frutos
do café é uma alternativa para melhoria da qualidade da bebida (RODRIGUES, GUILHERME
ZATTI; CUNHA, 2020).

Os microrganismos presentes na etapa de colheita e processamento do café sdo
denominados de microbiota e a mesma é composta de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. A partir do conhecimento do papel desses microrganismos se obtém o produto
final com a qualidade desejada. Esses microrganismos utilizam os compostos da mucilagem e
da polpa como nutrientes. Assim, &cidos organicos e outros metabdlitos sdo secretados
interferindo nos atributos sensoriais da bebida. No inicio do processo fermentativo a populacéo
de bactérias € maior do que a de leveduras, independentemente do processo empregado. A
microbiota natural dos graos de café vem sendo estudada e empregada na fermentagdo do café
utilizando como culturas iniciadoras (FREITAS, 2018; RODRIGUES, GUILHERME ZATT]I,
CUNHA, 2020).

A partir do controle da fermentacéo é possivel que sejam produzidos cafés com sabores
e aromas especiais tais como doces, citricos, frutados e amanteigados. Durante esse processo
ocorre natural ou controlada. E durante esse processo, com temperatura e tipo de processo
definidos, que os gréos absorvem os compostos resultantes da fermentacdo da mucilagem,
modificando caracteristicas, intensidade, sabores, compostos quimicos e volateis presentes no
grdo do café fermentado (RODRIGUES, GUILHERME ZATTI; CUNHA, 2020).

2.4 - Uso de culturas iniciadoras e producéo de enzimas

O processo de utilizagdo de culturas iniciadoras consiste na selecdo dos
microrganismos que serdo inoculados diretamente na matéria-prima, predominando sobre a
microbiota e promovendo as alteracdes desejadas no produto final (DORTA et al., 2021;
FREITAS, 2018).

O emprego de culturas iniciadoras durante o processo de fermentacdo do café leva ao
aumento da qualidade e diversifica as nuances sensoriais dos cafés produzidos. Pesquisas atuais
sdo dedicadas a selecéo de leveduras fermentadoras do fruto do café, como as que produzem
ésteres, uma vez que essa classe apresenta grande relevancia na produgdo de compostos volateis
que séo positivos para o produto final. As bacterias do acido lactico também estdo sendo usadas
para producdo de éster, como por exemplo, acetato de etila, isobutirato de etila e acetato de
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hexila. O uso dessas bactérias permite o controle do crescimento de microrganismos
indesejaveis como fungos filamentosos, especialmente aqueles produtores de ocratoxina (DE
MELO PEREIRA etal., 2019; DORTA et al., 2021; MASSAWE; LIFA, 2010; ZHANG et al.,
2019).

Estudos como de Silva et al. (2013), descrevem as etapas utilizadas para a realiza¢éo da
selecdo de novas culturas iniciadoras para o café. Estes estudos selecionam microrganismos
que sdo pectinoliticos, avaliam o comportamento do mesmo em meio de cultura de polpa de
café, e utilizam os critérios para selecionar microrganismos para fermentacao do café baseados
na producdo de pectina liase, producdo de compostos organicos e volateis e auséncia de
producdo de metabolitos indesejaveis que poderiam vir a afetar negativamente o produto final.

Na fermentacao do café ocorrem diversos processos bioguimicos, produzindo enzimas
pelas leveduras e bactérias que estdo na mucilagem, fermentando e degradando agucares,
lipidios, proteinas e &cidos, que sdo convertidos em &lcoois, &cidos, ésteres e cetonas. Essas
substancias convertidas alteram as caracteristicas sensoriais dos gréos de café (RODRIGUES,
GUILHERME ZATTI; CUNHA, 2020).

Existem diversas enzimas no café, principalmente polifenoloxidases, proteases e
lipases, que sdo ligadas a oxidacdo dos graos, processo que acontecendo de forma controlada
favorece a qualidade sensorial da bebida. Estas enzimas sdo naturais do grdo, mas podem vir
de origem microbiana e degradam, principalmente, a mucilagem. As enzimas pectinoliticas e
as celuloliticas também estdo envolvidas no processo de fermentacdo (FREITAS, 2018).

As pectinases sdo importantes na fermentacdo de café, pois aceleram o processo de
fermentacdo, ajudando a remover a camada de mucilagem do grdo. Essa mucilagem é
constituida de trés quartos de substancias pécticas, celulases e hemicelulases presentes no
preparo enzimatico ajudam na digestdo da mucilagem. O que leva a diminuicdo do tempo
fermentacdo do processamento do café que pode ser reduzido de 40 a 80 horas para 20 horas
por tratamento enzimatico. Além de que se utilizada de maneira controlada, as enzimas pécticas
podem levar ao aumento da qualidade do produto final, a partir da diminuicdo do tempo de
fermentacdo (CARR, 1985).

Utilizar culturas iniciadoras durante a fermentacdo garante um produto final com
qualidade sensorial elevada e também permite a padronizagédo deste produto. A velocidade e
tipos de produtos sdo dependentes dos seguintes fatores que afetam o metabolismo dos

microrganismos: temperatura externa, tipo de fermentacédo aplicada, tempo de processamento,
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qualidade do café despolpado utilizado, acidez do substrato, disponibilidade de oxigénio e
higiene (FREITAS, 2018; RODRIGUES, GUILHERME ZATTI; CUNHA, 2020).

Masoud et al. (2004) e Silva et al. (2008) observaram em seus estudos que as espécies
de leveduras mais frequentes durante o processamento de café sdo Pichia kluyveri, Pichia
anomala, Hanseniaspora uvarum, Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii e
Torulaspora delbrueckii. Essas leveduras sdo consideradas grandes produtoras de pectinase.

Estudos atuais mostram que algumas espécies de leveduras podem vir a ser utilizadas
como culturas iniciadoras, dentre elas destacam-se algumas leveduras que foram submetidas a
testes de atividades de poligalacturonase, pectina liase e pectina metilesterase como
Saccharomyces sp., Pichia sp., Candida sp. e Torulaspora sp.. Estas leveduras apresentaram
maior eficiéncia em relacdo a atividade pectinolitica para a degradacdo da mucilagem durante
a fermentacdo do café (SILVA et al., 2013).

Além disso, algumas leveduras como Debaryomyces hansenii e Cystofilobasidium
ferigula, mesmo ndo sendo utilizadas como indculos, foram detectadas durante a fermentagéo
do café (EVANGELISTA, 2014). Outras pesquisas mostraram que leveduras como Pichia
anomalus e Debaryomyces hansenii podem ser utilizadas na reducdo da esporulacao de fungos
potencialmente toxigénicos e naturalmente presentes em frutos de café (RAMOS et al., 2010).
Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, Hanseniaspora opuntiae Cadez,
Hanseniaspora uvarum, Pichia anomala e Pichia kluyveri apresentam potencial biol6gico para
producdo de pectinase, sendo importantes microrganismos na degradacdo da mucilagem do
café, além de apresentar um bom potencial para producdo de atributos aromaticos durante a
fermentacdo (ARAUJO, 2015; ASSIS, 2012; MASOUD; JESPERSEN, 2006; SILVA et al.,
2008). Também foi visto que leveduras como a Rhodotorula mucilaginosa apresentaram bons
resultados na producdo de carotenoides durante a fermentacdo do café (DIAS, 2016) e
Wickerhamomyces anomalus demonstrou uma boa atividade de B-glucosidases. (TOFALO et
al., 2012).

Assim, conhecer sobre estes microrganismos e as enzimas atuantes na fermentacao do café,
bem como selecionar culturas iniciadoras possibilita a producéo de bebidas com caracteristicas
sensoriais diferenciadas (FREITAS, 2018; RODRIGUES, GUILHERME ZATTI; CUNHA,
2020).

3- METODOLOGIA

3.1 - Microrganismos
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As cepas de leveduras isoladas dos frutos de cafés arabica e robusta foram obtidas na
Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA, Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG). Cystofilobasidium ferigula, Rhodotorula mucilaginosa, Debaryomyces hansenii,
Wickerhamomyces anomalus, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora opuntiae Cadez, Pichia
kluyveri, Pichia fermentans, Meyerozyma guilliermondii e Meyerozyma caribbica foram
previamente isoladas do fruto do café Coffea arabica L. e do Coffea canephora P. durante os
processos fermentativos natural e cereja descascado, totalizando 56 cepas (Tabela 2)
(EVANGELISTA et al., 2015; MARTINS et al., 2020; PEREIRA, PRISCILA VARGAS et al.,
2021; PEREIRA, THAYANNA SCOPEL et al., 2022; RIBEIRO et al., 2018).

Tabela 2 - Isolados obtidos pela Colecédo de Culturas da Microbiologia Agricola.

Cddigo Espécie Espécie do Trabalho que foi
CCMA do Microrganismo Café isolado
| | " (EVANGELISTAet
CCMA0465 Pichia fermentans Coffea arabica L. al., 2015)
(EVANGELISTA et
CCMA0466 Pichia fermentans Coffea arabica L. al., 2015)
(EVANGELISTA et
CCMAO0468 Debaryomyces hansenii Coffea arabica L. al., 2015)
(MARTINS et al.,
CCMAL1615 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMA1616 Meyerozyma guilliermondii Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMALl617 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMA1619  Cystofilobasidium ferigula Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMA1621  Cystofilobasidium ferigula Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMA1622  Rhodotorula mucilaginosa Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMA1623  Cystofilobasidium ferigula Coffea arabica L. 2020)
(MARTINS et al.,
CCMAL1624 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2020)

CCMA1631  Cystofilobasidium ferigula Coffea arabica L. (MARTINS et al.,



CCMA1634

CCMA1635

CCMA1636

CCMA1637

CCMA1639

CCMA1640

CCMAL1646

CCMA1l647

CCMA1649

CCMA1650

CCMA1651

CCMAL1652

CCMA1653

CCMA1654

CCMA1658

CCMA1659

CCMA1660

CCMA1662

Meyerozyma caribbica

Meyerozyma caribbica

Cystofilobasidium ferigula

Rhodotorula mucilaginosa

Hanseniaspora uvarum

Wickerhamomyces anomalus

Rhodotorula mucilaginosa

Cystofilobasidium ferigula

Cystofilobasidium ferigula

Wickerhamomyces anomalus

Cystofilobasidium ferigula

Pichia sp.

Meyerozyma sp

Cystofilobasidium ferigula

Pichia sp.

Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus

Rhodotorula mucilaginosa

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)
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CCMA1663

CCMAL1665

CCMAL1733

CCMA1734

CCMAL1735

CCMAL1736

CCMAL1737

CCMAL1738

CCMAL1739

CCMAL1740

CCMA1892

CCMA1893

CCMA1895

CCMA1942

CCMA1944

CCMA1949

CCMA1950

CCMA1951
CCMA1952

Rhodotorula mucilaginosa
Cystofilobasidium ferigula
Hanseniaspora opuntiae Cadez
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma guilliermondii
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora opuntiae Cadez
Hanseniaspora uvarum
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica

Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea canephora P.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.

Coffea arabica L.
Coffea arabica L.

(MARTINS et al.,
2020)

(MARTINS et al.,
2020)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,
2021)

(PEREIRA et al.,

22
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2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1953 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1954 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1992 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1993 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1995 Meyerozyma caribbica Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA1996 Hanseniaspora uvarum Coffea arabica L. 2021)
(PEREIRA et al.,

CCMA2016 Hanseniaspora uvarum Coffea arabica L. 2021)

Fonte: Da autora, 2022.

As cepas de leveduras foram reativadas e mantidas em YEPG liquido (em g L-1: extrato
de levedura 10; peptona 20; glicose 20) e a mesma quantidade glicerol liquido 40%, a —80 ° C

para posteriores analises. O experimento foi conduzido conforme a Figura 4.

Figura 4 - Fluxograma do experimento.
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Fonte: Da autora, 2022

3.2 - Pectinases

A producdo de pectinase foi determinada pelos métodos descritos por Schwan et al.
(1997) e Silva et al. (2013) com modificacGes. As leveduras foram cultivadas em placas com
meio mineral. O meio mineral contém: 5% de glicose, 0,6% de KH2PO4, 0,1% de extrato de
levedura, 0,2% (NH4) SO4, 1,5% de agar e 0,1 ml de solugdes: FeSO4 0,0001%, MgSOa 0,02%,
CaCl:z 0,0002%, H:BOs 0,0002%, MnSQOs4, 0,0014%, ZnSO4 7H20, 0,001%, CuSO45H:0.

Foi realizado dois meios diferentes, o meio MP5 que foi utilizado como substrato para
determinacéo da atividade da poligalacturonase (PG), onde foi adicionado ao meio mineral e
0,5% acido poligalacturénico, e 0 meio MP7 que continha o0 meio mineral e 0,5% pectina que
foi utilizado como substrato para a determinacao da atividade da pectina liase. As cepas foram
inoculadas em meio YEPG liquido por 24h a 28°C. Em seguida foi realizado o plagueamento
por microgota em placas de petri contendo meio MP5 e meio MP7. As placas foram incubadas
a 28° por 48h e o plagueamento foi realizado em triplicata. A atividade enzimatica foi indicada
a partir da formacdo de um halo claro ao redor das col6nias ap6s a precipitacdo do acido

poligalacturénico ou da pectina com 1% de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB).

3.3 - Avaliacdo de crescimento em meio & base de cafée

A fermentacdo das leveduras foi realizada em meio de cultura contendo polpa de café
(CPM) conforme descrito em Silva et al. (2013) com modificacdes. O preparo do meio CPM
foi realizado com 20% (Vv/v) de extrato de casca e polpa de café fresco e 15 g/L de glicose. O
pH foi ajustado para 5,5. O extrato foi preparado com 200 g da casca e polpa de café, misturado
em 1 L de agua, triturado no liquidificador por 5 min e filtrado. Em seguida, o meio foi
esterilizado a 121°C por 15 min. Foi utilizado o mesmo lote de casca e polpa em todos 0s
experimentos para que ndo se tenha diferencas na composicdo quimica.

As leveduras foram crescidas em YEPG até uma concentragdo de 10® UFC/ml. Em
seguida as células foram centrifugadas e ressuspensas em meio CPM. Assim, 10 ml de in6culo
(x10® UFC/ml) foi transferido para frascos de 500mL contendo 90 ml de meio CPM que foi
mantido a 28°C por 48h. As amostras foram coletadas em intervalos de 0, 24 e 48h de
fermentagdo para realizagdo de analise de crescimento por microgota, foram coletadas amostras
nos tempos de 0 e 24h para analise de carboidratos, compostos organicos e volateis, também

foi realizada a medicgéo do pH e do °Brix nos tempos 0 e 48h. As fermentacdes foram realizadas
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em duplicata. Os resultados foram avaliados com auxilio do software Sisvar, a partir do teste
de Scott-Knott.

3.4 - Andlise acidos orgéanicos

Inicialmente as amostras foram centrifugadas duas vezes a 10000 rpm, 4°C por 10 min.
As amostras tiveram o seu pH ajustado com acido percloérico até 2.1, em seguida foram filtradas
para que pudessem ser injetadas.

Os é&cidos organicos foram avaliados durante os tempos 0 e 48h por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usando um cromatdgrafo Shimadzu, modelo LC-10A i
(Shimadzu Corp. Japéo). Foi utilizada uma coluna Shimpack SCR-101H (7,9 mm x 30 cm) com
uma solucdo 100 mM de acido perclérico com uma taxa de fluxo de 0,6 ml / minuto como a
fase movel. A temperatura do forno foi mantida a 50°C. Esses foram detectados por meio de
absorbancia de UV (210 nm). Os compostos foram identificados pela comparagdo de seus
tempos de retencdo com os tempos de retencdo de padrdes certificados. Os &cidos foram
quantificados por meio de curvas de calibracdo obtidas a partir de compostos padréo que foram
0s acidos succinico, acetico, malico, latico e citrico. Os testes foram realizados em duplicatas
(RIBEIRO et al. 2020).0s resultados foram avaliados com auxilio do software Sisvar, a partir
do teste de Scott-Knott.

3.5 - Compostos volateis

Os compostos volateis foram analisados no primeiro e no Gltimo tempo de fermentacao
(0 e 48h), usando microextracdo de headspace de fase sélida (HS-SPME) de acordo com
Evangelista et al. (2014). O meio CPM fermentado com a respectiva levedura foi diluido em
agua destilada em proporcdo de 1/10 (100 uL de meio para 900 uL de &dgua destilada) e colocado
em um frasco de 15 ml hermeticamente fechado. Em seguida o meio foi equilibrado por 15 min
a 60 °C e exposta ao meio CPM fermentado por 30 min na mesma temperatura. O meio foi
analisado a partir de um cromatografo de gas (GC) Shimadzu QP2010 GC equipado com
espectrometria de massa (MS) e uma coluna capilar de silica Carbo-Wax 20 M (30 m x 0,25
mm x 0,25 mm). A temperatura do forno foi mantida a 60°C durante 5 min, depois teve um
aumento de temperatura para 230 °C a 10°C/min, por fim a mesma foi mantida a 230°C durante
15 min. O injetor e o detector foram mantidos a 230 e 240 °C, respectivamente. O gas
transportador He foi mantido a uma taxa de fluxo de 1,9 ml / min. O modo de injegédo sem
divisdo foi 230 °C por 2 min, e o detector de massa serd um quadrupolo com um sistema

eletronico de ionizagdo por impacto a 70 eV e 230 °C (VISINTIN et al., 2017). Os compostos
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volateis foram identificados comparando o espectro de massa com a biblioteca NIST11
(RIBEIRO et al. 2020). Os resultados foram avaliados com auxilio do software Heatmapper.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Atividade de pectinase das leveduras epifiticas do café

A cepas utilizadas neste estudo foram avaliadas quanto a producéo de poligalacturonase
(MP5) e pectinaliase (MP7) (Tabela 3). De acordo com Vilela et al. (2011), os microrganismos
que apresentam alta atividade de pectina liase ou alta atividade de poligalacturonase e pectina
metilesterase simultaneamente sdo importantes para o processo de fermentacdo devido a
participacdo na remoc¢do de mucilagem. Assim, esses microrganismos, por apresentarem alta
atividade, ou seja, formacdo de um halo, apresentam potencial para serem utilizados como
culturas iniciadoras.

Das 56 cepas, 34 foram selecionadas e submetidas a analise de capacidade fermentativa
em meio CPM (Tabela 4).

Tabela 3 — Andlise das leveduras a partir do teste de pectinase em meio MP7 e
MP5.

Cddigo CCMA Meio MP5 Meio MP7

Pichia fermentans -- .-
CCMA0465

Pichia fermentans -- .-
CCMAO0466

Debaryomyces hansenii -- .-
CCMAO0468

Meyerozyma caribbica -- .-
CCMAL1615

Meyerozyma guilliermondii - - --
CCMAL1616

Meyerozyma caribbica + + + +
CCMAI1617

Cystofilobasidium ferigula ++ ++
CCMAL1619

Cystofilobasidium ferigula -- --
CCMA1621




Rhodotorula mucilaginosa
CCMAL1622

Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1623

Meyerozyma caribbica
CCMAL1624

Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1631

Meyerozyma caribbica
CCMAL1634

Meyerozyma caribbica
CCMAL1635

Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1636

Rhodotorula mucilaginosa
CCMAL1637

Hanseniaspora uvarum
CCMAL1639

Wickerhamomyces anomalus
CCMAL1640

Rhodotorula mucilaginosa
CCMAL1646

Cystofilobasidium ferigula
CCMA1647

Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1649

Wickerhamomyces anomalus
CCMAL1650

Cystofilobasidium ferigula
CCMA1651

Pichia kluyveri
CCMAL1652

Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1653

Cystofilobasidium ferigula
CCMA1654

Pichia kluyveri

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++
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CCMAL1658

Wickerhamomyces anomalus
CCMA1659

Wickerhamomyces anomalus
CCMAL1660

Rhodotorula mucilaginosa
CCMAL1662

Rhodotorula mucilaginosa
CCMAL1663

Cystofilobasidium ferigula
CCMAL1665

Hanseniaspora opuntiae Cadez
CCMAL1733

Meyerozyma caribbica
CCMAL1734

Meyerozyma caribbica
CCMAL1735

Meyerozyma caribbica
CCMAL1736

Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1737

Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1738

Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1739

Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1740

Hanseniaspora uvarum
CCMA1892

Hanseniaspora uvarum
CCMA1893

Hanseniaspora uvarum
CCMA1895

Hanseniaspora opuntiae Cadez
CCMA1942

Hanseniaspora uvarum
CCMA1944

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++
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Meyerozyma caribbica -- -
CCMA1949

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1950

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1951

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1952

Meyerozyma caribbica -- -
CCMA1953

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1954

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1992

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1993

Meyerozyma caribbica ++ +t
CCMA1995

Hanseniaspora uvarum -- -
CCMA1996

Hanseniaspora uvarum -- -
CCMA2016

Tabela 4 — Cepas de leveduras selecionadas a partir do teste de pectinase em
meio MP7 e MP5

Cdédigo CCMA Espécie do microrganismo
CCMAL1631 | Cystofilobasidium ferigula
CCMA1619 Cystofilobasidium ferigula
CCMA1647 Cystofilobasidium ferigula
CCMA1651 Cystofilobasidium ferigula
CCMA1654 Cystofilobasidium ferigula
CCMA1733 Hanseniaspora opuntiae Cadez
CCMA1944 Hanseniaspora uvarum
CCMA1895 Hanseniaspora uvarum

CCMA1892 Hanseniaspora uvarum



CCMAI1l617 Meyerozyma caribbica
CCMAl624 Meyerozyma caribbica
CCMA1634 Meyerozyma caribbica
CCMA1952 Meyerozyma caribbica
CCMA1951 Meyerozyma caribbica
CCMA1954 Meyerozyma caribbica
CCMA1950 Meyerozyma caribbica
CCMA1995 Meyerozyma caribbica
CCMA1992 Meyerozyma caribbica
CCMA1993 Meyerozyma caribbica
CCMA1734 Meyerozyma caribbica
CCMA1735 Meyerozyma caribbica
CCMAL1737 Meyerozyma guilliermondii
CCMA1738 Meyerozyma guilliermondii
CCMAL1739 Meyerozyma guilliermondii
CCMA1653 Meyerozyma guilliermondii
CCMA1658 Pichia kluyveri
CCMA1652 Pichia kluyveri
CCMA1622 Rhodotorula mucilaginosa
CCMA1663 Rhodotorula mucilaginosa
CCMA1637 Rhodotorula mucilaginosa
CCMA1660 Wickerhamomyces anomalus
CCMAL1659 Wickerhamomyces anomalus
CCMA1650 Wickerhamomyces anomalus
CCMA1640 Wickerhamomyces anomalus
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4.2 - Avaliacdo de crescimento em meio a base de café

A performance fermentativa das 34 cepas foi avaliada quanto aumento populacional
(UFC/ml), reducdo do pH e °Brix do meio a base de café arabica e conilon. A populacdo
microbiana foi avaliada durante os tempos de 0, 24 e 48h (Tabela 5). No café arabica, a cepa
R. mucilaginosa CCMA 1637 foi a que apresentou maior crescimento (4.82.10%) com 24 h de
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fermentagdo. Apos 48 h de fermentacédo a populacéo de todas as cepas mantiveram em torno de
4.10” UFC/ml.

No CPM conilon, as cepas H. uvarum CCMA 1944, H. uvarum CCMA 1895, H.
uvarum CCMA 1892 e M. caribbica CCMA 1995 foram as que apresentaram aumento
populacional significativo com 24h (1,37.10%, 1,03.108, 1,00.108% e 1,32.108, respectivamente)
e 48h (1,87.10%, 1,87.108, 1,87.10% e 1,70.108, respectivamente.) de fermentacdo (Tabela 6). H.
opuntiae cadez CCMA 1733 apresentou elevada populacdo (1,38.10%) apenas com 24 h de
fermentacao.

No Coffea arabica L. a concentracdo de solidos soluveis e pH, inicialmente, foi de 5. Ja
para o Coffea canephora P. a concentracdo de sélidos soluveis e pH foi de 55 e 5,
respectivamente. No final da fermentacdo a concentracdo de solidos soltveis e pH no Coffea
arabica L variou entre 2,2 a5 e o pH de 4 a 5. Ja para o Coffea canephora P. a concentracédo

de sdlidos soluveis variou entre 2a 4,2 e pH de 4 a 5.



Tabela 5 - Populacéo microbiana, pH e Brix no meio CPM com café arabica

Populagéo microbiana (UFC/ml) °Brix pH
Cepas de leveduras Tempo (horas)

0 24 48
C. ferigula CCMA 1631 7,85.10¢¢ 7.00.107° 6.40.1072 4,00" 4,002
C. ferigula CCMA 1619 7,50.10¢¢ 1.15.108° 1.15.10%% 4,50' 5,00°¢
C. ferigula CCMA 1647 7,00.10°9 9.17.107° 6.50.107% 2,40¢ 4,002
C. ferigula CCMA 1651 5,84.10°9 3.30.107® 2.65.107% 4,00' 4,50°
C. ferigula CCMA 1654 1,13.10¢ 5.75.107° 6.32.107* 4,00' 4,50°
W. anomalus CCMA 1660 1,17.1079 4.34.107° 8.17.10% 2,70¢ 4,50°
W. anomalus CCMA 1659 1,75.10’9  7.00.10® 8.00.107% 3,807 4,50°
W. anomalus CCMA 1650 8,15.10°9 6.66.107° 6.44.107% 2,20° 4,002
W. anomalus CCMA 1640 5,50.10¢9 1.93.107° 6.50.107% 2,50¢ 5,00°¢
H. uvarum CCMA 1944 1,90.1079 1.47.10%° 1.32.108% 2,00* 4,50°
H. uvarum CCMA 1895 4,75.10’° 7.17.10’° 5.65.107% 3,007 4,002
H. uvarum CCMA 1892 3,46.107¢ 5.45.107° 1.10.108% 3,007 4,002
H. opuntiae cadez CCMA 1733  2,32.107¢ 1.20.10%° 8.00.107% 2,809 4,50°
R. mucilaginosa CCMA 1622  9,00.10°¢ 9.00.107° 8.00.107% 4,50' 5,00¢
R. mucilaginosa CCMA 1663  1,13.107¢ 3.25.107° 6.17.107% 4,00' 4,50°
R. mucilaginosa CCMA 1637  6,00.1072 4.82.10°% 7.67.107% 4,00' 5,00¢
P. kluyveri CCMA 1652 8,34.10°9 7.17.107° 1.10.108% 3,709 5,00°¢
P. kluyveri CCMA 1658 1,20.10’¢  6.84.107° 6.69.107% 2,809 4,002
M. caribbica CCMA 1617 1,30.109 3.30.10® 4.00.107% 5,00 4,50°
M. caribbica CCMA 1624 1,24.109  6.50.10® 4.65.107% 4,50' 4,002
M. caribbica CCMA 1634 7,30.10¢9 2.15.107° 3.00.107% 4,50' 4,002
M. caribbica CCMA 1952 1,19.109 542.10’® 8.34.10% 3,90" 5,00°¢
M. caribbica CCMA 1951 9,00.10¢9 2.07.107° 5.34.107% 4,00' 4,50°
M. caribbica CCMA 1954 1,57.1079 500.107° 1.53.10%% 2,40¢ 4,50°
M. caribbica CCMA 1950 1,19.1079 1.03.10%® 1.60.108% 2,809 4,50°
M. caribbica CCMA 1995 1,47.109 3.50.10° 6.34.10% 4,20% 5,00°¢
M. caribbica CCMA 1992 1,17.10’9 455.107° 7.17.10% 3,80F 5,00°¢
M. caribbica CCMA 1993 1,00.1079 6.84.107° 1.00.108% 2,809 4,50°
M. caribbica CCMA 1734 2,43.1079 575.107° 7.00.107% 4,50' 4,50°
M. caribbica CCMA 1735 8,35.10°9 3.28.107° 9.00.107% 4,00" 5,00°¢
M. guilliermondi CCMA 1737  9,17.10°¢ 3.87.107® 7.59.107% 4,00" 5,00°¢
M. guilliermondi CCMA 1738  7,80.10°¢ 2.30.10"° 5.84.107% 450' 4,50°
M. guilliermondi CCMA 1739  1,99.107¢ 6.50.107" 7.09.107% 4,101 4,50°
M. guilliermondi CCMA 1653 1,22.10’¢ 5.50.107° 1.34.10*® 2,90° 4,50°
Erro padrdo médio 6,037.10° 2.995.107 2.281.107 0,032 0,015
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Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente pelo teste de Scott-

Knott p < 0,05



Tabela 6 - Populacdo microbiana, pH e Brix no meio CPM com café conilon.

Populacao microbiana (UFC/ml) °Brix pH

Cepas de leveduras Tempo (horas)

0 24 48

C, ferigula CCMA 1631 5,50.10°® 4,67.107¢ 7,33.10’9 2,60¢ 4,002
C, ferigula CCMA 1619 5,50.10" 1,25.107¢ 9,50.107 ¢ 4,20% 5,00°¢
C, ferigula CCMA 1647 1,05.107 ® 4,00.10’¢ 3,50.10" ' 2,00% 450"
C, ferigula CCMA 1651 1,55.107 ®  3,15.10’¢ 5,00.10” ¢ 4,000 4,50°
C, ferigula CCMA 1654 9,82.10°° 2,05.107¢ 7,550.10" 9 4,00/ 4,50°
W, anomalus CCMA 1660  6,34.10°° 575.107° 8,50.107 ¢ 2,80¢ 4,002
W, anomalus CCMA 1659  1,24.10’ ® 6,84.10° 8,59.107 ¢ 2,80¢ 4,002
W, anomalus CCMA 1650  6,17.10°° 4,17.107¢ 8,34.107 ¢ 3,00¢ 4,50°
W, anomalus CCMA 1640  1,65.10" ® 4,50.107¢ 1,05.10% ¢ 2,00 4,002
H, uvarum CCMA 1944 4,00.107 ® 1,37.10%% 1,87.10¢ @ 2,809 4,50°
H, uvarum CCMA 1895 1,60.107 ® 1,03.10%% 1,87.108 @ 2,40° 4,002
H, uvarum CCMA 1892 7,97.107* 1,00.10%% 1,87.10¢ @ 2,80¢ 4,50°
H, opuntiae cadez CCMA 1733 2,50.107 ® 1,38.108% 1,15.10® ¢ 2,80¢ 5,00¢
R, mucilaginosa CCMA 1622  1,60.10" ® 525.107¢ 1,10.10® ¢ 3,80" 4,50°
R, mucilaginosa CCMA 1663  7,17.10°® 1,67.10’% 4,50.107 f 4,000 4,50°
R, mucilaginosa CCMA 1637  2,50.10°® 4,50.107¢ 6,15.107 ¢ 2,809 4,50°
P, kluyveri CCMA 1652 9,65.10°° 7,25.10"" 6,00.107 ¢ 2,80¢ 5,00°
P, kluyveri CCMA 1658 1,00.107 ®* 6,50.107° 9,00.107 ¢ 2,80¢ 4,002
M, caribbica CCMA 1617 1,02.107 ®  4,30.107¢ 1,05.10% ¢ 4,20 4,50°
M, caribbica CCMA 1624  1,40.107 ® 4,75.107¢ 7,15.107 ¢ 4,20% 4,50°
M, caribbica CCMA 1634  3,42.107 ® 220.10Y 6,15.10" ¢ 2,60¢ 4,50°
M, caribbica CCMA 1952  1,15.107 ® 1,05.10%¢ 1,45.108° 3,607 4,50°
M, caribbica CCMA 1951 1,27.107® 4.82.10¢ 9,17.107 ¢ 3,00¢ 4,50°
M, caribbica CCMA 1954  7,09.10°° 4,25.10’° 5,50.10” ¢ 4,00 5,00°¢
M, caribbica CCMA 1950 1,23.107° 7,49.107° 157.10’9 2,60¢ 4,50°
M, caribbica CCMA 1995  1,88.107 ® 1,32.10%2 1,70.108% 3,709 5,00°¢
M, caribbica CCMA 1992 7,00.106° 2,85.107¢ 8,00.107¢ 4,001 4,50°
M, caribbica CCMA 1993  1,25.107 ® 3,50.107¢ 1,32.10¢8° 4,00 5,00°¢
M, caribbica CCMA 1734  1,95.107 ® 5,00.10¢ 7,33.10 ¢ 4,000 5,00°¢
M, caribbica CCMA 1735 9,00.10° 4,00.107 ¢ 1,30.10% ® 4,001 4,50°
M, guilliermondi CCMA 1737 1,95.10" ®* 4,00.10"¢ 6,34.107 ¢ 3,80" 4,50°
M, guilliermondi CCMA 1738  8,75.10°° 4,30.107¢ 6,84.107 ¢ 3,90' 4,50°
M, guilliermondi CCMA 1739  1,42.10’ ® 6,67.10" ® 1,50.108® 3,607 4,50°
M, guilliermondi CCMA 1653 1,87.10° 2,75.10" ¢ 567.10 F 3,80" 4,50°
Erro padrdo médio 7,010.10¢ 7,762.10¢ 7,086.10° 0,015 0,018
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Médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem significativamente pelo teste de Scott-

Knott p < 0,05
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4.3 - Andlise de acidos organicos

Alguns acidos orgéanicos ja foram encontrados durante a fermentacédo do café sendo eles
0 lactico, citrico, malico, succinico, acético e tartarico, Esses acidos quando encontrados em
concentracdo de 1 e 4 mg/ml (Lopez et al, 1989) conferem atributos como docgura, amargor e
aroma, que sao altamente desejaveis para o produto. Entretanto, também ja foram detectados
acidos indesejados como butirico e propidnico, que em concentracdo superior a 1 mg/ml
conferem a bebida sabores desagradaveis como cebola e a sua presenca no produto final
demostram que os graos foram fermentados excessivamente. As leveduras presentes durante a
fermentacdo influenciam diretamente na presenca desses compostos (BRESSANI et al, 2020;
SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014; SIVETZ,1963; JHAM et al,2002).

Em estudos como de Cardoso et al, (2021) o acido citrico proporcionou sabor liméo, e
acido malico proporcionou sabor macd. J& em Evangelista et al, (2014) os acidos succinico e
malico, aumentaram a acidez do produto final, sendo sua presenca desejavel. Demonstrando a
importancia positiva da presenca desses acidos ao final do processo fermentativo.

Os &cidos citricos, malico e succinico foram encontrados ao final processo fermentativo.
A avaliacdo da producdo de acidos durante o processo fermentativo foi realizada através do
calculo entre o tempo final menos o tempo inicial da fermentacdo. Em seguida foi realizada a
andlise estatistica para verificar se houve diferenca significativa entre as amostras no ultimo
tempo de fermentacdo do café ardbica (TABELA 7) e do café conilon (TABELA 8),

respectivamente.

Tabela 7 - Dados estatisticos da producédo de acidos organicos no meio CPM arabica.
Cepas de Producdo acidos

Leveduras Organicos g/L

Cystofilobasidium ferigula

CCMA 1631 0,4119
CCMA 1619 0,2219
CCMA 1647 0,953°
CCMA 1651 0,000°
CCMA 1654 0,217¢
CCMA 1660 0,268¢
CCMA 1659 0,673¢

CCMA 1650 0,000°



CCMA 1640 0,303¢
Hanseniaspora uvarum
CCMA 1944 0,989°
CCMA 1895 0,008°
CCMA 1892 0,089°
Hanseniaspora opuntiae cadez
CCMA 1733 0,545¢
Rhodotorula mucilaginosa
CCMA 1622 0,720°
CCMA 1663 0,029°
CCMA 1637 0,228¢
Pichia kluyveri
CCMA 1652 0,606°
CCMA 1658 0,930°
Meyerozyma caribbica
CCMA 1617 0,826"
CCMA 1624 0,648°
CCMA 1634 0,000°
CCMA 1952 0,456¢
CCMA 1951 0,103°
CCMA 1954 0,131°
CCMA 1950 0,835"
CCMA 1995 0,360¢
CCMA 1992 0,832°
CCMA 1993 1,4212
CCMA 1734 0,216¢
CCMA 1735 0,857"
Meyerozyma guilliermondii
CCMA 1737 1,2772
CCMA 1738 0,000°
CCMA 1739 0,510°
CCMA 1653 0,547°
Erro Padrdao Médio 0,089
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Os dados sdo apresentados como médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott p < 0,05.

Durante a fermentacao do café ardbica as cepas que apresentaram maior producdo de
acido succinico, citrico e méalico, foram as cepas Meyerozyma guilliermondii CCMAL1737 e a
Meyerozyma caribbica CCMA1993, seguidas das Meyerozyma caribbica CCMA1617,
Meyerozyma caribbica CCMA1992, Meyerozyma caribbica CCMA1950, Meyerozyma
caribbica CCMA1735, Pichia kluyveri CCMA1658, Cystofilobasidium ferigula CCMA1647 e
Hanseniaspora uvarum CCMA1944,

Tabela 8 - Dados estatisticos da producdo de acidos organicos no meio CPM conilon.
Cepas de Producéo acidos

Leveduras Organicos g/L

Cystofilobasidium ferigula

CCMA 1631 0,643°
CCMA 1619 0,449°
CCMA 1647 0,411°
CCMA 1651 0,000¢
CCMA 1654 0,401°
CCMA 1660 0,000¢
CCMA 1659 0,000¢
CCMA 1650 0,000¢
CCMA 1640 0,713°
Hanseniaspora uvarum
CCMA 1944 1,336°
CCMA 1895 0,8892
CCMA 1892 0,760°
Hanseniaspora opuntiae cadez
CCMA 1733 0,172¢
Rhodotorula mucilaginosa
CCMA 1622 0,588°
CCMA 1663 0,979°

CCMA 1637 0,818°
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Pichia kluyveri

CCMA 1652 1,0132
CCMA 1658 0,363°
Meyerozyma caribbica
CCMA 1617 0,438°
CCMA 1624 0,000¢
CCMA 1634 0,760P
CCMA 1952 0,209¢
CCMA 1951 0,667"
CCMA 1954 0,358¢
CCMA 1950 1,105
CCMA 1995 0,462°
CCMA 1992 0,559"
CCMA 1993 0,000¢
CCMA 1734 0,219¢
CCMA 1735 0,545"
Meyerozyma guilliermondii
CCMA 1737 0,477°
CCMA 1738 0,527"
CCMA 1739 0,841°
CCMA 1653 0,559"
Erro Padrdo Médio 0,109

Os dados sdo apresentados como médias seguidas de diferentes letras na coluna diferem

significativamente pelo teste de Scott-Knott p <0,05

Durante a fermentacdo do café conilon as cepas que apresentaram maior producéo de
acido succinico, citrico e malico, foram as cepas Hanseniaspora uvarum CCMA1895,
Rhodotorula mucilaginosa CCMA1663, Pichia kluyveri CCMA1652, Meyerozyma caribbica
CCMA1950, Hanseniaspora uvarum CCMA1944. Uma vez que esses acidos sdo de interesse
positivo no produto final, as cepas que apresentaram a maior produgdo dos mesmos demostram

potencial para serem utilizadas como culturas iniciadoras para no cafe.
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4.4 - Compostos volateis

Cinco classes de compostos possuem grande impacto para o aroma do café, sendo eles
pirazinas, furanos, ésteres, aldeidos e cetonas, sendo os dois primeiros produzidos
maioritariamente apds o processo de torra (LOPEZ-GALILEA, 2006; BRESSANI et al.,2021).

Os compostos volateis foram analisados no tempo final de fermentagdo em ambos os
meios. Alcoois, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres e acidos foram detectados no meio contendo
café arabica e conilon. Os alcanos foi o0 Unico grupo detectado apenas no meio contendo café
conilon. Durante a avaliacdo de compostos volateis foram encontrados no total de 44 compostos
para a fermentac&o realizada no meio CPM com café arabica sendo eles 8 da classe dos acidos,
12 da classe dos &lcoois, 3 dos aldeidos, 3 das cetonas, 13 dos ésteres e 5 dos fendis. J& na
fermentacao realizada no meio CPM com café conilon foram encontrados 70 compostos, sendo
eles 7 da classe dos &cidos, 5 da classe dos alcanos, 19 dos alcoois, 2 dos aldeidos, 3 das cetonas,

30 dos ésteres e 4 dos fenois.

Nas Figuras 5 e 6 temos a relacdo da concentracdo entre as classes dos compostos

volateis presentes no café arabica e conilon, respectivamente.
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Tabela 9 - Area inicial e final dos compostos volateis no café arabica

Classe dos Compostos Area  CCMA CCMA CCMA CCMA CCMA CCMA CCMA CCMA CCMA

Inicial 1737 1993 1617 1992 1950 1735 1658 1647 1944

Acidos
Acetic acid 46678 22748 25357 46781 - 18463,5 70156 - - 9986,5
1,6-Octadien-3-ol, 3,7- 49244 461245 24687 39663,5 335845 37773 37083,5 22965,5 41965 31843

dimethyl-
Ethyl 9-hexadecenoate 52874 24952 14955 21506 3901 28929 38603 340015 26684 48970
Propanoic acid, 2- - - - - - - - .

methyl-

Ethyl Oleate 12066 7479 - - - - 10494,5 - - -
(E)-.beta.-Famesene - - 9651,5 - - 11502,5 - 6298,5 50555 5984,5
9-Hexadecenoic acid 10930 9948 - - - - 15829 - - -

Nonanoic acid - - - - - - 9947 - - -
Alcoois
1-Butanol, 3-methyl- - 427648 - - - - - - - -
1-Heptanol, 6-methyl- - - - 26206,5 - 131871 - - - -
1-Nonanol - 5272 - - - - 8259,5 - - -
1-Octanol - 25992 16957,5 11971 8937 1035195 23095 9809 10541 10227
1-Octanol, 2-butyl- - - - - - - - - - -
Benzyl alcohol 45307 47629 143451 474875 40411 143484 56063  76682,5 86033 54337
Cyclohexanemethanol, 9171 7458,5 7460,5 8559,5 5674 8278 94215 6887,5 5813 3549,5
4-ethenyl-
.alpha.,.alpha.,4-
trimethyl-3-(1-
methylethenyl)-
L-.alpha.-Terpineol 11837 - - 8886 6615,5 - 11486 - - 7726

n-Nonadecanol-1 - - - - - - - - - -

Phenylethyl Alcohol 106462 279720,5 4816379,5 182741 380067 1494865 386385,5 4429054 5712705 2925225,5
(S)-3-Ethyl-4- 46376  46830,5 - 255115 27056 189046 50342 - - 434175
methylpentanol
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1-Dodecanol 28428 51798 9140,5 17658  19969,5 21580 64151 9764 7421 13257,5
E,E-2,13-Octadecadien- - 116573,5 245545 69151 55436,5 43307 132747 457835 35970,5 248595
1-ol
1-Decanol 13059 222745 - 8791 - 6683 10561,5 - - 13277
Aldeidos
Tetradecanal 21881 - - 9863,5 7366,5 - 13163,5 - - -
Heptadecanal 242226 1360225 24069 165126 66944 498415 148895,5 - 28267,5 20337
2-Undecenal - - - - - - - - - -
Cetonas
2-Pentadecanone, 9321 9862,5 2045,5 10101,5 4860 7492,5 11915 - - 4662,5
6,10,14-trimethyl-
4-Hydroxy-3- - - - - - - - - - 3394
methylacetophenone
7-Acetyl-6-ethyl- 1973 7310,5 8489 3298 8602 4798 5441 - 1284,5 5602,5
1,1,4,4-
tetramethyltetralin
Esteres
1,2- 107417 2183105 77661,5 140344 855255 130339 216008,5 496555 479375 282245
Benzenedicarboxylic
acid, bis(2-
methylpropyl) ester
2-Ethylhexyl salicylate 11746  16006,5 - 8182,5 - - 16936 - - -
2-Propenoic acid, 5226 9965,5 - - - - - - - -
pentadecyl ester
9,12-Octadecadienoic 15048 5246 - 4735 - - 9521 - - -
acid, ethyl ester
Cyclopentanetridecanoic - 50188 9842,5 16183 87475 16374 600135 17758 10425 6915
acid, methyl ester
Dodecanoic acid, ethyl 168476 73523  120194,5 52313,5 - 2951926 94307,5 87720 829915 907630,5
ester
Hexadecanoic acid, 90548 50419 - 20710,5 - - 66590,5 16414 - -

ethyl ester
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Methyl salicylate 102716 49805,5 - - - - 78804,5 - - -
n-Hexadecanoic acid 50953 56754 - 33084 - - 110462 - - -
Octanoic acid - - - - - - - - - -
Tetradecanoic acid 17393 - - - - - 31738,5 - - -
Tetradecanoic acid, 31520 13016,5 - 131745 10831 32926 18299,5 17150,5 13914 169067
ethyl ester
Hexadecanoic acid, 49570 50419 9687,5 37761 8883 16175 59218,5 17758 10612 8999
methy| ester
1,2- - 218310,5 77661,5 140344  8552,5 130339 216008,5 496555 47937,5 282245
Benzenedicarboxylic
acid, bis(2-
methylpropyl) ester
Fenois
2-Methoxy-4- 4916 - - - - - - - - 3500
vinylphenol
Phenol, 2,4-bis(1,1- 46693 75288 81067 16095 60371 47115 61002 64509,5 66822 32675,5
dimethylethyl)-
Phenol, 4-ethyl- - 46173,5 1053145 102827 19356,5 41090 127239,5 - 4271 7278
Phenol, 4-ethyl-2- - 128201 374709 229886,5 53360 144901 417885,5 - 10061,5 18766

methoxy-




Tabela 10 - Area inicial e final dos compostos volateis no café conilon

Classe dos Compostos .ﬁ?@. CCMA1895 CCMAL663 CCMAL1652 CCMAL1950 CCMA1944
Acidos
Acetic acid 11026 416052 84507,5 26745,5 75479 27317
Butanoic acid, 3-methyl- 6152,5 1929
cis-10- ) i i )
Dodecanoic acid 12496 329898,5 42967 100457,5 255931 51598
n-Decanoic acid - 391785,5 1433,5 8185,5 121460,5 -
Octanoic acid - 121059,5 2528 8319 55664,5 3971,5
1-Decanol - 18324 3721 - 11250 13624
Nonanoic acid 1223 48928 2229,5 23185,5 27257 1297
Alcanos
Cyclopropane, 1-heptyl- 5753 26966,5 6662 3477,5 14381 6865,5
2-methyl-
Hexadecane 4709 6920,5 9666 5233 11473,5 11381
Octacosane - 11159 6773 5797 - -
Tetradecane 13729 - 13849 15827 - 21046,5
Alcoois
Phenylethyl Alcohol 120546 794826 a71126 40734715 1700418 - 3595332
1-Eicosanol 6009 244545 19138 8037 35849,5 23802
1-Nonanol 7551 29708 7167,5 6549,5 - 6824
1-Octanol, 2-butyl- - 16140,5 7925 9159 95758,5 5642,5
1-Tetradecanol 5564 21812,5 19074 7727 30678 20978,5
1,6-Octadien-3-ol, 3,7- 8222 21951,5 6360,5 4710,5 6844 8966,5
dimethyl-
2-Dodecanol 23245 140268,5 97150 63647,5 95758,5
2-Nonanol 95232 730514,5 105845 37992,5 225430,5 50216,5
Benzyl alcohol 58942 55528,5 45061 24185,5 44339 37385



E-11,13-Tetradecadien- i 7119 4328,5 i i i
1-ol
Ethanol, 2-(dodecyloxy)- 8624 28617 20656,5 26236 78688 19152
n-Hexadecanoic acid 41006 43105 43240,5 55691 78863,5 48377,5
n-Nonadecanol-1 2724 6762 2780 5964,5 6708,5 2863
1-Dodecanol - - 434109,5 209820,5 327287
Aldeidos
Benzaldehyde, 2,4- 52654 103851 22060,5
dimethyl- ) i i
Tetradecanal 7229 - - 27485 - -
Cetona
2-Tetradecanone 2670 - 7620 5458,5 8066 99245
2-Undecanone, 6,10- 4308 5729,5 2823,5 6815
. - 3818
dimethyl-
5,9-Undecadien-2-one, 74727 25628,5 1022528 199908
6,10-dimethyl-, (2)- i )
Esteres
12-Benzenedicarboxylic o005 3g5456 147660 2415335 209881  155194,5
acid, bis(2-methylpropyl)
ester
2-Ethylhexyl salicylate 17338 38062 29261,5 31315 29456,5 36139
2-Propenoic acid, 10432 2826,5
tridecyl ester i i ) i
6-Octadecenoic acid, 3166,5
methyl ester, (2)- i i i ) i
9-Octadecenoic acid (2)- 3093 2401 2664,5
, methyl ester i i )
9,12,15-Octadecatrienoic 2573 2068,5 9041,5 12926,5 5243,5 5319

acid, ethyl ester, (Z,2,2)-

43



Acetic acid, 2-
phenylethyl ester
Acetic acid,
phenylmethyl ester
Benzeneacetic acid, ethyl
ester
Benzoic acid, 2-hydroxy-
, ethyl ester
Decanoic acid, ethyl
ester
Diamyl phthalate
Dodecanoic acid, ethyl
ester
Ethyl 9-decenoate

Ethyl 9-hexadecenoate

Ethyl Oleate

Hexadecanoic acid, ethyl
ester
Hexadecanoic acid,
methy| ester
Isopropyl myristate
Lauryl acetate

Linoleic acid ethyl ester

Methyl salicylate
Oleic Acid
Sulfurous acid, 2-propyl
tetradecyl ester
Tetradecanoic acid

1364522

17849

98884
7689

14823
67695

26907

6786
35472

30704
4076
7161

991780
10314

8256

2836266
53372
88575

233694,5

968279

31280
1367428

124334,5

42291,5

29743

13045,5
16140,5

1760227
19233,5
9962

17093,5

310397,5
4810
88003,5
17680,5

11127,5
134441

29438,5

12012
53798,5

29644,5

15766,5
12314
19150

908495
6138,5
4180

11120

20763282
523764
43998
63608
86564,5

423225
269331,5

66779,5

14018
33668

20172
77968,5
20300,5
766049

11559

9260

17192,5

2324532
24043
20349,5
69033
2469347

37199
3388525

26043
78053,5

14752,5

19003,5

10919
40049,5
17924
711524,5
18453
20267

28970,5
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1423785

40746,5
55212
348697

10951,5
660718,5
27349,5

94736

12183
55519

30925,5

29037
17222

14041,5

612345
20945
5642,5

27507,5



Tetradecanoic acid, ethyl 31049 54316,5 59838,5 22183,5 52019 918719
ester
Propanoic acid, 2-
methyl-, 1-(1,1- ) 73625,5 44694,5 ) 9689 13413
dimethylethyl)-2-methyl-
1,3- propanediyl ester
Fenois
2-Meth0xy-4- 4847 3414,5 44738 5 3553 5054 9592
vinylphenol
Phenol, 2.4-bis(1,1- 78526 1368185  1,00415 197862 168998 141887,5
dimethylethyl)-
Phenol, 4-ethyl- 4990 3509,5 16136,5 4436,5 8084 2727
Phenol, 4-ethyl-2-gq435 137875 73265 15460 36200 9773,5

methoxy-

45
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Figura 5 — Heatmap das classes de volateis produzidos em meio CPM para o café arabica
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A figura 5 demonstra as classes de volateis encontrados ao final da fermentacdo do café
arébica.

Trés classes aromaticas sdo de maior importancia no produto final e sua maior
concentragdo é de grande interesse, sendo elas a classe dos ésteres, cetonas e aldeidos (LOPEZ-
GALILEA, 2006; BRESSANI et al.,2021). Para a producéo de cetonas destacaram-se as cepas,
Meyerozyma caribbica CCMAL1735 e a Meyerozyma guilliermondii CCMA1737. Ambas
tiveram a producdo dos &cidos 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- e do acido 7-Acetyl-6-
ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin. Ja no ultimo tempo de fermentagdo os compostos das classes
dos aldeidos, apesar de estarem presentes (onde as cepas Meyerozyma caribbica CCMA1617,
Meyerozyma caribbica CCMAL1735 e Meyerozyma guilliermondii CCMA1737 foram as que
apresentaram maior concentracao final), quando comparados com o tempo inicial descritos na
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tabela 9, ndo obtiveram aumento, sendo assim, foi visto que durante a fermentacdo do café
arébica ndo teve-se producdo compostos da classe dos aldeidos, e que 0s compostos presentes
sdo provenientes do proprio fruto do café. E a producéo de compostos da classe dos ésteres se
destacam as cepas Meyerozyma caribbica CCMA1950 e a Hanseniaspora uvarum CCMA1944
ambas tiveram a producdo dos &cidos Dodecanoic acid ethyl ester, Tetradecanoic acid, ethyl

ester e 1,2-Benzenedicarboxylic acid bis(2-methylpropyl) ester.

Figura 6 - Heatmap das classes de volateis produzidos em meio CPM para o café conilon.
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A figura 6 demonstra as classes de volateis encontrados ao final da fermentacédo do café
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conilon. Para a producdo de cetonas a cepa Meyerozyma caribbica CCMA1950 foi a que
apresentou maior produgdo, demostrando a producdo do acido 5,9-Undecadien-2-ona, 6,10-
dimethyl-, (Z) e do &cido 2-Tetradecanone no ultimo tempo de fermentacédo. Ja a producdo de

compostos das classes dos aldeidos a cepa Rhodotorula mucilaginosa CCMA1663 foi a que
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demostrou maior concentracdo final entre as cepas, a mesma teve a producdo do acido
benzaldeido. E a producdo de compostos da classe dos ésteres a cepa que mostrou a maior
producdo foi Pichia kluyveri CCMA1652, que produziu em maior quantidade os Acetic acid,
2-phenylethyl ester, Methyl salicylate e 0 Dodecanoic acid.

Dentre 0os compostos volateis presentes ao final da fermentacdo, destacam-se os da
classe dos ésteres (acetato e etilico), pois sdo, quantitativamente, o maior grupo formado, Esse
grupo é conhecido pela sua contribuicdo com notas sensoriais florais e frutadas e a utilizacédo
de culturas iniciadoras de leveduras que auxiliam no aumento desses compostos podem
impactar positivamente na qualidade do café. ( EVANGELISTA et al., 2014b; SAERENS et
al., 2010; SILVA et al., 2013) Os acidos Acetic acid 2-phenylethyl ester, Methyl salicylate,
Dodecanoic acid, Tetradecanoic acid, ethyl ester, Dodecanoic acid ethyl ester e 1,2-
Benzenedicarboxylic acid bis(2-methylpropyl) ester, mesmo ndo tento ainda atributos
sensoriais atribuidos a eles, os mesmos ja foram detectados em outros estudos de fermentacéao
de café (PEREIRA et al.,2016;BRESSANI.,2018; EUGENIO.,ZOIS)

Destacam-se também a classe das cetonas, que podem ser geradas a partir do processo
de fermentacdo utilizando leveduras (EVANGELISTA et al.,, 2014b, 2014a; HIRST;
RICHTER, 2016). O &cido 5,9-Undecadien-2-ona, 6,10-dimethyl-, (Z) demostrou em diferentes
estudos agregar ao produto final compostos arométicos desejaveis, como no estudo de Bressani
(2018) onde 0 mesmo agregou ao produto final aroma de chocolate doce. Além dos &cidos 2-
Pentadecanone,6,10,14-trimethyl- e do é&cido 7-Acetyl-6-ethyl-1,1,4,4-tetramethyltetralin,
apesar de ndo ter atualmente atributos sensoriais atribuidos a eles, os mesmos ja foram
detectados em outros estudos de fermentacdo de café (BRESSANI.,2018;RIBEIRO et al.,2020)

E também, os compostos da classe dos aldeidos que sdo gerados durante o processo de
remocao da mucilagem do café sdo importantes precursores de aromas. No presente estudo foi
detectado o composto benzaldeido que pode trazer ao produto final aroma frutado e de
cereja.(BRESSANI et al., 2020; EVANGELISTA et al.,2014b, 2014a).



49

5- CONCLUSAO

Os testes aplicados sdo eficazes para avaliagcdo e selecdo de possiveis novas culturas
iniciadoras. Das 56 cepas, 34 apresentaram producdo de pectinases e dessas 12 cepas foram
selecionadas como boas produtoras de &cidos organicos. As cepas Meyerozyma guilliermondii
CCMAL737 e a Meyerozyma caribbica CCMA1993, seguidas das Meyerozyma caribbica
CCMAI1617, Meyerozyma caribbica CCMA1992, Meyerozyma caribbica CCMA1950,
Meyerozyma caribbica CCMAL1735, Pichia kluyveri CCMA1658, Cystofilobasidium ferigula
CCMA1647 e Hanseniaspora uvarum CCMAL944 foram selecionadas como potenciais
culturas iniciadoras para o café ardbica. As cepas: Hanseniaspora uvarum CCMA1895,
Rhodotorula mucilaginosa CCMA1663, Pichia kluyveri CCMA1652, Meyerozyma caribbica
CCMA1950, Hanseniaspora uvarum CCMA1944 foram selecionadas como potenciais culturas
indicadoras para o café conilon. Além disso, o comportamento das potenciais culturas

iniciadoras deve ser avaliada durante o processo fermentativo do café arabica e conilon.
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