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1. INTRODUCAO

O café é proveniente de uma planta da familia Rubiaceae, do género
Coffea, que abrange mais de 10 mil espécies. Porém, Coffea arabica e Coffea
conephora sdo as principais espécies estudadas e de maior importancia
econdbmica (NASCIMENTO; SPEHAR; SANDI; 2014).

O Brasil €, atualmente, o maior produtor e exportador mundial de café,
responsavel pela produgcédo de um terco de todo café produzido mundialmente.
Em 2018 o pais produziu 47,5 milhdes de sacas de café arabica e 14,2 milhdes
de sacas de café conilon e exportou 34.085 mil sacas, sendo 2.710 mil destas
de café conilon (CONAB, 2019). Dessa forma, o café é uma commodity de
extrema importancia para a economia nacional que movimenta bilhdes de
doélares por ano no mercado global.

Nesse contexto, o estado do Espirito Santo se destaca como o maior
produtor nacional de café conilon, com 63% do total produzido no pais em 2018.
O estado tem na cafeicultura sua principal atividade agricola, sendo o café a
principal fonte de renda em 80% das propriedades rurais do estado, gerando
centenas de empregos e correspondendo a 35% do PIB capixaba. Além disso,
para 2019 a estimativa € de crescimento da producdo devido ao aumento na
area plantada (INCAPER, 2019; CONAB, 2019).

Os cafés produzidos no Espirito Santo vém ganhando destaque nos
altimos anos, principalmente devido a qualidade obtida por produtores de
microlotes de cafés especiais. O concurso Coffee of the year 2018, realizado na
Semana Internacional do Café, elegeu em primeiro lugar amostras de café do
estado, tanto para categoria Arabica, quanto para Robusta (BSCA, 2018).

Atualmente os consumidores de café tem aumentado a procura por
bebidas especiais, 0 que leva o mercado a investir na producdo de cafés de
maior qualidade, gerando uma grande variedade de produtos, que vao desde
bebidas mais encorpadas até sabores mais leves, organicas ou convencionais,
de torra mais clara a mais escura, frutados, entre outros, a fim de atender as
novas demandas.

O café é uma bebida que se expressa em fungéo do seu local de plantio,
0 que o torna um produto de terroir, ou seja, o produto desenvolve caracteristicas

de acordo com a terra em que foi cultivado. Existem diversos fatores ambientais



qgue influenciam tanto no desenvolvimento do cafeeiro quanto na qualidade do
café, porém, a altitude é um fator de destaque pois tem uma grande influéncia
nas temperaturas médias, com um gradiente térmico decrescente de 0.6°C a
cada 100 m de elevacdo. Temperaturas mais baixas sdo responsaveis pelo
adiamento do processo de amadurecimento do café, o que por sua vez, leva ao
maior acimulo de compostos associados a melhoria do aroma da bebida. Logo,
a elevacéo da altitude esta relacionada com o aumento da qualidade da bebida
(ALVES et al., 2011).

Além dos fatores ambientais as diferentes praticas pds-colheita
desempenham um papel importante na preservacdo e melhoramento da
qualidade do café. Os principais processamentos aplicados ao café sao via seca
ou natural, via Umida e via semi-seca.

O processamento pela via natural € o mais simples e rustico, requer menor
custo, utiliza menos agua e tem menor producdo de poluentes, quando
comparado com os demais métodos. Geralmente este tipo de processamento
esta relacionado com a menor qualidade da bebida, porém, quando a colheita e
a secagem dos frutos € feita de forma cuidadosa os cafés naturais podem dar
origem a bebidas de excelente qualidade (BOREM et al., 2017).

Durante a secagem dos frutos € comum haver fermentacéo da polpa e da
mucilagem por microrganismos. Os microrganismos naturalmente presente nos
frutos de café podem afetar significativamente a qualidade da bebida. A relacao
entre a fermentacdo dos grdos de café e o aroma da bebida é complexa e
delicada, pois este é impactado pelo processo fermentativo. A fermentacéo dos
acucares presentes no café produz etanol, acidos, entre outros compostos. A
formacdo de acetoina, acetaldeido, isoamilacetato e furanos por exemplo,
conferem melhorias sensoriais a bebida (EVANGELISTA et al., 2014).

Nesse contexto, a utilizagdo de culturas iniciadoras na fermentacdo do
café é capaz de aumentar a qualidade sensorial da bebida, reduzir o tempo de
processamento, dependendo do processamento aplicado, e padronizar a
qualidade aromatica do café (EVANGELISTA et. al., 2014; LEE et.al., 2015).

Estudos sobre fermentacédo em café conilon ainda séo escassos e muito
do que se sabe de fermentacdo em café foi realizado em café arabica. Logo,

avaliar o efeito da inoculacdo de leveduras sobre a qualidade da bebida é de



grande importancia, pois pode gerar uma bebida de melhor qualidade sem afetar

significativamente os custos de produgéo.
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2. OBJETIVOS
1.1.0bjetivo geral

Inocular leveduras, previamente selecionadas, em café conilon
processado por via natural e avaliar o impacto da fermentacdo nas

caracteristicas fisico-quimicas do grao e sensoriais da bebida.

1.2.Objetivos especificos

l. Acompanhar a microbiota do café conilon inoculado com leveduras

durante o processamento via natural.

I. Avaliar o impacto da inoculagdo de Meyerozyma guilliermondii
CCMA 1738 e Pichia kluyveri CCMA 1743 sobre as caracteristicas fisico-

guimicas dos graos de café conilon provenientes de duas altitudes.

Il. Avaliar o efeito da inoculagdo das leveduras sobre as

caracteristicas sensoriais da bebida.



2. ARTIGOS ORIGINAIS
Caracterizacdo quimica, microbiolégica e sensorial de cafés conilon

(Coffea canephora Pierre ex Froehner) inoculados com leveduras.
Resumo

Existem diversos fatores que podem afetar a qualidade sensorial da bebida,
dentre eles destacam-se a altitude de cultivo, as formas de processamento e a
acao de microrganismos. Neste contexto leveduras podem ser utilizadas como
culturas iniciadoras para gerar importantes precursores de sabor. Foram
inoculadas duas leveduras durante a secagem por via natural de café conilon.
Foi realizada a contagem de grupos microbianos por plaqueamento. O
acompanhamento das leveduras ao longo da fermentacéo foi realizado por PCR
em tempo real. Acidos organicos e aglicares foram quantificados por HPLC.
Compostos volateis foram identificados por cromatografia gasosa. Foi realizado
o teste da xicara com seis provadores e teste triangular. A inoculacao influenciou
significativamente as populacfes de bactérias laticas e fungos, sendo que para
esta Ultima a inoculacdo com M. guilliermondii na altitude de 600 m foi capaz de
reduzir a populagéo final em um ciclo log. A contagem de P. kluyveri mostrou-se
maior para as amostras inoculadas com esta levedura. Foram identificados 24
compostos volateis e o perfil destes foi influenciado pela altitude e pela
inoculacdo de leveduras. Nos cafés de 300 m as amostras inoculadas
apresentaram maior intensidade de volateis do que a amostra controle. Foram
identificados acidos acético, latico, malico, oxalico e propiénico durante todos os
tempos de analise. Os acUcares sofreram reducdo na concentracdo ao longo da
secagem. No teste triangular os consumidores detectaram diferencga significativa
para a amostra fermentada com M. guilliermondii na altitude de 600 m.

Palavras chave: Qualidade de café; inoculacao; leveduras.

1. Introducéo

O café é uma das bebidas mais apreciadas no mundo e uma commodity
de extrema importancia no mercado global (ALVES et al., 2016). Atualmente a
bebida é consumida por milhdes de pessoas todos os dias e a demanda por
cafés especiais, de alta qualidade, vem aumentando (DONG et al., 2017).

Dentre os muitos fatores que podem afetar a qualidade da bebida o
aumento da altitude é constantemente relacionado com o aumento da qualidade
final da bebida (ALVES et al., 2011; CHENG et al., 2016). Avelino et al. (2005)
constataram, em café arabica cultivado em duas regides da Costa Rica, relagdo
positiva entre a altitude e acidez e altitude e corpo da bebida, bem como a

preferéncia dos provadores pelos cafés provenientes de maiores altitudes.



O processamento também é um dos fatores que afeta a qualidade
sensorial da bebida. Geralmente o processamento via natural esta relacionado
com a menor qualidade da bebida, porém, quando a colheita e a secagem dos
frutos é feita de forma cuidadosa os cafés naturais podem dar origem a bebidas
de excelente qualidade, mais encorpadas e com menor acidez, quando
comparadas com cafés processados por via imida ou semi-seca (BOREM et al.,
2017).

Outro agente que pode afetar a qualidade do café é a acdo de
microrganismos. Os microrganismos estao presentes naturalmente nos frutos de
café antes e ap0s a colheita. A biodiversidade microbiana presente nos frutos de
café varia de acordo com a espécie, fatores ambientais e principalmente com o
método de processamento (PEREIRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).
Durante o processamento do café estes microrganismos sao capazes de utilizar
0s Vvarios compostos da polpa e da mucilagem como nutrientes para o seu
desenvolvimento, durante a fermentagéo, secretando acidos organicos e outros
metabdlitos que afetam as caracteristicas sensoriais finais da bebida (SILVA,
2014).

Em geral a fermentacéo do café é realizada em um processo complexo
envolvendo a acao de leveduras, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e
fungos filamentosos (PEREIRA et al., 2016).

Silva (2014) afirma que o0s microrganismos podem afetar o
processamento e a qualidade do café pelos seguintes fatores: degradacéo da
polpa e mucilagem; contribuicbes positivas para o sabor e aroma do café;
contribuicdes negativas para sabor e aroma do café; producdo de micotoxinas e
seguranca do café; e biocontrole da qualidade.

E sabido que leveduras pectinoliticas que secretam pectinases em
quantidades adequadas, quando adicionadas durante a fermentacéo do cafe,
podem acelerar o processamento e melhorar a qualidade final da bebida (LEE et
al., 2015. EVANGELISTA et al., 2014b)

A fermentagdo dos acUcares pectinaceos presentes no café produz
etanol, ésteres, alcoois superiores, aldeidos, cetonas e terpenoides. Os ésteres
sdo compostos particularmente conhecidos por contribuir com notas florais e
frutadas em bebidas fermentadas. Além disso, a producéo de etil acetato, isoamil

acetato, propil acetato, hexanoato de etila e n-butil acetato contribuem para o



desenvolvimento de notas exoticas como liméo siciliano, damasco, caramelo,
noz e banana passa (PEREIRA et al., 2019).

A fermentacgao pode produzir compostos como 2,3-butanodiol, que remete
a sabores amanteigados e quando presentes no café sdo considerados
desagradaveis, guaiacol e p-vinilguaiacol, que também estéo relacionados com
a depreciacéo da bebida (LEE et al., 2016).

Segundo Lee et al. (2016) a fermentagcdo do café ardbica, cultivado na
Indonésia, por Rhizopus oligosporus provocou mudancas significativas na
composicao de precursores de aroma em graos de café verde, como sacarose,
aminoécidos e compostos fenolicos ndo volateis. A fermentagdo aumentou a
concentracdo de compostos como guaiacol e p-vinylguaiacol, porém também foi
responsavel pela producdo de palmitato de etilo, composto que fornece notas
frutadas a bebida.

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da inoculag&o
de Meyerozyma guilliermondii e Pichia kluyveri sobre as caracteristicas dos

graos de café cultivados em duas altitudes e a qualidade sensorial da bebida.
2. Material e métodos
2.1. Café

Foram utilizados frutos de cafés cereja (variedade “Emcaper 8151 —
Robusta Tropical”), colhidos por derrica, em duas regides produtoras do sul do
estado do Espirito Santo, Cachoeiro do Itapemirim, ES (20°50'56”"S -
41°06°'46”W) e Jerdbnimo Monteiro, ES (20°47°22”S —41°23’42”W), com altitudes
médias de 600 e 300 m, respectivamente.

2.2. Leveduras

Os in6culos de Meyerozyma guilliermondii CCMA 1738 e Pichia kluyveri
CCMA 1743 foram previamente isolados de amostras de café por Pereira (2018),
encontram-se depositadas na Colecéao de Culturas da Microbiologia Agricola da
Universidade Federal de Lavras (CCMA/UFLA), e foram selecionados com base

na literatarura.

2.3. Inoculagéo e fermentacdo do café conilon



Os in6culos de Meyerozyma guilliermondii CCMA 1738 e Pichia kluyveri
CCMA 1743 foram ativados em 10 mL de YEPG com 20 g.L?* de glicose (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil) , 10 g.L"* de extrato de levedura (Himedia, Mumbai, india),
10 g.L! de peptona de soja (Himedia, Mumbai, india) e incubados a 28°C. As
ativacdes foram realizadas até a cultura atingir aproximadamente 108 ufc.mL™*
em 500 mL de YEPG. Apos a multiplicagdo o meio foi centrifugado em centrifuga
Z 326 K (HERMLE, Wehingen, Alemanha) a 2000 g por 3 minutos e a massa de
leveduras foi separada e ressuspensa em 225 mL de solugéo salina 0,85% m.v-
1 que, em seguida, foi pulverizada sobre os frutos de café (BRESSANI et al.,
2018; EVANGELISTA et al., 2014a). A contagem de leveduras do indculo inicial
foi confirmada por plaqueamento em agar YEPD e incubadas a 28 °C durante 5
dias.

Cada unidade experimental de frutos de café cereja (5 Kg) foi inoculada
separadamente pulverizando-se 225 mL da suspensao de leveduras com
aproximadamente 108 ufc.mL ou dgua pura (tratamento controle).

As unidades experimentais foram dispostas em camadas Unicas e 0s
frutos foram secos por exposicdo solar em terreiros suspensos até 30% de
umidade b.u. (BRESSANI et al., 2018).

Posteriormente, os frutos foram levados para um secador de bandejas
(Polidryer, Minas Gerais, Brasil), & 55°C, até que obtivessem 11% de umidade
b.u. O acompanhamento da umidade dos frutos durante a secagem foi realizado
utilizando-se um medidor de umidade de grédos (GEHAKA, S&o Paulo, Brasil).

Frutos de café (100 g) foram coletados nos tempos 0, 12, 24, 48 e 72h e
colocados em sacos plasticos esterilizados para analises microbiologicas
(contagem dos grupos microbianos e qPCR), &cidos organicos e aglcares, em

duplicata.
2.4. Analises microbioldgicas
Bactérias totais, bactérias laticas, leveduras e fungos

Amostras foram coletadas nos tempos 0, 12, 24, 48 e 72h e as analises
foram realizadas no decorrer da fermentacdo do café. Frutos de café (10 Qg)

foram pesados assepticamente e homogeneizados por 2 minutos em stomacher
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com 90 mL de agua peptonada 0,25% (m.v!) esterelizada, e as solugbes foram
entdo submetidas a diluicées decimais.

Para andalise de bactérias aerdbias totais as amostras diluidas foram
plagueadas em duplicata, em agar padrdo para contagem (PCA) (OXOID,
Hampshire, Inglaterra). As placas foram entdo incubadas a 37 °C durante 24
horas. O agar Man Rogosa and Sharpe (MRS) (KASVI, Parana, Brasil),
acrescido de 0,25% (v.v!) de nistatina (TEUTO, Goias, Brasil), foi utilizado para
contagem de bactérias laticas. As placas foram incubadas a 30 °C durante 72
horas. O agar peptona dextrose extrato de levedura (YEPD), acidificado até pH
3,5 com &cido tartarico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 10% (v.v?), foi utilizado
para contagem de leveduras. As placas foram incubadas a 28 °C durante 5 dias.
Para contagem de fungos filamentosos foi utilizado agar extrato de malte (MEA)
(OXOID, Hampshire, Inglaterra), acrescido de 0,01% (m.v') de cloranfenicol
(INLAB Confianga, Brasil). As placas foram incubadas a 28 °C durante 7 dias
(EVANGELISTA et al., 2015; VILELA et al., 2010). Para bactérias foram contadas
placas que continham entre 30 e 300 colbnias, ja para fungos e leveduras foram

contadas as placas entre 15 e 150 colbnias.
Extracdo de DNA da microbiota do café e PCR em tempo real (QPCR)

A fim de acompanhar a persisténcia das leveduras inoculadas, amostras
de frutos de café foram coletadas nos tempos 0, 12, 24, 48 e 72h da fermentacéo
e as analises foram realizadas de acordo com Bressani et al. (2018).

O DNA das amostras de café foi extraido com um kit QlAamp DNA Mini
(Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instru¢cdes do fabricante para
purificacdo de DNA a partir de tecidos. O DNA foi armazenado a -20°C para
posterior analise.

Primer especifico de P. kluyveri (PK-5fw 5-AGTCTCGGGTTAGACGT-3
PK-3bw 5GCTTTTCATCTTTCCTTCACA-3’) utilizada neste estudo foi descrito
por Diaz, Molina, Neahring, Fischer (2013). A especificidade do primer foi
confirmado através do GenBank using BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

O Real-time PCR foi conduzido utilizando Rotor-Gene Q System
(Quiagen, Hombrechtikon, ZH, Suica). Cada reacao utilizou 5uL QuantiNova
SYBR Green PCR kit (Qiagen, Stockach, Konstanz, Alemanha), 1uM de cada
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primer (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil) e 1mL do DNA extraido, totalizando
volume de 10uL. A mistura foi aquecida a 95°C por 2 segundos, seguido por 40
ciclos de desnaturacao a 95°C por 5 segundos e anelamento/extensdo a 60°C
por 10 segundos. Todas as analises foram conduzidas em triplicata. A curva
padréao foi preparada a partir do cultivo da levedura em YEPG a 30°C por 24
horas. As células foram contadas utilizando a cAmara de Neubauer. O DNA foi
extraido utilizando QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) e diluicbes
seriadas (1:10) foram realizadas. Cada ponto da curva de calibracdo foi

mensurado em triplicata.
2.5. Analises quimicas
Compostos volateis

Os compostos volateis foram extraidos de graos de café logo apos a torra
por microextracdo em fase sdlida, de acordo com Evangelista et al.(2014),
utilizando-se a Fibra Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS).

ApoOs extracdo dos compostos volateis a analise foi conduzida por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) equipada
com um detector de ioniza¢do de chama (FID) e uma coluna de silica (30 m x
0,25 mm x 0,25 uym). A programagao da temperatura da coluna aconteceu da
seguinte forma: manteve-se a temperatura do forno a 40 °C durante 5 min, sendo
entdo elevada para 125 °C em incrementos de 3 °C.min"! e depois mantida a 125
°C durante 1 min. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 245
°C, por 3 min, respectivamente. O gas de arraste (He) foi mantido a uma vazéo
de 1,67 mL.min,

Os compostos volateis foram identificados por compara¢do dos tempos
de retencdo com os de compostos padrao injetados sob as mesmas condi¢des
das amostras e comparados com os dados da biblioteca de espectros (NIST11).

O fator de retencdo de cada componente foi calculado conforme a
Equacéo 1:

Equacéo 1 — Fator de retencao
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logtgr X—logtrgr Z
logt/'gr (Z+1)— logt/g Z

FR =100Z + 100 x

Onde: Z = numero de carbonos do alcano anterior ao composto analisado;
t'rRX = tempo de retencao (min) do composto analisado; t'rZ = tempo de retencao
do alcano anterior ao composto analisado e t'r(Z+1) = tempo de retengdo do

alcano posterior ao composto analisado.
Acidos organicos e aglcares

Foram avaliadas amostras de frutos de café no tempo zero, e durante a
secagem e fermentacdo, nos tempos 12, 24, 48 e 72h. Os acidos organicos
(acido malico, lactico, acético, butirico, propibnico, citrico, oxalico, succinico e
tartarico) e acucares (sacarose, frutose e glicose) foram analisados utilizando um
sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) de acordo com
Evangelista et al. (2014) e Silva et al. (2013) com modificacoes.

Uma amostra de 3 g de frutos de café foi misturada com 5 mL de agua
Milli-Q durante 10 minutos, e em seguida a mistura foi centrifugada duas vezes
a 1000 g durante 10 min a 4 ° C. As amostras foram entédo microfiltradas atraves
de um filtro de acetato de celulose de 0,2 um e 20 pL destas foram injetadas
diretamente no sistema de cromatografia. A fase mével utilizada foi uma solucéo
de &cido sulfurico 5 mM a um coeficiente de vazao de 0,8 mL.mint. Uma coluna
(Aminez HPX-87C) (250 cm x 4 mm), operando a 55 °C, foi utilizada para se
obter a separacdo cromatografica. Os acucares foram determinados por um
detector de indice de refracdo (RID), enquanto os acidos foram determinados
por um detector UV a 210 nm.

Os acidos e acucares foram identificados por comparagcédo com tempos de
retencdo de padrbes auténticos. A quantificacdo dos compostos foi realizada
utilizando curvas de calibracdo. Para a construcdo da curva foi utilizada uma
padronizacdo externa a partir de cinco niveis de concentracdo das solucdes

padrao dos acidos e agucares, nas mesmas condi¢cdes das amostras.
2.6. Andlise sensorial

Andlise sensorial baseada no Protocolo de Degustacédo de Robustas Finos
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A analise sensorial foi realizada utilizando a metodologia do Protocolo de
Degustacao de Robustas Finos (OIC, 2010).

As amostras foram torradas dentro de um periodo de 24 horas antes da
degustacédo e em seguida foram deixadas descansando por pelo menos 8 horas.
O tempo de torra foi de no minimo 9 minutos e no maximo 14 minutos, onde 0s
grdos atingiram cor média, ndo podendo haver chamuscamento nem
desigualdade aparente, quando esta for finalizada. Apds a torra, as amostras
foram resfriadas pelo ar, até atingirem temperatura ambiente (20°C). Em seguida
foram estocadas em recipientes hermeticamente fechados ou em sacos
impermeéveis até o momento da degustagéo.

As amostras foram pesadas ainda em grdos e moidas ndo mais do que
15 minutos antes do preparo da infusdo. A moagem resultou em particulas
ligeiramente mais grossas que as que se costuma usar no preparo com filtro de
papel, e 70% a 75% delas deveriam passar por peneira de malha tamanho 20
Mesh.

As amostras foram preparadas para degustacdo despejando-se 150 mL
de agua, a 93 °C, em 8,75 g de café moido. Foram preparadas 5 xicaras por
amostra, para avaliagdo da uniformidade da amostra. Os atributos sensoriais
avaliados foram fragrancia/aroma; sabor, retrogosto, salinidade/acidez,
amargor/docura e sensacdo na boca; equilibrio, uniformidade e limpeza;
conjunto total da amostra e auséncia de defeitos. O somatorio das notas obtido
em cada atributo resultou nas notas finais.

A pontuacdo para o café conilon varia de 0 a 100, e este pode ser
classificado em: Muito Fino (90-100), Fino (80-90), Prémio (70-80), Boa
qualidade usual (50-70), Comercial (40-50), Classificacdo comercializavel (<40),
Abaixo da classificacdo minima (<30), N&o classificavel (<20) e Escolha (<10).

A prova de xicara foi realizada por provadores certificados e devidamente
treinados no protocolo de degustacao de robusta fino. Foi utilizado um namero

de seis avaliadores para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos.
Teste triangular

O café foi pilado e torrado por uma empresa especializada, de forma que

o0 grau de torra de todas as amostras fosse 0 mesmo, minimizando assim a
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interferéncia deste fator na analise sensorial. Em seguida o café torrado foi
moido no grau de moagem adequado para filtro de papel.

As amostras foram extraidas por filtragcdo em filtro de papel com agua a
aproximadamente 90°C e mantidas aquecidas em cafeteiras elétricas até o
momento de serem servidas, a aproximadamente 68°C, como recomendado por
Dutcosky (2013).

Foi utilizada uma propor¢édo de 80 gramas de pé de café para produzir 1
litro da bebida. Em seguida foram servidos a cada provador 30 mL em copos
plasticos.

Foi aplicado um teste triangular onde cada avaliador recebeu trés
amostras codificadas e uma ficha (Apéndice A). O avaliador foi informado de que
duas destas amostras eram iguais e uma diferente. Foi entdo solicitado que o
avaliador provasse as amostras da esquerda para a direita e identificasse qual
amostra diferia das demais. As amostras foram apresentadas casualizadas em
igual numero de vezes em todas as possiveis combinagdes: AAB, BAA, ABA,
ABB, BBA e BAB.

Cada tratamento fermentado com Pichia kluyveri (300 e 600 m) e
Meyerozyma guilliermondii (300 e 600 m) foi avaliado separadamente em
relacdo ao tratamento controle de mesma altitude

Considerando a escolha for¢cada do participante as chances de acerto ao
acaso sdo de 1/3. A interpretacdo do resultado foi baseada no namero total de
julgamentos versus o numero de julgamentos corretos. Caso o0 numero de
julgamentos corretos fosse maior ou igual a um valor tabelado, concluiu-se que
existia diferenca significativa entre as amostras no nivel de probabilidade 5%.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias (CCAE) da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES
(NUumero do Parecer: 3.080.311)(Apéndice B).

2.7. Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC). Os cafés de cada local foram divididos para que pudessem ser testados
trés tratamentos: T1: inoculacdo de Meyerozyma guilliermondii, T2: inoculacdo

de Pichia kluyveri, T3: sem inoculagéo de leveduras (controle).
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Os resultados das analises foram submetidos a analise de variancia em
parcela subdividida, onde o fator altitude foi considerado a parcela principal e os
fatores leveduras e etapas do processamento ou tempo de fermentacdo foram
considerados subparcela e sub-subparcela, respectivamente. Quando o efeito
de ao menos um dos fatores foi significativo foi aplicado o teste de Tukey a 5%
de significAncia. A analise de regresséao foi utilizada para avaliar o efeito do fator
tempo. Os compostos volateis foram analisados por andlise de componentes
principais.

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GENES
(Aplicativo Computacional para Analise de Dados em Estatistica Experimental e
Genética Quantitativa) (CRUZ, 2013).

3. Resultados e discusséo
3.1. Microbiota dos cafés durante a fermentacéo

Para as variaveis bactérias totais e leveduras houve interacao significativa
(p<0,05) entre altitude e tempo, enquanto bactérias laticas e fungos
apresentaram interacdo significativa (p<0.05) entre altitude, levedura e tempo,
pela andlise de variancia (Apéndice C).

A populacédo de bactérias totais variou de 5,4 a 7,3 log UFC.g*! para a
altitude de 300 m, ja para a altitude de 600 m a variacdo foi de 5,6 a 7,1 log
UFC.g*. A contagem de bactérias totais foi influenciada pela interagéo entre os
fatores altitude e tempo de fermentacao.

A populacgéo de bactérias laticas foi influenciada pela interagao tripla entre
altitude, leveduras inoculadas e tempo de fermentacdo. Nos cafés provenientes
de 300 m de altitude a populacdo de bactérias laticas ficou entre 4,4 e 6,4 log
UFC.g%, enquanto nas amostras de 600 m essa populacgédo variou de 3,2 a 6,5
UFC.g™.

A contagem de leveduras variou de 5,5 a 9,3 log UFC.g! para as amostras
provenientes de 300 m e de 5,9 a 9,1 UFC.g! para as amostras de 600 m. Essa
populacdo s6 foi influenciada pela interacdo entre altitude e tempo de
fermentacao, ndo sendo afetada pela inoculacdo, o que indica que as amostras
nao inoculadas, ou tratamentos controle, apresentaram uma contagem de

leveduras endogenas que se aproxima da contagem quando feita a inoculagéo.
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A populacéo de fungos variou de 3,3 a 5,9 log UFC.g?, para as amostras
de 300 m, e de 4,4 a 5,5 UFC.g, para as amostras de 600 m. A contagem de
fungos filamentosos foi influenciada pela interacdo entre altitude, inoculacéo e
tempo de fermentacéo.

E possivel perceber que a populacdo de bactérias totais sofreu uma leve
diminuicdo das primeiras horas de fermentacdo para as ultimas, j4 a populagcéo
de leveduras persistiu ao longo da fermentacdo, com um aumento nas ultimas

horas (Figura 1).
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Também € possivel notar que a populacdo de bactérias totais €
aproximadamente 4% maior do que a populacdo de leveduras no inicio da
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fermentacao, situacao que tende a inverter ao longo da fermentacéo, indicando
o prevalecimento das leveduras nas horas finais da fermentagéo (contagem 24%
maior).

A populacdo de bactérias laticas na altitude de 300 m manteve-se
relativamente constante ao longo da fermentacdo, exceto para o tratamento
controle, uma vez que a populacdo apresentou crescimento até 48h de
fermentacdo, seguido de uma pequena queda no final da mesma. Ja para a
altitude de 600 m a populacéo de bactérias laticas apresentou ligeira diminuicao
ao final da fermentacdo.

Bactérias laticas sao frequentemente isoladas de frutos frescos de café e
estdo mais fortemente relacionadas ao processamento de café via imida, devido
ao menor teor de oxigénio presente no meio durante o0 mesmo, do que ao
processamento por via natural (PEREIRA et al., 2015). Wang et al. (2018)
constataram a preferéncia destes microrganismos pelo consumo de
monossacarideos, como glicose e frutose, sobre dissacarideos como a
sacarose, o0 que pode explicar a diminuicdo na populacédo de bactérias laticas no
presente estudo, visto que as concentracdes destes acucares foram diminuindo.

A populagao de fungos manteve-se constante nos tratamentos da altitude
de 300 m, com uma pequena diminuicdo no tratamento inoculado com
Meyerozyma guilliermondii no tempo de 12h. Ja para a altitude de 600 m o
tratamento inoculado com Meyerozyma guilliermondii foi capaz de reduzir a
populacao de fungos ao longo do tempo em um ciclo log, enquanto os demais
tratamentos apresentaram diminuigdes mais sutis.

O processamento por via natural € o que mais permite a contaminacéao do
café por fungos filamentosos e seu crescimento, devido ao menor envolvimento
de agua durante o processamento. Mesmo que estes microrganismos ja estejam
presentes nos frutos de café cereja, as bactérias e leveduras crescem mais
rapido que os fungos em ambientes mais Umidos, 0 que torna o crescimento de
fungos filamentosos mais propicio durante os estagios finais da secagem
(PEREIRA et al., 2015). Porém, no presente estudo a populacdo de fungos
sofreu reducao de quase 1 ciclo log para quase todos os tratamentos.

Estudos com inoculacédo de leveduras para a fermentacéo de café conilon
ainda sdo escassos, por esta razdo nao existem dados de contagem de grupos

microbianos em cafés conilon inoculados.
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Pereira (2018) avaliou a diversidade microbiana presente nos cafés
conilon cultivados em diferentes altitudes no estado do Espirito Santo,
constatando para a altitude de 300 m que a populacdo de bactérias mesdfilas
aerObias e fungos predominaram em relacdo as populacbes de leveduras e
bactérias laticas ao longo da fermentacéo. Por outro lado, para altitude de 600
m as contagens dos quatro grupos microbianos permaneceram mais proximas
ao longo da fermentacao. Isso implica que a inoculacéo feita no presente estudo
foi capaz de alterar essa tendéncia, ja que as contagens de bactérias totais,
bactérias laticas e leveduras mantiveram-se muito préximas ao longo da
fermentacdo. Apenas a populacdo de fungos apresentou uma contagem menor
que os demais grupos. Essa populacédo € um dos principais problemas durante
o0 processamento do café, devido a producdo de micotoxinas por fungos
filamentosos. Desta forma, a manutencao desta populacdo em contagens mais
baixas pode vir a minimizar as concentracdes dessas substancias no café.

O g-PCR é uma andlise fundamental para a avaliacdo da persisténcia e
do comportamento das leveduras inoculadas ao longo da fermentacéo.

Para os frutos de café inoculados com Pichia kluyveri a contagem desta
levedura variou de 4,7 a 5,3 log UFC.g* para 300 m de altitude e de 4,4 a 4,8
log UFC.g! para 600 m de altitude. JA4 para os frutos inoculados com
Meyerozyma guilliermondii a contagem variou de menor que 2,0 a 3,4 log UFC.g
! para 300 m e se manteve menor que 2,0 log UFC.g? para 600 m. Nos
tratamentos controle a populacédo de P. kluyveri manteve-se menor que 2,0 log
UFC.g! e variou de menor que 2,0 a 3,8 log UFC.gt, para 300 e 600 m

respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1: Populacao de leveduras ao longo da fermentacao

Populacédo de Pichia kluyveri (log UFC.g™?)

Fermentacao (horas)

Tratamentos 0 12 24 48 72
Controle 300 m <2 <2 <2 <2 <2
Pichia kluyveri 300 m 4,7 51 5,2 5,3 4.7
Meyerozyma guilliermondii 300 m 3,2 2,8 2,6 3,4 <2
Controle 600 m <2 3,8 3,6 3,6 3,8
Pichia kluyveri 600 m 45 4.6 4.4 4,7 4.8
Meyerozyma guilliermondii 600 m < 2 <2 <2 <2 <2

Pereira (2018) observou a presenca de Meyerozyma guilliermondii em
cafés provenientes das mesmas areas de estudo do presente trabalho, tanto em
cafés cultivados a 600 m como a 300 m. Ja Pichia kluyveri foi encontrada apenas
nos cafés de 600 m pelo mesmo autor (PEREIRA, 2018).

Como demonstrado por Pereira (2018) Pichia kluyveri ndo faz parte da
microbiota natural dos cafés de 300 m, por esta razdo a sua populacdo nas
amostras controle 300 m esta abaixo do limite de detec¢cdo da andlise. Porém
seu crescimento parece ter sido favorecido com a inoculagédo de Meyerozyma
guilliermondii. Ja no café de 600 m o crescimento de Pichia kluyveri foi inibido
pela inoculacdo de Meyerozyma guilliermondii.

A relagcéo entre leveduras pode ser positiva (mutualismo) ou negativa
(competicao), como aconteceu no presente estudo nos cafés de 300 e 600 m,
respectivamente (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). O fato de mesmas
leveduras se comportarem de formas diferentes em meios distintos indica que
além das leveduras em questao, fatores como a composi¢cao quimica do meio e
a populacéo naturalmente presente no café, podem interferir no tipo de relacao
entre as leveduras.

Por ser uma levedura naturalmente presente no café de 600 m a
populacdo de Pichia kluyveri, apesar de ter iniciado baixa, apresentou
crescimento ao longo da fermentacdo nas amostras controle 600 m, porém em
contagens menores do que das amostras inoculas com esta levedura. Bressani
et al. (2018) também constataram uma maior contagem de leveduras em cafés
arabica inoculados com Saccharomyces cerevisiae e Candida parapsilosis do

gue em cafés ndo inoculados, ou tratamentos controle.
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3.2. Analises quimicas

Os compostos volateis sdo 0s principais responsaveis pela percepcao
sensorial de uma amostra de café, portanto qualquer alteracdo no perfil destes
pode vir a afetar a qualidade final da bebida.

Nas amostras de café torrado foram identificados 24 compostos volateis
(Apéndice D) pertencentes as classes dos aldeidos, cetonas, fendis, pirazinas e
pirrois.

As amostras pertencentes ao mesmo grupo apresentam perfis de
compostos volateis similares. As amostras T3 de 300 m e T2 de 600 m
apresentaram menor intensidade de todos os compostos volateis, por esta razédo

estas amostras permaneceram isoladas no agrupamento (Figura 2).

Figura 2: Andlise de componentes principais - Disperséo gréfica: escores
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As duas componentes principais abrangem 78,37% da variacdo (Figura
3). Em relacdo a componente principal 1 (CP1) € possivel perceber uma
separacao entre as amostras das duas altitudes. O furfural e o 5-metilfurfural séo
dois dos compostos significativos nesta componente e se apresentam de forma
mais intensa nas amostras provenientes de 600 m de altitude, enquanto nas
amostras de 300 m os compostos significativos mais intensos séo o 2-Etil-5-
Metilpirazina e o 3-Etil-2,5-Dimetilpirazina.

Figura 3: Analise de componentes principais - Dispersao grafica: cargas fatoriais
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X6: 2,6-Dimetilpirazina; x7: 2-Etilpirazina; x8: 2,3-Dimetilpirazina; x9: 5-Metilfurfural; x10: 2-Etil-6-
Metilpirazina; x11: 2-Etil-5-Metilpirazina; x12: 2,3,5-Trimetilpirazina; x13: 2-Etil-3-Metilpirazina;
x14: 2-Metil-5-Vinylpirazina; x15: 2-Acetilpirrol; x16: 3-Etil-2,5-Dimetilpirazina; x17: 2-Etil-3,5-
Dimetilpirazina; x18: 5-Etil-2,3-Dimetilpirazina; x19: Guaiacol; x20: 2-Acetil-3-Metilpirazina; x21:
3,5-Dietil-2-Metilpirazina; x22: 1-Furfurilpirrol; x23: 2-Metoxi-4-Vinilfenol; x24: 4-Etil-2-Metoxifenol

Caporaso et al. (2018) relataram o furfural como um composto doce,
amadeirado que remete a améndoa, e o 5-metilfurfural a caramelo, especiarias

e carvalho. Ja os compostos presentes nos cafés de 300 m sdo descritos pelos
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autores como café terroso e torrado. Com base na descricdo feita € possivel
prever uma diferenca significativa entre as caracteristicas sensoriais das bebidas
das duas altitudes.

Com relacdo a componente principal 2 (CP2) os compostos volateis
significativos foram 2-metilpirazina e 2-metoxi-4-vinilfenol, esses compostos
foram especificados por Caporaso et al. (2018) como contendo caracteristicas
sensoriais que remetem a nozes e cravo da india, respectivamente. E possivel
perceber maior intensidade de 2-metilpirazina e 2-metoxi-4-vinilfenol nas
amostras T1 e T2 da altitude de 300 m, assim como moderadamente mais
intensas em T1 de 600 m.

E possivel perceber que as amostras provenientes de 600 m de altitude
tiveram boa intensidade de volateis mesmo quando nédo inoculadas. O mesmo
nao ocorreu na altitude de 300 m, na qual as amostras inoculadas apresentaram
maior intensidade de volateis do que a amostra controle, isso indica que a
inoculacao das leveduras foi capaz de alterar o perfil de compostos volateis das
amostras.

Bressani et al. (2018) também obtiveram mudancas no perfil de volateis
de café arabica com inoculacédo direta de Saccharomyces cerevisiae e Candida
parapsilosis, obtendo compostos volateis que apresentam sabor de caramelo e
odor frutado, respectivamente.

A maioria dos compostos volateis presentes no café € derivada de
componentes ndo volateis presentes no café verde, que durante o processo de
torrefacdo sofrem quebra e participam de uma complexa série de reacdes
guimicas e enzimaticas, como a reacdo de Maillard, por exemplo (CLARKE e
MACRAE, 1995).

As concentracdes de acidos organicos e sacarose s6 foram influenciadas
pela interacdo entre os fatores altitude e tempo de fermentacdo. Ja a
concentracdo de frutose foi influenciada pela interacdo tripla entre altitude,
leveduras e tempo de fermentacéo, enquanto a glicose ndo sofreu influéncia de
nenhum dos fatores em estudo, segundo a analise de variancia ANOVA
(Apéndice E).

Dos acidos analisados neste estudo apenas acido acético, latico, malico,

oxalico e propidnico foram encontrados nos frutos de café. Os cinco acidos foram
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detectados em todas as amostras durante todos os tempos de fermentacao,

porém em concentracdes diferentes (Tabela 3).

Tabela 3: Concentragées em mg.g? de acidos organicos e aglcares ao longo
da fermentagcéo em horas.

Acido Oxalico
Acido Malico
Acido Acético
Acido Léatico
Acido Propiénico
Glicose

Frutose
Sacarose

Ac. Oxalico
Ac. Malico

Ac. Acético
Ac. Léatico

Ac. Propi6nico
Glicose
Frutose
Sacarose

300 m

0 12 24 48 72
3,49 3,69 3,95 7,24 4,54
2,66 2,79 2,36 7,89 2,45
2,39 2,45 2,27 5,12 2,41
4,29 5,30 4,04 35,34 5,59
1,54 1,54 1,583 2,39 1,54
0,35 0,36 ND ND 0,25
0,14 0,22 ND ND 0,16
0,08 0,12 ND ND 0,10

600 m

0 12 24 48 72
2,16 2,16 1,48 1,30 191
2,47 2,21 2,08 2,05 2,17
2,36 2,15 2,15 2,06 2,34
2,78 2,19 1,86 1,81 3,60
1,36 1,05 1,53 1,21 1,02
0,32 0,20 0,15 0,64 0,14
0,17 0,12 0,08 0,08 0,07
0,19 0,07 0,04 0,08 0,04

ND: Nao detectavel.

Todos os &cidos estavam presentes desde o tempo Oh de fermentacéo,

ou seja, sdo naturalmente presentes no café. O acido latico foi o principal acido

detectado, seguido pelos &cidos oxalico e malico. Quanto aos acucares a glicose

foi o principal deles.

Fixando-se a altitude de 300 m os &cidos organicos e os acucares

apresentaram comportamento semelhante para todas as amostras.

A

concentracdo de acidos iniciou-se menor e aumentou gradativamente ao longo

da fermentacao até 48h, depois desta apresenta uma queda. Ja os acucares

apresentaram maior concentracdo nas primeiras horas de fermentacgéo,

chegando a concentracdes proximas a zero nos tempos 24 e 48h, seguida de

um aumento em 72h.
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Os comportamentos dos acidos e agUcares estédo fortemente relacionados
ja que durante a fermentacéo os agucares séo utilizados como fonte de energia
para o metabolismo das leveduras.

Vallarino e Osorio (2019) sugerem que o inverso também pode ocorrer.
Os acidos organicos podem sofrer diminuicdo na concentracdo pela
gliconeogénese, uma via metabdlica dos frutos que resulta na geracao de glicose
a partir do fosfoenolpiruvato proveniente dos acidos organicos. Segundo 0s
autores outra via que leva a degradacéo de acidos organicos é a fermentacéo,
onde acidos do ciclo do acido tricarboxilico podem ser convertidos em etanol.

Para a altitude de 600 m observa-se 0 mesmo comportamento para acidos
organicos entre as amostras. A concentracdo dos &cidos sofreu uma pequena
gueda ao longo da fermentacdo, o que indica que os mesmos podem ter sido
degradados pelas leveduras. Os acUcares destas amostras também diferiram da
menor altitude, diminuindo gradualmente, porém sem atingir concentracées tao
baixas quanto nas amostras de 300 m. E sabido que leveduras utilizam
primeiramente os acucares simples como fonte de energia, isso explica porque
nestas amostras a concentracdo de acidos organicos nao diminuiu, visto que,
em 72 horas de fermentacao ainda havia disponibilidade de acucares.

Pereira (2018) em café conilon processado por via natural foi capaz de
identificar apenas acido acético e succinico, e observou concentracdes de
sacarose de 0,68 a 5,30 mg.g?, frutose de 1,30 a 4,60 mg.g* e glicose de 0,24
a 1,25 mg.g! ao longo da fermentacdo. As concentragbes de acguUcares
encontradas pelo autor ao final da fermentacdo sdo maiores do que as do
presente estudo, o que indica maior consumo de acglcares. A concentracao de
acucares nos frutos de café depende, além da fermentacdo, de fatores como

estagio de maturacao dos frutos e velocidade de maturagdo dos mesmos.

3.3. Andlise sensorial

A analise sensorial € um dos principais procedimentos para a avaliacdo
da qualidade do café. De acordo com a pontuacao total das amostras observou-
se gue todas as amostras provenientes de 300 m de altitude podem ser
classificadas como bebida prémio (70-80), enquanto as amostras de 600 m de

altitude classificam-se como bebida fina (80-90) (Tabela 4).
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Tabela 4: Pontuagéo total das amostras segundo o protocolo de degustacéo de
robustas finos.

Tratamentos
Altitude T1 T2 T3
300 m 76,82 78,65 78,91
600 m 82,10 80,08 81,82

T1: Meyerozyma guilliermondii; T2: Pichia kluyveri; T3: Controle.

Como ja foi relatado, a altitude € um fator que influencia diretamente a
qualidade da bebida, devido a mudancas na temperatura e na velocidade de
maturagéo do fruto (ALVES, et al., 2011). Essas mudancas foram evidenciadas
na analise sensorial, bem como no perfil de volateis das amostras. Silva et al.
(2018) concluiram que a altitude € um dos fatores que compdem o terroir e que
influenciam a qualidade do café, expressa em sua classificacao geral.

A inoculacdo de Meyerozyma guilliermondii e Pichia kluyveri, para as
amostras provenientes de 300 m de altitude, ndo foi capaz de aumentar a
pontuacdo das amostras apesar de ter sido observado maior intensidade de
compostos volateis nas amostras inoculadas com relacdo ao controle dessa
altitude. J& para altitude de 600 m houve um aumento da nota dada pelo
provadores treinados para amostra inoculada com M. guilliermondii (82,10) em
relacdo ao controle (81,82). Bressani et. al (2018) também n&o observaram
diferencas significativas nas notas sensoriais de café arabica inoculado com
leveduras pelo método direto, mesmo método utilizado no presente estudo.

Além da pontuacdo total a analise sensorial apresentou outros resultados,
como notas frutadas intensas, suaves, citricas, dentre outras, regularmente
relacionadas as amostras de café fermentadas por P. kluyveri. As amostras
inoculadas com M. guilliermondii foram repetidamente identificadas com notas
de caramelo, amadeiradas e amendoadas. Enquanto amostras controle foram
descritas como leve e suave pelos provadores treinados. Vales destacar ainda
gue dos seis provadores treinados um atribuiu nota 87,00 e dois 85,00 aos cafés
de 600 m inoculados com M. guilliermondii. Ja o café inoculado com P. kluyveri
foi o que obteve a menor nota (80,08) e também o que apresentou a menor
intensidade de compostos volatéis (PK) na altitude de 600 m.
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O teste triangular é um teste de diferenca que indica se as mudancas
provocadas pela fermentacéo do café podem ser percebidas pelo consumidor. E
importante ressaltar que esse teste ndo indica se as diferencas relatadas sao
positivas ou negativas.

Para um total de 90 provadores era necessario que 38 destes
apresentassem a resposta correta no teste para que este fosse considerado
significativo a 5%. Portanto, foi possivel detectar diferenca significativa (p<0,05)
apenas para a amostra fermentada com Meyerozyma guilliermondii na altitude
de 600 m (Figura 4), o que indica que a reducéo na pontuacao geral, obtida pela
andlise sensorial com provadores treinados, pode ter sido percebida pelos

consumidores durante este teste.

Figura 4: Numero de respostas corretas para cada teste triangular.
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Apesar de o teste triangular ndo identificar preferéncia de uma amostra
sobre outra, foi possivel observar constantes comentarios sobre o sabor das
bebidas. Os consumidores que conseguiram identificar a diferenca entre as
amostras constantemente relataram que as amostras controle apresentaram
sabor mais “forte” ou mais amargo, enquanto as amostras fermentadas pela
Pichia kluyveri e Meyerozyma guilliermondii foram apontadas como sendo mais

“leves” e “perfumadas”.
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4. Conclusao

A inoculacdo de M. guilliermondii pode contribuir para o controle da
populacdo de fungos durante o processo de secagem/fermentacdo do café
natural.

Do ponto de vista sensorial apesar de nao ter sido observada mudanca
expressiva nas notas dos cafés de mesma altitude foi constatado maior
intensidade de volateis nas amostradas inoculadas com leveduras,
especialmente nos cafés provenientes de baixas altitudes. Além disso, para o
café de 600 m os consumidores foram capazes de perceber a diferenca no café
inoculado com M. guilliermondii. Dessa forma, a inoculacéo dessa levedura pode
ser capaz de alterar o perfil sensorial do café mesmo que a nota ndo seja
alterada.

E preciso reforcar ainda a necessidade de mais estudos cientificos de
fermentacao de café conilon para verificar a viabilidade das leveduras em outras
variedades de conilon, de diferentes métodos de processamento, assim como
testar o efeito da utilizacdo de outras leveduras, ou até mesmo uma combinacéo

destas, sobre a qualidade do café.
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Caracteristicas fisico-quimicas do café conilon (Coffea canephora Pierre ex
Froehner) processado por via natural com inoculacao de leveduras
Resumo

A demanda por cafés de qualidade vem aumentando nos ultimos anos. Diversos
fatores podem influenciar na obtencao de uma bebida de qualidade, dentre eles
destaca-se a altitude. Foram realizadas analises de pH, acidez titulavel total,
sélidos soluveis, condutividade elétrica e lixiviacdo de potassio nos graos de café
verde. A interacdo entre altitude e leveduras teve influéncia significativa sobre
acidez e sdlidos soluveis das amostras. Para acidez titulavel total sé houve
diferenca significativa entre tratamentos para as amostras de 600 m, enquanto
para solidos soluveis houve diferenca significativa para as amostras de ambas
as altitudes. Nos cafés provenientes de 600 m foi possivel perceber que o café
inoculado com Meyerozyma guilliermondii apresentou maior teor de sélidos
soluveis (30%) do que os demais tratamentos. A condutividade elétrica e a
lixiviagdo de potassio dos grdos so foram afetadas pela altitude de cultivo. J&
para pH ndo houve diferenca entre tratamentos e as médias foram condizentes
com a literatura. O presente estudo permitiu concluir que a altitude de cultivo do
café € um fator de impacto sobre a fermentacéo visto que a inoculacdo com as
leveduras apresentou diferentes resultados em funcéo desta.

Palavras chave: Qualidade de café, inoculagédo de leveduras, analises quimicas.

1. Introducéao

O cafeeiro € uma planta pertencente ao género Coffea da familia
Rubiaceae, que abrange cerca de 80 espécies e centenas de variedades
(HAMDOUCHE et al., 2016). Porém as espécies mais comumente estudadas e
cultivadas no mundo sdo Coffea arabica e Coffea canephora, conhecidas como
café arabica e café robusta, respectivamente (NASCIMENTO; SPEHAR,
SANDRIL, 2014). O café conilon, muito cultivado no Brasil, € uma variedade do
Coffea canephora, C. canephora var. kouilouensis (CLARKE; MACRAE, 1985).

O Brasil é, atualmente, o maior produtor e exportador mundial de café, o
pais produziu em 2018 61,7 milhdes de sacas de café beneficiado. A maior parte
da producao é de café arabica, 47,5 milh6es de sacas, enquanto o restante, 14,2
milhdes de sacas, é referente ao café conilon (SILVA, et al., 2013; CONAB,
2018).

A producéo de café conilon para a safra de 2019 esta estimada entre
14,36 a 16,33 milhdes de sacas, um crescimento entre 1,3% e 15,2% quando
comparada ao ano passado (CONAB, 2019).

Neste contexto, o estado do Espirito Santo € o maior produtor brasileiro

de café conilon, principalmente em virtude das condicbes favoraveis de
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temperatura e topografia da regido (TEIXEIRA; SILVA; MENDONCA, 2017). O
café conilon abrange 403.719 hectares de area plantada destinada a colheita,
sendo 256.884 destas no estado do Espirito Santo (BRASIL, 2017).

A demanda por cafés especiais vem crescendo ultimamente (DONG et
al., 2017). Diversos fatores podem influenciar tanto no desenvolvimento do
cafeeiro quanto na qualidade do café. Os mais estudados s&o irrigacéo,
adubacdo, face de exposicao ao sol e altitude (JUNIOR, et al., 2017; ZAIDAN, et
al., 2017).

A altitude é um dos principais fatores relacionados a qualidade do café.
Isso acontece devido a relac&o entre altitude e temperatura, e a influéncia desta
dltima no processo de amadurecimento dos frutos. Temperaturas baixas sdo
responsaveis pelo adiamento do amadurecimento o que leva um acumulo de
compostos bioquimicos que sdo associados a melhora do aroma do café. A
altitude tem uma grande influéncia nas temperaturas médias, com um gradiente
térmico decrescente de 0.6°C / 100 m de elevacao (ALVES et al., 2011).

O processamento dos frutos é outro fator de interesse quando se trata de
qualidade de café. O processamento por via natural esta normalmente
relacionado com a menor qualidade da bebida, porém quando a colheita e a
secagem dos frutos é feita de forma cuidadosa os cafés naturais podem dar
origem a bebidas de excelente qualidade. Além disso, este tipo de
processamento € mais simples, requer menor custo, utiliza menos agua e tem
menor producdo de poluentes, quando comparado com os demais métodos
(BOREM et al., 2017).

Outro fator conhecido que pode afetar a qualidade do café é a microbiota
naturalmente presente nos frutos. Os microrganismos presentes nos frutos de
café durante o processamento sdo capazes de utilizar os varios compostos da
polpa e da mucilagem como nutrientes para o seu desenvolvimento, durante a
chamada fermentacdo. Nesta estapa 0s microrganismos secretam acidos
organicos e outros metabdlitos que podem afetar as caracteristicas do grao de
café (EVANGELISTA, et al., 2015).

A atividade microbiana durante a fermentacdo pode determinar as
concentracdes de acgucares livres (por exemplo, glicose e frutose) e aminoacidos
gue permanecem no grdo de café e consequentemente contribuir para a

producdo de compostos volateis pela reacédo de Maillard durante o processo de
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torrefacdo (SCHWAN e FLEET, 2014). Além disso, a fermentacéo pode acarretar
mudancas no pH e acidez dos gréos de café, fatores que tem sido relacionados
com a qualidade sensorial da bebida (FILHO, et al. 2015).

Sendo assim, a inoculacdo de leveduras durante a fermentacdo pode
afetar caracteristicas fisico quimicas dos grao e por consequéncia a qualidade
da bebida. Neste contexto o objetivo do presente trabalho foi analisar a influéncia
da altitude e da utilizacdo de leveduras nas caracteristicas fisico quimicas dos

graos de café.

2. Material e métodos
2.1. Café

Foram utilizados frutos de cafés cereja (variedade “Emcaper 8151 —
Robusta Tropical”), colhidos por derrica, em duas regides produtoras do sul do
estado do Espirito Santo, Cachoeiro do Itapemirim, ES (20°50'56”S -
41°06’46”W) e Jeronimo Monteiro, ES (20°47°22”S —41°23'42”W), com altitudes

meédias de 600 e 300 m, respectivamente.
2.2. Leveduras

Os in6culos de Meyerozyma guilliermondii CCMA 1738 e Pichia kluyveri
CCMA 1743 foram previamente isolados de amostras de café por Pereira (2018),
e encontram-se depositados na Colecédo de Culturas da Microbiologia Agricola
da Universidade Federal de Lavras (CCMA/UFLA), e foram selecionados com

base na literatura.
2.3. Inoculacgéo e fermentacéo do café conilon

Os in6culos de Meyerozyma guilliermondii CCMA 1738 e Pichia kluyveri
CCMA 1743 foram ativados em 10 mL de YEPG com 20 g.L?! de glicose
(Vetec,Rio de Janeiro, Brasil) , 10 g.L* de extrato de levedura (Himedia, Mumbai,
india), 10 g.L! de peptona de soja (Himedia, Mumbai, india) e incubados a 28°C.
As ativacOes foram realizadas até a cultura atingir aproximadamente 108 ufc.mL-
1 em 500 mL de YEPG. Ap6s a multiplicacdo o meio foi centrifugado em
centrifuga Z 326 K (HERMLE, Wehingen, Alemanha) a 2000 g por 3 minutos e a
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massa de leveduras foi separada e ressuspensa em 225 mL de solucao salina
0,85% m.vt que, em seguida, foi pulverizada sobre os frutos de café (BRESSANI
et al., 2018; EVANGELISTA et al., 2014a). A contagem de leveduras do in6culo
inicial foi confirmada por plagueamento em agar YEPD e incubadas a 28 °C
durante 5 dias.

Cada unidade experimental de frutos de café cereja (5 Kg) foi inoculada
separadamente pulverizando-se 225 mL da suspensao de leveduras com
aproximadamente 108 ufc.mL ou dgua pura (tratamento controle).

As unidades experimentais foram dispostas em camadas Unicas e 0s
frutos foram secos por exposi¢cdo solar em terreiros suspensos até 30% de
umidade b.u. (BRESSANI et al., 2018).

Posteriormente, os frutos foram levados para um secador de bandejas
(Polidryer, Minas Gerais, Brasil), a 55°C, até que obtivessem 11% de umidade
b.u. O acompanhamento da umidade dos frutos durante a secagem foi realizado
utilizando-se um medidor de umidade de grédos (GEHAKA, S&o Paulo, Brasil).

2.4. Andlises fisico-quimicas dos graos de café
2.4.1. pH

Para a determinacao do pH foi utilizado o método descrito pela AOAC
(1990). Foram pesados 2 g de grédos de café cru moido que em seguida foram
adicionados a 50 mL de agua destilada. Posteriormente a mistura obtida foi
fitrada em papel de filtro para entdo serem efetuadas as leituras de pH com
auxilio de um pHmetro T- 1000 (TEKNA, Sao Paulo, Brasil).

2.4.2. Acidez Titulavel Total

A Acidez Titulavel Total foi determinada por titulacdo com Hidréxido de
Sédio 0,1 Mol.Lt. Para tal, foram pesados 2 g de grédos de café cru moido que,
em seguida, foram adicionados a 50 mL de agua destilada. Posteriormente a
mistura obtida foi filtrada em papel de filtro comum. Apoés a filtragem 5 mL da
solucdo foram retirados e misturados em Erlenmeyer com 50 mL de &gua
destilada. Foram entdo acrescentadas 3 gotas de fenolftaleina para a imediata

titulac&o até que ocorresse a viragem. O resultado obtido foi expresso em mL de
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NaOH 0,1 mol.L por 100 g de amostra, segundo a metodologia descrita pela
AOAC (1990).

2.4.3. S6lidos Solaveis

Para a determinacéo do teor de solidos solaveis nos gréos de café cru,
foram pesados 2 g de café moido e adicionados a 50 mL de agua destilada.
Posteriormente a mistura obtida foi filtrada em papel de filtro comum, de acordo
com o descrito pela AOAC (1990). Finalmente o teor de solidos soluveis foi
determinado a partir do filtrado obtido, utilizando um refratdmetro digital Hi
96801 (HANNA Instruments, Sdo Paulo, Brasil).

2.4.4. Condutividade elétrica e lixiviacao de potassio

Amostras de 50 graos crus foram pesadas e imersas em 75 mL de 4gua
destilada e, em seguida, colocadas em estufa ventilada a 25 ° C, por 5 horas.
ApoOs o periodo de embebicdo foram retirados os gréos de café, e as solucdes
sem os graos foram vertidas para outro recipiente, onde foi realizada a leitura da
condutividade elétrica com auxilio de um condutivimetro SC1800 (Sensoglass,
Sé&o Paulo, Brasil). Os resultados foram expressos em uS.cm.g* de amostra.

ApoOs a leitura da condutividade elétrica, a mesma solucéo foi utilizada
para a leitura de lixiviacao de potassio, com o auxilio de um fotémetro de chama
DM — 62 (Digimed, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados da quantidade de potassio

lixiviado foram expressos em mg.L1(MALTA, et al., 2005).
2.5. Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), considerando os fatores altitude, com dois niveis (300 e 600 m), e
leveduras com trés niveis (Levedura 1, levedura 2 e controle). Os resultados das
analises foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), a 5% de
significancia. Quando o efeito de ao menos um dos fatores foi significativo foi
aplicado o teste de Tukey a 5% de significancia. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software GENES (Aplicativo Computacional para
Andlise de Dados em Estatistica Experimental e Genética Quantitativa) (CRUZ,
2013).
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3. Resultados e discussao

As andlises fisico-quimicas de pH, acidez total titulavel, sélidos soluveis,
condutividade elétrica e lixiviacdo de potassio podem ser indicadores da
qualidade do café, uma vez que alteracfes nesses parametros podem influenciar
0 sabor da bebida ou indicar a presenca de gréos defeituosos, que depreciam
sua qualidade.

Foi possivel observar interacdo significativa (p<0.05) entre altitude e
levedura para as variaveis solidos soluveis e acidez (Apéndice F). Dessa forma,
foram feitos os desdobramentos a partir da interacdo, aplicando-se o teste de
Tukey (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da interacdo entre altitude e levedura sobre a acidez titulavel
total e os sélidos soluveis dos graos crus.

Tratamentos*
Variavel Altitude T1 T2 T3
Acidez (mL de NaOH 300 m 10556 aA 83,33aA 83,33aA
0,1N.100g™) 600 m 4167bB 66,67bB 100,00 a A

300 m 15,00 ab B 7,22b A 21,11 a A

Solidos SoluUveis(%
(%) 600 m 30,00 a A 13,33 b A 20,83 b A

* Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas na horizontal, e pelas mesmas letras
mailsculas na vertical, ndo diferem estatisticamente entre si & 5% de significancia pelo teste de
Tukey. T1: Meyerozyma guilliermondii; T2: Pichia kluyveri; T3: Controle.

N&o houve diferenca significativa na acidez das amostras inoculadas com
Meyerozyma guilliermondii, Pichia kluyveri ou ndo inoculadas para altitude de
300 m. Porém, na altitude de 600 m as amostras de café inoculadas com as
leveduras apresentam menor valor de acidez, 41,67 mL de NaOH 0,1N/100g
para Meyerozyma guilliermondii e 66,67 mL de NaOH 0,1N/100g para Pichia
kluyveri, quando comparado ao tratamento controle (100,00 mL de NaOH
0,1N/100g).

Peisino et al. (2015) encontraram acidez de 185,27 mL de NaOH
0,1N.100g? para café arabica cultivado a 774,5 m de altitude. O café conilon é

naturalmente menos &cido do que o café arabica. Filho et al. (2015) verificaram
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uma diminuicdo da acidez titulavel total a medida que aumentaram a
concentragdo de conilon em blends com café arabica.

Agnoletti et al. (2019) obtiveram valores de acidez titulavel total entre
86,26 — 107,73 para cafés conilon de diferentes produtores dos estados de Minas
Gerais e do Espirito Santo. Estes valores sdo condizentes com os valores
encontrados no presente estudo para cafés de 300 m e para o tratamento
controle de 600 m. Os menores valores de acidez titulavel total encontrados nos
tratamentos T1 e T2 podem ser explicados devido ao consumo de acidos
organicos durante a fermentacao alcoodlica (VALLARINO E OSORIO, 2019).

Dentro dos tratamentos nota-se que para o café inoculado com
Meyerozyma guilliermondii o que apresenta maior acidez é o café proveniente
de 300 m de altitude (105,56), o mesmo pode ser dito do café inoculado com
Pichia kluyveri (83,33). Porém, no tratamento controle os resultados de acidez
para o café de ambas as altitudes sao estatisticamente iguais.

Segundo Vilela et al. (2010) a acidez do café € um bom indicador da
qualidade do produto, pois quando esta ndo é suficiente, a bebida de café pode
ter um sabor desagradavel. A acidez no café pode variar de acordo com o tempo
de fermentacdo e os diferentes estagios de maturacdo dos frutos, e, como
ocorrido no presente estudo, com a altitude e a inoculacao de leveduras.

Em relacdo ao teor de sélidos soluveis, para a menor altitude (300 m),
percebe-se que houve uma diminuicao significativa do café inoculado com Pichia
kluyveri quando comparado ao tratamento controle, de 21,11% para 7,22%. Ja
o café inoculado com Meyerozyma guilliermondii ndo apresentou diferencas
significativas no teor de sélidos soluveis quando comparado aos outros dois
tratamentos, para esta altitude.

Nos cafés provenientes de maior altitude (600 m) € possivel perceber que
o café inoculado com Meyerozyma guilliermondii apresentou maior teor de
sélidos soluveis (30%) do que os demais tratamentos, o que pode indicar que
estes microrganismos metabolizaram compostos complexos presentes na polpa
e mucilagem, produzindo agucares e outros compostos mais simples e dessa
forma aumentando o teor de solidos sollveis dos grdos. E possivel perceber
ainda que Pichia kluyveri demonstrou-se mais eficiente na reducdo de sélidos
soluveis do que Meyerozyma guilliermondii e o tratamento controle, o que indica

melhor utilizag&o destes.
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Estudando-se os dados na vertical é possivel perceber que o Unico
tratamento que apresentou diferenca significativa em relacdo as altitudes foi o
inoculado com Meyerozyma guilliermondii, que apresentou maior teor de solidos
na maior altitude (600 m). J& para Pichia kluyveri e para o tratamento controle
nao houve diferencas significativas entre as altitudes. Segundo Alves et al.
(2011) quanto maior a altitude de cultivo do café menores as temperaturas
médias da regido, o que leva ao adiamento da maturacdo dos frutos e, por
consequéncia, ao maior acumulo de substancias pelos frutos, o que explica o
maior teor de solidos sollveis encontrados nas amostras provenientes de 600
m.

O teor de sdlidos soluveis em um café sofre influéncia dos fatores
genéticos, ambientais, das condi¢cdes em que sdo produzidos e processados. O
café conilon pode apresentar valores de solidos sollveis que variam entre 26,0%
e 30,0% (FERRAO et al., 2017).

Ja para pH, condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio a interacéo
entre os fatores estudados foi ndo significativa, portanto o efeito destes foi

estudado separadamente (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Efeito da altitude sobre pH, condutividade elétrica e lixiviagdo de
potassio dos graos crus.

Altitude*
Variaveis 300 m 600 m
pH 5,90 a 5,91a
Condutividade (uS.cm=.g?) 69.94 a 40,68b
Lixiviagdo (mg.L™?) 29.38 a 16,22b

* Médias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significaAncia pelo teste de Tukey. T1: Meyerozyma guilliermondii; T2: Pichia

kluyveri; T3: Controle.

Tabela 3: Efeito de tratamentos sobre pH, condutividade elétrica e lixiviagdo de
potassio dos graos crus.

Tratamentos*
Variaveis T1 T2 T3
pH 5,87 a 597 a 5,88 a

Condutividade (uS.cm™.g?) 54,06 a 57,81 a 54,06 a
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Lixiviagdo (mg.L?) 21,56 a 23,50 a 23,35 a

* Médias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significancia pelo teste F. T1: Meyerozyma guilliermondii; T2: Pichia kluyveri; T3:

Controle.

Nao houve diferenca significativa (p<0.05) para o parametro pH entre os
tratamentos, ou seja, o pH das amostras ndo variou em fungao da altitude e da
espécie de levedura inoculada.

Segundo Velmourougane et al. (2013) o declinio no pH durante a
fermentacdo do café é atribuido principalmente a degradacdo de substancias
organicas complexas da mucilagem em acucares mais simples, que apos a a¢ao
dos microrganismos produzem os compostos acidos. No presente trabalho ndo
foi constatada queda no pH das amostras inoculadas, isso pode ter ocorrido
devido a menor exposi¢do da mucilagem, ja que a inoculacao foi realizada com
o fruto inteiro.

De acordo com Balzer (2001) cafés arabica séo ligeiramente mais acidos
do que os cafés conilon, que tem um pH na faixa de 5,25 a 5,40. Porém, Filho et
al. (2013) encontraram pH no valor de 5,81 para café conilon processado por via
natural, que corrobora com os valores encontrados no presente estudo.

N&o houve interacao significativa entre os fatores altitude e levedura para
as variaveis condutividade elétrica e lixiviagdo de potéssio, porém foi possivel
perceber que houve diferenca significativa entre altitudes. Os cafés de maiores
altitudes (600 m) apresentaram menores valores de condutividade elétrica e
lixiviagdo de potéssio.

A condutividade elétrica e a lixiviagdo de potassio de uma amostra de café
estdo diretamente relacionadas com a qualidade da bebida, ja que estas andlises
avaliam a qualidade dos grdos baseando-se na perda de integridade das
membranas. Considera-se que qualquer fator que altere a estrutura da
membrana do grdo, como ataque de insetos, quebra ou deterioragcdo por
microrganismos, provocam uma rapida degradacdo dos grdos de cafeé,
depreciando assim a qualidade da bebida (MALTA, et al., 2005).

Malta et al. (2005) encontraram valores de condutividade elétrica por volta
de 227,58 uS.cm™.g! de amostra, e de lixiviacdo de potassio por volta de 50,35
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ppm em gréos sadios de café arabica, valores muito acima dos encontrados no

presente estudo.
4. Concluséo

A altitude de cultivo do café se mostrou um fator de impacto sobre a
fermentacdo visto que a inoculacdo com as leveduras apresentou diferentes
resultados em funcao desta. A interacdo entre estes fatores apresentou efeito
sobre a acidez total titulavel e os solidos soluveis dos gréos.

O comportamento divergente das duas leveduras utilizadas sugere que o
mesmo microrganismo se comporta de forma diferente de acordo com a matriz
onde estd inserido, ou seja, mesmo trabalhando-se com microrganismos
isolados de café conilon os resultados podem ndo ser os mesmos quando
aplicados em outras regides, devido a mudancas, principalmente, na
composicdo da mucilagem dos frutos cultivados em diferentes altitudes. Desta
forma, € importante ressaltar a necessidade de mais estudos para avaliar a
composi¢do do fruto café e o efeito da inoculacdo de leveduras em diversas

matrizes, além de seu efeito.
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3. CONCLUSAO GERAL

O estudo contribuiu para o melhor entendimento da acéo de leveduras
inoculadas em cafés de diferentes altitudes processados pela via natural. A
altitude de cultivo se mostrou um fator de grande impacto sobre a fermentacéo,
uma vez que a inoculacdo com as leveduras apresentou resultados diferentes
em funcao desta.

A inoculacdo de M. guilliermondii pode contribuir para o controle da
populacdo de fungos durante o processo de secagem/fermentacdo do café
natural. Do ponto de vista sensorial apesar de nao ter sido observada mudanca
expressiva nas notas dos cafés de mesma altitude foi constatado maior
intensidade de volateis nas amostradas inoculadas com leveduras,
especialmente nos cafés provenientes de baixas altitudes. Além disso, para o
café de 600 m os consumidores foram capazes de perceber a diferenca no café
inoculado com M. guilliermondii. Dessa forma, a inoculacéo dessa levedura pode
ser capaz de alterar o perfil sensorial do café mesmo que a nota ndo seja
alterada.

A inoculacéo de leveduras e a altitude também tiveram influéncia no perfil
de compostos volateis, acidez total titulavel e sélidos sollveis. Estes resultados
sugerem que as leveduras se comportam de forma diferente em cafés
provenientes de diferentes altitudes, como a altitude é um fator que influencia
diretamente na composicdo da mucilagem, logo esta também influencia no
desenvolvimento dos microrganismos.

E preciso reforcar a necessidade de mais estudos para verificar a
viabilidade da inoculacédo de leveduras em cafés de diferentes regides, assim
como testar o efeito da utilizacdo de outras leveduras, ou até uma combinacao
destas, e de outros métodos de processamento do café, sobre a qualidade final

do café.



APENDICES
APENDICE A — Ficha utilizada para o teste triangular

Nome: Data: ! /

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas, sendo duas iguais e uma diferente. |dentifique

com um circulo a amostra diferente

Comentarios:
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APENDICE B — Parecer do comité de ética em pesquisa

@ wiie UFES - UNIVERSIDADE
G @ "' FEDERAL DO ESPIRITO W"‘“
@& e A TO - CAMPUS ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADOD DO CEP

DADDE D PROJETD DE PERQUIEA

THulo da Pacgulca: CAFE CONILON [Coffea cansphoral PROCESSADD FOR VIA SECA COM
UTILIZAGAD DE CULTURAS STARTERS

Poasguilcador: Eruna Lessada Shia

HArea Tematioa:

Vercdo: 2

CAAE: 0M315118.5.0000.8151

Institulpdo Proponents: COORDENACAT ADMINISTRATIVA DO SUL O ESFIRITD BANTD - CABES -
Pabrooinador Prirsdpal: Sinarciamenio Froprio

DADDE D PARECER

Himero do Pareosr: 3080.311

Aprecentagbo do Projeio:

O estudo offa gue alguns microrganismcs. s4o capazes e dagradar composios presenies pos fnatos de cafe
= podurir cairos Compostos duranie o sew mesfabollso & gue af:nnerh-;!n do café por microrganismos
pode acaTmeiar em melhonas ou deprecacio da qualldade da bepida. Ainda, que & wiraclo de eveduas
como ouituras starters pode medforar a gualkdade sensonial, reduzr o i=mpo ds precessamento & iRibir o
crescimenio de fungos micofcalg®nicss, sem o aumento de cusics. O Fabalho tem por objefvo avaliar as
caracterisicas fisioc-guimicas dos grios de café processados com ubizapho de oukuras starters de
leveduras previaments sodacdss, rekaclonamdo a 1'|:r|11|:11|3-;:!|:| por diferentes levedaas comoa qualidsde
sensorial da bebida. Serd realzado @ puivernzaclo do café com levedums, o cafE serd pilado, Tomado &
moddo. As amostras serdo eximidss. por Sliracio em filro de papes] 0om Agua a aproximadamente S0RC &
mantidas squecidas em cafeleiras eltticas atd o momento de serem servidas. Serd uilizada uma propom o
de B0 gramias de po de café para produzir 1 170 da bebids. SerSo serddos & cada prosador 30 mL e=m

copos plastioos. Jerd apicado um beste ranguar cnde oxdy avallador recstsrd Infs amcsiss oodificadas.

O avallador serd Informado de que duas destas smcestraes 3o lguaks = uma & dierenie. Serd sollciado que o
araallador prove as amosiras da esguerda para a dnslia = denifique gual amosta dfers das demals. 3=rA
aplcado um teste de aceitaclo de escaly hedinikca de 9 pontos sHuados entre “gostel exremamenis" &
"gesgoste| exremament=". As amostras codficadss com algarismos de s dighos & akeatortzsdys serlo
apresentadas ao provador pars avallar o guanio

Erdarege: Ao Unfereidcio afn Cusrersre

Balrma: CEMTIND CEF:. = s000am
UF: LS Henicipio:  ALEZGHE
Telsfona-  CHpEEAT E-mal: cep msgre rssorel oom

]
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‘i UFES- UNIVERSIDADE
G 9 e FEDERAL DO ESPIRITO w ma
& Hmones o uTe  CAMPUS ALEGRE
CorrramcEs m Surcar 30000

ol ou desgosta de oxdy uma delas alraves desh esoaas.

Objetivo da Pecoulea:

De BCono COM O pesguisydor esponsavel, of objeivos da pesguisa sfo:

Processar ' Conllon por Via seca, aphs i'mn..lal;.l-:-de Eevedumas previaments seisclonadas, avalandose
o Impacio dos microrganisrmos nas caracterisbicas sengoriaks da bebida.

Avallepdo dos Rlcoos & Beneflolos:

Risoos:

Exishe o risco de gues oz volunbifos se snba fsdigasdcs com o mdmero de amostas gque serlo oferscddas.
Fara evEar esie Rooavenienis ser

ssrciarerido a priof que o5 provadonss paoder sbandonar o evperimenio 4 qualquer momenio Cxs0 SEf e
sua vontade. Mo sard necessaro gue ot

wolunidrios gue s= apresentaram em um dia reiemem, mMas caso Seja de ineresse dos mesmo Serd
pemikida partidpagio.

Beneficks:

0 projefo pode razer beneficios oomo inserir no mencado um o de melhor qualdade, sem gee= hajs um
aumenio substancial nos oushos,

beneficianda drefaments os consumidores da bebida. Alem disso, pode ser possivel uma malor
padronizacio da qualldsde do café, o que auments

& conflanga do consumidor no aio da compra.

Comentirios & Conclderagdes cobre a Fecquica:
O pesquisador siendeu As pendénclas do CEP.

Conclderaghst cobre o Termoc de aprecentagdn obrigaddriac

* Folha de msio: apressnisds & sdequada.

* Projeio defalhado: apressniado & adeguado.

* TCLE: apresentado & adequada.

* Termo de ameéncis da insthilgio onde a pesquisa s=rd realzada: ndo se apica.
* CROMCQrAmA; AOnesening & sobsauad.

» Orparmenicc apresentado & adequado™

Erderego Ao Unfereiirio afn, Ousmersrs

Balma: CEMTHED CEF. oS00
I EE Hemniciple: ALLGHL
Talsfona:  CHpESRATT E-mall: oep msgre cssfBormed oo

Pl i 3
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oy (kb UFES - UNIVERSIDADE
& @ "'eo FEDERAL DO ESPIRITO W"P
S ITEE e ANTO - CAMPUS ALEGRE
Cordramcio oo Farecar 10803 ¢

[t resnidag S

Recomenda-se 2 aprovagio deste protocoio por este comite de &fca, uma vez gue foram at=nddas odas
&5 perddnicias Istadas anlefommenis.

Conclucles cu Penddnolss & Licha de Inadaguagdes:

As pendéncas ishdas foram aiendidss em s ol

Conclderapbos Fimals a cribésio do CEP:

1. & CEP/Aegre \JFEE deverd ser informmado de mdos o efelins Shversos o TSios reevanies gue alferem o
CUrse nomal do esiudo.

Z. Caso A pesquisa s&ja SuSpENsa ou Encerrada anies do previsio, o CEPAIRgreUFES deverd ser
comunicado, estando os motlvos =xpressos no relabirio inal a ser apresentado.

3. & TCLE deverd ser obiido em duas vixs, uma fcard com o pesquisasdor & a outra com o sujefts de
pEsgulss.

&4_Em comformidade oom 3 Carts Sircular nt 0032011 CONERAS N, Tar-se obripaidric & rubirics &m iodEs as
pdginas do TCLE pelos parficipaniss de pesgulza ou seu responsdvel & pelo pesgulssdor.

=, BEm mubices estudos, pama ques of Dereficios mos participanies sejam efetvos, posiedomends & reullu-;iu
da pesguisa, & de grande mpordncla o pesgulsador relomar & Instiulgdo onde fol nealzada a pesgqulsa =
apresentar o resulsdos & concusbes -

Ects parscsr Tol slaborado bacssdo mos dooumsantos abalko relaclonsdos:

Tipo Diooamenis Arguive Postagem Austor Sihacho
rformagies Edskcas| PE_INFORMADIDES_BASICAS DO_P | DSM22018 Aretn
o Frojets BROJETS 1333944 paf 20205:03
outros carfarsspostaaspendencias pdlf OEM22018 | Bruns Lessa da Siva| Acefio

16:31:10
TCLE ! Termos de | escalahedonicamodfcada pd! OEM22018 | Bruns Lessa da Siva| Acefio
Agsenbimenio J 53542
Jusificativa de
Ausincly
TCLE ! Terros de | rinaguiarmodicado pdf DEMZZ01E |Snoma Lessa da Bl | Aoeho
Azzenbimenio § f1625:18
Jusificativa de
AusEncla
Frojetn Cetalhads ! | broctaramodficada. pd? DSMZ2018 | Snume Lessa da 3iva | AoeHo
Brochurs 16:25:05
| Inrees S gaoor

Erdaregec Ao Unisrabiro, o Qusrsrsrs

Bairma: CEMTIED CEPF: maonmm
uP: E5 Municipla:  ALEGHE
Telslona-  CHpEESATT E-mal: cep misgre sssformel oo
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Comdrascio oo Pancer 1OBL I

~oiha de Rcsio fiolhaderosio] pdt 7902018 | Brures Lesss da Siva| Acelio
23:09:0%

2 thsagdo dio Parsoer:
Arroeado

Heosccita Apreclagdo da CONEP:
Wio

ALEGRE, 13 de Dez=mibne de 2018

ALCInado por:
JUZIARA MOREIRA COELHD
(Coordenadoral)
Erxdarsgs Al Unisrsiicn an GusmrsTs
Bairro: CEMTIED CEP: maohniam
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APENDICE C - Resumo da Anélise de Variancia (ANOVA) para contagem de

bactérias totais, bactérias lacticas, leveduras e fungos.

Variavel F.V. G.L. Valor p
Bactérias totais Altitude 1 0,248"s
Levedura 2 0,169"s

Interacao (AxL) 2 0,434"s

Tempo 4 0,000*

Interacdo (AXT) 4 0.000*

Interacao (LXT) 8 0,078

Interacdo (AXLXT) 8 0,186"*

Bactérias laticas Altitude 1 0,054"s
Levedura 2 0,004*

Interacao (AxL) 2 0,012*

Tempo 4 0,418"s

Interacdo (AXT) 4 0,000*

Interacao (LXT) 8 0,393"s:

Interacao (AXLXT) 8 0,021*

Leveduras Altitude 1 0,238"s
Levedura 2 0,305

Interacao (AxL) 2 0,888"s:

Tempo 4 <0,01*

Interacao (AXT) 4 <0,01*

Interacao (LXT) 8 0,073"s:

Interacao (AXLXT) 8 0,265"s

Fungos Altitude 1 0,465"
Levedura 2 0,019*

Interacao (AxL) 2 0,010*

Tempo 4 0,057"s

Interacdo (AXT) 4 0,049*

Interacao (LXT) 8 0,001*

Interacdo (AXLXT) 8 0,014*

* Efeito significativo (p < 0,05 ) pelo teste F, n.s. Efeito nao significativo (p > 0,05) pelo teste F.
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APENDICE D — Compostos volateis

Composto volateis A Amostras
FR Percepcéao sensorial Referéncias T1300 T2300 T3300 T1600 T2600 T3600
2-Metilpirazina 811,8 Noz CAPORASO etal, 2018 543% 5,67% 4,99% 5,24% 4,84% 5,07%
Furfural 829 Doce, amadeirado, améndoa CAPORASO etal.,, 2018 8,61% 7,75%  7,02% 10,61% 10,31% 10,77%
Alcool furfurilico 856 Caramelo, queimado, fumaca CAPORASO etal.,, 2018 11,82% 11,68% 9,29% 12,11% 12,4% 11,08%
Acetoxiacetona 867 Frutado, amanteigado,latico CAPORASOetal., 2018 1,4% 1,68% 155% 2,10% 2,1% 1,97%
2,5-Dimetilpirazina 903 Nogz, torrado, grama CAPORASOetal.,, 2018 2.69% 2,72% 2,64% 2,40% 2,48% 2,34%
2,6-Dimetilpirazina 904 Chocolate, cacau, nozes torradas CAPORASOetal, 2018 4,35% 4,14% 4,02% 4,43% 43% 4,37%
2-Etilpirazina 899 Noz, amendoim, manteiga CAPORASO etal., 2018 2 41% 2,41% 2,28% 2,25% 2,23% 2,16%
2,3-Dimetilpirazina 908 Cru, noz, pimenta verde CAPORASO etal, 2018 (0,92% 1,01% 0,99% 0,90% 0,88% 0,86%
5-Metilfurfural 955 Especiarias, caramelo, carvalho CAPORASO etal.,, 2018 579% 5,18% 4,78% 7,16% 7,11% 7,34%
2-Etil-6-Metilpirazina 993 Floral, frutado, avela CAPORASO etal.,, 2018 2 54% 1,88% 2,03% 2,36% 3,32% 3,12%
2-Etil-5-Metilpirazina 990 Cafe CAPORASO etal, 2018 2 01% 1,86% 21% 154% 167% 1,61%
2,3,5-Trimetilpirazina 992 Nozes - 1,41% 1,35% 1,36% 1,17% 1,25% 1,17%
2-Etil-3-Metilpirazina 990 Noz, amendoim CAPORASO etal.,, 2018 2 19% 2,04% 2,2% 1,94% 2,08% 1,91%
2-Metil-5-Vinilpirazina 1005 - 0,78% 1,14% 0,76% 1,4% 0,74% 1,25%
NASCIMENTO et al.,
2-Acetilpirrol 1064 Noz, pao, mofo 2007 0,99% 1,18% 0,83% 1,3% - 1,21%
3-Etil-2,5-Dimetilpirazina 1071 Terroso, torrado CAPORASO etal.,, 2018 4,15% 3,64% 41% 2,99% 3,52% 3,2%
2-Etil-3,5-Dimetilpirazina 1072 Terroso, torrado CAPORASOetal,, 2018 1,92% 1,78% 2,01% 1,72% 2% 2,08%
5-Etil-2,3-Dimetilpirazina 1069 - 0,81% 0,5% 0,93% - 0,73% 0,2%
Guaiacol 1080 Fendlico, queimado, fumaca CAPORASOetal., 2018 1,62% 1,55% 1,67% 1,66% 1,68% 1,48%
Matéria torrada, noz, vegetal, NASCIMENTO et al.,
2-Acetil-3-Metilpirazina 1112 caramelo 2007 2,78% 2,79% 0,92% 25% 257% 2,12%
Noz, carne assada, vegetais, NASCIMENTO et al.,
3,5-Dietil-2-Metilpirazina 1152 matéria torrada 2007 161% 1,23% 153% 1,24% 1,25% 1,31%
1-Furfurilpirrol 1163 - 123% 1,15% 1,34% 1,2% 1,48% 1,18%

4- Vinilguaiacol 1300 Alho CAPORASO etal., 2018 16,35% 14,02% 10,84% 14,37% 11,52% 13,15%
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4- Etilguaiacol 1269 Picante, fendlico, doce CAPORASOetal., 2018 158% 1,68% 1,36% 159% 1,25% 0,83%

FR: Fator de retencéo
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APENDICE E — Resumo da Andlise de Variancia (ANOVA) para os resultados
de &cidos orgéanicos e agucares.

Variavel F.V. G.L. Valor p
Acido oxalico Altitude 1 0,00*
Levedura 2 0,51ns

Interacao (AxL) 2 0,13"s

Tempo 4 0,02*

Interacao (AXT) 4 0,00*

Interacao (LXT) 8 0,46"

Interacdo (AXLXT) 8 0,82"

Acido malico Altitude 1 0,03*
Levedura 2 0,94ns

Interacdo (AxL) 2 0,85"

Tempo 4 0,00*

Interacdo (AXT) 4 0,00*

Interag&o (LxT) 8 0,93

Interacao (AXLXT) 8 0,90™

Acido acético Altitude 1 0,00*
Levedura 2 0,79ms

Interacdo (AxL) 2 0,86"

Tempo 4 0,00*

Interacdo (AXT) 4 0,00*

Interacao (LXT) 8 0,89"

Interacao (AXLXT) 8 0,90™

Acido latico Altitude 1 0,00*
Levedura 2 0,60

Interacdo (AxL) 2 0,54"

Tempo 4 0,00*

Interacdo (AXT) 4 0,00*

Interag&o (LxT) 8 0,30m

Interacao (AXLXT) 8 0,40"s

Acido propiénico Altitude 1 0,00*
Levedura 2 0,13

Interagdo (AxL) 2 0,01*

Tempo 4 0,00*

Interagdo (AXT) 4 0,00*

Interag&o (LxT) 8 0,03*

Interacdo (AXLXT) 8 0,18"

Glicose Altitude 1 0,35"s
Levedura 2 0,47"

Interagdo (AxL) 2 0,26"

Tempo 4 0,47"s

Interacao (AXT) 4 0,10"s

Interag&o (LxT) 8 0,35

Interacao (AXLXT) 8 0,44"s




Frutose Altitude 1 0,96"
Levedura 2 0,34"

Interacao (AxL) 2 0,56"

Tempo 4 0,00*

Interacao (AXT) 4 0,00*

Interacao (LXT) 8 0,00*

Interacao (AXLXT) 8 0,01*

Sacarose Altitude 1 0,08™
Levedura 2 0,68"s

Interacdo (AxL) 2 0,43

Tempo 4 0,00*

Interacdo (AXT) 4 0,00*

Interacao (LXT) 8 0,51"s

Interacdo (AXLXT) 8 0,72*
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* Efeito significativo (p < 0,05 ) pelo teste F, n.s. Efeito nao significativo (p > 0,05) pelo teste F.
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APENDICE F — Resumo da Analise de Variancia (ANOVA) para o resultados de
pH, acidez titulavel total, solidos soluveis, condutividade elétrica e lixiviagdo de

potéssio dos gréos crus.

Variavel F.V. G.L. Valor p
Altitude 1 1,000

pH Levedura 2 0,116"s
Interacao 2 0,353

Altitude 1 0,031*

Acidez titulavel total Levedura 2 0,005*
Interacao 2 0,004*

Altitude 1 0,003*

Solidos solaveis Levedura 2 0,001*
Interacao 2 0,024*

Altitude 1 0,037*

Condutividade elétrica Levedura 2 1,000"s:
Interacao 2 1,000"s:

Altitude 1 0,033*

Lixiviacdo de potassio Levedura 2 1,000"s:
Interacao 2 1,000"s-

* Efeito significativo (p < 0,05 ) pelo teste F, n.s. Efeito néo significativo (p > 0,05) pelo teste F.



