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RESUMO

PEREIRA, Priscila Vargas. Dinamica microbiana e aspectos fisicos e quimicos
de café conilon (Coffea canephora Pierre ex Froehner) cultivado em diferentes
ambientes e processado por via natural. 2018. Dissertacdo (Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Universidade Federal do
Espirito Santo, Alegre-ES. Orientadora: Prof?2 Dr2. Patricia Campos Bernardes,
Coorientadores: Prof2 Dr2. Jussara Moreira Coelho e Prof Dr. Samuel de Assis Silva.

Microrganismos estao presentes nas diferentes etapas do processamento do café e
contribuem para a qualidade final da bebida. A microbiota do café pode variar de
acordo com mudancas geograficas, variedade cultivada e altitude do local de cultivo.
O conhecimento sobre essa microbiota € importante especialmente quando se
deseja aplicar culturas starters durante o processo de secagem a fim de melhorar a
qualidade da bebida. Com esse trabalho se objetivou avaliar a diversidade
microbiana presente nos cafés conilon cultivados em diferentes altitudes e faces de
exposicao ao sol e processados por via natural, a fim de estudar a relacdo desses
fatores sobre a microbiota presente e o impacto destas nas caracteristicas fisico-
quimicas dos grédos. Foram utilizados cafés conilon de duas altitudes (300 e 600 m)
e duas faces de exposicao ao sol (Soalheira e Noruega). Os cafés foram secos em
terreiro suspenso até 18% b.u de umidade e amostras foram coletadas durante a
fermentacao/secagem. Apoés esse periodo foram transferidos para um secador
artificial a 45 °C até umidade de 11% b.u. Acidez, pH, soélidos soluveis, cinzas,
fendlicos, proteina, lipideos, carboidratos, fibora e umidade foram determinados nos
fruto de café. Durante a fermentacdo microrganismos foram isolados e identificados
por lonizacdo por Dessorcéo a Laser Assistida por Matriz — Tempo de véo (MALDI-
TOF) e sequenciamento. AcgUcares e acidos organicos foram identificados e
guantificados por Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC). No café torrado
foram identificados compostos volateis por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). A interacéo entre altitude e face de exposicdo ao
sol influenciou nas variaveis pH, solidos soluveis, cinzas e fenolicos dos frutos de
café. O mesmo comportamento ndo foi observado para o contetdo de lipideos,
proteina, carboidratos, fibra e umidade. Os principais géneros de microrganismos
encontrados foram Pichia, Candida, Meyerozyma, Bacillus e Staphylococcus. Acido

acético e succinico foram identificados durante o processo de fermentacdo. A



concentragdo de sacarose, frutose e glicose variou, entre amostras, ao longo da
fermentacdo. Quarenta compostos volateis foram identificados nos cafés torrados,
havendo diferenca entre os compostos em relacéo a altitude e face de exposicao ao
sol. A avalicdo da microbiota presente em cafés conilon provenientes de diferentes
altitudes e faces de exposicdo ao sol é importante para o conhecimento das
espécies microbianas presentes durante o processamento natural no Brasil, uma vez

gue esses estudos sdo escassos na literatura cientifica.

Palavras-chave: Qualidade do café, fermentacgdo, culturas iniciadoras.



ABSTRACT

PEREIRA, Priscila Vargas. Microbial dynamics and physical and chemical aspects of
coffee conilon (Coffea canephora Pierre ex Froehner) grown in different
environments and processed by natural method. 2018. Dissertation (Master’s degree
in Food Science and Technology) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre-
ES. Advisor: Prof Dsc. Patricia Campos Bernardes, Co-advisor: Prof2 Dsc. Jussara
Moreira Coelho and Prof Dsc. Samuel de Assis Silva.

Microorganisms are present in the different stages of coffee processing and
contribute to the final quality of the beverage. The coffee microbiota may vary
according to geographic changes, cultivated variety and altitude of the growing site.
Knowledge about this microbiota is important especially when starter cultures are to
be applied during the drying process in order to improve the quality of the beverage.
The aim of this work was to evaluate the microbial diversity present in natural conilon
coffee grown at different altitudes and shade, in order to study the relationship of
these factors on the present microbiota and their impact on the physical and
chemical characteristics of grains. Conilon coffee of two altitudes (300 and 600 m)
and two shade (Sunny and Norway) were used.The coffees were dried in suspented
plataforme up to 18% moisture and were collected during a fermentation/drying. For
the period were transferred to an artificial effect at 45 °C until moisture of 11%.
Acidity, pH, soluble solids, ash, phenolics, proteins, lipids, carbohydrates, fiber and
moisture were required in coffee fruits. During fermentation by microorganisms were
identified by Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Flight Time (MALDI-TOF)
and sequencing. Sugars and organics acid were found and quantified by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). In the roasted coffee, volatile
compounds were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS). An interaction between altitude and face exposure to the sun influenced
pH, solubility, ash and phenolic variables of coffee fruits. The same context was not
observed for the content of lipids, proteins, carbohydrates, fiber and moisture. The
main genera of microorganisms were Pichia, Candida, Meyerozyma, Bacillus and
Staphylococcus. Acetic acid and succinic acid during the fermentation process. A
concentration of sucrose, fructose and glucose varied between samples throughout

the fermentation. Composed of half a dozen toasts, having the same effect in relation



to the altitude and face of sun exposure. The evaluation of the microbiota present in
conilon coffees allows different heights and faces of exposure to the sun is important
for the knowledge of microbial species present during natural processing in Brazil,

since these studies are scarce in the scientific literature.

Keywords: Coffea quality, fermentation, culture starters.



17

1 INTRODUCAO

Os cafeeiros pertencem ao género Coffea da familia Rubiaceae, e possuem
cerca de 80 espécies e centenas de variedades. As espécies mais comuns de café e
as mais cultivadas no mundo sdo Coffea arabica (café ardbica) e Coffea canephora
(café conilon e robusta) (HAMDOUCHE et al., 2016).

A producdo de café tem grande importancia para a economia brasileira. O
Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café com uma previsdo para safra
2017/2018 de 54,44 a 58,51 milhdes de sacas de 60 Kg de café beneficiado. Desse
total, aproximadamente 12,7 a 13,96 milhdes de sacas correspondem a producao de
café conilon, sendo o estado do Espirito Santo responsavel pela producdo de
aproximadamente 8,2 milhdes de sacas, ou seja, 61,52% da produgcédo nacional
(CONAB, 2018).

O estado do Espirito Santo € o maior produtor e exportador nacional de café
conilon, o que contribui muito para a economia do estado. O café conilon destaca-se
pelo seu alto valor industrial e € muito utilizado em blends junto com o café arabica,
conferindo corpo ao produto e equilibrando a acidez do café arabica. Além disso,
café conilon pode ser aplicado na industria de café soluvel (MAURI, 2016). Dessa
forma, estudos visando a melhoria da qualidade do café conilon sé@o relevantes ndo
s6 para o estado do Espirito Santo, como para o Brasil.

O café conilon é processado por via natural em sua maioria, devido ao clima
guente do Brasil e a escassez de chuvas durante o periodo de colheita. No
processamento por via natural, os frutos de café sédo secos pela radiacdo solar com
todas as partes que os constituem e sdo denominados café em coco, de terreiro ou
natural (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; SILVA, 2014).

Durante a secagem por via natural, os microrganismos naturalmente
presentes nos frutos realizam uma série de fermentagdes que podem influenciar na
qualidade final do produto (SCHWAN; WHEALS, 2003). Estes microrganismos séo
bactérias, leveduras e fungos filamentosos provenientes das etapas pré e pés
colheita, que degradam compostos presentes na polpa e mucilagem dos frutos e
excretam metabdlitos nos graos, os quais influenciardo nas caracteristicas fisico-
qguimicas e sensoriais dos mesmos (SILVA et al.,, 2000; AVALLONE et al., 2002;
VILELA et al., 2010; EVANGELISTA et al., 2015).



18

Estudos de fermentacdo em café Conilon sdo ainda muito escassos, muito do
que se sabe de fermentacdo em café foi realizado em café Arébica. Dessa forma,
conhecer 0s microrganismos envolvidos nas etapas de processamento do café
conilon processado por via natural € relevante. Esta microbiota pode ser benéfica ou
prejudicial e pode variar em fungéo de caracteristicas da regido de producéo, como
umidade, temperatura e populagédo microbiana do solo, composicao da variedade do
fruto de café e o método de processamento.

Pesquisas que abordam diferentes ambientes de cultivo do café, como
altitude e face de exposicao ao sol, sdo essenciais, pois trazem conhecimento sobre
como esses fatores influenciam na produtividade, caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais do grdo. Além disso, podem-se ter respostas relevantes sobre a
diversidade microbiana presente no fruto submetido a estas condi¢des de cultivo.

Conhecendo a microbiota do café seria possivel selecionar microrganismos
benéficos com caracteristicas especificas e utiliza-los como indculo para realizar a
fermentacdo do café. Esse tipo de pratica possui diversos beneficios ao
processamento, como reducdo do tempo de fermentacdo e diminuicdo do
crescimento de microrganismos indesejaveis, como fungos micotoxigénicos, que
podem contaminar o café. Além disso, pode-se agregar valor ao café, uma vez que
esses microrganismos poderiam produzir compostos benéficos a qualidade da
bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a diversidade microbiana presente no café conilon processado por via

natural, apds colheita em diferentes altitudes e faces de exposicao ao sol, a fim de

estudar a relacéo desses fatores sobre a microbiota presente e o impacto destas nas

caracteristicas fisico-quimicas do gréo.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do fruto de café no estadio cereja.
Identificar as comunidades microbianas presentes nos frutos durante a
fermentacdo/secagem do café conilon processado por via natural e
provenientes de diferentes altitudes (300 e 600 m) e faces de exposicdo ao
sol (Noruega e Soalheira).

Quantificar bactérias mesofilas aerdbias, bactérias laticas, leveduras e fungos
filamentosos ao longo da fermentacéo.

Identificar os acidos organicos e acucares formados durante a
fermentacdo/secagem do café.

Identificar os compostos volateis presentes nos graos de café apds processo

de torrefacéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Origem e importancia econdmica do café

O café se originou na Etiopia e os holandeses trouxeram a planta para a
Ameérica Central e do Sul. O café foi introduzido no Brasil em 1727 no estado do
Para, e em 1830 se tornou o principal produto de exportacdo do pais (MENDES,
2005, SANTOS, 2008). A producdo de café contribui como importante fonte de
renda, absorvendo grande mao-de-obra, contribuindo como commoditie para o setor
agricola (VILELA, 2011).

O café pertence a familia botanica Rubiaceae, com mais de 80 espécies
conhecidas, porém poucas sdo usadas na producdo da bebida, sendo as mais
usadas Coffea arabica (aradbica) e Coffea canephora (robusta e conilon)
(HAMDOUCHE, et al., 2016).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, seguido pelo Vietna
e Colémbia, sendo que sua participacdo na exportacdo corresponde a 30,93%, do
Vietna 20,66% e Colombia 13,75% (ABIC, 2018). A previsao de producao para safra
2017/2018 esta entre 54,44 e 58,51 milhdes de sacas de 60 Kg. A producdo de café
arabica deve se situar entre 41,74 e 44,55 milh6es de sacas, representando um
aumento de 26% em relacdo ao ano de 2017, jA a producdo de café conilon é
estimada entre 12,7 e 13,96 milhdes de sacas, com crescimento de 24,3%
comparado ao ano anterior (CONAB, 2018).

De acordo com a Organizagdo Internacional do Café (2018) o consumo
mundial de café supera 150 milhBes de sacas por ano e vem registrando um
aumento anual de 2,5%. O Brasil € o segundo maior consumidor da bebida no

mundo, atras apenas dos EUA, que consome anualmente 25 milhdes de sacas.

3.2 A cultura do café conilon

A espécie Coffea canephora tem origem principalmente nas regides ocidental,
centro-tropical e subtropical do continente africano. Geograficamente, € amplamente
distribuida e se adapta melhor a regides quentes, Umidas e areas baixas da floresta
tropical (CHARRIER; BERTHAAUD, 1985).
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O primeiro cultivo de C. canephora se originou na Republica do Congo em
1870, e no Brasil foi introduzida no ano de 1912 no estado do Espirito Santo, no
municipio de Cachoeiro de Itapemirim, na regido sul do estado. Na década de 60,
com a crise do café que levou a erradicacdo da maioria das lavouras cafeeiras no
estado, em sua maioria constituida por café ardbica, o café conilon se expandiu e
em 1971 lavouras foram implantadas no municipio de S&o Gabriel da Palha e se
expandiu para outras regides do estado (ECCARDI; SANDALJ, 2002, SCHMID et
al., 2004, GLAZAR, 2005).

Os primeiros plantios de café conilon se originaram de sementes da variedade
‘Kouillou” (FONSECA et al., 2007). A palavra ‘Kouillou’ € um termo francés e esta
relacionada ao rio situado na costa Atlantica da Africa, onde a variedade de café foi
observada por boténicos franceses. Depois essa variedade ficou popularmente
conhecida como Conilon (FERRAO, 2007). No Brasil, o café conilon é cultivado em
altitudes mais baixas (abaixo de 500 m), temperaturas mais elevadas (média entre
22 e 26°C) e déficit hidrico inferior a 350 mm (FERRAO et al., 2007).

O estado do Espirito Santo € o maior produtor de café conilon do Brasil,
responsavel por cerca de 80% da producdo nacional e por 20% da producéo
mundial. O café conilon é a principal fonte de renda das propriedades rurais
capixabas e é responséavel por 35% do PIB Agricola. Atualmente, existem 256,55 mil
hectares plantados de conilon no Estado. Sdo 40 mil propriedades rurais em 63
municipios, com 78 mil familias produtoras (CONAB, 2018; INCAPER, 2018). O café
conilon gera 250 mil empregos diretos e indiretos. Em fungdo do aumento na
participacdo em blends e do clima e altitude favoravel para o plantio do café conilon,
o estado do Espirito Santo tem expandido sua cultura (MAURI, 2016).

O café conilon destaca-se pelo seu alto valor industrial e é muito utilizado pela
indUstria para a producdo de cafés soluveis e em misturas com o café arabica,
chegando a participar em até 50% nos blends. Ele confere corpo ao produto e
equilibra a acidez do café arabica devido a sua menor acidez e maior quantidade de
sélidos soluveis (MAURI, 2016). O conilon é responsavel por 80% dos blends que
sao destinados a producéo de café soluvel (ABIC, 2016). De acordo com o Conselho
dos Exportadores de Café do Brasil (2018), o café soluvel representa 12,1% das

exportacdes brasileiras (Figura 1).
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Figura 1- Participacdo da exportacao de café no Brasil. Fonte: CECAFE, 2018.

Ele é essencial na fabricacdo de café solluvel, devido sua alta extracdo de
sélidos soluveis e carboidratos, que é em média 30% maior que a do café arabica
(ABIC, 2016).

3.3 Composicao quimica do café

O entendimento dos processos que acontecem durante a formacdo e
maturacdo do café é essencial para o entendimento da composicédo bioquimica do
fruto (BOREM, 2008). O conhecimento dos compostos quimicos do café também
pode permitir a deteccdo de adulteracbes no mesmo, além da diferenciacdo entre
espécies (MONAKHOVA et al., 2015).

O café é constituido principalmente por endosperma (semente), que constitui
o grado, espermoderma (pelicula prateada), endocarpo (pergaminho), mesocarpo
(mucilagem) e exocarpo (casca), que tem como fungéo a protecdo dos cotilédones
(fruto) (Figura 2) (SALAZAR et al., 1994).
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Figura 2 - Anatomia do fruto café. Fonte: EMBRAPA, 2013.

O fruto no estadio de cereja contém em sua mucilagem acucares simples,
polissacarideos, minerais, proteinas e lipideos, entre outros compostos, constituindo
um excelente meio de cultura para o crescimento de bactérias, fungos filamentosos
e leveduras (AMORIM, 1968). Além disso, a mucilagem contém também agua,
taninos, cafeina, acidos clorogénicos e cafeicos, aminoacidos e substancias pécticas
(ELIAS, 1978).

As substancias pécticas podem ser classificadas, de acordo com as variacfes
de sua estrutura, em acidos pectinicos, protopectina, acidos pécticos e pectina e sédo
constituidas por cadeias de &cido galacturdénico, e grupos hidroxi acetilados
(ARUNGA, 1982). O acido péctico € um polimero de acido galacturénico com baixo
grau de xilose, ramnose e arabinose. A pectina € composta de unidades de acido
galacturdnico unidas por ligagdes a 1,4 com pouca quantidade de arabinanas e
galactanas (BLANCO, 1999).

A mucilagem so é formada no café com grau de maturacdo cereja. Os frutos
verdes ndo possuem esse componente. Sem a mucilagem a semente ndo possui
protecdo e lubrificacdo, o que pode ocasionar corte ou esmagamento da mesma,
prejudicando assim o sabor final da bebida (ARUNGA, 1982).

O grao do café contém componentes volateis e nado-volateis, tais como
acidos, aldeidos, cetonas, acucares, proteinas, aminoacidos, &acidos graxos,
carboidratos, trigonelina, compostos fendlicos e cafeina, além de enzimas, que
agem sobre estes compostos (BIOSCI, 1993; MENEZES, 1994), contribuindo para
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qualidade sensorial da bebida que esté relacionada diretamente com a composi¢ao
quimica dos graos. A Tabela 1 contém a composi¢do quimica média do grdo de

café.

Tabela 1 — Composi¢do quimica média do gréo de café cru e torrado

Coffea canephora Coffea arabica

Componente

Cru Torrado Cru Torrado
Minerais 4,0-4,5 4,6- 5,0 3,0-4,2 3,5-4,5
Cafeina 16-24 2,0 0,9-1,2 1,0

Trigonelina 0,6- 0,75 0,3-0,6 1,0-1,2 0,5-1,0
Lipideos 9,0- 13,0 11,0- 16,0 12,0- 18,0 14,5- 20,0

Acido Clorogénico 7,0- 10,0 3,9-4,6 5,5- 8,0 1,2-2,3

Acidos alifaticos 15-2,0 1,0-15 1,5-2,0 1,0-15

Oligossacarideos 5,0-7,0 0,0- 3,5 6,0- 8,0 0,0- 3,5
Polissacarideos 37,0-47,0 - 50,0- 55,0 24,0- 39,0

Aminoécidos 2,0 - 2,0 -

Proteinas 11,0- 13,0 13,0- 15,0 11,0- 13,0 13,0- 15,0

Fonte: SMITH, 1985.

3.4 Fatores ambientais e qualidade do café

Os fatores ambientais delimitam as areas com potencial adequado de clima e
solo para as culturas de café, sendo uma ferramenta fundamental para a
implantacdo de qualquer atividade agricola. Para alcancar produtividade econémica,
cada cultura necessita de condi¢bes favoraveis durante todo o seu ciclo vegetativo,
isto €, estabelece determinados limites de temperatura nas varias fases do ciclo, de
uma quantidade minima de agua e de um periodo seco nas fases de maturagéo e
colheita. O atendimento dessas exigéncias sera fundamental para que determinada

regido seja considerada apta para uma dada cultura (ALVES et al., 2011).
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Os parametros climaticos considerados como favoraveis para a obtencdo de
uma bebida fina podem ainda ser afetados por efeitos externos, que contribuem para
aumento da umidade do ambiente influenciando a composicdo quimica da
mucilagem, o tipo de atividade microbiana e a intensidade do processo fermentativo.
Assim, mesmo regibes apropriadas para producdo de cafés de boa qualidade
possuem uma diversidade climatica que causam variacdes nas caracteristicas
(acidez, corpo e aroma) da bebida (ALVES et al., 2011).

Tem sido relatado que temperaturas baixas sdo responsaveis pelo adiamento
do processo de amadurecimento, levando a um maior acimulo de compostos
bioguimicos associados a melhora do aroma do café (VAAST et al., 2006; LAVIOLA
et al.,, 2007). A qualidade da bebida do café, também, depende da influéncia da
sombra sobre o desempenho fisioldgico do cafeeiro diminuindo o estresse na planta
(GEROMEL et al., 2008).

Diferentes altitudes e a posi¢cao da encosta da montanha podem influenciar na
qualidade final do café, e sdo alguns dos fatores ambientais que mais exercem
influéncia na cultura do café (SILVA et al., 2006, ZAIDAN et al., 2017), podendo
também influenciar na microbiota presente nos frutos do café.

A direcao onde a lavoura se encontra € um fator importante na caracterizacéo
do microclima das encostas e das temperaturas médias anuais. Em regibes de
montanha é comum dois termos para nomear a orientacdo da encosta da montanha
em relagcéo a radiagao solar. Um dos termos € “Face Noruega” onde as lavouras de
café recebem menor incidéncia de radiacao solar direta ao longo do ano, sendo mais
sombreada, umida e menos aquecida, com temperaturas médias anuais mais
baixas. O outro termo é “Face Soalheira”’, denominada assim devido a maior
incidéncia de radiagdo solar direta ao longo do ano, devido a isso ela &€ mais
aguecida, colaborando para que a umidade relativa seja menor quando comparada a
“Face Noruega” (SEDIYAMA et al., 2001).

Menchu et al. (1971) observaram aumento na acidez, corpo e aroma da
bebida em altitudes mais elevadas. Zaidan et al. (2017), em estudos realizados na
regido das Matas de Minas, no estado de Minas Gerais, observaram que os atributos
acidez, corpo e docura sdo os mais influenciados pelos fatores ambientais (altitude e
face de exposicdo ao sol).

O entendimento da melhor combinacdo de fatores (altitude e face de

exposicao ao sol) é um instrumento importante para ajudar o produtor na producao
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de cafés com maior potencial de qualidade de bebida. E importante que se avalie o
impacto desses fatores ambientais sobre as caracteristicas do café e sobre a
producdo do café de melhor qualidade para o mercado consumidor (ZAIDAN et al.,
2017).

3.5 Processamento do café

O processamento dos frutos de café se inicia na colheita, porém os fatores
que influenciam na qualidade devem ser considerados desde o plantio (BORGES;
JORGE; NORONHA, 2002). A colheita deve ser realizada quando os frutos
estiverem maduros em sua maioria (BORGES; JORGE; NORONHA, 2002; BOREM,
2008), ela resulta em frutos verdes, maduros (cereja), secos (boia), folhas, ramos,
terra, paus e pedra. A proporcdo de cada um desses constituintes depende do
sistema e cuidados com a colheita. Para separacdo do café, é realizada a abanacéo
(retirada de folhas e outras impurezas mais leves), e depois o café passa por
lavagem, para separa-los de acordo com a densidade. Os mais densos sdo 0s
verdes e cerejas, 0 menos denso € o café boia. Essas por¢cfes devem ser secas
separadamente, formando lotes mais homogéneos, permitindo assim secagem
uniforme (BOREM, 2004).

O objetivo do processamento do café é separar os grédos das camadas mais
externas do fruto (casca, polpa, mucilagem e pergaminho), visando assim a reducéo
da umidade inicial para aproximadamente 12% b.u.. Existem trés tipos de
processamento: via natural, via semi-seca e via umida. No processamento via
natural, o café é seco com todas as suas partes constituintes. No processamento via
semi-seca a casca e parte da mucilagem dos frutos sao retirados mecanicamente e
as sementes sao secas com o restante da mucilagem e o pergaminho. Na via Umida
a casca e a mucilagem dos frutos sao retiradas mecanicamente e as sementes séo
submetidas ao processo de fermentagéo para a retirada do restante da mucilagem
gue ficou aderida ao pergaminho (PIMENTA, 2003).

O tipo de processamento influencia diretamente na qualidade do café, devido
a variacao de compostos formados como acgucares, trigonelina, acido clorogénico e
compostos volateis (FARAH et al., 2006). Apds 0 processamento 0s graos podem
ser armazenados durante meses sem alteracdes significativas do sabor (BOREM,



2004; BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

O processamento por via natural (Figura 3), também conhecido como
processamento por via seca, da origem ao café denominado coco, natural ou de
terreiro. E 0 método mais antigo, simples e o mais utilizado no Brasil, devido a
estacdo seca caracteristica durante o periodo da colheita. Nesse tipo de
processamento o café € seco com todas as partes que 0 constitui (casca,
mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e semente). Esse € o método que menos
afeta a condicdo natural do café, pois todas as suas estruturas sao mantidas
(BOREM, 2008). Sua secagem varia entre 10 e 25 dias, dependendo da umidade
inicial do fruto, do clima, das instalag6es disponiveis e da qualidade final desejada
(CHALFOUN; CARVALHO et al., 2000; SILVA et al., 2000, SCHWAN; WHEALS,

2003).

Figura 3 - Fluxograma simplificado do processamento do café por via natural. Fonte:

O autor.
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A secagem do café pode ser feita ao sol em terreiros (suspenso, coberto ou
convencional) ou em secadores mecanicos apds uma pré-secagem ao sol (VILELA,
2009). Durante a etapa de secagem ocorre uma fermentacédo microbiana natural, em
que enzimas sao liberadas alterando assim a mucilagem, podendo influenciar na
qualidade do café (SILVA et al., 2000).

Os cafés que sao submetidos a secagem em terreiros convencionais, onde os
frutos sdo espalhados numa superficie de cimento, sofrem com fatores que podem
prejudicar a qualidade do grdo, como o contato do café com a microbiota da
superficie do terreiro, animais domésticos e chuvas repentinas. Ja o terreiro coberto
e 0 suspenso tem como vantagem a nédo influéncia da microbiota do chéo, a
prevencdo do contato de animais durante a secagem do café e também o melhor
fluxo de ar sobre os frutos e assim diminuicdo do tempo de secagem. Os secadores
mecanicos tém como vantagem a diminuicdo do tempo de secagem e uma

alternativa para periodos chuvosos (BOREM, 2008).

3.6 Microbiota e fermentacao do café

7

A microbiota presente no café € complexa e inclui bactérias, leveduras e
fungos filamentosos, e € influenciada por fatores ambientais da regido de cultivo,
como umidade, temperatura, populacao microbiana do solo, variedade do café e tipo
de processamento (SILVA et al., 2000, SILVA et al., 2003). Alguns microrganismos
sdo relatados como de importancia na fermentacdo do café, como os géneros
Bacillus, Erwinia, Aspergillus, Penicillium e Fusarium (ARUNGA, 1982).

Dentre os microrganismos presentes no café, alguns deles podem produzir
enzimas que aceleram a degradacdo da mucilagem e, consequentemente, 0
processo de fermentacdo, como por exemplo as leveduras. Algumas espécies de
leveduras como D. hansenii e P.guilliermondii sdo capazes de crescerem em meio
sintético de pectina, comprovando a importancia desses microrganismos nha
degradacédo da mucilagem do café (SILVA et al., 2008).

A pectina presente na mucilagem do café possui alto grau de esterificagdo de
grupos metil (superior a 70%) (SCHWAN; WHEALS, 2003). Assim, apenas enzimas
pectinoliticas que sejam capazes de utilizar, em conjunto ou isoladamente, esse

substrato sdo de importancia na degradacdo da mucilagem. Microrganismos que
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apresentem alta atividade de pectina liase ou alta atividade de poligalacturonase e
pectina metilesterase simultaneamente sdo de grande importancia no processo de
fermentacao e tém potencial para serem utilizados como culturas iniciadoras para a
padronizacao do processo de fermentacdo do café (VILELA, 2011).

Pectinases sdo importantes na fermentacdo de café, pois aceleram o
processo de fermentacdo, melhorando a qualidade do produto final. Enzimas
pécticas podem ser adicionadas para remover a camada de mucilagem do gréo.
Celulases, pectinases e hemicelulases, presentes em preparacdes comerciais,
podem ser aspergidas nos gréos, acelerando o processo de fermentacdo. Como
enzimas comerciais tem alto custo, sdo utilizadas enzimas pécticas microbianas
obtidas da fermentacao (KASHYAP et al., 2001; SILVA et al., 2000).

Durante a secagem do café natural em terreiro ocorre uma fermentacao
espontanea, devido a presenca de diversos microrganismos (SILVA et al., 2008).
Segundo estudo de Silva et al. (2000), o café natural possui maior quantidade de
substratos, devido a isso € encontrada uma grande diversidade de microrganismos.
As bactérias aparecem com maior frequéncia, e as leveduras aumentam durante o
processo de fermentacdo com a diminuicdo da umidade e atividade de agua. Os
géneros mais comuns para bactérias sdo Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas,
Serratia, Lactobacillus e Bacillus, e em relacdo as leveduras os géneros mais
encontrados sao Pichia, Candida e Arxula, com tendéncia a aparecerem em frutos
secos e fermentados.

Hamdouche et. al (2016) identificaram algumas espécies de microrganismos
durante a secagem de café (Coffea canephora) por via natural como Microbacterium,
Enterobacter, Wallemia e Aspergillus. Ja Pee e Castelein (1971) identificaram
Candida guilliermondii na superficie e mucilagem dos frutos e, Candida
parapsilopsis, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata, Saccharomyces
marxianus, Candida tropicalis e Candida pelliculosa na superficie dos gréos.

Em café arabica, De Melo Pereira et al. (2014) isolaram e identificaram
diferentes espécies de leveduras em café arabica como P. fermentans, P. kluyveri,
C. glabrata, P. caribbica entre outras espécies. Vilela et al. (2010) identificaram
Bacillus subtilis, E. coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus, Klebsiella
pneumoniae, Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii e Rhodotorula mucilaginosa.
Silva et al. (2008) identificaram espécies de bactérias como B. cereus, B.subtillis, B.

macerans, B. polymyxa e B. megaterium e, leveduras das espécies Candida
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saitoana, C.fermentati, Debaromyces polymorfus, P. gquilliermondii, C.
membraniefaciens, D. hansenii, P. anomala, Arxula adeninivorans e Saccharomyces
cerevisiae durante a fermentacdo de cafés naturais. Perderson e Breed (1946)
observaram a presenca de bactérias na fermentacdo do café arabica natural, em sua
maioria do género do género Leuconostoc e Lactobacillus.

De acordo com a literatura, fungos filamentosos s&o o grupo de
microrganismos mais encontrados em café secos em terreiro, dentre eles
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp., Penicillium spp, Aspergillus niger,
Cladosporium sp, Rhizopus nigricans Ehr., Rhizopus sp., Phomopsis sp. e
Espicoccum sp. (BITANCOURT, 1957). Silva et al. (2000) isolaram fungos do género
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Penicillium em cafés naturais (ardbica) sendo
que a maioria pertencia ao género Aspergillus. Enzimas flungicas aceleram a quebra
da mucilagem, alguns fungos pectinoliticos sao: Aspergillus, Fusarium e Penicillium
(VAUGHN et al., 1958). Estes fungos estdo relacionados com a producao de
substancias toxigénicas, como por exemplo, a Ocratoxina A por Aspergillus
ochraceus (BATISTA et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Os frutos de café conilon (variedade “Emcaper 8151 — Robusta Tropical”)
utilizados foram provenientes de duas regibes de producdo no sul do estado do
Espirito Santo nos municipios de Jerdnimo Monteiro (20°47°'22”S — 41°23'42”W) e
Cachoeiro de Itapemirim (20°50°56”S — 41°06’46”W). Em cada municipio foram
coletadas amostras de duas areas, com faces de exposicao ao sol do tipo Soalheira
(Noroeste) e Noruega (Sudeste). As areas do municipio de Jerébnimo Monteiro
possuem altitude média de 300 m e as areas do municipio de Cachoeiro de
Itapemirim possuem altitude média de 600 m.

As analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratdrio de Microbiologia
de Alimentos, as analises fisico-quimicas no Laboratério de Quimica de Alimentos e
Operacdes Unitarias do Departamento de Engenharia de Alimentos. Analise de
HPLC e CG-MS foram realizadas no laboratorio Central Analitica (CCENS) da UFES
campus Alegre. A secagem dos frutos de café conilon foi realizada na Area
Experimental do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo. Maldi-Tof foi realizado no laboratério de Fisiologia e
Genética de Microrganismos do Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Lavras, e o0 sequenciamento foi realizado pela Macrogen, EUA.

4.1 Colheita e processamento do café

Os frutos de café conilon (15 Kg) foram colhidos por derrica (Figura 4A) e
submetidos a secagem em terreiros suspensos em Alegre-ES (Figura 4B), sob
temperatura e umidade ambiente, até que os frutos atingissem uma umidade de
+18% b.u., sendo entdo transferidos para um secador (45 °C) (Figura 4C) até
umidade de £+11% b.u.
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Figura 4 - Colheita e processamento do café. A: Colheita do café, B: Secagem do

café em terreiro suspenso, C: Secagem final em estufa. Fonte: O Autor.

A temperatura ambiente e umidade relativa do ar foi medida durante a
fermentacdo/secagem por uma estacdo meteoroldgica instalada na area

experimental em Alegre-ES onde os cafés foram processados (Tabela 2).

Tabela 2- Monitoramento da umidade relativa e temperatura ambiente durante

fermentacio/secagem do café.

Noruega 300 Soalheira 300 Noruega 600 Soalheira 600

Tempo de T2(°C) UR (%) T2(°C) UR (%) T2(°C) UR (%) T2(°C) UR (%)
secagem

0 31.5 39.0 21.4 70.0 21.3 82.0 21.3 82.0
12 22.0 81.0 21.5 69.0 19.3 79.0 19.3 79.0
22 22.1 73.0 26.0 44.0 23.0 62.0 23.0 62.0
36 18.0 82.0 20.5 74.0 18.8 79.0 18.8 79.0
46 25.7 55.0 23.6 52.0 22.2 74.0 22.2 74.0
70 26.2 69.0 21.4 56.0 24.2 82.0 24.2 82.0
118 29.9 44.0 23.8 53.0 26.0 61.0 26.0 61.0

*Ta: Temperatura ambiente; UR: Umidade Relativa.
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Amostras (500 g) de café foram coletadas, em duplicata, nos tempos 0, 12,
24, 36, 46, 72 e 118 h, armazenadas em sacos de polietileno esterilizados, e
imediatamente transferidas ao laboratério para analises microbioldgicas. Para as
analises fisico-quimicas os cafés foram armazenados a -12 °C até serem

analisados.

4.2 Composigao centesimal

A umidade nos frutos de café cereja foi determinada em estufa, com
temperatura de 105°C, até peso constante da amostra, seguindo a metodologia
proposta pela AOAC (1995). O resultado foi expresso em % (b.u.) (g de agua/100g
de amostra).

Para a realizacdo das demais analises fisico-quimicas, amostras (300 g) de
café cereja foram congeladas a - 80°C, em seguida foram liofilizadas durante 48h
em liofilizador (Liotop, modelo L108), a 214 uHg e temperatura de - 60 °C.

ApGs liofilizacdo, as amostras foram moidas em moinho de facas (SOLAB) em
granulometria fina (20 mesh), e embalados em embalagens de polietileno/aluminio,

selados e armazenados sob refrigeracéo (4 °C) até o momento das analises.
4.2.1 Determinacéao de pH

Para determinacdo do pH foi utilizado um potenciémetro (Tekna, modelo T
1000), apos reidratacéo (2 g de amostra em 50 mL de agua destilada) das amostras
em po, de acordo com o método descrito na AOAC (1995).
4.2.2 Determinacédo de acidez titulavel total

A acidez titulavel total foi determinada apos reidratacdo (2 g de amostra em
50 mL de agua destilada) das amostras em pé. As suspensdes foram tituladas com
solugdo de NaOH 0,1 N, utilizando-se fenolftaleina 1% m/v como indicador, de

acordo com método descrito pela pela AOAC (1995).

4.2.3 Determinacgdo de solidos soluveis totais
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Os solidos soluveis totais foram determinados por refratdmetro digital (Hanna
HI 96801), apoOs reidratacdo (2 g de amostra em 50 mL de agua destilada) das

amostras em po, seguindo metodologia descrita na AOAC (1995).
4.2.4 Determinacdo de proteina

O teor de nitrogénio foi determinado nas amostras em pé pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 1995). Foi utilizada 1 g de amostra e 2 g de mistura catalizadora. O
fator de 6,25 foi utilizado para converséo de nitrogénio em proteinas e os resultados
foram expressos em % (g de proteinas/100g de amostra em base seca).
4.2.5 Determinacgéo de lipideos

O teor de lipideos foi determinado nas amostras em pé (1 g) utilizando-se éter
de petroleo e aparelho de Soxhlet (AOAC, 1995). O resultado foi expresso em % (g
de lipideos/100g de amostra em base seca).
4.2.6 Determinacao de cinzas

O teor de cinzas foi determinado nas amostras em p6, em Mufla a 525°C,
apos incineracdo (AOAC, 1995). O resultado foi expresso em % (g de cinzas/100g
de amostra em base seca).

4.2.7 Determinacéo de fibra bruta

A determinacdo do teor de fibra bruta (FB), nas amostras em p6 (1 g),

aconteceu apés digestdo acida seguida de digestdo em meio alcalino (AOAC, 1995).

4.2.8 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram quantificados de acordo com o método
de Folin Denis, descrito pela AOAC (1995).
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4.2.9 Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram calculados por diferenca de acordo com a

Equacéo 1:

CT = 100 — (UM + PTN + CIN + LIP) Eq 1.

Onde, CT= Carboidratos totais, UM= umidade, PTN= proteina, CIN= cinzas e
LIP= lipideos.

4.3 Caracterizacao e identificagdo da microbiota

4.3.1 Quantificacao, isolamento e caracterizacao fenotipica

Amostras de café (10 g) foram adicionadas em 90 mL de agua peptonada
esterilizada, homogeneizadas por 2 minutos em Stomacher® e submetidas as
diluicdes decimais.

Foram enumeradas (em duplicata) bactérias mesofilas aerdbias em agar
padrdo para contagem (PCA); bactérias laticas em agar Man Rogosa and Sharpe
(MRS), acrescido de 0,25% (v/v) de nistatina; leveduras em agar peptona dextrose
extrato de levedura (YPD), acidificado até pH 3,5 com &cido tartarico 10% (v/v);
fungos filamentosos em agar extrato de malte (MEA), acrescido de 0,01% (m/v) de
cloranfenicol. As placas de PCA e YPD foram incubadas a 35 °C por 3-7 dias, as
placas de MRS foram incubadas em jarros de anaerobiose a 35 °C por 3-4 dias e as
de MEA a 28 °C durante 7 dias (VILELA et al., 2010; EVANGELISTA et al., 2015).

A partir da contagem total foi selecionada, para analise da morfologia de
colonia, uma placa de cada meio e diluicdo cuja contagem esteve entre 30 e 300
colénias. O numero de isolados selecionados para identificagéo foi determinado pela
raiz quadrada do numero total de isolados contados, conforme mencionado no
Bacteriological Analytical Manual (Food Drugs Administration FDA, 1972). A andlise
de morfologia de colbnia incluiu a observacao dos seguintes atributos: tamanho da
colonia (analise comparativa com outras coldnias presentes naguele meio), forma,

elevacéo, cor, textura e bordo.
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A preservacao dos isolados foi a — 80 °C feita em criotubos contendo os
meios de origem liquidos acrescidos de glicerol, para uma concentracdo final de
20% (v/v) (VILELA, 2010).

A caracterizacdo fenotipica das colbnias bacterianas foi realizada utilizando
coloracdo de Gram, testes de catalase, oxidase, motilidade e capacidade de
formacdo de esporos (HOLT et al, 1994). As colonias de leveduras foram
caracterizadas por morfologia e por testes de fermentacao de glicose, sacarose,
xilitose, maltose e galactose (BARNETT, 2000).

4.3.2 Identificacéo dos isolados por lonizacdo por Dessorcado a Laser Assistida
por Matriz — Tempo de véo (Maldi-Tof)

Os isolados foram estriados em placas de agar YPG (&gar peptona glicose
extrato de levedura) para leveduras e agar nutriente para bactérias. As placas foram
incubadas a 28 °C por 18 h e entdo colonias de cada isolado foram transferidas
assepticamente para microtubos. Posteriormente, 3 pL de solucdo organica
(agua/acetonitrila/acido trifluoracético, 50: 47.5: 2.5) foi adicionado a cada microtubo
contendo o isolado bacteriano e 3 pL de &cido férmico/acetonitrila (25:75) para o
isolado de levedura. Os microtubos foram homogeinizados em vortex por 1 min e,
em seguida, 1 pL da suspensao foi transferida para uma placa MALDI flex de 96
pocos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Quando o liquido evaporou, 1 pl de
solugdo matriz [solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (CHCA) em
50% de acetonitrila/2,5% &cido trifluoroacético] foi adicionado em cada poco
(OLIVEIRA et al. 2015). Uma cepa de Escherichia coli K12 obtida da Colegéao
Publica Portuguesa de Cultura da Universidade do Minho (MUM,
http://www.micoteca.deb.uminho.pt) foi utilizada como padrédo para a calibracao
externa do MALDI-TOF. Células de E. coli K12 foram cultivadas em agar nutriente a
37 °C durante 18 h. Aproximadamente 1 pg de material de uma unica coldnia de E.
coli K12 foi transferida para a placa MALDI flex e a solucdo matriz CHCA foi
adicionada. As amostras foram analisadas em triplicata em espectrometro MALDI-
TOF micro flex LT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), utilizando o sistema
automético MALDI Biotyper 3.0. Os microgarnismos nao idenficados por Maldi-Tof
foram submetidos a sequenciamento (Item 4.3.3).
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4.3.3 Sequenciamento

A extracdo de DNA foi realizada usando o kit InstaGene Matrix (Bio Rad). E
0os primers usados para amplificacdo foram da regido 16S (27F e 1512R) para
bactéria e a regido ITS (ITS1 e ITS4) para leveduras. As reagfes foram feitas para
50 pL contendo 25 pL do kit top taq master (QUIAGEN), 1,5 de cada primer, 5 pL de
DNA molde e 17 pL de agua ultra pura (EVANGELISTA et al., 2014).

As reacdes foram levadas para um termociclador sob as seguintes condi¢des:
97°C por 5 min, 30 ciclos (97°C por 1 min, 52°C por 1 min e 72°C por 1 min) e a
extensao final foi de 72°C por 8 min. Para verificar a qualidade dos amplicons as
reacoes foram corridas em gel de agarose a 1,0% (EVANGELISTA et al., 2014).

As amostras foram enviadas para Macrogen USA para sequenciamento e

posteriormente analisadas usando o banco de dados BLAST (NCBI).

4.4 Determinacdo de acidos organicos e acucares durante a fermentacédo do

café

Os &cidos orgéanicos (malico, latico, acético, butirico, propidnico, citrico,
oxalico, succinico e tartarico) e acucares (sacarose, frutose e glicose) foram
analisados utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta performace
(HPLC) de acordo com Silva et al. (2013) e Evangelista et al. (2014a) com
adaptacoes.

Amostras (3 g) de frutos de café foram misturadas com 5 mL de agua Milli-Q
durante 10 min e os fluidos foram centrifugados (10000 x g) duas vezes durante 10
min a 4 °C. As amostras foram microfiltradas através de um filtro de acetato de
celulose de 0,2 um. Uma coluna (Aminez HPX-87C) (250 cm x 4 mm), operando a
55 °C, foi utilizada para se obter a separagdo cromatografica de acidos e acucares.
A fase movel utilizada foi uma solucdo de acido sulfurico 5 mM a um coeficiente de
vazéao de 0,8 mL/min. Os acgucares foram determinados por um detector de indice de
refracdo (RID) e os acidos foram determinados por um detector UV a 210 nm. Os
acidos e acucares foram identificados por comparacdo com tempos de retencdo de
padrdes auténticos.
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A quantificacdo dos compostos foi realizada utilizando curvas de calibragéo.
Para a construgdo da curva analitica foi utilizada uma padronizagéo externa a partir
de cinco niveis de concentracdo das solucbes padrdo dos acidos e acucares. Os

padrdes foram preparados e injetados nas mesmas condicfes das amostras.

4.5 Andlise de compostos volateis

Os compostos volateis foram extraidos de amostras de café torrado por
microextracdo em fase solida, de acordo com Evangelista et al. (2014), sendo
utilizada a Fibra Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS).
Amostras (3 g) de café foram previamente pesadas em frascos “headspace”, e entdo
foram aquecidas a 70°C por 30 min juntamente com a fibra. Apés adsorcdo dos
compostos na fibra, a mesma foi colocada no injetor e aquecida a 250°C por 5 min.

Apos extracdo dos compostos volateis, a analise foi conduzida utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e uma coluna
de silica Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A programacédo da temperatura da
coluna aconteceu da seguinte forma: a temperatura do forno foi mantida a 40 °C
durante 5 min, sendo entédo 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 vazao de 1,67 mL/min.

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

O indice de Kovats de cada componente foi calculado conforme a Equacgéo 2:

logtr X—logt/r Z
logt''g (Z+1)- 'ogt/r Z

IK = 100Z — 100 x Eq 2

Onde: Z = numero de carbonos do alcano anterior ao composto analisado; t'rX =
tempo de retencéo (min) do composto analisado; t'rZ = tempo de retencdo do alcano
anterior ao composto analisado e t'r(Z+1) = tempo de retencéo do alcano posterior

ao composto analisado.
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4.6 Planejamento experimental e andlise estatistica dos dados

Cada unidade experimental foi composta por 15 kg de frutos de café, sendo no
total 4 unidades experimentais (2 altitudes x 2 faces de exposi¢ao) totalizando quatro
tratamentos. O experimento foi conduzido em esquema de parcelas subdivididas no
espaco, tendo nas parcelas as altitudes (300 e 600 m) e nas subparcelas as faces
de exposicdo ao sol (Noruega e Soalheira).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
encontrado efeito significativo entre os tratamentos, estes foram comparados pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade usando o programa estatistico GENES,
versao 2013.5.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Composic¢ao centesimal do fruto

Foi observada interacéo significativa (p<0.05) (Apéndice 1), entre as faces e
altitudes, para as variaveis pH, soélidos soluveis, cinzas e fendlicos dos frutos de café

conilon (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da interacao entre face e altitude sobre a composi¢do quimica dos

frutos de café.

Altitude
300 m 600 m

pH Noruega 5,83aA 558bA

Soalheira 574aB 568bB

Sdlidos solaveis (%) Noruega 2,00aA 2,10a A

Face Soalheira 2,10a A 1,90bB

Cinzas (%) Noruega 424 a A 450b A

Soalheira 461aB 3,6laA

Fendlicos (g acido Noruega 21,62aA 26,22 b A
galico/100g) Soalheira

24,84 a B 28,12 b A

*Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na linha e médias seguidas pelas mesmas letras
mailsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Tukey.

Em relacdo ao pH dos frutos de café conilon (Tabela 3), observa-se menores
valores (5,58 e 5,68) para aqueles cultivados em altitudes mais elevadas quando
comparado com os de menores altitudes (5,83 e 5,74), 0 que sugere um maior
acumulo de &cidos organicos nos frutos de café conilon cultivados em altitudes
maiores.

Os frutos de café cultivados na face Soalheira e altitude de 600 m
apresentaram menor porcentagem de solidos soluveis totais (1,90%), sendo este

valor estatisticamente diferente daqueles obtidos nas outras amostras avaliadas. O
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maior percentual de sélidos soluveis (2,10%) foi encontrado em frutos cultivados na
face soalheira a 300 m de altitude e também nos cultivados na face Noruega a 600
m de altitude. Estes resultados ndo permitem sugerir de que forma a altitude e face
de exposicéo ao sol influenciam no percentual de sélidos soltveis dos frutos de café
conilon.

O conteudo de cinzas apresentou diferenca significativa, entre as duas altitudes
avaliadas, na face Noruega. O fruto de café cultivado na maior altitude apresentou
maior porcentagem de cinzas (4,50%). Para a face Soalheira ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as duas altitudes avaliadas. Para a altitude de 300 m
houve diferenca significativa entre as faces, sendo que os frutos cultivados na face
Soalheira apresentaram a maior porcentagem de cinzas (4,61%). N&o foram
encontradas diferencas significativas entre os frutos cultivados em faces distintas e
na altitude de 600 m. Os resultados n&o permitem concluir, de forma geral, como a
altitude e a face de exposi¢ao ao sol influenciam no teor de minerais dos frutos de
café conilon, uma vez que os resultados ndo apresentam a mesma tendéncia
fixando-se um fator (face ou altitude) e variando-se o outro.

Covre et al. (2016) avaliaram o acumulo dos minerais N, P, K, Ca, Mg, S, Fe,
Zn, Cu, Mn e B em frutos de café conilon, provenientes de cafeeiros irrigados e nao
irrigados e obtiveram como resultados valores na faixa de 6,92 a 7,13%. Estes
valores sdo maiores do que o encontrado no presente estudo. Entretanto, a
variedade de café usada e as condi¢des de cultivo foram distintas, o que deve ter
influenciado nos resultados.

Os minerais sdo compostos essenciais para o desenvolvimento de alteracbes
fisiologicas e morfologicas que levam a formacgéo do fruto café. Além disso, segundo
Covre et al. (2016) o conteudo de minerais é determinante para o cafeeiro tolerar o
estresse provocado por mudancas climaticas. Dessa forma, esperava-se como
resultado dessa pesquisa uma tendéncia mais clara da influéncia dos fatores altitude
e face de exposicéo ao sol, sobre o percentual de cinzas dos frutos de café conilon.

Em relacdo as concentragcdes de compostos fenolicos foram determinados
valores distintos significativamente entre frutos cultivados nas altitudes de 300 e 600
m, independente da face de exposicédo ao sol. Os maiores valores (26,22 e 28,12 g
acido galico. 100 g*) foram determinados nas amostras cultivadas em 600 m de
altitude. Fixando-se a altitude e variando-se a face de exposicdo ao sol, foram

encontradas diferencas significativas na concentracdo de fendlicos somente na
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altitude de 300 m, sendo que na face Soalheira foi encontrada maior concentragao
desses compostos.

A altitude tem influéncia na mudanca de temperatura do ar, pois a medida que
a altitude aumenta a temperatura do ar diminui. Consequentemente, altitudes mais
elevadas provocam adiamento do processo de amadurecimento dos frutos de café
conilon, ocasionando mais transformac¢fes quimicas e sintese de compostos
(VAAST et al.,, 2006). No caso do presente estudo estes compostos podem ser
fendlicos e acidos que levam a uma diminui¢do do pH.

Para as variaveis de umidade, acidez, proteinas, lipideos, fibra e carboidratos
nao foram observadas interagfes significativas (ANOVA em Apéndice I) entre as
faces e altitudes, assim os fatores face e altitude foram avaliados separadamente
(Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 — Efeito da face de exposi¢cédo ao sol sobre a composicéo centesimal dos
frutos de café.

Face
Noruega Soalheira
Umidade (%) 36,55 a 34,44 b
Acidez (mL de NaOH 0,1N/100g) 2,92 a 3,03a
Proteina (%) 1161 a 11,48 a
Lipideos (%) 1,71 a 1,18 a
Carboidratos (%) 46,27 a 48,23 a
Fibra (%) 5,70 a 5,08 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras na linha nao diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%
de significancia pelo teste F.



43

Tabela 5 - Efeito da altitude sobre a composicéo centesimal dos frutos de café.

Altitude
300 m 600 m
Umidade (%) 35,28 a 35,71 a
Acidez (mL de NaOH 0,1N/1009) 2,88 a 3,07 a
Proteina (%) 11,26 a 11,84 a
Lipideos (%) 143 a 1,47 a
Carboidratos (%) 47,59 a 46,91 a
Fibra (%) 4,46 a 6,32 b

*Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%
de significancia pelo teste F.

Avaliando-se o0s fatores separadamente foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05) na umidade de frutos de café cultivados em diferentes faces
de exposicdo ao sol (Tabela 4). Na face Noruega determinou-se um valor de
umidade inicial dos frutos maior (36,55%) que na face Soalheira (34,44%). Esse
valor mais elevado da umidade pode ser devido a menor exposicdo solar dos
cafeeiros na face Noruega, fazendo com que os frutos cultivados na face mais fria
(Noruega) perdessem menos agua para o ambiente.

Foram também encontradas diferencas significativas (p<0,05) no teor de fibras
de frutos de café cultivados em diferentes altitudes (Tabela 5). O conteudo de fibra
foi maior para a altitude de 600 m (6,32%) em relacdo a de 300 m (4,46%). Braham
e Bressani (1979) avaliaram o percentual de fibras da polpa do café, sem mencionar
a espécie, e encontraram um resultado em torno de 3,4%.

Neste trabalho foram encontrados nos frutos do café teores de acidez titulavel
entre 2,81 e 3,11 mL de NaOH 0,1N.100g™, e ndo foi observada diferenca
significativa (p>0.05) entre as amostras estudadas, tanto para as faces, quanto para
as altitudes avaliadas (Tabelas 3 e 4).

O teor de proteinas nao foi influenciado pela altitude e nem pela face de
exposicdo ao sol (p>0,05) (Tabelas 4 e 5). Nao foram encontradas diferengas
significativas no teor de proteinas de frutos de café conilon cultivados em altitudes

distintas. Para os frutos cultivados a 300 e 600 m foram encontrados 11,26 e
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11,84%, respectivamente. Frutos cultivados em faces de exposicao distintas também
ndo foram diferentes, significativamente, em relacdo ao teor de proteina, sendo os
percentuais encontrados de 11,61 e 11,48 para as faces Noruega e soalheira,
respectivamente. Braham e Bressani (1979) encontraram valores de proteina em
torno de 11,2% em polpa de café de espécie ndo mencionada.

O contetdo de lipideos nédo diferiu entre as faces e as altitudes a 5% de
probabilidade. Para as faces Noruega e Soalheira foram encontrados percentuais de
1,71 e 1,18%, respectivamente. Em relacdo as altitudes foram encontrados valores
de 1,43 e 1,47%, a 300 e 600 m, respectivamente.

Os principais constituintes da fracdo de carboidratos sdo celulose, aclUcares
redutores e ndo redutores e substancias pécticas (BRAHAM; BRESSANI, 1979).
N&o houve diferenca significativa entre os teores de carboidratos tanto para a
altitude, quanto para a face, porém os maiores valores encontrados foram para a
face Soalheira (48,23%) e a altitude de 300 m (47,59%)).

5.2 Caracterizacao e identificacdo da microbiota

5.2.1 Quantificacao e caracterizacao da populacdo microbiana

O comportamento da populacdo microbiana foi distinto entre as faces de
exposicdo ao sol e altitude (Figuras 5 e 6). Para a altitude de 300 m pode-se
observar, na maior parte do tempo, que a populacdo de bactérias mesofilas aerdbias
e fungos predominaram em relacdo as populacdes de leveduras e bactérias laticas
ao longo da fermentacédo, em ambas as faces (Figura 5). Enquanto que, para altitude
de 600 m, nas duas faces, as contagens dos quatro grupos microbianos avaliados
ficaram mais proximas ao longo da fermentacdo. Vale destacar que na face
Noruega/300 m observou-se uma grande variacdo na populacdo de bactérias laticas

durante a fermentacgao.
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Figura 5 - Comportamento da populacdo de bactérias mesofilas aerdbias, bactérias
laticas, fungos filamentosos e leveduras durante secagem do café. A: Noruega 300
m, B: Soalheira 300 m.

Silva et al. (2000) também observaram, em café ardbica processado por via
natural, predominio da popula¢do de bactérias, seguido por fungos e por ultimo de
leveduras em frutos de café coletados da planta e do solo. Ja Velmourougane (2013)
observou que a populacdo de leveduras foi dominante em relacdo a populacdo de
bactéria para café robusta. Esse autor também observou que a populacdo de fungos

que inicialmente era baixa foi aumentando ao longo da fermentagéo.
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Para altitude de 600 m, nas duas faces, as contagens dos quatro grupos
microbianos avaliados ficaram proximas até o tempo de 120 h, com excecao para a
face Soalheira, onde houve um decréscimo na populacdo de bactérias laticas e
aumento na populacdo de leveduras (Figura 6). A partir do tempo de 120 h, para
ambas as faces, as contagens se comportaram de forma semelhante, com énfase

para o crescimento da populacdo de bactérias mesofilas aerébias (Figura 6).
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Figura 6 - Comportamento da populacédo de bactérias mesofilas aerdbias, bactérias
laticas, fungos filamentosos e leveduras durante secagem do café. C: Noruega 600
m, D: Soalheira 600 m.
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A contagem de bactérias mesoéfilas aerébias variou de 5,33 a 6,98 log UFC.g*
para amostra Noruega/300m, 5,58 a 7,58 log UFC.g™ para amostra Soalheira/300 m,
519 a 8,21 log UFC.g" para Noruega/600m e 5,81 a 7,88 log UFC.g* para
Soalheira/600m. A contagem de bactérias laticas variou de 2,17 a 4,79 log UFC.g™
para amostra Noruega/300m, 3,48 a 4,55 log UFC.g™ para amostra Soalheira/300 m,
4,81 a 550 log UFC.g' para Noruega/600m e 3,85 a 5,57 log UFC.g*" para
Soalheira/600m.

A populacdo de leveduras variou de 3,13 a 5,76 log UFC.g" para amostra
Noruega/300m, 3,42 a 5,02 log UFC.g™ para amostra Soalheira/300 m, 3,42 a 5,62
log UFC.g™* para Noruega/600m e 3,93 a 6,08 log UFC.g™ para Soalheira/600m. A
populacdo de fungos filamentosos variou de 4,57 a 6,00 log UFC.g* para amostra
Noruega/300m, 5,25 a 7,27 log UFC.g™* para amostra Soalheira/300 m, 6,02 a 7,87
log UFC.g-1 para Noruega/600m e 6,00 a 7,60 log UFC.g™* para Soalheira/600m.
Vilela et al. (2010) encontraram valores de contagem de bactérias de 3,70 a 7,00 log
UFC.g™, de leveduras de 3,36 a 7,87 log UFC.g™ e de fungos filamentosos de < 1,00
a 3,74 log UFC.g™* em café arabica.

Um total de 234 bactérias e 89 leveduras foram isoladas das amotras
coletadas. Sendo que dos 234 isolados bacterianos, 10,25% eram gram negativos e
89,75% gram positivos. Nas amostras coletadas na face Noruega e altitude de 300
m, 77,7% eram cocos e 22,3% bacilos, na face Soalheira e altitude de 300 m, 62,7%
eram cocos e 37,3% bacilos, na face Noruega e altitude de 600 m, 58,7% cocos e
41,3% bacilos, e na face Soalheira 600 m, 42,9% cocos e 57,1% bacilos. Silva et al.
(2000) também encontraram alta porcentagem (80,4%) de bactérias gram-positivas
em café ardbica processado por via natural.

Todas as leveduras isoladas possuiram capacidade de fermentar glicose,
galactose e sacarose. Apenas 3,4% nao fermentaram maltose e 31,5% fermentaram
xilose. Das 89 leveduras isoladas 66,3% fermentaram glicose nas primeiras 12h,
30,3% apos 24h e 3,4% apds 36h. Em relacdo a galactose 7% fermentaram nas
primeiras 12h, 80,9% apos 24h, 6,7% apdés 36h, 1,1% apds 72h e 3,4% apods 7 dias.
Ja para a sacarose, 44,9% fermentaram apos 12h, 47,2% apds 24h e 7,9% apos
36h. Dos isolados, 40,4% fermentaram a maltose apés 12h, 51,7% apds 24h e 3,8%
apos 36h. Dos que fermentaram xilose, 9% fermentaram apds 12h, 2,2% apds 36h,
4,5% ap0s 48h, 10,1% apos 72h e 5,6% apds 7 dias.
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Estudos demonstraram que as leveduras dependem de fontes de carbono para
seu crescimento e obtencdo de energia, sendo os carboidratos os nutrientes de
maior importancia. Alguns acgucares simples como a glicose, frutose e manose sao
assimiladas pela maioria das espécies (AMORIM, 2005). Diferencas na fermentacéo
e assimilacdo de carboidratos sdo critérios importantes na taxonomia e identificacao
de leveduras, pois estes microrganismos apresentam uma variacao na habilidade de
fermentacao de acucares (AMORIM, 2005).

5.2.2 Identificacdo dos isolados

Os 323 isolados foram identificados por MALDI-TOF, os microrganismos nao
identificados foram submetidos a analise de sequenciamento. Dendogramas foram
gerados com representantes de cada grupo de microrganismos (bactérias e
leveduras) baseado em seus perfis proteicos (Apéndices A a H). As Tabelas 6 e 7
foram construidas com todas as espécies identificadas.



Tabela 6- Espécies de bactérias e leveduras identificadas durante secagem/fermentacéo do café da altitude de 300 m.

Populagéo de bactérias e leveduras (Log UFC.g™)

Noruega 300
Tempo de Fermentagéo (h)

Soalheira 300
Tempo de Fermentacgéo (h)

Bactérias Cdbdigo de acesso 0 12 22 36 46 70 118 0 12 22 36 46 70 118
Acinetobacter pittii NZ_JVLG00000000.1 - - - - - - - - - - - - - -
Acinetobacter radioresistens AY033946.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus altitudinis KJ672385.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus cereus KX017474.1 541 - - - - - - - - - - - - -
Bacillus licheniformis HG796156.1 4,95 - - - - - 4.00 448 330 3.00 3.30 3.00
Bacillus pumilus KX350056.1 - - - 5.36 - - - - - - - - - -
Bacillus safensis JN699021.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus shackletonii KY606265.1 - - - - - - - - - 4.00 - - - -
Bacillus subtilis KP165034.1 - - - - 4.00 - - - - - - -
Cellulosimicrobium cellulans AY665978.1 - - - - - - - - - 3.00 - - -
Citrobacter braakii NZ_JWAGO00000000.1 - - - - - - - - - - - - - -
Citrobacter freundii CP016762.1 - - - 4.00 4.60 - - - - - - - -
Dermacoccus nishinomiyaensis JN092812.1 - - - - - - - - - - - - - -
Enterobacter asburiae MH071322.1 - - - - - - - - - - - - - -
Enterobacter cloacae KU577955.1 - - - - - - - - - - - - 3.00
Enterobacter hormaechei HM584024.1 - - - - - - - - - - - - - -
Enterobacter ludwigii KC881248.1 - - - - - - - - - - - - - -
Enterococcus pallens MG231264.1 - - - - - - - - - - - - - -
Enterobacteriaceae bacterium LC040771.1 - - - - - - - - - - - - - -
Escherichia vulneris KY608106.1 4.00 - - 4.95 4.30 - - - - - - - -
Kosakonia cowanii CP022690.1 - - - 460 4.95 4.00 4.30 4.00 430 3.00 3.00 3.30
Lactobacillus oligofermentans AY733085.1 - 4.36 - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus oris CP014789.1 5.30 - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus paracasei AP018392.1 - 4.34 - - - - - - - - - - - -



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645904519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ672385.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A343M3V0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX017474.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=KFKWKEXR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG796156.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=AKPGFC5E014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1038593983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX350056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=AJXPU8T201R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356483512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN699021.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AJXXMBTR01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1229838658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY606265.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9RF1VY5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP165034.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A35BNXKE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN092812.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=K2DGPD7V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH071322.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1TRK78A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU577955.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=K9NSPGNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM584024.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1W5TKCV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC881248.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=K1VR96ZW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG231264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K4WB4GBJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1368652517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC040771.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KFK08E0Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022690.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K4TZUD65015
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Leuconostoc mesenteroides KF697607.1 - - - - - - 4.30 - - - - 3.00 -
Micrococcus luteus D78321.1 - - - - - - - - - - - 3.00 - -
Micrococcus yunnanensis KJ016243.1 - - - - - - - - - - 3.00 - -
Pantoea agglomerans KY486226.1 - - - - - - - 4.00 4.00 - - 1 - -
Pantoea ananatis AF364844.1 4.00 - 4.70 - - - - - - - -
Pectobacterium parmentieri CP003415.1 - - - - - - - - - - - - - -
Pseudomonas putida AP017423.1 - - - - - - - - - - - - - -
Raoutella ornithinolytica JX680977.1 - - - - - - - - - - - - - -
Salmonella sp MH725623.1 - - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus cohnii CP027422.1 - - - - - - - - - - - - - 3.00
Staphylococcus epidermidis MH191170.1 - - - - - - - - 4.00 3.00 - -
Staphylococcus haemolyticus KP019699.1 - - - - - 4.00 - - - - - - -
Staphylococcus saprophyticus MH396770.1 - - - - - - - - 4.00 - - - - 3.00
Staphylococcus warneri AH000450.3 - - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus xylosus NZ_LT963439.1 - - - - - - - 4.30 - - - - - -
Stenotrophomonas maltofilia HV318045.1 - - - - 4.00 - - - - - - - -
Streptomyces variabilis LM644094.1 - - - - - - - - - - - - - -
Leveduras Cédigo de acesso 0 12 22 36 46 70 118 0 12 22 36 46 70 118
Candida dendronema KY102046.1 - - - - - - - - - - - - - -
Candida glabrata KC544491.1 - - - 2.53 - - 4.01 - - - - - - -
Candida orthopsilosis KY490676.1 1.78 1.00 1.60 253 2.95 2.00 - - - - - - -
Candida tropicalis EF151501.1 - - - - - - - - - - - - -
Candida dubliniensis AY622606.1 - - - - - - - - 2.95 - - 2.85 - -
Candida parapsilosis FJ746059.1 - - - - - - - - - - - - 2.00 -
Hanseniaspora opuntiae DQ872866.1 - - - - - - - - - - - - - -
Hanseniaspora uvarum KP010401.1 - - - - - - - - - - - - - -
Meyerozyma caribbica KY810496.1 - - - - - - - - - - - - - -
Meyerozyma guilliermondii KX791358.1 1.30 1.30 - - - 1.30 2.00 2.00 - - 2.70 2.30 -
Pichia cecembensis KJ706939.1 - - - - 2.00 - - - - - - - - -
Pichia guilliermondii EU816401.1 - - - - - - - - - - - - - -



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF697607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=K9P3K4M3015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_595644680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ016243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JRC3TC5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY486226.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A349GCJ1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF364844.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JRBSA5XG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003415.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=K9SMRPUH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027422.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JRANVX50015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH191170.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=K2DUW8NH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH396770.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1T5JB6P015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669632975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LM644094.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=KFJMRFP8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC544491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JR9W08ZH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490676.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KFNV7MHG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375936
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP010401.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JRAD0MGP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1168720210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY810496.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JN7728RE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX791358.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JN8C1V7K01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663441166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ706939.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KFMTC1RX014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_194022397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU816401.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=JR74T98R015
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Pichia kluyveri

KY580407.1

Tabela 7- Espécies de bactérias e leveduras identificadas durante secagem/fermentacéo do café da altitude de 600 m.

Populacao de bactérias e leveduras (Log UFC.g™)

Noruega 600

Soalheira 600

Tempo de Fermentagéo (h)

Tempo de Fermentacgéo (h)

Bactérias Cobdigo de acesso 0 12 22 36 46 70 118 0 12 22 36 46 70 118
Acinetobacter pittii NZ_JVLG00000000.1 - - - - - - - - - - - 4.00 -
Acinetobacter radioresistens AY033946.1 - - - 4.00 - - - - - - - 4.30 - -
Bacillus altitudinis KJ672385.1 - - - - 3.00 - - - - - - -
Bacillus cereus KX017474.1 4.60 - - - - - - 448 585 5.48 - 460 4.00 3.60
Bacillus licheniformis HG796156.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus pumilus KX350056.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus safensis JN699021.1 4.00 - - - - - - - - - - - - -
Bacillus shackletonii KY606265.1 - - - - - - - - - - - - - -
Bacillus subtilis KP165034.1 - - 4.00 - - - - - 5.00 - - - - -
Cellulosimicrobium cellulans AY665978.1 - - - - - - - - - - - - - -
Citrobacter braakii NZ_JWAGO00000000.1 - - - - - - - - - - 4.30 - - -
Citrobacter freundii CP016762.1 - - - - - - - - - - - 4.00 - -
Dermacoccus nishinomiyaensis JN092812.1 - - 4.00 - - - - - - - - - - -
Enterobacter asburiae MH071322.1 - - - - - - - - - 5.00 - - 4.00 -
Enterobacter cloacae KU577955.1 - - - - - - - - - - - - -
Enterobacter hormaechei HM584024.1 - - - - 3.00 - - - - - - - -
Enterobacter ludwigii KC881248.1 - - - - 4.00 - - - - - - - 4.00 -
Enterococcus pallens MG231264.1 - - - - - - - 3.00 - - - - - -
Enterobacteriaceae bacterium LC040771.1 - - - - 4.00 - - - - - - -



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645904519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ672385.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A343M3V0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX017474.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=KFKWKEXR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG796156.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=AKPGFC5E014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1038593983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX350056.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=AJXPU8T201R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356483512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN699021.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AJXXMBTR01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1229838658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY606265.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K9RF1VY5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP165034.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A35BNXKE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN092812.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=K2DGPD7V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH071322.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1TRK78A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU577955.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=K9NSPGNY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM584024.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1W5TKCV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC881248.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=K1VR96ZW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG231264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K4WB4GBJ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1368652517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC040771.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KFK08E0Z015
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Escherichia vulneris KY608106.1 4.00 - - - - 3.00 3.00 - - - - - - -
Kosakonia cowanii CP022690.1 - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus oligofermentans AY733085.1 - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus oris CP014789.1 - - - - - - - - - - - - - -
Lactobacillus paracasei AP018392.1 - - - - - - - - - - - - - -
Leuconostoc mesenteroides KF697607.1 - - - - - - - - 5.00 - - 4.00 - -
Micrococcus luteus D78321.1 - - - - - - - - - - - - - -
Micrococcus yunnanensis KJ016243.1 - - - - - - - - - - - - - -
Pantoea agglomerans KY486226.1 - - - 4.00 4.00 3.30 3.30 3.00 - - - - - 3.00
Pantoea ananatis AF364844.1 - - - - - - - - - - - - - -
Pectobacterium parmentieri CP003415.1 - 4.00 - - - - - - - - - - - -
Pseudomonas putida AP017423.1 - - - - - - - - - - 4.00 - 4.00 -
Raoutella ornithinolytica JX680977.1 4.00 4.00 4.00 - 430 3.48 3.48 - - - - - - -
Salmonella sp MH725623.1 - 4.00 - - 4.30 - - - - - - - - -
Staphylococcus cohnii CP027422.1 - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus epidermidis MH191170.1 - 448 4.60 4.00 - 3.30 - - - - - - - -
Staphylococcus haemolyticus KP019699.1 - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus saprophyticus MH396770.1 - - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus warneri AH000450.3 - - - - - - - 4.30 - - - - - -
Staphylococcus xylosus NZ LT963439.1 - - - - - - - - - - - - - -
Stenotrophomonas maltofilia HVv318045.1 - - - - - - - - - - - - - -
Streptomyces variabilis LM644094.1 - - - - - 4.00 - 4.00 - - - - - -
Leveduras 0 12 22 36 46 70 118 0 12 22 36 46 70 118
Candida dendronema KY102046.1 - - - - - - - - - - - - - -
Candida glabrata KC544491.1 - - - - - - - - - - - - - -
Candida orthopsilosis KY490676.1 - - - - - - - - - - - - - -
Candida tropicalis EF151501.1 - - 2.00 - - - - - - - - - - -
Candida dubliniensis AY622606.1 - - - - - - - - - - - - - -
Candida parapsilosis FJ746059.1 - - - - - - - - - - - - - -
Hanseniaspora opuntiae DQ872866.1 - - - - - - - - - - - - - 3.00



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022690.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K4TZUD65015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF697607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=K9P3K4M3015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_595644680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ016243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JRC3TC5J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY486226.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=A349GCJ1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AF364844.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JRBSA5XG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP003415.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=K9SMRPUH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027422.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JRANVX50015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH191170.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=K2DUW8NH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH396770.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K1T5JB6P015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669632975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LM644094.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=83&RID=KFJMRFP8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC544491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JR9W08ZH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490676.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KFNV7MHG014

53

Hanseniaspora uvarum
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma guilliermondii
Pichia cecembensis
Pichia guilliermondii
Pichia kluyveri

KP010401.1
KY810496.1
KX791358.1
KJ706939.1
EU816401.1
KY580407.1

200 290 200 2.48

2.00

3.00 3.20 3.15

3.70

3.15 241 371 266 330 3.18 3.61 4.54



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758375936
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP010401.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JRAD0MGP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1168720210
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY810496.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JN7728RE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX791358.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JN8C1V7K01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663441166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ706939.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KFMTC1RX014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_194022397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU816401.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=42&RID=JR74T98R015

54

As espécies de leveduras Candida dendronema, C. glabrata, C. orthopsilosis,
C. tropicalis, C. dubliniensis, C. parapsilosis, Hanseniaspora opuntiae, H. uvarum,
Meyerozyma caribbica, M. guilliermondii, Pichia cecembensis, P. guilliermondii e P.
kluyveri foram identificadas durante a fermentacdo do café (Tabela 6 e 7). As
espécies Meyerozyma caribbica e Meyerozyma guilliermondii estiveram presentes
em todas as amostras de cafés cultivadas nas diferentes faces e altitudes estudadas
e a espécie Pichia kluyveri esteve presente somente nas amostras de cafés de
altitude de 600 m em ambas as faces de exposicdo ao sol avaliadas, o que pode
sugerir que essas espécies estdo mais adaptadas a estes ambientes.

Algumas espécies estiveram presentes em apenas uma amostra de café
estudada. Candida glabrata e Pichia cecembensis foram encontradas em amostras
da face Noruega e altitude 300 m, C. tropicalis e P. guilliermondii em amostras da
face Noruega e 600 m de altitude, C. dubliniensis e C. parapsilosis em amostras da
face Soalheira e altitude de 300 m e C. dendronema, H. opuntiae e H. uvarum em
amostras da face Soalheira e 600 m de altitude. Candida tropicalis e C. parapsilosis
também foram identificadas por Pee e Castelein (1971) em café robusta processado
por via natural. Esse género de levedura € muito encontrado em plantas
(AVALLONE et al., 2001).

Meyerozyma guilliermondii foi a levedura mais frequente durante o
processamento do café conilon por via natural (Tabela 6 e 7). Essa espécie ja estava
presente nos frutos recém-colhidos e permaneceu até o final do processo.

Estudos em café arabica avaliando os géneros Pichia, Candida e
Meyerozyma concluiram que as mesmas fornecem beneficios para o processamento
devido a seu importante papel na degradagcdo da mucilagem, rica em pectina, e
também devido a sua capacidade de inibicAo do crescimento de fungos
micotoxigénicos (MASOUD; JESPERSEN, 2006; SILVA et al., 2012; EVANGELISTA
et al., 2014). A remocdo da mucilagem por microrganismos facilita a secagem e
produz metabdlitos que se difundem para o interior dos gréos de café, responsaveis
pelo sabor da bebida final (SILVA et al., 2012).

As espécies de bactérias Acinetobacter pittii, A. radioresistens, Bacillus
altitudinis, B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. safensis, B. shackletonii,
B.subitilis, Cellulosimicrobium cellulans, Citrobacter braakii, C. freundii, Dermacoccus
nishinomiyaensis, Enterobacter asburiae, E. cloacae, E. hormaechei, E. ludwigii,

Enterobacteriaceae bacterium, Enterococcus pallens, Escherichia vulneris,


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1168720210
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663441166
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_194022397
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1168720210
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663441166
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_194022397
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645904519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645904519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1038593983
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356483512
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1368652517
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Kosakonia cowanii, Lactobacillus oligofermentans, L. oris, L. paracasei, Leuconostoc
mesenteroides, Micrococcus luteus, M. yunnanensis, Pantoea agglomerans, P.
ananatis, Pectobacterium  parmentieri, Pseudomonas putida, Raoutella
ornithinolytica, Salmonella sp, Staphylococcus cohnii, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. warneri, S. xylosus, Stenotrophomonas maltofilia
e Streptomyces variabilis foram identificadas durante a fermentacdo do café (Tabela
5). Enterobacter, Enterobacteriaceae, Pantoea ananatis e Pantoea sp. foram
identificadas por Hamdouche et al. (2016) em cafés Robusta processados por via
natural. O género Enterobacter é largamente encontrado no solo e agua, € similar a
Erwinia, porém néo excreta pectinases (BALOWS et al., 1992).

O género Staphylococcus sp. esteve presente em todas as amostras
avaliadas. Escherichia vulneris esteve presente nos cafés cultivados na face
Noruega em ambas as altitudes estudadas. Kosakonia cowanii foi a espécie mais
frequente, seguida por B. cereus e espécies do género Staphylococcus sp.

Citrobacter freundii e C. braakii estiveram presentes apenas nas amostras
cultivadas na face Noruega, altitude de 300 m, e Soalheira, altitude de 600 m. O
género Citrobacter é relatado por ter atividade pectinolitica (BALOWS et al., 1992).
O género Bacillus sp. € encontrado em solos. Esse género possui capacidade de
secretar enzimas como celulases, amilases e proteases, que podem ser importantes
para o processo fermentativo (SORIANO et al., 2000).

Algumas espécies estiveram presentes apenas em uma amostra, Bacillus
pumilus, Stenotrophomonas maltofilia e o género Lactobacillus sp. na face Noruega
e alttude 300 m, Bacillus altitudinis, Bacillus safensis, Dermacoccus
nishinomiyaensis, Enterobacter hormaechei, Enterobacteriaceae bacterium,
Salmonella sp. e Streptomyces variabilis em Noruega/600 m, Bacillus shackletonii,
Cellulosimicrobium cellulans, Micrococcus luteus e Micrococcus yunnanensis em
Soalheira/300 m e Acinetobacter pittii, Enterococcus pallens e Pseudomonas putida
em Soalheira/600 m. Cellulosimicrobium cellulans tem alta capacidade de liberacao
de enzimas como celulases e xilanases (SONG; WEI, 2010). Pseudomonas é um
fitopatdgeno, encontrado em plantas, principalmente em folhas (BALOWS et al.,
1992).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669632975
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356483512
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1368652517
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5.3 Anélise de 4cidos organicos e acucares

Foram encontrados nas amostras de café, durante a fermentacdo, somente o
acido acético e succinico (Figura 7 e 8). Os acidos butirico, citrico, latico, malico,
oxalico, propibnico e tartarico nao foram detectados.

O acido aceético foi identificado em todas as amostras e em todos 0s tempos
de fermentacdo e variou de 0,76 a 6,54 mg.g™ para Noruega 300m, 1,40 a 6,06
mg.g™* para Noruega 600m, 0,69 a 6,71 mg.g™ para Soalheira 300m e 0,45 a 3,34
mg.g™ para Soalheira 600m (Figura 7).

Para as amostras colhidas nas faces Noruega e Soalheira, na altitude de 300
m, observou-se um aumento no final da fermentagcéo (Figura 7). Normalmente, o
acido acético é mais acumulado durante a fermentacdo/secagem em temperaturas
ambientais mais quentes (>22°C) (EVANGELISTA et al., 2014). A temperatura
variou durante os dias de fermentacdo/secagem entre 18 e 31,5°C (Tabela 2),
principalmente nos udltimos dias de fermentacdo (média de 30°C) o que

provavelmente influenciou o acumulo de acido acético.
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Figura 7- Acido acético presente durante fermentacéo do café. N3: Noruega 300 m,

N6: Noruega 600 m, S3: Soalheira 300 m, S6: Soalheira 600 m.
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A producéo de acido acético é um processo metabdlico aerébico que pode ser
de origem bacteriana ou produto da oxidagdo espontanea do etanol produzido por
leveduras. As bactérias presentes na superficie do café produzem este acido, que
pode entdo difundir para a polpa e mucilagem, podendo interferir na qualidade
sensorial da bebida (SILVA et al, 2012).

O acido succinico foi identificado em todas as amostras e em todos os tempos
de fermentacdo e variou de 0,12 a 0,61 mg.g™ para Noruega 300m, 0,21 a 0,84
mg.g™ para Noruega 600m, 0,05 a 0,47 mg.g™* para Soalheira 300m e 0,13 a 0,66
mg.g™ para Soalheira 600m. Cabe destacar que para as amostras da face Noruega,
em ambas as altitudes, houve um aumento na concentracdo de acido entre o tempo
de fermentacéo de 70 e 120 h (Figura 8).
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Figura 8 - Acido succinico presente durante fermentacdo do café. N3: Noruega 300
m, N6: Noruega 600 m, S3: Soalheira 300 m, S6: Soalheira 600 m.

O acido succinico esta naturalmente presente no fruto de café ou pode ser
produzido por Bacillus spp. (SILVA et al, 2012) e por bactérias lacticas
heterofermentativas (SWIEGERS et al., 2005), que foram identificadas no presente

estudo.
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E importante observar que a simples presenca dos acidos organicos nido é
responsavel pela interferéncia na qualidade final da bebida, mas sim suas
concentracfes. Neste estudo, a maior concentracdo de acido acético observada foi
de 6,06 mg.g™ e a maior concentracéo de acido succinico foi de 0,61 mg.g™.

A analise de agucares permitiu 0 acompanhamento da concentracdo de
sacarose, frutose e glicose durante a fermentacéo do café (Figuras 9, 10 e 11).

Observa-se que houve variacdo nas concentracdes de sacarose de 0,68 a
5,30 mg.g™* (Figura 9), frutose de 1,30 a 4,60 mg.g™ (Figura 10) e glicose de 0,24 a
1,25 mg.g* (Figura 11) ao longo da fermentacao.

Pode-se observar, em média, aumento de 50% nas concentracbes de
acucares no tempo de 12 h em relacdo ao tempo de Oh, em todas as amostras
(Figuras 9, 10 e 11). Isso pode ser devido a grande variacdo de umidade do fruto
durante a secagem fazendo com que a concentracdo de acucares no fruto variasse
em proporcdo. Também pode ser explicado pela atividade microbiana no café, uma
vez que 0S microrganismos secretam enzimas, como pectinases, importantes na

transformacao da polpa e mucilagem em agucares menores.
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Figura 9- Sacarose presente durante fermentacdo do café. N3: Noruega 300 m, N6:
Noruega 600 m, S3: Soalheira 300 m, S6: Soalheira 600 m.
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Figura 10- Frutose presente durante fermentacdo do café. N3: Noruega 300 m, N6:
Noruega 600 m, S3: Soalheira 300 m, S6: Soalheira 600 m.

Houve grande variagdo na concentracdo de glicose durante a fermentacéo,
sem apresentar uma tendéncia (Figura 11). Em algumas amostras e tempos de
fermentacdo, houve um aumento na concentracdo de glicose enquanto a
concentracdo de sacarose diminuia. Na amostra Soalheira 300 m, por exemplo,
houve um aumento na concentracdo de glicose no tempo de fermentacdo de 22h e
diminuicdo na concentracdo de sacarose respectivamente. Isso pode ser devido a
hidrolise da sacarose em glicose, pelos microrganismos, fazendo com que sua
concentracdo aumentasse em alguns pontos, enquanto que a concentracdo da

sacarose diminuia.
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Figura 11- Glicose presente durante fermentacdo do café. N3: Noruega 300 m, N6:
Noruega 600 m, S3: Soalheira 300 m, S6: Soalheira 600 m.

Os acucares da polpa fornecem os substratos necessarios para que ocorra a
fermentacdo microbiana e consequentemente a formacdo de metabdlitos
importantes (SILVA et al., 2012). Em geral, os microrganismos consomem primeiro o
substrato que € facilmente metabolizado, como um monossacarideo (glicose e

frutose), antes de hidrolisar um polissacarideo (sacarose).

5.4 Anélise de compostos volateis

Quarenta compostos volateis foram detectados nas amostras de café torrado
(Tabela 8), dentre estes compostos, 19 na amostra Noruega/300 m, 25 na amostra
Soalheira/300m, 24 na Noruega/600 m e 13 na Soalheira/600 m.



Tabela 8- Porcentagem relativa de compostos volateis identificados no café torrado.

N300 S300 N600 S600
Compostos volateis IK Tabelado IK calculado Area (%) IK calculado Area (%) IK calculado Area (%) IK calculado Area (%)
1,4-Dimetoxi-2-metilbenzeno 1273 nd nd nd nd 1273 1,22 nd nd
1-Acetoxibutan-2-ona 971 972 1,25 nd nd 970 0,01 nd nd
2,2,4,6,6-Pentametileptano 1319 nd nd 1319 0,46 nd nd nd nd
2,3,5-trimetilpirazina 999 nd nd nd nd 995 2,31 nd nd
2,3-Dimetilpirazina 920 nd nd nd nd 914 1,19 nd nd
2,5-Dimetilpirazina 911 909 7,03 nd nd 902 4,40 909 6,39
2,6-Dietil-3-metilpirazina 1256 1256 1,00 1256 1,46 nd nd nd nd
2,6-Dimetilpirazina 912 nd nd 908 8,48 904 7,81 914 10,22
2-3 Metiltetrahidrofurano 806 809 1,62 nd nd nd nd nd nd
2-Etil-3,6-dimetilpirazina 1072 1177 4,41 1177 6,93 1175 3,48 1177 3,17
2-etil-3-metilpirazina 1001 996 13,89 996 20,36 992 2,13 nd nd
2-Etil-5-metilpirazina 995 nd nd nd nd 994 2,51 nd nd
2-Furanilmetanol 866 863 7,09 863 5,36 857 7,14 863 9,85
2-Hexiloct-1-eno 1360 nd nd 1360 0,28 nd nd nd nd
2-Metilpirazina 826 826 6,89 825 7,58 816 7,97 825 6,59
2-Pirrolcarboxaldeido 1023 nd nd nd nd 1008 0,11 nd nd
3-Metiltridecano 1364 nd nd 1364 0,25 nd nd nd nd
4-Etenil-2-metoxifenol 1311 1309 3,39 1308 2,68 1306 11,68 1309 12,70
5-Metilfurfural 962 965 4,81 965 4,07 962 573 965 10,62
Acetoxiacetona 870 871 3,33 871 2,39 871 2,44 876 3,22
alfa-Copaeno 1376 nd nd 1368 0,24 nd nd nd nd
bis(2-Etilexil) éter 1345 nd nd 1345 0,55 nd nd nd nd
Cafeina 1837 1857 0,23 1856 0,41 1853 3,06 1922 0,76

Dioctil éter 1657 1658 1,43 nd nd nd nd 1658 8,69

61
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Dodecan-1-o0
Eter salicilico
Etilpirazina
Furfural
Heptan-2-ol
Hexametil-piranoindano
n-Dodecano
N-Furfurilpirrol
n-Undecano
Pentadecano
Pirazina
Piridina

1385
1366
906
830
900
1861
1295
1166
1196
1392
1196
1181

nd
nd
nd
838
nd
1861
1295
1280
1196
nd
nd
1181

nd
nd
nd
9,81
nd
0,53
1,77
1,46
1,19
nd
nd
3,81

1385
1366
nd
837
900
nd
1295
1280
1196
1392
nd
1181

0,26
0,30
nd
8,33
1,22
nd
1,77
1,53
1,83
0,38
nd
0,91

nd
nd
908
830
nd
nd
nd
1178
nd
nd
1196
nd

nd
nd
3,68
4,70
nd
nd
nd
1,64
nd
nd
0,68
nd

nd
nd
nd
838
900
nd
nd
1180
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
4,96
2,51
nd
nd
2,31
nd
nd
nd
nd

N: Noruega, S: Soalheira.*nd = ndo detectado.
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Os cromatogramas referentes aos compostos volateis entre as amostras

avaliadas foram diversificados (Figura 13). Nota-se que na altitude de 300 m, os

picos foram mais elevados do que na altitude de 600 m.
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Figura 12- Cromatogramas do café. A: Noruega 300 m; B: Soalheira 300 m; C:

Noruega 600 m; D: Soalheira 600 m.
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Alguns compostos foram identificados apenas em uma das altitudes: Piridina,
n-Undecano, 2,6-Dietil-3-metilpirazina e n-Dodecano nos cafés de 300 m e Heptan-
2-ol na altitude de 600 m. Os compostos 2-Metilpirazina, Furfural, 2-Furanilmetanol,
5-Metilfurfural, 4-Etenil-2-metoxifenol, Acetoxiacetona e Cafeina foram detectados
em todas as amostras. Sendo que 4-Etenil-2-metoxifenol na altitude de 600 m
obteve uma porcentagem de area quatro vezes maior (11,68 e 12,80%) comparada
a altitude de 300 m (3,39 e 2,68%) e 2-etil-3metilpirazina na altitude de 300 m (13,89
e 20,36%) foi superior comparado a altitude de 600 m (2,13% e nd).

Os compostos éter salicilico, 2,2,4,6,6-Pentametileptano, bis(2-Etilexil) éter, 2-
Hexiloct-1-eno, 3-Metiltridecano, alfa-Copaeno, Dodecan-1-ol e Pentadecano foram
detectados apenas na amostra de café da face Soalheira e 300 m de altitude e 2-
metilpropanoato, Pirazina, Penta-2,4-dienonitrila, 2-metil-3-oxo-tetraidrofurano,
Etilpirazina, 2,3-Dimetilpirazina, 2-Etil-5-metilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina, 2-Etil-
3metilpirazina, 2-Pirrolcarboxaldeido e 1,4-Dimetoxi-2-metilbenzeno  foram
detectados apenas na amostra de café da face Noruega e 600 m de altitude.

Observa-se que os compostos volateis citados foram identificados nos pontos
extremos das quatro amostras avaliadas, Soalheira 300 m, onde a temperatura
ambiente é mais elevada e, Noruega 600 m, onde a temperatura € mais baixa. O
que pode indicar que esses compostos sdo influenciados pela altitude e face
exposicao ao sol, principalmente devido a diferencas no microclima que propicia
melhores condicdes fisioldgicas a planta.

Fatores ambientais, como temperaturas mais baixas recorrentes em maiores
altitudes, associados a eventos fisioldgicos sdo relatados na literatura e fornecem
indicios para explicar as diferencas encontradas para as variaveis quimicas (VAAST
et al., 2006; GEROMEL et al., 2008).

Os dois fatores que contribuem para a formagdo de compostos volateis no
café sdo os metabdlitos microbianos formados durante a fermentacdo e o0s
compostos inerentes aos graos (YERETZIAN et al., 2002). Os compostos volateis
identificados nos grédos de café torrado diferiram entre as amostras estudadas
(Figura 12). A microbiota envolvida durante o processamento do café e as variaveis
altitude e face de exposicao ao sol podem ter influenciado nessa diferenca.

Algumas espécies de microrganismos apareceram somente em algumas
amostras (Tabela 5), como por exemplo o género Lactobacillus sp. na face Noruega

e altitude 300 m. Bacillus altitudinis, B. safensis, Dermacoccus nishinomiyaensis,


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645904519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_356483512
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Enterobacter hormaechei, Enterobacteriaceae bacterium, Salmonella sp. e
Streptomyces variabilis em Noruega/600 m. Bacillus shackletonii, Cellulosimicrobium
cellulans, Micrococcus luteus e Micrococcus yunnanensis em Soalheira/300 m e
Acinetobacter pittii, Enterococcus pallens e Pseudomonas putida em Soalheira/600
m, 0 que pode ter influenciado nessa variagdo de compostos.

Os compostos de maiores areas foram 2-Metilpirazina, Furfural, 2-
Furanilmetanol, 2,5-Dimetilpirazina, 4-Etenil-2-metoxifenol, 2,6-Dimetilpirazina e 2-
etil-3metilpirazina. Esses compostos contribuem para o aroma do café. Furfural
confere aroma de caramelo e amargo ao café, 2-metilpirazina é responsavel por
uma sensacao adstringente semelhante a avela, 2,5-Dimetilpirazina confere aroma
doce, de noz, torrado e grama ao café (FLAMENT, 2002).

Alguns compostos sdo conhecidos por desempenhar um papel no
desenvolvimento do aroma durante a fermentacdo, como o0s ésteres que foram
detectados nas amostras. A presenca de furanos e cetonas contribuem para a
producdo de aromas de frutos citricos e herbaceos, e podem fornecer notas de
ervas ou frutas, enquanto as cetonas sao descritas como aromas de manteiga,
caramelo, notas frutadas ou semelhantes a cogumelos (LOPEZ-GALILEA et al.,
2006)

Os mecanismos da formacdo do aroma do café sdo extremamente
complexos, e ha uma ampla gama de interagcbes entre todos os caminhos
envolvidos. ReacfBes de Maillard ocorrem entre carboidratos e proteinas e sao
responsaveis pela formacdo de muitos compostos volateis durante a torrefacéo
(LOPEZ-GALILEA et al., 2006). A reacdo de Maillard é a principal via de formac&o
do aroma do café, pois € responsavel pela geracéo de varias classes de compostos
qgue influenciam no aroma, como pirazinas, pirréis, tiéis, furanonas, piridinas e
tiofenos (LEE et al., 2015).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1368652517
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_669632975
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1229838658
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6 CONCLUSAO

Este estudo contribuiu para um melhor entendimento da microbiota presente
durante o processamento natural do café conilon e como a altitude e face de
exposicao ao sol exercem influéncia sobre estes microrganismos.

Os acidos acético e succinico foram identificados nas amostras e estdo
relacionados com microrganismos presente durante a fermentacédo. A concentracao
de sacarose, frutose e glicose variou durante o processo de fermentacgéo, devido ao
consumo pelos microrganismos e também a variacdo da umidade.

Os compostos volateis identificados foram diversificados entre as amostras,
principalmente entre as altitudes estudadas, a microbiota envolvida durante o
processamento do café também pode ter influenciado nessa diferenca.

A avalicdo da microbiota presente em cafés conilon provenientes de
diferentes altitudes e faces de exposi¢cao ao sol € importante para o conhecimento
das espécies microbianas presentes durante o processamento via natural no estado

do Espirito Santo, uma vez que esses estudos sdo escassos na literatura cientifica.
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APENDICES
APENDICE A- Dendograma das cepas de leveduras identificadas durante a

fermentacao de café cultivado em Face Noruega e altitude de 300 m.

N343 Nio identificado

N334 Nioidentificado

N363 Candidaglabrata

N318

N311

N362

N381

N353

N372 p= Meyerozyma guilliermondii

Com excecfio dos isolados 311,
333 e361 quendo foram
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N331Candidagiabrata
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APENDICE B- Dendograma das cepas de leveduras identificadas durante

fermentacéo de café cultivado em Face Noruega e altitude de 600 m.

N671Pichia kluyveri

IN611 Pichia kluyveri

IN665 Pichia kluyveri

IN656 nao identificado

IN601 nao identificado

IN623 Candidatropicalis

IN652 nao identificado

IN673 Meyerozyma guilliermondii

IN603 Meyerozyma guilliermondii

IN654 Meyerozyma guilliermondii

IN652 nao identificado

IN63 1 Meyerozyma guilliermondii

IN663 nao identificado

IN635 nao identificado

IN651 Meyerozyma guilliermondii
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APENDICE C- Dendograma das cepas de leveduras identificadas durante

fermentacao de café cultivado em Face Soalheira e altitude de 300 m.

[ ] [ ]

§8 =

45—

|
v

13471 DIAA9Q

25—

S342 Candidadubliniensis

$362 Candidaparapsilosis

$321 Néo identificado

S314 Candidadubliniensis

$334 Meyerozyma guilliermondii

$301 Meyerozyma guilliermondii

S322 Meyerozyma guilliermondii

$333 Meverozyma guilliermondii

$331 Meyerozyma guilliermondii

$361 Meyerozyma guilliermondii

313 N3ao identificado
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APENDICE D- Dendograma das cepas de leveduras identificadas durante a

fermentacao de café cultivado em Face Soalheira e altitude de 600 m.

S644

S604 Nao identificado
5626 Nao identificado
$654 Néo identificado
$642 Nio identificado
S635 Nao identificado

S$674 Nao identificado

'S666 Nio identificado

-S62;-
18645
1S672
18602
S631
'S632
S601
S675
15641
18615
S652
18622

$606 Nao identificado

= Meyerozyma guilliermondii

Com excecédo dos isolados 602,
645, 672 e 675 quendo foram
identificados

8611 |

$651 Meyerozyma guillieemondii
S661 Hanseniasporaopuntiae

[ 5643 Pichia kluyveri

L $623 Nao identificado
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APENDICE E- Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante

fermentacgéo de café cultivado em Face Noruega e altitude de 300 m.

1340 ©I1IQ0

N3BT17Staphylococcus cohnii
N3BTS52Staphylococcus haemolyticus

N3BT76Nazo identificado
N3BT61N3o identificado
N3BTS510Citrobacter freundii
N3BT11N4o identificado
N3BT62
N3BT71
N3BT64
N3BT32
N3BT31 [ Kosakonia cowanii
N3BT33
N3BT41
N3BT36
N3BTS51J
N3BT13Lactobacillus paracasei
N3BT37Nao identificado

N3BT21N3o identificado
N3BT47Stenotrophomonas maltophilia
N3BT22 Pantoea ananatis
N3BT110Lactobacillus oligofermentans
N3BTO03Lactobacillus oris
N3BT78Bacillus licheniformis

N3BLO1 Bacillus licheniformis

N3BL61 Nao identificado

N3BTO01 Pantoea ananatis
N3BTO06Bacillus cereus

N3BT46Nao identificado
N3BT42Citrobacter freundii
N3BT82Escherichia vulneris

N3BT35 Nao identificado

N3BTS56 Escherichia vulneris

N3BT54 Escherichia vulneris
N3BT310Citrobacter braakii

N3BT38 Escherichia vulneris
N3BT43Citrobacter braakii
N3BT39Citrobacter braakii

N3BT18 Escherichia vulneris
N3BT59N3ao identificado

N3BT79 Escherichia vulneris
N3BT710Escherichia vulneris
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APENDICE F- Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante

fermentacéo de café cultivado em Face Noruega e altitude de 600 m.

o

N6BTO02Bacillus cereus

N6BL62 Pantoea agglomerans
N6BTOG6ESscherichia vulneris

IN6BT41Pantoea agglomerans

6BT15

N6BTO07,
Raoultella omithinolytica
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N6BT3 14cinetobacter radioresistens

6BT16

N6BT51

N6BT18

N6BT13
6BT27
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&6BT55
&6BT46N50 identificado
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LN6BL2 1

Staphylococcus epidermidis

Pantoea agglomerans

Staphylococcus epidermidis

IN6BTS53
&*16BT62 Naio identificado

N6BT65

N6BT64

N6BT47 [ Raoultella omithinolytica

N6BT61

IN6BT68]
N6BT77} Escherichiavulneris

N6BTSS,

N6BT32 Pantoea agglomerans
IN6BT43

6BT44  Salmonellasp.

N6BT14

N6BTO05
N6BTO04| Bacillus cereus

N6BTO1

N6BTG63 Pantoea agglomerans

N6BT56
INGBTS57{ Raoultella omithinolytica
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APENDICE G- Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante a
fermentacao de café cultivado em Face Soalheira e altitude de 300 m.

S3BT44Pantoea agglomerans
_| S3BT26Raoultella omithinolytica

S3BT25N4o identificado
S3BT49Bacillus licheniformis

| S3BTS55Bacillus licheniformis

S3BTS51Enterobacter cloacae

L 4I S3BTO5| pantoea agglomerans
S3BT16

— S3BT23]
L Is3BT67

S3BT52
S3BT24 [ Bacillus licheniformis

S3BT35
_E S3BT38
S3BTO2 |

S3BT32 Cellulosimicrobium cellulans

S3BT64Staphylococcus cohnii
$3BL21
S3BL42
S3BT68 Pantoea agglomerans
— | '« S3BTO4
S3BT03
S3BT69

= L Is3BTI12
( ‘ — S3BT43 Micrococcus luteus

\ ' S3BT17
‘ ' S3BT19
S3BTI13
S3BT46
S3BT65
S3BT21
—————s3BT07
S3BT22
—IS3BT62
L ls3BT31

}Staphylococcus epidermidis

Nazo identificado

Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus xylosus

Kosakonia cowanii
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© ~ o w ~ ) ] -
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APENDICE H- Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante a

fermentacéo de café cultivado em Face Soalheira e altitude de 600 m.

S$6BT49Citrobacter freundii
S6BLO3 Pantoea agglomerans

{ ggg%ﬁ Nio identificado

| 86BT56| Enterobacter asburiae
l———————S6BL23

—_— T S6BT710 Bacillus cereus
S6BT35 54 cinetobacter pittii

S6BT45Nzo identificado
S6BLO1 3 y i
“—‘_‘ SeBLo2[Staphylococcus warneri
] S6BT4§ Acinetobacter radioresistens

—1S6BT4

| S6BT44

S6BT63
‘—{ lj: S6BT41 ]
| S6BT15 [Bacillus cereus
S6BT12

[ S6BL22
S6BT18

S6BT25Enterobacter cloacae
_ S6BT13
S6BTO1
=1 S6BL12

S6BL63 [ Bacillus cereus
B — 2
S6BL26
S6BT77Nao identificado

S > [ ESGBTII

S6BT62

S6BL14

' — ES6BT02 ,

S6BT41} Bacillus cereus

S6BT65

S6BT47
L ——jseersr
S6BT04
S6BT32 -
N <6BT53 Pseudomonas putida
l S6BT66 Pantoea agglomerans

S6BL73Nao identificado
L S6BT78Kosakonia cowanii
ggg¥g g Citrobacter braakii
S6BT75
S6BT68 [ Enferobacter cloacae
S6BT16/_
S6BT71
S6BT64
S6BT38
. r S6BT74
) | : S6BT36
r S6BT43
‘ r S6BT54

S6BT72
ggg%; [Kosakonia cowanii
S6BT34
S6BT310
S6BT06
S6BT79
S6BT39
S6BT08
S6BT76
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APENDICE | — ANOVA
Dados gerados pelo programa GENES:

Programa GENES ANOVA
Arquivo de dados
C:\Users\prisc\Desktop\Genes\DadosG.dat

Numero de variaveis 9

Numero de ambientes 2

Numero de gendtipos 2

Numero de repetigdes 3

Natureza do modelo G e A fixos
Decomposigéo Gendétipos/Ambientes
Ajuste de GL - Relagéo > 1000

Data 06-01-2018

Modelo : Yijk = m + Gi + Aj + GAij + Eijk
Efeitos : Efeitos

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> UMIDADE

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 .56768 .56768 .28514
AMBIENTES 1 13.25101 13.25101 6.65587
TRATxAMB 1 10.02841 10.02841 5.03719
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> LIPIDEOS

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 .0048 .0048 .01038
AMBIENTES 1 .83213 .83213 1.7996
TRATxAMB 1 .02083 .02083 .04505
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> PH

FV GL sQ oM F
TRATAMENTOS 1 .0768 .0768 24.6747
AMBIENTES 1 .0 .0 .0
TRATxAMB 1 .02613 .02613 8.39625
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS
FV GL sQ oM F
TRATAMENTOS 1 .0075 .0075 .81744
AMBIENTES 1 .02083 .02083 2.27066
TRATxXAMB 1 .0675 .0675 7.35695
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> ACIDEZ

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 .10267 .10267 .78663
AMBIENTES 1 .03967 .03967 .30396

TRATxAMB 1 .00368 .00368 .02816
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ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> PROTEINA

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 1.02083 1.02083 .98038
AMBIENTES 1 .04813 .04813 .04623
TRATxAMB 1 .37453 .37453 .35969
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> CINZAS

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 .4107 .4107 164.28
AMBIENTES 1 .20803 .20803 83.21333
TRATxAMB 1 1.1907 1.1907 476.28
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> CARBOIDRATOS

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 1.41179 1.41179 .42471
AMBIENTES 1 11.56009 11.56009 3.47761
TRATxAMB 1 1.74041 1.74041 .52356
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL =====> FENOLICOS

FV GL sSQ oM F
TRATAMENTOS 1 46.49572 46.49572 1249.79254
AMBIENTES 1 19.6086 19.6086 527.07388
TRATxAMB 1 1.28782 1.28782 34.61625






