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RESUMO

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

Fungos fílamentosos, leveduras e bactérias foram isolados a partir de
amostras de café processado por via seca (café natural) e de material (peneiras,
derriçadoras, recolhedoras, panos e mãos de operários) associado à colheita. A
maior parte dos 195 isolados bacterianos (157 isolados) pertence ao gênero
Bacillus, cuja espécie mais abundante foi Bacillus licheniformis (68 isolados).
Do mesmo gênero, B. firmus foi a segunda espécie mais abundante, com 17
isolados, seguida por B. coagulam (16) e B.polymyxa e B. cereus/thuringiensis
(13 isolados cada). B. larvae e B. alvei apareceram com 6 isolados cada, B.
subtilis com 5, B. sphaericus e B. lentimorbus/popilliae com 4 cada, B. pumilus
com 2 e B. stearothermophilus, B. macerans e B. brevis com um isolado cada.
As outras bactérias incluíram bastonetes não esporulados (16 isolados) dos quais
quatro são Carnobacterium mobile, e 18 que não se encaixaram em nenhum dos
gêneros propostos nos manuais de identificação utilizados. Também foram
obtidos 14 cocos gram-positivos e 4 bactérias gram-negativas (2 cocos e 2
bastões) que não se encaixaram em nenhum dos gêneros propostos nos manuais
de identificação utilizados. Entre os 93 fungos isolados, 80 foram identificados
até gênero. Os gêneros encontrados foram Fusarium (55 isolados), Penicillium
(19 isolados), Aspergillus (4 isolados) e Cladosporium (2 isolados). As 198
leveduras não foram identificadas. As bactérias foram testadas quanto à
capacidade de produção de poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL), duas
enzimas do complexo pectmolítico. Nenhum isolado produziu PG, mas 17
isolados produziram PL. Dos 17 isolados produtores, 11 eram B. licheniformis.
A maior parte das espécies de Bacillus isoladas pode ser encontrada no solo,
podendo ser esta a via de contaminação do café por estes microrganismos.
Alguns isolados de bactérias e de fungos foram obtidos de equipamentos,
possivelmente trazidos pela poeira. Opequeno número de isolados produtores de
PL pode estar atuando apenas restritamente no desprendimento da mucilagem.
Os gêneros de fungos encontrados são muito comuns em frutos de café, sendo
que Fusarium está associado a bebidas de pior qualidade, Cladosporium a
bebidas de melhor quahdade e Penicillium e Aspergillus à produção de
micotoxinas.

Comitê orientador: Dra. RosaneFreitas Schwan - UFLA (Orientadora)
Dr. Júlio N. C. Louzada - UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

FALQUETO, S.A. Bactéria and füamentous fimgi isolated from natural
coffee and from materiais associated with harvest Lavras: UFLA, 2003. 62
p. (Dissertation - Master's Program in Agricultural Microbiology)

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

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



1 INTRODUÇÃO

O Brasü é o principal produtor e exportador mundial de café,

produzindo quase um terço dos cerca de 104 rnilhões de sacas colhidas por ano
no mundo. A cultura do café gera milhares de empregos diretos e indiretos no

país, mas vem perdendo lucratividade devido aos baixos preços pagos pela saca

de café brasüeiro no mercado internacional.

A quahdade da bebida é influenciada por fatores como a espécie e

variedade cultivada, manejo da cultura e cuidado nas operações agrícolas pós-

colheita (como a secagem, armazenamento, torração, moagem e preparo da
infusão). Durante o processamento dos grãos de café aatividade metabólica da
microbiota natural e contaminante pode influenciar na qualidade final do

produto. Bactérias, leveduras e fungos fílamentosos já foram isolados da polpa e
semente dos frutos de Coffea arábica e C. canephora em vários países

produtores. Maior ênfase tem sido dada aos fungos fílamentosos pela capacidade
de algumas espécies de produzirem micotoxinas que podem interferir na

qualidade e segurança dabebida de café produzida.

No entanto, estudos recentes indicam que bactérias e leveduras podem

estar interferindo na quahdade do café Arábica processado por via seca, pela

produção de enzimas, ácidos orgânicos e alguns álcoois. A contaminação
microbiana pode acontecer nos grãos ainda na árvore, durante a colheita e na

secagem, beneficiamento e armazenamento dos grãos verdes. Durante a

maturação, o fruto de café acumula açúcares e outros compostos que se tornam

um rico substrato para o crescimento microbiano. Produtos da utilização destes

compostos pelos microrganismos podem se difundir para o interior do grão,

ajudando a compor o saborda bebida.

A necessidade de conhecer os microrganismos que colonizam o grão de

café e as formas de contaminação deste pelosmicrorganismos fica então patente,

1



já que acontaminação microbiana pode interferir nas características e quahdade
do produto. Para tanto, este trabalho teve como objetivo identificar fungos e
bactérias associados a grãos de café seco em terreiro e de material associado à

colheita.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Sistemas de colheita

A colheita do café é a etapa mais dispendiosa de todo o sistema

produtivo da cultura. Também é, certamente, um das etapas que mais
influenciam a quahdade e o custo do produto final. Dependendo do cuidado e
dos equipamentos utilizados, a colheita pode demandar até 30% dos custos de
produção e 40% da mão-de-obra do processo, influenciando assim o lucro do
produtor. Aforma como é realizada a colheita também tem influência na safra
do ano seguinte, já que deterrninados métodos de colheita desfolham em

demasia a árvore, exigindo que ela transloque nutrientes para a produção de
folhas e ramos, emdetrimento deflores e frutos (Carvalho Júnior, 2002).

O ideal é que só os grãos cereja sejam colhidos, já que grãos verdes ou

sobremaduros conferem características indesejáveis à bebida, No entanto, a

colheita a dedo, que é feita em países como a Colômbia, tem um custo elevado e
requer planejamento e muita mão-de-obra, o que faz com que ela não seja
adotada no Brasü (CarvalhoJúnior, 2002).

2.1.1 Colheita manual

No Brasil, o período decolheita seinicia em abril oumaio e termina em

agosto ou setembro, dependendo da região produtora, da quantidade de café
existente na planta e da quantidade de frutos maduros. A decisão de quando
iniciar a colheita é determinante na qualidade do produto final, já que todos os

frutos da árvore são colhidos ao mesmo tempo e, devido à ocorrência de várias

florações, a maturação não é uniforme. Quanto mais tempo o café permanecer na

lavoura após a maturação, seja na árvore ou no chão, maior a ocorrência dos
defeitos ardido e preto, tão prejudiciais ao sabor da bebida quanto os verdes.



Assim, acolheita inicia-se quando amaior parte dos frutos estiver madura (cerca

de 90%) e antes que os frutos comecem a cair. Em anos de maturação muito

desuniforme, podem-se encontrar teores de até 20% de verdes, com prejuízo na

quahdade da bebida e, conseqüentemente, no preço pago ao produtor. Em

média, o ponto ideal para acolheita ocorre sete meses após aprimeira floração,

que costuma ocorrer durante asprimeiras chuvas de verão (meados de outubro e

novembro do ano anterior).

As operações envolvidas nacolheita manual são, em seqüência: limpeza

da área ao redor e sob o cafeeiro (armação), retirada do fruto da planta (derriça),

ajuntamento do café caído no chão (varrição), recolhimento do café

varrido,limpeza por meio de peneiramento para a separação de terra e folhas

(abanação) e transporte para aárea de processamento (Carvalho Júnior, 2002).

As operações da colheita podem ser realizadas manualmente (com

exceção do transporte) ou com o uso de máquinas. Nesse caso, o sistema pode

ser o semi-mecanizado ou o mecanizado.

No sistema manual, todo o trabalho é feito por força humana, sendo o

sistema mais caro e demorado. Cerca de 70% do trabalho são gastos na derriça,

que é feita puxando-se todos os frutos do galho, deixando-o completamente

limpo. Os frutos caem sobre o chão ou, preferencialmente, sobre um pano, de

onde são recolhidos e abanados antes de serem transportados ao local de

processamento (Süva et ai., 2000). A utilização do pano protege os frutos do

contato com o solo, onde a contaminação dos frutos por microrganismos é

maior, o quepode levar a fermentações indesejadas.

2.1.2 Colheita mecanizada

As derriçadoras costais motorizadas começaram a ser usadas na colheita

por volta de 1998 e seu uso vem se expandindo como a única alternativa de

mecanização para áreas íngremes como o sul de Minas Gerais e do Espírito



Santo. Este tipo de derriçadora funciona com um motor costal ou lateral que

aciona hastes vibratórias na extremidade de um cabo manejado manualmente. A

vibração das hastes balança os galhos, fazendo com que os frutos caiam. Esta

derriçadora tende a deixar mais frutos verdes no pédo que a colheita manual, já
que os frutos verdes são mais difíceis de ser arrancados. Assim, embora ainda
não haja estudos a respeito, acredita-se que este tipo de colheita favoreça a

quahdade do café, já que tende a ser seletiva para frutos cereja e secos. A
varrição e o recolhimento do café derriçado desta forma podem ser manuais ou

mecanizados. A derriçadora costal, no entanto, quebra mais galhos e tende a

desfolhar mais a árvore do que o sistema manual, podendo prejudicar a colheita

do ano seguinte (Carvalho Júnior, 2002).

Em se tratando do sistema mecanizado, existem as colhedoras

conjugadas, no mercado desde o fim da década de 1970, que derriçam,
recolhem, abanam e ensacam o café colhido numa única operação. Este tipo de
máquina tem o formato de um pórtico com dois derriçadores laterais,
trabalhando "a cavaleiro" sobre umalinha de plantas por vez (Carvalho Júnior,

2002). No entanto é inadequado para lavouras em regiões montanhosas, já que

as linhas de cafeeiros se dispõem em curvas de nível sobreos morros.

2.2 Qualidade e classificação do café

A quahdade de produtos alimentícios está intimamente relacionada ao

gosto do mercado consumidor, principalmente quanto ao sabor, aroma e

aparência. Além disso, a quahdade também envolve o valor nutricional do
produto e sua segurança, do ponto de vista toxicológico (Carvalho Júnior, 2002).

O café de boa quahdade apresenta bebida encorpada, com aroma

agradável, acidez e suavidade. Os frutos devem ter poucos defeitos (como os

defeitos verdes, verde-escuros, preto-verdes, ardidos e pretos) e apresentar cor e

aspecto homogêneos (Carvalho Júnior, 2002).



Oficialmente, os cafés podem ser classificados pela anáhse sensorial

(prova de xícara) e também pelo seu tipo e peneira. A classificação por tipo é
realizada segundo a Tabela Oficial Brasüeira de Classificação do Instituto
Brasüeiro do Café (1977).

A classificação pela prova de xícara se baseia no sabor e aroma da

bebida, avaliados por provadores treinados. Esta prova surgiu noBrasü noinício

do século XX e foi adotada pela Bolsa Oficial de Café e Mercadorias de Santos

a partir de 1917. No entanto, até hoje ainda não há um consenso nos critérios

usados por diferentes entidades avaliadoras para classificar as bebidas, o que tem
tomado a prova de xícara alvo de críticas. Segundo Chagas (1994), a prova de

xícara tende aconsiderar abebida dura como valorização máxima docafé.

Prete (1992) define a quahdade como sendo o resultado da somatória de

atributos físicos do grão cru, como cor, tamanho, densidade, forma e

uniformidade; dos atributos do grão torrado, destacando ahomogeneidade na cor

e cor da película prateada, e das características organolépticas da bebida,

expressas pelo gosto e aroma, Na comercialização do café, aquahdade dabebida

tem maior peso que os outros atributos, podendo haver uma diferença em torno

de 30% no preço entre cafés finos (bebida mole) e os de pior quahdade (bebida
rio).

Na procura por métodos mais objetivos para a avaliação da quahdade do

café, surgiu a determinação da atividade da pohfenoloxidase e da peroxidase

(Amorim, 1977). A atividade da pohfenoloxidase se correlaciona positivamente

com aquahdade da bebida: quando o grão é injuriado (pelo ataque deinsetos, ou

durante a colheita, processamento ou beneficiamento) a enzima e seu substrato

(que encontravam-se separados no grão) entram em contato, sendo que o
produto da reação inibe a atividade da enzima (Amorim et ai., 1977). No

entanto, segundo Goulart (2002), os métodos de extração e análise da atividade

da PFO, baseados em testes colorimétricos, são sujeitos aerros por permitirem a



oxidação de fenóis e escurecimento do extrato, mascarando, assim, a real
atividade da enzima. Mesmo utilizando metodologia mais cuidadosa, que

protegia os fenóis da oxidação e, posteriormente, os eliminava do extrato, a

autora não conseguiu separar amostras de café entre as seis categorias existentes

(estritamente mole, mole, apenas mole, duro, riado e rio) pela atividade da
pohfenoloxidase. A atividade da enzima foi maior em cafés de melhor
quahdade, tendo sucesso apenas em separá-los dos de pior qualidade.

A peroxidase tem maior atividade em cafés de melhor qualidade. A

baixa atividade da enzima em cafés de piorquahdade também evidencia manejo

inadequado, que leva à ruptura das membranas celulares e ao contato daenzima
com seu substrato, o peróxido de hidrogênio (Amorim & Amorim, 1977;

Amorim & Melo, 1991).

2.2.1 Fatoresque influenciam a qualidadeda bebida

2.2.1.1 Espécie de cultivo

As principais espécies de café cultivadas comercialmente são Coffea

arábica Linnaeus e C. canephora Pierre ex Froehner, conhecidas como café

arábica e robusta, respectivamente. Existem poucas informações sobre a

diferença de composição química entre as duas espécies, mas sabe-se, por

exemplo, que os cafés robusta tem aproximadamente 2% de cafeína, o dobro do

apresentado pelo café arábica (1%) (Sivetz, 1963; Raghavan & Ramalakshmi,

1998).

Rogers et ai. (1999) encontraram níveis de glicose no início da

maturação entre 8% a 12% (peso seco) em grãos de café arábica e de 2% a 4%

(peso seco)em grãos de café robusta. No grão maduro, a sacarose tem maiores

teores em cafés arábica (5%a 12% do peso seco) do queem cafésrobusta (4%a

5% do peso seco). Rogers et ai. (1999) encontraram teores de ácido quínico,



precursor dos ácidos clorogênicos, de 16% do peso seco degrãos decafé robusta

contra 6% do peso seco de grãos de café arábica. Segundo Raghavan &

Ramalakshmi (1998), no grão processado, o café robusta possui de 7% a 10% de

ácidos clorogênicos, contra 5,5 a 8% no café arábica. Segundo os mesmos
autores, altos teores de ácidos clorogênicos, em geral, indicam quahdade pior.

As sementes de café arábica são ovais, mais compridas e maiores e

produzem bebida mais aromática que as sementes de café robusta, que são
redondas e menores (Raghavan &Ramalakshmi, 1998). Cafés arábica possuem
um fino aroma e acidez desejável, enquanto cafés robusta apresentam baixa
acidez e mais corpo nabebida (Jones &Jones, 1984; Sivetz &Desrosier, 1979 e
Puerta-Quintero, 1998).

Sõndahl e Corp (1995) afirmaram que o café arábica sempre resulta em
boa bebida, ao passo que o robusta produz bebida de pior quahdade por não
apresentar sabor muito agradável (Carvalho et ai., 1997). Os estudos de Pereira

(1962) corroboram esta afirmação: o autor encontrou maiores teores de ácido

clorogênico em cafés robusta do que em arábica. Cafés robusta possuem um
maior teor de sólidos solúveis, por isso são usados na indústria para a produção
de café solúvel (Sivetz &Desrosier, 1979; Raghavan & Ramalakshmi, 1998).
Segundo Oliveira et ai. (1976), a atividade de pohfenoloxidase (que, em grãos
de café, correlaciona-se positivamente com a quahdade dabebida) é maior em

C. canephora do que em C. arábica, embora seja consenso que a quahdade da
bebida do primeiro sejapior que a do último.

2.2.1.2 Composição química do fruto

Durante o desenvolvimento do fruto decafé, os açúcares nele presentes,

principalmente a galactose, sofrem oxidaçãoe são sendo convertidos em ácidos

carboxílicos (ácidos galacturônicos). Estes, por desidratação, formam os

anidridos, que se polimerizam até a formação de compostos de alto peso
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molecular, as pectinas da mucilagem (Carvalho et ai., 1997). Assim, estas
substâncias são originadas e compostas principalmente de galactose, arabinose e

outros açúcares. Juntamente com as substâncias pécticas e os açúcares, são

sintetizadas napolpa várias enzimas pectinolíticas.

A mucüagem do café é formada no estágio cereja, quando o fruto está

quase maduro eécomposta de 85% de água hgada e 15% de sóhdos na forma de
um gel insolúvel e coloidal. A porção sólida deste gel é composta de 80% de
subtâncias pécticas e 20% de açúcares (Carvalho etai., 1997).

Rogers et ai. (1999) acompanharam as mudanças na concentração de

vários compostos durante a maturação de grãos de café arábica e robusta.
Segundo eles, as mudanças na composição química ocorrem de forma bastante
similar nas duas espécies. Duas tendências principais são observadas durante a

maturação: uma diminuição em alguns componentes de um nível inicialmente
maior e uma acumulação constante de outros a partir de um nível inicialmente

baixo nos grãos jovens. Ainda no mesmo trabalho, até aproximadamente a

metade da maturação, a glicose e a frutose são os açúcares livres em maior

concentração no grão. A partir daí, até o final do desenvolvimento do grão,

ambos os açúcares decrescem até níveis bastante baixos, enquanto a sacarose

aumenta em concentração, até representar 100% dos açúcares livres do grão

maduro. Estes mesmos autores observaram também que o teor de sacarose no

endosperma de cafés arábica era aproximadamente o dobro do teor encontrado

no café robusta.

Rogers et ai. (1999) relataram que, em seu trabalho, o ácido cítrico foi o
principal ácido em concentração no grão maduro, sendo acumulado
constantemente durante a maturação. O ácido málico permaneceu em níveis

constantes durante a maturação, sofrendo leve diminuição no final do processso.

Os ácidos quínico, acético e oxálico decrescem durante a maturação,

permanecendo em níveis muito baixos no grão maduro. Os autores comentam,



no entanto, que o ácido fosfórico, embora em níveis baixos no grão maduro

(entre 0,7% a 1,1% do peso seco), pode contribuir mais para aacidez da bebida,

apesar de sua baixa concentração, do que os ácidos orgânicos. Isso porque o

ácido fosfórico, assim como o acético e o quínico, aumentam durante a torração

e extração a alta temperatura, enquanto o ácido cítrico diminui e o málico

permanece constante ou sofreligeira redução (Rogers et ai., 1999).

Ainda segundo Rogers et ai. (1999), no início da maturação, o ácido

quínico se encontra em teores bastante altos no perisperma, especialmente nos

café robusta (16% do peso seco do tecido para estes contra 6% para os arábica

testados). Durante a maturação, no entanto, sua concentração decresce a níveis

bastante baixos no grão, menores nos cafés robusta do que nos arábica. Os

autores acreditam que este tecido seja a fonte de ácido quínico esterificado para

a síntese dos ácidos clorogênicos no endosperma ou, ainda, que haja importação

do ácido quínico pronto a partir do perisperma.

O grão de café processado é especialmente caracterizado pelo seu

conteúdo de cafeína, trigonelina e ácidos clorogênicos (Raghavan &

Ramalakshmi, 1998). O restante não é muito diferente do encontrado em outros

vegetais: proteínas, carboidratos, lipídios (14% a 16% no café arábica) e

minerais. Os carboidratos são representados principalmente por polissacarídeos

(arabinogalactanas, galactomananas e celulose) e pelo dissacarídeo sacarose e

têm um papel importante na formação da cor e do aroma do café durante a

torração. A qualidade do café está diretamente hgada ao seu aroma, pelo qual

são responsáveis os precursores existentes no grão. Estes precursores são

principalmente os aminoácidos (liberados durante a degradação das proteínas na

torração), os açúcares e os ácidos clorogênicos. Também participam da

formação do aroma os terpenos, a trigonelina e os hpídeos (Raghavan &
Ramalakshmi, 1998).
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Otricloroanisol (TCA) foi encontrado em grãos processados e apontado

por Liardon et ai. (1989) como o responsável pelo gosto de mofo apresentado
pelas bebidas de cafés rio. Nestes cafés, após a torração e moagem, o TCA se
apresentou em níveis muitas vezes acima do perceptível pelo aroma e pelo

gosto.

2.2.1.3 Condições climáticas

Fatores ambientais têm grande influência na qualidade da bebida de

café. O clima da região determina a homogeneidade da florada e da maturação

dos frutos e pode propiciar ou não boas condições de secagem, reduzindo a

contaminação microbiana e as fermentações (Cortez, 1997). Sabe-se que há
grandes diferenças entre cafés de diferentes regiões de cultivo; por exemplo, tem
sido muito comentada a diferença entrecafésproduzidos na Zona da Mata e no

Sul de Minas Gerais (Carvalho et ai., 1997). Tais diferenças nem sempre são

devidas exclusivamente ao climaou solo, masmuitas vezes se devemao tipo de

manejo de cada local. Ainda segundo Carvalho et ai. (1997), cafés de regiões
consideradas produtoras de bebidas "Rio", que tiverem seus frutos despolpados

e secos, tomando-se todos os cuidados necessários paraumbom processamento,

podem ter a quahdade final da bebidamelhorada.

Em locais de clima quente e úmido noperíodo de maturação e colheita,

a alta umidade do ar proporciona condições para que as fermentações acética e

láctica ocorram rapidamente, passando então para a fase propiônica e butírica,

com a formação de sabores estranhos, como o "Rio" e, conseqüentemente,

produzindo bebida de pior quahdade. Este processo ocorre, por exemplo, em

cafés produzidos às margens da represa de Furnas (Sul de Minas Gerais)

(Cortez, 1997).

O café do Cerrado Mineiro tem sido considerado de melhor qualidade,

alcançando bons preços, o que, em parte, pode ser atribuído a fatores climáticos
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(Chagas, 1994). Durante a florada, há chuva em abundância, enquanto no
período da colheita, que dura emtomo dequatro meses, aumidade relativa do ar

ébaixa, oque dificulta acontaminação microbiana Aliadas ao manejo adequado
dos frutos, estas condições diminuem aincidência de fermentações prolongadas,
que deterioram aquahdade da bebida (Bitancourt, 1957).

2.2.1.4 Processamento do café

O processamento é considerado por alguns autores a fese maiscrítica na

obtenção de café de boa quahdade (Menon, 1989; Valencia, 1973). Durante o

processamento podem ocorrer as infecções microbianas e conseqüentes

fermentações que podem melhorar ou deteriorar o gosto da bebida. Existem dois

tipos de processamento: por via seca (café natural) e por via úmida (café
despolpado) (Van Pee &Castelein, 1972; Menchú &Rolz, 1973; Jones &Jones,
1984; Clarke & Macrae, 1987; Puerta Quintero, 1996, 1998; Chalfoun &
Carvalho, 1997).

O processamento por via úmida dá origem aos cafés lavados ou

despolpados, comuns na América Central, México, Colômbia, Quênia e África.

Segundo Bártholo & Guimarães (1997), este tipo de café, quando bem

preparado, origina invariavelmente bebidas suaves, moles ou estritamente moles,
seja qual for aregião de produção.

No processamento por via úmida, o café colhido é inicialmente lavado e

despolpado. Durante alavagem, o café é separado em duas frações, em função
de sua densidade: a fração cereja, mais pesada, fica no fundo do lavador e a

fração bóia, mais leve, flutua (Bártholo & Guimarães, 1997). Após separadas,
estas frações devem ser processadas separadamente, pois apresentam tempos de
secagem diferentes (Bártholo & Guimarães, 1997). Após a lavagem, os grãos

são imersos em água para um período de fermentação que pode levar de 12 aaté

72 horas, dependendo da altitude e variedade do café. Para café Arábica, em
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baixas altitudes na Etiópia foi relatado por Woelore (1993) um tempo de

fermentação de 48 horas, enquanto que para café robusta na índia foi relatado
umtempo de fermentação de72horas (Menon, 1989).

A fermentação é chamada pelos cafeicultores de demucüação ou

degomagem, pois o objetivo desta fase do processamento é a dissolução da
mucüagem que envolve os grãos. Segundo Jones &Jones (1984), ademucüação

também pode ser feita com o uso de enzimas ou álcalis. Na demucüação há a
possibüidade de sobrefermentações que podem produzir gostos estranhos. Por
isso, Puerta Quintero (1998) considera esta a fase mais crítica do processamento

por via úmida.

Após a demucüação, o café é lavado até que não restem vestígios da

mucüagem e colocado para secar em terreiros ou em secadores mecânicos, da

mesma forma que o café natural (Bártholo &Guimarães, 1997).

No processamento por via seca o fruto é colocado inteiro para

fermentar/secar em terreiro ouem secador mecânico. É aconselhável que o café

colhido seja lavado antes da fermentação/secagem para a separação das frações

cereja ebóia, além da retirada de detritos que injuriam os grãos e podem reduzir
a vida útil de equipamentos, como secadores e beneficiadores (Bártholo &

Guimarães, 1997).

O processo de fermentação/secagem do café em terreiro é relativamente

lento e consome mais espaço que o café despolpado. O café colhido é espalhado

em camadas de3 a 5 cm e revolvido por, pelo menos, 8 vezesao dia. No final da

tarde, o café é amontoado emleiras ou montes e coberto com lona para impedir

que o orvalho o reumedeça (Bárholo &Guimarães, 1997).

O café processado desta maneira leva entre 15 a 30 dias para chegar ao

teor de umidade de 11%, dependendo das condições climáticas do local

(Bártholo & Guimarães, 1997). A secagem do café em terreiro é difícü de
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controlar, já que chuvas e temperaturas altas podem incidir sobre o café, criando

condições paraqueas fermentações seprolonguem.

A fermentação/secagem do cafétambém pode ser realizada num sistema

misto, que seinicia no terreiro e secompleta no secador, encurtando o tempo de

secagem e proporcionando aoprodutos um maior controle sobre as condições de

secagem (Bártholo & Guimarães, 1997).

Após a secagem do café, é recomendável que o mesmo aguarde por

alguns dias em tulhas antes do beneficiamento para que os grãos igualem seu

teor de umidade (Bártholo & Guimarães, 1997). No beneficiamento, ocorre a

separação do pergaminho da semente por fricção, seguida da separação das

membranas e poeira por aspiração (Raghavan & Ramalakshmi, 1998). Após o

beneficiamento, o café é acondicionado em sacos de juta de 60 kg. Na

entressafra, estes sacos são armazenados em galpões arejados, secos e limpos, de

acordo com sua origem (Carvalho et ai., 1997). O teor de umidade dos grãos

deve estar entre 11% e 12% (Instituto Campineiro de Ensino Agrícola, 1969).

2.3 Fontes de contaminaçãomicrobiana e fermentações dos frutos

Os microrganismos podem contaminar o café desde a árvore (Krug,

1940a) até o armazenamento dos grãos, modificando suas características e

interferindo no sabor e segurança da bebida (Mislivec et ai., 1983). A

contaminação microbiana pode ocorrer, nopé, por injúrias aofruto causadas por

insetos como a mosca-das-frutas (Krug, 1947; Bitancourt, 1957) e a broca do

cafeeiro (Chalfoun et ai., 1984) que podem levar microrganismos. Ao perfurar o

fruto estes insetos abrem caminho para microrganismos que podem utilizar os

açúcares da polpa e levar a uma secarápida e queda do fruto. No caso da broca

do cafeeiro, Chalfoun et ai. (1984) observaram quea presença de Fusarium nos

grãos está altamente correlacionada ao ataque de frutos pela broca do cafeeiro.
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Ainda na árvore, os grãos estão sujeitos a condições climáticas adversas, como

geadas echuvas de granizo que podem provocar injúrias (Carvalho et ai., 1997).
Durante a colheita, os grãos podem ser contaminados de diversas

formas: avibração das varetas das derriçadoras costais pode romper acasca dos

frutos, abrindo portas de entrada para os microrganismos. O mesmo pode

acontecer durante a colheita manual: ao derriçar os frutos, a pressão dos mesmos

uns contra os outros ou contra o ramo pode abrir pequenos ferimentos que

expõem a polpa do fruto, principalmente em frutos maduros e macios. Feita a
injúria, o contato do grão com o solo, com mãos ou equipamentos ou mesmo

comoutros frutos jácontaminados pode levar osmicrorganismos ao seu interior.

Ainda durante a colheita os grãos caídos no chão são pisados

intensamente pelos trabalhadores, o que pode não só injuriá-los como

contaminá-los, principalmente se a colheita não for feita sobre o pano. A

lavagem também pode ser fonte de contaminação, dependendo da quahdade da

água utilizada (Bártholo & Guimarães, 1997) e, durante a fermentação/secagem

no terreiro, os constantes revolvimentos sofridos pelo café e o pisoteamento

pelos trabalhadores também podem trazer microrganismos ao fruto.

A fermentação/secagem em terreiro tem a desvantagem de se processar

lentamente; assim, os frutos ficam úmidos por mais tempo, aumentando o

período durante o qual os microrganismos podem se desenvolver. Um outro

fator que agrava essa situação é que, devido ao seu alto conteúdo de açúcares, as

camadas do pericarpo dos frutos constituem um meio muito mais favorável ao

desenvolvimento dos microrganismos do que o pergaminho dos grãos

despolpados (Süva. 2000).

Segundo Bitancourt (1957), não é possível a produção de cafés finos sem

impedir as contaminações, fermentações e podridões prejudiciais. Ainda

segundo este autor, as fermentações podem ser evitadas ou minimizadas
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evitando-se a umidade durante as operações de seca. Segundo Carvalho et ai.
(1997), o manejo adequado no pós-colheita diminui os ataques microbianos e
fermentações indesejáveis, o que melhora aqualidade da bebida

Embora tenha sido sugerido que as contaminações microbianas devam

ser minimizadas, as fermentações microbianas são importantes, sendo
responsáveis pela hse da mucüagem no processamento seco (Schwan &Wheals,
2003). Os produtos da fermentação difundem-se para a semente, levando a
bebidas de gosto agradável ou ruim, dependendo da extensão da fermentação.
Segundo Cortez (1997), há uma concordância entre processos fermentativos e a

quahdade do café. Segundo ele, os trabalhos mostram que, sob qualquer
condição climática ou local de cultivo, os processos fermentativos operam em
quatro fases: acética, lática, propiônica e butírica. Segundo o mesmo autor, as
quatro fases podem ser realizadas tanto por fungos, leveduras ou bactérias,
dependendo isto da composição da mucüagem, dos cuidados com a colheita,
tipo de processamento, secagem e armazenamento dos grãos.

O café despolpado e o natural estão sujeitos ao ataque de uma
diversidade de microrganismos que, durante seu crescimento, fermentam os

açúcares da mucüagem produzindo álcool e, em seguida, desdobram o álcool em

ácido acético, láctico, butírico e outros ácidos carboxíhcos superiores (Carvalho
et ai., 1997). Calle (1957) relatou que a ordem das fermentações no
processamento por via úmida é a seguinte: etanólica, acética, lática e butírica.

Segundo este autor, a hse da mucüagem ocorre principalmente durante a
fermentação etanólica.

Durante a secagem do café natural, a pectina da mucüagem é digerida
pelas enzimas pécticas do próprio fruto e de microrganismos, quebrando
moléculas grandes em compostos de cadeias cada vez menores até chegar a
ácidos monomoleculares e ésteres (Carvalho et ai., 1997). As fermentações
alcoólica, acética e lática ocorrem naturalmente quando o grão passa de cereja
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para passa, na árvore ou nos locais de secagem. Em locais de clima quente e

úmido, durante a colheita e o processamento, a alta umidade do ar permite que

as fermentações propiônica e butírica aconteçam (Cortez, 1997). Segundo

Carvalho et ai. (1997), ao se iniciar a produção de ácido butírico e propiônico

começa a haver prejuízos na quahdade do café (Amorim e Amorim, 1977),

devido ao sabor de cebola (Mônaco, 1961).

Os ácidos butírico e propiônico são produzidos em condições de

anaerobiose quando os grãos são amontoados. A produção de ácido butírico

talvez esteja mais relacionada com bactérias e leveduras do que com fungos

fílamentosos que, em geral, são aeróbios (Bitancourt, 1957). Ácidos presentes no
café, como málico e cítrico, proporcionam sabor ácido característico e desejável
ao produto (Sivetz, 1963). Quando a fermentação é prolongada, a infecção por
microrganismos torna-se acentuada e começa o processo de produção de
compostos responsáveis pelos sabores indesejáveis (Cortez, 1997; Carvalho et

ai., 1997).

Segundo Liardon et ai. (1989), o tricloroanisol pode se formar nos grãos

durante a secagem pela conversão microbiana de triclorofenóis. Alta

contaminação microbiana nas cerejas e secagem/fermentação prolongadas foram
apontadas por estes autores como requisitos para a formação do gosto rio. No
mesmo trabalho, osautores encontraram uma série de fungos emcafés rio que se

mostraram capazes de fazer esta conversão: Aspergillus jumigatus, A. flavus, A.
niger, Rhizopus oryzae e Fusarium sporotrichoides. Bactérias do gênero
Pseudomonas, que incluem alguns patógenos de plantas, também são capazes de

produzir metabólitos clorados.

O defeito sobrefermentado, que leva a um cheiro de podre ou de

süagem, também pode ser causado por microrganismos associados a mau
processamento (Bade-Wegner et ai., 1997). Segundo os autores, os etil-ésteres 2-
MBEE (ácido 2-metilbutanóico etiléster), 3-MBEE (ácido 3-metilbutanóico
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etiléster) e CHEE (ácido ciclohexanóico etiléster) são possíveis responsáveis

pelo defeito e se encontram em maiores teores em cafés estragados. O CHEE

não é um composto comum em plantas, podendo ser formado por ação

microbiana (Bade-Wegner et ai., 1997).

A ocorrência dos processos fermentativos indesejáveis se deve, em

parte, às injúrias e contaminações descritas anteriormente. A pratica de misturar

ao café colhido o café de varrição também pode levar à sobrefermentação, à

medida que o café de varrição traz consigo uma grande população fungica

(Krug, 1940a) que contamina os frutos recém-colhidos.

2.4 Microrganismos associados ao processamento

A microbiota associada ao grão de café é bastante variada (Süva et ai.,

2000) e sua atividade está diretamente relacionada a alguns sabores e aromas

que alteram as características peculiares do produto (Bitancourt, 1957; Liardon

etai., 1989; Bade-Wegner etai., 1997; Avallone etai., 2002).

AvaUone et ai. (2001) isolaram bactérias láticas, leveduras,

microrgamsmos anaeróbicos, aeróbicos e pectinohticos em diversas fases da

fermentação no processamento por via úmida, mas não deram importância aos
fungos fílamentosos. No processamento seco, Süva et ai. (2000), isolaram e
identificaram fungos, bactérias e leveduras de grãos de café na árvore e em

diversas fases da fermentação/secagem em diversas fazendas do Sul de Minas

Gerais, em duas estações de colheita. Em todas asfases do processo, asbactérias

foram o grupo predominante, seguidas pelos fungos fílamentosos e asleveduras.

O grupo de microrganismos mais estudado em café é o de fungos
fílamentosos, havendo ainda poucos trabalhos sobre fungos leveduriformes e

bactérias. Bitancourt (1957), analisando cafés em diferentes fases do preparo, no
cafezal e no terreiro de secagem, observou que osfungos mais abundantes foram

Colletotrichum gloeosporioides Penz, Colletotrichum coffeanum (Zinn) Noack,
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Fusarium sp. e bolores verdes {Penicillium spp.). Bitancourt (1957) também
identificou Aspergillus niger v. Tiegh, no café seco no terreiro e Cladosporium,
que foi encontrado até o estádio seco no pé e não no terreiro durante a secagem,

como normalmente ocorre com outros fungos.

Süva et ai. (2000) observaram que o gênero Cladosporium predominou

entre os fungos (39,7% dos isolados fungicos), seguido por Fusarium (34,2%),
Penicillium (28,8%) e Aspergillus (2,7%). Também foram encontrados dois
isolados do entomopatógeno Beauveria bassiana, um Rhizocíonia sp., um

Monilia sp. eumArthrobotrys sp..

Mislivec et ai. (1983) isolaram Aspergillus, Penicillium e, mais

raramente, Alternaria e Fusarium de grãos de café processados provenientes de

31 países produtores. Entre os Aspergillus, A. flavus qA. tamarii predominaram
em grãos da América Central e América do Sul, enquanto em grãos africanos e
asiáticos houve predominância de outras espécies do gênero. Batista etai. (2002)
isolaram Aspergillus e Penicillium da superfície de grãos processados antes e

após desinfecção externa. Os autores encontraram Aspergillus produtores de
aflatoxinas e de ocratoxinas, masnenhum grão contaminado com ocratoxina A

(22% dos grãos) tinha contaminação superior ao nível permitido (5,0 ng/g).
Bitancourt (1957) observou que nocafé seco noterreiro, 55% dos frutos

apresentaram leveduras. Agate e Bhat (1966) isolaram leveduras produtoras de
pectinases durante a fermentação de café processado via úmida, tendo
encontrado espécies dos gêneros Kluyveromyces e Saccharomyces. Os autores

atribuíram a ação das pectinases na pectina da polpa do café à atividade
microbiana leveduriforme. Van Pee e Castellein (1972) também estudaram a

microbiota durante o amadurecimento e beneficiamento de café no Congo e

encontraram uma microbiota diversa, com grande porcentagem de

enterobacteriaceae e algumas leveduras. Arunga (1982) ressaltou a importância

dos microrganismos na fermentação decafé e citou que osprincipais gêneros de
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microrganismos encontrados por outros pesquisadores foram Bacillus, Erwinia,
Aspergillus, Penicillium e Fusarium.

Trabalhos feitos no Brasü por Carvalho etai. (1989) e MeireUes (1990)

demonstraram contaminação microbiana elevada em cafés de pior quahdade (rio
eriado). Nestes cafés, os autores encontraram teor de umidade superior a 10%, o

que, segundo Moreau (1979), favorece o crescimento deAspergillus flavus e A.

niger, fungos produtores de aflatoxinas. A alta umidade pode ainda favorecer o

desenvolvimento desses fungos durante o armazenamento.

Partindo-se da hipótese de serem os microrganismos responsáveis pela
origem dos cafés duros, Krug (1940) comparou fungos filamentosos isolados de

café cereja, seco no pé e seco no chão, mostrando 0% de fungos para o cereja,
15% para seco no pé e 21% para seco no chão. Krug (1940b) observou uma

relação entre microrganismos e sabor da bebida e que os cafés que apresentam

quahdade inferior de bebida tinham tido uma colonização microbiana mais

intensa. Cafés classificados como mole apresentaram um total de 9,28% de

microrganismos, sendo 3,38% de Fusarium sp; cafés apenas mole apresentaram
um total de 23,40%, sendo 11,04% de Fusarium sp; café duro, 44,9%, sendo

23% de Fusarium sp e, para cafés rio, um total de 54,50% de microrganismos,
sendo34,5%de Fusarium sp.

Carvalho et ai. (1989), estudando a relação entre classificação do café

pela prova de xícara e composição físico-química, química emicrobiota presente
no grão beneficiado, concluíram que as amostras de café classificadas como de

bebida mole e dura apresentaram índices de contaminação de Fusarium roseum,
Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus acentuadamente menores que os
cafés classificados como de bebida riada e rio. Por outro lado, apresentaram

índices igualmente elevados dos fungos Fusarium sp ePenicillium sp. Ogênero
Cladosporium predominou nos cafés classificados como bebida mole e dura

(Carvalho et ai., 1989).
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A biota bacteriana está presente nos grãos de café sem, no entanto,

conhecermos sua ação fermentativa na qualidade dabebida decafé. Rose (1982)

e Agate e Bhat (1966) afirmaram que as bactérias predominantes no café são

pectinolíticas, gram-negativas, não formadoras de esporos e fermentadoras de

lactose.

Agate e Bhat (1966) isolaram bactérias identificadas como

Strepíococcus, Pseudomonas, Flavobacterium e Proteus, mas nenhum estudo

com estes isolados foi realizado a fim de se conhecer sua capacidade

pectinolítica. Vaughn et ai. (1958) isolaram Erwinia dissolvens (reclassificada

atualmente como Enterobacter dissolvem (Rosen), segundo The Prokaryotes

(Balows et ai., 1992)) e demonstraram que esta bactéria tem capacidade

pectinolítica.

Em amostras de café da Colômbia e México processadas por via úmida,

Pederson e Breed (1946) isolaram fungos fílamentosos, leveduras e bactérias dos

tipos cocos e bastonetes microaerofílicos, como Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis e Strepíococcusfaecalis, as quais

estariam atuando na lise da mucüagem, porémnão no seu desprendimento.

Avallone et ai. (2001a) encontraram no processamento úmido bastonetes

gram-negativos aeróbicos dos gêneros Klebsiella (73%) e Erwinia (28%),

coliformes amplamente distribuídos no ambiente. Quando água era

extensivamente utilizada no processo, a microbiota aeróbica se tornava mais

heterogênea, sendo encontradas também Pseudomonas cepaciae e Chrysomonas

luteola. Também foram encontradas Leuconostoc mesenteroides dextranicum

(com atividade pectinolítica) no início da fermentação e Lactobacillus brevis,

que consegue utilizar ácido galacturônico como única fonte decarbono, no final.

Ambas as bactérias são heterofermentativas e produziram ácido lático e acético.
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Klebsiella pneumoniae e Erwinia herbicola foram isoladas no meio contendo

pectina, embora não sejam pectinolíticos fortes (Avallone et ai., 2001a).

As bactérias foram o grupo mais abundante no trabalho de Sirva et ai.

(2000) com café natural. Durante o ano chuvoso houve predominância de
bactérias gram-negativas, pertencentes principalmente aos gêneros Aeromonas,
comumente encontradas em matéria orgânica em decomposição; Enterobacter,
encontrada em solo, água e esgotos e Pseudomonas, um patógeno de plantas
amplamente encontrado em folhas ena rizosfera. Dos gêneros encontrados pelos
autores, apenas Citrobacter possui espécies reportadas como pectinolíticas. A

maioria das bactérias gram-negativas encontradas são associadas ao homem,
como enterobacteriáceas e patógenos ou ao solo, vegetação e água. Os autores

também encontraram sete espécies de Bacillus, um gênero produtor de diversas
enzimas degradativas, como celulases, amilases e proteases, com espécies
pectinolíticas reportadas. Cellulomonas, capaz de degradar celulose, foi a

bactéria gram-positiva não esporulada mais freqüente; sendo encontada em

todos os estágios da fermentação. Além dela, Arthrobacter, Microbacterium e

Brochothrix também foram encontradas, sendo que as duas últimas produzem
ácidoláticopor fermentação.

Variações na microbiota e sua interferência na degradação e quahdade
da bebida de café podem estar associadas àcomposição diferente do mesocarpo
(mucüagem) dos grãos. As diferenças no tipo de pectinases produzidas pelos
orgamsmos podem afetar o grau de despohmerização dos componentes da

pectina que poderiam, então, influenciar a seleção do grupo de microrgamsmos
dominante (Jones e Jones, 1984).

A presença de leveduras durante o processamento por via úmida do café

foi constatada por alguns autores (Van Pee e Castelein, 1971; Daivasücamani e
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Kannan, 1986) em cafés robusta. Entretanto, poucos referem-se à contribuição

destes microrganismos na quahdade do café.

Agate e Bhat (1966) isolaram, na índia, leveduras pectinolíticas de cafés
robusta e inferiram que estas podem ter ação na degradação da mucilagem

devido à alta capacidade pectinolítica de Saccharomyces marxianus

(Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), S. bayanus e S.
cerevisiae var. ellipsoideus.

Frank, Lum e Dela Cruz (1965) encontraram, em seus isolados,

predomínio de bactérias e poucas leveduras não identificadas, que acreditaram
não serem capazes de degradar a mucilagem dos grãos. Van Pee e Castelein
(1971) identificaram leveduras do gênero Cândida, sendo C. guilliermondii var.
membranaefaciens, na superfície e mucilagem dos grãos; C. parapsilosis,
Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata (Cândida famata (Harrison) S.A.
Meyer & Yarrow (Yarrow and Meyer 1978),, Saccharomyces marxianus

(Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), Cândida
tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e Cândida pelliculosa na superfície dos
grãos. Daivasikamani e Kannan (1986) citaram a ocorrência de leveduras de
coloração rosa emcafés robusta até o quinto dia deincubação.

Silva et ai. (2000) obtiveram de café natural quatro isolados da levedura

Pichia lynferdii, talvez o segundo registro desta rara levedura e 17 isolados de
Arxula adeninivorans, uma levedura relativamente rara encontrada

anteriormente em solo e silagem, capaz de produzir pectinases, celobiase 1e II,

xilosidase, fosfatase ácida, RNAses e algumas proteases. Algumas cepas são

capazes de crescer a 45°C. Esta gama de capacidades torna esta levedura
apropriada para fermentar café. Os mesmos autores obtiveram, em menor

número, outras 23 espécies de leveduras conhecidas de solo, frutas, árvores e

23



fezes de insetos. A segunda levedura mais freqüente foi Pichia ojunaensis, com

16isolados; as outras leveduras aparecem emnúmero baixo.

Avallone at ai. (2001a) encontraram em café processado via úmida

leveduras comumente encontradas em plantas, pertencentes aos gêneros

Kloeckera, Cândida e Criptococcus, organismos com boa capacidade

fermentativa e produção deálcool, porém sem capacidade pectinolítica,

2.5 Pectinases microbianas na fermentação do café

Em vários trabalhos admite-se que o papel dos microrgamsmos na

fermentação do café, tanto no processamento natural como no despolpado, seja a
lise da mucilagem que envolve o grão, através da produção de pectinases e,

talvez, de celulases (Silva et ai., 2000; Arunga, 1982). Segundo Avallone et ai.

(2001a), existe ainda ahipótese de que ahse da mucilagem ocorre devido àação
de enzimas do próprio fruto. Controversamente, existe uma idéia bem

estabelecida de que os polissacarídeos pécticos daparede celular do fruto sejam
degradados durante a fermentação, embora alguns trabalhos mostrem que ainda

restam substâncias pécticas nas paredes das células da mucilagem após o
término do processo (Avallone et ai., 1999).

A mucilagem (histologicamente o mesocarpo interno) é um tecido de

estrutura celular aberta, composto por células longas com raras paredes celulares

quebradas (Arunga, 1982). É um tecido altamente hidratado, rico em substâncias
pécticas e celulose, que impede a secagem rápida do grão de café (Avallone et

ai., 2001b). Assim, a retirada desta camada é uma fase importante do
processamento. As pectinas são substâncias heterogêneas quanto à estrutura

química e peso molecular. Basicamente, as substâncias pécticas são a-D-

galacturonas ou a-D-galacturonoglicanos em cadeias lineares de 1,4-ot-D-

galactopiranosilurônico. O polímero tem vários graus de esterificação com
grupos carboxílicos e metoxílicos (Wong, 1995).
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De acordo com o seu modo de ação, as pectinases são classificadas em

pohgalacturonases, que catalisam a quebra das ligações glicosídicas ct-1,4; a

pectinesterase, que catalisa a desmetoxilação do polímero; a pectato hase, que

catalisa a chvagem de grupos desmetoxilados por |3 eliminação e a pectina hase,

que catalisa a clivagem de unidades de galacturonato esterificadas (Wong,

1995).

Muitos trabalhos têm isolado microrganismos de grãos de café e testado

seu potencial pectinolítica Agate & Bhat (1966) isolaram leveduras

pectinolíticas de grãos de café, embora a sua ação na degradação da mucilagem

in vitro não tenha sido satisfatória. Avallone et ai. (2001a) isolaram bactérias

gram-negativas e leveduras não reportadas como pectinolíticas. Sakiyama et ai.
(2001) isolaram Paenibacillus amylolyticus do interior de grãos de café, tendo

este isolado produziu uma pectinase extracelular com atividade máxima a40°C

em pH 7,9.

Segundo Avallone et ai. (2001a), a atividade pectinolítica microbiana

pode não ser tão importante quanto se relata na literatura. Utilizando o
processamento via úmida, estes autores não encontraram um aumento nas

contagens de microrgamsmos pectinolíticos durante a fermentação, como

esperado. Avallone et ai. (1999), por meio de estudos histológicos da mucilagem
após a fermentação, notaram que esta ainda é um tecido organizado e que os
principais microrgamsmos fermentadores de café (Erwinia dissolvem, E.
herbicola e Klebsiella pneumoniae) apresentaram apenas atividade de pectato

hase, incapaz de despohmerizar as pectinas altamente metiladas da mucilagem
do café. Em outro trabalho, AvaUone et ai. (2002) afirmam que a inoculação

com microrgamsmos pectinohticos não acelera o processo e que o

desprendimento da mucilagem parece mais relacionado à acidificação do meio

do que à ação de enzimaspectolíticas.
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Arunga (1982) sugere que a degradação da mucilagem possa envolver

quebras em ligações das pectinas a hpídeos ou materiais hemicelulósicos, já que

ácidos pécticos com quatro ou pouco maisresíduos de ácido galacturônico não

são encontrados no líquido resultante da fermentação. Avallone et ai. (2001a)

encontraram uma diminuição significativa na quantidade de açúcares livres no

grão durante a fermentação por viaúmida, com concomitante produção de ácido

lático e acético, causando uma diminuição do pH de 6,3 para 4,1. Os autores

sugerem que, durante a fermentação por via úmida, os microrganismos

provavelmente utilizem os açúcares simples abundantes na mucilagem, em vez

de produtos da pectólise. O desprendimento damucilagem pode ocorrer devido à

uma pectólise limitada aliada a mudanças físico-químicas, como a acidificação

do meio devido à fermentação de açúcares (Avallone etai., 2001b).

2.6 Torração e moagem

A torração se processa com movimentação de ar aquecido a 260°C

através dos grãos para que ocorra atransferência de calor do ar para o grão. No
início do processo de torração, ocorre aperda da água livre do grão, enquanto a

sua temperatura permanece em tomo de 100° a 104°C. Quando toda a água livre

(~10%) do grão é evaporada, sua temperatura eleva-se lentamente, enquanto a
água hgada (1% a2%) lentamente evapora-se (Carvalho etai., 1997).

Quando a temperatura do grão está em torno de 204°C, as reações de

piróhse que estão ocorrendo em seu interior fazem com que sua temperatura
aumente ainda mais. A piróhse éonome dado ao complexo conjunto de reações
de síntese e degradação que ocorre no interior do grão durante atorração. Este
conjunto dereações é o responsável pela formação do sabor e do aroma do café

apartir de precursores existentes no grão (Carvalho etai., 1997). Os produtos da
piróhse são os açúcares caramelizados, carboidratos, ácido acético e seus

homólogos, aldeídos, cetonas, furfural, ésteres, ácidos graxos, aminas, C02,

26



sulfetos (Carvalho et ai., 1997), resultando em mais de 800 compostos

responsáveis pelo aroma da bebida, talvez o maior número já encontrado em um

alimento (Raghavan & Ramalakshmi, 1998).

Segundo Raghavan & Ramalakshmi (1998), durante a torração os

polissacarídeos são degradados, originando uma série de ácidos orgânicos, como
o málico, o cítrico e o lático, responsáveis pela acidez desejável do café. A

sacarose sofre caramelização, ajudando formar a cor e o aroma do café

(Raghavan & Ramalakshmi, 1998; Carvalho et ai., 1997). Os carboidratos
também reagem com proteínas para a formação de melanoidinas, que também
são responsáveis pela cor do grão torrado. As proteínas são desnaturadas e
quebradas em aminoácidos, que podem tomar parte em uma série de reações da
piróhse (Raghavan &Ramalakshmi, 1998).

O frescor do aroma (definido como cheiro suave e agradável de café

recém-torrado) é um importante atributo na quahdade do café. Depois de
torrado, em poucas horas após amoagem, ocafé pode desenvolver mudanças no
aroma, que tomam-no "passado" (Raghavan & Ramalakshmi, 1998). Após a
moagem, o café deve ser embalado em um sistema que possua barreiras contra
oxigênio e odores, para amelhor preservação do seu aroma. Alguns compostos
responsáveis pelo frescor do aroma são compostos sulfuricos de baixo peso
molecular (Raghavan & Ramalakshmi, 1998).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Colheita do café

As amostras de café foram colhidas na Fazenda Rancho Fundo,

município de Campos Gerais, no sul do estado de Minas Gerais. As amostragens

em equipamentos foram feitas namesma fazenda, no dia dacolheita, antes que a

mesma começasse. O café colhido foi proveniente de uma lavoura de Coffea

arábica L. da cultivar Acaiá Cerrado. A colheita foi realizada quando o café
apresentava 80% de frutos maduros.

As máquinas amostradas utilizadas naderriça docafé foram: derriçadora

automotriz modelo K-3 e derriçadora portátil Stihl SP80. Para o recolhimento

mecânico foi utilizada uma recolhedora MAQ 6000. O café colhido foi

espalhado em terreiro para secagem por um período aproximado de vinte dias,
atéatingir umteorde umidade de 11% (b.u.).

Imediatamente após a colheita, amostras de café foram coletadas e

colocadas em frascos esterilizados, dentro dos quais foram transportadas ao
laboratório de Microbiologia Geral do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras - MG, sob refrigeração. Para a determinação da
contaminação dos equipamentos e pessoal, antes da colheita foi feita uma

amostragem com hastes de algodão esterilizadas (do tipo swab) das mãos dos

operários e das partes dos equipamentos que entram em contato com o café

durante a colheita. As hastes de algodão foram colocadas em 3 mL de água
peptonada esterilizada (peptona de soja, 10g/l; NaCl, 5g/L, esterilizada a
121°C/15 min) e levadas aolaboratório sob refrigeração.
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Amostras de café foram coletadas no terreiro durante a secagem e

colocadas em frascos esterilizados, dentro dos quais foram levadas ao

Laboratório de Microbiologia Geral do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, MG, sob refrigeração.

3.2 Análises microbiológicas

No laboratório, 30 grãos escolhidos aleatoriamente de cada amostra de

café foram colocados sob agitação em 270 mL de água peptonada por 30

minutos em agitador orbital Tecnal - TE 140 a 80 rpm. A partir da suspensão

obtida, foram feitas diluições decimais, das quais duas eram escolhidas e

plaqueadas em triplicata nos meios WL (composição: Anexo A- Tabela IA) para
contagem de bactérias e leveduras; MRS, (composição: Anexo A- Tabela 2A)
para contagem de bactérias lácticas e DG18 (Dichloran 18% glicerol ágar),
(composição: Anexo A- Tabela 3A), para contagem de fungos fílamentosos. Os
tubos com água peptonada das amostragens de mãos e equipamentos também
foram submetidos a diluições decimais, asquais foram plaqueadas em triplicata

nos meios WL, MRS e DG18.

As placas com meio WL foram incubadas durante 48 horas e as placas
com DG18 e MRS por 168 horas, após os quais foi efetuada a contagem de
colônias e a determinação dos diferentes tipos de colônias presentes, de acordo

com a sua morfologia. A morfologia da colônia foi determinada pelo seu

tamanho (comparativamente a outras colônias presentes no meio), forma,

elevação, cor e tipo de bordo.

A partir da contagem de unidades formadoras de colônias (UFCs) foi
escolhida para o isolamento uma placa de cada meio cuja contagem estivesse
entre 30 e 300 colônias. O isolamento foi feito com base na separação das

colônias por tipos, baseando-se em sua morfologia (cor, elevação, brilho, tipo de
bordo) (FDA, ano). Foram isolados, para cada tipo de colônia, a raiz quadrada
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do número de colônias daquele tipo na placa. As colônias de bactérias e

leveduras foram isoladas estriando-as em meio YEPG sólido (composição:

Anexo A- Tabela 4A). Por exame microscópico, as bactérias foram

diferenciadas das leveduras. Os isolados de ambos os grupos foram conservados

em microtubos com meio YEPG líquido com 20% de glicerol a -20°C. Os

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

3.3 Identificação de bactérias

Os isolados bacterianos foram purificados por meio de estrias compostas
em meio PCA (composição: Anexo A - Tabela 5A) triptona, 5g/L; extrato de

levedura, 2,5g/L; ghcose, lg/L; ágar, 13g/L), sendo sua pureza verificada por
exame microscópico de lâminas das culturas submetidas à coloração de gram.
Depois de purificados, os isolados foram divididos em grupos (gram-positivos e
gram-negativos) para realização de testes específicos para a identificação das
espécies.

3.3.1 Identificação de bactérias gram-negativas

As bactérias gram-negativas foram identificadas por meio de Kits do
Sistema Bac-Tray I, He m (Difco). Inicialmente foi realizado o teste para
detectar a presença da enzima oxidase utilizando teste comercial Bactident

Oxidase - 1.13300 - (MERCK). Oteste de oxidase consiste na confirmação da
atividade da citocromo-oxidase nos microrganismos.

Os isolados gram e catalase negativos foram inoculados no sistema Bac-

Tray Ien eos gram-negativos eoxidase positivos nos kits do sistema Bac-Tray
m. Cada Kit Bac-Tray consiste de dez diferentes substratos contidos em um

suporte de poliestireno descartável. As provas do sistema Bac-Tray 1consistem
de hidrólise da 0 galactosidase, dehidrolação da arginina, descarboxilação da
lisina, descarboxilação da omitiria, produção de H2S, presença de urease,
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produção de acetoína (VP), desaminação da fenilalanina, produção de indol e

utilização de citrato. As provas do sistema Bac Tray n são: utilização do

malonato, utilização de ramnose, adonitol, arabinose, inositol e sorbitol,

sacarose, manitol e rafinose com produção de ácido.

No sistema Bac Tray El as provas consistem de reações de tolerância à

cetrimida, utilização de acetamida, elevação do pH por malonato citrato,

utilização de maltose, hidrólise daesculina, controle de intensidade de corpara o

teste de arginina, dehidrolação da arginina, hidrólise da uréia e metabolização do

triptofano resultando em indol.

Para inoculação nas galerias do suporte foi preparada umasuspensão da

cultura bacteriana com 24 horas de incubação, em 3 ml de água destilada

esterilizada, tomando-se o cuidado de inocular pouco material para evitar

turvação do meio. As galerias do Bac-Tray foram incubadas por 18 a24horas, a

uma temperatura de 28°C. A identificação das espécies foi realizada pela soma

dos resultados positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO). Tendo-se o

código, determinou-se aespécie por meio de análise em software fornecido junto

ao produto.

3.3.2 Identificação de bactérias gram-positivas

Os isolados de bactérias gram-positivas foram submetidos a um

tratamento térmico (80°C/ 10 min ou 100°C/ lminuto) para indução da

esporulação. Foram então preparadas lâminas e, por exame microscópico, foram
separadas as bactérias formadoras de esporos das não formadoras.

Bactérias gram-positivas esporuladas foram identificadas até gênero,

segundo o"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" (Holt et ai., 1994)
e até espécie, segundo a chave dicotômica proposta no livro "The Prokaryotes"
(Slepecky & Hemphill, in Ballows et ai., 1992) para o gênero Bacillus.

Bastonetes gram-positivos não esporulados foram identificados até
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gênero segundo o "Bergey's Manual ofDeterminative Bacteriology"(Holt et ai.,

1994) e, quando possível, até espécie segundo o mesmo manual. Cocos gram-

positivos foram identificados também segundo o mesmo manual. Todos os

isolados foram inoculados nos meios para identificação a partir de culturas com

24 horas de incubação.

3.4 Identificação de fungos fílamentosos

Para identificação dos gêneros de fungos fílamentosos foram

comparadas características em microscopia e morfologia de colônias, segundo
PitteHocking(1997).

3.5 Avaliação da produção de pectinases pelos isolados bacterianos

A produção de pectinases pode ser uma das funções das bactérias

encontradas durante a fermentação. A capacidade pectinolítica dos isolados

bacterianos encontrados foi então determinada por dois métodos que detectam a

produção de pohgalacturonase e de pectina liase, duas enzimas do complexo
pectinohtico. Estas enzimas foram testadas por serem de detecção fácil e rápida,
ao contrario de outras enzimas pectinoUticas que requerem metodologias mais
trabalhosas e demoradas. Para a detecção daprodução de pohgalacturonase, os
isolados foram crescidos em placa com meio MP5 (composição: Anexo A,
Tabela 6A) por24 horas. Após o crescimento, as placas eram abertas e o meio

coberto com solução de cetrimida (brometo de cetütrimetüamônio) 1%. Após
alguns minutos, acetrimida precipitava oácido pohgalacturônico, o que permitia
a visualização de halos em volta das colônias produtoras. Aatividade da pectina
hase foi determinada pelo crescimento dos isolados em meio MP7 (composição:
Anexo A, Tabela 7A) por 24 horas, após as quais a cetrimida eraadicionada ao

meio (precipitando a pectina) e a formação de halos era detectada como descrito

para a pohgalacturonase.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi obtido um total de 586 isolados, sendo 195 bactérias, 198 leveduras

e 93 fungos fílamentosos. Dos 195 isolados bacterianos, 4 eram gram-negativos

(dois cocos e dois bastonetes), 14 eram cocos gram-positivos, 157 eram

bastonetes gram-positivos esporulados e 18 eram bastonetes gram-positivos não

esporulados. As leveduras não foram identificadas. As contagens não são

apresentadas devido a problemas como infestações por ácaros e
superpopulação microbiana nas placas. Estes problemas fizeram com que muitas
placas não pudessem ser contadas eisoladas, motivo pelo qual este resultado não
é apresentado aqui.

4.1 Contaminação bacteríana

A maioria (157 isolados) das bactérias gram-positivas esporuladas

(gênero Bacillus) foi identificada até espécie pela chave utilizada (Slepecky &
Hemphill, 1992). Dezessete isolados foram identificados apenas até gênero,
dependendo a separação das espécies da presença de um cristal de toxina não
visualizável pelas metodologias disponíveis. Das bactérias gram-positivas não
esporuladas, apenas as quatro catalase-negativas puderam ser identificadas pelos
testes utilizados. Estes isolados foram identificados como Carnobacterium

mobile, de acordo com Holt et ai. (1994). Os outros doze isolados não se
encaixaram em nenhum dos gêneros propostos pelos manuais de identificação

utilizados (Holt et ai., 1994 e Ballows et ai., 1992), assim como oscatorze cocos

Gram-positivos. As quatro bactérias gram-negativas também não foram

identificadas.
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Os 157 isolados gram-positivos esporulados identificados em catorze

espécies encontram-se discriminados na Tabela 1.

A maioria dos isolados de Bacillus foi proveniente do plaqueamento em

meio WL (total: 65 isolados), de frutos comdois dias de secagem (23 isolados),

com quatro dias de secagem (18 isolados) ou do café recém colhido (14

isolados).

TABELA 1 Espécies do gênero Bacillus isoladas de frutos de café,

equipamentos e pessoal.

Espécie Número de isolados

Bacillus licheniformis 68

Bacillusfirmus 17

Bacilluscoagulam 16

Bacillus polymyxa 13

Bacillus cereus/thuringiensis 13

Bacillus larvae 6

Bacillus alvei 6

Bacillus subtilis 5

Bacillus sphaericus 4

Bacillus lentitnorbus/popilliae 4

Bacillus pumilus 2

Bacillus stearothermophilus 1

Bacillus macerans 1

Bacillus brevis 1

Total 157
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A amostragem de peneiras forneceu 4 isolados, a amostragem da

recolhedora forneceu 2 isolados, a amostragem das mãos dos trabalhadores

forneceu 4 isolados, a derriçadora costal forneceu 9 isolados e a colhedora

automotriz forneceu 2 isolados.

As bactérias do gênero Bacillus são capazes de produzir aerobicamente

endosporos retrateis que são mais resistentes do que as células vegetativas a

condições adversas, como escassez de água ou nutrientes e altas temperaturas

(Gordon et ai., 1973 ). As espécies Bacillus licheniformis, a mais abundante dos

isolados obtidos e B. coagulam são capazes de crescer a 50°C, o que significa

que suportam as altas temperaturas que podem ocorrer durante a secagem em

terreiro. O gênero Bacillus é tipicamente encontrado em solos (Slepecky &

Hemphill, 1992; Silva et ai., 2000). As bactérias deste gênero secretam uma

grande variedade de enzimas, como celulases, amilases e proteases, que podem

atuar no processo fermentativo. Já foram isoladas espécies de Bacillus

produtoras de pectina e pectato liase (Soriano et ai., 2000), enzimas que podem

atuarno desprendimento da mucilagem.

A principal espécie de Bacillus encontrada, Bacillus licheniformis, é um

microrganismo do solo capaz de reduzir nitrato (Slepecky & Hemphill, 1992).

Sua ocorrência nos frutos de café, portanto, é esperada, já que este tem contato

como solo pelo pisoteio durante a colheita e a secagem/fermentação em terreiro.

Na colheita sem uso de pano, os frutos também têm intenso contato com o solo,

podendo ocorrer aí a contaminação. Os esporos dormentes das espécies de

Bacillus em geral podem permanecer no ar em partículas de poeira, infectando

equipamentos e vestuário.

Três isolados de B. licheniformis foram obtidos de mãos de

trabalhadores antes do início da colheita. O transporte dos trabalhadores em

caminhões abertos em estradas de chão pode trazer esporos às roupas, de onde

teriam contato com as mãos dos operários e com o café. Esta contaminação, no
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entanto, pode não ter sido significativa, já que os primeiros grãos colhidos

provavelmente "esgotariam" o inóculo das mãos dos trabalhadores.

As outras espécies de Bacillus isoladas são, em sua maioria,

características de solo e alimentos, exceto B. coagulam, encontrada em

alimentos ácidos; B. larvae e B. lentimorbus, patógenos de larvas de abelha; B.

popilliae, patógeno de besouros escarabeídeos e B. maceram, encontrada em

alimentos e material vegetal (Slepecki & Hemphill, 1992). Os patógenos de

insetos podem estar presentes nos frutos devido a visitas de insetos (como
abelhas) ou pelo solo ou poeira.

O gênero Carnobacterium, que faz parte do grupo das bactérias láticas

(Stiles & Holzapfel, 1997), tem semelhanças fenotípicas e requerimentos

nutricionais comparáveis ao gênero Lactobacillus, o que sugere que estes

microrganismos compartilhem o mesmo tipo de habitai (Hammes et ai., 1992).

Segundo Avallone et ai. (2001a), duas espécies desse gênero, L. plantarum e L.

brevis figuram entre as bactérias láticas mais freqüentemente isoladas de café

processado por via úmida. As bactérias do gênero Carnobacterium são

organismos heterofermentativos, produzindo principalmente ácido lático a partir

de glicose (Holt etai., 1994). Esta capacidade toma estas bactérias desejáveis no

processo fermentativo, já que a fementação lática provavelmente é benéfica ao

sabor da bebida (Cortez, 1996), além de acidifícar o meio, o que parece ajudar

nodesprendimento da mucilagem (Avallone et ai., 2001a).

Três das quatro bactérias gram-positivas não esporuladas identificadas

como Carnobacterium mobile foram isoladasdo meio MRS e uma do meio WL.

O meio MRS contém polissorbato, acetato, magnésio e manganês, que agem
como fatores de crescimento especiais para lactobacilos (Merck Microbiology

Manual, 2000). Além disso, o alto teor de ghcose (20g/L) e a presença de

peptona de caseína, extrato de came e extrato de levedura formam uma base

nutricionahnente rica.
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O meio MRS, indicado para o isolmento de bactérias láticas, é pouco

seletivo, permitindo o crescimento de outras bactérias (Merck Micróbiology

Manual, 2000). De fato, os plaqueamentos feitos neste meio apresentavam-se

com uma intensa colonização fungica, com algumas colônias de leveduras e

poucas, ou às vezes nenhuma, colônia bacteriana. A baixa seletívidade

apresentada toma o meio pouco recomendável para o isolamento de bactérias

láticas de sistemas com alta diversidade como o café.

A maioria dos isolados gram-positivos não esporulados (13 isolados)

produz ácido a partir de ghcose. Dos 13 isolados gram-positivos não

esporulados, dois produziram gás. Oito cocos produzem ácido apartir de ghcose

,e duas das bactérias gram-negativas possuem esta capacidade. Dos isolados de

Bacillus, 134 produzem ácido a partir de glicose. Como já dito, a produção de

ácidos por estas bactérias pode ser um fator importante no desprendimento da

mucilagem e nacomposição do sabor dabebida.

4.2 Produção de pectinasespelosisoladosbacterianos

Dos 195 isolados bacterianos testados quanto à produção de pectinases,

nenhum foi capaz de produzir pohgalacturonase, e apenas dezessete isolados

produziram pectina hase(Tabela 2).
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TABELA 2 Isolados bacterianos produtores depectina hase.

Isol. Espécie Meio Procedência

16 Bacillusfirmus WL frutoscom 2 dias de secagem

70 Bacilluslicheniformis MRS frutos com 2 diasde secagem

105 Bacilluslicheniformis WL Derriçadora costal

122 Bacillus licheniformis WL frutoscom 2 dias de secagem

131 Bacilluscereus/thuringiemis MRS frutos recém-colhidos

135 Bacillusfirmus WL frutos com4 diasde secagem
141 Bacillus licheniformis WL frutos com4 diasde secagem
144 Bacillus cereus/thuringiemis WL Peneira

148a não identificado WL frutoscom 2 diasde secagem
174 Bacillus licheniformis WL frutos com4 diasde secagem
176 Bacilluslicheniformis MRS frutos com 2 dias de secagem
207 Bacillus licheniformis WL frutos com2 diasde secagem
421 Bacilluslicheniformis WL frutos com2 diasde secagem
422 Bacilluslicheniformis DG18 frutoscom 2 dias de secagem
424 Bacilluslicheniformis DG18 frutoscom 2 dias de secagem
427 Bacilluslicheniformis WL frutos com 2 dias de secagem
441 Bacilluspumilus WL frutoscom 2 diasde secagem

Apenas uma pequena parcela (menos de 10%) das bactérias se mostrou

capaz de produzir pectina hase e, além disso, nenhuma bactéria gram-negativa
foi capaz de produzir nem pohgalacturonase nem pectina hase. Em geral,
encontram-se bactérias gram-negativas capazes de produzir pectinases em café,
como Erwinia spp. (Frank et ai., 1965; AvaUone at ai., 2001a) e Klebsiella
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pneumoniae (Avallone et ai., 2001a). Segundo Arunga (1982), espécies
pectinolíticas do gênero Bacillus já foram isoladas de café em fermentação via

úmida.

O processo de desprendimento da mucilagem do café ainda é pouco

entendido e talvez a função microbiana mais importante no processo seja a

utilização de açúcares da polpa (produzindo ácidos) do que a produção de

enzimas pectinolíticas (Avallone et ai., 2000, 2001a e 2001b). As bactérias

pectinolíticas encontradas podem ter ação limitada sobre as pectinas da
mucilagem, podendo, assim como as outras bactérias, estar utilizando açúcares

da polpa A produção de ácidos acético e lático a partir de açúcares da
mucilagem durante a fermentação em café despolpado já foi relatada por

Avallone et ai. (2001a). No café natural, o fruto é colocado integralmente para

secar, ficando sua polpa, ainda mais rica em açúcares que amucilagem, sujeita

ao ataque de microrganismos. Assim, é provável que oconsumo dos açúcares da
polpa seja preferido pelas bactérias do que o consumo de produtos da hse da

pectina.

Estudos histológicos e bioquímicos dos grãos de café fermentados,

assim como estudos mais aprofundados da capacidade pectinolítica das bactérias

isoladas de café natural, seriam fundamentais para entender como ocorre o

desprendimento da mucilagem. Estes estudos já existem para café despolpado
(Avallone et ai., 1999, 2001a, 2001b) e são importantes para entender melhor o
processamento natural. Por exemplo, saber se estas pectinases são constitutivas
ajudaria a entender por que uma bactéria as produziria num meio rico como a

polpa de café. Este entendimento possibihtaria um maior controle da
fermentação dos grãos, impedindo sobrefermentações emelhorando a quahdade

da bebida.
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4.3 Fungos fílamentosos

Dos 93 isolados fungicos obtidos, 80 foram identificados até gênero.
Treze isolados não apresentaram esporulação nos meios de cultura utilizados, o
que impossibilitou sua identificação. Os gêneros encontrados foram Fusarium

com 55 isolados Penicillium, com 19 isolados; Aspergillus, com 4 isolados e

Cladosporium, com 2 isolados. Todos os gêneros de fungos encontrados já
haviam sido relatados em café em trabalhos anteriores (Krug, 1940a; Mishvec et

ai., 1983; Süva et ai., 2000 Batista et ai., 2002). Os quatro gêneros citados já
foram reportados como produtores de todos os tipos de pectinases (Silva et ai.,
2000), embora os isolados deste trabalho não tenham sido testados quanto aessa
capacidade.

Os isolados de Fusarium foram provenientes do café recém-colhido (24
isolados), com dois dias de secagem (25 isolados) e de café com quatro dias de
secagem (quatro isolados). Dois isolados foram provenientes da derriçadora
costal. Este gênero está associado acafés de pior quahdade (Krug, 1940a; Alves
& cairo, 1998; ). Segundo Liardon et ai. (1989), Fusarium sporotrichoides se
mostrou capaz de transformar triclorofenóis em tricloroanisóis, possíveis
responsáveis pelo gosto de passado dabebida.

Mais da metade dos isolados de Penicillium foram provenientes de
equipamentos (colhedora automotriz, 4 isolados; derriçadora costal, 1 isolado;
pano, 4 isolados; recolhedora, 3 isolados); os outros oito isolados foram

provenientes de café com dois (2 isolados) e quatro dias de secagem (6
isolados). Espécies de Penicillium podem também ser produtoras de ocratoxinas
(Batista et ai., 2002). Não há estudos sobre a produção destas toxinas durante a

fermentação, mas Schwan &Wheals (2003) afirmam que aocratoxina A parece
estar associada a bateladas de cerejas que tenham sido mantidas em teores de
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umidade altos durante períodos prolongados de tempo, facilitando o crescimento

de microrgamsmos produtores da referida toxina.

Os dois isolados de Cladosporium foram provenientes de grãos com

dois e quatro dias de secagem. O gênero Cladosporium tem sido associado a

cafés de boa quahdade (Krug, 1940a; Bitancourt, 1957; Alves & Castro, 1998).

No entanto, não há estudos que exphquem como os fungos deste gênero

influenciam a quahdade da bebida.

Dois isolados de Aspergillus foram obtidos de café recém-colhido,

enquanto um foi obtido da amostragem do pano e outro da automotriz. Liardon

et ai. (1989) encontraram espécies de Aspergillus isoladas de cafés rio capazes

de converter triclorofenóis em tricloroanisóis, que levam ao gosto de passado.

As espécies de Aspergillus das seções Circumdati e Nigri são toxigênicas, sendo

possivelmente responsáveis, junto com Penicillium verrucosum, pela produção

deocratoxina A já detectada emgrãos decafé (Batista et ai., 2002).
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•V-

5 CONCLUSÕES

A população microbiana associada ao sistema cafeeiro é alta e inclui os

três grandesgrupos de microrganismos.

O gênero Bacillus representou 80% dos isolados bacterianos. A espécie

mais abundante foi Bacillus licheniformis, uma bactéria de solo, assim como a

maior partedas espécies encontradas.

Somente uma pequena percentagem dos isolados bacterianos foi capaz
de produzir pectinases (apenas a enzima pectina hase). Estes isolados podem
estar auxiliando nodesprendimento da mucilagem dos grãos.

Uma grande parte dos isolados bacterianos se mostrou capaz de produzir
ácido a partir de ghcose, o que pode influenciar no sabor da bebida e ajudar no
desprendimento damucilagem.

O gênero mais abundante entre os fungos foi Fusarium (59% dos
isolados fungicos), um gênero usualmente associado acafés de pior quahdade.
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TABELA IA Composição do meio de culturaWL

Reagente Concentração

Extrato de levedura 4g/L

Casitona 5g/L

Ghcose 50g/L

KH2P04 0,55g/L

KC1 4,425g/L

CaCl2 0,125 g/L

MgSO, 0,125g/L

FeCl3 0,0025g/L

Verde de bromocresol 0,022g/L

Agar 13g/L

pH5,5
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TABELA 2A Composição do meio de cultura MRS

Reagente Composição

Peptona 10 g/L

Extrato de came 8 g/L

Extrato de levedura 4 g/L

Ghcose 20 g/L

Monooleato de sorbitano (Tween 80) 1 g/L

K2HP04 2 g/L

Acetato de sódio 3 g/L

Citrato de amônia 2 g/L

Sulfato de magnésio 0,01 g/L

Sulfato de manganês 0,036g/L

Agar 13g/L

pH6,2
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TABELA 3A Composição do meio de culturaDG18

Reagente Concentração

Glicose 8 g/L

Peptona 4 g/L

KH2P04 0,8 g/L

MgS04 0,2 g/L

Glicerol99% 176mL/L

Dicloran 1mg/L

Cloranfenicol 50 a75 mg/L

Agar 13 g/L

TABELA 4A Composição do meio de culturaYEPG

Reagente Concentração

Extrato de levedura 10g/L

Peptona 20 g/L

Ghcose 20 g/L

Agar 15g/L
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TABELA 5A Composição do meio de cultura PCA

Reagente Concentração

Triptona 5 g/L

Extrato de levedura 2,5 g/L

Glicose 1 g/L

Agar 13g/L

pH7,0
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TABELA 6A Composição do meio de culturaMP5

Reagente Concentração

Ghcose 5g/L
0

Acido poligalacturônicc> 4g/L

Extrato de levedura lg/L

Na2HP04 6g/L

(NH4>2S04 2g/L

FeSO» 0,001 g/L

MgS04 0,2 g/L

CaCl2 0,001 g/L

H3BCb 0,00001 g/L

MnS04 0,00001 g/L

ZnS04.7H20 0,00007 g/L

CuS04.5H20 0,00005 g/L

M0O3 0,00001 g/L

pH5,0
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TABELA 7A Composição do meio de cultura MP7

Reagente Concentração

Glicose 5 g/L

Pectina 4g/L

Extrato de levedura lg/L

Na2HP04 6 g/L

(NfÍ4)2S04 2g/L

FeS04 0,001 g/L

MgS04 0,2 g/L

CaCl2 0,001 g/L

H3BO3 0,00001 g/L

MnS04 0,00001 g/L

ZnS04.7H20 0,00007 g/L

CuS04.5H20 0,00005 g/L

M0O3 0,00001 g/L

pH7,0
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