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RESUMO: Atualmente os segmentos alimenticios buscam cada vez mais melhorar a qualidade de seus produtos, ndo
apenas para atender as exigéncias das Legislagdes, como também para oferecer produtos mais seguros aos
consumidores. Esta pesquisa apresenta a primeira investigacdo cientifica realizada para o café proveniente da espécie
Jacu (Penelope Ochrogaster) com relacdo as propriedades microbioldgicas. O estudo avaliou a ocorréncia de bactérias
do grupo dos coliformes, de amostras de café originario da espécie animal Jacu, sob diversas condi¢des de
processamento. Estes cafés tém sido alvos de muitos comentarios pelos consumidores em geral, devido a sua forma de
obtencdo, totalmente diferentes dos padrdes tradicionais, e desafiando os conceitos da seguranca alimentar, até entdo
conhecidos. Para se obter um perfil de seguranca do produto, foram realizadas analises microbiol6gicas para pesquisa
de aerdbios totais, bolores e leveduras e termotolerantes a 45°C (Numero Mais Provavel-NMP) com pesquisa de
Escherichia coli também por plagueamento direto em trés diferentes agares seletivos em cada uma das amostras do
estudo. Teste IMVIC e sorologia pela reacdo de aglutinagdo com antigenos polivalentes para E. coli classica foram
realizados para os isolados com caracteristicas de E. coli em &gares seletivos. Nao foi confirmada a presenca de E. coli
pela técnica de NMP, porém pelo plagueamento direto usando Fluorocult ECD Agar foram detectadas algumas col6nias
tipicas do microorganismo, para as amostras de grdo e fezes. Conclui-se que quanto ao consumo dessas novas
variedades de café, ndo ha restricdo quanto aos aspectos de seguranga alimentar para coliformes totais e fecais com
presenca de Escherichia coli, pois as fases de processamento para obtencdo da bebida, envolvem etapas que reduzem e
eliminam este perigo microbioldgico, a niveis aceitaveis.
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MICROBIOLOGICAL QUALITY OF GUAN (PENELOPE OCHROGASTER) COFFEE
BEANS AT DIFFERENT PROCESSING STAGES

ABSTRACT: Currently the food segments are increasingly seeking to improve the quality of their products, not only
to meet the requirements of the Regulations, as well as to provide safety products for consumers. This research presents
the first scientific research carried out for the coffee from the Guan species (Penelope ochrogaster) regarding the
microbiological properties. The study evaluated the occurrence of coliform bacteria from the group, originating coffee
samples of animal species Guan under various processing conditions. These coffees have been the target of many
reviews by consumers in general, due to its determination, totally different from the traditional standards, and
challenging the concepts of food security, then known. To obtain a product safety profile, microbiological analysis for
total aerobic research were carried out, molds and yeasts and thermotolerant at 45 °© C (Most Probable Number-MPN)
with Escherichia coli also search by plating directly on three different selective agars in each of the study samples.
IMViC and serology testing for agglutination reaction with polyvalent antigens classical E. coli were performed for the
isolated features with E. coli selective agars. It was confirmed the presence of E. coli by MPN technique, but by direct
plating using fluorocult ECD Agar were detected some typical colonies of the microorganism, for grain and faeces
samples. It follows that as the consumption of these new varieties of coffee, there is no restriction regarding food safety
aspects for total coliforms and fecal with Escherichia coli, because the processing phases for obtaining the beverage
involve steps that reduce and eliminate this microbiological hazard to acceptable levels.
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INTRODUCAO
A seguranca alimentar é um desafio atual e visa a oferta de alimentos isentos de agentes que possam colocar em risco a

salde do consumidor. Em razdo da complexidade dos fatores que afetam esta questdo, ela deve ser analisada do ponto
de vista de toda cadeia alimentar, desde a producéo primaria até a distribuicéo final ao consumidor (SOLIS, 1999). Em
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todas as etapas, desde 0 campo até o consumo, 0s riscos de contaminagdo dos alimentos necessitam de uma avaliacdo
completa, que é estabelecida através de normas aceitaveis para as boas praticas de producdo e prestacdo de servicos na
area de alimentos (PANETTA, 1998). A producdo de alimentos indcuos e de qualidade tem se tornado uma exigéncia
crescente do mercado consumidor e das agéncias de fiscalizacdo e controle. Todo alimento esta sujeito a contaminacdes
por perigos quimicos, fisicos e microbiolégicos durante a etapa de obtencdo da matéria-prima, producéo,
processamento, embalagem, transporte, armazenamento, distribuicdo e consumo. Atualmente o Brasil é o maior
produtor mundial de café, sendo responsavel por 30% do mercado internacional de café, volume equivalente & soma da
producdo dos outros seis maiores paises produtores. E também o segundo mercado consumidor, atrés somente dos
Estados Unidos. As areas cafeeiras estdo concentradas no centro-sul do pais, onde se destacam quatro estados
produtores: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana. A regido Nordeste também tem plantac6es na Bahia, e da
regido Norte pode-se destacar Ronddnia. A producgdo de café arabica se concentra em S&o Paulo, Minas Gerais, Paran,
Bahia e parte do Espirito Santo, enquanto o café robusta é plantado principalmente no Espirito Santo e Rondénia,
conforme dados da Associacdo Brasileira das Industria de Café (ABIC,2009). Os cuidados na colheita, composicao
quimica dos graos em diferentes estagios de maturacdo, e a forma de secagem, influenciam no tipo de café a ser obtido.
Dessa forma, tém sido realizadas vérias pesquisas com o objetivo de caracterizar quimicamente os grdos de café,
relacionando a composicéo quimica com a qualidade da bebida. Estes estudos abrangem componentes como agucares,
proteinas, polifendis, enzimas, lipidios, assim como umidade, condutividade elétrica, lixiviacdo de potassio, entre outros
(PIMENTA et al., 1997). A qualidade do café depende de vérios fatores, que influenciam diretamente no gréo, tais
como, adubagdo, tratamentos fitossanitarios, tipo de colheita, maturacdo, secagem, beneficiamento e armazenamento.
Deve-se considerar que devido a cultura do café ser considerada perene, fatores como temperatura, forma de
precipitagcdes e umidade relativa do ar, pode promover maturactes fora dos padrdes, resultando em perda de qualidade
do fruto (VILELA, 1997). Com a publicagdo da Portaria 368/97 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
estabeleceram-se os principios das Boas Praticas de Fabricacdo nos quais se definem como partes do processo
produtivo: area de procedéncia das matérias-primas, condi¢cBes higiénico-sanitirias dos estabelecimentos
elaboradores/industrializadores de alimentos, requisitos de higiene (limpeza e sanitizagdo) dos estabelecimentos,
requisitos de higiene na manipulagdo dos alimentos, condi¢des de armazenamento/transporte de matérias primas e
produtos acabados. Sendo esta agdo, uma etapa de grande importancia que tem como objetivo estabelecer principios
que venham a assegurar ndao sO a seguranga como também a qualidade dos alimentos elaborados/industrializados, de
forma que ndo oferecam perigos a salde do consumidor. A composi¢do quimica do café em grdo depende de fatores
ambientais, genéticos, e condi¢fes de manejo pré e pés-colheita, sendo a torracdo uma etapa essencial para a producéo
de compostos que conferem as caracteristicas sensoriais do café. Os acglcares e as proteinas do grdo sdo 0s principais
componentes que contribuem para estas caracteristicas de sabor e aroma do café torrado (CARVALHO et al., 1994).
Com relacdo a todos estes problemas enfrentados pelas industrias, mudancas significativas tém ocorrido na
comercializacdo e no consumo do café torrado e moido. Os consumidores estdo cada vez mais conscientes sobre a
importancia dos aspectos higiénico-sanitarios do produto, e de maiores conhecimentos sobre a qualidade sensorial da
bebida. Dessa forma, observa-se uma tendéncia do setor industrial em acompanhar a evolucdo deste mercado,
oferecendo produtos diferenciados e criando estratégias para a valorizagdo das marcas que preservem 0s aspectos
desejados pelo consumidor, como o selo de pureza criado pela Associacdo Brasileira da Inddstria do Café (ABIC,
2003). Pesquisas sobre novas variedades de café, como os obtidos pelas espécies animais Luwak (Paradoxus
hermaphroditus) e Jacu (Penelope ochrogaster), ainda sdo muito escassas, quando comparadas com as pesquisas com
outras variedades de grdos, justificando-se a realizacdo dessa pesquisa, para conseguir-se obter um perfil
microbiol6gico, com relacdo & contaminagdo por coliformes fecais no produto sob diferentes condicGes de
processamento, e comprovando dessa forma, sua qualidade higiénico-sanitaria.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo das amostras: as amostras dos grdos de café incorporados nas fezes da ave Jacu foram adquiridas em uma
fazenda do Brasil, localizada no Estado do Espirito Santo. A Figura 1 apresenta os grdos de café apos serem expelidos
pela ave Jacu (Penelope ochrogaster)

As amostras foram analisadas durante o primeiro més de obtencéo, sob os diversos métodos de processamento, sendo
mantidas em recipiente fechado de vidro, até serem submetidas as analises posteriores, para evitar deterioragdo e
contaminacdo.

Etapas de beneficiamento:

As amostras de café em grdo foram submetidas aos tratamentos de beneficiamento, seguindo as seguintes etapas:

a) Limpeza do gréo e lavagem, com remogéo de impurezas, com o intuito de se obter um material homogéneo e de
melhor qualidade. A amostra de grdo de café e fezes foi separada para prosseguimento nas analises microbioldgicas.
Ap0s esta primeira etapa, os graos foram separados das fezes, retirando os residuos remanescentes e lavados com agua
potavel corrente.

b)Secagem do gréo:

O café permaneceu a temperatura ambiente, para evaporacdo do excesso de umidade. A partir desse momento, a
secagem continuou por alta temperatura (200°C) por 20 minutos, para simular o processo de torrefagéo.
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De acordo com os padrées internacionais de torra, foi considerado para este estudo, o estagio City, onde a temperatura
interna do grdo, chega a atingir de 200° C a 213° C. Neste ponto, o café tem expansdo devido ao escape de gases,
marcando o ponto onde a agua e o gas carbdnico tomam caminhos separados. O intervalo de temperatura de 205 °C e
220°C representa a temperatura de torra do “pico do sabor”.

Preparo das Amostras:

Um pool de cada amostra foi homogeneizado e sub-amostras de 10g (unidades analiticas) foram separadas para analise:

- Amostras de fezes de Jacu associadas a grdos de café: material fecal seco contendo graos de café foi acondicionado
sob condicOes assépticas para retiradas de unidades analiticas de 10g cada para analises microbioldgicas. Cada unidade
analitica foi transferida para saco plastico estéril seguidos da adicdo (1:10) de solugdo diluente de peptona
bacterioldgica a 0,1% estéril (Himedia, Brasil) e homogeneizada suavemente para ndo quebrar os graos.

- Amostras de graos de café lavados em agua potavel corrente: das mesmas amostras de fezes contendo gréos de café
foram separados unidades analiticas de 10 g separando-se 0s graos e estes lavados em agua potavel corrente usando-se
peneira; as amostras foram novamente pesadas para formacao de unidades analiticas de 10g cada.

Gréos de café torrados: as amostras utilizadas na etapa anterior (grdos limpos) foram retiradas da solugéo diluente, apds
utilizacdo das aliquotas necessérias ao preparo das dilui¢des decimais seriadas das andlises microbiolégicas. Os gréos
foram entdo submetidos a torrefacdo em estufa de secagem modelo Q317M-13 (Quimis, Brazil) na temperatura de
200°C por 20 min.

Controle: agua potéavel corrente: 100 mL de agua potavel foram utilizados para anélise microbiol6gica da agua utilizada
na lavagem dos gréos, atraves da técnica dos tubos multiplos-NMP (Feng Weagant & Grant, 2002;) em série de 10
tubos contendo caldo Lauril Sulfato Triptose LST em dupla concentragéo (Oxoid, England).

Anélises microbiolégicas:

Como critério microbiolégico, foi utilizado um plano de amostragem, no qual se definiu o nimero de unidades a serem
analisadas e o tamanho de cada unidade. A defini¢do dos micro-organismos que deveriam ser estudados em cada
amostra, indicou a definicdo da metodologia analitica a ser adotada, destacando-se os coliformes fecais, e o
estabelecimento dos padrdes, normas e especificacbes que definirdo se o produto é considerado conforme ou néo-
conforme.

A metodologia para amostragem, coleta, acondicionamento, transporte e analise adequada a cada tipo de amostra,
seguiu ao disposto nos métodos analiticos oficiais para anélises microbioldgicas para controle de produtos de origem
animal e agua do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brazil, 2003) assim como o especificado pelo
FDA's Bacteriological Analytical Manual (Feng Weagant & Grant, 2002; ). Para os grdos limpos, a avaliagdo dos
resultados das anélises microbiol6gicas levou em consideracdo os padrfes microbioldgicos de acordo com a RDC n° 12
de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brazil, 2001). As analises microbiolégicas foram
realizadas para determinacdo e contagem de coliformes a 45°C, contagem total de aerébios e de bolores e leveduras:

a) Coliformes Totais: procedimento de trés tubo NMP para coliformes: uma amostra de 25 g foi removida e
imediatamente diluidas 1:10 com 225 ml de solugdo salina esterilizada (0,85%) em um Stomacher estéril e
homogeneizadas durante 1 min em homogeneizador. Toda a amostra foi diluida em 10 vezes em série, utilizados como
indculo para o procedimento NMP trés tubo de coliformes, como acima descritos. Suspensdo: 1 ml a partir de cada tubo
foi transferida para ser diluida em caldo Lauril Sulfato de Triptose e incubada a 35 ° C durante 24-48 h. Inoculante:
tubos com formacdo de gés, inoculados por 48 horas a 35° C foi transferido para um caldo Verde Brilhante Lactose
(BGBL) incubadas a 35°C por 24-48 h e outros tubos com formacdo de gés, inoculados por 48 horas a 35° C foi
transferido para Caldo EC. Tubos de Durham com turbidez e formacdo de gases, indicam a presenga de coliformes
totais e 0s mesmos tubos com turvacdo e formacao de gases no tubo de Durham indica a presenca de coliformes fecais.
Os nimeros para 1 g de amostra foram calculadas a partir da tabela de NMP.

b)Analises pela técnica de plagueamento direto para pesquisa de Escherichia coli: seguiram-se baseadas na NBR 10204
da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1988), com modificacfes: as analises foram realizadas
utilizando-se trés diferentes meios seletivos: Agar Eosina Azul de Metileno-EMB, Agar MacConkey (ambos HiMedia,
india) e 4gar Fluorocullt ECD Agar (Merck, Alemanha). Todas as diluicBes das amostras foram inoculadas em cada
meio seletivo em triplicatas e incubadas por 48 h a 35°C, exceto para 0 ECD Agar que foi incubado por 24 h a 44° C.
Neste Ultimo a visualizagdo de coldnias de Escherichia coli foi realizada através de lampada UV (366 nm).
Considerando-se E. coli positiva quando observado luz azul fluorescente em cada col6nia. Como prova biogquimica, 10-
20 pL de reagente de Kovacs (Merck, Alemanha) foi posto sobre cada col6nia em teste, e uma coloracdo résea
evidenciada em até 10 segundos foi indicadora de Escherichia coli indol positiva.

c) Contagem de aerdbios totais em placa e contagem de bolores e leveduras: plagueamento direto em Plate Count Agar
(HiMedia, india) e Potato Dextrose Agar (Acumedia, USA) respectivamente, a partir de diluicdes decimais seriadas das
amostras. Todas as analises foram realizadas em duplicatas com uma repeticéo.

Cepas de Enterococcus faecalis ATCC 33186 e Escherichia coli ATCC 25922 foram utilizadas respectivamente como
controles negativos e positivos de fermentacdo e producéo de gas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as trés fases do processamento para a obtencdo do café Jacu, grdos impregnados com as fezes,
graos limpos e gréaos torrados, respectivamente.

a b G

Figura 1. Fases do processamento para obtencdo do café Jacu (Penelope ochrogaster): a) grdos associados a fezes de
Jacu; b) gréos de café ap6s lavagem em agua portavel; ¢) grdos de café torrados.

Os resultados da ocorréncia de coliformes a 45°C nas amostras de grdo e fezes (GF), grdo limpo (GL) e gréo torrado
(GT) estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Anélise microbioldgica em amostras de café sob diferentes estagios de processamento.

Termotolerantes a 45°C

Pesquisa GF* GL* GT*
Coliformes Totais NMP*/g 1,1x10% <30 auséncia
Coliformes Fecais NMP*/g <30 <30 auséncia
Escherichia coli auséncia auséncia Auséncia
Aerobios totais em placa 7,15 x 10° UFC/g NR NR
Bolores e leveduras 1,9 x 10° UFC/g NR NR

NMP= Numero Mais Provavel; gréo e fezes (GF); grdo limpo (GL); grdo torrado (GT).
NR= Néo realizado

A ocorréncia de coliformes a 45°C foi verificada nas amostras grdo + fezes (GF) e grdo limpo (GL) em todas as
diluigBes pela contagem NMP/g. N&o foram observadas ocorréncias de coliformes a 45°C nas amostras do grdo de café
torrado (GT), certamente, pela alta temperatura (200°C) e tempo de exposi¢cdo (20 min) que o grdo de café foi
submetido. Nédo foi detectada a presenca de E. coli pela técnica de NMP, porém pelo plagueamento direto usando o
Agar Fluorocult ECD, conforme a Tabela 2, foram observadas col6nias tipicas do micro-organismo, para as amostras de
grdo e fezes (GF). O nimero reduzido de colonias de E. coli detectado nas amostras analisadas em relagdo ao nimero
total de coliformes totais indica que a técnica do NMP deve ser acompanhada de outras técnicas de deteccdo de
coliformes para amostras de fezes e grdos provenientes da alimentacdo da ave Jacu (Penelope ochrogaster). A
legislacdo nacional (BRASIL, 2001) prevé um méaximo de 10 UFC/g para coliformes a 45°C para grdos de café
(torrado). Neste estudo mesmo antes de qualquer tratamento o0 NMP de coliformes termotolerantes ficou bem abaixo do
permitido pela legislagdo para gréos limpos e torrados.

Tabela 2. Anélise de coliformes totais e Escherichia coli por plaqueamento direto usando Fluorocult ECD Agar
ANALISE POR PLAQUEAMENTO DIRETO EM MEIOS ESPECIFICOS

Pesquisa GF* GL* GT*
Coliformes Totais UFC/g 1,5x10° 2,9 x 10° auséncia
Escherichia coli UFC/g 10 auséncia auséncia

*grdo e fezes (GF); gréo limpo (GL); gréo torrado (GT).
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CONCLUSOES

Com a pesquisa realizada, observou-se que os graos de café do Jacu, apds a etapa de torrefacdo, apresentaram resultados
satisfatorios em termos de auséncia de coliformes fecais, comprovando a inocuidade do produto, pela auséncia desses
microorganismos indicadores de condi¢Bes higiénico-sanitéarias inadequadas. Dessa forma, conclui-se que o consumo
dessas novas variedades de café, ndo apresenta nenhuma restricdo quanto aos aspectos de seguranca alimentar para estes
microrganismos, pois as fases de processamento para obtencéo da bebida envolvem etapas que reduzem e eliminam este
perigo microbioldgico. Ressaltando-se o processo de torrefagdo, onde se consegue atingir temperaturas e tempo muito
superiores aquelas que suportam estes micro-organismos, além da propria forma de preparacdo da bebida, onde o
aquecimento da agua atinge uma faixa sempre acima da temperatura de eliminacao de bactérias patogénicas.
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