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RESUMO

Culturas iniciadoras mistas formadas por bactérias do acido latico e leveduras utilizadas na
producdo alimentos fermentados, inclusive de café, sdo uma alternativa favoravel a qualidade
sensorial e seguranca alimentar do produto final. Desta forma, dois artigos foram
desenvolvidos com objetivo geral de avaliar o efeito da fermentacdo de frutos de café com
inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae nas
caracteristicas sensoriais da bebida e na composic¢ao quimica dos graos. Além disso, o efeito
do tempo total de fermentacdo dos frutos também foi avaliado. O primeiro artigo teve como
objetivo avaliar o efeito da fermentacdo de frutos de café com inoculagdo sequencial de
Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae em dois tempos de
fermentac&o nas caracteristicas sensoriais de aroma e sabor da bebida e na composicéo volatil
dos graos torrados; o segundo artigo objetivou avaliar o efeito da fermentacdo de frutos de
café com inoculagdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces
cerevisiae em dois tempos de fermentacdo nos atributos sensoriais docura, acidez, amargor,
corpo, adstringéncia, finalizagdo e nota final da bebida e no perfil de &cidos organicos,
composto bioativos e perfil de &cidos graxos dos grdos. O aroma e o sabor da bebida do café
fermentado com inoculacdo sequencial apresentaram complexidade, com predominéncia de
notas sensoriais frutadas e fermentadas, também foi observado que essa técnica contribuiu
para maior acidez na bebida e maior nota final do café. O tempo total de fermentagéo de 48h
foi ideal para obtencdo de maior pontuacdo para os cafés produzidos com inoculacao
sequencial. Além disso, foram identificados 47 compostos volateis, sendo que, os principais
compostos presentes nos graos torrados foram furfuryl acetate, thiophene, pyridine e 1-
methylpyrrole. Foi observado um maior conteudo dos &cidos latico, malico, citrico e succinico
nos graos. Portanto, essa pesquisa mostrou que a técnica de inoculacdo sequencial de culturas
iniciadoras mistas é promissora na producdo de cafés naturais especiais.

Palavras-chave: Bactérias do acido latico, Coffea arabica, Cultura iniciadora mista



ABSTRACT

Mixed starter cultures formed by lactic acid bacteria and yeasts used in the production of
fermented foods, including coffee, are a favorable alternative to sensory quality and food safety
of the final product. Thus, two articles were developed with the general objective of evaluating
the effect of coffee fruit fermentation with sequential inoculation of Lactobacillus plantarum
followed by Saccharomyces cerevisiae on the sensory characteristics of the beverage and the
chemical composition of the beans. In addition, the effect of the total fermentation time of the
fruits was also evaluated. The first article aimed to evaluate the effect of coffee fruit
fermentation with sequential inoculation of Lactobacillus plantarum followed by
Saccharomyces cerevisiae in two fermentation times on the sensory characteristics of the
beverage's aroma and flavor and on the volatile composition of the roasted beans; the second
article aimed to evaluate the effect of fermentation of coffee fruits with sequential inoculation
of Lactobacillus plantarum followed by Saccharomyces cerevisiae in two fermentation times
in the sensory attributes sweetness, acidity, bitterness, body, astringency, finalization and final
note of the beverage and in the profile of organic acids, bioactive compounds and fatty acid
profile of the beans. The aroma and flavor of the fermented coffee beverage with sequential
inoculation showed complexity, with a predominance of fruity and fermented sensory notes, it
was also observed that this technique contributed to greater acidity in the beverage and a higher
final note of the coffee. The total fermentation time of 48h was ideal to obtain a higher score
for coffees produced with sequential inoculation. In addition, 47 volatile compounds were
identified, the main compounds present in the roasted beans were furfuryl acetate, thiophene,
pyridine and 1-methylpyrrole. A higher content of lactic, malic, citric and succinic acids was
observed in the beans. Therefore, this research showed that the technique of sequential
inoculation of mixed starter cultures is promising in the production of specialty natural coffees.

Keyword: Lactic acid bacteria, Coffea arabica, Mixed starter culture
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Leveduras, bactérias e fungos estdo naturalmente presentes em todas as etapas de
producdo do café. A colonizacdo pelos microrganismos ocorre desde o fruto aderido a planta
até o armazenamento dos grdos. Ao longo dessas etapas h& predominéncia de grupos ou
espécies microbianas devido a mudancas quimicas e fisicas que acontecem nos frutos de café,
principalmente na etapa de secagem. A variacao do teor de 4gua dos frutos correlacionado com
a atividade de &gua é um fator que afeta o grau de colonizacdo e as espécies colonizadas
(MAGAN; LACEY, 1984).

Durante a secagem ao sol de cafés processados pela via seca, ocorre uma fermentagédo
espontanea devido a presenca de diversos microrganismos (SCHWAN; WHEALS, 2003;
SILVA et al., 2000). Silva et al. (2008) estudaram a sucessdo microbiana durante a fermentacao
espontanea a seco de cafés naturais e puderam observar que as bactérias foram identificadas em
maior nUmero no inicio da secagem, quando o teor de dgua dos frutos de café estava em torno
de 68% e 0,85 aw, representando 93% do total dos microrganismos isolados. Apds 14 dias de
secagem a populacdo bacteriana diminuiu, representando 10% dos isolados. Um aumento na
populacdo de leveduras foi observado em comparacdo com a populacdo bacteriana em
momentos alternados durante a fermentacdo e secagem. As bactérias Gram-negativas
representaram 19% do total de isolados bacterianos e predominaram nos dias iniciais de
fermentacdo e secagem, pois apresentam menor resisténcia ao baixo teor de agua dos frutos que
as bactérias gram-positivas. Os géneros mais frequentes foram Enterobacter e Serratia. As
espécies Enterobacter aerogenes e Acinetobacter sp apresentaram a capacidade de produzir
pectina liase, o que indica que essas bactérias podem participar da degradacdo da mucilagem
acelerando o processo de fermentacdo. No que diz respeito as leveduras, 0s autores
identificaram a presenca de Pichia burtonii, Debaryomyces polymorphus, Arxula
adeninivorans, P. holstii e P. anomala, essas espécies possuem atividade de pectina liase e
podem ser importantes para a fermentacdo do café. A contagem de leveduras foi maior
comparada a contagem de bactérias quando atividade de agua foi entre 0,82 e 0,85.

Os resultados do estudo de Silva et al. (2008) mostraram que bactérias e leveduras
podem atuar em consorcio no processo de fermentacdo de frutos de cafés. Nesse sentido, a

utilizacdo de culturas iniciadoras mistas de bactérias e leveduras atraves da técnica de



inoculagdo sequencial pode ser uma alternativa viavel para a producdo de cafés naturais
especiais.

Leveduras e bactérias do acido lactico ja foram utilizadas em estudos recentes como
culturas iniciadoras puras no processamento pos-colheita do café, com o objetivo de reduzir o
tempo necessario para a fermentacdo e modular as caracteristicas quimicas e sensoriais dos
grdos de café (BRESSANI et al., 2018; CARVALHO NETO et al., 2018b; CARVALHO NETO
etal., 2020; EVANGELISTA et al., 2014a; EVANGELISTA et al., 2014b; MARTINEZ et al.,
2017; RIBEIRO et al.,, 2017; PEREIRA et al., 2016; WANG et al., 2019). Dentre os
microrganismos mais estudados, é possivel destacar a levedura Saccharomyces cerevisae e a
bactéria do acido lactico Lactobacillus plantarum, espécies com adaptabilidade aos fatores
estressantes do processamento pds-colheita, consumo eficiente de acucares da polpa dos frutos
de café e producdo adequada de acidos organicos e compostos volateis.

Apesar do uso de culturas iniciadoras puras no processamento dos frutos de café
oferecer vantagens, estudos recentes mostraram que culturas iniciadoras mistas de bactérias e
leveduras na producdo alimentos fermentados, inclusive de frutos de café, é favoravel a
qualidade sensorial e seguranca alimentar do produto final (GARCIA et al., 2019; VALE et al.,
2019). Além disso, deve-se levar em consideracao que, processos espontaneos de fermentacao
de alimentos sdo realizados com culturas mistas estabelecidas naturalmente, nas quais
participam microrganismos iniciantes e também microrganismos ndo iniciantes, juntos
contribuem para as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final, principalmente
em processos ndo estéreis (EVANGELISTA et al., 2015; GARDNER et al., 2001; LU et al.,
2018; PAPALEXANDRATOU et al., 2011; YUNITA; DODD, 2018; ZHANG et al., 2019b).

Em fermentagdes com inoculacdo de culturas mistas 0os microrganismos em consorcios
podem interagir e influenciar o metabolismo uns dos outros, de forma positiva, neutra ou
negativa, por meio de contato fisico, via moléculas de sinalizacdo ou gerando alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas do ambiente (SIEUWERTS et al., 2008). Uma alternativa para
evitar possiveis interacbes negativa entre os microrganismos é a utilizagcdo da técnica de
inoculacédo sequencial, que consiste em realizar a inoculagdo em duas etapas com um intervalo
de tempo entre as inoculagoes.

A inoculagido sequencial tem sido utilizada na fabricacdo de diversos produtos
fermentados, como por exemplo vinho, sidra e bebidas fermentadas lacteas e ndo lacteas
(HERRERO etal., 1999; GARCIA etal. 2017, 2018; LU; PUTRA; LIU, 2018). Em um sistema

de fermentagdo sequencial, podem ser implementados estagios diferenciados nos quais sdo



aplicadas condigdes operacionais especificas. Desta maneira, processos séo otimizados e 0 uso
de condi¢bes mais favoraveis para cada microrganismo sdo permitidas. Assim, novos
consorcios microbianos podem ser explorados por meio da inoculacdo sequencial evitando
possiveis interacdes amensalistas, inoculando primeiro a cepa sensivel para favorecer o
desenvolvimento pleno do seu metabolismo e introduzindo a cepa inibidora em um segundo
estagio.

Desta forma, dois artigos foram desenvolvidos para compor a presente tese que tem
como objetivo geral avaliar o efeito da fermentacao de frutos de café com inoculacao sequencial
de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae nas caracteristicas sensoriais
da bebida e na composicdo quimica dos grdos. Além disso, o efeito do tempo total de
fermentacdo dos frutos também foi avaliado.

O primeiro artigo intitulado “Fermentacéo de frutos de café com inoculagédo sequencial
de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae: Efeito na composicdo volatil e
caracteristicas sensoriais” teve como objetivo avaliar o efeito da fermentacdo de frutos de café
com inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae
em dois tempos de fermentacdo nas caracteristicas sensoriais de aroma e sabor da bebida e na
composicédo volatil dos gréos torrados.

O segundo artigo intitulado “Fermentacédo de frutos de café com inoculagdo sequencial
de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae: Efeito nos atributos sensoriais e
composicdo guimica dos graos” teve como objetivo avaliar o efeito da fermentacdo de frutos
de café com inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces
cerevisiae em dois tempos de fermentacao nas nos atributos sensoriais dogura, acidez, amargor,
corpo, adstringéncia, finalizacdo e nota final da bebida e no perfil de acidos orgéanicos,

composto bioativos e perfil de acidos graxos dos gréos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Fermentacao aplicada a producéo de Cafés Especiais

Fermentacdo € uma palavra que j& possuiu muitos significados ao longo do tempo. As
defini¢des para fermentagcdo apresentadas por um dicionario sdo “um processo de variagao
quimica com efervescéncia”, “um estado de agitagdo ou sem descanso”, “qualquer uma das
varias transformagdes de substancias organicas”. Jay (2005) ao compilar as conclusfes de
Prescott, Dunn and Doelle sobre o conceito fermentagdo chegou a seguinte definigdo “um

processo, no qual, transformacdes quimicas sdo realizadas em um substrato organico pela acao



de enzimas produzidas por microrganismos”. Tortora, Funke e Case (2005) foram mais afundo
e definiram fermentagdo como “qualquer processo metabolico que libere energia de um agucar
ou outra molécula organica, ndo requer oxigénio ou um sistema transportador de elétrons e usa
uma molécula organica como aceptor final de elétrons”. Perante o definido por estes autores,
pode-se entender que fermentacdo é um processo de transformagdes pelo qual o alimento passa
por meio da agdo de microrganismos, resultando em um produto diferente de sua matriz
original.

As atividades fermentativas dos microrganismos sdo responsaveis pela producao de
muitos alimentos e principalmente por suas caracteristicas singulares. Diversos alimentos,
como queijos maturados, conservas, chucrutes e linguicas fermentadas, possuem uma vida Util
consideravelmente maior do que a matéria-prima da qual eles foram feitos. Além de serem mais
estaveis, todos os alimentos fermentados possuem aroma e sabor caracteristico que resultam
direta ou indiretamente dos organismos fermentadores (JAY, 2005).

A populagdo microbiana dos alimentos e das fermentagdes envolvidas tem sido alvo de
investigacdo e estudo a muitos anos em varios produtos, dentre eles o café. Estudos tém
revelado a microbiota presente em frutos de café e ao longo do processamento (FRANK; LUM,;
CRUZ, 1965; PEE; CASTELEIN, 1971; SILVA, 2000; MASOUD et al., 2004; VILELA et al.,
2010; EVANGELISTA et al., 2015) e mostrado a viabilidade da utilizacdo de organismos
fermentativos, naturalmente presentes no fruto, como culturas iniciadoras na producéo de cafés
especiais (SILVA, et al., 2013; EVAGELISTA, et al., 2014; EVAGELISTA, et al., 2014;
RIBEIRO, et al., 2017; BRESSAN]I, et al., 2018).

O conceito de cafés especiais estd relacionado com o prazer que a bebida pode
proporcionar ao consumidor por meio de algum atributo especifico. A definicdo deste conceito,
por ser ampla e abrangente, depende do segmento da cadeia produtiva ao qual se aplica. A
Specialty Coffee Association — SCA contextualiza este conceito no ambito do agricultor,
comprador de café cru, torrefador, barista e consumidor, e resume dizendo que um gréo de café
se torna especial quando todos os envolvidos na cadeia de valor trabalham em harmonia e
mantém um foco agugado em padrdes e exceléncia do inicio ao fim.

Café especial, segundo a Brazil Specialty Coffee Association - BSCA, é definido como
gréos isentos de impurezas e defeitos que possuem atributos sensoriais diferenciados. Estes
atributos, que incluem bebida limpa e doce, corpo e acidez equilibrada, qualificam sua bebida
acima de 80 pontos na analise sensorial da escala da SCAA (Specialty Coffee Association of

America). Além da qualidade intrinseca, os cafés especiais devem ter rastreabilidade certificada



e respeitar critérios de sustentabilidade ambiental, econdmica e social em todas as etapas de
producao.

O consumo de cafés especiais no mercado mundial esta crescendo em propor¢des
maiores do que o por cafés comuns, indicando a preferéncia dos consumidores por aqueles que
possuem qualidade de bebida diferenciada. Dessa forma, verifica-se a crescente busca por
informacdes e tecnologias que contribuam para a qualidade da bebida. Aliado a isso, a
fermentacdo com o uso de culturas iniciadoras apresenta-se como uma tecnologia que pode
contribuir para producdo de cafés especiais, com caracteristicas sensoriais que agradem 0s
consumidores mais exigentes.

Evangelista et al. (2014a) e Evangelista et al. (2014b) em seus estudos, avaliaram o0 uso
de culturas iniciadoras selecionadas para fermentacdo de café durante o processamento seco e
semi-seco. Pode-se observar que o aroma do café inoculado foi melhor em comparagdo com
cafés produzidos sem inoculacdo. Para o processamento seco os cafés inoculados apresentaram
sabor caramelo e frutado, ja para o processamento cereja descascado os cafés apresentaram
aroma de caramelo. Estes resultados demonstram que o emprego de fermentacdo por meio da
utilizacdo de culturas iniciadoras possibilita a obtencdo de cafés de alta qualidade sensorial,
agrega valor ao produto e padroniza o processo.

Ribeiro et al. (2017) em seu trabalho avaliram o efeito sensorial da inoculagéo de trés
linhagens de levedura (Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 e CCMA 0543 e Torulaspora
delbrueckii CCMA 0684, respectivamente) em duas variedades de café (Ouro Amarelo e
Mundo Novo) processadas pelo método semi-seco. Os autores concluiram que o uso de culturas
iniciadoras ajudou a controlar o processo de fermentacdo, garantindo assim a formacao de
aromas e sabores desejaveis, 0 que aumenta a possibilidade de producédo de cafés especiais.

Desta forma, a fermentacédo aplicada a producéo de cafés especiais com o uso de culturas
iniciadoras promove diversos beneficios, tais como incremento de qualidade sensorial, controle
sobre o0 processo fermentativo, previsibilidade do produto final e agregacéo de valor ao produto,
podem ser uma tecnologia alternativa e economicamente viavel (EVANGELISTA et al.,
2014b).

2.2 Microbiota presente nos frutos de cafe
A ecologia microbiana presente nos frutos e gréos de café varia em funcéo da regido de

cultivo, variedade do café cultivada e do tipo de processamento (SILVA et al., 2000). O café

natural e o café descascado, por apresentarem em sua polpa grande quantidade de carboidratos,
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estdo expostos a uma diversidade de microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos que encontram no fruto condigdes favoraveis para se desenvolver.

A avaliacdo dos microrganismos presentes no café vem sendo realizada ha muito anos,
Frank, Lum e Cruz (1965) no Havai avaliaram 0s microrganismos presentes ao longo da
fermentagdo em café despolpado e identificaram a presenca das espécies de bactérias Erwinia,
Paracolobactrum e Escherichia.

Agate e Bhat (1966) na india ao pesquisarem os microrganismos presentes em café
robusta durante a fermentacdo do café processado por via imida identificaram a presenca dos
géneros de bactérias Streptococcus, Pseudomonas, Flavobacterium e Proteus e a presenca das
seguintes espécies de leveduras Saccharomyces marxianus, S. bayanus, S. cerevisiae var
ellipsoideus e Schizosaccharomyces sp.

Pee e Castelein (1971) na Republica Dominicana do Congo, regido central da Africa,
identificaram na superficie de frutos de café robusta as leveduras C. parapsilopsis, S. cerevisiae,
Torulopsis famata, S. marxianus, C. tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e C. pelliculosa e na
superficie e mucilagem a levedura C. guilliermondii.

Em estudos mais recentes na Tanzania, também na Africa, Masoud et al. (2004)
identificaram diferentes espécies presentes no café arébica processado via Umida durante a
fermentagdo e secagem. Pichia kluyveri e Pichia anomala foram identificados em diferentes
estagios da fermentacdo e durante o periodo da secagem. Hanseniaspora uvarum foi
identificado principalmente durante a fermentacdo. Kluyveromyces marxianus, Candida
pseudointermedia, Issatchenkia orientalis, Pichia ohmeri, Torulaspora delbrueckii,
Saccharomyces cerevisiae e Candida xestobii também foram identificadas.

Erwinia herbicola, Klebsiella pneumoniae e Lactobacillus brevis foram identificadas
durante a fermentacdo de café descascado por Avallone et al. (2001) em seus estudos realizados
no México. As bactérias identificadas sdo pectinoliticas e podem estar relacionadas com a
degradacdo da mucilagem.

No Brasil, varios estudos ja foram realizados para investigar a ecologia microbiana
presente nos frutos de café e ao longo do processamento e fermentagdo. Silva et al. (2000)
realizaram um trabalho minucioso ao longo de duas safras em diferentes fazendas do estado de
Minas Gerais. Os autores identificaram em cafes processados pela via seca 0s seguintes géneros
de bactérias Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Lactobacillus e Bacillus e em
relacdo as leveduras foram Pichia, Candida e Arxula. Diante disso, os autores concluiram que

existe uma diversidade e abundancia de espécies microbianas em cafés naturais, e mais
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importante que a quantidade de microrganismos € a presenca de grupos que possuem a
capacidade de degradacdo de compostos, sendo esses, essenciais na etapa de fermentacao.

Pichia e Candida também foram identificadas em cafés processados por via seca em
outro estudo realizado por Silva et al. (2008), espécies do género Debaryomyces também
ocorreram. Em relacdo as bactérias os géneros predominantes foram Bacillus, Serratia,
Enterobacter e Acinetobacter.

Vilela et al. (2010) em Minas Gerais, avaliaram a microbiota presente em café arabica
processado por via Umida. Semelhante ao processamento natural (SILVA et al., 2000, 2008) a
populacdo de bactérias foi predominante, as espécies com maior incidéncia foram Bacillus
megaterium, Bacillus macerans, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus
e Lactobacillus plantarum. Sobre as leveduras presentes, as espécies mais encontradas foram
Pichia anomala, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces
bayanus, Hanseniaspora uvarium e Kloeckera sp..

Evangelista et al. (2015) investigaram a microbiota presente em frutos de café e ao longo
do processamento por via imida de uma mesma cultivar (Catuai) em duas regides distintas do
estado de Minas Gerais. Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma caribbica, Pichia fermentans,
Debaryomyces hansenii, Torulaspora delbrueckii, Candida railenensis, Candida quercitrusa,
Wickerhamomyces ciferriiv, Candida glabrata e Wickerhamomyces anomalus foram as
espécies de leveduras identificadas. Os géneros de bactérias presentes foram Enterococcus,
Ochrobactrum, Chryseobacterium, Erwinia, Staphylococcus, Pseudomonas, Paenibacillus,
Curtobacterium, Bacillus, Escherichia, Enterobacter, Pantoea, Serratia, Microbacterium,
Weissella, Kocuria e Leuconostoc.

Em Taiwan, Leang et al. (2014) investigaram a diversidade de bactérias do &cido latico
associadas a frutos de café e isolaram 102 bactérias do &cido latico em trés diferentes fazendas.
As espécies heterofermentativas do género Leuconostoc e Weissella foram as bactérias do acido
latico mais comuns encontrados em duas fazendas localizadas a uma altitude aproximada de
800 m. Lactococcus lactis subsp. lactis foi a BAL mais comum encontrada na fazenda
localizada a uma altitude aproximada de 1.200 m.

Estudos sobre a biodiversidade presente nos frutos do cafeeiro e durante o
processamento sdo de grande relevancia, pois permitem conhecer e selecionar microrganismos

especificos que podem atuar na melhoria da qualidade sensorial.

2.3 Uso de culturas iniciadoras
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Os alimentos fermentados de boa qualidade possuem caracteristicas sensoriais distintas
que agregam valor ao produto e isso ocorre devido ao metabolismo de microrganismos. A
producdo desses alimentos resulta da presenca, do crescimento e do metabolismo de
microrganismos especificos.

O método mais simples e antigo de fermentar alimentos depende dos microrganismos
naturalmente presentes na matéria-prima. Além dos microrganismos especificos € necessario
que condicdes ideais de crescimento estejam estabelecidas. Mesmos assim 0 sucesso nas
fermentacdes naturais ndo é garantido, a probabilidade de obtencdo de um produto com o
mesmo padrdo de qualidade e apto ao consumo € incerta, 0 que se torna um inconveniente para
a producdo industrial.

A inconstancia das fermentacGes naturais mostrou a necessidade de buscar tecnologias
que permitam produzir alimentos fermentados com valor agregado, qualidade sensorial,
seguranca alimentar, larga escala e padrdo ao longo do tempo.

Uma tecnologia viavel para producdo de alimentos fermentados se baseia na utilizagéo
de uma populacdo isolada de microrganismos, de uma mesma espécie ou um mix, que sdo
denominadas de cultura ‘“starter” ou iniciadora. Essa populagdo previamente conhecida ¢
inoculada diretamente na matéria-prima para que possa predominar sobre a microbiota natural
e provocar alteragGes desejaveis e proporcionar uma previsdo do produto final.

Na etapa de processamento do café o uso de culturas iniciadoras para a realizagdo de
fermentacdes, € uma alternativa interessante, pois promove a remocdo mais rapida da
mucilagem e incorporam compostos que melhoram a qualidade sensorial. Além disso, as
culturas iniciadoras podem agregar valor ao café sem aumentar significativamente o custo de
producdo (EVANGELISTA et al., 2014b).

Evangelista et al. (2014b) avaliaram o potencial de linhagens de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae UFLA YCN727, S. cerevisiae UFLA YCN724, Candida
parapsilosis UFLA YCN448 e Pichia guilliermondii UFLA YCN731) como culturas
iniciadoras para a fermentacédo a seco de cafés naturais, lavados e ndo-lavados. Foi observado
que a populacédo de leveduras persistiu do inicio ao fim da secagem, e foram maiores em cafés
ndo lavados. Em comparacdo ao controle, os cafés inoculados apresentaram um aumento da
qualidade sensorial, a bebida apresentou sabor caracteristico de caramelo e frutado. Desta
forma, os autores indicam todas as estirpes para 0 uso como culturas iniciadoras em cafés

processados por via seca.
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Em outro estudo Evangelista et al. (2014a) avaliaram em café processado pela via tmida
0 uso das mesmas leveduras (Saccharomyces cerevisiae UFLAYCN727, S. cerevisiae UFLA
YCN724, Candida parapsilosis UFLA YCN448 e Pichia guilliermondii UFLA YCN731)
como culturas iniciadoras puras em fermentacdo semi-seco. O uso dessas culturas de leveduras
mostrou-se favoravel para a producdo de café descascado com diferentes sabores, quando
comparado ao controle. C. parapsilosis UFLA YCN448 e S. cerevisiae UFLA YCN727
apresentaram um melhor resultado em relacéo a analise sensorial em café processado pela via
umida.

Ribeiro et al. (2017) compararam duas cepas de Saccharomyces cerevisiae (CCMA
0200 e CCMA 0543) inoculadas em café cereja descascado e constataram que a cepa S.
cerevisiae CCMA 0543 apresentou maior persisténcia da populacdo ao longo da secagem e
produziu maior nimero de compostos volateis.

Bressani et al. (2018) avaliaram o potencial de trés leveduras utilizando duas formas de
inoculacdo em cafés naturais. As cepas avaliadas foram Saccharomyces cerevisiae CCMA
0543, Candida parapsilosis CCMA 0544 e Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 e as formas
de inoculacéo utilizadas foram por pulverizacdo direta sobre os frutos dispostos em terreiro e
em baldes por 16h antes da secagem. Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543, inoculado em
baldes, obteve a maior pontuacdo na prova de Xxicara. A inoculacdo direta de Candida
parapsilosis CCMA 0544 apresentou melhores resultados em relagdo ao método de baldes, ja
Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 apresentou bons resultados nos dois métodos de
inoculacdo avaliados.

Além das leveduras, as bactérias também ja foram testadas e apesentaram potencial para
serem utilizadas como culturas iniciadoras na fermentacdo de café, em especial as bactérias do
acido lactico. Pereira et al. (2016) observaram que cepas de Lactobacillus plantarum se
mostraram capazes de produzir acidos organicos e ésteres favoraveis a qualidade sensorial do
café. Outro fator observado pelos autores foi o tempo total de fermentacdo, neste experimento
o tempo total de fermentacdo foi reduzido em 12h devido ao processo de inoculagéo.

Vale et al. (2019), em um estudo pioneiro, avaliaram o uso de uma cultura mista
composto por uma levedura (Pichia fermentans) e uma bactéria do acido latico (Pediococcus
acidilactici) na fermentacao de frutos de café, os autores observaram que a co-inoculagao possui
grande potencial para a formacgdo de compostos aromaticos desejaveis e a producdo de cafés
especiais.

O uso de culturas iniciadoras na fermentacao do café é uma alternativa economicamente

viavel para a producédo de cafés de alta qualidade, além de, agregando valor ao produto final,
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contribuir no controle sobre a fermentacdo, padronizar o processo fermentativo e promover
repetitividade (EVANGELISTA et al., 2014a, b).

2.4 Inoculagéo sequencial de cultura iniciadora mista

A fermentacdo de alimentos atraves de processos espontaneos é realizada com culturas
iniciadoras mistas que foram estabelecidas naturalmente ao longo do tempo. Em processos
espontaneos participam microrganismos iniciantes e também microrganismos ndo iniciantes,
juntos contribuem para as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final,
principalmente em processos ndo estéreis (EVANGELISTA et al., 2015; GARDNER et al.,
2001; LU etal., 2018; PAPALEXANDRATOU et al., 2011; YUNITA; DODD, 2018; ZHANG
et al., 2019b). No entanto, os microrganismos em consorcio durante a fermentacdo podem
interagir e influenciar o metabolismo uns dos outros. A interagdo que ocorre entre 0S
microrganismos pode ser positiva, neutra ou negativa e ocorre por meio de contato fisico via
moléculas de sinalizacao ou através de alteracdes nas propriedades fisico-quimicas do ambiente
(SIEUWERTS et al., 2008). Garcia e colaboradores (2017, 2018) utilizaram a inoculagéo
sequencial como um artificio para impedir a exclusdo competitiva exercida por compostos
antimicrobianos produzidos por LAB no Pseudomonas taetrolens sensivel, inoculando o LAB
em segundo lugar em substratos lacteos.

A inoculagido sequencial tem sido utilizada na fabricagdo de diversos produtos
fermentados, como por exemplo vinho, sidra e bebidas fermentadas lacteas e ndo lacteas
(HERRERO et al., 1999; GARCIA etal. 2017, 2018; LU; PUTRA; LIU, 2018). Em um sistema
de fermentacdo sequencial podem ser implementados estagios diferenciados, nos quais sdo
aplicadas condicGes operacionais especificas. Esse tipo de sistema permite o uso de condicdes
mais favoraveis para cada microrganismo, consequentemente, a otimizagao do processo como
um todo.

Na producdo de vinho e sidra em design sequencial foi observado que a mudanca de
temperatura em determinadas fases da fermentacdo impedia a formagdo de produtos finais
volateis indesejaveis devido ao metabolismo da levedura (HERRERO et al., 1999). No
desenvolvimento de bebidas fermentadas para lacteos e ndo lacteos envolvendo LAB, a
introdugdo da uma levedura em um segundo estagio resultou em uma melhora na sobrevivéncia

da bactéria lactea em decorréncia da relagdo simbidtica desenvolvida (GARCIA et al. 2017,



15

2018; LU; PUTRA; LIU, 2018). Desta forma, novos consércios microbianos podem ser
explorados com o uso da inoculacdo sequencial, evitando possiveis interacGes negativas.

A duracdo do intervalo entre a primeira e a segunda inoculacdo € um parametro chave
nas fermentacbes com inoculacdo sequencial (CIANI et al., 2014). Segundo os autores o
intervalo entre as inoculagBes pode afetar o desenvolvimento e a atividade metabdlica do
primeiro microrganismo e, consequentemente, a concentracdo de substratos, condices fisico-
quimicas do meio, produtos e outros metabolitos que interagem com o segundo microrganismo.
No entanto, esse intervalo pode criar um ambiente com condi¢cdes mais favoraveis para a
inoculagdo e o desenvolvimento da segunda cultura. Os resultados do estudo de Freire e
colaboradores (2017) mostrou claramente essa interacdo, em que a populacéo de leveduras na
fermentacao de co-cultura foi favorecida pela reducdo dos valores de pH para 4,0-4,5 devido a
atividade metabolica da LAB.

Baseado na literatura apresentada, a utilizacdo de culturas iniciadoras mistas de
bactérias e leveduras aliada a técnica de inoculagdo sequencial pode ser uma alternativa

inovadora na producdo de cafés naturais especiais.

2.5 Compostos quimicos produzidos durante a fermentacéo

A biodiversidade de microrganismos presente naturalmente nos frutos do cafeeiro tem
influéncia direta na qualidade da bebida do café, seja pela degradacdo de compostos presentes
nos frutos, bem como pela excre¢do de metabdlitos que se difundem para o interior do grédo. O
uso de culturas iniciadoras pode ser um aliado na melhoria da qualidade sensorial através da
producdo de &cidos organicos e compostos volateis desejaveis durante a fermentacédo
(EVANGELISTA et al., 2014b).

Evangelista et al. (2014a, b) avaliaram o uso de quatro linhagens de levedura
(Saccharomyces cerevisiae  UFLA YCN727, S. cerevisiae UFLA YCN724, Candida
parapsilosis UFLA YCN448 e Pichia guilliermondii UFLA YCN731) como culturas
iniciadoras em cafés processados por via imida e via seca.

Evangelista et al. (2014a) detectaram 23 compostos volateis em café cru processado pela
via Umida. Dentre os compostos encontrados, o hexanal foi 0 composto que apresentou maior
quantidade, seguido pelo acetato de propila. O café cru foi mais rico em aldeido, éster e alcool.
Em gréos de café torrado, quarenta e dois compostos volateis foram encontrados. Os furanos
foram o maior grupo identificado, seguido por acidos e alcoois. O furfurilico, furfural, acido

isobutirico e 1-pentanol foram os principais compostos detectados. Em relacdo ao contetido de
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acidos organicos, acidos lactico, acético e succinico foram predominantes e detectados durante
toda a fermentagéo. Acido citrico e mélico foram detectados no inicio da fermentagdo. Além
disso, em nenhuma das amostras analisadas foram detectados os acidos oxalico, tartarico,
butirico e propidnico.

J& em cafés naturais lavados e ndo-lavados, Evangelista et al. (2014b) detectaram
quarenta e oito compostos volateis, de forma semelhante para o café verde e torrado. A classe
mais abundante de compostos foi alcoois (11-27%) seguidos por furano em gréaos torrados (~
27%) e aldeidos (~ 13%) em gréos verdes.

Ribeiro et al. (2017) avaliou duas cepas de Saccharomyces cerevisiae inoculadas em
cafés das variedades Mundo Novo e Ouro Amarelo processados pela via imida. Um total de 96
compostos volateis foi detectado, sendo 46 detectados em café cru e 54 detectados em café
torrado. Acidos, alcodis, aldeidos, hidrocarbonetos, cetonas e furanos foram predominantes em
café cru. Apds a torrefacdo, foram identificados grupos como ésteres, furaldeidos, furanos,
cetonas, pirazinas e pirrois.

As cepas Saccharomyces cerevisiae CCMA 0200 e CCMA 0543 avaliadas por Ribeiro
et al. (2017) favoreceram a producdo de &cidos organicos desejaveis, como o acido citrico e
succinico, podendo, portanto, ter influenciado positivamente na qualidade final do café,
sugerindo seu potencial uso como culturas “starters” na fermentagdo do café. O acido citrico
foi abundante nos grdos de café da variedade Ouro Amarelo inoculado com S. cerevisiae
CCMA 0543 (8,73 mg/g). As concentracdes de acido succinico aumentaram significativamente
em relacdo ao controle (5,78 e 2,4 mg/g, respectivamente) para a mesma variedade e cepa.

Em cafés processados pela via Uumida Martinez et al. (2017) identificaram 112
compostos volateis em estudo com as espécies de leveduras Saccharomyces cerevisiae CCMA
0543, Candida parapsilosis CCMA 0544 e Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 variando a
forma de inoculacdo. Alguns dos compostos detectados estao relacionados com o sabor e aroma
de frutas, doces, caramelo, nozes e florais, entre outros. Os principais compostos volateis
detectados nos gréos de café verde e torrados foram acidos, pirazinas e piridinas. Ao investigar
a presenca de &cidos organicos, os autores detectaram &cido citrico e succinico ao longo de toda
a fermentacdo. O &cido succinico € o principal &cido orgéanico produzido por leveduras e é
originado no ciclo do glioxilato pela oxidagdo do isocitrato e no ciclo redutor do acido citrico
(Jayaram et al., 2014).

Bressani et al. (2018) identificaram um total de 217 compostos volateis ao estudar

diferentes leveduras e meétodos de inoculagdo em cafés naturais. Compostos volateis
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correspondentes ao sabor caramelo pode ser detectados em amostras inoculadas de forma direta
com Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543 em café torrado. Compostos de sabor frutado
(macd, cereja) foram observados em amostras inoculadas de forma direta com o Candida
parapsilosis CCMA 0544. Em relacdo ao contelido de acidos organicos, todos os tratamentos
com inoculagdo direta apresentaram altas concentrac@es de &cido citrico e mélico.

Pereira et al. (2016) avaliaram o potencial de uma bactéria do acido latico (Lactobacillus
plantarum LPBRO01) na fermentacdo de café processado por via Umida, foi observado pelos
autores que essa bactéria converteu de forma eficiente a polpa do café em acido latico e
fumarico. Além disso, ocorreu um aumento na producdo de compostos aromaticos volateis
durante o processo de fermentacdo, como por exemplo o acetato de butila, acetato de etila, 1-
octanol, acetato de isoamila, hexanoato de etila, succinato de etila e octanoato de etila.

O é&cido latico é o principal produto metabdlico de espécies homofermentativas, como é
0 caso do Lactobacillus plantarum. Os agUcares presentes no mesocarpo dos frutos de café sdo
fermentados através da via de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para gerar piruvato, que é
convertido em acido latico pela enzima lactato desidrogenase (De BRUYN et al., 2017; ENDO,
2014; LEONG et al., 2014; ZHANG et al., 2019b).

Vale et al. (2019) avaliaram o uso de uma cultura mista composto por uma levedura
(Pichia fermentans) e uma bactéria do acido latico (Pediococcus acidilactici) na fermentacédo
de frutos de café. Os autores observaram uma producdo de metabdlitos, como por exemplo
acido latico, etanol e acetato de etila. Segundo os autores a producdo desses compostos
evidencia uma interacdo sinérgica positiva entre esses dois grupos microbianos.

A presenca de &cidos organicos nos grdos de café pode atuar como indicador de boa
qualidade do produto final, sendo a concentracéo desses acidos varidvel em funcéo do processo
utilizado, variedade de café e método de inoculacdo (SILVA et al., 2008; SUNARHARUM,;
WILLIAMS; SMYTH, 2014; VILELA et al., 2010).
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3 CONSIDERAGCOES FINAIS

O consumo de cafés especiais no mercado mundial estd crescendo em proporcoes
maiores do que o consumo de cafés comuns, indicando a preferéncia dos consumidores por
cafés que possuem uma bebida com qualidade diferenciada. Dessa forma, verifica-se a
crescente busca por informacdes e tecnologias que contribuam para a qualidade da bebida.
Aliado a isso, a fermentacdo com o uso de culturas iniciadoras vem como uma tecnologia que
pode contribuir para producdo de cafés especiais, com caracteristicas sensoriais que agradem
0s consumidores mais exigentes. O uso de culturas iniciadoras puras no processamento dos
frutos de café oferece inUmeras vantagens, no entanto estudos recentes mostraram que culturas
iniciadoras mistas de bactérias e leveduras na producdo alimentos fermentados, inclusive de
frutos de café, é favoravel a qualidade sensorial e seguranca alimentar do produto final. Além
disso, deve-se levar em consideracdo que, processos espontaneos de fermentacdo de alimentos
sdo realizados com culturas mistas estabelecidas naturalmente, nas quais participam
microrganismos iniciantes e microrganismos ndo iniciantes, que juntos contribuem para as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final, principalmente em processos ndo
estéreis. Portanto, é importante a realizacdo de pesquisas com culturas iniciadoras mistas de
bactérias e leveduras aplicadas a fermentacgdo de frutos de café para a producéo de café especiais

com caracteristicas sensoriais complexas e principalmente seguranca alimentar.
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°Associacao dos produtores de café da Serra da Canastra

ABSTRACT
Culturas iniciadoras mistas de bactérias do acido latico e leveduras utilizadas na producéo de
alimentos fermentados, inclusive de café, sdo uma alternativa favoravel a qualidade sensorial
e seguranca alimentar do produto final. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da
fermentacdo de frutos de café com inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido
de Saccharomyces cerevisiae e o efeito do tempo de fermentacdo no aroma e sabor da bebida
do café e na composicdo volatil dos grdos de café torrados. Os frutos de café foram
fermentados por 48h e 96h com inoculacdo de Lactobacillus plantarum seguido de
Saccharomyces cerevisiae e respectivos controles. O aroma e o sabor da bebida do café
fermentado com inoculacdo sequencial apresentaram complexidade, com predominancia de
notas sensoriais frutadas e fermentadas. Além disso, foram identificados 47 compostos
volateis, os principais compostos presentes nos graos torrados foram furfuryl acetate, tiofeno,
piridina e 1-metilpirrol.
Key-words: Bactéria do acido latico, Coffea arabica, Cultura iniciadora mista
1 INTRODUCAO

Bactérias, leveduras e fungos estdo naturalmente presentes no café, e a colonizacéo por
esses microrganismos ocorre ao longo de toda a cadeia produtiva, desde o fruto ligado ao
cafeeiro até o armazenamento dos grdos (Silva et al., 2000).

Nas etapas de pds-colheita, os constituintes dos frutos de café servem de substrato para
o desenvolvimento desses microrganismos, suprindo-os de fontes de carbono e nitrogénio
(Silva et al., 2000). Além disso, ocorrem mudancas quimicas e fisicas nos frutos que
proporcionam a sele¢cdo de grupos ou espécies microbianas, que, por meio da atividade
metabolica, podem influenciar na qualidade final da bebida do café (Silva et al., 2008).

Estudos sobre sucessdo microbiana durante o processo de fermentagcdo espontanea e

secagem de cafés naturais identificaram que bactérias e leveduras predominam em momentos
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alternados. No inicio do processo de fermentacdo e secagem, as bactérias representam 96,3%
do total de microrganismos isolados quando os frutos possuem cerca de 69% de teor de &4gua e
a atividade de agua de 0,95. Quando a atividade de agua dos frutos atinge valores entre 0,82 e
0,85 como resultado do processo de secagem, a populacdo de leveduras predomina entre 0s
microrganismos presentes (Silva et al., 2008).

Leveduras e bactérias do acido lactico (LAB) foram utilizadas em estudos recentes
como culturas iniciadoras puras no processamento pos-colheita do café com o objetivo de
reduzir o tempo necessario para a fermentacdo e modular as caracteristicas quimicas e
sensoriais dos grdos de café (Bressani et al., 2018; Carvalho Neto et al., 2018b; Carvalho Neto
et al., 2020; Evangelista et al., 2014a; Evangelista et al., 2014b; Martinez et al., 2017; Ribeiro
etal., 2017; Pereira et al., 2016; Wang et al., 2019). Dentre 0s microrganismos mais estudados,
a levedura Saccharomyces cerevisae e a bactéria do acido lactico Lactobacillus plantarum séo
espécies com adaptabilidade aos fatores estressantes do processamento pés-colheita, consumo
eficiente de acucares da polpa dos frutos de café e producdo adequada de &cidos organicos e
compostos volateis (Pereira et al., 2016; Pereira et al., 2019).

Apesar do uso de culturas iniciadoras puras no processamento dos frutos de café
oferecer vantagens, estudos recentes mostram que culturas iniciadoras mistas de bactérias e
leveduras utilizadas na producéo de alimentos fermentados, inclusive de frutos de café, sdo uma
alternativa favoravel a qualidade sensorial e seguranca alimentar do produto final (Garcia et al.,
2019; Vale et al., 2019).

Processos espontaneos de fermentagéo de alimentos s&o realizados com culturas mistas
estabelecidas naturalmente. Microrganismos iniciantes e também microrganismos ndo
iniciantes, contribuem para as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final,
principalmente em processos ndo estéreis (Evangelista et al., 2015; Gardner et al., 2001; Lu et

al., 2018; Papalexandratou et al., 2011; Yunita & Dodd, 2018; Zhang et al., 2019b). No entanto,
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0s microrganismos em consorcios podem interagir e influenciar o metabolismo uns dos outros.
Essa interagdo entre os microrganismos pode ser positiva, neutra ou negativa e ocorre por meio
de contato fisico via moléculas de sinalizacdo ou através de alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas do ambiente (Sieuwerts et al., 2008). Garcia e colaboradores (2017, 2018) utilizaram
a inoculacdo sequencial como um artificio para impedir a exclusdo competitiva exercida por
compostos antimicrobianos produzidos por LAB no Pseudomonas taetrolens sensivel,
inoculando o LAB em segundo lugar em substratos lacteos.

A inoculagdo sequencial tem sido utilizada na fabricagdo de diversos produtos
fermentados, como por exemplo vinho, sidra e bebidas fermentadas lacteas e ndo lacteas
(Herrero et al., 1999; Garcia et al. 2017, 2018; Lu, Putra & Liu, 2018). Em um sistema de
fermentacdo sequencial podem ser implementados estagios diferenciados, nos quais sdo
aplicadas condicdes operacionais especificas. Desta forma, processos sdo otimizados e sé&o
permitidas o uso de condi¢fes mais favoraveis para cada microrganismo.

Na producéo de vinho e sidra, em design sequencial, foi observado que a mudanca de
temperatura em determinadas fases da fermentacdo impedia a formacdo de produtos volateis
indesejaveis devido ao metabolismo da levedura (Herrero et al., 1999). No desenvolvimento de
bebidas fermentadas para lacteos e ndo lacteos envolvendo LAB, a introducdo da uma levedura
em um segundo estagio resultou em melhora na sobrevivéncia da bactéria lactea em decorréncia
da relacdo simbiotica desenvolvida (Garcia et al. 2017, 2018; Lu, Putra & Liu, 2018). Desta
forma, com o0 uso da inoculacdo sequencial novos consorcios microbianos podem ser
explorados, evitando possiveis interagdes amensalistas.

Nesse sentido, um pardmetro chave nas fermentagdes com inoculacdo sequencial é a
duracéo do intervalo entre a primeira e a segunda inoculagéo (Ciani et al., 2014). O intervalo
entre as inoculagdes pode afetar o desenvolvimento e a atividade metabolica do primeiro

microrganismo e, consequentemente, a concentracdo de substratos, condi¢des fisico-quimicas
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do meio, produtos e outros metabdlitos que interagem com o segundo microrganismo. No
entanto, esse intervalo pode criar um ambiente com condi¢cbes mais favoraveis para a
inoculagdo e o desenvolvimento da segunda cultura. Os resultados do estudo de Freire e
colaboradores (2017) mostraram claramente essa interagdo, em que a populacédo de leveduras
na fermentacao de co-cultura foi favorecida pela reducéo dos valores de pH para 4,0-4,5 devido
a atividade metabolica da LAB.

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi realizar o processo de fermentacao de
frutos de café com inoculagdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de
Saccharomyces cerevisiae e avaliar o efeito dessa técnica de inoculagdo e do tempo total de
fermentacgdo nas caracteristicas sensoriais da bebida do café e na composi¢do volatil dos gréos
torrados.

2 MATERIAL E METODO
2.1 Culturas Iniciadoras e Inoculacéo

Para o processo de fermentacdo dos frutos de café com inoculacdo sequencial foram
utilizadas duas culturas iniciadoras, sendo uma bactéria do acido lactico e uma levedura do
género Saccharomyces.

A bactéria do &cido lactico utilizada nesta pesquisa foi uma cepa da espécie
Lactobacillus plantarum isolada e selecionada pela Universita Cattolica del Sacro Cuore —
Italy e comercializada na forma liofilizada pela empresa Lallemand. Essa espécie foi escolhida
pois foi utilizada em outros estudos como cultura iniciadora e apresentou bons resultados na
producdo de &cidos orgéanicos, compostos volateis aromaticos e na qualidade sensorial da
bebida do café (Carvalho Neto et al., 2018b, Pereira et al., 2016). Além disso, diversos estudos
relataram a presenca de Lactobacillus Plantarum tanto na superficie dos frutos de café, como

também durante o processo de fermentacdo de gréos e frutos de café (Carvalho Neto et al.,
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2018a; De Bruyn et al., 2017; Leong et al., 2014; Ribeiro et al., 2018; Vilela et al., 2010; Zhang
et al., 2019a; Zhang et al., 2019b).

A levedura utilizada nesta pesquisa foi uma cepa da espécie Saccharomyces cerevisiae
isolada e comercializada liofilizada pela empresa Lalvin / Lallemand. A espécie Saccharomyces
cerevisiae ja foi utilizada como cultura iniciadora em diversos estudos de fermentacdo de café
e apresentou resultados positivos para a melhoria da qualidade do café (Bressani et al., 2018;
Evangelista et al., 2014a; Evangelista et al., 2014b; Martinez et al., 2017; Ribeiro et al., 2017).

A ativacgdo da bactéria do acido latico foi realizada por reidratacdo com volume de dgua
igual a vinte vezes o peso de bactéria liofilizada, sendo a temperatura da agua de
aproximadamente 25°C, conforme orientacdes do provedor. A ativacao da levedura ocorreu da
mesma forma, no entanto o volume de agua foi de dez vezes o peso de levedura liofilizada e a
temperatura da agua foi aproximadamente 36°C.

A inoculagdo das culturas iniciadoras e a fermentacdo dos frutos de café foram
realizadas em biorreatores cilindricos de polietileno de alta densidade virgem com capacidade
de 100 L e fechamento hermético. A inoculacdo foi feita por aspersao diretamente sobre os
frutos de café contidos nos biorreatores na concentragdo de 10’ UFC/g de frutos para ambos os
microrganismos.

2.2 Caracterizagdo do experimento

Esta pesquisa foi conduzida na regido da Serra da Canastra, no municipio de Vargem
Bonita, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizados frutos maduros de Coffea arabica da variedade
Catuai Vermelho, processados por via seca, com objetivo de avaliar a composicao volatil e as
caracteristicas sensoriais da bebida do café originada de graos que sofreram um processo de

fermentagdo durante a pos-colheita.
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Dois fatores do processo de fermentacdo dos frutos de café foram estudados, a
inoculagdo sequencial das culturas iniciadoras Lactobacillus plantarum e Saccharomyces
cerevisiae e o tempo total de fermentacéo.

Dessa forma, considerando o estudo de sucessdo microbiana em frutos de café realizado
por Silva e colaboradores (2008), foi estabelecido que primeiro seria inoculada a bactéria do
acido lactico e apds um intervalo de 24h ocorreria a inoculacdo da levedura.

O fator inoculacdo sequencial foi composto por quatro niveis que correspondem a
presenca ou auséncia das culturas iniciadoras. O fator tempo total de fermentacéo dos frutos de
café foi avaliado em dois niveis, 48 horas e 96 horas apds o inicio do processo de fermentacéao
dos frutos. Desta forma, o experimento foi composto por um fatorial de 4 x 2 (4 niveis do fator
inoculagdo sequencial e 2 niveis do fator tempo total), totalizando 8 tratamentos realizados em
triplicata. Cada amostra foi composta por 20 L de frutos de café.

Portanto, os tratamentos realizados foram: (i) Inoculacdo de L. plantarum seguido de S.
cerevisiae (LPSC), 48h de fermentacdo, (ii) Inoculacdo de L. plantarum seguido de S.
cerevisiae (LPSC), 96h de fermentacdo, (iii) Inoculacdo somente de L. plantarum (LP), 48h de
fermentacao, (iv) Inoculacdo somente de L. plantarum (LP), 96h de fermentacao, (v) Inoculagédo
somente de S. cerevisiae (SC), 48h de fermentacdo, (vi) Inoculacdo somente de S. cerevisiae
(SC), 96h de fermentacdo, (vii) Controle, 48h de fermentacdo e (viii) Controle, 96h de
fermentacgdo (Figura 1). Como os tratamentos “v”’ e “vi” representam o controle da inoculagio
de L. plantarum, a inoculacdo de S. cerevisiae foi realizada somente ap6s 24h do inicio do

processo de fermentacao.

Figura 1 Fluxograma do processo de inoculacdo sequencial, fermentacgdo dos frutos e

secagem.
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2.2 Avaliagéao Sensorial

A avaliagdo sensorial foi realizada por um painel sensorial

composto por cinco

degustadores treinados e com certificacdo internacional Q-grader. Todos os procedimentos de

preparo de amostras e torra foram realizados conforme as recomendacg6es da Specialty Coffee

Association (SCA) Protocols — Cupping Specialty Coffee (Lingle, 2011).

Na primeira etapa de avaliagdo sensorial, foi realizado um levantamento de descritores

sensoriais que melhor descreviam os atributos aroma e sabor do experimento como um todo.

Posteriormente, foram geradas duas listas de descritores sensoriais, sendo uma lista para cada

atributo. Com base na Coffee Taster’s Flavor Wheel (Spencer et al.,

2016) os descritores

sensoriais listados foram agrupados em 9 classes e cada classe foi nomeada com um termo que

melhor descrevia a classe (Figura 2).
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Figura 2 Descritores sensoriais de aroma e sabor utilizados na avaliagéo sensorial

Sensory descriptors Sensory descriptors

)|
Classes of Aroma of Flavor

-

Nota. Figura adaptada de Spencer et al., 2016.

Na segunda etapa, a metodologia descritiva CATA (Check All That Apply) (Adams et
al., 2007) foi utilizada para a avaliacdo sensorial de cada amostra. O questionério de avaliacéo
sensorial CATA (Figura 3) foi composto pela lista de descritores sensoriais gerada na primeira
etapa. Os degustadores foram solicitados a provar as amostras e responder o questionario
CATA, assinalando a classe de descritores que melhor descreviam o aroma e o sabor de cada
amostra. O numero de marcagdes nao foi restringido, o degustador poderia marcar o nimero de

classes de descritores sensoriais que achasse necessario. Além disso, o degustador poderia
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marcar 0s descritores sensoriais dentro da classe assinalada, desta forma uma descricdo mais

especifica foi realizada.

Figura 3 Questionario de avaliacdo sensorial CATA (Check All That Apply)

[ AROMA =AIA SABOR

FRUTADO CASTANHAS FRUTADO [ESPECIARIAS

| __|Vermelhas | __|Amendoin | |Vermelhas | _|Especiarias

| |Amarelas Amendoas Amarelas | _|Tabaco

- Citricas FERMENTADO Tropicais CHOCOLATE

| |Tropicais | |Vinhoso | |Citricas |__[ao Leite

| [Secas Alcoolico | |Secas | [Amar
FLORAL Polpa de café Lim&o cravo CASTANHAS

[ |Floral Lacteo [ |Laranja Amendoin
Cha Preto HERBACEO FLORAL Amendoas
ADOCICADO Herbaceo Jasmim FERMENTADO

| |Agtcar Mascavo DEFEITOS Flor de café |__|Vinhoso

| |Mel | |Vinagre | __|Florde laranjeira | [Alcoolico

| |Caramelo | |Teroso Cha preto Polpa de café

| |Aciicar Caramelizado Amadeirado ADOCICADO Lacteo
ESPECIARIAS _A(,‘Ocar Mascavo HERBACEO
Especiarias | |Aglicar C: i Herbaceo

| |Tabaco | |Mel DEFEITOS
CHOCOLATE | __|Caramelo |__|Vinagre

| |ao Leite || | __|Cana-de-aglicar | |Temoso
Amargo Sacarose Amadeirado

Nome: OBS:

2.3 Anélise da Composicéo Volatil

As amostras de café torrado foram moidas em moinho IKA 11A, e 2g de cada amostra

colocados em vials hermeticamente fechados para posterior anélise de composi¢do volatil

conforme a metodologia de Rabelo et al. (2020, in press).

Os compostos volateis foram extraidos utilizando o headspace estatico do equipamento

GC-MS modelo QP - 2010 SE (Shimadzu) equipado com uma coluna NST- 100 (30 m x 0,25

mm % 0,25 um) com fase de polietilenoglicol similar a Carbowax®. Os vials contendo as

amostras foram colocados no equipamento e permaneceram nele por 30min até atingir o

equilibrio a 70°C.

A fase volatil foi injetada no cromatdgrafo a gas (GC) com posterior detecgéo utilizando

espectrometro de massa (MS). A temperatura do injetor foi ajustada a 220 °C. O gas hélio,

utilizado como transportador, foi mantido com um de fluxo de 1 mL/min.



203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

32

A programacdo de aquecimento foi: durante 6 min a temperatura do forno foi mantida
a 25 °C, logo ap06s a temperatura foi aquecida até 70 °C com a taxa de 10°C / min, até 95°C a
5°C / min, até 115°C a 10°C / min, até 170 °C a 5°C / min e finalmente, até 215 °C a 40°C / min.
O tempo total da corrida foi de 35 minutos.

A anélise dos dados e a identificacdo dos compostos foram realizadas usando o software
GCMSsolution (versdo 4.4, Shimadzu Corporation, Japdo) e a banco de dados NIST
NIST/EPA/NIH 2014. A identificagdo quimica foi realizada comparando os espectros de MS
com o banco de dados. Os resultados foram expressos em é&rea percentual relativa que
corresponde a area do pico referente a cada composto identificado, calculada a partir da area
total do cromatograma.

2.4 Anélise Estatistica
Andlise sensorial

A andlise de mdltiplos fatores (MFA) foi aplicada aos dados obtidos através do
questionario CATA para 0s atributos aroma e sabor. Os dados correspondem a frequéncia de
uso de cada classe de descritores para descrever cada tratamento, sendo a frequéncia
determinada pela contagem do nimero de degustadores que usaram a classe multiplicado pelo
namero de repeti¢bes do tratamento. As classes que apresentaram uma frequéncia menor que
20% foram excluidas da analise de multiplos fatores.

As analises foram realizadas conforme metodologia descrita por Ossani et al. (2017)
através do software R (R Development Core Team, 2017).

Compostos Volateis

As areas percentuais relativas dos compostos volateis encontrados nos tratamentos
foram submetidas a analise de variancia (ANAVA) e ao identificar diferengas significativas no
teste F, o teste de Scott-Knot foi aplicado, utilizando-se o software estatistico SISVAR

(SISVAR, version 5.3). Para melhor compreensdo da relacdo dos tratamentos com a
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composic¢do volatil foi realizado uma analise dos componentes principais (PCA), utilizando o
software estatistico CHEMOFACE (CHEMOFACE, version 1.64). Uma matriz “m x n” foi
construida com as areas relativas dos “n” picos cromatograficos identificados para as “m”
amostras avaliadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao Sensorial

Este estudo foi pioneiro na utilizacdo da técnica de inoculacdo sequencial para a
fermentacdo de frutos de café para a producdo de cafés naturais especiais com caracteristicas
complexas de aroma e sabor.

Os aromas predominantes da bebida do café que passou pelo processo de fermentagdo
com inoculacgdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae
(LPSC) foram das classes frutado, fermentado e floral em ambos os tempos de fermentacéo (48
e 96h), diferindo dos demais tratamentos, como pode ser observado na Figura 4a, 4b e 4c da
analise de multiplos fatores. O centroide que representa a inoculacdo sequencial (LPSC) esta
localizado isolado na parte negativa da primeira coordenada (Figura 4b) e os centroides dos
tratamentos LP, SC e Controle estdo localizados na parte positiva da primeira coordenada, que
é responsavel por explicar 57,88% da variabilidade dos dados.

Os descritores sensoriais que melhor caracterizaram o aroma dos cafés que passaram
por 48h e 96h de fermentacdo com inoculacdo sequencial (LPSC) foram: frutas vermelhas,
frutas amarelas, frutas tropicais, floral, vinhoso e alcodlico. Apesar da classe de descritores
sensoriais “adocicado” ndo estar diretamente relacionada com a inoculagdo sequencial (LPSC)
na analise de multiplos fatores, cabe ressaltar que 60% do painel sensorial atribuiu notas de
acucar mascavo a esse tratamento. O café proveniente do tratamento Controle também foi

descrito pela maioria do painel sensorial com notas predominantes de aglcar mascavo em
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ambos os tempos de fermentacdo. Notas aromaticas adocicadas estdo mais relacionadas a
caracteristicas do café, e ndo a acdo de microrganismos.

Aroma e sabor sdo atributos sensoriais de grande importante da descri¢cdo da qualidade
da bebida do café. O sabor é um atributo sensorial que pode ser definido como “combinagdo
complexa de sensagdes olfativas, gustativas e trigeminais percebidas durante a degustacdo” que
“pode ser influenciado por efeitos tateis, térmicos, dolorosos e/ou cinestésicos” (International
Standards Organization — 1SO 5492, 1992, 2008). O sentido gustativo, por meio das papilas
gustativas distribuidas sobre a superficie da lingua, origina a percepg¢do dos gostos béasicos, que
sdo apenas cinco: doce, amargo, salgado, acido e umami. J4, o sentido do olfato, através do
estimulo do epitélio olfativo, € capaz de distinguir inimeros compostos volateis que ddo origem
aos aromas dos alimentos e bebidas. Desta forma, sdo os aromas percebidos pelo sentido do
olfato que realmente contribuem com a grande maioria das informagdes para a experiéncia do
sabor (Spence, 2016; Spence, 2015). Portanto, 0 aroma é a componente mais importante da

descricdo da qualidade da bebida do café.

Figura 4 Analise de multiplos fatores para a avaliacdo do aroma e do sabor da bebida de cafés
fermentados com inoculacdo sequencial e respectivos controles (A — Graico de inercia dos
grupos para o aroma, B — Gréafico de correspondéncia para aroma, C — Circulo de
correspondéncia para aroma, D — Gréaico de inercia dos grupos para sabor, E — Gréafico de
correspondéncia para sabor e F — Circulo de correspondéncia para sabor). Legenda: FR —
frutado, FL — Floral, FE — fermentado, SP — especiaria, CH — chocolate, SW — adocicadas, NU

— castanhas.
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Os aromas frutados presentes no café e na sua bebida sdo na maioria das vezes oriundos
da acé@o de microrganismos, ou seja, de processos fermentativos que utilizam a mucilagem do
café como substrato para producdo de compostos volateis relacionados a esses aromas (Zhang
et al., 2019a; Zhang et al., 2019b). Estudos realizados em diferentes regides produtoras de café
no Brasil, utilizaram culturas iniciadoras puras de cepas de bactérias do 4cido lactico e também
de cepas de Saccharomyces cerevisiae para a fermentacdo de frutos de café e o perfil sensorial
dos cafés foram descritos na sua maioria como frutado (Evangelista et al., 2014a; Evangelista
et al., 2014b; Pereira et al., 2016).

No entanto, nessa pesquisa, 0s cafés provenientes dos tratamentos LP e SC que
consistem em inoculacéo de culturas iniciadoras puras apresentaram predominancia dos aromas
das classes chocolate (48h), castanhas (96h) e adocicado (96h) para o tratamento LP e castanhas
(48h) e especiarias (96h) para o tratamento SC (Figura 4c).

Desta forma, os resultados da analise de mdltiplos fatores indicaram que a acéao
conjunta das culturas iniciadoras Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae na
fermentacdo dos frutos de café potencializou os aromas frutados, diversificando as notas
aromaticas dentro dessa classe, e ainda incorporando aromas caracteristicos de produtos
fermentados descritos como vinhoso e alcoolico.

Em relacdo ao tempo total de fermentacdo na avaliacdo do aroma, foi observado uma
diferenca entre os dois tempos (Figura 4a), principalmente nos tratamentos com inoculacao das
culturas puras (LP e SC) e no tratamento Controle. As principais classes de aromas que
diferiram em relacdo ao tempo de fermentagdo foram chocolate e adocicado (Figura 4c).

Na avaliagdo do sabor, o centroide de cada tratamento foi disposto em um quadrante
distinto da analise de multiplos fatores como observado na Figura 4e. A primeira coordenada,
que explicou 43,22% da variabilidade dos dados, foi responsavel por discriminar os tratamentos

gue continham a cultura iniciadora Saccharomyces cerevisiae. Por sua vez, a segunda
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coordenada, que explicou 32,21% da variabilidade dos dados, discriminou os tratamentos que
continham a cultura Lactobacillus plantarum.

O fator tempo total de fermentacéo na avaliacdo do sabor (Figura 4d) apresentou maior
variagdo do que na avaliacdo do aroma (Figura 4a). Os sabores frutados foram mais
predominantes na bebida do café nos quais os frutos fermentaram 96h com inoculacdo
sequencial (LPSC) (Figura 4f). O principal descritor sensorial dessa classe foi frutas vermelhas,
assim como ocorreu no aroma. Zhang e colaboradores (2019b) observaram que a duracgdo da
fermentacdo tem maior impacto nas caracteristicas sensoriais da bebida do café que o tipo de
processamento, quando comparando cafés despolpados e desmucilados.

Os frutos de café inoculados com a cultura Lactobacillus plantarum (LP) apresentaram
bebida com sabores da classe adocicado com 48h de fermentacdo e floral e castanhas com 96h
de fermentacdo. Os sabores predominantes na bebida do café com inoculacdo da cultura
Saccharomyces cerevisiae pura (SC) foram chocolate e floral com 48h de fermentacdo. O
Controle apresentou sabores de castanhas e especiarias com 48h de fermentacédo e chocolate e
adocicado com 96h de fermentacéo.

Zhang et al. (2019b) ao estudar fermentacdes durante o processamento do café por via
umida, observaram que as bactérias do acido lactico desempenharam a funcdo de protecéo do
ecossistema de microrganismos indesejados, como por exemplo Enterobactérias e Clostridios.
O ecossistema foi protegido de microrganismos que produzem compostos que causam aromas
e sabores desagradaveis, de forma que um perfil desejavel de precursores de aroma e sabor
pudesse se desenvolver.

Além de contribuir para caracteristicas de aroma e sabor desejaveis na bebida do cafe,
0 uso de culturas iniciadoras de bactérias do &cido lactico em consorcio com leveduras secreta
compostos que causam a supressao de fungos filamentosos produtores de toxinas, como o

Aspergillus ochraceus (Massawe & Lifa, 2010).
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A técnica de inoculacdo sequencial utilizada na fermentacédo dos frutos de café contribui
para agregar aromas e sabores frutados e fermentados a bebida do café natural especial. Os
principais descritores sensoriais da bebida do café natural fermentado com inoculagdo
sequencial (LPSC) foram frutas vermelhas e vinhoso.

3.2 Perfil de compostos volateis

Quarenta e sete compostos foram identificados nesta pesquisa, dentre esses compostos,
aldeidos (4), acidos (6), éster (1), furanos (9), tiofeno (1), tiazol (1), cetonas (6), pirazinas (8),
pirroles (2), &lcoois (3), fenol (1), aminas (2) e amida (1). Para explicar as caracteristicas
quimicas e o agrupamento das amostras, a composicao volatil foi analisado por meio da analise
de componentes principais (PCA) (Figura 5). As trés componentes principais juntas explicaram
86.18% da variabilidade total dos dados. As amostras foram categorizadas em dois grupos em
funcéo do fator tempo total de fermentacdo. Essa distin¢do foi relacionada principalmente ao
maior nimero de compostos volateis relacionados aos graos de café que fermentaram por 48h.

A componente principal 1, que explicou 60.76% da variabilidade dos dados, foi a
responsavel por agrupar os tratamentos em funcgéo do fator tempo total de fermentacdo. Todos
0s tratamentos apresentaram o mesmo numero de picos cromatograficos, ou seja, 0 mesmo
nimero de compostos volateis, no entanto, os tratamentos que fermentaram por 48h
apresentaram picos com area relativa maior que os tratamentos que fermentaram por 96h.
Devido a essa diferenca, na analise de componentes principais (Figura 5) foi possivel
discriminar os tratamentos LPSC 48h, LP 48h, SC 48h e Controle 48h, que se deslocaram para
o mesmo lado do gréfico (a direita do grafico). Picos com areas menores, encontrados nos frutos
de café fermentados por 96h, podem estar relacionados a degradacdo e consumo desses
compostos pelos microrganismos devido a um tempo prolongado de fermentagéo dos frutos de

café. Os compostos volateis mais relacionados aos cafés fermentados por 48h com inoculagdo
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sequencial de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae (LPSC 48h) foram 2,2-

dimetilpropanal, tiofeno, 1-metilpirrole, 2,5-dimetilfurano e piridina.

Figura 5 Andlise de componentes principais (PCA) de compostos volateis presentes em gréos
café fermentados com inocula¢do sequencial e simples (LPSC, LP, SC e Controle) em

diferentes tempos totais de fermentacgéo (48h e 96h).
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Legenda: 1- Butanal, 2 - 2-Metilbutanal, 3 - 3-Metilbutanal, 4 - 2,2-Dimetilpropanal, 5 -
Propanoic acid ethyl ester, 6 - 2-Propenoic acid ethyl ester, 7 - Acido acético, 8 - Acido
propiondico, 9 - Acido 4-hidroxi-butandico, 10 - Acido 3-metil-butandico, 11 - Acetato de etila,
12 - 2-Metilfurano, 13 - 2,5-Dimetilfurano, 14 - 2-Vinilfurano, 15 - Eter furfurilmetilico, 16 -
Furfural, 17 - Furfuryl formate, 18 - Furfuryl acetate, 19 - 5-Metil-furfural, 20 - Furfuryl
alcohol, 21 - Tiofeno, 22 - Tiazol, 23 - 2,3-Pentanediona, 24 - 3,4-Hexanediona, 25 - 4-Hidroxi-
3-hexanona, 26 - 2-Hidroxi-3-pentanona, 27 - 1-Hidroxi-2-butanona, 28 - 1-(2-furanil)-etanona,
29 - Pirazina, 30 - Metilpirazina, 31 - 2,5-Dimetilpirazina, 32 - 2,6-Dimetilpirazina, 33 -
Etilpirazina, 34 - 2,3-Dimetilpirazina, 35 - 2-Etil-6-metilpirazina, 36 - 2-Etil-3-metilpirazina,
37 - Piridina, 38 - 1-Acetil-1,4-di-hidropiridina, 39 - 1-Metilpirrol, 40 - 1-Metilpirrol-2-
carboxaldeido, 41 - 2-Metil-3-Buten-2-ol, 42 - 1-Pentanol, 43 - 3-Metil-3-Buten-1-ol, 44 - 3-
Metilfenol, 45 - 5-Nonilamina, 46 - 4-Etilamino-n-butilamina, 47 - Metil-ureia.
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Os cafés que fermentaram por 96h com inoculacdo apenas da cultura Saccharomyces
cerevisiae (SC 96h) foram relacionados ao composto acetato de etila, um éster com
caracteristicas sensoriais frutadas (Pereira et al., 2019) e muito encontrado em cafés
fermentados por essa espécie de levedura (Evangelista et al., 2014b). O acetato de etila foi 0
composto volatil que apresentou pico com maior area relativo dentre os todos compostos
encontrados nessa pesquisa (Tabela 1), principalmente nos cafés que fermentaram por 96h. Esse
éster também foi identificado nos tratamentos com inoculacéo sequencial (LPSC 48h e LPSC
96h), no entanto, a area relativa do pico foi menor. Vale et al. (2019) estudaram o uso de culturas
mista na fermentacdo do café e observaram que os compostos acetato de etila e etanol foram os
principais compostos volateis detectados durante os processos de fermentacdo. Segundo
Evangelista et al. (2014b) ésteres em altas concentracfes nos graos de café podem conferir
sabor descrito como “super fermentado” a bebida, sendo essa uma caracteristica indesejavel em
cafés especiais.

Foi observado, a partir da andlise de variancia, que a interacdo entre os fatores
inoculacdo e tempo total de fermentacéo foi significativa (* - Tabela 1 e 2) para 0s compostos
butanal, 2-metilbutanal, 2,2-dimetilpropanal, propoinoic acid ethyl ester, 2-propenoic acid ethyl
ester, acido acético, acido propiondico, acido 3-metil-butandico, acetato de etila, furfural,
furfuryl acetate, 5-metil-furfural, tiofeno, 2,3-pentanediona, 4-hidroxi-3-hexanona, 2-hidroxi-
3-pentanona, 1-hidroxi-2-butanona, 1-(2-furanil)-etanona, metilpirazina, 2,6-dimetilpirazina,
2,3-dimetilpirazina, 2-etil-6-metilpirazina, piridina, 1-metilpirrol, 2-metil-3-buten-2-ol, 1-
pentanol, 3-metil-3-buten-1-ol, metil-urea.

Comparando as inoculagdes e o controle dentro do mesmo tempo total de fermentacéao
(Tabela 1 — Desdobramento do fator inoculagao dentro do fator tempo total de fermentagéo), os
compostos furfuryl acetate, tiofeno, piridina e 1-metilpirrol apresentaram picos com maior area

relativa nos frutos de café que fermentaram com inoculacdo sequencial por 48h (LPSC 48h).
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No entanto, ao comparar os tempos de fermentacdo dentro de cada processo de
inoculacdo (Tabela 2 — Desdobramento do fator tempo total de fermentacdo dentro do fator
inoculagdo), com excecdo do composto acido propidnico, todos 0s compostos apresentaram
picos com maior &rea relativa nos cafés que fermentaram com inoculacdo sequencial por 48h
(LPSC 48h). Em relacdo ao &cido propiénico, 0 composto apresentou pico com maior area
relativa para o tempo 48h em ambos os processos com inoculagao das culturas puras (LP e SC).

O composto acetato de furfuril foi encontrado em estudos de fermentacéo de café com
culturas puras de Saccharomyces cerevisiae (Evangelista et al., 2014a, Evangelista et al.,
2014b), além disso, esse composto é caracterizado por aromas adocicados, frutados e de banana
(Pereiraetal., 2019). Em concordancia com a literatura, na avaliacdo sensorial foram atribuidas
notas frutadas ao tratamento (LPSC 48h), sendo o tratamento que o composto furfuryl acetate
apresentou pico com maior area relativa.

Existem dois fatores que contribuem para a formacéo de compostos volateis nos graos
de café: compostos inerentes do proprio grdo e metabolitos microbianos resultantes de
processos de fermentacdo (Yeretzian et al., 2002). As leveduras produzem muitos compostos
volateis de baixo peso molecular durante o processo de fermentacdo da mucilagem, como
ésteres, alcoois superiores, aldeidos, cetona e terpenoides. Dentre estes compostos, 0s ésteres
(Esteres de etila e acetato) s&o em quantidade o grupo mais abundante de compostos volateis
formados (Pereira et al., 2019). Estudos recentes tém realizado a sele¢cdo de leveduras
produtoras de ésteres, por exemplo, Candida parapsilosis, Pichia fermentans, P.
guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii e Yarrowia lipolytica, para
serem utilizadas como culturas iniciadoras na fermentacdo dos frutos de café e aumentar o
conteddo desses compostos nos graos (Bressani et al., 2018; Evangelista et al., 2014b; Lee et
al., 2017; Pereira et al., 2014; Pereira et al., 2015; Silva et al., 2013). Foi observado que 0s

compostos acetato de n-butila, acetato de etila, acetato de isoamila, acetato de propila e
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hexanoato de etila contribuiram para o desenvolvimento de notas sensoriais frutadas
(Evangelista et al., 2014a; Evangelista et al., 2014b; Pereira et al., 2015). Além das leveduras,
as bactérias do 4cido latico (Lactobacillus plantarum) também foram recentemente utilizadas
na fermentacdo de café para a formacéao de ésteres, como acetato de etila, isobutirato de etila e
acetato de hexila, e producéo de gréos de café com caracteristicas sensoriais desejaveis (Pereira

etal., 2016).
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Tabela 1. Efeito da inoculacdo sequencial nas areas relativas médias dos compostos volateis de cafés fermentados com diferentes tempos totais de
fermentacdo. Analise de variancia e desdobramento da interacao dos fatores inoculacdo sequencial e tempo total de fermentacao, sendo a inoculacao
sequencial (LPSC, LP, SC e Controle) desdobrada dentro de cada tempo total de fermentacgao (48h e 96h)

48h 96h
Compostos Volateis LPSC LP SC Control LPSC LP SC Control
Aldeido
1 Butanal* 0.8382*  0.6979* 0.9166*  0.78712 0.7442*  0.6632*  0.5649*  0.6037%
2 2-Metilbutanal* 5.6173*  5.9089* 6.1721*  6.8633? 5.4544* 59379  4.8089*  5.0430°
3 3-Metilbutanal 1.9648 2.0341 2.0544 2.1032 1.8171 2.0241 1.6233 1.6787
4 2,2-Dimetilpropanal* 0.2628*  0.2142*  0.2425*  0.2216* 0.1454*  0.2279*  0.1783*  0.1999?
Acido
5 Propanoic acid, ethyl ester* 0.3265°  0.0953° 0.2311°  0.0809° 0.4269  0.3467°  0.4426°  0.2983°
6 2-Propenoic acid, ethyl ester* 0.0799°  0.0000° 0.0527°  0.0000° 0.0751*  0.0554>  0.0829°  0.0564"
7 Acido acético* 5.3113*  6.9539*  6.0447%  5.7441° 6.5880*  5.8247*  4.7871*  6.5050?
8 Acido Propidnico* 0.3305° 0.5050° 0.4397%  0.42142 0.4082%  0.2900°  0.2496°  0.3143°
9 Acido 4-hidroxi-butanoico 0.2550 0.2651 0.2821 0.2025 0.2055 0.2371 0.2452 0.2684
10 Acido 3-metil-butan6ico™ 0.2803° 0.3375° 0.2785°  0.3406° 0.3106*°  0.2016°  0.1633*  0.2131°
Ester
11 Acetato de etila* 8.1566°  2.9899° 10.2334*  3.4074° 20.8892¢ 20.5493° 30.5736% 27.4281°
Furano
12 2-Metilfurano 9.1950 8.5685 8.7263 9.2967 7.0411 8.3047 7.4151 7.3925
13 2,5-Dimetilfurano 0.5126 0.3346 0.4326 0.4229 0.3308 0.4400 0.3736 0.3908
14 2-Vinilfurano 0.1961 0.2199 0.2027 0.2166 0.1391 0.1594 0.1444 0.1397
15 Eter furfurilmetilico 0.1225 0.1317 0.1096 0.1116 0.0749 0.1009 0.0891 0.0884
16 Furfural™ 6.3992° 9.8238*  7.1619°  8.5019" 6.2562%  5.0337°  3.6565"  4.4141°
17 Furfuryl formate 0.3189 0.3265 0.3012 0.2566 0.2239 0.2897 0.1792 0.2226
18 Furfuryl acetate* 1.6697%  1.1210°  1.2083°  0.9896" 1.1699°  1.4198%  1.4646%  1.4624°
19 5-Metil-furfural* 2.9813° 3.5470° 2.9467°  3.6508% 2.5083*  2.3212%  2.0712*  2.2721%
20 Furfuryl alcohol 15,7926 17.1936 15.1041  16.9193 12.9806  12.5904 11.1924  12.2856
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Tiofeno

Tiofeno*

Tiazol

Tiazol

Cetona
2,3-Pentanediona*
3,4-Hexanediona
4-Hidroxi-3-hexanona*
2-Hidroxi-3-pentanona*
1-Hidroxi-2-butanona*
1-(2-furanil)-Etanona*
Pirazina

Pirazina
Metilpirazina*
2,5-Dimetilpirazina
2,6-Dimetilpirazina*
Etilpirazina
2,3-Dimetilpirazina*
2-Etil-6-metilpirazina*
2-Etil-3-metilpirazina
Piridina

Piridina*

1-Acetil-1,4-dihidropiridina

Pirrol
1-Metilpirrol*

1-Metilpirrol-2-carboxaldeido

Alcool
2-Metil-3-Buten-2-ol*
1-Pentanol*

0.1728%
0.0635

5.12592
0.1929
0.2178°
0.1479?
0.9068"
0.2761°

1.7841
8.5923P
0.5487
0.8223°
0.8893
0.2017°
0.0651°
0.1913

12.0326°
0.1379

1.2800?
0.1176

0.1960°
0.2980?

0.1114°
0.0464

5.0938"
0.1819
0.2770°%
0.1790°
1.1470°
0.4316

1.7781
9.8581%
0.6853
1.0178%
1.0192
0.2561%
0.1039%
0.2131

8.7763°
0.1262

0.8163°
0.1206

0.1658°
0.1376°

0.1406°
0.0597

4.9510P
0.1628
0.2022°
0.1138°
0.7791¢
0.3637°

1.7084
8.8064°
0.5925
0.7002¢
0.8771
0.1816°
0.08482
0.1994

9.7017°
0.0973

1.0742°
0.1170

0.2209%
0.2628%

0.1268"
0.0577

5.5528"
0.2027
0.26432
0.15882
0.9352°
0.51192

1.8381
10.3355?
0.6748
1.0264%
0.9825
0.2283%
0.0946%
0.1532

8.8065"
0.0861

0.9950°
0.1135

0.25582
0.1027°

0.0951%
0.0594

4.5878%
0.1392
0.17582
0.13882
0.69922
0.2193%

1.4308
7.4930°
0.4935
0.6203?
0.6871
0.2099?
0.0640?
0.2203

8.36322
0.1064

0.88822
0.0838

0.0551°
0.69562

0.1253%
0.0395

4.34212
0.1491
0.1746%
0.1039%
0.6461%
0.2509%

1.4439
7.2146°
0.4490
0.6898%
0.7328
0.17012
0.0460°
0.1476

10.20522
0.0944

1.0418?
0.1005

0.2178%
0.3438°

0.1079?
0.0384

3.7873°
0.1240
0.1556°
0.11102
0.55372
0.21102

1.3193
6.1284°
0.4334
0.5498°
0.7045
0.18762
0.0340°
0.1932

9.4361°
0.0978

0.92162
0.0885

0.0816"
0.5601°

0.1015%
0.0409

3.5888"
0.1271
0.1473%
0.1082%
0.5615%
0.2292%

1.2324
6.1999"
0.4474
0.5563"
0.7135
0.20622
0.0443°
0.1275

8.8993%
0.0823

0.7686%
0.0961

0.1996%
0.2546°

44



429
430
431
432
433
434

45

43 3-Metil-3-Buten-1-ol 0.0591  0.0757  0.0524  0.0668 0.0382  0.0553  0.0434  0.0505
44 g?hr;_lzltilfenol* 0.4382%  0.4137°  0.4064*°  0.4461° 0.3401*  0.3730*  0.2974*  0.2831°
45 é—ml\llgﬁilamina 23224 25856 24553 25457 2.0737  1.8629  1.8367  1.8710
46 4-E_ti|amino-n-buti|amina 0.5484 0.5162 0.4420 0.3811 0.4163 0.5857 0.4417 0.3952
47 m;ﬂ?ureia* 1.7600°  2.5980*°  2.1055°  25193? 1.8162%  1.3766°  1.2504°  1.3904°

*0s valores médios dentro da mesma linha e do mesmo tempo total de fermentacdo (48h e 96h), seguidos por diferentes letras sobrescritas em
minusculas, diferem significativamente (p <0,05) pelo teste de Scott-Knott.

Tabela 2 Efeito do tempo total de fermentacdo nas areas relativas médias dos compostos volateis de cafés fermentados com diferentes tratamentos
de inoculacédo sequencial. Andlise de variancia e desdobramento da interacdo dos fatores inoculacao sequencial e tempo total de fermentagéo, sendo
o tempo total de fermentacao (48h e 96h) desdobrado dentro de cada tratamento de inoculacdo sequencial (LPSC, LP, SC e Controle).

LPSC LP SC Control
Compostos Volateis 48h 96h 48h 96h 48h 96h 48h 96h
Aldeido
1 Butanal* 0.83822  (0.74422 0.6979° 0.66322 0.9166  0.5649° 0.78718  0.6037°
2 2-Metilbutanal* 5.6173*  5.4544? 5.00892  5.9379? 6.17218  4.8089° 6.8633  5.0430°
3 3-Metilbutanal 1.9648 1.8171 2.0341  2.0241 2.0544 1.6233 2.1032 1.6787
4 2,2-Dimetilpropanal* 0.2628%  0.1454° 0.21428  0.2279? 0.2425  0.1783° 0.2216  0.19992
Acido
5 Propoinoic acid, ethyl ester* 0.3265°  0.4269° 0.0953°  0.34672 0.2311°  0.44262 0.0809°  0.2983?
6 2-Propenoic acid, ethyl ester* 0.0799®  0.0751° 0.0000°  0.05542 0.0527°  0.0829? 0.0000°  0.0564?
7 Acido acético* 5.3113*  6.5880? 6.95392  5.82472 6.0447%¢  4.7871° 5.7441F  6.50502
8 Acido propiénico* 0.3305*  0.40822 0.5050°  0.2900° 0.4397%  0.2496° 0.4214*  0.3143°
9 Acido 4-hidroxi-butanéico 0.2550  0.2055 0.2651  0.2371 0.2821 0.2452 0.2025  0.2684
10 Acido 3-metil-butanoico* 0.2803*  0.3106° 0.3375° 0.2016° 0.2785  0.1633° 0.3406°  0.2131°

Ester
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12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23
24
25
26
27
28

29
30
31
32
33
34

Acetato de etila*
Furano

2-Metilfurano
2,5-Dimetilfurano
2-Vinilfurano

Eter furfurilmetilico
Furfural*

Furfuryl formate
Furfuryl acetate*
5-Metil-Furfural*
Furfuryl alcohol
Tiofeno

Tiofeno*

Tiazol

Tiazol

Cetona
2,3-Pentanediona*
3,4-Hexanediona
4-Hidroxi-3-hexanona*
2-Hidroxi-3-pentanona*
1-Hidroxi-2-butanona*
1-(2-furanil)-Ethanona*
Pirazina

Pirazina

Metilpirazina*
2,5-Dimetilpirazina
2,6-Dimetilpirazina*
Etilpirazina
2,3-Dimetilpirazina*

8.1566"°

9.1950
0.5126
0.1961
0.1225
6.3992%
0.3189
1.6697%
2.9813%
15.7926

0.1728%
0.0635

5.1259*
0.1929
0.2178%
0.1479%
0.9068%
0.27612

1.7841
8.5923%
0.5487
0.8223%
0.8893
0.20172

20.8892%

7.0411
0.3308
0.1391
0.0749
6.25622
0.2239
1.1699°
2.5083P
12.9806

0.0951°
0.0594

4.5878P
0.1392
0.1758°
0.1388?
0.6992°
0.21932

1.4308
7.4930P
0.4935
0.6203°
0.6871
0.2099?

2.9899°

8.5685
0.3346
0.2199
0.1317
0.8238%
0.3265
1.1210°
3.54702
17.1936

0.11147
0.0464

5.09382
0.1819
0.2770%
0.1790%
1.1470?
0.4316%

1.7781
9.85812
0.6853
1.01782
1.0192
0.25612

20.5493%

8.3047
0.4400
0.1594
0.1009
5.0337"
0.2897
1.4198?
2.3212°
12.5904

0.1253%
0.0395

4.3421°
0.1491
0.1746°
0.1039°
0.6461°
0.2509°

1.4439
7.2146°
0.4490
0.6898"
0.7328
0.1701°

10.2334°

8.7263
0.4326
0.2027
0.1096
7.1619°
0.3012
1.2083°
2.9467°
15.1041

0.1406°
0.0597

495107
0.1628
0.20222
0.1138?
0.77912
0.36372

1.7084
8.80642
0.5925
0.70022
0.8771
0.18162

30.5736%

7.4151
0.3736
0.1444
0.0891
3.6565"
0.1792
1.4646°
2.0712°
11.1924

0.1079°
0.0384

3.7873°
0.1240
0.1556"
0.11102
0.5537"
0.2110°

1.3193
6.1284°
0.4334
0.5498"
0.7045
0.18762

3.4074°

9.2967
0.4229
0.2166
0.1116
8.5019°
0.2566
0.9896"
3.6508?
16.9193

0.12682
0.0577

5.55282
0.2027
0.2643?
0.15882
0.93522
0.5119?

1.8381
10.3355?
0.6748
1.0264?
0.9825
0.2283?
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27.4281°

7.3925
0.3908
0.1397
0.0884
4.4141°
0.2226
1.46242
2.2721°
12.2856

0.1015°
0.0409

3.5888"
0.1271
0.1473°
0.1082°
0.5615"
0.2292°

1.2324
6.1999°
0.4474
0.5563"
0.7135
0.20622
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35
36

37
38

39
40

41
42
43
44

45
46

47

2-Etil-6-metilpirazina*
2-Etil-3-metilpirazina
Piridina

Piridina*
1-Acetil-1,4-dihidropiridina
Pirrol

1-Metilpirrol*
1-Metilpirrol-2-carboxaldeido
Alcool
2-Metil-3-Buten-2-ol*
1-Pentanol*
3-Metil-3-Buten-1-ol

Fenol

3-Metilfenol*

Amina

5-Nonilamina
4-Etilamino-n-butilamina
Amida

Metil-ureia*

0.0651%
0.1913

12.0326°
0.1379

1.2800%
0.1176

0.1960°
0.2980°
0.0591
0.4382°

2.3224
0.5484

1.7600°

0.0640%
0.2203

8.3632"
0.1064

0.8882"
0.0838

0.0551°
0.69562
0.0382
0.3401°

2.0737
0.4163

1.8162°

0.1039%
0.2131

8.7763%
0.1262

0.8163"
0.1206

0.1658°
0.1376°
0.0757
0.41372

2.5856
0.5162

2.5980°

0.0460°
0.1476

10.20522
0.0944

1.0418%
0.1005

0.2178%
0.3438%
0.0553
0.3730%

1.8629
0.5857

1.3766°

0.0848%
0.1994

9.70174
0.0973

1.07422
0.1170

0.22092
0.2628°
0.0524
0.40642

2.4553
0.4420

2.10552

0.0340°
0.1932

9.4361%
0.0978

0.9216%
0.0885

0.0816"
0.56012
0.0434
0.2974°

1.8367
0.4417

1.2504°

0.09462
0.1532

8.8065%
0.0861

0.99502
0.1135

0.25582
0.1027°
0.0668
0.44617

2.5457
0.3811

2.5193%

0.0443°
0.1275

8.8993°
0.0823

0.7686"°
0.0961

0.1996"
0.2546?
0.0505
0.2831°

1.8710
0.3952

1.3904°

47

*0s valores médios dentro da mesma linha e do mesmo tratamento (LPSC, LP, SC e Controle), seguidos por diferentes letras sobrescritas em
mindsculas, diferem significativamente (p <0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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4 CONCLUSAO

O aroma e o sabor da bebida do café nos quais os frutos foram fermentados com
inoculagdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae
apresentaram notas sensoriais desejaveis e requeridas em cafés naturais especiais. Os principais
descritores sensoriais do aroma e sabor foram das classes frutado e fermentado.

Os grdos de café fermentados com inoculacdo sequencial por 48h geralmente
apresentaram compostos volateis com picos com maior area relativa que os graos fermentados
por 96h. Os principais compostos volateis relacionados a esse tratamento foram furfuryl acetate,
tiofeno, piridina e 1-metilpirrol.

Desta forma, essa pesquisa mostrou a viabilidade da técnica de inocula¢éo sequencial
para a formacdo de compostos volateis e producdo de cafés naturais especiais com

caracteristicas sensorias complexas.
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ARTIGO 2 - FERMENTA(;AO DE FRUTOS DE CAFE COM INOCULAQAO
SEQUENCIAL DE Lactobacillus plantarum E Saccharomyces cerevisiae: EFEITO NOS
ATRIBUTOS SENSORIAIS E COMPOSICAO QUIMICA DOS GRAOS
Normas do periodico (versdo preliminar)
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Lactobacillus plantarum E Saccharomyces cerevisiae: EFEITO NOS ATRIBUTOS
SENSORIAIS E COMPOSICAO QUIMICA DOS GRAOS
Flavio Meira BOREM?, Mariane Helena Sances RABELO*?, Yudai MOTOYOSHIP,
Rodrigo Soares PIERONI®, Ana Paula de Carvalho ALVES?, Claudia Mendes dos
SANTOS?

aDepartment of Agricultural Engineering, Federal University of Lavras, POB 3037, 37.200-
000 Lavras, MG, Brazil.

bSuntory Company, Japan.

‘Associacdo dos produtores de café da Serra da Canastra

ABSTRACT
Este estudo foi pioneiro na utilizacdo da técnica de inoculacdo sequencial de Lactobacillus
plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo de frutos de café para a
producdo de cafés naturais especiais. O objetivo foi avaliar o efeito dessa técnica e do tempo
total de fermentacéo nos atributos sensoriais da bebida do café e no perfil de acidos organicos,
compostos bioativos e perfil de &cidos graxos dos grdos. A fermentacdo dos frutos com
inoculacdo sequencial proporcionou maior acidez para a bebida e contribuiu para aumentar a
nota final do café. O tempo total de fermentacdo de 48h é ideal para obtencdo de maior
pontuacdo para os cafés produzidos com inoculacdo sequencial. Foi observado um maior
contetido dos acidos latico, malico, citrico e succinico nos graos. Desta forma, essa pesquisa
mostrou que a técnica de inoculacdo sequencial é promissora na producao de cafés naturais
especiais.
Key-words: Bactérias do acido latico, Coffea arabica, Cultura iniciadora mista
1 INTRODUCAO

Para que os frutos do café se transformem em uma bebida com atributos sensoriais
agradaveis é necessario uma série de etapas pds-colheita e de industrializacdo. Essas etapas sdo
determinantes para a qualidade do café (Batista & Chalfoun, 2014; Brando & Brando, 2014;
Poisson et al., 2017; Waters et al., 2017). Durante as etapas pos-colheita, acontece uma
interacdo entre as atividades microbianas e 0 metabolismo end6geno do gréo, o que resulta em
precursores especificos que desempenham um papel importante no desenvolvimento do aroma
do café durante a torrefacdo dos graos (Waters et al., 2017).

A ecologia e dindmica da microbiota associada as etapas pds-colheita do café dependem

de muitos fatores, como a espécie e variedade do cafeeiro, métodos de processamento pos-

colheita e fatores ambientais como clima e altitude (Silva et al., 2000; Vilela et al., 2010). Silva
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e colaboradores (2008) investigaram a dindmica da microbiota do café processado a seco no
Brasil e os resultados indicaram que a ocorréncia dos microrganismos foi influenciada pelo teor
e atividade de &gua dos frutos. As bactérias predominaram nos frutos de café durante os
primeiros dias de secagem, a partir do oitavo dia de secagem as leveduras prevaleceram. Os
principais géneros de bactérias presentes durante a fermentacéo e secagem dos frutos café foram
Bacillus, Serratoa, Enterobacter e Acinetobacter e de leveduras foram Pichia, Candida e
Debaryomuces.

Os resultados do estudo de Silva et al. (2008) mostraram que bactérias e leveduras
podem atuar em consércio no processo de fermentacdo de frutos de cafés. Nesse sentido, a
utilizacdo de culturas iniciadoras mistas de bactérias e leveduras através da técnica de
inoculagdo sequencial pode ser uma alternativa inovadora na producdo de cafés naturais
especiais. Diversos estudos ja foram realizados utilizando culturas iniciadoras puras de
bactérias e leveduras na fermentacéo de frutos de café (Bressani et al., 2018; Carvalho Neto et
al., 2018; Carvalho Neto et al., 2020; Evangelista et al., 2014a; Evangelista et al., 2014b;
Martinez et al., 2017; Ribeiro et al., 2017; Pereiraetal., 2016; Wang et al., 2019), comprovando
a viabilidade do uso de culturas iniciadoras puras. No entanto, a utilizacdo de culturas
iniciadoras mistas ainda foi pouco explorada na producao de cafés com alta qualidade sensorial.

A inoculacdo sequencial € uma técnica que consiste em inocular duas culturas
iniciadoras com um intervalo entre a primeira e a segunda inocula¢do, desta forma, podem ser
implementados estagios diferenciados nos quais sdo aplicadas condi¢cBes operacionais mais
favoraveis para cada microrganismo. Além disso, pode-se evitar interagdes que podem
comprometer o desenvolvimento de uma das culturas inoculadas (Garcia et al., 2019). Essa
técnica tem sido utilizada no processo de fermentagéo de diversos produtos alimenticios, como
por exemplo vinho, sidra e bebidas fermentadas lacteas e ndo lacteas (Herrero et al., 1999;

Garcia et al. 2017, 2018; Lu, Putra & Liu, 2018).
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Na inoculagdo sequencial, a duragdo do intervalo entre a primeira e a segunda
inoculagdo € um parametro determinante para a obtencdo de um produto final com
caracteristicas sensoriais desejaveis (Ciani et al., 2014). Durante o intervalo entre as
inoculagdes a acdo da primeira cultura inoculada pode criar um ambiente favoravel para a
inoculacéo e desenvolvimento pleno da segunda cultura (Freire et al., 2017).

Diante dos estudos sobre dindmica microbiana, culturas iniciadoras e técnicas de
inoculagdo, o objetivo desse trabalho foi realizar a fermentacdo de frutos de café com
inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae e
avaliar o efeito da técnica de inoculacdo e do tempo total de fermentagdo nos atributos
sensoriais dogura, acidez, amargor, corpo, adstringéncia, finalizacdo e nota final da bebida do
café e no perfil de &cidos organicos, composto bioativos e perfil de acidos graxos dos gréos
crus.

2 MATERIAL E METODO
2.1 Culturas Iniciadoras

Uma cultura mista composta por uma bactéria do acido lactico e uma levedura do género
Saccharomyces foram inoculadas nos frutos de café através da técnica de inoculagdo
sequencial.

A primeira cultura iniciadora inoculada foi uma bactéria do &cido lactico da espécie
Lactobacillus plantarum, isolada e selecionada pela Universita Cattolica del Sacro Cuore — Italy
e comercializada na forma liofilizada pela empresa Lallemand. Essa bactéria do acido latico
foi utilizada na pesquisa pois, diversos estudos relataram a presenca do Lactobacillus plantarum
tanto no exocarpo dos frutos de café, como também ao longo do processo de fermentacdo de
grdos e frutos de café (Carvalho Neto et al., 2018a; De Bruyn et al., 2017; Leong et al., 2014;
Ribeiro et al., 2018; Vilela et al., 2010; Zhang et al., 2019a; Zhang et al., 2019b). Além disso,

essa espécie ja foi utilizada como cultura iniciadora em outros estudos de fermentacdo de café
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e apresentou bons resultados na producdo de &cidos organicos e na qualidade sensorial da
bebida do café (Carvalho Neto et al., 2018; Pereira et al., 2016).

A segunda cultura iniciadora inoculada foi uma levedura da espécie Saccharomyces
cerevisiae, isolada e comercializada liofilizada pela empresa Lalvin / Lallemand. A espécie
Saccharomyces cerevisiae ja foi utilizada como cultura iniciadora em diversos estudos de
fermentacdo de café e apresentou resultados positivos (Bressani et al., 2018; Evangelista et al.,
2014a; Evangelista et al., 2014b; Martinez et al., 2017; Ribeiro et al., 2017), por esse motivo
foi utilizada essa espécie nessa pesquisa.

Os microrganismos liofilizados foram ativados por reidratacdo, o volume de agua
utilizado para reidratacdo da bactéria foi igual a vinte vezes 0 seu peso seco e para a reidratacao
da levedura foi de dez vezes o seu peso seco, conforme as orientacGes do provedor.

Para a realizagao do processo de inoculagédo das culturas iniciadoras e a fermentacao, 0s
frutos de café foram acondicionados em biorreatores cilindricos de polietileno de alta densidade
virgem com capacidade de 100 L e fechamento hermético. A inoculacdo foi realizada por
aspersdo diretamente sobre o exocarpo dos frutos de café na concentragdo de 10" CFU/g de
fruto.

2.2 Caracterizacgdo do experimento

Essa pesquisa utilizou frutos maduros de Coffea arabica da variedade Catuai Vermelho
colhidos em uma lavoura localizada na regido da Serra da Canastra, no municipio de Vargem
Bonita, Minas Gerais, Brasil.

Dois fatores do processo de fermentacdo dos frutos de café foram estudados, a
inoculacdo sequencial das culturas iniciadoras Lactobacillus plantarum e Saccharomyces
cerevisiae e o tempo total de fermentacdo. Com base no estudo de sucesséo microbiana em

frutos de café, realizado por Silva et al. (2008), foi estabelecido que a primeira cultura a ser
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inoculada seria a bactéria do acido lactico e ap6s um intervalo de 24h ocorreria a inoculagao da
levedura.

A fonte de variacdo inoculacdo sequencial foi composto por quatro niveis que
correspondem a presenga ou auséncia das culturas iniciadoras. A segunda fonte de variagéo,
tempo total de fermentacgdo dos frutos de café, foi avaliado em dois niveis, 48 horas e 96 horas
apos o inicio do processo de fermentacdo dos frutos. Desta forma, o experimento foi composto
por um fatorial de 4 x 2 (4 niveis do fator inoculagdo sequencial e 2 niveis do fator tempo total),
totalizando 8 tratamentos realizados em triplicata. Sendo que, cada amostra foi composta por
20 L de frutos de café.

Portanto, os tratamentos foram: (i) Inoculacdo de L. plantarum seguido de S. cerevisiae
(LPSC), 48h de fermentacao, (ii) Inoculagdo de L. plantarum seguido de S. cerevisiae (LPSC),
96h de fermentacéo, (iii) Inoculagcdo somente de L. plantarum (LP), 48h de fermentacéo, (iv)
Inoculagdo somente de L. plantarum (LP), 96h de fermentacdo, (v) Inoculacdo somente de S.
cerevisiae (SC), 48h de fermentacdo, (vi) Inoculacdo somente de S. cerevisiae (SC), 96h de
fermentacao, (vii) Controle, 48h de fermentacéo e (viii) Controle, 96h de fermentacéo (Figura
1). Como os tratamentos “v” e “vi” representam o controle da inoculagdo de L. plantarum, a
inoculacdo de S. cerevisiae foi realizada somente ap6s 24h do inicio do processo de

fermentacao.

Figura 1 Fluxograma do processo de inoculagéo sequencial, fermentacdo dos frutos e

secagem.
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12 Inoculagao:
Lactobacillus
plantarum

27 Inoculagao:
Saccharomyces
cerevisiae

22 Inoculagéo:
Saccharomyces
cerevisiae

At =24h At =24h At= 24h
At=72h At= 72h At 72h  At= 72h
LP 48h SC 48h Controle
)
LP 96h SC 96h Controle
96h
Fermentacao = == == Secagem

2.2 Avaliagéao Sensorial

A avaliagéo sensorial das amostras foi realizada por um painel sensorial composto por
cinco degustadores treinados e com certificacdo internacional Q-grader. Todos o0s
procedimentos de preparo de amostras e torra foram realizados conforme as recomendaces da
Specialty Coffee Association (SCA) Protocols — Cupping Specialty Coffee (Lingle, 2011).

Os atributos sensoriais dogura, acidez, corpo, amargor, adstringéncia e finalizagao
foram avaliados por meio de uma escala linear de intensidade ancorada em suas extremidades
com o numero “0” que representa auséncia € o numero “10” que representa intensidade maxima

do atributo (Meilgaard et al., 2006 — adaptado). Os padrBes de referéncia para cada atributo
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sensorial foram estabelecidos conforme o Sensory Lexicon - World Coffee Research (Chambers
etal., 2016).

A nota global foi avaliada em uma escala de 0 a 100 por meio da metodologia Specialty
Coffee Association (SCA) Protocols — Cupping Specialty Coffee (Lingle, 2011).

2.3 Analise da composicdo quimica dos graos
2.3.1 Perfil de Acidos Organicos

A determinacdo de acidos organicos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) com base na metodologia descrita por Jham et al. (2002), utilizando-se
10mM de &cido percldrico a uma taxa de fluxo constante de 0,6 mL/min como fase mével e
a coluna de cromatografia utilizada foi C610H a 50 ° C, monitorada por espectrofotometria de
UV a 210 nm. A extracdo dos acidos organicos para posterior analise foi realizada da seguinte
forma: 250 mg de café verde moido foram colocados em tubo falcon com 25 mL de &cido
perclérico 0,23% e a solugdo foi agitada por 10 minutos em agitador mecénico, posteriormente,
o extrato foi filtrado em papel de filtro comum e em seguida, filtrado em membrana de
porosidade 0,45 pM.

Solucdes padrédo de acidos citrico, malico, tartarico, succinico, latico, quinico e acético
foram utilizadas para a identificacdo dos picos do cromatograma, comparacgdes dos tempos de
retencdo e para o céalculo de sua concentracao nas amostras. Os niveis finais de acidos organicos
foram dados em porcentagem de matéria seca (% m.s).

2.3.2 Perfil de Acidos Graxos

Para a determinacdo dos acidos graxos, 250 mg de gréo de café verde moido foram
colocados em tubos de centrifuga de 2,0 mL e 1,0 mL de hexano foi adicionada. Em seguida,
os tubos foram colocados e mantidos em banho ultrassénico por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse processo, 0s tubos foram centrifugados por 2 minutos a 5.000 rpm e uma

aliquota de 500 uL do sobrenadante foi transferida para tubos criogénicos de 2,0 mL. O hexano
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residual presente na aliquota foi evaporado no exaustor e o conteudo de &cidos graxos foi
submetido a hidrdlise lipidica.

Na etapa de hidrolise lipidica, aproximadamente 10 mg de 6leo extraido foram diluidos
em 100 pl de solucdo de etanol (95%) e hidroxido de potéssio a 1 mol/L (5%). Apo6s 10
segundos de agitacdo mecénica, o 6leo foi hidrolisado usando um forno micro-ondas
convencional Panasonic® de 80 W, durante 5 minutos. Apds o resfriamento, foram adicionados
400 pL de acido cloridrico a 20%, uma pequena quantidade de NaCL e 600 uL de acetato de
etila. Ap6s 10 segundos em agitacdo e repouso por 5 minutos, 300 pL da camada organica
foram removidos, colocados em tubos de microcentrifuga e secos por evaporagdo, obtendo-se
os &cidos graxos livres (Christie, 1989, adaptado).

Os acidos graxos livres foram metilados com 100 pL de BF3 / metanol (14%) e
aquecidos em banho-maria, a 80 ° C por 10 minutos. Posteriormente, eles foram diluidos com
300 uL de hexano e analisados por cromatografia gasosa.

Os &cidos graxos foram determinados em um cromatografo a gas Shimadz GC2010 com
um detector de ionizacdo de chama (FID). Uma coluna SP-2560 (Supelco) 100 m x 0,25 mm
foi usada com gradiente de temperatura de 140 °C, 5 min, 4 °C / min até 240 °C permanecendo
nessa temperatura por 30 min; Injetor (1/20 split), a 240 °C e detector a 240 °C; Hélio como
gas de arraste (2 mL/min) e 2 ul de volume de injecdo. A identificacdo dos picos
correspondentes a cada acido graxo foi feita comparando-os com os padrdes de &cidos graxos
metilados Supelco37. Os niveis finais foram dados em porcentagem da area relativa.

2.3.3 Compostos Bioativos

Os compostos ndo-volateis como cafeina, trigonelina e o acido clorogénico foram
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), seguindo a metodologia
adaptada de Vitorino et al. (2001). Amostras de 0,5 g de café moido verde foram extraidas em

50 mL de agua destilada no ponto de ebuli¢do e colocadas em banho-maria com agua fervente
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por 3 min. O extrato foi filtrado em um papel de filtro comum e depois filtrado em membrana
de 0,45 pm.

A determinacdo desses compostos foi realizada em cromatdgrafo liquido, marca
Schimadzu, com sistema de deteccdo por arranjo de diodos (modelo SPD_M10A), coluna
cromatogréafica Discovery C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), comprimento de onda de 272 nm. A fase
movel consistiu em metanol: dgua: acido acético (20: 80: 1), com fluxo de 1 mL.min. Uma
curva de calibracdo foi elaborada para a identificacdo e analise quantitativa usando padrdes de
cafeina, trigonelina e &cido-5-cafeiolquinico (5-ACQ).

2.4 Anélise Estatistica
Andlise sensorial

A andlise de multiplos fatores (MFA) foi aplicada aos dados obtidos através da Escala
de Intensidade para os atributos docura, acidez, amargor, adstringéncia, finalizagéo e nota
global. As analises foram realizadas conforme metodologia descrita por Ossani et al. (2017)
através do software R (R Development Core Team, 2017).

Composicdo quimica

O perfil de &cidos orgéanicos, de &cidos graxos e compostos bioativos encontrados nos
tratamentos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e ao identificar diferencas
significativas no teste F, o teste de Scott-Knot foi aplicado, utilizando-se o software estatistico
SISVAR (SISVAR, version 5.3). Para melhor compreensao da relacdo dos tratamentos com a
composic¢do quimica foi realizado uma analise dos componentes principais (PCA), utilizando o
software estatistico CHEMOFACE (CHEMOFACE, version 1.64). Uma matriz m x n foi
construida com o conteddo dos compostos quimicos identificados e atribuido sensoriais para as
m amostras avaliadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao Sensorial
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Este estudo foi pioneiro na utilizacdo da técnica de inoculagdo sequencial na
fermentacgdo de frutos de café para a producdo de cafés naturais especiais com caracteristicas
sensoriais complexas.

Os atributos sensorias dogura, acidez e amargor séo percebidos pelo sentido gustativo,
por meio das papilas gustativas distribuidas sobre a superficie da lingua. Esses atributos
sensoriais fazem parte dos cinco gostos basicos (doce, amargo, salgado, acido e umami) que 0
sentido gustativo humano € capaz de perceber e sdo de extrema importancia para a
caracterizacdo dos alimentos. A dogura esté relacionada aos carboidratos presentes nos graos,
a acidez esta relacionada aos acidos organicos que além de estar presente naturalmente nos
gréos, podem ser originados nos processos de fermentacdo e o amargor esta relacionado a
compostos como a cafeina e os acidos clorogénicos. Os atributos corpo e adstringéncia sdo
sensacdes tateis que sdo percebidos através do sentido do somatossensorial oral e que estdo
correlacionadas com os componentes ndo volateis da bebida, como por exemplo os acidos
graxos. O atributo finalizacdo mede o tempo que a bebida € percebida na boca apds a sua
ingestdo. Todos esses atributos sensoriais devem estar em equilibrio, ou seja, eles devem
trabalhar juntos e se complementarem, em intensidade e qualidade, para a composic¢ao da nota
final. A nota final € um parametro numérico que descreve a qualidade sensorial da bebida do
café (Lingle, 2011).

Os atributos sensoriais e a nota final foram submetidos a analise de multiplos fatores
(MFA) para melhor compreensdo das diferencas sensoriais causadas pela inoculagéo sequencial
de Lactobacillus plantarum seguido de Saccharomyces cerevisiae e pelo tempo total de
fermentacdo. De forma geral, o tempo total de fermentacdo dos frutos apresentou um efeito
significativo no perfil sensorial da bebida do café. Foi observado no grafico de inercia (Figura
2a) um distanciamento entre os centroides que representam 0s tempos totais de fermentacao

(48h e 96h). A analise de variancia indicou que o tempo total de fermentacdo afetou
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significativamente os atributos dogura, acidez, adstringéncia, amargor e na nota final (Tabela
1/0.

A técnica de fermentac&o de frutos de café com inoculagdo de duas culturas iniciadoras
de forma sequencial causou mudancas no perfil sensorial da bebida em ralagédo aos demais
tratamentos, o centroide que representa a inoculagdo sequencial (LPSC) apresentou um
distanciamento dos demais centroides (LP, SC e Controle), como pode ser observado na Figura
2b. Foi observado uma interacdo entre o tempo total de fermentacéo e a inoculacdo sequencial
(Figura 2b), pois, ocorreu a formagdo de vetores, que representam os tempos totais de
fermentacdo, nos centroides que representam a inoculagdo sequencial e os demais tratamentos.
O resultado da anlise de variancia (Tabela 1) também indicou uma interac&o significativa entre
0 tempo total de fermentacdo e a inoculagdo sequencial, a interagdo desses fatores teve um
efeito significativo na nota final da bebida do café.

A andlise de multiplos fatores explicou 83,08% da variabilidade dos dados sensoriais.
A primeira coordenada explicou 57,6% da variabilidade dos dados e foi responsavel por
categorizar os tratamentos em funcdo da presenca da cultura iniciadora Saccharomyces
cerevisiae.

O grafico do circulo de correlacdo (Figura 2c) indica através de vetores quais atributos
sensoriais estdo mais correlacionados com cada tratamento. A bebida do café do quais os frutos
fermentaram por 48h com inoculacdo sequencial de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces
cerevisiae apresentou maior acidez e maior nota final, no entanto, a bebida dos quias os frutos
que fermentaram por 96h com inoculagdo sequencial foi correlacionada com os atributos
amargor e finalizagdo. Os frutos de café inoculados somente com Saccharomyces cerevisiae e
fermentados por 96h apresentaram uma bebida com maior nota final, maior acidez, dogura e
corpo, j& com 48h de fermentagdo a bebida foi correlacionada com os atributos amargor e

adstringéncia.
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270
271  Figura 2. Analise de maltiplos fatores para a avaliagdo dos atributos sensoriais e nota final da
272 bebida de cafés fermentados com inoculacao sequencial e respectivos controles (A — Gréico de
273  inercia dos grupos, B — Gréfico de correspondéncia, C — Circulo de correspondéncia). Legenda:
274  SW —docura, AC — acidez, BO — corpo, Bl —amargor, AD — adstringéncia, AT — Finalizacao,

275 FS —nota final.
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277 3.2 Perfil de Acidos Organicos
278 Os acidos organicos produzidos por microrganismos durante o processo de fermentacao

279  dos frutos de café podem influenciar as caracteristicas sensoriais da bebida do café de diferentes
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maneiras. Os &cidos butirico, acético e propidnico, que sdo produtos de sobre-fermentacéo,
podem prejudicar a qualidade final da bebida, conferindo um sabor de cebola quando presente
em concentragdes superiores a1 mg mL™ (Lopez et al., 1989; Silva et al., 2013). Por outro lado,
a producdo de acido latico pode auxiliar no processo de acidificacdo da polpa de café,
favorecendo o desenvolvimento de determinados microrganismos, sem interferir na qualidade
final do produto (Pereira et al., 2015). Neste estudo foram identificados os &cidos citrico,
oxalico, malico, quinico, succinico, ltico e acético em todos os tratamentos. Na Tabela 1 séo
apresentadas as concentracfes médias para os acidos organicos identificados e o resultado da

analise de variancia.
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289  Tabela 1 Efeito da inoculacdo sequencial, tempo total de fermentacdo e interacdo entre eles no perfil de &cidos organicos, atributos sensoriais e

290 nota final.

Citrico Oxdlico Malico Quinico Succinico Latico Acético Docura Acidez Corpo Adstringéncia Amargo Finalizacdo Nota final

LPSC 1.2309% 0.0092 0.4440° 0.4300*° 0.2659° 0.3253% 0.0682°  8.19 8.46 8 0.24 0.44 7.62 86.32

LP 1.1856° 0.0103 0.4605* 0.4188% 0.2364° 0.2940* 0.0557° 8.35 8.21 8 0.21 0.25 7.73 85.77

SC 1.0937° 0.0132 0.3922° 0.3816° 0.2561° 0.3074* 0.0821* 8.27 8.34 8.15 0.27 0.35 7.47 85.8
Control 1.0706° 0.0096 0.4083° 0.3876° 0.2211° 0.2599° 0.0805* 8.14 8.12 7.93 0.15 0.19 7.74 86.26
48H 1.1401 0.0104 0.4547® 0.4084 0.2264° 0.2450" 0.0588°  8.55% 8.462 8.11 0.12° 0.16" 7.78 86.932
96H 1.1503 0.0108 0.3978°> 0.4006 0.2633* 0.3483% 0.0844% 7.92° 8.1° 7.93 0.312 0.45% 7.5 85.14°
LPSC  1.1946 0.0074° 0.4552 0.4332 0.254  0.2720* 0.0685°  8.26 8.66 7.86 0.21 0.31 7.42 87.578
48h LP 1.2004 0.0058°> 0.4835 0.4168 0.2199  0.2227° 0.0346¢ 8.9 8.5 8.25 0.01 0.03 8.07 87.10?
SC 1.0673 0.0165* 0.4253 0.3871 0.2262 0.2576* 0.0894%  8.48 8.34 8.26 0.14 0.28 7.56 85.932
Control 1.0979 0.0119* 0.4549 0.3967 0.2054  0.2279° 0.0485¢ 8.54 8.34 8.08 0.11 0.03 8.07 87.122
LPSC 1.2672 0.0110* 0.4328 0.4268 0.2778  0.3787* 0.0680° 8.11 8.26 8.13 0.26 0.57 7.82 85.072
96h LP 1.1707 0.0148* 0.4375 0.4209 0.2529  0.3654* 0.0768" 7.8 7.92 7.75 0.41 0.47 7.39 84.432
SC 112 0.0099* 0.3592 0.3762 0.2859 0.3573% 0.0804°  8.05 8.34 8.04 0.39 0.42 7.37 85.672
Control 1.0433 0.0073* 0.3617 0.3785 0.2368  0.2919° 0.1125* 7.73 7.89 7.79 0.19 0.35 74 85.402
LPSC 48h 1.1946 0.0074* 0.4552 0.4332 0.254 0.2720° 0.0685* 8.26 8.66 7.86 0.21 0.31 7.42 87.572
96h 1.2672 0.0110* 0.4328 0.4268 0.2778  0.3787* 0.0680* 8.11 8.26 8.13 0.26 0.57 7.82 85.07°
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LP 48h
96h

SC 48h
96h

Control 48h
96h

1.2004 0.0058°
1.1707 0.0148%

1.0673 0.0165?
1.12  0.0099%

1.0979 0.0119?
1.0433 0.0073%

0.4835
0.4375

0.4253
0.3592

0.4549
0.3617

0.4168
0.4209

0.3871
0.4106

0.3967
0.3785

0.2199
0.2529

0.2262
0.2859

0.2054
0.2368

0.2227°
0.36542

0.2576°
0.3573%

0.2279°
0.29192

0.0346°
0.0768?

0.08942
0.0804%

0.0485°
0.1125%

8.9
7.8

8.48
8.05

8.54
7.73

8.5
7.92

8.34
8.34

8.34
7.89

8.25
7.75

8.26
8.04

8.08
7.79

0.01
0.41

0.14
0.39

0.11
0.19

0.03
0.47

0.28
0.42

0.03
0.35

8.07
7.39

7.56
7.37

8.07
7.4

87.10%
84.43°

85.93%
85.677

87.12*
85.40°
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Os valores médios dentro da mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas em minusculas, diferem significativamente (p <0,05) pelo
teste de Scott-Knott.
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O resultado da analise de variancia indicou interacdo significativa entre as fontes de
variacdo inoculagdo sequencial e tempo total de fermentacéo para a nota final e para o contetdo
dos acidos oxalico, latico e acético. Houve diferencas significativas no contetdo dos acidos
citrico, malico, quinico, succinico, latico e acético em fungdo da inoculagdo sequencial e nos
atributos sensoriais dogura, acidez, adstringéncia, amargor e nota final e no contetdo dos acidos
malico, succinico, latico e acético em fungdo do tempo total de fermentacdo. Os conteidos dos
acidos organicos, os atributos sensoriais e a nota final foram submetidos a analise de
componentes principais (PCA) para melhor compreensédo das diferencas quimicas e sensoriais
relacionadas as fontes de variacdo inoculagdo sequencial e tempo total de fermentacdo. As duas
componentes principais explicaram 74,51% da variabilidade dos dados, sendo que a primeira
componente foi responsavel por explicar 51,13% e a segunda componente principal por
23,38%. Segundo o contetido de &cidos organicos e 0s atributos sensoriais, existe uma diferenca
entre os tempos de fermentagdo (48h e 96h) independente da variavel inoculacdo sequencial,
essa diferenca foi evidenciada pela primeira componente principal (Figura 3a). Os acidos
citrico, malico e quinico e os atributos sensoriais dogura, acidez, corpo, finalizacdo e a nota
final foram correlacionados com os tratamentos que fermentaram por 48h e os demais acidos
organicos (oxalico, succinico, latico e acético) e os atributos sensoriais amargor e adstringéncia

foram correlacionados com os tratamentos que fermentaram por 96h.

Figura 3 Analise de componentes principais (PCA) em funcdo do contetido de &cidos organicos
e atributos sensoriais (A), conteudo de compostos bioativos e atributos sensoriais (B) e perfil
de acidos graxos e atributos sensoriais (C) dos grdos de café fermentados com inoculagdo
sequencial e simples (LPSC, LP, SC e Controle) em diferentes tempos totais de fermentagéo

(48h e 96h).
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O contetdo de &cido latico foi significativamente superior nos grdos de café que
fermentaram por 96h, além disso, ocorreu uma maior producdo de &cido ltico nos tratamentos
com inoculagdo sequencial. Esse fato pode indicar uma interacdo ecoldgica positiva entre 0s
microrganismos. A complexa interagdo entre esses microrganismos é destacada tanto pela agdo
da bactéria do acido latico como também pela a¢éo da levedura, pois, a acidificacdo do meio de
fermentagdo pela LAB proporciona um ambiente propenso ao desenvolvimento da levedura e
a autdlise da levedura libera nutrientes, como aminodcidos, polissacarideos e riboflavina,
favoraveis ao crescimento bacteriano (Vale et al., 2019). O &cido latico € o principal produto
metabolico de espécies homofermentativas, como € o caso do Lactobacillus plantarum. Os
acucares presentes no mesocarpo dos frutos de café sdo fermentados através da via de Embden-
Meyerhoff-Parnas (EMP) para gerar piruvato, que é convertido em &cido latico pela enzima
lactato desidrogenase (De Bruyn et al., 2017; Endo, 2014; Leong et al., 2014; Zhang et al.,
2019b).

Foi detectado um maior conteido de acido succinico nos tratamentos em que a cultura

iniciadora S. cerevisiae (LPSC e SC) estava presente, além disso o tempo de fermentagio

apresentou uma relacdo direta com o contetdo de &cido succinico, quanto maior o tempo de
fermentacdo maior o contetdo. O &cido succinico é o principal &cido orgénico produzido por
leveduras e é originado no ciclo do glioxilato pela oxidagdo do isocitrato e também no ciclo
redutor do acido citrico (Jayaram et al., 2014).

O éacido acetico foi encontrado em maior quantidade nos tratamentos controle e com
inoculacdo simples de S. cerevisiae. O tempo total de fermentacédo foi significativo para o
contetido de acido acético, o conteudo foi maior nos gréos que fermentaram por mais tempo.
Essa maior producéo de acido acético nesses tratamentos pode estar relacionada a populacéo
de bactérias naturalmente presentes nos frutos de café (Avallone et al., 2001; Evangelista et al.,

2015), essa populacao pode ter sido inibida nos demais tratamentos (LPSC e LP) pela presenca
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da cultura iniciadora Lactobacillus plantarum. A producdo de &cido acético e lactico pode
ocorrer a partir da fermentacdo de agucares disponiveis ou usando o &cido citrico como fonte,
como foi registrado recentemente em fermentacdo de cacau (Ho et al., 2018). Esse fato pode
justificar a menor concentracdo de acido citrico encontrada nos tratamentos Controle e SC.

A acidez no café é um importante pardmetro organoléptico, que pode ser desejavel ou
ndo, dependendo da natureza e da concentragdo do &cido predominante na bebida. Uma acidez
desejavel pode contribuir para a vivacidade da bebida do café, aumentando a percepcao de
outros atributos como a dogura. No entanto, uma acidez exagerada pode ser desagradavel e estar
relacionada a gostos incomuns na bebida (Illy & Viani, 2005; Lingle, 2011). Os resultados deste
trabalho corroboram com os autores, pois, a nota global apresentou uma relagéo inversamente
proporcional com o contetdo de &cido latico, oxalico e acético, ou seja, quanto maior o
contetdo desses acidos menor a nota global da bebida do café. Os &cidos acético, oxalico,
propidnico e butirico tendem a afetar a qualidade do café negativamente (Borém et al., 2016;
Farah & Lima, 2019). No entanto, o &cido acético, em pequenas quantidades, contribui para o
sabor global e pode conferir “brilho” & bebida, mas, em concentragdes mais altas, pode ser
muito desagradavel (Lingle, 2011).

3.3 Compostos Bioativos

A trigonelina e os acidos clorogénicos sdo compostos ndo volateis que possuem grande
importancia na definicdo da qualidade sensorial da bebida do café, pois, esses compostos
desempenham a funcéo de precursores de compostos volateis que contribuem para o sabor e 0
aroma do café (Farah et al., 2006; Maria et al., 1994; Trugo & Macrae, 1984). Por sua vez, a
cafeina estd associada com o amargor que, em alta concentracdo, pode depreciar a bebida do
café (Borém et al., 2016).

O contetdo de trigonelina, acido clorogénico e cafeina nas amostras avaliadas,

conforme apresentado na Tabela 2, variaram entre 1,42 — 1,54 %, 3,40 - 3,94 % e 1,24 — 1,34
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% respectivamente. Os resultados encontrados no presente estudo estéo de acordo com valores
apresentados em trabalhos anteriores que quantificaram esses compostos (Ky et al., 2001;
Rogers et al., 1999). A analise de varidncia, apresentada na Tabela 2, indicou que houve
interacdo significativa entre as fontes de variacdo inoculagdo sequencial e tempo total de
fermentagcdo somente para a nota final, para a variavel tempo total de fermentacdo houve
diferencas significativas para a nota final e para os atributos sensoriais dogura, acidez,
adstringéncia e amargor, para a variavel inoculacdo sequencial os contetdos de trigonelina e
acido clorogénico apresentaram diferencgas significativas.

As diferencas quimicas e sensoriais relacionadas as fontes de variagdo inoculagdo
sequencial e tempo total de fermentacdo foram mais bem compreendidas apds a anélise de
componentes principais (PCA). Os contetdos de trigonelina, acido clorogénico e cafeina, os
atributos sensoriais (dogura, acidez, corpo, adstringéncia, amargor e finalizacdo) e a nota final
foram submetidos a analise de componentes principais e a partir da analise, um biplot foi gerado
(Figura 3b). A primeira e a segunda componente principal explicaram juntas 73,15% da
variabilidade dos dados, sendo que a primeira componente explicou 53,10% da variabilidade e
foi responsavel por agrupar os tratamentos em funcdo da variavel tempo total de fermentacéo.
Os tratamentos LPSC48h, LP48h, SC48h e Control48h foram agrupados no quadrante direito
da primeira componente principal e correlacionados positivamente com a cafeina e os atributos
sensoriais docura, acidez, corpo, finalizacdo e nota final. Ja os tratamentos LPSC96h, LP96h,
SC96h e Control96h foram agrupados no quadrante esquerdo da primeira componente principal
e correlacionados com a trigonelina e o acido clorogénico e os atributos sensoriais amargor e
adstringéncia.

A trigonelina é conhecida por contribuir na formagdo de aromas desejaveis durante a
torracdo do café (Macrae, 1985), mas, ainda ndo foi totalmente elucidado como a trigonelina

afeta os demais atributos sensoriais. Farah e colaboradores (2006) relataram uma relagéo direta
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entre o conteddo de trigonelina nos grdos crus e a qualidade sensorial do café, ou seja, quanto
menor o contetido de trigonelina, menor a qualidade da bebida do café. Os resultados desta
pesquisa apontam uma relacdo inversa, o conteudo de trigonelina foi relacionado com os
tratamentos que apresentaram notas finais mais baixas foi relacionada com os atributos
sensoriais amargor e adstringéncia. Esse resultado corrobora com Fassio et al. (2016), segundo
0s autores os conteudos de trigonelina, &cido clorogénico e cafeina ndo apresentaram uma boa
relagdo com os atributos sensoriais.

De acordo com a literatura, o acido clorogénico e seus derivados contribuem para a
acidez final, conferem adstringéncia e amargor a bebida do café (Carelli et al., 1974; Clifford
& Wight, 1976; Trugo & Macrae, 1984; Variyar et al., 2003). Durante a torrefagdo ocorre a
liberacdo de &cido cafeico e formacédo de lactonas, como resultado das reacdes de Maillard e
Strecker, esses compostos sdo responsaveis pelo aumento do amargor da bebida do café (Ginz
& Enhelhardt, 1995; Maria et al., 1994; Variyar et al. 2003). Segundo Farah et al. (2006) os
niveis totais de &cidos clorogénicos apresentaram associacao inversa com a qualidade do café,
um maior contetido de &cidos clorogénicos foi observado em amostras de menor qualidade. Os
resultados desta pesquisa corroboram com a literatura, pois o acido clorogénico foi
correlacionado com o amargor e adstringéncia e apresentou correlacdo negativa com a nota

final.
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419  Tabela 2 Efeito da inoculagdo sequencial, tempo total de fermentacdo e interagdo entre eles no contetdo de trigonelina, acido clorogénico, cafeina,

420  atributos sensoriais e nota final.

Trigonelina Acido Clorogénico Cafeina  Docura Acidez Corpo Adstringéncia Amargor Aftertaste Nota Final
LPSC 1.4649P 3.93372 1.3223 8.19 8.46 8 0.24 0.44 7.62 86.32
LP 1.51622 3.90732 1.292 8.35 8.21 8 0.21 0.25 7.73 85.77
SC 1.4751° 3.81732 1.2633 8.27 8.34 8.15 0.27 0.35 7.47 85.8
Control 1.4266° 3.5963° 1.2626 8.14 8.12 7.93 0.15 0.19 7.74 86.26
48H 1.4616 3.7656 1.2972  855%  8.46* 8.11 0.12° 0.16° 7.78 86.93?
96H 1.4799 3.8617 1.2729  7.92° 8.1°> 793 0.31° 0.45° 75 85.14°
LPSC 1.4505 3.9299 1.3115 8.26 8.66 7.86 0.21 0.31 7.42 87.572
LP 1.496 3.8879 1.3428 8.9 85 825 0.01 0.03 8.07 87.102
SC 1.4705 3.8419 1.283 8.48 8.34 8.26 0.14 0.28 7.56 85.93°
Control 1.4293 3.4027 1.2513 8.54 8.34 8.08 0.11 0.03 8.07 87.122
LPSC 1.4793 3.9375 1.3332 8.11 8.26 8.13 0.26 0.57 7.82 85.07%
LP 1.5365 3.9266 1.2412 7.8 792 7.75 0.41 0.47 7.39 84.432
SC 1.4797 3.7927 1.2435 8.05 8.34 8.04 0.39 0.42 7.37 85.67%2
Control 1.424 3.7899 1.2739 7.73 789 7.79 0.19 0.35 7.4 85.402
48h 1.4505 3.9299 1.3115 8.26 8.66 7.86 0.21 0.31 7.42 87.572
96h 1.4793 3.9375 1.3332 8.11 8.26 8.13 0.26 0.57 7.82 85.07°
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7.89
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0.01
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0.03
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0.42

0.03
0.35

8.07
7.39

7.56
7.37

8.07
7.4

87.102
84.43P

85.93?
85.67%

87.122
85.40P
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Os valores médios dentro da mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas em minasculas, diferem significativamente (p <0,05) pelo

teste de Scott-Knott.
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3.4 Perfil de acidos graxos

O perfil de &cidos graxos dos gréos crus de café é determinante para geragédo de produtos
de oxidacdo termicamente induzidos, principalmente os aldeidos, que reagem com 0s
intermediérios da reacdo de Maillard durante a torracdo, originando compostos relacionados as
caracteristicas sensoriais do café (Flament, 2002). Desta forma, a analise do perfil de &cidos
graxos presentes no grdo cru permite ampliar a compreensao da qualidade do café.

Foram identificados 9 acidos graxos que estdo presentes em todas as amostras
analisadas, os acidos graxos encontrados foram os &cidos graxos saturados palmitico, estearico,
araquidico, beénico e lignocérico, os acidos graxos monoinsaturados oléico e gondoico e 0s
acidos graxos poli-insaturados linoleico e linolénico. Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias
das areas relativas dos picos obtidos para os &cidos graxos identificados. Os acidos graxos
insaturados corresponderam a 53,2% da area total do cromatograma. Esse resultado esta de
acordo com Chu (2012), que menciona que a maioria de &cidos graxos presentes nos graos de
café sdo insaturados.

Conforme apresentado na Tabela 3, os acidos linoleico e palmitico se destacaram por
apresentar as maiores médias de areas relativas em todos os tratamentos. Os acidos estearico e
oléico apresentaram areas relativas variando entre 7% e 10%. Os demais acidos graxos,
araquidico, gondoico, linolénico, beénico e lignocérico, apresentaram os menores valores de
areas relativas, sendo inferiores a 3%. Na literatura, as porcentagens dos principais acidos
graxos encontrados em graos crus de café da espécie Coffea arabica sdo: acido linoleico entre
38,10% - 45,50%, palmitico 31,85% - 38,64%, estearico 6,74% - 8,37%, oléico 7,21% -
10,23%, araquidico 2,36% — 4,27%, beénico 0,32% - 0,84%, linolénico 1,14% - 1,88% e
lignocérico 0,01% - 0,30% (Bertrand et al., 2008; Joét et al., 2010; Ribeiro, 2017). O &cido

gondoico encontrado nessa pesquisa também foi encontrado pelos autores Bertrand et al., 2008
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e Joét et al., 2010 e as porcentagens variaram entre 0,28% - 0,36%. Os resultados obtidos neste
estudo (Tabela 3) sdo muito proximos aos relatados na literatura.

O resultado da anélise de variancia indicou que ndo houve interacdo significativa entre
as fontes de variacdo inoculacdo sequencial e tempo total de fermentacdo, também néo houve
diferencgas significativas para a variavel inoculacdo sequencial, mas, para a variavel tempo total
de fermentacdo o &cido graxo saturado araquidico apresentou diferenca significativa (Tabela
3).

Para melhor compreensdo da complexidade da interacéo entre caracteristicas sensorias
e perfil de acidos graxos em relagdo a cada tratamento, os dados foram submetidos a analise de
componentes principais (PCA). Um biplot foi gerado (Figura 3c) em funcdo do contetdo de
acidos graxos, dos atributos sensoriais (docura, acidez, corpo, adstringéncia, amargor e
finalizag&o) e da nota final.

As duas primeiras componentes principais explicaram 64,11% da variabilidade entre os
tratamentos, entre os quais 45,21% correspondem a primeira componente principal e 18,90%
corresponde a segunda componente. A primeira componente principal foi responsavel por
agrupar os tratamentos em funcédo da variavel tempo total de fermentacdo. Os tratamentos que
fermentaram por 48h (LPSC48h, LP48h, SC48h e Control48h) foram agrupados no quadrante
negativo da primeira componente principal, ja os tratamentos que fermentaram por 96h
(LPSC96h, LP96h, SC96h e Control96h) foram agrupados na parte positiva. Segundo Zhang e
colaboradores (2019b) a duracdo da fermentacdo tem impacto significativo sobre a qualidade
sensorial da bebida do café, sobrepondo até mesmo o fator tipo de processamento, quando

comparado cafés despolpados e desmucilados.
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478  Tabelo 3 Efeito da inoculagdo sequencial, tempo total de fermentacdo e interacéo entre eles no perfil de &cidos graxos, atributos sensoriais e nota
479  final.

C16:0 C18.0 C181 C18:2 C20:.0 C20:1 C183 (C22:.0 C24:.0 Dogura Acidez Corpo Adstringéncia Amargor Aftertaste  Nota Final

LPSC 35.9209 8.2164 9.1771 42.6068 19212 0.1967 1.3155 0.4962 0.1492 8.19 8.46 8 0.24 0.44 7.62 86.32
LP 35.1866 8.114 9.1275 43.08 2.2208 0.2188 1.3119 0.5744 0.166 8.35 8.21 8 0.21 0.25 7.73 85.77
SC 36.3726 8.1318 9.1819 424238 1.813 0.2061 1.2391 0.4911 0.1408 8.27 834 815 0.27 0.35 7.47 85.8

Control 36.3728 8.1921 9.0486 42.4007 2.0291 0.2134 1.0422 0.5232 0.1779 8.14 812  7.93 0.15 0.19 7.74 86.26
48H 36.0408 8.2852 9.0769 42.2703 2.2831* 0.2001 1.1566 0.5167 0.1703 8.55? 8.46% 8.11 0.12° 0.16° 7.78 86.932
96H 35.8856 8.042 9.1907 42.9853 1.7089* 0.2174 1.2977 0.5257 0.1466 7.92° 8.1° 7.93 0.312 0.452 7.5 85.14°

LPSC 359113 8.146 9.1227 42.6487 2.0692 0.1796 1.3079 0.4508 0.1637 8.26 8.66  7.86 0.21 0.31 7.42 87.572
LP 35.3511 8.3408 9.11 42.2944 25493 0.2149 1.3138 0.6569 0.1689 8.9 8.5 8.25 0.01 0.03 8.07 87.10°
SC  36.8062 8.5269 9.1439 41419 22516 0.2034 1.0472 0.4745 0.1274 8.48 834  8.26 0.14 0.28 7.56 85.93°
Control 36.0947 8.1269 8.9309 42.7193 2.2624 0.2024 0.9574 0.4846 0.2214 8.54 834  8.08 0.11 0.03 8.07 87.12°2
LPSC 359306 8.2868 9.2315 425649 1.7732 0.2137 1.3232 0.5415 0.1346 8.11 8.26  8.13 0.26 0.57 7.82 85.072
LP 35.0221 7.8872 9.145 43.8657 1.8923 0.2228 1.3099 0.4919 0.1631 7.8 792 7.75 0.41 0.47 7.39 84.432
SC  35.9389 7.7366 9.2199 43.4286 1.3745 0.2088 1.4309 0.5076 0.1542 8.05 8.34 8.04 0.39 0.42 7.37 85.672
Control 36.6509 8.2574 9.1663 42.0821 1.7957 0.2245 1.1269 0.5618 0.1344 7.73 789  7.79 0.19 0.35 7.4 85.40°
48h 359113 8.146 9.1227 426487 2.0692 0.1796 1.3079 0.4508 0.1637 8.26 8.66 7.86 0.21 0.31 7.42 87.572
96h 359306 8.2868 9.2315 425649 1.7732 0.2137 1.3232 0.5415 0.1346 8.11 826 813 0.26 0.57 7.82 85.07°

48h 353511 8.3408 9.11 422944 25493 0.2149 13138 0.6569 0.1689 8.9 8.5 8.25 0.01 0.03 8.07 87.10?
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0.9574
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0.1631
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7.92
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8.08
7.79

0.41

0.14
0.39

0.11
0.19

0.47

0.28
0.42

0.03
0.35

7.39
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8.07

7.4

84.43°

85.932
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Os valores médios dentro da mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas em mindsculas, diferem significativamente (p <0,05) pelo
teste de Scott-Knott. Fatty acids in percentage of dry matter (% d.m.): palmitico (C16: 0), esteérico (C18: 0), oléico (C18: 1), linoleico (C18: 2),
araquidico (C20: 0), gondoico (C20:1), linolénico (C18: 3), beénico (C22:0), and lignocérico (24:0).
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A primeira componente principal categorizou os acidos graxos em funcéo da presenca
de insaturacdes. Os &cidos graxos palmitico, estearico, beénico, araquidico e lignocérico foram
correlacionados com os tratamentos que fermentaram por 48h e com os atributos sensoriais
docura, acidez, corpo e finalizacdo e a nota final. Por outro lado, os acidos graxos oléico,
linoleico, linolénico e gondoico foram correlacionados com os tratamentos que fermentaram
por 96h e com os atributos sensoriais amargo e adstringéncia.

Figueiredo e colaboradores (2015) encontraram uma relacdo positiva entre os &cidos
graxos saturados araquidico, estearico e palmitico com caracteristicas sensoriais da bebida do
café e uma relacdo negativa com o acido graxo insaturado elaidico. Os autores sugeriram que
esses cidos graxos podem ser possiveis marcadores da qualidade do café. Segundo Banks et
al. (2007) a falta de sabor e o desequilibrio de sabor nos alimentos estdo associados a baixos
niveis de acidos graxos saturados, como o &cido butanoico e hexanoico.

O oleo presente nos graos de café é composto principalmente de triacilglicerdis, que
possuem acidos graxos em proporcdes semelhantes as encontradas nos 6leos comestiveis de
origem vegetal (Speer & Kolling-Speer, 2006). Esse 6leo proporciona uma sensacao oleosa e
cremosa na boca, caracteristica da bebida do café, essa sensacdo é causada devido a capacidade
dos bleos de cobrir a superficie da lingua durante a ingestdo da bebida (Illy & Viani, 2005). Em
concordancia com os estudos apresentados, o atributo sensorial corpo foi correlacionado
positivamente com os acidos graxos saturados palmitico, estearico, araquidico e beénico.

Nesta pesquisa, todos o0s &cidos graxos que apresentaram uma correla¢do negativa com
a nota final e os atributos sensoriais desejaveis (dogura, acidez, corpo, finalizagdo) da bebida
do café, sdo acidos graxos insaturados (oléico, linoleico, linolénico e gondoico). A presenca de
insaturagbes aumenta a propensdo do acido graxo a oxidagdo, essa oxidagdo leva ao
desenvolvimento de rango e a formacdo de aromas indesejaveis, tanto em 6leos de origem

vegetal (Jham et al., 2008) como também em Gleos de origem animal (Wood et al., 2008).
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Avaliando a relacdo da inoculacdo sequencial e o tempo total de fermentagdo com o
contetdo de &cidos graxos, foi possivel observar que um maior tempo de fermentagdo esta
associado a presenca de acidos graxos insaturado e a varidvel inoculagao sequencial ndo afetou
a discriminacdo dos acidos graxos.

4 CONCLUSAO

A fermentacéo dos frutos com inoculagdo sequencial proporcionou maior acidez para a
bebida e contribuiu para aumentar a nota final do café. O tempo total de fermentacéo teve um
efeito significativo nos atributos sensoriais da bebida, indicando que um menor tempo de
fermentacdo é ideal para obtencdo de maior pontuacao para os cafés produzidos com inoculagéo
sequencial.

Na composic¢do quimica dos gréos de cafe, a fermentacdo dos frutos com inoculagdo
sequencial contribuiu para 0 aumento do contetdo dos acidos latico, mélico, citrico e succinico.
O tempo total de fermentacdo apresentou uma relacdo direta com o conteldo de &cidos
organicos, quanto maior o tempo total de fermentacdo maior o conteido de acidos organicos.
Os conteudos de &cidos graxos e de composto bioativos tiveram pouca variacdo entre 0s
tratamentos.

Desta forma, essa pesquisa mostrou que a técnica de inoculacdo sequencial de S.
cerevisiae com L. plantarum é promissora a producao de cafés naturais especiais com um tempo

de 48h.
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