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ABSTRACT

SILVA, C.F. Microbial diversity in grains of coffee processed by dry method
in the phases pre and post harvest Lavras: UFLA, 2000. 113 p.
(Dissertation- Master’s degree in Food Science)

The magnitude and diversity of the microbial population associated with
dry processing of coffee (Coffea arabica) has been sampled during a two year
period on fifteen different farms in the Sul de Minas region of Brazil. The
microbial load varied from 3 x 10* to 2.2 x 10° CFU / bean. At all stages,
bacteria were the most abundant group, on average, then filamentous fungi and
finally yeasts. Counts of bacteria, yeasts and fungi varied considerably between
farms and at different stages of maturation and processing on any one farm.
Yeasts showed an increase during the fermentation process. Median counts were
not significantly different for fungi, yeasts and bacteria between the two years
although Gram negative bacteria dominated in a wet year and Gram positive
bacteria dominated in a dry year. A total of 612 isolates were identified to at
least genus level comprising 41 genera and 61 different species. The 113 isolates
of Gram-negative bacteria included 15 genera and 25 species, the most common
of which were members of the genera Aeromonas, Pseudomonas, Enterobacter
and Serratia. Half of the 23 isolates of Gram-positive, spore-forming bacteria
were identified into 6 Bacillus species. Of the 118 Gram positive non-spore-
formers, over half were Cellulomonas with lesser numbers of Arthrobacter,
Microbacterium, Brochothrix, Dermabacter and Lactobacillus. The 90 yeast
isolates included 12 genera and 23 different species and almost all were
fermentative. In incidence, the most common genera were Pichia, Candida,
Arxula and Saccharomycopsis. There were many rarely described yeasts
including Pichia lynferdii and Arxula adeninivorans. Almost all 292 fungal
isolates were identified to either genus or species level. Cladosporium, Fusarium
and Penicillium each comprised about one third of the isolates and were found
on all farms. Only 3% of the isolates were Aspergillus and Beauvaria, Monilia
and Arthrobotrys species were also occasionally found. The microbial flora is
much more varied and complex than previously reported for wet fermentations.
The genera and species identified includes members known to have all types of
pectinase and cellulase activities. Variation between farms, between different
stages and in microbial flora revealed some minor patterns of succession.

Guidance Committee: Ds. Rosane Freitas Schwan (UFLA)
Ds. Eustaquio Souza Dias (UFLA)
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RESUMO

SILVA, CF. Diversidade microbiana em grios de café processados por via
seca nas fases pré e pés- colheita. Lavras: UFLA, 2000. 113p. (Dissertagio-
Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).

A magnitude e diversidade da populagdo microbiana, associadas ao
processo seco de café (Coffea arabica), foram analisadas durante dois anos em
quinze fazendas diferentes do Sul de Minas Gerais. A carga microbiana variou
de 3 x 10* 2 2.2 x 10° CFU / grio. Em todas as fases, bactérias foram o grupo
mais abundante, seguido de fungos filamentosos e finalmente leveduras.
Contagem de bactérias, leveduras e fungos variaram consideravelmente entre
fazendas ¢ em diferentes fases de maturagdo e processamento, em todas as
fazendas. Leveduras mostraram um aumento durante o processo de fermentagio.
A contagem n3o foi significativamente diferentes para fungos, leveduras e
bactérias entre os dois anos, embora bactérias Gram negativas tenham dominado
no ano de 1997 e bactérias Gram positivas tenham dominado no ano del1998.
Um total de 612 isolados foram identificados pelo menos quanto ao género (41)
€ 61 espécies diferentes. Os 113 isolados de bactérias Gram -negativas incluiram
15 géneros e 25 espécies, sendo as mais comuns Aeromonas, Pseudomonas,
Enterobacter e Serratia. A metade dos 23 isolados de bactérias Gram -positivas
esporuladas foi identificada em 6 espécies de Bacillus. Das 118 bactérias Gram
positivas ndo esporuladas, a mais comum foi Cellulomonas, ¢ as menos
incidentes foram Arthrobacter, Microbacterium, Brochothrix, Dermabacter e
Lactobacillus. As 90 leveduras identificadas incluiram-se em 12 géneros e 23
espécies diferentes, e quase todas eram fermentativas. Em incidéncia, os géneros
mais comuns foram Pichia, Candida, Arxula e Saccharomycopsis. Pichia
lynferdii e Arxula adeninivorans sio raramente descritas na literatura. Quase
todos 292 isolados fingicos foram identificados quanto ao género ou quanto a
espécie. Cladosporium, Fusarium e Penicillium representaram trés tergos do
total dos isolados e foram encontrados em todas as fazendas. S6 3% do isolados
foram Aspergillus e ocasionalmente Beauvaria, Monilia e Arthrobotrys. A flora
microbiana € variada e muito mais complexa que previamente descrita em
processamento umido. Alguns dos géneros e espécies identificados sdo capazes
de apresentar atividade pectinolitica e celulolitica. Variagdes entre fazendas,
entre diferentes fases de processamento e a flora microbiana, revelaram alguns
padrdes secundarios de sucessio.

Comité Orientador: Dr" Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora)
Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Coorientador)



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

As populagbes microbianas desenvolvem-se em varios habitats,
interagindo e modificando aspectos quimicos e fisicos do ambiente. Neste,
podem colonizar varios substratos, modificando-os através da excregdo de seus
produtos metabdlicos.

Os grédos de café (casca, polpa e semente) servem de substrato para o
desenvolvimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, suprindo-os de
fontes de carbono e nitrogénio por apresentarem celulose, hemicelulose,
pectinas, aguicares redutores, sacarose, amido, dleos, proteinas, acidos e cafeina.

A biodiversidade microbiana presente nos grios de café depende de
fatores ambientais da regido de cultivo, como umidade, temperatura, época do
ano, populagio do solo e variedade do café cultivado.

A presenga de microrganismos durante o processamento dos grdos de
café parece ser um dos fatores que colaboram para o detrimento da qualidade da
bebida ¢ por isso deve ser estudada e compreendido o papel que cada grupo
microbiano exerce na fermentagio do café.

As contaminagGes microbianas sdo geralmente favorecidas pela falta de
cuidado durante as operages agricolas. Estas contaminagdes podem
comprometer a qualidade do produto final, principalmente em situagdes como a
secagem desuniforme dos graos de café, graos colhidos do chdo ou grios que
permanecem sob chuva durante o processo de secagem.

A qualidade de produtos alimentares é de dificil definigdo, mas o

produto deve ter boa aparéncia, sabor, aroma, alto valor nutricional e ser seguro



do ponto de vista toxicolégico. O café é um dos poucos produtos agricolas que
recebe valor comercial nio somente pela especulagio do mercado, como
também de acordo com a qualidade da bebida produzida. De acordo com a
legislagdo vigente do Ministério da Agricultura ¢ Reforma Agraria, cafés
classificados como estritamente mole ou mole possuem valor agregado 30 % a
mais que cafés classificados como duro, rio ou riado.

Atualmente, o Brasil € o principal pais produtor e exportador de café,
seguido por paises da Africa, Coldmbia e paises da América Central. No
entanto, o produto brasileiro sofreu queda nas exportagées, entre 1961 e 1995,
devido a crescente demanda por cafés especiais de bebida superior pelos paises
importadores, Estados Unidos, Alemanha, Itilia, Japdo e Franga.

Minas Gerais € o principal Estado produtor de café do Brasil. Dos 853
municipios do Estado, 590 sfo produtores de café, com 65.560 propriedades
envolvidas no processo produtivo, a maioria concentrada na regido Sul de
Minas.

A cafeicultura para o pais, para o Estado de Minas Gerais, e em especial
para a regido Sul de Minas Gerais, possibilita a geragdo de empregos e
arrecadagdes de impostos importantes para a economia local por contribuir com
35 % da exportagdo mundial. Para que haja a continuidade de lavouras cafeeiras,
€ necessario produzir e produzir bem, o que significa aumentar produtividade e
melhorar a qualidade.

A fim de se analisar a influéncia microbiana na qualidade da bebida do
café produzido, a proposta deste trabalho foi de avaliar a biodiversidade e
caracterizar a populagio microbiana em grdos de café em quatro estddios de
amadurecimento e processamento, em lavouras da regido Sul de Minas Gerais,
Brasil.



quantidades de acidos ndo volateis, trigonelina e cafeina. Diferengas genéticas,
tempo de colheita, grau de maturidade dos frutos e localizagiio geografica podem
alterar a composigdo quimica dos grios (Jones e Jones, 1984).

2.2 Tratos culturais

A composi¢do quimica dos grios e qualidade da bebida de café podem
ser influenciadas pela adubagdo de nitrogénio, fosforo, potassio, ferro, magnésio
e matéria organica (Amorim et al., 1965; Amorim et al., 1967; Amorim, 1968;
Amorim et al., 1973)

Amorim et al. (1965) acreditavam que o tipo de processamento dos grios
de café interferia na composigdo mineral do griio, ou seja, cafés secos inteiros
manteriam o nivel de adubagZo feita no solo, enquanto cafés processados por via
umida proporcionariam maior lixiviagio dos compostos da adubagfio. No
entanto, estes mesmos autores observaram, posteriormente, que nio houve
perdas nutricionais, principalmente de K, no processamento por via seca ou
umida (Amorim et al., 1967).

Os niveis de nitrogénio estdo diretamente relacionados aos de potéssio e
fosforo, sendo maiores no grio quando ha adubagio potassica e na polpa,
quando ocorre a adubagdo fosfatada (Amorim et al., 1973) A adubacdo
fosfatada incrementou a qualidade da bebida, principalmente com a presenga de
magnésio, que possibilitou aumento da absor¢io de fosforo (Amorim et al,
1965). Entretanto, em experimento realizado por Blore (1965). os resultados
indicaram que a adubagdo potassica prejudica a qualidade. mas pode ser
controlada com aplicagdo de magnésio. O mesmo efeito depreciativo péde ser
observado com a adubagfio nitrogenada (Amorim et al,, 1967). Adubacio com
matéria orgénica ndo apresentou efeito significativo sobre a qualidade da bebida
(Amorim et al., 1967). Outra observagio feita por Amorim et al. (1967) e



(Carvalho, Chagas e Chalfoun, 1997). No entanto, Menon (1989) afirmou que,
na India, cafés robusta processados por via imida oferecem bebidas de melhor
qualidade que em outros paises que utilizam esta cultivar. Cafés robustas sdo
usados, nas indistrias de café, em misturas na produgdio de cafés soliveis,
devido ao maior teor de soliveis (Sivetz e Desrosier, 1979).

A polpa de café ¢ o primeiro produto que se obtém no processamento
(por via imida) e representa cerca de 29% do peso seco do fruto inteiro, sendo
composta de 76% de dgua, 10% de proteina, 21% de fibras, 8% de cinzas e 4%
de extrato livre de nitrogénio, os quais sdo representados por taninos,
substéncias pécticas, agiicares redutores (glicose) e ndo redutores, cafeina, acido
clorogénico e 4dcido caféico, celulose, hemicelulose, lignina, aminoacidos
(geralmente ndo enxofrados) ¢ minerais como potassio, cdlcio, ferro, sédio,
magnésio e outros. Estes valores podem variar de acordo com a variedade de
café, localidade e praticas agricolas (Elias, 1978).

A mucilagem dos grios de café estd localizada entre a polpa e o
pergaminho do grio e representa 5 % do peso seco. A mucilagem € um sistema
de hidrogel composto de agua, dcido péctico com pequenas quantidades de
arabinose, galactose, xilose e ramnose (Amorim e Amorim, 1977), agucares
redutores e acidos organicos (Elias, 1978). A mucilagem também apresenta
enzimas hidroliticas e oxidativas como as pectinesterases, poligalacturonases, o
galacturonases, peroxidases e polifenoloxidases (Wong, 1995; Amorim e
Amorim , 1977; Amorim e Melo, 1991),

O pergaminho envolve a semente do café e representa 12 % do peso
seco, sendo composto de 7,6% de agua, 92,8% de matéria seca, 0,39% de
nitrogénio, 18,9 % de extrato livre de nitrogénio, 150 mg de calcio e 28 mg de
fosforo por grama de peso seco (Elias, 1978).

Os grios verdes ndo torrados podem ser compostos de cerca de 60 % de
carboidratos, 14 % de proteinas, aproximadamente 13 % de lipidios e pequenas



2 REFERENCIAL TEORICO

A cultura do café chegou ao Brasil pelas mdos de Mello Palheta, em
1727, e foi instalada em Belém do Para (Instituto Campineiro de Ensino
Agricola, 1987). A cafeicultura como atividade econémica existe desde o
periodo colonial, no século XVIII, no Vale do Paraiba, e posteriormente
expandiu-se para Oeste do Estado de Sdo Paulo (http://www.ciagri.usp.br).

A culura do café ¢ tipica de regides intertropicais, pois necessita de
clima quente ¢ umido (http://www ciagriusp.br) e constitui a cultura tropical
permanente mais difundida na faixa tropical, que mais riquezas criou e que ainda
vem contribuindo, decisivamente, para elevar o nivel social de suas populagdes
rurais (Instituto Campineiro de Ensino Agricola, 1987).

As safras cafeeiras no Brasil representavam, no inicio do século, 70-80%
do café comercializado no mundo. Atualmente, a cultura de café estendeu-se por
vérias outras regides do mundo, tendo sido modificado o panorama da economia
cafeeira. As produgdes mundiais cresceram rapidamente e com qualidade em
paises como Colodmbia, México e paises da América Central. levando a uma
queda de 20 % das exportagdes brasileiras no periodo de 1968 a 1993 (Meirelles,
1990 e Chalfoun, 1996).

Paises produtores, como a Colombia, Indonésia e Meéxico. visaram a
produtividade com qualidade ¢ vém assumindo o suprimento de café nos paises
importadores (http:/www.minasmundo.com.br).

Os cafés podem ser classificados quanto & qualidade. arravés da analise
sensorial (prova de xicara) e determinando-se a atividade de polifenoloxidases e
peroxidases. Ambos permitem que o café seja classificado como estritamente

mole, mole, apenas mole, duro, rio, riada e rio zona.



A relagio entre qualidade da bebida e atividade enzimitica da
polifenoloxidase € possivel, pois esta enzima entra em contato com seu substrato
quando ha injirias nos grdos, provocadas na colheita, processamento, no
beneficiamento ou em ataques de insetos, ja que enzima e substrato localizam-se
celularmente em compartimentos separados (Amorim et al., 1977).

A qualidade final da bebida de café € resultante de fatores como a
espécie e variedade de cultivo, tratos culturais (adubagio), condigdes climaticas
e, principalmente, cuidado nas operagSes agricolas pds-colheita, nio podendo
ser desconsideradas as etapas de armazenamento, torragdo, moagem e preparo da
infusd@o (Carvalho, Chagas e Chalfoun, 1997; Puerta, 1998 e Menon, 1989).

2.1 Espécie de cultivo

O aroma caracteristico da bebida de café ¢ manifestado durante a pirélise
(torragdo) por reagbes quimicas sob os precursores de aroma presentes na
semente (Amorim et al., 1977). A composi¢do quimica dos grios, contetido de
cafeina, acidos clorogénico e graxos, trigonelina e outros compostos (Amorim e
Amorim, 1977) diferem nas varias espécies cultivadas, como em Coffea arabica
Linneo e Coffea canephora Pierre ex Frochner, sendo estas as duas principais
espécies cultivadas (Fazuoli, 1990). Assim, a qualidade da bebida de café é
determinada pela composi¢io quimica dos grdos, que € certamente dependente
da extensdo das reagGes catalisadas por enzimas endégenas e exégenas (Amorim
€ Melo, 1991).

Cafés arabicas possuem um fino aroma e acidez desejavel, enquanto
cafés robustas apresentam baixa acidez e mais corpo na bebida (Jones e Jones,
1984; Sivetz e Desrosier, 1979 e Puerta, 1998). S6ndahl e Corp (1995) inferiram
que o café ardbica sempre oferece uma boa bebida, enquanto o café robusta

produz bebida de qualidade inferior por ndo apresentar sabor muito agradavel



Amorim (1968) foi que a deficiéncia em ferro no solo do cafeeiro pode acarretar
em bebidas inferiores.

2.3 Condigdes climaticas

Os fatores ambientais, como o clima e tipo de solo, tém grande
influéncia na qualidade da bebida de café. Cortez (1997) e Gomes e Teixeira
(1974), em Minas Gerais, observaram a qualidade da bebida em fungdo de
regides ou mesmo de microregides com condi¢des edafoclimaticas bem
diferenciadas. Carvalho e Chalfoun (1985) comentaram que apesar da
importancia destas variagGes ambientais, pouco tem sido estudado sobre o
mecanismo destes efeitos na qualidade da bebida.

No Estado de Minas Gerais existe uma grande diferenga entre a
qualidade de cafés produzidos na Zona da Mata, Sul de Minas e na Regido do
Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba. Em estudos mais recentes, Cortez (1993)
publicou que em regides de clima quente e/ou amido no periodo da colheita
(como na proximidade de represas), os grios passam rapidamente da fase cereja
para passa.

Estas condig¢des permitem que as duas fases iniciais da fermentagdo dos
graos (acética e lactica) possam evoluir para as duas fases seguintes (propidnica
¢ butirica), que sdo prejudiciais & bebida, aparecendo o gosto  rio’, comum nos
cafés produzidos as margens da Represa de Furnas (Sul de Minas Gerais).

Dentre as regides mineiras, também é conhecido que a maioria do café
produzido na Zona da Mata ndo é de boa qualidade, devido aos fatores
climéticos adversos (Cortez, 1997). Entretanto, nas regides do Tridngulo
Mineiro, Alto Paranaiba ¢ Sul de Minas, o café produzido apresenta atributos
especiais como "corpo” e acidez, sendo que, nas duas primeiras regides,
apresentam um corpo mais acentuado, enquanto o Sul de Minas sempre se



caracterizou como regido produtora de bebida de acidez desejavel (Chalfoun,
1996).

Chagas (1994) observou que um dos fatores que faz o Cerrado mineiro
despontar como produtor de café de melhor qualidade, e consequentemente
alcangar melhor preco, é o clima. Na regiio do Cemado ha chuvas em
abundéncia durante a época da florada, enquanto no periodo da colheita, que
dura em torno de quatro meses, a umidade relativa é baixa, dificultando a
contaminagdo dos frutos pelos microrganismos causadores de fermentagSes
indesejaveis. A importincia de um adequado manejo dos frutos apés a colheita
tem sido enfatizada (Menon, 1989), pois este diminui o crescimento microbiano
e, consequentemente, as fermentagSes indesejaveis (Bitancourt, 1957).

Y
2.4 Processamento do café: fermentacio e secagem
O estadio do processamento é considerado a fase mais critica para
preservagdo e incremento da qualidade do café (Menon, 1989 ¢ Valencia, 1973)
influenciando diretamente aspecto, qualidade e rendimento (Rena et al., 1986).
Os grios de café, apos colhidos, podem ser processados por via seca
(café natural) ou por via umida (café despolpado), segundo Van Pee ¢ Castelein,
1972; Menchi e Rolz, 1973; Jones e Jones, 1984; Clarke ¢ Macrae, 1987;
Puerta, 1996; Chalfoun e Carvalho, 1997; Puerta, 1998 e Brando, 1999. Os
fatores que determinam o método a ser usado sdo governados pela tradigdo e

economia de cada regido produtora (Sivetz e Desrosier, 1979).

-

As operagdes do processamento dos graos de café por via umida incluem
a colheita de graos cereja, lavagem e selegdo dos grios flutuantes (que serdo
processados separadamente), despolpamento, fermentagdo ou uso de enzimas ou
substdncias quimicas para demucilagéo, lavagem para remogio da mucilagem, -

secagem, beneficiamento e armazenamento (Jones e Jones, 1984; Clarke e



" Macrae, 1987; Chalfoun e Carvalho, 1997). O tempo de fermentagéo dependera
principalmente da altitude e variedade do café, podendo chegar a 78 h em altas
altitudes e 48 h a baixas altitudes para cafés arabicas na Etiopia (Woelore, 1993)
e 72 horas para cafés robustas na india (Menon, 1989). Esta é a etapa mais
critica do processamento por via imida (Puerta, 1998).

O processamento por via seca exige menos etapas e normalmente ¢ mais
prolongado do que por via umida (Puerta, 1996). O tempo de secagem ¢é
influenciado pela espessura da camada, tempo de movimentagdo das camadas e
principalmente pela condigdo climatica local (Androcioli Filho et al., 1999). Eles
trabalharam com duas espessuras de camadas (2 ¢ 6 cm) e movimentagéo das
camadas de 9, 4, 2, 1 vez ao dia e nenhuma movimenta¢fio. Observaram que
movimentando-se o café 9 vezes ao dia, o tempo de seca foi de 16 e 22 dias para
as espessuras de 2 e 6 cm, respectivamente. O tratamento dos gridos sem
nenhuma movimentagio diaria apresentou a maior diferenca (10 dias) entre as
camadas de 2 e 6 cm. Neste processamento, as etapas seguem a de colheita (n3o
selecionada dos grdos), lavagem ou ndo dos grdos, secagem em terreiros e/ou
secadores, beneficiamento e armazenamento (Jones e Jones, 1984; Clarke e
Macrae, 1987; Chalfoun e Carvalho, 1997).

No Brasil, o processamento por via seca é imperativo, ou seja, 0s grios
sdo colhidos e secos em cdco, em terreiros e/ ou secadores (Menchi e Rolz,
1973; Lacerda et al., 1985; Carvalho e Chalfoun, 1985; Puerta, 1996; Puerta,
1998;). Pelo preparo por via seca, obtém-se cafés de “terreiro” (Rena et al.,
1986, Lacerda et al., 1985; Gomes e Teixeira, 1974), terminologia hoje errdnea,
pois ha uso de secadores ou cafés “no-lavados” e, mais apropriadamente, “café
natural” (Brando, 1999). Neste tipo de processamento, a colheita é feita por
demrica, portanto, sem selegdo prévia dos grios em diferentes estidios de
amadurecimento (Instituto Campineiro de Ensino Agricola, 1987).



Em paises como Guatemala ¢ Coldmbia, o processamento faz-se
mediante lavagem e fermentagfo natural dos grios antes da seca (Calle, 1957;
Menchi e Rolz, 1973 e Puerta, 1996). Jones e Jones (1984) e Amorim e Amorim
(1977) atribuiram, ao processamento por via imida, cafés de melhor qualidade,
pois para este procedimento, € necesséria a colheita selecionada de grios cereja,
possibilitando a demucilagio. A melhor qualidade do produto quando
processado por via umida também foi observada por Van Pee e Castelein (1972)
em cafés do Congo. A qualidade da bebida é preservada e/ou aumentada por este
processamento, havendo cuidados na operagdo como, por exemplo, rapido
despolpamento e controle no tempo da fermentagiio, evitando fermentagSes
prolongadas e misturas do café fermentado e secagem (Puerta, 1996).

Cafés processados por via seca (café natural) sempre fornecem bebidas
de pior qualidade quando comparados aos cafés processados por via imida
(Jones e Jones, 1984), devido a sabores e aromas indesejados provenientes de
grios verdes, ndo excluidos na coleta, como “flavour” sujo ou gosto de lodo ou
terra pela contaminagdo por organismos do solo presentes pela ndo lavagem dos
grios (Menon, 1989). A qualidade do café por este processo fica na dependéncia
das condi¢des climaticas locais, no periodo de colheita e secagem (Lacerda et
al., 1985). Na auséncia de insolagdo e alta umidade do ar, os microrganismos
tém ambiente propicio para seu desenvolvimento, produzindo metabélicos
(acidos butirico e propidnico) que afetam a qualidade do produto final através da
difusdo destes da polpa para a semente (Carvalho, 1997).

O processamento por via seca favorece a obtengdo de cafés com defeito
“fermento” porque o café fica em contato por mais tempo com a polpa e
mucilagem, por ser uma barreira para perda de umidade dos grios (Puerta,
1996).

A perda de qualidade por via seca pode ser observada visualmente pela
coloragio apresentada nos grios apds o beneficiamento. Os grios que
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apresentam coloragdo amarela originam bebidas de pior qualidade (confirmada
pela prova da xicara ou pela atividade da polifenoloxidase), ¢ cafés que originam
bebidas de boa qualidade apresentamn grios em tons verde-azulados (Puerta,
1996; Jones e Jones, 1984).

A secagem dos grdos de café ¢ uma operagdo agricola comum nos dois
tipos de processamento. Cuidados na secagem do café podem melhorar a
qualidade (Lacerda Filho, 1986), principalmente em regides climaticamente
adversas que processam os grdos por via seca (Lacerda et al., 1985), devido &
presenga de microrganismos selvagens no café.

Cuidados nesta fase sdo exigidos, pois feita a derrica de graos em varios
estadios de amadurecimento, o tempo de secagem dos grios é diretamente
proporcional a umidade. Grios verdes e cerejas apresentam 50 a 70 % de
umidade; passas, de 35 a 50 %,; bdia, de 25 a 35 %, e coco, menos de 25 % de
umidade (Bartholo e Guimardes, 1997).

Lacerda Filho (1986) publicou novas técnicas de secagem, incluindo a
seca no terreiro € em secadores. Melhores resultados na secagem dos grios
foram obtidos iniciando a seca em terreiro e, posteriormente, em secadores
(Sivetz e Desrosier, 1979 e Lacerda Filho, 1986). O emprego da secagem
artificial elimina ou diminui a influéncia dos fatores atmosféricos na secagem.
Isto permite um melhor controle da uniformidade da umidade (Instituto
Campineiro de Ensino Agricola, 1987), essencial para um bom beneficiamento e

armazenamento.

2.4.1 Microbiota da fermentacio do café

A flora microbiana do café é bastante variada e sua atuagfio esta
diretamente relacionada a alguns sabores e aromas que alteram as caracteristicas
peculiares do produto (Bitancourt, 1957). Bitancourt (1957) analisando cafés em

diferentes fases do preparo, no cafezal e no terreiro de secagem, fez diversos
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isolamentos e observou que os fungos mais abundantes foram Colletotrichum
gloeosporioides Penz, Colletotrichum coffeanum (Zinn) Noack, Fusarium sp. e
bolores verdes (Penicillium spp,). Também foram identificados: Aspergillus
niger v. Tiegh, no café seco no temreiro, e Cladosporium, que foi encontrado até
o estadio seco no pé e ndo no terreiro durante a secagem, como normalmente
ocorre com outros fungos. Ainda neste trabalho, verificou-se que no café seco do
terreiro, 55% dos frutos apresentaram leveduras. Agate ¢ Bhat (1966) isolaram
leveduras produtoras de pectinases durante a fermentagdo de café processado via
umida. Encontraram espécies de Kluyveromyces, Saccharomyces ¢ atribuiram a
acdo das pectinases na pectina da polpa do café a atividade microbiana
leveduriforme. Van Pee e Castellein (1972) também estudaram a microbiota
durante o amadurecimento e beneficiamento de café no Congo e encontraram
uma flora variada, com grande porcentagem de Enterobacteriaceaes e algumas
leveduras. Arunga (1982) ressaltou a importincia dos microrganismos na
fermentagdo de café e citou que os principais géneros de microrganismos
encontrados por outros pesquisadores foram Bacillus, Erwinia, Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Apesar destes isolamentos ja realizados em cafés
processados por via imida, ainda n3o se conhece o papel de cada tipo de
microrganismo que se desenvolve no processo por via umida ou via seca, em
fungdo da complexidade destes tipos de fermentagdo e a falta de pesquisa na
area.

Trabalhos realizados, no Brasil, por Carvalho, Chalfoun e Chagas (1989)
e Meirelles (1990) demonstraram uma elevada taxa de contaminagio
microbiana nos cafés de pior qualidade (rio ¢ riado). Foi também constatado que,
nestes cafés, a umidade dos grdos beneficiados se achava em teores superiores a
10%, valor este, segundo Moreau (1979), favoravel ao desenvolvimento de
Aspergillus flavus e A. niger, produtores de aflatoxinas. O perigo de
contaminacdo se agrava, uma vez que esta alta umidade do grdo favorece o

12



larvas deixam um orificio, nas paredes dos frutos, através do qual vido penetrar
os microrganismos. Estes se nutrem dos restos de agiicares da polpa e provocam
uma seca rapida dos frutos, que caem ou permanecem na planta. Os mesmos
autores concluiram que o controle de insetos, particularmente da mosca-das-
frutas, podera diminuir a queda dos frutos e a incidéncia de microrganismos,
consequentemente, ocorrendo uma melhoria na qualidade do café.

Carvalho e Chalfoun (1985) citam que na produgio de café natural (sem
despolpamento), o fruto € seco integral. Durante a secagem, a mucilagem é
digerida e degradada, constituindo material alimentar para semente, propiciando
uma continuagdo do seu metabolismo e respiragdo. Estas mudangas quimicas
modificam o sabor do café, o qual podera ser prejudicado ou melhorado de
acordo com a presenga ou auséncia de microrganismos contaminantes.

[\O café¢ despolpado e o café natural estio expostos a uma diversidade de

icrorganismos, tais como leveduras, fungos filamentosos e bactérias, que
encontrando condigdes favoraveis para desenvolverem, infectam os gréos. Estes
microrganismos, em seu desenvolvimento, produzem enzimas que agem sobre
os componentes da mucilagem, principalmente os agucares, fermentando-os e
produzindo alcool. Este pode ser desdobrado em acido acético, lactico, butirico e
outros acidos carboxilicos superiores. Ao se iniciar a produggo de acido butirico
¢ propidnico, comegam a haver prejuizos na qualidade do café (Amorim e
Amorim, 1977), por este fornecer a bebida de café sabores desagradaveis, como
os de cebola (Monaco, 1961). Estes compostos sio produzidos em condi¢des
favoraveis de anaerobiose quando os griios sdo amontoados. Esta producdo de
acido butirico talvez esteja mais relacionada com bactérias e leveduras do que
com fungos filamentosos que, em geral, sdo aerdbios (Bitancourt, 1957).

Os principais acidos presentes no café sio o milico e citrico, que sdo
responsaveis por uma acidez desejavel, proporcionando sabor acido

caracteristico e desejavel ao produto (Sivetz, 1963).
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desenvolvimento destes fungos durante a fase de anmazenamento. Partindo-se da
hipétese de serem os microrganismos responsaveis pela origem dos cafés duros,
Krug (1940a) comparou fungos filamentosos isolados de café cereja, seco no pé
e seco no chio, mostrando 0% de fungos para o cereja, 15% para seco no pé e
21% para seco no chdo. O mesmo autor verificou, em 1940b, uma relagdo entre
microrganismos e sabor da bebida. Foi observado que os cafés que apresentam
qualidade inferior de bebida tinham tido uma colonizagio microbiana mais
intensa. Cafés classificados como mole apresentaram um total de 9,28% de
microrganismos, sendo 3,38% de Fusarium sp; cafés apenas mole apresentaram
um total de 23,40%, sendo 11,04% de Fusarium sp; café duro, 44,9%, sendo
23% de Fusarium sp, e para cafés rio, um total de 54,50% de microrganismos,
sendo 34,5% de Fusarium sp.

Carvalho, Chalfoun e Chagas (1989), estudando a relagdo entre
classificagdio do café pela prova de xicara e composigdo fisico-quimica, quimica
e microflora presente no gro beneficiado, concluiram que as amostras de café
classificadas como de bebida mole e duro apresentaram indices de contaminagio
de Fusarium roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus
acentuadamente menores que os cafés classificados como de bebida riada e rio.
Por outro lado, apresentaram indices igualmente elevados dos fungos Fusarium
sp e Penicillium sp. O fungo do género Cladosporium predominou nos cafés
classificados como de bebida mole e dura.

Segundo Krug (1947) e Bitancourt (1957), as injirias da pelicula dos
frutos, ocasionadas por insetos, particularmente a mosca-das-frutas, possibilitam
o acesso de fungos e bactérias. Trabalhos realizados em frutos de diversas fases
de maturagio demonstraram que as moscas comegam sua postura quando os
fratos passam de verde para amarelados, ¢ que as larvas atingem o
desenvolvimento maximo ao sairem dos frutos, transformando-se, em seguida,

em pupas no chio. Quando os frutos estdo na fase de cereja, na imigragdo, as
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/ Um sério problema ligado a secagem de café em temeiros € a

;
<

contaminacdo pelos microrganismos. Como a secagem se processa mais
lentamente em virtude das camadas do pericarpo do fruto, ele fica imido por
mais tempo, aumentando o periodo durante o qual os microrganismos podem se
desenvolver. Um outro fator que agrava essa situagdo € que as camadas do
pericarpo dos frutos constituem um meio muito mais favoravel ao

desenvolvimento dos microrganismos do que o pergaminho dos grios

- despolpados, devido ao alto conteiido de agiicares, tomando a protegdo do café,

contra tal risco, mais dificil.

O grupo de microrganismos mais citado na literatura é o de fungos
filamentosos, havendo ainda poucos trabalhos sobre fungos leveduriformes e
bactérias.

Os principais géneros relatados de fungos filamentosos isolados de grios
de café nos diferentes estadios de maturagdo, processamento e beneficiamento
estdo listados na Tabela 1.

Viérios trabalhos visaram a detecgio de micotoxinas em grios
beneficiados de café e relatam as espécies de fungos filamentosos que
provavelmente estdo relacionados com a produgdio de substincias toxinogénicas
(Tabela 2).

A presenga de leveduras durante o processamento via umida de café foi
constatada por alguns autores (Van Pee e Castelein, 1971; Daivasikamani e

Kannan, 1986) em cafés robusta. Entretanto, poucos referem-se a contribuigio
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TABELA 1 Principais géneros de fungos filamentosos isolados e identificados em grios de café em diferentes estadios

de maturagdo, processamento e beneficiamento.

Funﬂ)s Pais Referéncias
Alternaria Brasil Mislivec, Bruce ¢ Gibson, 1983
Aspergillus Brasil;fndia Bitancourt, 1957, Wosiacki, 1977; Mislivec, Bruce ¢ Gibson, 1983; Daivasikamani ¢ Kanan,
1986; Carvalho, Chalfou ¢ Chagas, 1989; Meircllcs, 1990; Amorim ¢ Mclo, 1991; Alves, 1996.
Cercospora Brasil Alves, 1996
Cladosporium Brasil; india Bitatcourt, 1957; Teixeira ct al., 1977; Wosiacki, 1977; Daivasikamani ¢ Kanan, 1986; Carvalho,
Chalfoun ¢ Chagss, 1989; Mcirelles, 1990; Chalfoun ct al., 1992; Alves, 1996.
Colletotrichum Brasil Bitancourt, 1957; Tcixcira et al., 1977; Wosiacki, 1977
Epicoccum Brasil Bitancourt, 1957; Teixeira el al., 1977
Fusarium Brasil; México Krug, 1940; Bitancourt, 1957; Gordon, 1960; Tcixeira ct al., 1977, Wosiacki, 1977; Carvalho,
Chalfoun e Chagas, 1989; Mecirellcs, 1990; Chalfoun et al., 1992; Roussos et al., 1995; Alves,
1996.
Mucor Brasil; india Daivasikamani ¢ Kanan, 1986; Alves, 1996
Penicillium Brasil; México; Bitancourt, 1957; Calle, 1957, Wosiacki, 1977; Tcixcira ct al., 1977; Mislivee, Bruce ¢ Gibson,
Colémbia 1983; Daivasikamani ¢ Kanan, 1986; Carvalho, Chalfoun ¢ Chagas, 1989; Meirclles, 1990;
Chalfoun et al., 1992; Roussos, 1995; Alves, 1996
Phoma Brasil Alvcs, 1996
Phomopsis Brasil Bitancourt, 1957
Trichoderma India; México Daivasikamani ¢ Kanan, 1986; Roussos et al.., 1995




Ll

TABELA 2 Espécies de fungos filamentosos potencialmente toxigénicos.

REFERENCIAS

ESPECIES

Mislivec, Bruce ¢ Gibson. (1983)

Abdel- Hafez e El Maghraby (1992)

Liardon, Braendlin e Spadone, 1992

Aspergillus flavus; A. niger; A. tamarii; A. ochraceus; A. wentii; A.
versicolor;  Cladosporium herbarum; F. stilboides; Penicillium
chrysogenum; P. viridicatum; P. islandicum

Aspergillus flavus; A. fumigatus; A. niger; A. parasiticus; A. sydowii; A.
tamarii; A. terreus; Cladosporium cladosporoides; C. herbarum; C.
macrocarpum;  Fusarium  oxysporum; Penicillium  albidum; P.
brevicompactum; P. chrysogenum; P. citriunum; P. cyclopium; P.
Suniculosum; P. jensenii

Aspergillus fumigatus; A. niger; Fusarium graminearum; Penicillium

granulatum




destes microrganismos na qualidade do café e outros nem mesmo identificaram
os isolados quanto & espécie.

Agate e Bhat (1966) isolaram na india, leveduras pectinoliticas de cafés
robusta e argumentam sobre a agdo destas na degradagdo da mucilagem devido a
alta capacidade pectinoliticas de Saccharomyces marxianus (Kluyveromyces
marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), S. bayanus, S. cerevisiae var.
ellipsoideus. Frank, Lum e Deal Cruz (1965) encontraram, em seus isolados,
predominio de bactérias e poucas leveduras n3o identificadas, mas acreditaram
ndo serem capazes de degradar a mucilagem dos gridos. Van Pee e Castelein
(1971) identificaram leveduras do género Candida, sendo C. guilliermondii var.
membranaefaciens, na superficie e mucilagem dos grdos; C. parapsilosis,
Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata (Candida famata (Harrison) S.A.
Meyer & Yarrow (Yarrow and Meyer 1978), Saccharomyces marxianus
(Kluyveromyces marxianus (EC Hansen) van der Walt, 1971), Candida
tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e Candida pelliculosa na superficie dos
graos. Daivasikamani ¢ Kannan (1986) citaram a ocorréncia de leveduras de
coloragdo rosa em cafés robusta até o quinto dia de incubago.

Assim como as leveduras, a flora bacteriana esta presente nos graos de
café sem, no entanto, conhecermos sua agdo fermentativa na qualidade da bebida
de café.
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Rose (1982) e Agate e Bhat (1966) afirmam que bactérias predominantes
no café sio pectinoliticas, Gram negativas, ndo formadoras de esporos e
fermentadoras de lactose. Jones e Jones (1984) argumentam que caracterizar as
bactérias predominantes pela fermentagio de lactose torna os dados confusos,
pois este dissacarideo n3o estd presente na composigdo quimica dos grios de
café.

Agate ¢ Bhat (1966) isolaram bactérias identificadas como
Streptococcus, Pseudomonas, Flavobacterium e Proteus, mas nenhum estudo
com estes isolados foi realizado a fim de se conhecer sua capacidade
pectinolitica. Vaughn et al. (1958) isolaram Erwinia dissolvens (reclassificada
atualmente como Enterobacter dissolvens (Rosen) por Brenner et al (1986),
segundo The Prokaryotes (Balows et al., 1992)) e demonstraram a capacidade
pectinolitica de degradagdo da mucilagem dos grios de café por esta bactéria.

Em amostras de café da Colombia e México, Pederson e Breed (1946)
isolaram fungos filamentosos e leveduriformes e bactérias dos tipos cocos e
bastonetes microaerofilicos, como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
Pplantarum, Lactobacillus brevis e Streptococcus faecalis, as quais estariam
atuando na lise da mucilagem, porém nio no seu desprendimento.

Variagdes na microbiota e sua interferéncia na degradagdo e qualidade
da bebida de café podem estar associadas & composigdo diferente do mesocarpo
(mucilagem). As diferencas no tipo de pectinases produzidas pelos organismos,
podem afetar o grau de despolimerizagdo dos componentes da pectina que
poderiam, entdo, influenciar a sele¢do do grupo de microrganismo dominante
(Jones e Jones, 1984).

2.5 Armazenamento, Torracio, Moagem

Apds beneficiados, os grios de café podem ser armazenados, na
entressafra, em sacos de juta, em galpdes arejados e limpos. A umidade ideal de
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armazenamento € de 11 a 12 % (Instituto Campineiro de Ensino Agricola, 1987),
a fim de se evitar a proliferagdo de fungos de armazenamento, como os do
género Penicillium e Aspergillus (Christensen e Kaufamann, 1969).

Um dos requisitos para obtengdo de uma boa bebida de café é o grau de
torragdo, que pode ser claro, médio ou escuro (Coelho, Pereira e Licciardi,
1999). O grau de torragdo dependera do paladar do consumidor. No Brasil, a
torragdo dos grdos € média, a qual acentua o sabor e aroma (Coelho, Pereira e
Licciardi, 1999), com moagem fina, permitindo uma maior solubilidade de
solidos, reforgando o sabor do café (Sivetz e Desrosier, 1979). Cafés arabes e
turcos também apresentam torragdo escura e moagem fina, enquanto o preparo
de bebida de café na América Latina ndo apresenta torragdo escura € nem
moagem fina (Sivetz e Desrosier, 1979).

2.6 Classificacio da bebida do café

A qualidade do café brasileiro € avaliada principalmente em fungdo de
duas classificagdes: a primeira se baseia nas caracteristicas fisicas, como tipo
(Classificagdo quanto ao tipo nas Tabelas 1A e 2A em anexo), através de seu
aspecto de pureza, e a segunda pelo aroma da bebida (Instituto Brasileiro do
Café, 1977; Carvalho et al., 1994). Amorim et al. (1977) e Prete (1992) definem
a qualidade como sendo o resultado da somatéria de atributos fisicos do grig
cru, como cor, tamanho, densidade, forma e uniformidade; dos atributos do grid
torrado, destacando a homogeneidade na cor e cor da pelicula prateada, e das
caracteristicas organolépticas da bebida, expressas pelo gosto e aroma. Na
comercializagdo do café, a qualidade da bebida tem maior peso que os outros
atributos, podendo haver uma diferen¢a em torno de 30% no prego entre cafés
finos (bebida mole) e os de pior qualidade (bebida rio). A classificagdo por Tipo
¢ realizada segundo a Tabela Oficial Brasileira de Classificagdo do Instituto
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Brasileiro do Café (1977), enquanto a classificagdo feita pela “prova da xicara”,
que surgiu no Brasil no inicio do século XX foi adotada pela Bolsa Oficial do
Café e Mercadorias de Santos, a partir de 1917.

A classificagdo da bebida utilizada ainda hoje foi instituida por Garruti-¢
Conagin (1961), na qual foi estabelecida uma escala de valores para avaliagdo da
bebida do café, representada por média de 160 determinagdes feitas por
degustadores previamente selecionados e treinados. Esta classificagdo separa o
café em: ‘estritamente mole’, como bebida de sabor suavissimo e adocicado;
‘mole’, como bebida de sabor suave acentuado e adocicado; ‘apenas mole’,
bebida de sabor suave, porém com leve adstringente e gosto aspero; ‘dura’,
bebida com sabor adstringente e gosto aspero; ‘riada’, bebida com leve sabor de
iodoformio ou acido fénico, e ‘rio’, bebida com forte e desagradivel sabor,
lembrando iodoformio ou écido fénico.

Fairbanks (1962) citado por Wiezel, J.B.C (1981) afirmou que a
classificagio por bebida é um trabalho complexo e exige nio somente um
conhecimento perfeito e grande pratica, como também a educagdo do paladar.
Este devera ser apurado a fim de possibilitar distinguir, com precisdio, ndo
apenas as vaniedades de bebida, mas também aromas, corpo, acidez e
adstringéncia. Esta avaliagdo deve ser cuidadosa, pois o café é um dos poucos
produtos agricolas que recebe valor comercial equivalente 4 sua qualidade.
Valencia (1973) afirmou que a prova da xicara é uma opinido determinada
subjetivamente pela capacidade sensorial do provador, que pode ser deformada e
nao € apta como padrio de qualidade.

Varios estudos afirmam que a andlise de compostos quimicos presentes
no grio processado estdo relacionados com a qualidade da bebida, como a
enzima polifenoloxidase. Amorim e colaboradores (1975 ; 1977) relacionaram a
baixa atividade da polifenoloxidase em cafés de piores bebidas.

21



Carvalho et al. (1994) mostraram que o indice de atividade da
polifenoloxidase, associado ao indice de coloragdo, permitem avaliar de modo
mais objetivo a qualidade do café, e elaboraram uma tabela para classificagdo da
bebida. A Tabela 3 mostra a relagio entre atividade de polifencloxidase e
qualidade da bebida produzida.

TABELA 3 Qualidade da bebida produzida e atividade de Polifenoloxidase (U/
minuto/ g de amostra) em grios de café.

Classificagdo pela Prova de Xicara Atividade de Polifenoloxidase
Faixa de Variagdo
Estritamente Mole 67,66 - 74,66
Mole 64,16 - 67,66
Apenas Mole 62,99 - 66,94
Dura 55,99 - 62,99
Riada 37,33 - 53,66
Rio 36,16 - 47,83

Fonte: Carvalho et al. (1994).

Esta atividade enzimatica foi também estudada por Chalfoun (1996), que
confirmou ser este um bom parametro para avaliagdo qualitativa do café, pois o
menor valor de sua atividade é explicado pelo fato dos cafés que passaram por
condigbes de injuria, seja de origem patolégica ou mecdnica, apresentarem
bebida de pior qualidade. A veracidade da anilise da enzima polifenoloxidase
sobre a classificagdo da bebida de café foi confirmada por Pimenta, Chagas e
Costa (1997), cuja analise possibilitou a classificagdo de cafés de “estritamente
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mole” a “rio”, enquanto pela anlise sensorial, todas as amostras foram julgadas

como “bebida dura”.

2.7 Composiciio quimica dos grios de café de bebidas de qualidade inferior

O sabor e aroma caracteristicos de café sdo formados pela decomposigio
de substincias durante o processo de pirélise (torragao). Os produtos da torragdo
sdo agucares caramelizados, carboidratos, acido acético e seus homoélogos,
aldeidos, cetonas, furfural, ésteres, acidos graxos, aminas, CO, e sulfetos
(Carvalho, Chagas ¢ Chalfoun, 1997). Estes compostos sdo provenientes de
precursores como trigonelina, sacarose, frutose, glicose, aminoacidos livres e
peptideos e mais de 500 compostos (Jones e Jones, 1984).

Sabe-se, no entanto, que cafés de mesma variedade podem ndo fornecer
o mesma qualidade de bebida devido a ma conduta durante e ap6s a colheita,
gerando transformagées, nos gréos verdes, de natureza enzimatica, envolvendo
principalmente as polifenoloxidases, glicosidases, lipases e proteases (Amorim e
Teixeira, 1975).

O grio verde de café que origina bebidas finas pode ser caracterizado da
seguinte maneira: coloragio verde- azulada (Jones e Jones, 1984) devido &
presenga do complexo magnésio- dcido clorogénico (Northmore, 1967) ou,
como sugere Gibson (1971) ,pela presenca de cafestol ¢ "Kahweol"; presenca de
compostos redutores, principalmente aldeidos (Calle, 1963); pequenas
concentragdes de acetaldeido (Rodriguez, Franco ¢ Yamamoto, 1969) e alta
atividade de polifenoloxidase (Amorim e Silva, 1968; Carvalho, Chagas e
Chalfoun, 1997; Pimenta, Chagas ¢ Costa, 1997).

Amorim et al,, (1977) pesquisaram as alteragdes provocadas nos grios
de café que originam bebidas de qualidade inferior e, observaram que a primeira

mudanga acontece na desorganizagio das membranas celulares, colocando em
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contato compostos antes separado por elas, provocando a descoloragio dos grios
(Amorim, Aoki e Costa, 1980).

As caracteristicas de grdos verdes de café que originaram bebidas
inferiores sdo: paredes celulares mais finas, possibilitando a liberagdo de volateis
e de compostos que depreciam a qualidade (Amorim et al,, 1976); menor
densidade dos grdos; maior presencga de agucares redutores; maior concentragio
de acido clorogénico (Amorim et al., 1973; Vilas Boas, Padua e Cravalho,
1999); perda da atividade de peroxidases e polifenoloxidases (Amorim e
Amorim, 1977); menor concentragdio de lipidios e compostos fénicos nos
bordos; maior lixiviagio do potassio; decréscimo de material insaponificavel
(Amorim et al., 1977); maior concentrag@o de proteinas de baixo peso molecular
(Amorim e Amorim, 1977; Jones e Jones, 1984).

Em cafés brasileiros, a maior concentragio de compostos fenélicos,
como o acido clorogénico, pode ser sugerida pelo ataque intenso do fungo
filamentoso do género Fusarium (Krug, 1940a) que induz a planta a alterar seu
metabolismo e produzir compostos de defesa (Uritani , 1961 citado por Amorim
etal., 1973).

2.8 Enzimas do café

A presenga de enzimas nos grios de café pode servir como pardmetro
para determinagiio da qualidade da bebida. Outras enzimas. de origem
microbiana, podem atuar sobre a mucilagem dos grios de café degradando-os,
podendo favorecer ou prejudicar o processamento e qualidade da bebida. As
enzimas polifenoloxidases (PFO) e peroxidases (PER) sdo indicadoras de
qualidade da bebida de café, e outras enzimas, como pectinases, celulases e

xilanase, favorecem a degradagdo de compostos complexos quimicamente ¢
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importantes no processo fermentativo do café (Amorim e Amorim, 1977 Jones
e Jones, 1984).

2.8.1 Polifenoloxidase

A polifenoloxidase (PFO) (1,2- benzenediol: oxigénio oxido redutase;
EC 1.10.3.1), também ¢ conhecida como tirosinase, fenolase, catecol oxidase,
mono fenol oxidase, cresolase e catecolase. Encontra-se em humanos (no
processo de melanizagdo da pele), animais (no processo de esclerotizagdo das
cuticulas de insetos) e em plantas, nas quais exerce um efeito protetor contra o
ataque de insetos e microrganismos (Whitaker, 1995).

Quimicamente, a PFO ¢ uma enzima ciiprica que oxida os o-difendis a
quinonas (Amorim ¢ Amorim, 1977 e Whitaker, 1995). Considerada como
Ieuzima de membrana, € ativada quando liberada. Trata-se de uma importante
enzima na determinac¢do de qualidade e valor econdomico de frutos e vegetais
estocados e processados (Whitaker, 1995). Sua atividade é reduzida pelo produto
formado na sua catalise (Amorim e Amorim, 1977).

Em café, cacau, cha, ameixas, uva seca preta e figo, a agdo desta enzima
¢ desejavel (Whitaker, 1995), conferindo coloragdo caracteristica ao produto.
Porém, quando alimentos sao processados de modo incorreto, a agdo enzimatica
torna o produto rejeitado pelo consumidor. Muitos sdo os relatos, na literatura,
sobre a relagdo desta enzima com a qualidade da bebida de café (Pimenta et al.,
1997; Carvalho, Chagas e Chalfoun, 1997; Amorim e Amorim, 1977:; Amorim,
Smucher e Pfister, 1976; Amorim e Silva, 1968; Jones e Jones, 1984; Valencia,
1973; Amorim et al., 1977, Draetta e Lima, 1975).

Sabe-se que a PFO pode ser encontrada na parte externa dos graos, no
centro e no embrido (Amorim, Smucher e Pfister, 1976), fora de contato com seu

substrato, os compostos fenolicos. Em cafés mal processados, as injurias



permitem o contato da PFO com compostos fenélicos, como o 4cido clorogénico
e caféico, oxidando-os. Esta oxidagiio produz as quinonas, que se ligardo com
aminodcidos, produzindo coloragio amarronzada na pelicula prateada e no
centro do grdo (Amorim e Teixeira, 1975).

A atividade de PFO pode ser usada na diferenciagio de espécies de café
analisando-se as sementes secas. Estudos feitos por Oliveira (1972) mostraram
esta correlagdo. Em Coffea dewevrei, a atividade determinada foi de 100 %; em
Coffea canephora a atividade foi de 58,2 %, em Coffea liberica, a atividade foi
de 23,5 %, ¢ em Coffea arabica, houve atividade entre 10 e 13 %. Neste mesmo
trabalho, Oliveira (1972) afirmou que nd3o é possivel distinguir variedades de
Coffea arabica somente pela determinagdo da atividade de polifenoloxidase,
pois os valores encontrados sdo muito similares.

A classificag@o da bebida pela PFO permite uma real identificacio da
qualidade da bebida, permitindo agregar valor ao produto, proporcionalmente a
sua qualidade.

Assim como a PFO, a peroxidase também se relaciona com a qualidade
da bebida, ou seja, quanto menor sua atividade, pior a qualidade da bebida de
café. Oliveira (1972) relatou que so € possivel relacionar atividade da peroxidase
quando a avaliagdo € feita comparando-se cafés de pior qualidade com outros.
Esta perda de qualidade se di mediante o esbranquicamento dos gréos, nos quais
a lesdo das membranas provocadas por injurias, seja no processamento ou
armazenamento, coloca a peroxidase em contato com o substrato, H.O.
(Amorim et al., 1977; Amorim e Melo, 1991).

8.2 Pectinases
A mucilagem dos griios de café apresenta, em sua composigdo, pectinas

e outros compostos, que podem ser substratos de enzimas da propria mucilagem
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ou para agio de enzimas microbianas. A despolimerizagio da pectina ¢é
geralmente associada com o amadurecimento dos frutos (Wong, 1995).

A rapida degradagdo da mucilagem € importante para a melhoria da
qualidade da bebida de café, pois ¢ um meio rico para o desenvolvimento de
microrganismos que, através de seus metaboélitos, podem depreciar a qualidade
da infusdo (Carvalho e Chalfoun, 1985). Para tal degradacédo, € necesséaria a ag#o
de enzimas pectinoliticas. Jones e Jones (1984) afirmam que as enzimas da
mucilagem ndo sdo capazes de degradi-la na auséncia de microrganismos. O
controle da fermentagdo para degradacdo da mucilagem, no entanto, ndo € um
procedimento simples, pois fermentagSes prolongadas deterioram a qualidade da
bebida (Jones e Jones, 1984). Boccas et al. (1994) afirmam que algumas
indistrias preferem acrescentar aos grios enzimas pécticas comerciais para
hidrélise da mucilagem. Estas enzimas sio produzidas em escala industrial por
microrganismos selecionados.

Substéncias pécticas sdo substincias heterogéneas na estrutura quimica e
tamanho molecular. A estrutura quimica basica das substéncias pécticas é a-D-
galacturonas ou o-D- galacturonoglicanos em cadeias lineares de 1,4- o-D-
galactopiranosﬂuronico. O polimero contém varios graus de esterificagio com
grupos carboxilicos e metoxilicos (Wong, 1995).

As enzimas pécticas podem ser classificadas de acordo com seu modo de
acdo, sendo que a poligalacturonase (PG) catalisa a quebra das ligagdes
glicosidicas o 1,4. As exo PG ( exo- poli- 1,4 a-D galacturonohidrolase - EC.
3.2.1.67) atacam as porgdes finais ndo redutoras, enquanto as endo PG ( endo-
poli a-D- glicanohidrolse- EC 3.2.1.15) atacam a molécula aleatoriamente;
pectinesterase (pectina pectilhidrolase- EC 3.1.1.11) catalisa a desmetoxilagio
do polimero; a pectato liase (endo e exo -poli 1,4 a-D- galactoronideo liase)
catalisa a clivagem de grupos desmetoxilados via B eliminagdo, e a pectina liase
catalisa a clivagem de unidades de galacturonato esterificados (Wong, 1995).
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A pectina esterase, PE (EC 3.1.1.11), ¢ a inica enzima péctica propria da
mucilagem atuando na desmetoxilagdo do polimero (Elias, 1978). A agdo de
microrganismos na mucilagem parece ser restrita a bactérias, segundo Jones e
Jones (1984), os quais ndo encontraram isolados filngicos capazes de produzir
pectinases. Entretanto, Boccas et al. (1994) selecionaram espécies de fungos
filamentosos super produtores de pectinas para producdo em escala industrial a
partir da polpa e mucilagem dos grios de café.

Van Pee e Castelein (1972) observaram que somente Erwinia dissolvens
(renomeada como Enterobacter dissolvens segundo The Prokaryotes, 1992) foi
capaz de produzir exo poligalacturonases e nenhuma produgdo de
polimetilgalacturonase e polimetilesterase foi observada. Alguns anos depois,
Jones e Jones (1984) também isolaram bactérias que s6 produziam enzimas que
atuavam em pectinas com baixo grau de metoxil'as;io ou em 4acidos
poligalacturénicos.

Agate ¢ Bhat (1966), trabalhando com cafés robusta na india, isolaram
espécies de Saccharomyces e Schizosaccharoniyces e afirmaram sobre a agdo
destas leveduras na degradagiio da mucilagem, tendo sido identificadas as
leveduras altamente pectinoliticas Saccharomyces marxianus (renomeada de
Kluyveromyces marxianus (E.C. Hansen) van der Walt (1971) Kurtzman e Fell,

1998), S. bayanus, S. cerevisiae var. ellipsoideus.

2.8.3 Celulases e xilanases
A parede celular da casca do fruto de café ¢ composta por celulose e
hemicelulose. A celulose é um polimero de glicose com regides altamente

complexas, regides cristalinas e regides amorfas. Amplamente encontrada na

natureza, sua degradagfio representa uma perspectiva ecologica, uma aplicagdo ,

industrial on uma fonte para crescimento microbiano (Goyal, Gosh e Eveleigh, *
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- 1991). Para tal degradagdo, sdo necessarias enzimas especificas, como as
endoglucanases (1,4- beta- D- glucano 4- glucanohidrolase), celobiohidrolase
(1,4- beta- D- glucano celobiohidrolase) e as 8 glicosidases (beta -D- glicosideo
glicohidrolase) (Wong, 1995).

E conhecido o alto gran de contaminagdo dos grdos de café por fungos
filamentosos em vérios estadios de processamento e beneficiamento, como ja foi
exposto no item 2.4.2. Para que haja a colonizagdo dos tecidos por estes
microrganismos, € necessiria a desintegragio da parede celular mediante o
ataque de celulases e xilanases.

Talvez sejam os fungos filamentosos os principais responsaveis pela
degradagio da parede celular por produzirem celulases secretadas
extracelularmente (Wong, 1995) e disponiveis em grandes quantidades (maior
que 20 g/1), como cita Goldman (1988).

Os fungos filamentosos podem secretar todo o sistema celulolitico (endo
e exo glucanase glicosidases), como acontece nas espécies Trichoderma reesei,
T koningii, T. viride, Fusarium solani, Penicillium pinophilum e P. funiculosum.
Ao contrario, a maioria das bactérias sintetiza somente endoglucanases e f
glicosidases (Wong, 1995).

A agdo das enzimas celuloliticas fungicas necessita de
sinergismo,principalmente entre endo glucanase e celobiohidrolases (Wong,
1995; Goyal, Gosh e Eveleigh, 1991). E neste sinergismo que se alcangara o
maior grau de degradagdo do polimero (Wong, 1995). O ataque inicial do
polimero de celulose acontece pela agdo das endo glucanases. seguida da acio
combinada de endo e celobiohidrolases, com a hidrolise final a glicose mediante
a agdo das glicosidases (Goyal, Gosh e Eveleigh, 1991).

As endoglucanases sdo responsaveis pela clivagem das ligagdes
glicosidicas § 1,4 ¢ atuam em celulose cristalina e em celuloses substituidas,
como a carboximetilcelulose. As celobiohidrolases liberam celobiose a partir da
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porcdo final ndo redutora de celuloses néo substituidas. As B glicosidases atuam
sobre as celobiose liberando mondémeros de glicose (Goldman, 1988; Wong,

1995).
A degradagdo da porgdo hemicelulolitica da parede celular fica a cargo

de endo B 1,4 xilanase (EC 3.2.1.8), que atua nas ligagSes B-D-xilanopiranosil

da xilana formando xilooligossacarideos.
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CAPITULO 2

INCIDENCIA DE MICRORGAN ISMOS EM GRAOS DE CAFE (Coffea
arabica) EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO.

RESUMO

SILVA, C.F. Incidéncia de microrganismos em griios de café (Coffea arabica
L) em diferentes estidios de maturacio. Lavras: UFLA, 2000
(Dissertagdo- Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).

Os grdos de café apresentam condig3es ideais para a colonizagdo por
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, pois sdo constituidos de agucares,
pectinas, celulose e 4gua. Um dos grandes problemas da cafeicultura brasileira e
mineira é a incidéncia destes microrganismos e sua possivel interferéncia na
qualidade da bebida. Estudos que visem o entendimento da acéio microbiana sdo
escassos e, quando presentes, tratam-se de processamento por via imida, o que,
na maioria das fazendas brasileiras produtoras, ndo ¢ procedimento padrio.
Assim, foi realizada a contagem e isolamento de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos presentes em grios de café processados por via seca durante a
maturagdo dos graos e colheita. As amostras de gréos de café foram coletadas de
modo a evitar contaminag¢des, em duas safras (1997 ¢ 1998), em 15 fazendas
localizadas na regido Sul de Minas Gerais. A popula¢do microbiana total varioun
de 3 x 10* a 2,2 x 10° Unidades Formadoras de Colénia/ grio (UFC/grio) com
valor médio de 1,6 x 10’. Em todos os estidios de maturagio, o grupo de
bactérias foi mais abundante do que fungos filamentosos e leveduras. A
contagem de bactérias, leveduras e fungos filamentosos variou
consideravelmente entre fazendas e nos diferentes estidios de maturagdo em
uma mesma fazenda, ndo sendo possivel estabelecer nenhuma relagéo. No
primeiro ano de coleta, houve predominio de bactérias Gram negativas, ¢ no
segundo ano, Gram positivas. Houve um aumento da populagdo leveduriforme
durante a fermentacgfo em terreiro em bebida classificada como "Riada”.

Comité Orientador: Dr* Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientadora)
Dr. Eustiquio Souza Dias - UFLA (Coorientador)
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ABSTRACT

SILVA, C.F. Microrganismos incidence in grains of coffee (Coffea arabica
L.) in different degree of maturation. Lavras: UFLA, 2000. (Dissertation-
Master ‘s degree in Food Science).

The coffee beans present ideal conditions for the colonization of
bacterias, yeasts and filamentous fungi as sugars, pectins, cellulose and water.
One of the great problems of coffee growing in Brazil and in Minas Gerais is the
incidence of these microrganisms and their possible interference in the quality of
the drink. Studies of microbial action are scarce and predominantly on wet
processing which is rarely performed in Brazilian farms.. The aim of this work
was to count and isolate bacteria, yeasts and filamentous fungi present in coffee
beans processed by dry method at different degree of maturation. The samples of
coffee beans were collected assepticamente during a two year period (1997 and
1998) on fifteen different farms in the Sul de Minas region. The microbial load
varied from 3 x 10° to 2.2 x 10° UFC/bean with a medium value of 1.6 x 10”. At
all stages, bacteria were the most abundant group, on average, then filamentous
fungi and finally yeasts. Counts of bacteria, yeasts and filamentous fungi varied
considerably between farms and at different stages of maturation and processing
on any one farm and no consistent pattern could be seen. Median counts were
not significantly different for fungi, yeasts and bacteria between the two years
although Gram negative bacteria dominated in a wet year and Gram positive
bacteria dominated in a dry year. Yeasts showed an increase during the
fermentation process.

Guidance Committee: Ds. Rosane Freitas Schwan (UFLA)
Ds. Eustdquio Souza Dias (UFLA)



1 INTRODUCAO

O processamento dos grdos de café apos a colheita pode ser realizado
por via imida ou via seca. Ambas originam, no final do beneficiamento, café
verde, como ¢é conhecido no comércio (Menchi e Rolz, 1973). No
processamento por via umida, os grios de café ja despolpados sofrem a agdo de
microrganismos para degradagio da mucilagem (Jones e Jones, 1984). Paises
como Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, El Salvador, Quénia (Puerta,
1996), Congo (Van Pee e Castelein, 1972) e india (Agate ¢ Bhat, 1966) utilizam,
tradicionalmente, o processamento por via imida. Neste tipo de processamento,
a fermentagéio natural tem que ser bem controlada quanto ao tempo, umidade
relativa (Puerta, 1996) e produgdo de acidos, que podem ser influenciados pela
temperatura ambiente, altitude (Woelore, 1993) e condigdio de aerobiose ou
anaerobiose (Menchi e Rolz, 1973). O controle nesta etapa € um dos fatores que
garante a boa qualidade dos cafés despolpados. Néo se pode desprezar, também,
a influéncia do grau de maturagio dos grios, tratamento com agua limpa e
secagem imediata ap6s a fermentagdo (Puerta, 1996).

No processamento por via seca, realizado principalmente em cafés
arabicas brasileiros (Menchii ¢ Rolz, 1973) e em cafés da Etidpia, os grdos sdo
colhidos em varios estddios de maturagdo e levados para terreiros e/ou secadores
para secagem com casca, polpa, mucilagem e semente (Lacerda et al., 1985;
Jones e Jones, 1984; Sivetz e Desrosier, 1979). A secagem dos grios € a parte
mais prolongada deste processamento devido ao alto teor de umidade, em tomo
de 70 %, presente nos grios (Bartholo e Guimarées, 1997).

Durante a secagem em terreiro, a qualidade final do produto ¢ bastante
influenciada pelas condigdes atmosféricas (Lacerda et al., 1985). Dependendo
destas condigdes, pode haver a colonizagdo por grupos de microrganismos que



utilizam os grios de café como substrato para seu desenvolvimento (Carvalho e
Chalfoun 1985).

Jones e Jones (1984) afirmaram que no processamento por via seca ndo
ha participagio de microrganismos. No entanto, uma incidéncia significante de
microrganismos ja foi mencionada por varios autores (Alves e Castro, 1998;
Liardon, 1989; Carvalho, Chalfoun e Chagas, 1989; Misli\{ec, Bruce e Gibson,
1983; Vaughn et al., 1958; Bitancourt, 1957; Krug, 1947, Krug, 1940).

Em localidades do Estado de Minas Gerais, principalmente Zona da
Mata e Jequitinhonha, onde se verifica alta umidade do ar (Cortez, 1997) e ha
chuvas na época da colheita, o produto é de baixa qualidade devido a
fermentagdes indesejaveis. Estas fermentagSes ndo sdo controladas e podem
resultar em produtos metabolicos microbianos, como dacidos butirico e
propidnico que, uma vez presentes no grdo, depreciardo a qualidade final da
bebida (Krug, 1945).

Vaughn et al. (1958) realizaram véirias observagdes sobre a
microbiologia da fermentagdo do café no Brasil e concluiram que a superficie
dos grios apresentou, inicialmente, uma populagdo bacteriana variavel entre 10
e 10° bactérias por grama, chegando a 10° bactérias por grama em 24 horas de
fermentagdo. Observaram crescimento de fungos filamentosos e poucas
leveduras. Liardon et al. (1989), estudando a origem do gosto "rio” em cafés
brasileiros, observaram significativa contamina¢io externa dos grios oriundos
de locais que forneciam bebida "rio".

Considerando que a maioria dos produtores de café no Brasil utilizam,
como procedimento padrido, o processamento por via seca e que nenhum estudo
foi ainda realizado para verificar a influéncia de grupos de microrganismos
interferindo na qualidade do café, objetivou-se, com este trabalho, quantificar,

isolar e identificar bactérias, leveduras e fungos filamentosos presentes em graos
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de café colhidos em quatro estadios de processamento em fazendas da regisio Sul
de Minas Gerais, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foram coletados grios de café, espécie Caoffea arabica var. Mundo
Novo, nos estadios de maturagdo cereja, passa, seco no pé e em terreiro em
quinze fazendas localizadas nas cidades do Sul de Minas Gerais: Lavras (2
fazendas), Campo Belo, Cristais, Trés Pontas e PerdSes, no primeiro ano de
coleta (1997), em Varginha, Machado, Botelhos, Pogo Fundo, Carmo do Rio
Claro, Trés Coragdes, Carmo da Cachoeira, Ijaci e Ilicinea, no segundo ano
(1998). As cidades amostradas foram escolhidas principalmente devido a
diferenca de altitude e proximidade com represa.

A localizagio das cidades no Estado de Minas Gerais pode ser
encontrada na Figura 1 e as condigSes climaticas e geograficas dos locais de
amostragem encontram-se¢ na Tabela 1. Dados de algumas cidades foram
agrupados em regibes de acordo com a proximidade da Estagiio meteorolégica.
Assim, na estagdo de Lavras podem ser agrupadas as cidades de Perddes e Ijaci;
na estacdo de Machado, Botelhos e Pogo Fundo e na Estagio de Sio Lourengo, a
cidade de Trés Coragdes. Os dados sobre altitude, temperatura média. maxima e
minima, precipitagio e umidade encontram-se na Tabela 2.

Os gréos, colhidos de forma a evitar contaminagdes ¢ aleatoriamente,
percorrendo vérios pés, nos estidios cereja, passa, secos no pé e secos em
terreiro de cimento, foram acondicionados em frascos esterilizados e
imediatamente transferidos para o laboratério de Microbiologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras - MG.
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TABELA 1 Dados sobre temperatura, umidade e altitude das cidades
amostradas para coleta de grios de café na regido Sul de Minas

Gerais.
Cidades Temperaturas médias (° C) Umidade Altitude
Méxima Minima ~ Média (¥ (@)
Botelhos 30 5 - - 970
Campo Belo 32 10 - - 780
C. Cachoeira 24 9 - - 907
C. Rio Claro 36 14 - - 750
Cristais 32 12 - - 920
Ilicinea 32 10 - -
Lavras 26,1 14,8 194 76,2 918.8
Machado 26,9 14,3 19,6 72.3 8733
Perddes - - - - 767
Poco Fundo 36 12 - - 845
Trés Coragdes 26.9 13.5 - 76.6 -
Trés Pontas 24 14 - - 902
Varginha 32 8 - - 894

Fonte: Enciclopédia dos municipios brasileiros, 1959, vol. XXIV, XXV, XXVI,
XXVIL, Rio de Janeiro.
Brasil (1969).
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TABELA 2 Dados médios, dos anos 1969 a 1999, sobre altitude, Temperatura
média, méxima e minima, precipitagdo e umidade nas trés estagGes
meteorologicas do Sul de Minas Gerais.

Esta¢des Temperaturas (° C) Umidade Precipitagdo  Altitude
Max.  Min. Média  oBivall) o) (m)
Lavras 26,1 14,8 194 76,2 1530 918,8
Machado 26,9 14,3 19,6 72,3 1593 873,3
S.Lourengo 27,1 13,3 19,1 76,4 1569 900,3

Fonte: Normais climatolégicas, 1969-1999.

2.2 Contagem e isolamento de microrganismos

Os grios de café foram escolhidos aleatoriamente, em mimero de vinte
(20), de cada estddio de maturagdo e processamento, e entdo colocados,
assepticamente, em Erlenmeyers com duzentos (200) ml de agua peptonada
estéril (1% de peptona e 5% de NaCl, esterilizada a 121° C/ 15 min.) nas quais
foram agitados durante vinte (20) minutos, em agitador orbital Tecnal - TE 140
em 80 rpm. A partir do extrato obtido, foram preparadas dilui¢des decimais de
10" a 10

Para a determinagdo da contagem total de bactérias e leveduras, foi
tomado 0,1 m! de cada dilui¢Zo, em triplicata, espalhando com al¢a de Drigalsky
no meio WL (DIFCO). Foi utilizado o meio "Eosine Methylene Blue"
(MERCK) para detecgdo prévia de Escherichia coli ou Enterobacteriaceac, MRS
(OXOID), acrescido de nistatina para contagem de bactérias lacticas ¢ YW
(extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona de soja 0,5%; glicose
1%; agar 1,3%, 4gua destilada 100 ml- pH 3.5) (Wickerham, 1951) para
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crescimento de fungos filamentosos e leveduras. As placas foram incubadas a
28° C e a contagem total de bactérias foi realizada apos 24-48 horas de
incubagio. Para a contagem e morfologia de fungos filamentosos, as placas
foram incubadas por 168 horas.

A partir da contagem total, escolheu-se, para morfologia de colonia, uma
placa de cada meio e diluigéo cuja contagem estivesse entre 30 e 300 colénias. O
namero de isolados foi determinado calculando-se a raiz quadrada do mimero
total de isolados conforme mencionado no Bacteriological Manual for Foods
(FDA, 1972). Foram isoladas uma ou duas col6nias de cada morfotipo diferente
nas placas. A morfologia de col6nia inclui as seguintes caracteristicas
observadas: tamanho da colonia (andlise comparativa com outras coldnias
presentes naquele meio), forma, elevagio, cor e bordo.

Os isolados foram purificados e as leveduras foram separadas de
bactérias por exame microscopico. Das culturas puras de bactérias, foram
realizados testes de coloragdo diferencial de Gram (técnica formulada por
Christian Gram, 1884 e descrita em Pelczar, Chan e Krieg, 1996), teste de
produgdo da enzima catalase ¢ de motilidade.

Os isolados foram transferidos para tubos de ensaio contendo PCA
inclinado (triptona 0,5%, extrato de levedura 0,25%, glicose 0,1%) e
preservados sob dleo mineral a 4° C para posterior identificago.

2.3 Determinaciio da atividade de Polifenoloxidase.

Para determinacdo da atividade de Polifenoloxidase nos cafés verdes, utilizou-se
o método proposto por Ponting e Josling (1948), utilizando extrato de amostra
sem di- hidroxi- fenilalanina (DOPA) como branco.

51



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A populag@o microbiana encontrada em gréos de café de quinze fazendas
de café localizadas no Sul de Minas Gerais foi avaliada por dois anos
consecutivos (1997 e 1998). Os resultados mostraram uma diferenca
significativa na quantidade dos grupos microbianos encontrados nos estidios de
maturagdo (Tabela 3). A populagdo total, por exemplo, variou bastante entre os
grios cereja, passa, seco no pé e seco em terreiro em todas as fazendas. A
populagio total variou de 3 x 10° a 2,2 x 10° com valor médio de 1,6 x 10’
UFC/grdo. Somente no estadio passa a variabilidade foi menor, sendo de 1,2 x
10° a 6,8 x 10" UFC/grio. Entretanto, esta variagio observada ndo foi
sistemitica entre os diferentes estidios de maturagdo, ndo sendo possivel
estabelecer correlag@o entre a contagem total de microrganismos com os estidios
de processamento. Krug (1940) citou que os frutos de café sdo mais atacados na
transig@o de cereja a seco, o que ndo foi observado neste trabalho. Em todas as
regides amostradas houve aproximadamente 0 mesmo indice de pluviometria
(dados médios do periodo de 1969-1999), a temperatura média também ndo foi
muito diferente apesar da variagdo da altitude, portanto, ndo foi possivel
estabelecer correlagdes entre as condigdes climaticas do local e a populagio
microbiana.

Os dados da Tabela 3 foram usados para a elaboragdo da Tabela 4. O
método usado foi a contagem no meio WL, que proporcionou a contagem total,
isto &, de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Leveduras foram contadas
no meio YW. Da diferenca da populagdo de leveduras do total da populagdo no
meio WL, foi calculada a populagdo bacteriana. Estes valores foram, entio,
expressos em porcentagem dos trés grupos na Tabela 4. Dados da fazenda 7

foram incompletos e das fazendas 8-12 foram omitidos porque os fungos
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filamentosos ndo foram contados separadamente. Durante o primeiro ano, YW
nio foi utilizado e, portanto, nio foi possivel separar leveduras de bactérias.

Embora a populagio microbiana tenha variado numa ordem de
magnitude de cinco vezes, os dados da Tabela 4 mostram uma consisténcia.
Com algumas poucas excegdes, a populagdo bacteriana foi a mais abundante dos
trés grupos. As proporgdes dos outros dois grupos variaram substancialmente,
sendo, algumas vezes, leveduras, e outras vezes, fungos filamentosos.
Entretanto, o resultado mais comum foi os dois grupos sendo bem representados.

Em termos gerais, a incidéncia de isolados da populagdo bacteriana,
leveduriforme e fiingica segue a mesma tendéncia que a da contagem total. O
namero de isolados bacterianos foi de 1,2 vezes maior que o de fungos, e este foi
3 vezes maior que o nimero de isolados de leveduras, considerando-se todos os
locais e estadios amostrados.

Vaughn et al. (1958) observaram, em cafés brasileiros, predominio da
flora bacteriana sobre a de leveduras e fungos filamentosos. Posteriormente,
Frank et al. (1965), avaliando a contaminagdo microbiana da superficie dos
gridos de café em Kona, no Havai, observaram que a flora bacteriana
representava entre 20 e 60 % da populagdo total da superficie dos grios.
Opostamente, Van Pee e Castelein (1971) e Agate e Bhat (1966) encontraram
predominio de leveduras na mucilagem e superficie de grios de cafés em
proporgdes de 10:1, porém tratava-se de isolamentos realizados com graos de
café da variedade Robusta. Segundo Van Pee e Castelein (1971), a variabilidade

microbiana pode estar relacionada, entre outros fatores, & variedade de café
analisada.
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TABELA 3, Cont..

ESTADIOS DE MATURACAO E PROCESSAMENTO

FAZ.

CEREJA PASSA SECO PE SECO TERREIRO

A B C D A B C D A B C|D]| A B C|D

8 04 0.2 0 0 204 0 95 03 A * - 4 130 38 834 IS

8

9 04 0 0.04 0 A A = A 16 0 04 16 s s A
10 43 0 0.6 0 1.2 0 092 0l 5.2 0 172 0 45 066 18 07
| 2230 0.4 90.4 5 224 83 35 001 236 117 95 * 1630 04 1466 163
12 238 0 1 0 5 0 1.2 0 34 0 1 0 460 0 429 39

3 97 0 594 006 147 0 84 06 & 4 & p mmi o0 pEd

14 20.7 0 18.6 0.01 21.7 16.8 22 18 15 0 96 * 20 216 5 07

15 36 225 12.3 0.2 36.6 167 288 33 6.3 24 67 * 127 18 86 18

*Placa com mais de 300 colonias; * dados ndo coletados.
Dados sublinhados na fazenda 13, estadio terreiro representam a contagem total no terreiro 1 (gréos sob chuva) e terreiro

2 (grios que ndo receberam chuva durante a secagem), respectivamente
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TABELA 4 Porcentagem da contagem total de bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos quatro
estadios de maturagfio e processamento dos grios de café das quinze fazendas amostradas na
regidio Sul de Minas Gerais. As letras B, L e FF representam, respectivamente, bactérias,
leveduras e fungos filamentosos.

FAZ. CEREJA PASSA SECO PE SECO TERREIRO
B L FF B L FF B L FF B L FF
1 3,7 51,7 166 551 249 20 759 241 0 69 16,7 143
2 85,3 14,7 99,9 0,1 100 0 100 0
3 100 0 100 0 100 0 100 0
4 100 0 100 0 100 0 100 0
5 86,1 13,9 83,1 16,9 90 10 66,7 33,3
6 31,3 68,7 86,5 13,5 84,6 15,4 45,8 54,2

...continua...
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TABELA 4, Cont.

FAZ. CEREJA PASSA SECO PE SECO TERREIRO
B L FF B L FF B L FF B L FF
13 88 01 119 918 39 43 > - & 1S 229 36/
283 633 84
14 85,5 0,01 1449 83,8 8,3 7,9 * * * 78,4 3,6 18
15 91,1 0,6 8,3 82,2 8,9 8,9 57,1 32,9 10 85 14 1

Numeros sublinhados na fazenda 13 estadio terreiro, referem-se a contagem de grdos que ficaram sob
chuva durante a seca (terreiro 1) e gréios que nélo ficaram sob chuva (terreiro 2).

*Contagem impossivel.
* Dados n#o coletados.



Foram isolados 754 microrganismos, entre bactérias, leveduras ¢ fungos
filamentosos, para posterior identificacdo. Na Tabela 5 encontra-se o namero de
isolados de bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos quatro estiadios de
maturagdo € processamento, em cada ano de coleta, em todos os locais
amostrados.

Entre os isolados de bactérias do primeiro ano de coleta, houve
predominéncia de bactérias Gram negativas representando 64,6 % dos isolados
bacterianos do ano de 1997. No segundo ano de coleta foi observado o inverso,
ou seja, ocorreu uma predomindncia de bactérias Gram positivas com 88,6% dos
isolados bacterianos. Observou-se, nos dois anos de coleta, significativa
mudanga quanto ao indice de chuva ocorrida durante o periodo de coleta. Apesar
dos dados fornecidos nma Tabela 2 apresentarem precipitagdo pluviométrica
muito semelhante nas estagdes meteorologicas, vale ressaltar que sdo dados
médios divulgados de alguns anos. Na pratica, observou-se que o ano de 1997
foi mais imido na época da amostragem que o ano seguinte, 1998 (Tabela 3A
em Anexo).

Poucos sdo os trabalhos na literatura revisada que mencionam contagem
dos microrganismos isolados do café. Entretanto, alguns autores referem-se a
atividade destes microrganismos e concluem que a participagdo de bactérias
Gram negativas seria na degradagdo da mucilagem da polpa de café (Jones e
Jones, 1984; Frank, Lum e Dela Cruz, 1965). Nos resultados obtidos do
isolamento de microrganismos de grios de café do Sul de Minas Gerais,
observou-se o predominio de bactérias Gram positivas que talvez possam estar
atuando na degradagio da polpa e mucilagem no processamento dos grios por
via seca.

O predominio de bactérias Gram positivas sobre Gram negativas talvez possa ser
justificado pelo tipo de processamento dos grdos. O isolamento de bactérias

Gram negativas deu-se em cafés do Havai onde o processamento foi realizado
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por via imida (Frank, Lum e Dela Cruz, 1965) enquanto o que foi desenvolvido
no Sul de Minas Gerais foi por via seca. A segunda possivel causa do
predominio de bactérias Gram positivas em um dos anos de coleta pode ter sido
a variagdo climatica.

Vaughn et al. (1958) isolaram bactérias coliformes, trabalhando com
cafés brasileiros, as quais poderiam estar atuando na degradagdo de substéncias
pécticas dos grdos por apresentarem maior incidéncia, comparados a outros
microrganismos também ali presentes. Estudos complementares sdo necessarios,
ja que o predominio deste grupo bacteriano fez-se somente no primeiro ano
(estagdo umida), opondo-se a Gram positivas no segundo ano de coleta (estagdo
seca).

Trabalhos sobre a microbiota de café sdo relativamente antigos, mas
segundo Agate e Bhat (1966) e Castafio (1956), variagbes nas espécies
microbianas também podem ser observadas de acordo com o as estagdes do ano,
populagio do solo, variedades de café, época do ano, temperatura e umidade.

O nimero de leveduras isoladas sofreu incremento no primeiro ano de
amostragem durante as etapas de maturagio e processamento (Tabela 5),
enquanto, no ano seguinte, nio apresentaram nenhuma tendéncia de colonizagio
nos estadios de maturagdo e processamento (Tabela 5). Opostamente, a
incidéncia de fungos filamentosos foi menor durante o prosseguimento dos
estadios no primeiro ano e sem tendéncia de colonizagdo no segundo ano
(Tabela 5).

As amostras de café verde coletadas em 7 fazendas amostradas foram

submetidas a classificagdo de bebida pela atividade de polifenoloxidase (Tabela
6).
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TABELA 5 Numeros de isolados de bactéria, leveduras e fungos filamentosos em dois anos de coleta.

Estddio Bactérias Leveduras Fungos filamentosos
Gram negativas Gram positivas
Ano 1997 1998 1997 1998 1997 1998 1997 1998
Cereja 15 4 IS5 29 2 13 57 15
Passa 31 4 8 26 9 15 53 30
Seco no pé 51 1 21 21 14 7 33 53

Seco terreiro 53 5 38 33 22 25 30 21




TABELA 6 Classificagdo das amostras de café coletadas nas cidades do Sul de
Minas Gerais, segundo a atividade de polifenoloxidase.

ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE

FAZENDAS  CIDADES PFO (/ g tecido) CLASSIFICAGCAO
8 Machado 4549 "Riada ou Rio"
10 Botelhos 64,16 "Apenas Mole ou Mole"
11 Hlicinea 61,83 - "Dura”
12 Carmo Rio Claro 60,66 "Dura”
13 Varginha 53,66 "Riada"
14 Trés Coragdes 68,83 "Estritamente Mole™
15 Carmo Cachoeira 62,99 "Apenas Mole"

Esta enzima atua protegendo fenéis contra a oxidagdo. Se ha injirias nos
grdos causadas por insetos ou mal processados, enzima e substrato entram em
contato. No entanto, esta enzima sofre controle regulatério do seu produto,
sendo entdo inativada. Resumindo, em cafés com atividade de polifenoloxidase
baixa (entre 36,16 a 53,66 U/ min/ g de amostra), a bebida de café oferecida
sera de qualidade inferior ("Rio" e "Riada™), enquanto, alta atividade enzimatica
(55,9 a 74,66 U/ min/ g de amostra) origina bebidas classificadas como "Dura" a
"Estritamente Mole” (Amorim, Smucker e Pfister, 1976; Amorim e Amorim,
1977, Carvalho, Chagas e Chalfoun, 1997).

Das amostras coletadas, duas apresentaram classificagio "Dura”, as
demais foram "Estritamente Mole", "Apenas Mole ou Mole", "Apenas Mole",
"Riada ou Rio" e "Riada".
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O grau de contaminagéo por bactérias, leveduras e fungos filamentosos
nas bebidas "Estritamente Mole" (fazendal4), "Dura" (fazenda 11) e "Riada”
(fazenda 13) apresenta-se na Figura 2.

As porcentagens da incidéncia de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos foram obtidas, através de dados da contagem total, subtraindo-se a
contagem de WL e YW. Isto porque os meios seletivos, EMB e MRS, utilizados
ndo foram eficientes para Enterobacteriaceae e Lactobacillus, respectivamente.

Na Figura 2 observa-se que na bebida classificada como Estritamente
Mole, segundo a andlise de polifenoloxidase, a incidéncia de bactérias
permanece superior durante todo o processamento, comparada & incidéncia de
leveduras e fungos filamentosos. Na bebida classificada como "Riada" a
incidéncia de bactérias foi geralmente menor do que a de fungos filamentosos e
leveduras em amostras retiradas da plataforma de secagem, exceto nas amostras
que tinham maior teor de umidade devido a exposigdo durante o periodo
chuvoso. Nesta amostra, observa-se crescente aumento da populagio
leveduriforme. Feita a andlise estatistica utilizando-se o teste de contingéncia a
5% (Stecl e Torrie, 1980), confirma-se a relagdo entre maior incidéncia de
bactérias ¢ bebidas de qualidade superior nos estidios de processamento
estudados e maior incidéncia de leveduras relacionada a bebidas de pior
qualidade (X, = 11,72; X% = 4,69; X%, = 85,05 para cereja. passa ¢ terreiro,
respectivamente).

Poisson et al. (1976), analisando a flora de cafés verdes arabicas,
observaram que bebidas de pior qualidade apresentaram reduzidas incidéncias
de bactérias e maiores de fungos filamentosos. Liardon et al. (1989) observaram
que, em cafés classificados como "Rio", o grau de contaminagdo da superficie
dos grios por fungos e leveduras foi maior que o de bebidas classificadas por
eles como "ndo Rio", mas ndo mencionaram a incidéncia de bactérias.

O niimero de fungos filamentosos foi semelhante (Figura 2) ou inferior
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ao de leveduras (Figura 2). Dados da incidéncia de fungos filamentosos na
bebida classificada como "Dura" nio constam devido a falta de dados.

Krug (1940a), observando a influéncia da contaminagdo fingica em
cafés durante a secagem, observou que cafés classificados como "Estritamente
Mole" apresentaram menor contaminagdo que aqueles cuja bebida era inferior.
Esta tendéncia ndo pdde ser observada neste trabalho.

Somente em um tipo da bebida de café classificada como "Riada”, foi
observada maior porcentagem de leveduras em relagéio aos fungos filamentosos.
Nesta amostra, foram encontradas 22,9% de leveduras, 3,6 % de fungos
filamentosos ¢ 73,5% de bactérias. Entretanto, esta coleta foi realizada com
grios de café que permaneceram sob chuva durante a secagem (Figura 2). Isto
talvez possa ser explicado pela "lavagem" que os gréos de café sofreram durante
a chuva ou pelo excesso de umidade que pode ter auxiliado uma populagdo
leveduriforme e retardado o processo de secagem.

As caracteristicas morfotipicas dos isolados de bactérias dos grios de
bebidas classificadas como "Estritamente Mole", "Dura” e "Riada" ndo
apresentaram diferengas e podem ser assim resumidas: colénias circulares , de
bordos inteiros, coloragdo branca, cinza, salmdo e rosa, achatadas a convexas.

Dos isolados bacterianos, 80 %, 75 % ¢ 88,2 % foram catalase positivos,
para as bebidas "Estritamente Mole", "Dura” e "Riada", respectivamente.
Bactérias Gram positivas e esporuladas foram isoladas em grdos de bebida
"Dura" (10%) e "Riada” (20%). Nas trés classificacSes de bebida, bactérias
apresentaram capacidade movel, sendo 88,9% em bebida "Estritamente Mole",
100 % em bebida "Dura" e 76,5% em bebida "Riada".
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As leveduras também apresentaram semelhangas morfotipicas nas trés
classificagdes de bebida, sendo circulares, achatadas a convexas, brancas,
salmdo ou rosa, bordos inteiros, ondulados ou irregulares, com tamanhos
pequenos a meédios.

Fungos filamentosos apresentaram quatro morfotipos diferentes em todas
as amostras: micélio verde oliva escuro com aspecto de tapete, micélio branco
ou rosa com aspecto de algoddo, micélio verde em aspecto de veludo e micélio
flocoso preto e amarelo.

A falta de trabalhos sobre o conhecimento da fermentagdo e microbiota
do café no processamento por via seca impede a comparacdo de dados,

prejudicando uma melhor discuss@o dos dados.
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4 CONCLUSOES

A partir dos isolamentos da microbiota realizados na superficie dos graos

de café, conclui-se:

v" A incidéncia da flora microbiana nos diferentes estadios de processamento e
localidades foi variavel, sem ter tido relagdo nitida com as condi¢des

climaticas do local.

v" Houve predominio de bactérias sobre leveduras e fungos filamentosos

encontradas nas amostras nos dois anos de coleta.

v" Ocorreu maior incidéncia de isolados de bactérias Gram negativas no ano de

1997, e maior de bactérias Gram positivas no ano de 1998.

v Foi observado incremento da populagdo de leveduras e menor de bactérias
em cafés classificados como "Riado", pela analise de polifenoloxodase, nos

estadios finais do processamento.

v" Em cafés classificados como "Estritamente Mole" foi encontrada uma

populagdo maior de bactérias € menor de leveduras e fungos filamentosos.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE BACTERIA§,
LEVEDURAS E FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DE GRAOS DE
CAFE DA REGIAO SUL DE MINAS GERAIS- BRASIL

RESUMO

SILVA, CF. Identificacfio e caracterizacio de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos isolados de grios de café da regiio Sul de Minas Gerais -
Brasil: Lavras: UFLA, 2000 (Dissertagdio- Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)

O Brasil € o maior produtor e exportador de café mundial e tem como
padrio de processamento dos grios de café a via seca. Sabe-se que hi alta
contaminag&o microbiana dos grios de café durante as fases pré e pos colheita,
mas poucos estudos foram feitos no sentido de se conhecer o possivel papel de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos na fermentagdo do café. Este estudo
objetivou o isolamento e a identificagio das espécies microbianas, das quais
pode-se conhecer aspectos fisiologicos e ecolégicos. Um total de 754 isolados
foram identificados em 41 géneros e 61 espécies. Um total de 113 isolados de
bactérias Gram negativas foram identificadas em 15 géneros e 25 espécies. Os
géneros mais comuns encontrados foram Aeromonas, Enterobacter e
Pseudomonas. Dos 23 isolados de bacterias Gram positivas esporuladas, foram
identificadas seis espécies do género Bacillus. Bactérias Gram positivas ndo
esporuladas foram identificadas como pertencentes ao género Cellulomonas. Do
total de 107 leveduras isoladas, 90 foram identificadas em 23 espécies diferentes
sendo quase todas leveduras fermentativas. Os géneros mais comuns foram
Arxula, Pichia e Candida. Quase todos os 292 isolados de fungos filamentosos
foram identificados quanto ao género ou quanto a espécie. Cladosporium e
Fusarium foram os fungos filamentosos mais abundantes, ocorrendo em
freqiiéncia similar em todas as fazendas. Aspergillus e Penicillium tiveram uma
pequena incidéncia. Beauvaria e Monilia foram ocasionalmente encontrados. A
microflora encontrada ¢ muito mais variada e complexa do que ja foi
previamente publicado para fermentagdes pela via umida.

Comité orientador: Dr* Rosane Freitas Schwan- UFLA (Orientadora)
Dr. Eustaquio Souza Dias- UFLA (Coorientador)

71



ABSTRACT

SILVA, CF. Identification and characterization of bacterias, yeasts and
filamentous fungi isolated of coffee beans of the South area of Minas
Gerais — Brazil Lavras: UFLA, 2000 (Dissertation of Master's degree in
Food Science)

Brazil is the largest producer and exporter of coffee in the world and
uses the dry method for processing coffee beans. It is known that there is a high
level of microbial contamination of the coffee beans during the pre and post-
harvest phases but no studies have been made simultaneously monitoring
bacteria, yeasts and filamentous fungi during coffee fermentation. The aim of
this study was to isolate and identify the microbial species in order to understand
their physiological and ecological roles. A total of 754 isolates were identified
into 41 genera and 61 species. A total of 113 isolated of Gram negatives bacteria
were identified into 15 genera and 25 species. The most common genera found
were Aeromonas, Enterobacter and Pseudomonas. The 23 isolates of Gram
positive sporulating bacteria were identified into six species of the gemus
Bacillus. Over half of the Gram positive non-sporulating bacteria belonged to
the genus Cellulomonas. Of the total of 107 yeasts isolated, 90 were identified
into 23 different species which were mostly fermentative. The most common
genera were Pichia, Candida and Arxula. Almost all the 292 isolates of
filamentous fungi were identified to genus or species level. Cladosporium and
Fusarium were the more abundant filamentous fungi, occurring at a similar
frequency in all the farms. Aspergillus and Penicillium had a lower incidence.
Beauvaria and Monilia were occasionally found. The microflora was found to be
much more varied and complex than previously reported for wet coffee
processing fermentations.

Guidance Committee: Ds. Rosane Freitas Schwan (UFLA)
Ds. Eustaquio Souza Dias (UFLA)

72



1 INTRODUCAO

A maioria dos microrganismos sdo heterotréficos e podem buscar, nos
alimentos, sua fonte de energia, podendo crescer em diferentes tipos de
substratos. A coloniza¢do por microrganismos nos alimentos pode ser desejavel
por contribuir com a produgdo de compostos que incrementem o "flavour”,
como em queijos, iogurtes, cacaun, chucrutes. Entretanto, é também sabido que
alguns grupos de microrganismos podem colonizar alimentos, causando sua
deterioragdo (Pitt e Hocking, 1997).

Cada grupo microbiano pode realizar rea¢des e produtos metabdlitos de
acordo com suas proprias necessidades nutricionais, as quais poderdo ser
influenciadas pelo ambiente, substrato, temperatura e relagdes bidticas. Estas
condi¢des podem contribuir para que um mesmo substrato seja utilizado por um
grupo de microrganismos que os pré-dispdem a outros, ou seja, um grupo ou
espécie de microrganismo utiliza o substrato de tal modo que o torna disponivel
(talvez menos complexo quimicamente) ao grupo seguinte, que ira coloniza-lo.

A composi¢do da mucilagem dos grios de café é um bom substrato para
o desenvolvimento de microrganismos por apresentar 30% de agiicares
redutores, 20% de ndo redutores, 35,8 % de pectina e 84,2% de agua (Elias,
1978). A populagdo de bactérias, fungos filamentosos e leveduras é notéria e
significante em grios de café durante as diferentes fases do processamento
(Krug, 1947; Bitancourt, 1957; Alves e Castro, 1998). Existem indicagdes de
que alguns tipos de bactérias e leveduras podem contribuir para a retirada da
polpa de café através da degradagfio das substancias pécticas (Bitancourt, 1957;
Vaughn et al., 1958; Frank, Lum e Dela Cruz, 1965; Agate e Bhat, 1966; Van
Pee e Castelein, 1972). Outros tipos de bactérias, entretanto, podem prejudicar a
qualidade da bebida do café pela formagdo de acidos que alteram o sabor e



aroma do café (Bitancourt, 1957). Algumas espécies de fungos filamentosos
podem também apresentar risco para o consumidor devido 3 capacidade de
produzirem toxinas (Nakamura, 1968; Pitt e Hocking, 1998). Apesar de
reconhecida a participagdo dos diferentes grupos de microrganismos no
processamento do café, poucos foram os estudos ja relatados que mostraram o
que a microbiota envolvida interfere ou pode contribuir com a qualidade final da
bebida. No entanto, a confirmagfio ou ndo da presenga destes grupos de
microrganismos nos grdos de café nfo é suficiente para o conhecimento da
atuacdo destes na qualidade da bebida e, quando atuam como e quando o fazem.
Objetivando-se o conhecimento da biologia e ecologia das espécies
associadas ao café, foram identificadas espécies de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos isolados de graos de café da regido Sul de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e conservacio dos microrganismos

Os microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) foram
isolados da superficie dos graos de café, por diluicdo em agua peptonada, em
quatro diferentes estadios de maturagdo, de 15 fazendas localizadas no Sul de
Minas Gerais. Para identificacio de géneros e espécies dos grupos microbianos,
os isolados foram mantidos em meios de cultura sélidos especificos como PCA
(triptona 0,5%; extrato de levedura 0,25%; glicose 0,1%; agar 1,5%) para
preservagdo de bactérias, YW (extrato de levedura 0,3%; extrato de malte 0,3%;
peptona 0,5%,; glicose 1%; agar 1,3%) para leveduras e SNA (KH,PO, 0,1%;
KNQ; 0,1%; MgS0,4.7H,0 0,05%; KCl 0,05%; glicose 0,05%; sacarose 0,05%;
agar 1,5%) ou BDA (batata 25g; glicose 2%; agar 1,5%) para fungos
filamentosos e conservados a 4° C.

2.2 Identificaciio de bactérias

Os isolados bacterianos foram repicados para placas com meio PCA
(triptona 0,5%; extrato de levedura 0,25%; glicose 0,1%; agar 1,5%) e incubados
a 28° C por 24 horas. A partir deste tempo, os isolados foram submetidos a testes
de coloragio de Gram e catalase. Pode-se, assim, subdividir os isolados em
grupos (Gram positivos € Gram negativos) para realizagio de testes especificos
objetivando a identificagdio das espécies.
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2.2.1 Identificaciio de bactérias Gram negativas

Estes isolados foram identificados através de Kits do Sistema Bac-Tray
L, II e III (Difco). Inicialmente foi realizado o teste para detectar a presenga da
enzima oxidase utilizando teste comercial Bactident Oxidase- 1.13300 -
(MERCK). O teste de oxidase consiste na confirmagiio ou néo desta enzima nos
microrganismos.

Isolados Gram e catalase negativos foram inoculados no sistema Bac-
Tray I e Il e os Gram negativos e oxidase positivos nos kits do sistema Bac-Tray
III. Cada Kit Bac- Tray consistiu de dez diferentes substratos contidos em um
suporte de poliestireno descartavel. As provas do sistema Bac-Tray I consistem
de hidrélise da B galactosidase, dehidrolagdo da arginina, descarboxilagdo da
lisina, descarboxilagdo da omnitina, produgdo de H,S, presenca de urease,
produgiio de acetoina (VP), desaminagio da fenilalanina, produ¢iio de indol e
utilizagdo de citrato. As reagdes do sistema Bac Tray Il foram: utilizagdo do
malonato, utilizagdo de ramnose, adonitol, arabinose, inositol e sorbitol,
sacarose, manitol e rafinose com produgio de acido.

Reagdes de tolerancia a cetrimida, utilizagdo de acetamida. elevagio do
pH por malonato citrato, utilizagdo de maltose, hidrolise da esculina, controle de
intensidade de cor para o teste de arginina, dehidrola¢do da arginina. hidrélise da
uréia, metabolizagdo do triptofano resultando em indol, estio presentes no
sistema Bac Tray III.

Para inoculagdo nas galerias do suporte foi realizada uma suspensio da
cultura bacteriana com 24 horas de incubagfio, em 3 ml de agua destilada estéril,
tomando-se o cuidado de inocular pouco material para evitar turvagdo do meio.
As galerias do Bac-Tray foram incubadas por 18- 24 horas a uma temperatura de
28° C. Para os testes de produgédo de acetoina (VP), desaminacgdo da fenilalanina
e produgdo de indol foi necessaria 4 adigdo de reagentes especificos apds a

incubagio para desenvolvimento de cor.
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A identificacio das espécies foi realizada pela soma dos resultados
positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO). Tendo-se o cédigo,

determina-se a espécie por meio da analise de um software.

2.2.2 Identificacfio de bactérias Gram positivas

Os isolados de bactérias Gram positivas foram submetidos a um
tratamento térmico (80° C/ 10 min ou fervura por 1 minuto) para induzir a
esporulagdo. Foram entio preparadas laminas e por exame microscopico foram
separadas as bactérias formadoras de esporos das n#o formadoras.

Para a identificagdo das espécies, foram realizados testes bioquimicos e
de motilidade de acordo com as recomendag3es propostas no "Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology" (Holt et al.,1994).

Bactérias Gram positivas esporuladas foram identificadas conforme os
resultados obtidos nos testes de motilidade a 37° C; redugéio de nitrato a nitrito,
oxidagdo-fermentagéio de glicose; produgo de indol, liquefagio da gelatina a 22°
C; utilizagdo de citrato de Simmons; reagio de Voges Proskauer; degradagéo da
uréia; desaminacdo de fenilalanina; fermentagio de carboidratos (glicose,
manitol, arabinose e xilose); crescimento em NaCl a 7,5 % e hidrélise de amido.

Bactérias Gram positivas ndo esporuladas foram identificadas segundo
os resultados dos testes de hemolise em agar sangue a 5%; oxidagio-
fermentagdo de glicose; redugio de nitrato a nitrito; motilidade a 22°C;
fermentagdo de carboidratos (glicose, lactose, sacarose, maltose, salicina,
manitol, trealose ¢ xilose); reagdo de Voges- Proskauer; liquefagio da gelatina a
22° C,; degradagdo da uréia; arginina dehidrolase e produgéio de H,S.

Todos os isolados foram inoculados nos meios especificos a partir de
repiques com 24 horas de incubagio.
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2.3 Identificagiio de fungos leveduriformes

Os fungos leveduriformes foram identificados com base em testes
biequimicos e chaves dicotémicas propostas por Kurtzman e Fell (1998).

As colénias de leveduras repicadas em meio YW (extrato de levedura
0,3%; extrato de malte 0,3%; peptona de soja 0,5%; glicose 1%; agar 1,3%, sgua
destilada 100 ml - pH 3.5) e incubadas a 28°C, por 24 horas, foram transferidas
para tubos “eppendorf” com dgua destilada estéril para esgotamento das reservas
energéticas das células leveduriformes.

Estas suspensdes, ap6s 24 horas, foram transferidas para uma placa de
marmore estéril com 20 perfuragdes. Com um sisterna de "carimbo”, as colénias
foram inoculadas em placas com meios para testes de assimilagio de
carboidratos (glicose, galactose, sacarose, maltose, celobiose, trealose, lactose,
melibiose, rafinose, melicitose, inulina, amido solivel, xilose, L e D arabinose,
D- ribose, L- ramnose, glicerol, eritritol, ribitol, galactitol, manitol, glucitol,
salicina, L-K-d- glucanal, succinato de sédio, citrato de sodio, inositol, metanol)
¢ nitrogénio (nitrato de potissio, lisina ), etilamina, resisténcia a cicloheximida,
crescimento em meio sem vitamina e teste de osmolaridade. Testes de
fermentagdo em meio liquido com glicose, sacarose, maltose e galactose e
crescimento a 35 e 37° C, em tubos de ensaio, também foram realizados.

As placas com meio de cultura para os testes de assimilagdo foram
incubadas a temperatura de 28° C e a leitura dos resultados foi realizada em
intervalos de 7 a 21 dias. Os resultados foram analisados comparando-se o
crescimento das colonias com controle positivo e negativo. Valores numéricos
foram atribuidos ao crescimento microbiano, sendo 0 colénia igual ao controle
negativo; 1 col6nia igual ao controle positivo; 2 colénia o dobro do tamanho da
colonia no controle positivo e 3 o triplo ou maior que o tamanho da coldnia
comparado ao controle positivo.

As leituras dos testes de fermentag@o de carboidratos em meio liquido e
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crescimento a 35 e 37° C foram realizadas apos 24, 48 € 72 horas e apos 7, 14 e
21 dias de incubagdo. Os dados obtidos da fermentagdo de carboidratos
referiam-se a produgdo de acido e quantificagdo da produgdo de CO, (pelo
deslocamento do meio liquido nos tubos de Duhran). A quantificagdo do
crescimento nas duas temperaturas de incubac¢do foi realizado comparando-se a

turvagdo dos tubos inoculados com um controle (sem inoculagéo).

2.4 Identificaciio de fungos filamentosos

Para identificacgdo dos géneros de fungos filamentosos foram
comparadas caracteristicas em microscopia ¢ morfologia de colénias segundo
Booth (1971), Nelson, Toussoun e Marasas, (1983), Bamett ¢ Hunter (1987),
Pitt e Hocking (1997).

2.4.1 Identificaciio de fungos filamentosos do género Penicillium Link

Para identificagdo de colénias do género Penicillium, foram preparadas
laminas coradas simples procurando a identificagdo da estrutura caracteristica
conhecida como penicilios. Confirmado o género, as colénias foram inoculadas
nos meios G25N (K;HPO, 0,75% g/ 100ml; concentrado Czapek (NaNO; 3%;
KCl 0,5 %; MgSO4.7H,0 0,5%; FeS0,.7H0 0,01%; agua 100 ml) 0,25%;
extrato de levedura 0,37%; glicerol 25%, agar 1,2% ), MEA (extrato de malte
2%; peptona 0,1%, glicose 2%; agar 2% - pH 5,6) e CYA (NaNO; 0,3%;
K;HPO, 0,1%; KCI 0,05%; MgS0,.7H,0 0,001%; extrato de levedura 0,5%;
sacarose 3% agar 2% - pH 6- 6,5) e CSN (concentrado de creatina- sacarose 1%;
sacarose 1%; creatina 0,5%; KH,PO, 0,1%; purpura de bromocresol 0,005%;
agar 1,5%), segundo as recomendagdes de Pitt e Hocking (1997).

Os repiques para identificagiio da espécie foram realizados com palitos
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de madeira estéreis em trés pontos da placa de Petri, retirando-se da colénia de
origem somente esporos. A inoculagdo foi feita com a placa invertida, evitando-
se assim a germinagdo de esporos fora dos pontos de inoculagdo. As placas
foram incubadas por 7 dias a 28° C. Apds este periodo, foram observados os
didmetros das colOnias, presenga ou nio de exsudatos, aparéncia da coldnia
(rala, pregueada, alta, etc), coloragdo (frente e reverso da placa).

A analise microscopica foi realizada pelo preparo de laminas coradas
simples das porgdes centrais e periféricas das colonias. Para o preparo, foi
tomada uma por¢do da colénia com éagar, e esta lavada com gotas de alcool a fim
de se eliminar excesso de esporos e diminuir a tensdo superficial dos mesmos.

Nas colénias crescidas no meio de cultura G25N, observou-se
microscopicamente a ramificagdo dos penicilios, se mono, bi ou triverticilados.
Para cada grupo com estas caracteristicas, foi utilizada uma chave dicotémica
diferente como recomendado por Pitt ¢ Hocking (1998).

No meio CSN foi observado o crescimento das colonias repicadas além
da produg@o ou nio de substincias alcalinas, neutras ou dcidas de acordo com a
cor apresentada ao redor e verso das coldnias.

Nos meios de cultura MEA e CYA foram observadas caracteristicas
microscopicas como forma e rugosidade dos esporos, rugosidade das estipes, €

tamanho dos esporos, quando possivel.

2.4.2 Identificaciio de fungos filamentosos do género Fusarium Link

Para identificagdo de isolados pertencentes ao género Fusarium fizeram-
se laminas coradas simples procurando a identificagdo de conidios em forma de
barcas. Confirmado o género, as colonias foram inoculadas nos meios de cultura
OA (aveia 3%,; agar 1,5%) e SNA (KH,PO; 0,1%; KNO; 0,1%; MgSOs4. 7TH;0
0,05%; KCl 0,05%; glicose 0,05%; sacarose 0,05%; agar 1,5%), como proposto
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por Nelson, Toussoun e Marasas, (1983).

Nas placas de OA e SNA colocaram-se, aderido ao meio, pedagos de
papel de filtro estéril (2x2 cm). O repique das culturas foi realizado em linha reta
junto ao papel de filtro, e estas foram incubadas a temperatura ambiente para
placas com AO e em 20 ° C, em fotoperiodo de 12/ 12 horas, sob luz negra, para
placas com SNA.

No meio OA foi observada a colorag@o da colonia, presenga ou néo de
micélio aéreo, presenga ou no de esporodéquios e crescimento. Nas placas com
meio de cultura SNA, os dados analisados microscopicamente referem-se ao
tamanho dos macroconidios e microconidios (quando presentes), origem dos
macroconidios ¢ microconidios (quando presentes), origem dos macroconidios,
mono ou polifidlides, célula basal e apical dos macroconidios e arranjo dos
microconidios.

Para a identificagiio das espécies foi utilizada a chave sindptica proposta
por Nelson , Toussoun ¢ Marasas (1983) e/ou chave dicotomica proposta por
Booth (1971).

2.4.3 Identificacio de fungos filamentosos do género Aspergillus Fr.:Fr.

A identificagdio do género Aspergillus foi realizada mediante o preparo
de laminas coradas simples e observadas ao microscopio. Confirmado o género,
observaram-se caracteristicas como coloragio da colOnia, crescimento e

vesiculas, conforme o proposto por Pitt e Hocking (1997) para identificagdo da
espécie.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 754 microrganismos foram isolados, incluindo bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. Todos os isolados foram agrupados em
bactérias Gram negativas (164), bactérias Gram positivas (191), leveduras (107)
e fungos filamentosos (292). Todos estes isolados foram submetidos aos testes
para identificagdo, mas alguns nio puderam ser cultivados facilmente (por
exemplo, lactobacilli em meio PCA) e alguns outros nio puderam ser
prontamente identificados. Um total de 612 isolados de bactéria, leveduras e
fungos filamentosos foram identificados quanto ao género.

Nos trabathos de Pederson e Breed (1946) com cafés mexicanos e
colombianos e de Roussos et al. (1995), a proporgdo de isolamentos de bactérias
também foi maior que a de fumgos leveduriformes e filamentosos. Opondo-se a
estes resultados, Agate e Bhat (1966) obtiveram, dos isolamentos da superficie
de gréos de café robusta na india, maior incidéncia de leveduras que bactérias.

A maior incidéncia de isolamentos bacterianos na superficies dos grios
pode ser atribuida ao contato com o ar. Agate e Bhat (1966) observaram que a
flora bacteriana que fermentava os grdos em contato com O ar era maior,
enquanto nos grios fermentados assepticamente decrescia a incidéncia de
bactérias.

A oscilagdo da ocomréncia da flora microbiana também pode ser
associada & oscilagdo do pH durante a fermentagdo da mucilagem, por via
umida. Com o aumento de acidez, ocorre o decréscimo de bactérias ¢ aumento
de levedu.ras (Agate e Bhat, 1966). Silva et al. (2000) (dados ndo publicados)
também observaram, em grdos de café processados por via seca, predominio da
flora bacteriana no inicio da secagem, com decréscimo durante a seca e

incremento da flora leveduriforme. Assim, leveduras atuam na degradagdo da
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mucilagem na auséncia ou decréscimo da flora bacteriana (Agate ¢ Bhat, 1966).

3.1 Espécies bacterianas Gram negativas

Dos 254 isolados bacterianos em estudo de identificagdo, 113 foram
Gram negativos (44,5%), 23 Gram positivos esporulados (9%) e 118 Gram
positivos ndo esporulantes (46,5%). Dos isolados bacterianos com coloragdo de

Gram negativos, obtiveram-se 15 géneros, listados na Tabela 1, e 25 espécies.

TABELA 1 Numero de isolados dos géneros de bactérias Gram negativos
isolados da superficie de grdos de café da regido Sul de Minas

Gerais. Porcentagem entre parénteses.

GENERO Nimero GENERO Nimero
Aeromonas 30 (26,7) Chromobacterium 2(1,74)
Enterobacter 24 (20,9) Pasteurella 2(1,74)

Pseudomonas 22 (20) Salmonella enterica 2(1,749)

var. arizonae

Serratia 8(7) CDC grupo 11 k 2(1,74)
Tatumella 4 (3,5) Cedecea sp 5 1(0,9)
Hafnia 4 (3,5) Acinetobacter 1(0,9)
Flavobacterium 3(2,6) Citrobacter 1(0,9)
Klebsiella 3(2,6) Shigella 10,9
Salmonella 2(1,74) CDC grupo 1Lk 2 1(0,9)
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Alguns géneros representantes da familia Enterobacteriaceae, Klebsiella
Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Hafnia e Flavobacterium, também foram
encontradas em cafés robusta por Van Pee e Castelein (1972), Agate ¢ Bhat
(1966), e Frank, Lum e Deal Cruz (1965) em cafés, no Havai, processados por
via umida.

Setenta e seis isolados incluidos no grupo de bactérias Gram negativas
pertenceram a somente trés géneros: Aeromonas, Enterobacter e Pseudomonas.
Aeromonas, o género mais freqiiente (30 isolados), ndo foi identificado até
espécie pelos kits utilizados. O género Enterobacter apresentou as espécies E.
cloacae (14), E. aerogenes (7), E. sakasakii (2) ¢ E. gergoviae (1). O género
Pseudomonas (22) apresentou o maior nimero de espécies identificadas, sendo:
P. paucimobilis. (11), P. pseudoalcaligenes (6), P. cepacia (2), P. vesiculares
(1), P.flourescens (1) e P.aeruginosa (1). O quarto género mais freqiiente,
Serratia (8), foi representado por S. liguefaciens (5), S. plymuthica.(2) e
S.marcescens (1).

As demais espécies bacterianas Gram negativas identificadas foram
Klebsiella ozaenae (1 isolado), K. oxytoca (2), Hafnia alvei (4), Flavobacterium
odoratum (3), Tatumella ptyseos (4), Salmonella paratyphi (1), S. cloleraesuis
(1), Shigella dysenteriae (1), Citrobacter fireundii (1), Pasteurella haemolytica
(2), Chromobacterium violaceum (2), Cedecea sp 5 (1).

Dos 15 géneros identificados, 10 (66,7%) sdo oxidase negativos e 5
oxidase positivos (33,3%).

Os quatro géneros Gram negativos mais freqiientes e suas incidéncias
nos quatro estadios de maturagfo e processamento dos graos de café amostrados
podem ser observados na Tabela 2.

Foi observada uma maior incidéncia nos estadios seco no pé e seco em
terreiro para os géneros Aeromonas, Enterobacter e Pseudomonas, e, em

Serratia, maior incidéncia no inicio da maturagio ¢ processamento.
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contaminagdo pelos trabalhadores da fazenda ou que o café representa um
ambiente natural de patégenos oportunistas.

3.2 Espécies bacterianas Gram positivas

Dos 23 isolados bacterianos Gram positivos esporulantes (género
Bacillus), foi possivel identificar a espécie de apenas 47,8% (11). Foram
encontrados Bacillus subtilis (3 isolados), B. cereus (2), B. anthracis (2), B.
megaterium (2), B. stearothermophilus (1) and B. laterosporus (1). Vaughn et al.
(1958) demonstraram a atividade pectinolitica de Bacillus, porém enfatizam a
agdo de bactérias Gram negativas na degradagdo da mucilagem dos grios de
café.

A ocorréncia do género Bacillus foi predominante nos estadios finais da
maturagdo e processamento, ou seja, nos estadios seco no pé e em terreiro. As
espécies B. cereus e B. laterosporus foram as tinicas com ocorréncia no estédio
cereja, 50 e 100 %, respectivamente, e B. stearothermophilus no estadio passa
(100%).

Espécies do género Bacillus sdo encontrados tipicamente em amostras de
solo. Estas bactérias podem secretar uma ampla variedade de enzimas
degradativas, algumas das quais sdo celulases, amilases e proteases, podendo ser
importantes no processo de fermentagéo.

Para a identificagio dos isolados bacterianos Gram positivos nio
esporulados, os testes ndo se mostraram satisfatorios, pois a metodologia usada
visa a identificagio de bactérias do acido lactico (BAL), principalmente
Lactobacillus. Os 118 isolados de bactéria Gram positivas ndo esporuladas
incluiram: Cellulomonas (64 isolados), Arthrobacter (13), Microbacterium (6),
Brochothrix (5), Dermabacter (4), Lactobacillus (2) e 24 isolados ndo foram
identificados. Perderson e Breed (1946) identificaram BAL, destacando
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Lactobacillus plantarum, L. brevis, Leuconostoc mesenteroides e Streptococcus
faecalis em cafés mexicanos e colombianos, nos quais o processamento dos
grios é feito por via umida.

A presenga do género Lactobacillus foi confirmada em apenas 1,7% dos
isolados Gram positivos ndo esporulados identificados e a de Microbacterium,
em 5,1% dos isolados. A ocorréncia de Lactobacillus € a menor, se comparada
aos demais géneros provaveis. Assim, estes microrganismos ndo devem ser
responsaveis por mudangas quimio-fisicas dos grios, ja que quando abundantes
ndo se demonstraram auto suficientes no desprendimento da mucilagem
(Pederson ¢ Breed, 1946).

As bactérias Gram positivas identificadas podem ser encontradas em
varios ambientes. Cellulomonas, a mais abundante deste grupo, pode ser
encontrada amplamente no solo e em plantagdo de cana de agicar, sendo capaz
de degradar a celulose. Arthrobacter, normalmente encontrada em solos acidos
(como nesta regido que foi amostrada), é encontrada em superficie de folhas.
Este género de bactéria utiliza uma grande variedade de carboidratos, mas tem
sido caracterizada como psicrofila. Microbacterium e Brochothrix sao bactérias
similares e, por fermentagio, produzem écido lactico. Em recente trabalho
publicado por Blandén-Castaiio, Rodriguez-Valencia e Davial-Anas (1998)
sobre compostagem, utilizando residuo da polpa de café. foi encontrada uma
grande variedade de géneros de bactérias, incluindo muitos patogenos
oportunistas.

3.3 Espécies de fungos leveduriformes

Dos 107 isolados leveduriformes, 90 foram identificadas em 23 espécies,
sendo os géneros mais incidentes Pichia (38,9%), Candida (22,2%), Arxula
(18,9%) e Saccharomycopsis (6,7%).
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Schizosaccharomyces sp (3).

Van Pee e Castelein (1971), em cafés robustas, isolaram e identificaram,
da superficie dos grios, Candida guilliermondii (Pichia guilliermondii),
Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis famata
(Debaryomyces hansenii (Zopf) Lodder e Kreger van Rij. Var. hansenii (1985)),
Saccharomyces marxianus (Kluyveromyces marxianus (E.C. Hansen) van der
Walt (1971)).

Quase todas as espécies de leveduras identificadas ja foram isoladas de
solos, frutos, plantas e dejetos de insetos (Kurtzman e Fell, 1998), podendo ser,
portanto, encontradas também em processamento de café. Alguns isolados
identificados ndio sdo comuns ou ainda ndo foram encontrados em muitos
ambientes. Um resultado surpreendente deste trabalho foi a detecgdo, isolamento
¢ identificagdo de Arxula adeninivorans em 8 das 15 fazendas amostradas. Esta
levedura é relativamente rara e descrita anteriormente como participante da
microbiota do solo e de silagem (Kurtzman e Fell, 1998). Esta levedura pode
crescer em temperaturas elevadas como, por exemplo, 45° C e pode secretar
enzimas incluindo pectinases, celobiases 1 e 2, xilosidades, fosfatase acida,
Rnases e algumas proteases (Kunze e Kunze, 1996).
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3.4 Espécies de fungos filamentosos

Duzentos e sessenta e oito isolados de fungos filamentosos foram
identificados quanto ao género (Tabela 4) e 61 foram identificados quanto &
espécie (Tabela 5).

Dos 268 isolados de fungos filamentosos, 45,9% pertenceram ao género
Cladosporium, 38,8% a Fusarium, 13,1% a Penicillium e 2,2% a Aspergilius,
sendo estes géneros ja registrados em café por Alves (1996), Roussos et al.
(1995), Abdel- Hafez e El- Magharaby (1992), Carvalho, Chalfoun e Chagas
(1989), Daivasikamani ¢ Kannan (1986), Mislivec, Bruce e Gibson (1983).

Em grdos verdes, Mislivec, Bruce e Gibson (1983) justificaram que a
menor incidéncia de Penicillium e Fusarium se da porque altas temperaturas
encontradas nas regides do tropicos limita o crescimento destes fungos.
Aspergillus, com menor ocorréncia, neste trabalho, em grdos verdes,
apresentaram maiores incidéncias no citado trabalho. Segundo Pitt e Hocking
(1997) Aspergillus compete por substrato com Fusarium e Penicillium e s6 tem
sua incidéncia incrementada em ambientes com altas temperaturas e baixa
atividade de agua.

A predominincia de grupos, géneros e espécies microbianas, em
diferentes estadios de maturagio e processamento, refor¢a a idéia de sucessdo
ecologica em graos de café segundo a variagdo ambiental, sazonal e substrato
disponivel.

Nio se fez a identificagdo da(s) espécie(s) dos 29 isolados selecionados
de Cladosporium. Espécies de Penicillium, Fusarium e Aspergillus encontram-
se na Tabela 5.
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TABELA 4 Incidéncia dos géneros de fungos filamentosos isolados de gréos de
café em 11 fazendas amostradas na regido Sul de Minas Gerais.

Géneros identificados
Fazendas Aspergillus  Cladosporium  Fusarium Penicillium
1 2 22 26 6
2 1 12 5 4
3 1 7 11 5
4 0 6 10 3
5 0 11 7 0
6 0 16 7 0
11 0 10 6 1
12 0 15 9 0
13 2 8 7 3
14 0 6 11 4
15 0 10 5 9
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TABELA 5 Ocorréncia das espécies de Penicillium, Fusarium e Aspergillus
isoladas das superficies dos grios de café da regido Sul de Minas

Gerais.
ESPECIES %
Penicillium
crustosum 66,8
restrictum 14,3
implicatum 9,5
citrinum 4,7
Nio identificado 4,7
TOTAL 100
Fusarium
stilboides 80
semitectum 20
TOTAL 100
Aspergillus niger 100

Quinze isolados fiingicos ndo foram identificados. Outros géneros
encontrados em menor freqiiéncia, mas ja isolados de café, também foram
identificados, como Monilia (fazenda 5 e 15), Beauveria (fazenda 4) e
Arthrobotrys (fazenda 14).

Das espécies identificadas neste trabalho, Penicillium citrinum foi
identificado por Mislivec, Bruce e Gibson (1983) em 0,7% dos isolados de cafés
brasileiros, verificando-se, portanto, baixa ocorréncia nos dois trabalhos.
Fusarium semitectum e F. stilboides ja foram identificados e citados por Booth
(1971) e Gordon (1960) em cafés ardbicas e robustas.
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No meio de cultura G25N, Penicillium crustosum Thom apresentou-se
triverticilado, P. restrictum J.C. Gilman & E.V. Abbott e P. implicatum Biourge
monoverticilados e, P. citrinum Thom mono e biverticilados. Em meio de
cultura CSN, somente Penicillium restrictum ndo produziu compostos que
provocassem a mudanga da cor azul para amarela.

As caracteristicas diagnésticas nos meios MEA e CYA de Penicillium
crustosum, Penicillium restrictum, P. implicatum e P. citrinum encontram-se na
Tabela 6.

Caracteristicas diagnésticas de Fusarium stilboides Wollenw e F.
semitectum Berk. & Rav. encontram-se na Tabela 7.

A identificagdo da espécie de Aspergillus fot confirmada pela presenca
de conidios esféricos pretos, vesiculas nascendo de métulas ¢ fidlides e
crescimento vigoroso em CYA.

A ocorréncia das espécies de fungos filamentosos e os estidios de
maturagéo e processamento dos grios de café encontram-se na Tabela 8.

Cladosporium (dados nio mostrados) foi o género com maior incidéncia
nos primeiros estddios de maturago. Bitancourt (1957) relata que a colonizagdo
dos frutos por este fungo se faz quando os frutos ainda estdo presentes na planta,
o que também foi observado neste trabalho. Isso pode ser explicado pela
resisténcia dos conidios a
luz solar (Pitt e Hocking, 1997).
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TABELA 6 Caracteristicas diagnosticas de espécies de Penicillium isoladas de grios de café da regido Sul de
Minas Gerais.

P. citrinum

P. crustosum P. restrictum P. implicatum

MEA CYA MEA CYA

MEA CYA MEA CYA
27 25 27 19,7 27

VAC AC CEE® Acl’

Caracteristicas

Difimetro médio (inm) 35 34,6 19,4

Coloragio micélio VAC' AM vo! AC?

Coloragdo reverso AM? Vam® c’ Amr’ AM AM C Am
Exsudato Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente
Esporos Esféricos - Esféricos - Esféricos - Esféricos -
lisos lisos lisos lisos
Estipe Rugosa - Rugosa - Pouco - Rugosa -
Rugosa

N T . n
'WAC= verde azul claro; © AM: amarelo; ' Vam= verde com amarelo; * VO= verde oliva; °C= cinza; ° AC= azul
. - . L
acinzentado; 7 Amr= amarclo e marrom; * CEE-= cinza esverdeado escuro; ? Acl= azul claro.
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TABELA 7 Caracteristicas diagnosticas de espécies de I“usarium isoladas de grios de café da regido Sul de

Minas Gerais.

Caracteristicas

Fusarium semitectum

Fusarium stitboides

Micélio aéreo
Cor do micélio aéreo
Microconidios
Macroconidios (forma)
Clamidésporos
Esporodoquio

Conidi6foros

Presente
“bronzeado”
Poucos a ausente
Ligeiramente curvados
Presente
Ausente
Polifidlides

Presente
Vermelho carmim
Ausente
Fusiforme
Presente
Presente
Polifilides
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Fusarium stilboides e F. semitectum apresentaram a mesma tendéncia,
ou seja, ocorréncia em todos os estadios, com maior incidéncia nos estadios seco
no pé e seco em terreiro. Em sua tese, Meirelles (1990) também registrou a
incidéncia de Fusarium em todos os estadios de maturacéo e processamento,
com excegdo do estadio verde, no qual a presenga de tanino e lignina limitam o
crescimento fingico. A alta incidéncia de Fusarium pode ser justificada pela alta
capacidade de penetragio e colonizagdo destes fungos (Krug, 1947).

Seis isolados de Aspergillus niger foram encontrados nos estadios passa,
seco no pé e seco em terreiro. Aspergillus niger é facilmente isolado de
alimentos e alimentos secos no sol devido a resisténcia dos esporos negros a luz
solar e UV (Pitt e Hocking, 1997).

Pitt e Hocking (1997) relataram a competigio entre Aspergillus,
Fusarium e Penicillium. O desenvolvimento de Aspergillus se faz
predominantemente em ambientes com altas temperaturas e baixa atividade de
agua, condigdes ideais encontradas nos finais de processamentos e
beneficiamento e em locais de armazenamento.

A ocorréncia destes géneros de fungos filamentosos em grios de café
pode deteriorar a qualidade da bebida produzida, exceto a presenga de
Cladosporium, cuja anilise sensorial de graos por eles colonizados, revelaram
bebidas de boa qualidade (Alves e Castro, 1998; Carvalho, Chalfoun e Chagas,
1989; Bitancourt, 1957 e Krug, 1940)

A ocorréncia de fingos filamentosos deve ser cada vez mais relevante
quanto & seguranca do produto para o consumidor. Dos fungos isolados e
identificados neste trabalho, sio relatados como toxigénicas as espécies
Fusarium semitectum (Pitt ¢ Hocking, 1997, Nelson, Toussoun e Marasas,
1983); Aspergillus niger (Pitt e Hocking, 1997), Penicillium crustosum (Pitt e
Hocking, 1997) e Penicillium citrinum (Pitt e Hocking, 1997).
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4 CONCLUSOES

A partir dos isolamentos e identificagdes dos géneros e espécies da
microbiota da superficie dos grios de café, conclui-se:

v Do total de 754 microrganismos isolados da superficie dos grios de café,

612 foram identificados quanto ao género e/ou quanto a espécie.

v A diversidade microbiana encontrada compreendeu 22 géneros ¢ 31 espécies
de bactérias, 12 géneros e 23 espécies de leveduras ¢ 7 géneros e 7 espécies

de fungos filamentosos.

v' A populagdo de bactérias Gram negativas apresentou maior diversidade em
ndmero de espécies do que as Gram positivas.

v" A maioria dos isolados bacterianos e leveduriformes foram fermentativas,
algumas bactérias isoladas produzem celulases e espécies de leveduras e
fungos filamentosos podem apresentar atividade pectinolitica.

v"  Foi observada uma aparente sucessdo ecologica entre bactérias e leveduras

e entre géneros de fungos filamentosos.
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TABELA 1A Equivaléncia dos grios de café imperfeitos e impurezas e o

nimero de defeitos

Grédos Defeitos

1 gréo preto 1 defeito

1 pedra ou pau ou torriio grande . 5 defeitos
1 pedra ou pau ou torrdo regular 2 defeitos
1 pedra ou pau ou torrdo pequeno 1 defeito
1 c6co 1 defeito

1 casca grande 1 defeito

2 ardidos 1 defeito

2 marinheiros 1 defeito

2 a 3 cascas pequenas 1 defeito

2 a 5 brocados 1 defeito

3 conchas 1 defeito

5 verdes 1 defeito

5 quebrados 1 defeito

5 chochos ou mal granados 1 defeito

Fonte: Cultura de café- Instituto Campineiro de Ensino Agricola. 1987.

TABELA 2A Tipos da bebida de café e o nimero de defeitos correspondente.

Tipo Defeitos
Tipo 1 0 defeitos
Tipo 2 4 defeitos
Tipo 3 12 defeitos
Tipo 4 26 defeitos
Tipo § 46 defeitos
Tipo 6 - 86 defeitos
Tipo 7 160 defeitos
Tipo 8 360 defeitos

Fonte: Cultura de café- Instituto Campineiro de Ensino Agricola. 1987.
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TABELA 3A Indice de chuva (mm) da cidade de Lavras- MG ocorrido durante
o periodo de coleta das amostras de grios de café nos anos de 1997

e 1998.

Més de coleta 1997 1998
Junho 51,8 -
Julho 5,6 0,4

Setembro - 16,5
TOTAL 574 16,9

Fonte: Estag@o meteoroldgica da Universidade Federal de Lavras
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