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RESUMO

VILELA, D.M. ldentificacdo e caracterizacdo convencional e molecular
por ARDRA e DGGE da microbiota associada ao café despolpado
(Coffea arabica L.). 2009. 71 p. Dissertacdo (Mestrado Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras- MG.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo isolados durante
praticamente todas as etapas de processamento do café. Treze amostras de
Coffea arabica L. foram coletadas durante as diferentes etapas de
processamento do café¢ despolpado de uma fazenda no Sul de Minas Gerais.
Os isolados bacterianos e leveduriformes foram identificados por Analise de
Restrigdo de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) e analise de
sequenciamento da regido 16-23S do rDNA (bactérias) e ITS1-5.8S do
rDNA (leveduras). Os fungos filamentosos foram identificados através de
analises das caracteristicas macro e microscépicas das colonias. Eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) do produto de PCR das regides
rRNA 18S e rRNA 16S foi realizada para analisar as comunidades de
leveduras e bactérias. Contagens de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos foram na ordem de 4,7 x 10°a 1 x 10’ UFC/g, 2,3 x 10°a 7,5 x
10° UFC/g, 1 x 10° a 55x 10° UF C/g, respectivamente. Através do ARDRA
da regido 16-23S do rDNA foram obtidos 16 padrdes de fragmentos de
restrigdo distintos correspondentes a 16 espécies distintas de bactérias.
Bacillus subtillis, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Bacillus
cereus e Klebsiella pneumoniae foram as bactérias predominantes durante o
processamento do café. Lactococcus lactis, Serratia sp., Acinetobacter spp e
Bacillus megaterium foram isoladas em meios de cultivo, mas ndo
detectadas por analise de DGGE das mesmas amostras. Todas as espécies
detectadas por DGGE foram também isoladas por cultivo, com excegao da
bactéria ndo cultivavel. Através do ARDRA da regido ITS1-5.8S do rDNA
foram obtidos 15 padrdes de fragmentos de restricdo distintos
correspondentes a 14 espécies distintas de leveduras. Pichia anomala foi
presente em todas as amostras, com contagens na ordem de 10° a 10° UFC/g.
Torulaspora delbrueckii e Rhodotorula mucilaginosa também foram
leveduras predominantes durante o processamento do café. Algumas
espécies de leveduras como Candida ernobii, C. fukuyamaensis, Pichia
caribbica, C. membraniefaciens, Saccharomyces bayanus e Arxula sp. foram
isoladas em meios de cultivo, mas ndo detectadas nas analises de DGGE das
mesmas amostras. Todas as espécies de leveduras detectadas por DGGE
foram também isoladas por cultivo. Dentre os fungos filamentosos
identificados o género Aspergillus foi o de maior incidéncia, seguido pelos
géneros Penicillium sp., Fusarium sp.e Cladosporium. Houve boa correlagdo
entre as espécies encontradas por isolamento em meio de cultivo e
sequenciamento ¢ os perfis de DGGE obtidos, tanto para bactérias quanto
para leveduras; no entanto as técnicas moleculares precisam estar associadas



as técnicas tradicionais a fim de se obter melhor caracterizacdo da
microbiota presente.

Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora) e Cristina
Ferreira Silva (Co-orientadora) — UFLA
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ABSTRACT

VILELA, D.M. Molecular and convencional identification and
caracterization by ARDRA and DGGE of the microbiota associated to
depulped coffee (Coffea arabica L.). 2009. 71p. (Master’s Dissertation in
Food Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG

Bacteria, yeast and filamentous fungi are isolated during all the
stages of coffee processing. Thirteen samples of Coffea arabica L. were
collected during different processing stages of depulped coffee from a farm
in the South of Minas Gerais. The isolated bacteria and yeasts were
identified by Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)
and sequence analysis of the 16-23S of the rDNA (bacteria) and ITS1-5.8S
of the rDNA (yeasts). The filamentous fungi were identified by analyses of
macro and microscopic characteristics of the colonies. Denaturing gradient
gel electrophoresis (DGGE) of the product of PCR of the rRNA 18S and
rRNA 16S were carried out to analyze the yeast and bacteria communities.
Bacteria, yeast and filamentous fungi counts were in the order of 4.7 x 10’ to
1 x 10’ CFU/g, 2.3 x 10° to 7.5 x 10°CFU/g, 1 x 10* to 5.5 x 10’ CFU/g,
respectively. Using the technique ARDRA of the 16-23S region of the
rDNA, 16 distinct restriction fragment patterns, corresponding to 16
different bacterial species were obtained. Bacillus subtillis, Escherichia coli,
Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus and Klebsiella pneumoniae were
the predominant bacteria during the coffee processing. Lactococcus lactis,
Serratia sp., Acinetobacter spp and Bacillus megaterium were isolated in
culture medium, but not detected by DGGE analysis of the same samples.
All of the species detected by DGGE were also isolated for cultivation,
except for the nonculturable bacteria. The method ARDRA of the ITS1-5.8S
region of the rDNA allowed 15 distinct restriction fragment patterns
corresponding to 14 different yeast species. Pichia anomala was present in
all the samples, with counts to the order of 10° to 10° CFU/g. Torulaspora
delbrueckii and Rhodotorula mucilaginosa were also predominant yeasts
during the coffee processing. Some yeast species such as Candida ernobii,
C. fukuyamaensis, Pichia caribbica, C. membraniefaciens, Saccharomyces
bayanus e Arxula sp. were isolated in culture media but not detected in the
DGGE analyses of the same samples. All of the yeasts species detected by
DGGE were also isolated in the culture media. Among the filamentous fungi
identified, the genus Aspergillus was of higher incidence followed the genera
Penicillium sp., Fusarium sp. and Cladosporium. There was a good
correlation among the species found by isolation in culture medium and
sequencing and the DGGE profiles obtained, for bacteria, as well as yeasts,
however the molecular techniques need to be associated to the traditional
techniques in order to obtain better characterization of the microbiota present
in coffee processing.
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1 INTRODUCAO

O objetivo do processamento via imida do café é a remogdo da
polpa, da mucilagem, do pergaminho e da pelicula prateada que envolve os
graos de café com o intuito de facilitar a sua secagem (Masoud et al., 2004;
Fowler et al., 1998). Os frutos de café podem ser processados pela via seca
ou umida. No processamento via seca o café ¢ secado com todas as suas
partes constituintes (exocarpo — casca; mesocarpo — mucilagem; endocarpo —
pergaminho; perisperma — pelicula prateada e endosperma — semente). Pelo
processamento via umida obtém-se o café cereja descascado, o café
despolpado e o café¢ desmucilado, de acordo com a parte removida do fruto
para a posterior secagem (Bartholo & Guimardes, 1997; Masoud et al.,
2004).

A preparagdo dos cafés a partir de frutos maduros e com a
eliminagdo rapida da fonte de fermentacdo, independentemente do tipo de
processamento (via seca ou via imida), se bem processada resulta em cafés
de boa qualidade seja qual for a da regido de produgdo. No geral, frutos de
Coffea arabica produzidos no mundo ainda sdo processados pelo método via
seca (Masoud & Jespersen, 2006). No Brasil, por exemplo, mais de 95% do
café arabica produzido é processado via seca (Silva et al., 2008b; Masoud &
Jespersen, 2006). Algumas regides produtoras de café arabica, como
Colombia, América Central e Hawaii, no entanto, utilizam a via imida como
método de processamento (Silva et al., 2008b).

Durante o processamento do café, bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, leveduras e fungos filamentosos estdo presentes durante os
diferentes estadios (Silva et al., 2000; Masoud et al., 2004). Uma vez que os
microrganismos estdo presentes naturalmente em todas as etapas pré e pos-
colheita do café, influenciando na bebida, seja pela degradacdo de

compostos presentes nos graos ou pela excrecdo de metabdlitos, torna-se de



suma importdncia a caracterizagdo dessa microbiota através do seu
isolamento e identificagao.

Tradicionalmente, a detecgdo e a identificacdo de microrganismos
eram somente feitas de acordo com os principais meios de cultivo para seu
desenvolvimento, além da observacdo direta com a utilizacdo de
microscopio. Todavia, essas metodologias forneciam informagdes limitadas,
com necessidade de maior refinamento. Como alternativa para esses
métodos foram desenvolvidas varias técnicas, destacando-se aquelas
baseadas nos acidos nucléicos (Reis Junior et al., 2004; Wattiau., 2001), as
quais incluem ARDRA, Polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restrigdo (PCR-RFLP) (Ouoba et al., 2004; Moreira, 2005; Wu et al., 2006),
sequenciamento de rDNA 16S (Wu et al., 2006) e Polimorfismo do DNA
amplificado randomicamente (RAPD-PCR) (Zhang et al., 2002; Isenegger et
al., 2003).

Os microrganismos presentes no ambiente apresentam grande
diversidade genética e desempenham fungdes cruciais nos mesmos. Apesar
de sua grande importincia, apenas uma pequena fracdo da diversidade
microbiana € conhecida. Devido a este fato, os métodos dependentes de
cultivo para estudos prévios de microrganismos devem ser combinados com
métodos independentes de cultivo para dar uma visdo mais completa da
diversidade microbiana. Métodos independentes de cultivo, como DGGE,
tém sido desenvolvidos para diferenciagdo de genes rRNA diretamente
extraidos de comunidades microbianas complexas (Muyzer et al., 1993;
Masoud et al., 2004).

Os objetivos do presente trabalho foram isolar e identificar a
microbiota presente durante o processamento via umida do café por métodos
convencionais ¢ moleculares. A identificacdo das bactérias e leveduras foi
realizada utilizando-se agrupamento dos microrganismos por ARDRA,
seguido da identificacdo por sequenciamento e dos fungos filamentosos

utilizando a andlise das caracteristicas macro e microscopicas das coldnias.



Foi também objetivo deste trabalho avaliar a diversidade microbiana

presente pela técnica de DGGE.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cafeicultura brasileira

Tradicionalmente, o café ¢ produzido no Brasil desde a época do
império. Durante toda a sua historia, tem absorvido grande quantidade de
mao-de-obra, tornando-se uma importante fonte de renda para a economia do
pais e contribuindo significativamente como uma commoditie na formagao
do capital no setor agricola brasileiro.

O género Coffea inclui pelo menos 105 espécies, das quais apenas
duas sdo economicamente mais importantes: a C. ardbica L., conhecida
como café arabica, que responde por cerca de 3/4 da produgdo mundial, e a
C. canephora Pierre, comumente descrita como café robusta, que contribui
com o restante da producéo mundial.

O café ¢ uma das mais importantes fontes de divisas para o nosso
pais, principal produtor e exportador mundial. A previsdo para a safra
2008/2009 do Brasil ¢ de 45,54 milhdes de sacas (60 kg), correspondentes a
mais de 30% da produgdo mundial de acordo com levantamento da safra
feito pela Conab. Do total, a produgdo de café arabica devera ser de 34,7
milhdes de sacas, e a de café robusta (conillon), de 10,84 milhdes. Os trés
maiores paises produtores sdo Brasil (45,54 milhdes de sacas - arabica e
robusta), Vietna (17,5 milhGes de sacas — robusta) e Colombia (12.4 milhdes
de sacas — arabica (Informe Estatistico do Café, 2008; International Coffee
Organization - ICO, 2008).

No Brasil, o café ¢ produzido em 11 Estados e em 1.850 municipios.
Sao 2,3 milhdes de hectares plantados, ¢ a produtividade média ¢ de 21,63
sacas por hectare. O principais Estados produtores e a previsao de safra
2008/2009 sao Minas Gerais (producao estimada em 22,9 milhdes de sacas),
Espirito Santo ( produ¢@o estimada em 10,52 milhdes de sacas, sendo o

maior produtor nacional de café robusta), Sdo Paulo (producdo estimada em



4,72 milhGes de sacas), Bahia (produgdo estimada em 2,26 milhdes de sacas)

e Parana (produgdo estimada em 2,36 milhdes de sacas).

2.2 Composicao quimica do café
O fruto do cafeeiro é constituido de exocarpo (casca), mesocarpo
(mucilagem), endocarpo (pergaminho), espermoderma (pelicula prateada) e
endosperma (semente), que constitui o grao propriamente dito (Figura 1)

(Salazar et al., 1994).

Grad k
i~ Pa.
‘Pergaminho

FIGURA 1 Corte longitudinal de um fruto de café no estadio cereja

A qualidade sensorial do café esta relacionada diretamente com a
composi¢ao quimica dos graos (Tabela 1). O nimero de defeitos presentes
nos graos e a presenca de graos imaturos (verde, verde-cana) interferem na
composi¢do quimica que, por conseqiiéncia, compromete a qualidade da
bebida (Mazzafera & Guerreiro Filho, 1998).

De modo geral, o grio de café apresenta, em sua constituicdo
quimica, inimeros componentes volateis e ndo-volateis, tais como acidos,
aldeidos, cetonas, aglcares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos,
carboidratos, trigonelina, compostos fendlicos e cafeina, bem como enzimas,

que agem sobre estes proprios constituintes (Biosci, 1993; Menezes, 1994).



Tabela 1 Constituigdo quimica do grdo de café seco

Constituicdo Quimica %

carboidratos 60
oleos 13
proteinas 13
acidos 8,2
cafeina 1

Fonte: Menezes (1994)

A composi¢cdo dos acidos graxos depende de alguns fatores como
espécies e variedades de café. As reacdes de hidrolise dos triacilglicerois
(TAG) com a liberagdo dos acidos graxos (FA) formam oxidacdes “off-
flavour” na constituicdo quimica do café. Esta constituicdo quimica podera
ser modificada durante os processos de pos-colheita, ou seja, dependerdo
muito das condi¢cdes de processamento, secagem e armazenamento
(Menezes, 1994).

As caracteristicas fisico-quimicas da mucilagem sdo essenciais para
um entendimento da fermentagdo do café. A mucilagem forma de 20-25%,
base umida, do café¢ cereja e varia em espessura entre 0,5-2,0 mm
dependendo da variedade, do estadio de amadurecimento e das condi¢des
ambientais de cultivo (Menchu & Rolz, 1973). A mucilagem ¢ incolor, mas
quando exposta ao ar, torna-se escura como resultado das reagdes
enzimaticas oxidativas (Amorim e Amorim, 1977). Esta s6 ¢ formada no
estadio cereja quando o fruto esta quase maduro; os frutos ainda verdes ndo a
possuem. Nestes ultimos, quando despolpados, a semente fica sem a
protecdo ¢ a lubrificagdo fornecidas pela mucilagem, tornando-a passivel de
esmagamento ou corte, prejudicando o sabor da bebida (Arunga, 1982).

Os constituintes da parede celular, especialmente a lamela média e a
parede primaria, devem ser considerados de grande importancia na quebra da

mucilagem, sendo as substincias pécticas e a hemicelulose os constituintes



de interesse particular (Amorim & Amorim, 1977). O acido péctico é um
polimero de acido galacturdnico associado a baixos niveis de arabinose,
xilose e ramnose. A pectina ¢ composta principalmente de unidades de acido
galacturonico unidas por ligagdes a 1,4 com pequenas quantidades de
arabinanas e galactanas (Blanco, 1999). A pectina presente no café apresenta
um grau de esterificacdo de 70% e o comprimento da cadeia varia de 140
unidades para variedades de Coffea canephora e 250 unidades para
variedades de Coffea arabica (Castelein & Pilnik, 1976), porém ndo se sabe
em até que ponto o comprimento destas cadeias tém influéncia sobre a
qualidade.

De acordo com Wootton (1963), a lamela média das células da
mucilagem do café ¢ primariamente pectinica e a parede primaria contém
pectina e celulose. A fragdo insoluvel € constituida principalmente de
substancias pécticas em proxima associagdo com outras paredes celulares e
materiais intercelulares, incluindo hemiceluloses e fosfo e galactolipideos. A
quebra deste material celular e sua separacdo do pergaminho sdo importantes
processos bioquimicos na fermentagao do café.

O fruto de café maduro contém, especialmente no mesocarpo
mucilaginoso, aglcares simples, polissacarideos, minerais, proteinas e
lipideos, entre outros compostos, constituindo um excelente meio de cultura
para o crescimento de bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Amorim,

1968).

2.3 Processamento do café

O processamento do café visa, basicamente, separar os graos das
camadas externas (polpa exterior, pergaminho e pelicula prateada),
possibilitando a reducdo do seu contetido de dgua de 65% para um grau de
umidade entre 10 e 12%. Para prevenir fermentagdes indesejaveis, o
processamento deve ser feito imediatamente apds a colheita. Os graos

processados podem ser armazenados durante muitos meses sem alteragdo



significativa do sabor e sdo chamados de cafés crus (Nascimento et al.,
2008).

A demora no processamento do café permite a ocorréncia de
fermentagdes indesejaveis, provocando a producdo de substancias quimicas,
principalmente acidos, (acético, latico, butirico e propiénico) que se
difundem da mucilagem para a semente, comprometendo sua qualidade
(Chalfoun & Carvalho, 2000).

O processamento ¢ uma etapa importante da pos-colheita, fazendo
com que ocorra a maior homogeneidade possivel dos frutos, evitando
possiveis comprometimentos na qualidade da bebida. A escolha do método
de processamento dependera principalmente das condigdes de capitalizagao
do produtor, da quantidade produzida e do padrio desejado de qualidade
(Wintgens, 2004).

A pratica comercial do café tem mais de dois séculos de existéncia e
o modelo de processamento agroindustrial que é realizado imediatamente
apos sua colheita resume-se ainda em dois sistemas: via seca, que produz o
café natural, e via imida, que produz o café descascado, despolpado e
desmucilado. No processamento via seca o café ¢ seco com todas as suas
partes constituintes (exocarpo — casca; mesocarpo — mucilagem; endocarpo —
pergaminho; perisperma — pelicula prateada e endosperma — semente). Ja
pelo processamento via umida, i) cereja descascado, a casca e parte da
mucilagem dos frutos sdo retirados mecanicamente e as sementes sdo secas
com o restante da mucilagem e o pergaminho; ii) café despolpado, a casca e
a mucilagem dos frutos sdo retiradas mecanicamente ¢ as sementes sao
submetidas ao processo de fermentacdo para a retirada do restante da
mucilagem que ficou aderida ao pergaminho; iii) café desmucilado, que ¢
obtido com a retirada total da casca e da mucilagem através de maquinas
conhecidas como desmuciladores (Pimenta, 2003).

O método de processamento via umida surgiu ndo como uma
alternativa para modificar a bebida do café, mas como uma grande

necessidade pratica a medida que o café arabica, originario de areas de clima



subtropical ndo quentes, passou a ser plantado em areas tropicais. Nestas
areas verificava-se um intenso processo fermentativo dos frutos cerejas
imediatamente ap6s a colheita, com reflexos negativos na qualidade do
produto final. A maneira mais pratica para evitar tais fermentagdes
prejudiciais foi remover o mesocarpo, rico em acgucares, que facilita e
promove a fermentacao (Brando, 1999).

Atualmente vem crescendo, no Brasil, o nimero de produtores que
estdo empregando o processo por via umida. Este processo favorece a
secagem tendo em vista o menor volume processado, o menor tempo de

secagem e a redugdo do consumo de energia (Borém, 2004).

2.3.1 Processamento via seca

O processamento por via seca, também conhecido como método
natural, d4 origem ao café¢ denominado coco, de terreiro ou natural. E o
método mais antigo, simples e requer pouco maquinario. Este método
envolve o fruto inteiro e sofre variagdes dependendo do tamanho da
plantagdo, das condi¢des microclimaticas, das instalagdes disponiveis e da
qualidade final desejada (Carvalho et al., 2000; Silva et al., 2000).

Apds a colheita o café deve ser separado das impurezas (paus,
pedras, folhas, etc.) e, posteriormente, os frutos sdo lavados e separados de
acordo com sua maturagdo (cerejas, verdes e bdias), muita das vezes por um
separador hidraulico (Carvalho et al., 2000; Silva et al., 2000). Apés a
separagdo e lavagem, os frutos passam por um processo de secagem, que
pode ser feita ao sol em terreiros. O tempo de secagem pode chegar a quatro
semanas para, entdo, os frutos atingirem aproximadamente 12% de umidade.
Para acelerar o tempo de secagem dos graos, podem ser usados secadores

mecanicos apos uma pré-secagem ao sol durante alguns dias.



2.3.2 Processamento via umida

No método de processamento via umida, os frutos de café cereja sdo
despolpados para remover a casca (exocarpo) ¢ a polpa (mesocarpo exterior)
(Figura 1) (Avallone et al., 2002).

O processamento por via imida inclui as seguintes etapas: i) colheita
de graos cereja (Figura2A); ii) lavagem e selecdo dos grdos flutuantes, que
serdo processados separadamente (Figura 2B); ii) despolpamento (Figura
2C); iii) fermentagdo ou uso de enzimas ou substancias quimicas para
demucilagdo (Figura 2D); iv) lavagem para remo¢dao da mucilagem; e v)

secagem (Figura 2E).
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FIGURA 2 Etapas do processamento do café via umida
A- Colheita de frutos cerejas; B- Lavagem e selegdo dos frutos
para processamento; C- Despolpamento dos graos; D- Tanque
de fermentagdo para remogdo da mucilagem; E- Terreiro para
secagem dos graos apds a remog¢do da mucilagem.
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O processamento adequado, por via imida, preserva as qualidades
intrinsecas dos grios, resultando em um produto homogéneo ¢ com poucos
defeitos. Consequentemente, o café produzido por este método é considerado
de qualidade superior, obtendo melhores pregos no mercado. Uma
desvantagem deste processamento consiste na utilizagdo de grande
quantidade de agua, sendo necessarios de 3000 a 4000 litros para processar
240 litros quilos de café (ICO, 2008).

O preparo do café por via umida da origem aos cafés
descascados/lavados e despolpados. Paises produtores de cafés de bebida
suave, como a Colombia, o México e o Quénia, sdo conhecidos produtores
de cafés despolpados. O Brasil, embora seja conhecido como produtor de
café obtido por via seca, apresenta regides com boas condi¢des para
producdo de cafés despolpados, principalmente nas regides montanhosas,
onde predomina o trabalho familiar e ha abundéncia de agua (Cortez, 1993).

A fermentacdo do café ¢ o processo pelo qual o mesocarpo
mucilaginoso, aderido ao pergaminho, ¢ degradado por enzimas que ocorrem
naturalmente no café cereja e/ou sdo elaboradas pela microbiota do produto
natural. Posteriormente a mucilagem ¢ lavada para ser separada do
pergaminho, o qual é submetido & secagem até uma umidade de 10-11%.
(Avallone et al., 2002). O tempo de fermentacdo varia de acordo com a
temperatura ¢ a espessura da mucilagem, entre outros fatores. De modo
geral, varia entre 15 ¢ 20 horas, podendo diminuir com adi¢do de enzimas
digestivas especiais, chegando a reduzir para até 7 horas (Pimenta, 2003). Os
graos obtidos da fermentacdo, pela perda da mucilagem, tornam-se asperos
ao tato e possuem, aproximadamente, 57% de umidade (Avallone et al.,
2001; ICO, 2008).

O café despolpado ¢ um tipo de café especial, apreciado em alguns
paises do primeiro mundo, que se certificam da qualidade do mesmo para o
adquirirem, impondo limites de tolerancia cada vez mais restritos. Assim, o

café deve ser homogéneo, com caracteristicas bem definidas de sabor, corpo,
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dogura e acidez, entre outras, e principalmente deve ser seguro em relacdo ao
seu consumo (Nascimento et al., 2008).

De acordo com Bartholo & Guimaraes (1997), entre as vantagens do
café despolpado podem ser citadas a diminuigdo da area necessaria para a
secagem, a redugdo do volume em 60% e a redugdo do tempo da secagem,
ndo s6 por ser um café uniforme, mas também por apresentar um teor de
umidade mais baixo, aproximadamente 50%. Entretanto, a exigéncia de um
desmucilador na obtengdo de cafés despolpados onera o processo ¢ muitos
produtores produzem cafés descascados, nos quais o grao, com a mucilagem,

sdo levados para o terreiro para a secagem.

2.4 Microbiota presente no processamento de café

A biodiversidade microbiana presente nos frutos e grdos de café
depende de fatores ambientais da regido de cultivo como umidade,
temperatura e populagdo do solo, além da variedade do café cultivado e do
tipo de processamento. O café despolpado e o café natural estdo expostos a
uma diversidade de microrganismos, tais como leveduras, fungos
filamentosos e bactérias que, encontrando condi¢des favoraveis para se
desenvolver, infectam os frutos e os grios de café (Silva et al., 2003).
Alguns microrganismos sdo relatados como de importancia na fermentagéo
do café, como os géneros Bacillus, Erwinia, Aspergillus, Penicillium e

Fusarium (Arunga, 1982).

2.4.1 Bactérias
A presenca de bactérias na fermentacdo do café natural,
principalmente bactérias lacticas do género Leuconostoc e Lactobacillus, foi
observada por Perderson & Breed (1946). Trabalhando com cafés naturais
cereja no Brasil, Vaughan et al. (1958) isolaram bactérias coliformes de
semelhantes espécies do género Aerobacter e Escherichia, visto que o
nimero destes microrganismos aumentou significativamente durante a

fermentagdo de uma populagdo inicial de 10> — 10° cel/g para 10° cel/g apos
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24 horas de fermentacdo. Espécies pectinoliticas do género Bacillus também
foram isoladas durante a fermenta¢do do café. Embora bactérias do género
Leuconostoc e Streptococcus tenham sido isoladas do café natural
fermentado, ndo foi demonstrada a capacidade desses microrganismos para
degradar enzimas pécticas (Van Pee & Castelein, 1972).

Trabalhando com cafés processados por via seca nos quatro estadios
de maturacdo, Silva et al. (2000) verificaram que dos 254 isolados
bacterianos em estudo, 113 foram Gram negativos (44,5%), com maior
incidéncia de Aeromonas, Enterobacter e Pseudomonas, 23 sdo Gram
positivos esporulados (9%) e 118, Gram positivos ndo esporulantes (46,5%).
Espécies de Bacillus como B. cereus, B.subtillis, B. macerans, B. polymyxa e
B. megaterium corresponderam a maioria das espécies de bactérias isoladas
durante a fermentagao de cafés naturais (Silva et al., 2008b).

Avallone et al. (2001) isolaram espécies bacterianas durante a
fermentagdo de café processado via imida e verificaram a ocorréncia de
espécies como Klebsiella ozaenae, Erwinia herbicola, Leuconostoc

mesenterioides e Lactobacillus brevis.

2.4.2 Fungos leveduriformes

Agate & Bhat (1966) isolaram leveduras produtoras de pectinases
durante a fermentagdo de café processado via imida e verificaram a presenga
de espécies como Kluyveromyces, Saccharomyces sp., Saccharomyces
marxianus (Kluyveromyces marxianus), S. bayanus, S.cerevisiae. Eles
atribuiram a ag@o das pectinases sobre a pectina da mucilagem do café a
atividade microbiana leveduriforme.

Van Pee & Castelein (1972) identificaram leveduras do género
Candida, sendo C. guilliermondii na superficie e mucilagem dos grios;
C.parapsilopsis, S. cerevisiae, Torulopsis famata, S. marxianus, C.
tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa e C. pelliculosa na superficie dos

graos.
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Silva et al. (2000) identificaram 24 espécies de leveduras epifiticas
de frutos de café processados via seca. Os géneros Pichia, Candida e Arxula
foram os mais encontrados, com tendéncia a aparecer em frutos secos e
fermentados. Silva et al. (2008b), em estudo sobre a sucessdo de
microrganismos durante a fermentacdo de cafés naturais, verificaram a
ocorréncia de diferentes espécies de leveduras, como Candida saitoana,
C.fermentati, Debaromyces polymorfus, P. guilliermondii, C.
membraniefaciens, D. hansenii, P. anomala, Arxula adeninivorans e
Saccharomyces cerevisiae, entre outras.

Avallone et al. (2001) verificaram que as leveduras isoladas durante
a fermentacdo do café foram variadas e consistiam em espécies conhecidas
de plantas, como Kloeckera apiculata, Candida guilliermondii e
Cryptococcus albidus. Masoud et al. (2004) verificaram, em isolamento de
cafés processados via Umida, que a maior incidéncia de isolados
leveduriformes foi das espécies Pichia anomala, P. kluyveri e

Hanseniaspora uvarum durante o processo.

2.4.3 Fungos filamentosos

O grupo de microrganismos encontrado em café mais citado na
literatura é o de fungos filamentosos. Os principais géneros ja relatados
isolados de grdos de café nos diferentes estddios de maturacdo,
processamento e beneficiamento sdo: Alternaria (Mislivec et al., 1983),
Apergillus (Amorim & Mello, 1991; Silva et al., 2000, 2008b; Batista et al.,
2003, 2008), Cladosporium (Bitancourt et al., 1957; Silva et al., 2000,
2008a; Batista et al., 2003, 2008), Fusarium (Amorim & Mello, 1991;
Hernandez et al., 1995; Silva et al., 2000, 2008b; Batista et al., 2003, 2008),
Penicillium (Hernandez et al., 1995; Silva et al., 2000, 2008a; Batista et al.,
2003, 2008).

Bitancourt (1957), visando determinar os microrganismos que
constituem a microbiota do café cereja em diferentes fases do preparo, no

cafezal e no terreiro de secagem, isolou e observou que os fungos mais
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abundantes foram Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. ¢
Penicillium spp. Também foram identificados Aspergillus niger v. Tieghno
no café seco em terreiro; Cladosporium sp., que se desenvolve ainda no pé e
ndo no terreiro, durante a secagem, como normalmente ocorre com outros
fungos; Rhizopus nigricans Ehr.; Rhizopus sp.; Phomopsis sp. e Espicoccum
sp.

Enzimas flingicas sdao conhecidas por acelerar a quebra da
mucilagem. Espécies pectinoliticas Aspergillus, Fusarium e Penicillium
foram isoladas do café brasileiro despolpado (Vaughn et al., 1958).

Um estudo da microflora em 80 amostras de café beneficiado,
proveniente de S@o Sebastido do Paraiso — MG, resultou em amostras
classificadas como bebida mole e dura, apresentando indices de infeccao
pelos fungos Fusariun roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus,
acentuadamente menores que nos cafés classificados como bebida rio e
riada. Por outro lado, apresentaram indices igualmente elevados dos fungos
Fusariun sp. e Penicillium spp. O fungo do género Cladosporium
predominou nos cafés classificados como de bebida mole e dura (Carvalho et
al., 1989).

Fungos do género Cladosporium, Fusarium e Penicillium
representaram trés tercos do total de isolados encontrados em isolamento de
cafés naturais em todas as localidades estudadas e s6 3% dos isolados
pertenceram ao género Aspergillus (Silva et al., 2000). Silva et al. (2008a),
estudando a incidéncia de fungos filamentosos em processamento de cafés
naturais, verificou que o género Aspergillus foi o de maior incidéncia,
seguido pelos géneros Penicillium, Fusarium e Cladosporium.

Alguns trabalhos visam a detecc¢do de micotoxinas em graos
beneficiados de café¢ e relataram as espécies de fungos filamentosos que
provavelmente estdo relacionadas com a produgdo de substincias
toxigé€nicas. Batista et al. (2008) observaram a ocorréncia de espécies de
Aspergillus produtoras de ocratoxina A em cafés processados via seca e

umida, principalmente A.ochraceus.
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2.5 Estudo da diversidade microbiana através da Analise de restrigdo
de DNA ribossomal amplificado (ARDRA)

A maioria dos estudos da microbiota de café¢ encontrados na
literatura foi realizada utilizando métodos de identificacdo convencional.
Atualmente, para estudo de diversidade microbiana, varias técnicas
moleculares tém sido empregadas para auxiliar na identificagdo de
microrganismos com maior rapidez e seguranga. A técnica conhecida como
ARDRA explora o uso de oligonucleotideos iniciadores universais para
amplificar as seqiiéncias dos rDNAs de microrganismos, seguida pela
digestdo com enzimas de corte freqiiente para determinar a diversidade e
para identificar/classificar os isolados até género e, algumas vezes, até a
espécie. A técnica ARDRA utiliza as caracteristicas do RNA ribossomico e
tem como base padrdes de restrigdo enzimatica, valendo-se de enzimas
selecionadas com base na sua habilidade de revelar polimorfismo nos
fragmentos de DNA analisados e no grau de conservagdo dos sitios de
restricdo do rRNA, que reflete padrdes filogenéticos. O ARDRA ¢ bastante
util para uma rapida analise da diversidade genética. No entanto, recomenda-
se cuidado na escolha do fragmento de rDNA a ser amplificado e analisado
por esse método. No caso da analise da microdiversidade, que apresenta
grupos de individuos com elevada afinidade genética, o fragmento
amplificado deve incluir o espago intergénico do rDNA 16S-23S. Essa
regido intergénica apresenta maior variabilidade ndo sé na sua composi¢do
de bases, mas também no seu tamanho ao ser comparada as regioes génicas
16S ou 23S. Quando o estudo em questao tratar da diversidade entre isolados
distantes filogeneticamente, os fragmentos amplificados podem ser do rDNA
16S ou 23S. Esses genes geram padroes de bandeamento mais simples,

dependendo das enzimas de restri¢ao utilizadas (Reis Junior et al., 2004).

A técnica de ARDRA vem sendo empregada em diversos trabalhos
com diferentes propdsitos, como para determinar alteragcdes nas estruturas de
comunidades de bactérias de solos contaminados com cobre (Smit, 1997) e

para analise de bibliotecas de clones de rDNA para a estimativa da
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diversidade. Além disso, essa técnica tem sido usada na caracterizag¢do de
isolados de microrganismos, ja que cada espécie apresenta um padrdo de
restri¢@o tipico. Jeyaram et al. (2008) utilizaram ARDRA com o intuito de
agrupar filogeneticamente isolados bacterianos obtidos a partir de um
alimento fermentado tradicional da india e Bockelmann et al. (2008) também
utilizaram essa técnica para classificar espécies de leveduras do setor de
laticinios. ARDRA também foi utilizada para caracterizar espécies de
leveduras ndo-Saccharomyces originarias de vinho com o intuito de construir
um protocolo de rapida identificagdo dessas espécies durante a fermentacao

do vinho (Capece et al., 2003).

2.6 Avaliacdo de comunidades microbianas por Eletroforese em gel
com gradiente desnaturante (DGGE)

Estudos em comunidades microbianas originam questdoes sobre sua
composi¢do, estrutura e estabilidade e sobre a atividade e fungdo de seus
membros individuais. Técnicas microbioldgicas tradicionais e microscopia
convencional s3o meios insuficientes para responder a essas questdes
(Rosado et al.,, 1997). A maioria das bactérias presentes em amostras
ambientais ndo pode ser detectada através de microscopia convencional, ja
que elas ficam aderidas a particulas de solo e sedimento. Experimentos
fisiologicos tém sido usados com grande sucesso na caracterizagao de
espécies isoladas; entretanto sabe-se, hoje, que apenas uma pequena fragdo
de microrganismos presentes no ambiente pode ser isolada e caracterizada.
Como alternativa as exaustivas estratégias de clonagem, podem-se utilizar
experimentos de fingerprinting de comunidades microbianas através, por
exemplo, do uso da técnica de DGGE de fragmentos amplificados por PCR
(Rosado et al., 1997).

Nesta técnica, fragmentos de DNA de mesmo tamanho e seqiiéncias
nucleotidicas diferentes podem ser separados em géis de poliacrilamida por
agentes desnaturantes como uréia e formamida. Essa separacdo se baseia no

principio fisico de que a mobilidade eletroforética do DNA em um gel de
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poliacrilamida ¢ sensivel a estrutura secundaria da molécula com respeito a
sua conformagdo (helicoidal e parcialmente desnaturada). As bandas do
DNA podem ser visualizadas apos coloragdo com brometo de etidio, com o
corante Syber Green I ou pela prata (Rosado et al., 1997).

A principio, a técnica de DGGE foi introduzida em ecologia
microbiana molecular para determinar a diversidade genética de misturas
complexas de comunidades microbianas. Entretanto, atualmente essa técnica
pode ser usada com os mais variados propoésitos, como, por exemplo, no
estudo da estrutura de comunidades microbianas no ambiente, no
monitoramento de mudancas ocorridas nessas comunidades em um intervalo
de tempo apods a introducdo de um agente causador de estresse, como
produtos quimicos, pesticidas e poluentes, no estudo da diversidade de genes
funcionais e na analise de comunidades de outros microrganismos (Muyzer
et al., 1993; Ferris et al., 1997; Akkermans et al., 1995; Rosado et al., 1998).

Nos ultimos anos, esta técnica vem sendo empregada para conhecer
os microrganismos em diferentes comunidades, bem como para monitorar a
dindmica da populagdo em uma comunidade. A primeira aplicagdo de PCR-
DGGE em microbiologia de alimentos foi em 1999, quando Ampe et al.
(1999) estudaram a distribui¢do de microrganismos em uma massa de milho
mexicana fermentada. Desde entdo, a comunidade microbiana presente em
outros alimentos ou produtos tem sido analisada por DGGE, incluindo
queijos (Randazzo et al., 2002; Ercolini et al., 2003), salsichas italianas
(Cocolin et al., 2001), fermentagao de mandioca (Miambi et al., 2003), vinho
(Lopez et al., 2003), fermentagdo de café via umida (Masoud et al., 2004),
salame (Aquilanti et al., 2007), carne (Ercolini et al., 2006) e fermentacao de

cacau (Nielsen et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de café

Foi coletado, em uma fazenda localizada no Sul de Minas Gerais, um
lote de café arabica variedade Bourbon no estadio cereja de maturagdo,
correspondente a uma saca de sessenta litros. Os graos foram processados
por via umida para obtencdo de cafés despolpados. As amostras foram
coletadas de um lote de frutos cereja antes do processo de despolpamento,
imediatamente apds o despolpamento, durante a fermentacdo e durante a
secagem em terreiro, colocadas assepticamente em sacos plasticos estéreis e
transferidas em caixas térmicas para o Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal de Lavras para andlises imediatas e cultivo de
microrganismos. Para extracdo de DNA para analises de DGGE, as amostras

foram armazenadas em freezer a -20°C.

3.2 Isolamento dos microrganismos

Os frutos pertencentes a cada amostra foram escolhidos
aleatoriamente, em um numero de vinte grdos, e entdo colocados
assepticamente em sacos plasticos contendo 180 ml de agua peptonada
estéril (1% de peptona), nos quais foram agitados por 5 minutos a velocidade
média em Stomacher®. A partir do extrato obtido foram realizadas dilui¢des
decimais de 10" a 10™.

Para a determinagdo da contagem total de bactérias totais presentes
nas amostras, foi tomada uma aliquota de 0,1 ml de cada dilui¢cdo, em
triplicata, a qual foi plaqueada em meio Agar Nutriente (0,3% extrato de
carne, 0,5% peptona, 1,5% d&gar e 0,1% nistatina) pelo método de
espalhamento em superficie, sendo o meio MRS (1% peptona, 1% extrato de
carne, 0,5% extrato de levedura, 2% glicose, 0,1%tween 80, 0,2% fosfato de
potassio dibasico, 0,5% acetato de sodio, 0,2% citrato de amoénio, 0,005%

sulfato de magnésio-7H,0, 0,005% sulfato de manganés-7 H,O, 1,5% agar e
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0,1% nistatina) foi utilizado para contagem de bactérias laticas. Para avaliar
o crescimento de leveduras e fungos filamentosos, os meios utilizados foram
DG18 (0,8% glicose, 0,4% peptona, 0,08% fosfato de potassio dibasico,
0,04% sulfato de magnésio-7 H,O, 17,6% glicerol, 1,5% agar ¢ 0,01%
cloranfenicol) e MEA (2% extrato de malte, 0,1% peptona, 2% glicose, 1,5%
agar e 0,01% cloranfenicol). As placas foram incubadas a 28°C e avaliadas
apo6s 24 e 48 hs para bactérias e leveduras e 7 dias para fungos filamentosos.

A vpartir da contagem total foi selecionada, para andlise da
morfologia de coldnia, uma placa de cada meio e dilui¢do cuja contagem
estivesse entre 30 e 300 colonias. O numero de isolados selecionados para
identificacdo foi determinado pela raiz quadrada do nimero total de isolados
contados, conforme mencionado em Bacteriological Manual for Foods (Food
Drugs Administration - FDA, 1972). A analise de morfologia de colonia
incluiu a observagdo dos seguintes atributos: tamanho da coldnia (analise
comparativa com outras colonias presentes naquele meio), forma, elevagio,
cor, textura e bordo.

A preservacgdo dos isolados bacterianos e leveduriformes foi feita em
criotubos contendo os meios de origem liquidos acrescidos de glicerol, para
uma concentracdo final de 20%. A preservacdo dos isolados de fungos
filamentosos foi feita nos meios SNA (1g de KH,PO,, 1g de KNOs, 0,5g de
MgS0,.7H,0, 0,5g de KCl, 0,5g de glicose, 0,5g de sacarose, 18g de agar ¢
1000 mL de agua destilada) ou MEA, dependendo do género do fungo.

3.3 ldentificacdo das espécies microbianas
3.3.1 Identificacdo de bactérias
Os isolados bacterianos purificados foram transferidos para placas
contendo meio AN ou MEA e incubados a 28°C por 24 h. Apos a incubagao,
os isolados foram submetidos a testes de colorag¢do diferencial de Gram a
fim de separé-los nos dois grupos (Gram positivos e Gram negativos) e

analisados em microscopio Otico quanto a forma e ao arranjo das células.
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Os isolados de bactérias Gram positivas foram submetidos a um
tratamento térmico (80°C por 10 minutos) a fim de avaliar a capacidade de
produgdo de esporos dos isolados. Através da observacdo microscopica de
laminas dos isolados, os mesmos foram separados em bactérias formadoras ¢
ndo formadoras de esporos. Os isolados também foram submetidos a testes
de catalase, motilidade e esporulagdo, de acordo com as recomendagdes
propostas em “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (Holt et al.,
1994).

Os isolados foram agrupados para realizagdo de testes moleculares,

de acordo com os resultados dos testes realizados.

3.3.1.1 Andlise dos isolados bacterianos pela técnica ARDRA da regido
intergénica 16S- 23S do rDNA

A analise dos isolados bacterianos pela técnica ARDRA foi
executada conforme descrito por Jeyaram et al. (2008) com algumas
modificagdes. Coldnias de bactérias foram retiradas da superficie de meio
solido (AN ou MRS) e o seu DNA, extraido de acordo com os mesmos
autores, com algumas modificagdes.

Para amplificagdo do DNA foi utilizado um volume de 25 pl,
contendo 5pl do tampdo Master Mix 5X, 0,2 ul de Taq polimerase 5U.ul",
0,25ul ANTP 10mM, 0,1l de cada primer Set II 100pmol (Tabela 2) 0,3 ul
MgCl, 25mM e 19,15 pl de agua miliQ estéril. O termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf) obedeceu ao seguinte programa:
Desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 etapas de desnaturacdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento dos primers a 58°C por 1 minuto e extensao da
fita de DNA a 72°C por 2 minutos; Extensdo final a 72°C por 7 minutos e
4°C como temperatura de armazenamento. Os produtos de PCR foram
separados em gel de agarose 1% (condi¢des de corrida: 60V por 50 minutos)
e visualizados utilizando Syber Green em Transluminador.

Para analise de restricdo, um volume de 30 pl contendo 3 ul de

tampao de incubagdo (MultiCore 10X Promega), 0,5 ul de cada enzima de
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restrigdo 5U.ul”, 15 pl do produto do PCR néo purificado e 11 pl de agua
miliQ estéril foi incubado a 37°C por 16hs. As enzimas de restricdo Hae III,
e Hind III (Promega ou Fermentas) foram usadas de acordo com instrugéo
do fabricante. Para analise dos padrdes dos fragmentos de restricdo foi
utilizado gel de agarose a 2% (condigdes de corrida: 80V por 150 min). O
tamanho molecular dos produtos de digestdo foi determinado através da
utilizagdo do marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, ready-to-use
(100-3000 bp, Fermentas).

23



144

TABELA 2 Primers utilizados nas metodologias moleculares para identificagdo da microbiota

Primer Regido de Nome do Sequéncia do primer Referéncia
amplificacdo primer
Set 1 16S-23S rDNA 16SF-R2 5'-CGCGGGATCCTTGTAC Lechner
spacer ACACCGCCCGTC-3’ (1998)
16S rDNA 5'-GGCCGTCGACCCTTTC
gene 9-25 CCTCACGGTACTG-3'
ITS ITS1-5.8S ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-  Masoud et
rDNA-ITS2 3’ al. (2004)
region
ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3>
16S rRNA  16S rRNA gene 338F 5’-ACGGGGGGACTCCTACGG Ovreas et al.
V3 region GAGGCAGCAG-3’ (1997)
518E 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’
18S rRNA 18S rRNA YMO51r 5’-TTGGCAAATGCTTTCGC-3’ Haruta et al.
spacer NS3 5’- (2006)

GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-
3 9




3.3.1.2 Sequenciamento da regido intergénica 16S- 23S do rDNA para
identificacdo dos isolados bacterianos

A reacdo de PCR de 100 pl foi realizada contendo 20ul do tampao
Master Mix 5X, 0,8 pl de Taq polimerase SU.ul'l, 1ul ANTP 10mM, 0,4ul
de cada primer Set II 100pmol, 1,2 pul MgCl, 25mM e 76,2 ul de agua miliQ
estéril. O termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf) seguiu o mesmo
programa utilizado no item anterior. Os produtos de PCR ndo purificados
foram sequenciados pela Macrogen (Seul Korea) e as sequéncias obtidas
foram alinhadas com o banco de dados do GenBank, utilizando-se o
programa BLAST (National Centre for Biotechnology Information,
Maryland, USA).

3.3.2 Identificacdo de leveduras

Os isolados de leveduras foram agrupados com base em testes
bioquimicos propostos por Barnett et al. (2000) para posterior identificagdo
das espécies.

As colonias de leveduras crescidas em meio DG18 ou MEA por 24 h
a 28°C foram transferidas para tubos “eppendorf” contendo 2mL de agua
destilada estéril para que houvesse o esgotamento das reservas energéticas
das células. Apds 24 h, 300 pl destas suspensdes foram transferidas para
tubos de ensaio contendo um tubo de Durham invertido para serem
realizados testes de fermentagdo em meios liquidos (0,75% peptona de soja,
0,5% extrato de levedura e 0,04% azul de bromotimol) contendo diferentes
fontes de carbono (0,5M): glicose, galactose, sacarose, maltose, metilaD-
glucoside, rafinose, melibiose, celobiose e xilose.

As leituras dos testes de fermentagdo de carboidratos foram
realizadas apds 12, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h, 7 dias, 14 dias e 21 dias de
incubagdo. Avaliou-se, nos testes de fermentagdo de carboidratos, a
produgdo de acido e CO, (através do deslocamento do meio liquido nos

tubos de Duhran).
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3.3.2.1 Andlise dos isolados leveduriformes pela técnica ARDRA da
regido intergénica 1TS1-5.8S do rDNA

A andlise dos isolados leveduriformes pela técnica ARDRA foi
executada conforme descrito por Bockelmann et al. (2008) com algumas
modificagdes. Colonias de leveduras foram retiradas da superficie de meio
solido (DG 18 ou MEA), suspendidas em tampao de PCR e aquecidas a 85°C
por 15 minutos em termociclador.

A suspensdo obtida foi utilizada para a reagdo de PCR. Para
amplificacdo do DNA foi utilizado um volume de 25 pl, contendo Sul do
tampao Master Mix 5X, 0,2 pl de Taq polimerase 5U.ul", 1ul ANTP 10mM,
0,5ul de cada primer ITS 100pmol (Tabela 2) 0,5 pl MgCl, 25mM e 15,3 ul
de agua miliQ estéril. O termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf)
obedeceu ao seguinte programa: Desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos;
30 etapas de desnaturag@o a 95°C por 30 segundos, anelamento dos primers a
52°C por 30 segundos ¢ extensdo da fita de DNA a 72°C por 1 minuto;
Extensdo final a 72°C por 10 minutos e 4°C como temperatura de
armazenamento. Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 1%
(condi¢des de corrida: 60V por 50 minutos) e visualizados utilizando Syber
Green em Transluminador.

Para analise de restricdo, um volume de 30 pl contendo 13 pl de
tampao de incubacao, 0,5 ul de cada enzima de restrigdo e 15 pul do produto
do PCR néo purificado foi incubado a 37°C por 3h. Enzimas de restricdo Hae
111, Hinfl, Hind III e Mspl 5U.ul" (Promega ou Fermentas) foram usadas de
acordo com instrucdo do fabricante. Para analise dos padrdes de fragmentos
de restrigdo gel de agarose a 2% foi usado (condigdes de corrida: 90V por
150 min). O tamanho molecular dos produtos de digestdo foi determinado
através da utilizacdo do marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use (100-3000 bp, Fermentas).
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3.3.2.2 Sequenciamento da regido 1TS1-5.8S rDNA para identificacio
dos isolados leveduriformes

A reagdo de PCR de 100 pl foi realizada contendo 20ul do tampao
Master Mix 5X, 0,8 ul de Taq polimerase 5U.ul", 4ul dNTP 10mM, 2ul de
cada primer ITS 100pmol, 2 pl MgCl, 25mM e 71,2 ul de 4gua miliQ estéril.
O termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf) seguiu o mesmo
programa utilizado no item anterior. Os produtos de PCR ndo purificados
foram sequenciados pela Macrogen e as sequéncias obtidas foram alinhadas
com o banco de dados do GenBank, utilizando-se o programa BLAST

(National Centre for Biotechnology Information, Maryland, USA).

3.3.3 Identificacéo de fungos filamentosos
Para a identificagdo dos fungos filamentosos foram analisadas
caracteristicas macro e microscopicas das colonias segundo Booth (1971),
Nelson et al. (1983), Barnett & Hunter (1987), Klich (1993), Pitt & Hocking
(1997), Pitt (2000) e Samson (2004).

3.3.3.1 Identificacdo de géneros
Para a identificagdo dos géneros foram feitas ldminas a fresco com o
corante azul de metileno (20 mL de 4cido latico, 40mL de glicerina, 20 mL
de agua e 0,05g de azul de Trypan ou azul de metileno) e observadas as
estruturas reprodutivas dos isolados em microscopia Optica. A partir da
identifica¢do dos respectivos géneros procedeu-se a inoculagdo em meios de

cultura e temperatura padronizados.

3.3.3.2 Identificacao das espécies
A partir da identificacdo do género, cada isolado foi transferido para
os seguintes meios de cultivo padronizados MEA; CYA (Czapek Yeast
Agar- 1% de concentrado Czapek, 0,1% de solucdo metalica de Czapek, 1g
de K,HPO,, 5g de extrato de levedura, 30g de sacarose, 20g de agar e 1000

mL com agua destilada; CSN (10 mL do concentrado CS, 10g de sacarose,
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Sg de creatina, 1g de KH,PO,, 0,05g de parpura bromocresol, 15g de agar ¢
990 mL de agua destilada); OA (30g de cat flaker, 15g de agar e 1000 mL de
agua destilada); SNA e incubado a 28°C por 7 a 10 dias, visando a

identificagdo da espécie, como representa a Tabela 3.

TABELA 3 Meios de cultura e temperaturas de crescimento para
identificacdo das espécies de Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium e Fusarium.

Género Meios de cultura/Temperatura de incubagdo Referéncias
Aspergillus MEA/25°C  CYA/25°C CYA/37°C Klich
(1993)
Penicillium MEA/28°C CYA/28°C CYA/37°C CSN/28°C Pitt (2000)
Cladosporium  MEA/20°C Samson
(2004)
Fusarium OA/28°C SNA/28°C Nelson et al.
(1983)

Para a identificacdo das espécies dos isolados de Aspergillus e
Penicillium foram avaliadas algumas caracteristicas macroscopicas, como
cor da colonia, micélio, exsudato, cor do reverso, diametro, pigmentacao
soluvel e cleistotécio/esclerodios e algumas caracteristicas microscopicas,
como tipo de ramificagdo, comprimento, largura e textura dos conididéforos,
comprimento ¢ textura da ramificagdo, das métalas e fidlides, didmetro,
forma e textura dos conideos, didmetro, forma e cor do
cleistotécio/esclerodios.

Para a identificacdo das espécies de Fusarium foram observadas
formagdo de macro e microconideos e presenca de micélio aéreo, polifialides
ou monofialides e esporodoquios. Todas as placas foram incubadas por 7 a
10 dias, a 28°C, e foi realizada a identificacdo das espécies, seguindo a chave
de identificagdo para fungos filamentosos com base em suas caracteristicas

macro € microscopicas.
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3.4 Avaliagdo dos microrganismos presentes nas amostras por DGGE
As amostras de café (frutos cereja, café despolpado, durante a
fermentagdo e durante a secagem) foram submetidas a analise de DGGE com

a finalidade de avaliar a diversidade microbiana presente nas mesmas.

3.4.1 Extracéo do DNA microbiano das amostras

A extragdo de DNA das amostras foi feita com base no método
convencional de extragdo total direta segundo Ampe et al. (1999), com
algumas modifica¢des. As amostras foram centrifugadas (13000 rpm por 4
minutos) e o pellet, suspenso em TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA pH 8).
As seguintes etapas foram seguidas: adicdo de 500 pl de tampao STES
(0,2M Tris HCI pH 7,6; 0,5M NaCl; 0,1% SDS e 0,01M EDTA); lise fisica
com esferas de vidro por agitagdo em aparelho vortex das células presentes
nas amostras; lise quimica adicionando-se 20 ul lisozima (20 pg/ul) e
incubagdo a 37°C por 30 minutos; adicdo de 10 pl de proteinase K (10
mg/mL) e incubagdo a temperatura ambiente por 30 minutos; adi¢ao de 50 pl
de acetato de sodio 3M, misturando suavemente por 5 minutos no gelo;
purificacdo do extrato utilizando 500 pl de fenol:cloroférmio (1:1) no gelo;
centrifugacdo 13000 rpm por 10 minutos; recolhimento da fase mais clara e
precipitagdo do DNA adicionando-se o dobro do volume de etanol; deixou-
se overnigth a -20°C; centrifugou-se por 20 minutos a 13000 rpm; retirou-se
o etanol e lavou-se o DNA com 50 pl de etanol 70% ; centrifugou-se por 10
minutos a 13000 rpm; deixou-se 0 DNA secar a temperatura ambiente e fez-

se a sua ressuspensao em 30 pl de TE.

3.4.2 Amplificacéo por PCR (Reac¢éo da Polimerase em Cadeia)

3.4.2.1 Bactérias
As amostras, apds serem purificadas, foram submetidas a reagdo de

polimerase em cadeia e verificadas em gel de agarose 1%. As reagdes para

amplificagdo da comunidade bacteriana utilizaram primers universais rRNA
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16S seguindo o protocolo estabelecido por (Ovreas et al., 1997), como ja
descrito (Ampe et al., 1999).

A reagdo de PCR tinha um volume final de reacdo de 50 ul que
continha: 34,3 pl de agua MilliQ estéril, 10 pl de Tampédo Master Mix 5X
(Promega), 1 pul de dNTP’s, 1 pl de cada primer rRNA 16S (Tabela 2), 0,2 ul
de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), 0,5 ul de MgCl, e 2 ul de DNA.

O termociclador obedeceu ao seguinte programa: Desnaturacao
inicial a 95°C por 5 minutos; 35 etapas de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto;
anelamento dos primers a 55°C por 1 minuto e extensdo da fita de DNA a
72°C por 1 minuto; Extensdo final a 72°C por 7 minutos e 4°C como

temperatura de armazenamento.

3.4.2.2 Fungos leveduriformes e filamentosos

As amostras, apos serem purificadas, foram submetidas a reag@o de
polimerase em cadeia e verificadas em gel de agarose 1%. As reagdes para
amplificacdo da comunidade leveduriforme utilizaram primers da regido
rRNA 18 S seguindo o protocolo estabelecido por Masoud et al. (2004).

A reagdo de PCR continha: 34,3 pl de agua MilliQ estéril, 10 pl de
Tampao Master Mix 5X (Promega), 1 pul de dNTP’s, 1 ul de cada primer 18S
rRNA (Tabela 2), 0,2 ul de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,5 ul de
MgCl, e 2 pl de DNA, totalizando 50 pl de volume final da reagao.

O termociclador obedeceu ao seguinte programa: Desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 60 s,
anelamento dos primers a 55°C por 60 s ¢ a extensao da fita de DNA a 72°C
por 60 s; Extensdo final a 72°C por 7 min e 4°C como temperatura de

armazenamento.

3.4.3 Eletroforese de gel com gradiente desnaturante (DGGE)
A técnica de DGGE baseia-se no decréscimo da mobilidade
eletroforética de moléculas de DNA parcialmente desnaturadas em géis de

poliacrilamida contendo um gradiente desnaturante (uma mistura de uréia e
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formamida). S3o moléculas de diferentes sequéncias, por apresentarem
comportamentos de desnaturagdo diferentes, e, portanto, interromperem sua
migracdo no gel em diferentes posi¢des, formando bandas (Muyzer &

Smalla, 1999).

3.4.3.1 Bactérias

Os produtos do PCR foram analisados por DGGE, utilizando um
sistema vertical DCode (Bio-Rad) seguindo os procedimentos ja descritos
por Muyzer et al. (1993). Os produtos de PCR foram aplicados na
quantidade de 20 pl e a eles foram adicionados 20 pl de corante (2% de azul
de bromofenol, 2% de xileno cianol, glicerol 100% e dgua MilliQ) em gel de
poliacrilamida 8% (m/v) em tampao 0,5X TAE com gradiente de
desnaturagdo variando de 15 a 55% (100% correspondeu a 7 M de uréia e
40% (v/v) de formamida). A eletroforese foi realizada em uma voltagem
constante de 70 V por 4 h, com uma temperatura constante de 60°C. Apos a
eletroforese, os géis foram corados com SYBR-Green I (Molecular Probes)
(1:10.000 (v/v)), Metanol (1:1) e Acido acético (1:1). A imagem foi

capturada, visualizada e fotografada em Transluminador.

3.4.3.2 Fungos leveduriformes e filamentosos

Os produtos do PCR foram, ento, analisados por DGGE, utilizando
um sistema vertical DCode (Bio-Rad) seguindo os procedimentos ja
descritos por Masoud et al. (2004) com algumas modificagdes. Os produtos
de PCR foram aplicados na quantidade de 20 pl e a eles foram adicionados
20 pl de corante (2% de azul de bromofenol, 2% de xileno cianol, glicerol
100% e agua MilliQ) em gel de poliacrilamida 8% (m/v) em tampao 0,5X
TAE com gradiente de desnaturacdo variando de 40 a 60% (100%
correspondeu a 7 M de uréia e 40% (v/v) de formamida). A eletroforese foi
realizada em uma voltagem constante de 70 V por 16 h, com uma
temperatura constante de 60°C. Apds a eletroforese, os géis foram corados

com SYBR-Green I (Molecular Probes) (1:10.000 (v/v)), Metanol (1:1) e
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Acido acético (1:1). A imagem foi capturada, visualizada e fotografada em

Transluminador.

3.4.3.3 Analise por sequenciamento das bandas de DGGE

As bandas selecionadas foram excisadas dos géis de DGGE com uma
lamina estéril ¢ o DNA foi eluido através do Kit de extracdo QIAEX III,
segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. O DNA foi reamplificado
usando a mesma reagdo de PCR descrita para a realizacdo do DGGE das
amostras. Os produtos de PCR nao purificados foram sequenciados pela
Macrogen e as sequéncias obtidas foram alinhadas com o banco de dados do
GenBank, utilizando-se o programa BLAST (National Centre for
Biotechnology Information, Maryland, USA).

3.5 Analises fisico-quimicas das amostras de café

Uma amostra de café¢ apos 216 h de secagem (11% de umidade no
terreiro) foi submetida as seguintes analises fisico-quimicas: Umidade
(Instituto Adolpho Lutz, 1985); Acidez (Association of Official analytical
chemists - AOAC, 1990); Polifenoloxidases (Ponting & Josling, 1948);
Compostos fenolicos (AOAC, 1990); Agutcares redutores e totais (AOAC,
1990); Sacarose (Southgate, 1991); Pectina soluvel, total e solubilizacdo
(Bitter & Muir, 1962) e FDA, Lignina e celulose (Van Soest, 1967 apud
Silva, 1998). As analises foram realizadas no Departamento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagem de microrganismos

Amostras de café processado via umida foram coletadas em uma
fazenda em Lavras, de um lote de frutos cereja antes do processo de
despolpamento, imediatamente apds o despolpamento, durante a
fermentacdo e durante a secagem em terreiro. As populacdes microbianas
nas diferentes amostras estdo representadas na Tabela 4. Um total de 286
isolados de bactérias, 382 isolados de leveduras e 60 isolados de fungos

filamentosos foi obtido das amostras coletadas.
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TABELA 4 Bactérias, leveduras e fungos filamentosos isolados de amostras
coletadas durante o processamento e secagem de café
despolpado.

Populacéo de bactérias, leveduras e fungos filamentosos (UFC/g)

Estagios de Bactérias Leveduras Fungos Filamentosos
processamento do
café
Frutos recém- 42x10° 8,5x 10° 4,6x 10
colhidos
Frutos lavados 4,7x 10° 34x10° 48x 10
Frutos despolpados 7x 10° 2,3x 10° 1,6 x10°
Casca e polpa 2,4x%10° 1x10° 55x 10°
24 hde 1x 10’ 33x10° 1x10°
fermentagéo/secagem
48 hde 4,7x10° 8x10° 5x 107
fermentacé&o/secagem
72hde 5x10° 55x10° 5x 107
fermentacé&o/secagem
96 h de 1,4x 10° 4,6x 10° 5x 107
fermentacg&o/secagem
120 h de 45x10° 6x 10° !
fermentacg&o/secagem
144 h de 2,7x10° 6,5x 10° !
fermentacé&o/secagem
168 h de 1,8 x 10° 2,2x10° !
fermentacé&o/secagem
192 h de 7x 10° 7,5x 10° !
fermentacgéo/secagem
216 h de 1,5x 10* 7x 10° !
fermentacdo/secagem

' Populagdes inferiores a 10 UFC/g
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As contagens de bactérias variaram de 4,7 x 10°a 1 x 10’ UFC/g,
com aumento durante as primeiras 24 h de fermentagdo/secagem. A
populagdo de bactérias foi superior a de leveduras em quase todas as
amostras. Maior frequéncia de bactérias durante os primeiros dias de
fermentacdo em cafés naturais também foi observada por Silva et al.
(2008b), sendo a atividade de agua (superior a 0,8) um fator relacionado a
essa alta frequéncia. As contagens de leveduras foram de 2.3 x 10°a 7,5 x
10° UFC/g, sendo as maiores populagdes detectadas com 120, 192 ¢ 216 h da
fermentacdo/secagem. Aumento da contagem de leveduras durante a
fermentagdo/secagem de Coffea arabica também foi encontrado por Silva et
al. (2000) no Brasil, em cafés processados via seca, e por Masoud et al.
(2004) na Tanzania, em cafés processados via umida.

A populagio de fungos filamentosos foi de 5,5 x 10°a 1 x 10> UFC/g
até 96 h e inferior a 10 UFC/g no final do processo. Esses resultados foram
contrarios aos obtidos em estudo sobre a incidéncia e distribuicdo de fungos
filamentosos durante a fermentacdo, secagem e estocagem de café natural
em Lavras-MG, onde se verificou aumento da populacdo, no decorrer da
secagem dos grios, da ordem de 10° UFC/g a 10° UFC/g (Silva et al.,
2008Db). Esta diferenca nos resultados relatados neste trabalho e por Silva et
al. (2008b) foi devida ao tipo de processamento do café. Com isto, pode-se
inferir que café processado por via timida apresenta condigdes menos
favoraveis para o desenvolvimento de fungos filamentosos quando
comparado ao processamento natural. Entretanto, outros fatores como
ambiente de secagem, tipo e tamanho do terreiro e quantidade de café para
secagem podem interferir nas populagdes dos diferentes grupos de

microrganismos.

4.2 ldentificacao das bactérias isoladas por anélise de 16S- 23S rDNA -
ARDRA e sequenciamento

Os 286 isolados bacterianos foram submetidos a testes de coloragdo

diferencial de Gram, analise microscopica, testes de catalase, motilidade e
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esporulagdo. De acordo com os resultados desses testes, os isolados foram
agrupados para identificagdo das espécies por ARDRA e sequenciamento da
regido 16S- 23S rDNA (Tabela 5). Foram obtidos 16 padrdes de fragmentos

de restricdo distintos (Figura 3) correspondentes a 16 espécies distintas.

TABELA 5 Agrupamento dos isolados bacterianos de acordo com testes
preliminares realizados (Gram, arranjo e forma das células, catalase,
motilidade e esporulagio)

Caracteristicas do grupo Numero de isolados

Gram negativo 72

Gram positivo, Bastonete, esporulag@o positiva 99

Gram positivo, Bastonete, esporulagdo negativa, catalase e motilidade positivas 45
Gram positivo, Bastonete, esporulagdo negativa, catalase e motilidade negativas 32
Gram positivo, Cocos, catalase positiva e motilidade negativa 28

Gram positivo, Cocos, catalase negativa e motilidade negativa 10
TOTAL 286
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FIGURA 3 Agrupamento por ARDRA das bactérias isoladas de café¢
despolpado através da amplificagdo da regido 16S-23S rDNA
usando dupla digestdo com Hae III ¢ Hind III. M- Marcador
GeneRuller 100pb Plus DNA Ladder, ready-to-use
(Fermentas), com fragmentos de 3000, 2000, 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 ¢ 100 pb. Perfil
A (11A)- Enterobacter agglomerans AM184091; Perfil B
(3A)- Bacillus cereus FJ573184; Perfil C (7A)- Leuconostoc
mesenterioides AB02741; Perfil D (15A)- Bacillus
sp.AB241586; Perfil E (6A)- Lactococcus lactis EU341312;
Perfil F (12A)- Klebsiella pneumoniae CP000964; Perfil G
(4A)- Bactéria ndo identificada; Perfil H (8A)- Serratia sp.
FI548993; Perfil I (10B)- Bacillus subtillis EU000054; Perfil
J (1B)- Erwinia herbicola FJ013266; Perfil K (2B)-
Acinetobacter sp. EU143353; Perfil L (8B)- Escherichia coli
EU026432; Perfil M (9B)- Bacillus megaterium AB271139;
Perfil N (17B)- Bacillus macerans AB281478 ; Perfil O
(19B)- Lactobacillus plantarum AB300541; Perfil P (13A)-
Lactobacillus brevis EU789399.
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Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Erwinia herbicola, Bacillus megaterium, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
macerans, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis foram bactérias
predominantes durante todo o processo de fermentagdo/secagem. Uma
espécie ndo identificada de Bacillus predominou nas amostras iniciais e
durante as primeiras 48 h de fermentagao/secagem, com contagens na ordem
de 10> a 10° UFC/g. Enterobacter agglomerans e Escherichia coli foram
espécies presentes com freqiiéncia durante o processamento do café, uma
vez que essas bactérias sdo encontradas em solo, a4gua, plantas e associadas a
pequenos mamiferos e insetos e no proprio maquindrio utilizado durante o
processamento. Erwinia herbicola e Klebsiella pneumoniae sdo bactérias
pectinoliticas e facilmente encontradas durante a fermentacdo do café
(Avallone et al., 2002). Lactobacillus brevis tem atividade pectinolitica em
condi¢des compativeis com as encontradas na fermentacdo do café
(Avallone et al., 2002). Além disso, toda bactéria acido latica geralmente é
resistente as condigdes acidas, o que permite seu crescimento durante o
processo de fermentagdo. A amostra coletada com 120 h de
fermentagdo/secagem mostrou maior diversidade de espécies (12), sendo a
menor diversidade encontrada na amostra coletada a partir dos frutos lavados

(2) (Tabela 6).
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TABELA 6 Espécies de bactérias isoladas de amostras coletadas durante o
processamento e secagem de café despolpado em Lavras (...continua...)

Numero de unidades formadoras de colonias (UFC/g)
das espécies de bactérias

Estagios de Frutos Frutos Frutos Casca 24hde 48 h de 72 hde
processamento  recém-  lavados despolpados e secagem  secagem  secagem
do café colhidos polpa
Enterobacter ! ! ! ! 5x10° 5x10° 2x10°
agglomerans
Bacillus cereus ! ! ! ! ! 2x 10°* 1x10*
Leuconostoc ! ! 3x 107 4x 1x10° 2x10° !
mesenterioides 10°
Bacillus sp. 1x10*  8x10° 3x10° 4’2 5x10° 5x 107 !
10
Lactococcus 1x10°  1x10° 2x10° I I I I
lactis
Klebsiella ! ! 4x10° ! 2x10° 5x10° 1x10°
pneumoniae
Bactéria ndo 1x10° ! ! ! ! 5x10° !
identificada
Serratia sp. ! ! ! 2x 1x10° ! !
10°
Bacillus ! ! 1x10° 1x §x 10"  5x10° 3x10°
subtillis 10*
Erwinia ! ! ! ! ! 1x10° 1x10°
herbicola
Acinetobacter ! ! ! 3x ! ! !
spp. 10°
Escherichia ! ! 3x 10° 1x 4x10° 1x10°  2x10°
coli 10?
Bacillus ! ! ! ! ! ! 8x 10°
megaterium
Bacillus ! ! ! ! ! ! !
macerans
Lactobacillus ! ! 7x 10? 4x 8x 10* 1x10* 2x 10*
plantarum 10°
Lactobacillus ! ! ! ! ! g8x10*  6x10*
brevis

"Populacdes inferiores a 10 UFC/g

39



TABELA 6 Espécies de bactérias isoladas de amostras coletadas durante o
processamento e secagem de café despolpado em Lavras

(..continuagao)
Numero de unidades formadoras de coldnias (UFC/g)
das espécies de bactérias
Estagios de 9% hde 120hde 144hde 168 h 192hde 216hde
processamento  secagem  secagem  secagem de secagem  secagem
do café secagem

Enterobacter 3x10° 1x10* 1x10* 5x 10* 2x 10° 1x10?

agglomerans
Bacillus cereus  1x 10’ 2x 10° 4x10* 8x 10° 2x10° 3x10°

Leuconostoc 1 x 10 3x 10 1 x 10 ! ! !
mesenterioides
Bacillus sp. ! 1x10* ! ! ! !

Lactococcus
lactis
Klebsiella 3x10° 2x10° 2x10° 4x10° ! !
pneumoniae
Bactéria ndo ! ! 1x10° 2x10* ! !
identificada
Serratia sp.

Bacillus 3x10° 1x10° 1x10° 1x10° 4x10° 9x 10*
subtillis
Erwinia 4x10° 3x10° 5x10° ! ! !
herbicola
Acinetobacter ! ! 1x10° ! ! !
Spp.
Escherichia 2x10° 2x 10° 2x10*  4x10° 8x 10° !
coli
Bacillus 1 x 10 4x10° ! ! ! !
megaterium
Bacillus 6x10° 1x10° 2x10* ! ! !
macerans
Lactobacillus 6x10*  4x10* 2x10* 7x10° 1x10° ]
plantarum
Lactobacillus 4x10° 2x10* 6x10* 3x 10° ! !
brevis

" Populagdes inferiores a 10 ufc/g

40



Alguns resultados semelhantes a estes foram encontrados por Silva et
al. (2008b) estudando a sucessdo bacteriana durante a fermentacdo do café
natural brasileiro. Bacillus cereus, B. subtillis, B. macerans, B. megaterium,
Acinetobacter sp. e Enterobacter agglomerans foram espécies encontradas
tanto em cafés despolpados (presente trabalho) quanto em cafés naturais
(Silva et al., 2008b). Bactérias do género Bacillus foram encontradas em
todas as amostras analisadas, o que indica o processamento do café como
sendo um meio favoravel para o desenvolvimento de tais bactérias. Algumas
espécies de Bacillus podem produzir uma série de enzimas extracelulares
que degradam compostos complexos como a celulose e a pectina, sendo que
esses dois polimeros sdo encontrados na casca, polpa e mucilagem dos frutos
de café, tornando-se meio favoravel a degradagdo por enzimas microbianas
(Silva et al., 2008b). Além disso, como o género Bacillus é composto de
bactérias que produzem esporos principalmente sob condigdes
desfavoraveis, como é o caso do processo de secagem do café (diminuigdo
da aw), justifica-se a presenca de tais bactérias nesse até nesse estagio do
processamento.

Erwinia  herbicola, Klebsiella  pneumoniae, Leuconostoc
mesenterioides e Lactobacillus brevis foram espécies também encontradas
por Avallone et al. (2001) em cafés processados via imida no México.
Erwinia herbicola e Klebsiella pneumoniae sdo as bactérias pectinoliticas
mais encontradas durante a fermentac¢do do café, mesmo as condigOes acidas
da fermenta¢do nao sendo as mais favordveis para a acdo das enzimas
produzidas por esses microrganismos (Avallone et al., 2002).

Enterobacter sp., Serratia,sp., Klebsiella sp., Bacillus subtillis,
B.cereus, B.megaterium e Lactobacillus sp. sdo bactérias encontradas neste
trabalho e por Silva et al. (2000) em cafés naturais. Isso mostra que algumas
espécies ocorrem no café independentemente do tipo de processamento, via
umida ou via seca (Silva et al., 2000). Escherichia sp., Erwinia sp., Bacillus

sp., Leuconostoc sp. e Lactobacillus sp. sfo géneros ja relatados em
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trabalhos de isolamentos feitos em cafés natural e despolpado desde 1946

(Perderson & Breed, 1946; Vaughn et al., 1958; Frank et al., 1965).

4.3 ldentificagdo das leveduras isoladas por analise de ITS1-5.8S
rDNA - ARDRA e sequenciamento

Os 382 isolados de leveduras foram submetidos a testes bioquimicos
de fermentagdao em meios liquidos contendo diferentes fontes de carbono. De
acordo com os resultados desses testes, os isolados foram agrupados para
identifica¢do das espécies por ARDRA e sequenciamento da regido ITSI-
5.8S rDNA. Foram obtidos 15 padrdes de fragmentos de restri¢cdo distintos
(Figura 4), correspondentes a 14 espécies (97 a 100% homologia), sendo os
perfis B ¢ D correspondentes a mesma espécie, Pichia anomala. Isso
possivelmente se deve ao fato de haver polimorfismo dentro das espécies,
gerando padrdes de fragmentos de restri¢ao distintos. Jeyaram et al. (2008)

também encontraram perfis diferentes correspondendo & mesma espécie.
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FIGURA 4 Agrupamento por ARDRA das leveduras isoladas de café
despolpado através da amplificacdo da regido ITS1-5.8S
rDNA-ITS2 usando digestdo com Hae III, Hinf I, Msp I ¢
Hind III. As letras se referem aos diferentes perfis
encontrados: M- Marcador GeneRuller 100pb Plus DNA
Ladder, ready-to-use (Fermentas), com fragmentos de 3000,
2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 e 100 pb; Perfil A (1A)- Torulaspora delbrueckii
AB469378; Perfil B (2A)- Pichia anomala EU330185; Perfil
C (3A)- Candida ernobii EF090867; Perfil D (4A)- Pichia
anomala AB469881; Perfil E (8A)- Candida fukuyamaensis
AM158923; Perfil F (9A)- Saccharomycete sp. AY796128;
Perfil G (10A)- Pichia caribbica AY939800; Perfil H (11A)-
Candida membranifaciens EU343844; Perfil 1 (13A)-
Rhodotorula mucilaginosa AF444541; Perfil J (2B)-
Saccharomyces bayanus D89887 ; Perfil K (5B)- Arxula sp.
AB000659 ; Perfil L (12B)- Hanseniaspora uvarum
AM160628; Perfil M (16B)- Kluyveromyces sp AY305673;
Perfil N (17B)- Kloeckera sp.FJ391977; Perfil O (18B)-
Candida xestobii AM158922.
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Pichia anomala foi a tinica espécie encontrada em todas as amostras,
com contagens na ordem de 10° a 10° UFC/g (Tabela 7). Torulaspora
delbrueckii, Rhodotorula  mucilaginosa, Saccharomyces bayanus,
Hanseniaspora uvarum e Kloeckera sp foram as demais leveduras
predominantes durante todo o processo de fermentagdo/secagem. P. anomala
e Hanseniaspora uvarum isoladas de café via tmida produzem
poligacturonase (Masoud & Jespersen, 2006), indicando a possibilidade de
também estarem envolvidas na utilizacdo da pectina da polpa ¢ mucilagem
de café. P. anomala e H.uvarum sdo descritas como leveduras fermentativas
e sdao encontradas em solo, frutas e arvores (Kurtzman & Fell, 1998; Smit,
1997). O género Kloeckera compreende espécies de leveduras geralmente
encontradas na fermentacdo de vegetais, quando o teor de alcool é baixo, por
isso sdo observadas na fermentagdo do café. Espécies de Candida foram
verificadas com mais frequéncia no final do processo (96 h de
fermentagdo/secagem ou mais). Isso se deve ao fato de essas leveduras
serem mais facilmente adaptadas as condi¢des de baixa atividade de agua, o
que € caracteristico nesse periodo do processamento. A amostra coletada
com 144 h de fermentacdo/secagem mostrou maior diversidade de espécies
(10), sendo a menor diversidade encontrada na amostra coletada a partir dos

frutos despolpados (1).
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TABELA 7 Espécies de leveduras isoladas de amostras coletadas durante o
processamento e secagem de café despolpado em Lavras
(...continua...)

Nudmero de unidades formadoras de colonias (UFC/g)

das espécies de leveduras

Frutos
recém-
colhidos

Estagios de
processamento
do café

Frutos
lavados

despolpados e

Frutos Casca 24hde
secagem

polpa

48 h de
secagem

72 hde
secagem

1

Torulaspora
delbrueckii

1

1 1 1

1

2x10°

Pichiaanomala  2x 10*

1x10°

4x10° 1x 4x10°

10°

4x10°

Candida ernobii

Candida '
fukuyamaensis

Saccharomycete
sp.

Pichia caribbica

Candida
membranifaciens

Rhodotorula
mucilaginosa

Saccharomyces
bayanus

Arxula sp.

Hanseniaspora
uvarum

Kluyveromyces
sp

Kloeckera sp.

Candida xestobii 3 x 10*

"Populagdes inferiores a 10 UFC/g
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TABELA 7 Espécies de leveduras isoladas de amostras coletadas durante o
processamento ¢ secagem de café despolpado em Lavras (...Continuagdo)

NUmero de unidades formadoras de colnias (UFC/g)
das espécies de leveduras

Estagios de 96 h de 120 h de 144 h de 168 h de 192 h de 216 h de
processamento do secagem secagem secagem secagem secagem secagem
café
Torulaspora 2x10° 1x10° 4x10° 4x10° 1x10° 7x10°
delbrueckii
Pichia anomala 2x10° 2x10° 2x 10° 2x 10° 6x10° 1x10°
Candida ernobii ! ! 7x 10 1x10* 1x10°
Candida ! ! ! 4x10* 5x10° 4x 10°
fukuyamaensis
Saccharomycete sp. 7x 10 1x10° ! ! ! !
Pichia caribbica ! 2x 10° ! ! ! !
Candida ! ! 7x 10° ! I ]
membranifaciens
Rhodotorula 4x 10° 2x 10° 2x 10° 1x10* 7x 10 !
mucilaginosa
Saccharomyces 4x10° 3x 10 5x10° ! ! !
bayanus
Arxula sp. ! ! 1x10° ! ! T
Hanseniaspora ! ! 2x 10* 2x10° 3x10° 1x10°
uvarum
Kluyveromyces sp ! ! ! ! ! !
Kloeckera sp. ! ! 6x10° 1x10° 2x 10* 1 x 10
Candida xestobii 4x 10 5x 10* 6x10° 3x10° ! !

"Populagdes inferiores a 10 UFC/g
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Pichia anomala foi a levedura de maior ocorréncia durante o
processamento do café despolpado. Essa espécie ja estava presente nos
frutos recém-colhidos e permaneceu até o final do processo, o que indicou a
possibilidade de P. anomala ser uma levedura endofitica do café. Além
disso, essa levedura ¢é relatada como uma espécie importante na fermentagao
do café, ja que apresenta atividade de pectina liase (Silva et al., 2008b). Essa
espécie também foi verificada em outros trabalhos durante a fermentacao de
café processados tanto por via seca quanto umida. P. anomala foi encontrada
em alta populagdo durante a secagem dos graos de café previamente
fermentados pela via umida (Masoud et al., 2004). Pichia spp., incluindo P.
anomala, constituiu 39% dos 107 isolados leveduriformes encontrados por
Silva et al. (2000) em cafés brasileiros processados via seca.

Hanseniaspora uvarum, Kluyveromyces marxianus e¢ Torulaspora
delbrueckii foram espécies também relatadas por Masoud et al. (2004)
durante a fermentacdo de cafés processados via umida. As espécies Candida
membranifaciens e Pichia anomala e os géneros Arxula e Saccharomyces
também foram encontrados durante a fermentacdo de cafés naturais
brasileiros (Silva et al., 2008b). Isso demonstra que algumas espécies
ocorrem no café independentemente do tipo de processamento, via imida ou
via seca.

Os géneros Kloeckera e Candida também foram isolados a partir da
fermentagdo de café despolpado; tais leveduras consistem em espécies
encontradas em plantas (Avallone et al., 2001). Em outro estudo,
Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces bayanus também foram isoladas
em café robusta fermentado na India, sendo estas caracterizadas como

leveduras pectinoliticas (Agate & Bhat, 1966).

4.4 Identificacdo dos fungos filamentosos isolados
Para a identificacdo dos 61 isolados de fungos filamentosos, foram
analisadas caracteristicas macro e microscopicas das colonias. Foram

identificadas 21 espécies de fungos filamentosos, compreendidas em 7
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géneros distintos. A contagem populacional foi variavel entre as espécies ¢

entre as diferentes amostras (Tabela 8).
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TABELA 8 Espécies de fungos filamentosos isolados de amostras coletadas
durante o processamento de café¢ despolpado em Lavras

Ndmero de unidades formadoras de col6nias (UFC/g) das
espécies de fungos filamentosos

Estagios de processamento  Frutos recém- Frutos Frutos Casca e
do café colhidos lavados despolpados polpa
Cladosporium sp. 1x 107 1,7 x 10 1 1
C.cladosporioides ] 10 2x 107 ]
C.macrocarpum 1x10° T ! !
Penicillium sp. 35 70 50 50
P.implicatum ! ! 1x 107 T
P.commune ] 15 1x10° ]
P.roqueforti ! ! T 1x10°
Aspergillus sp. T 5 1,5x 107 2,6x10°
A. versicolor ] ] 2,5x 107 1
A. tubingensis ] 1x10° 3,3x10° ]
A. ochraceus T 25 ! 1x 10°
A. niger 1x10° 5 T T
E.chevalieri ! ! ! !
Fusarium sp 55 10 1x10° T
F. solani ! 10 ! !
F. sporotrichioides 5 5 ! ]
F. nivale ! ! T 5x 107
F. lateritium 1x 107 45 ! !
F. chlamydosporum ! ! ! 2x 107
Fusariella sp. T 5 ! !
Cylindrocarpon sp. 5 T ! !

" Populagdes inferiores a 5 UFC/g
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Fungos filamentosos pertencentes aos géneros Cladosporium,
Fusarium e Cylindrocarpum ndo foram isolados durante a
fermentagdo/secagem dos grios de café, com populagdes de 10° UFC/g ou
inferiores nas demais amostras. Somente as espécies identificadas como
Penicillium sp., Aspergillus niger e Eurotium chevalieri foram isoladas
durante a fermentagdo/secagem dos graos de café, com populagdes de 1 x
10*a 5 x 10> UFC/g.

Na amostra coletada a partir dos frutos lavados ocorreu a maior
diversidade de espécies de fungos filamentosos (13 espécies diferentes),
seguida pelas amostras coletadas a partir dos frutos recém-colhidos, dos
frutos despolpados e da casca e polpa (8, 8 e 7 espécies diferentes,
respectivamente).

O género Aspergillus foi o de maior incidéncia (5 x 10’
UFC/g), sendo a espécie A. ochraceus a de maior representatividade (1 x 10°
UFC/g), seguido pelo género Penicillium sp. (2 x 10° UFC/g), sendo a
espécie P. roqueforti (1 x 10° UFC/g) a de maior representatividade. O
género Fusarium apareceu em seguida (9,6 x 10* UFC/g), sendo a espécie F.
nivale a mais representativa (5 x 10 UFC/g). O género Cladosporium (4,8 x
10> UFC/g) teve a espécie C. cladosporioides como a mais representativa (2
x 10> UFC/g). Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo foram
relatados por Silva et al. (2008a) em processamento de cafés naturais, em
que o género Aspergillus foi o de maior incidéncia, seguido pelos géneros
Penicillium, Fusarium e Cladosporium. A ocorréncia desses fungos
filamentosos em café ¢ associada com a redugdo da qualidade da bebida,
exceto para o género Cladosporium, que aparece em cafés de boa qualidade
(Silva et al., 2000). Houve a ocorréncia de apenas uma espécie de relevancia
para a seguranca do produto (Aspergillus ochraceus), a qual esta relacionada
com a producdo de micotoxinas (Batista et al., 2003; Masoud & Kaltoft,
2006; Batista et al., 2008), o que indica que este processamento via imida

minimizou o aparecimento de fungos toxigénicos. Estes resultados diferem
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dos relatados da populagdo de fungos em cafés processados via seca, nos
quais varias espécies de fungos toxigénicos ja foram descritas (Batista et al.,
2003, Silva et al., 2008b). A espécie A. tubingensis ndo foi isolada de café
em nenhum trabalho anterior, independentemente do tipo de processamento,

sendo encontrada pela primeira vez no presente estudo.

4.5 Espécies de bactérias detectadas por PCR-DGGE

As analises das sequéncias obtidas das bandas excisadas (98 a 100%
de homologia) demonstraram que nenhuma espécie esteve presente em todas
as amostras examinadas por DGGE (Figura 5). Leuconoctoc mesenterioides
e Bacillus macerans estiveram presentes somente nas amostras coletadas a
partir dos frutos recém-colhidos, dos frutos lavados e dos frutos
despolpados. As bandas J e O, embora distintas, corresponderam & mesma
espécie (Pantoea agglomerans), sendo essa bactéria também conhecida
como Enterobacter agglomerans. Lactobacillus brevis, Bacillus cereus,
Erwinia herbicola, Enterobacter sp e Bactéria ndo cultivavel estiveram
presentes somente durante a fermentacdo/secagem. Escherichia coli,
Enterobacter cowanii, Lactobacillus plantarum, Pantoea agglomerans,
Klebsiella pneumoniae, Bactéria endofitica e Bacillus subtillis estiveram
presentes nas amostras coletadas a partir dos frutos despolpados, da casca ¢
da polpa e durante toda a fermentagdo/secagem. As amostras em que as
espécies Bacillus cereus, Enterobacter agglomerans, Escherichia coli,
Lactobacillus plantarum, Klebsiella pneumoniae e Bacillus subtillis foram
isoladas por cultivo corresponderam as amostras em que essas espécies
foram detectadas por DGGE. Algumas espécies, como Lactococcus lactis,
Serratia sp., Acinetobacter spp e Bacillus megaterium, foram isoladas por
cultivo, mas nao detectadas por analise de DGGE das mesmas amostras.
Porém, todas as espécies detectadas por DGGE foram também isoladas por

cultivo, com excec¢do da bactéria ndo cultivavel.
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Algumas bactérias detectadas por DGGE neste trabalho sdo
comumente encontradas durante o processamento do café, como
Lactobacillus brevis (Avallone et al., 2002, em cafés processados via umida;
Avallone et al., 2001, em cafés processados via umida), Bacillus cereus
(Silva et al., 2008b, em cafés naturais; Silva et al., 2000, em cafés naturais),
Erwinia herbicola (Avallone et al., 2001, 2002), outras Enterobacteriaceae
(Silva et al., 2000, 2008b) Klebsiella pneumoniae (Avallone et al., 2001,
2002), B. subtillis (Silva et al., 2000, 2008b), Leuconostoc mesenterioides
(Avallone et al., 2001) e B. macerans (Silva et al., 2008b).
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FIGURA 5 Perfis de DGGE de produtos de PCR dos fragmentos de gene
16S rRNA obtidos de amostras durante o processamento do
café despolpado. Os nimeros se referem as diferentes amostras
de café coletadas: coluna 1, frutos recém-colhidos; coluna 2,
frutos lavados; coluna 3, frutos despolpados; coluna 4, casca e
polpa; coluna 5, 24hs de fermentacdo/secagem; coluna 6, 48hs

de fermentagdo/secagem; coluna 7, 72hs de
fermentagdo/secagem,; coluna 8, 96 hs de
fermentacao/secagem; coluna 9, 120hs de
fermentagdo/secagem; coluna 10, 144hs de
fermentagdo/secagem,; coluna 11, 168hs de
fermentacao/secagem; coluna 12, 192hs de
fermentagdo/secagem,; coluna 13, 216hs de

fermentagdo/secagem. As letras correspondem as espécies
correspondentes as diferentes bandas: A- Lactobacillus brevis
EU477400 ; B- Bacillus cereus FJ573184; C- Erwinia
herbicola FJ013267, D- Enterobacter sp. EU304794; E-
Enterobacter sp. EU304794; F- Escherichia coli EU026432;
G- Escherichia coli EU026432; H- Enterobacter cowanii
FJ357832 ; 1- Lactobacillus plantarum AB326301; J- Pantoea
agglomerans DQ122371; K- Bactéria nao cultivavel
AY512184; L- Klebsiella pneumoniae CP000964; M- Bactéria
endofitica FJ205682; N- Bacillus subtillis EU000054; O-
Pantoea  agglomerans AMI184091; P-  Leuconostoc
mesenterioides AB02741; Q- Bacillus macerans AB281478.
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4.6 Espécies de fungos detectados por PCR-DGGE

Analises das sequéncias obtidas das bandas excisadas (98 a
100% de homologia) mostraram que somente fungos leveduriformes
apareceram nas bandas do gel da técnica de DGGE. A auséncia de bandas
caracterizadas de fungos filamentosos deveu-se, provavelmente, a baixa
populagdo deste grupo, o que indica uma limitagdo da técnica. Entre as
leveduras, Pichia anomala e Rhodotorula sp. estiveram presentes em todas
as amostras examinadas pela técnica DGGE (Figura 6). Essas leveduras sao
fermentativas e estdo associadas & producdo de pectinases, encontrando as
condi¢des ideais para sua multiplicacdo durante o processamento do café
(Smit, 1997; Masoud et al., 2004). Algumas espécies, como Torulaspora
delbrueckii, Candida xestobii, Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata
e Kluyveromyces marxianus, estiveram presentes somente durante a
fermentagao/secagem. Saccharomyces cerevisiae foi encontrada somente nas
amostras coletadas a partir dos frutos recém-colhidos, e durante as primeiras
72 h de fermentacdo/secagem. Essa espécie ndo é tolerante a condigdes de
baixa atividade de dgua e cresce abundantemente na presenca de acucares,
condi¢des ndo encontradas nas amostras em que essa espécie nao foi
detectada. As espécies Pichia anomala, Torulaspora sp., Hanseniaspora
uvarum e Kloeckera sp. foram isoladas por cultivo e pela técnica DGGE nas
mesmas amostras.

Algumas espécies, como Candida ernobii, C. fukuyamaensis, Pichia
caribbica, C.membraniefaciens, Saccharomyces bayanus e Arxula sp., foram
isoladas por cultivo, mas ndo detectadas por analise de DGGE das mesmas
amostras. Isto pode ser devido a baixas incidéncias dessas espécies nas
diferentes amostras ou por ineficiéncia no processo de extragdo do DNA
total das amostras. Porém, todas as espécies detectadas por DGGE foram
também isoladas por cultivo. Cocolin et al. (2001) verificaram que durante a
fermentacdo do vinho a técnica de DGGE foi incapaz de detectar espécies

, r -1
que estavam em numero menor que 1000 células. ml™.
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Algumas leveduras detectadas por DGGE neste trabalho sdo
comumente encontradas durante o processamento do café, como Pichia
anomala (Silva et al., 2000, em cafés naturais; Masoud et al., 2004, em cafés
processados via umida; Masoud & Kaltoft, 2006, em cafés processados via
umida; Masoud & Jespersen, 2006, em cafés processados via umida), Pichia
sp. (Silva et al., 2000), Torulaspora delbruecki (Masoud et al., 2004),
Candida xestobii (Masoud et al., 2004), Hanseniaspora uvarum (Masoud et
al., 2004; Masoud & Kaltoft, 2006; Masoud & Jespersen, 2006), Kloeckera
apiculata (Avallone et al,, 2001, em cafés processados via umida),
Saccharomyces cerevisiae (Silva et al., 2000; Masoud et al., 2004) e

Kluyveromyces marxianus (Masoud et al., 2004).
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FIGURA 6 Perfis de DGGE de produtos de PCR da regido ITS1-5.8S

rDNA obtidos de amostras durante o processamento do café
despolpado. Os numeros se referem as diferentes amostras de
café coletadas: coluna 1, frutos recém-colhidos; coluna 2,
frutos lavados; coluna 3, frutos despolpados; coluna 4, casca e
polpa; coluna 5, 24hs de fermentacdo/secagem; coluna 6, 48hs

de fermentagao/secagem; coluna 7, 72hs de
fermentagdo/secagem; coluna 8, 96 hs de
fermentagdo/secagem; coluna 9, 120hs de
fermentagao/secagem; coluna 10, 144hs de
fermentagdo/secagem,; coluna 11, 168hs de
fermentagdo/secagem; coluna 12, 192hs de
fermentagdo/secagem,; coluna 13, 216hs de

fermentacdo/secagem. As letras correspondem as espécies
correspondentes as diferentes bandas: A- Pichia anomala
EU330185; B- Pichia sp. AM905031; C- Rhodotorula sp.
AB474390; D- Torulaspora delbrueckii AB469378; E-
Candida xestobii AM158922; F- Hanseniaspora uvarum
AM160628; G- Kloeckera apiculata AB469379; H- Kloeckera
apiculata AB469379; 1-  Saccharomyces  cerevisiae
GM981616; J-. Kluyveromyces marxianus GM620595
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4.7 Analises fisico-quimicas e classificacdo da bebida

Amostras de gridos de café apds 216 h de secagem ou 11% de
umidade foram submetidas a analises fisico-quimicas e classificacdo da
bebida com o intuito de caracterizar melhor as condi¢des finais do grao, bem
como a influéncia de tais caracteristicas para a presenca de determinados
microrganismos. De acordo com andlises realizadas no Laboratorio de
Tecnologia em Qualidade do Café da Universidade Federal de Lavras, o café
foi classificado como sendo de Bebida Dura, tipo 4 e de adstringéncia
acentuada. O café, mesmo despolpado, levou 9 dias para a completa
secagem (11% de umidade no terreiro) devido ao tempo nublado e as
temperaturas baixas, criando condigdes climaticas desfavoraveis para

secagem dos graos.
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TABELA 9 Parametros Fisico-quimicos analisados no café apds 216 h de
secagem (9 dias de fermentagdo /secagem e 11% de umidade

no terreiro)

Parametros Fisico- Valores
Quimicos
Umidade (%) 10,52
Matéria-Seca (%) 89,48
Acidez Titulavel 0,7
Acgucares Totais (%) 10,05
Acgucares Redutores (%) 0,6
Acucares Nao-Redutores 9,0
(%)(Sacarose)
Pectina Total (mg/100g) 1254,25
Pectina Soluvel (mg/100g) 540,59
Solubilidade (%) 434
Fenolicos (Taninos) 7,66
FDA (%) 25,29
Lignina (%) 5,86
Celulose (%) 19,12
Polifenoloxidase 61,52
(u/g/min)
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Os valores encontrados para os parametros fisico-quimicos (Tabela
9) analisados neste estudo foram semelhantes a outros trabalhos, como os de
Silva et al. (2008b), em cafés naturais brasileiros com 140 dias de
estocagem; Mendonga et al. (2005), em analise de parametros
bromatolégicos de graos crus e torrados de cultivares de café; e Siqueira &
Abreu (2006), em analise da composigado fisico-quimica e qualidade do café
submetido a dois tipos de torracdo e com diferentes formas de
processamento (cereja natural, cereja despolpado e cereja descascado).

O sabor caracteristico do café deve-se a presenga e aos teores de
varios constituintes quimicos volateis e ndo volateis, destacando-se os
aldeidos, os acidos, as cetonas, os agucares, as proteinas, os aminoacidos, os
acidos graxos e os compostos fenolicos; muitos deles formados durante a
torracdo (Vilas Boas et al., 2001). A composi¢do quimica do café¢ ¢
determinada por fatores genéticos, ambientais e culturais e afeta diretamente
a qualidade do café, assim como os métodos de colheita, processamento ¢
armazenamento (Malta et al., 2003).

O valor de umidade de 10,52% encontrado na amostra analisada ¢
considerado seguro para a estocagem dos graos por ndo favorecer o
desenvolvimento de microrganismos nos mesmos (Bytof et al., 2005).

A atividade de polifenoloxidase encontrada neste trabalho, se
comparada a de outros trabalhos, é considerada média (Silva et al., 2008b).
Os polifendis exercem uma agdo protetora ¢ antioxidante dos aldeidos, ou
seja, sob qualquer condigdo adversa aos graos as polifenoloxidases agem
sobre os polifendis diminuindo sua agdo antioxidante sobre os aldeidos
(Amorim, 1968; Farah et al., 2006). Os polifenois sdo responsaveis pela
adstringéncia dos frutos, no caso do café, e interferem fortemente no seu
sabor ¢ aroma. Existem indicios da ocorréncia de maior concentracdo de
polifendis em cafés de pior qualidade, porém esses limites ainda ndo estdo
bem estabelecidos. Em graos de frutos colhidos verdes, o teor desses
compostos se mostra bem superior (alta adstringéncia) quando comparado a

graos de frutos colhidos maduros (baixa adstringéncia).
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A acidez em graos café tem sido apontada como um bom indicativo
de qualidade do produto. Essa acidez pode variar de acordo com os niveis de
fermentagOes ocorridas nos graos e com os diferentes estadios de maturagdo
dos mesmos (Pimenta, 2003). Neste trabalho encontrou-se um bom valor de
acidez titulavel. Carvalho et al. (1994) verificaram diferencas marcantes
entre teores de acidez titulavel em cafés de diferentes qualidades de bebida, e
ainda ressaltaram a importancia da utilizacdo desse pardmetro junto a
atividade de polifenoloxidase como suporte para maior eficiéncia da
classificacdo da bebida.

Segundo Pereira et al. (2000), agticares redutores e ndo-redutores
estdo associados a qualidade por originarem, juntamente com os
aminoacidos, varios compostos responsaveis pela cor e pelo aroma do café.

O teor de acucares nao-redutores encontrados no presente estudo foi
alto (9,0%). Os acucares nao-redutores sdo representados basicamente pela
sacarose, cujo teor pode variar de 1,9 a 10% na matéria-seca (Pereira et al.,
2000). A relagdo mais importante dos agucares com a qualidade final do
produto esta na formacdo de compostos com coloragdo caramelizada escura
(desejavel) durante o processo de torragdo, através de sua reacdo com
aminoacidos (reagdo de Maillard) que podem influenciar no aroma e no

sabor do produto final.
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5 CONCLUSOES

- A populagéo total de bactérias foi superior a de leveduras e fungos
filamentosos durante o processamento de fermentagdo e secagem do café.

- Entre as bactérias, Enterobacter agglomerans, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtillis, Escherichia coli e Erwinia
herbicola foram as espécies predominantes durante o processamento do café.

- Pichia anomala foi a tnica espécie encontrada em todas as
amostras coletadas, sendo que Torulaspora delbrueckii e Rhodotorula
mucilaginosa foram as demais espécies predominantes durante o
processamento do café.

- As espécies Aspergillus ochraceus, Penicillium roqueforti,
Fusarium nivale Cladosporium cladosporioides foram as espécies de
maiores incidéncias.

- A técnica molecular ARDRA e o sequenciamento foram
ferramentas tteis para a identificacdo de microrganismos, uma vez que
geraram resultados precisos e reduziram o tempo de identificacdo das
espécies. No entanto, essas técnicas devem estar associadas aos métodos
tradicionais de identifica¢do.

- O processamento por via umida apresentou menor ocorréncia de
fungos filamentosos produtores de toxina.

- Analises das seqiiéncias obtidas das bandas de DGGE de leveduras
confirmaram a presenga de Pichia anomala durante todo o processamento do
café. Andlises das sequéncias obtidas das bandas de DGGE da comunidade
bacteriana confirmaram que nenhuma espécie esteve presente durante todo o
processamento do café. Algumas espécies, tanto de leveduras quanto de
bactérias, foram isoladas por cultivo, mas nao detectadas por analise de
DGGE das mesmas amostras. Isto pode ser devido a baixas incidéncias
dessas espécies nas diferentes amostras ou por ineficiéncia no processo de

extracdo do DNA total das amostras.
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- Foi possivel detectar a presenca de uma bactéria ndo cultivavel pela
técnica de DGGE.

- Houve uma boa correlagdo entre as espécies encontradas por
isolamento em meio de cultivo e sequenciamento e os perfis de DGGE
obtidos, tanto para bactérias quanto para leveduras.Todavia, as técnicas
moleculares devem sempre estar associadas as técnicas tradicionais a fim de

se obter uma melhor caracterizagdo da microbiota presente.
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