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RESUMO

Culturas iniciadoras sdo definidas como preparagdes microbianas selecionadas para aumentar
a eficiéncia de processos fermentativos. Na industria alimenticia, varias culturas microbianas
sdo usadas para garantir a produgdo de alimentos seguros e de alta qualidade. A fermentacao
do café ¢ um dos poucos processos realizados de maneira natural sem a adi¢do de culturas
microbianas. No primeiro capitulo deste trabalho foi construida uma revisdo critica sobre os
efeitos de bactérias do acido latico (BAL) sobre a qualidade do café. A atividade de BAL
durante o processamento de café auxilia no processo de desmucilagem dos frutos por meio da
acidifica¢do da polpa, além de formar metabdlitos a partir dos metabolismos de citrato e
aminoacidos que agregam qualidade as améndoas fermentadas. No entanto, o potencial de
BAL relacionado a qualidade do café ndo foi totalmente elucidado e muitos desafios
aguardam pesquisa e exploracdo industrial. Pesquisas futuras devem ser focadas na
investigacao de novas linhagens de BAL para uso como culturas iniciadoras, bem como na
possibilidade de criar culturas mistas com leveduras selecionadas. At¢é o momento, ndo foi
relatado a utilizacao de culturas mistas contendo BAL e leveduras para a fermentagao do caf¢.
Assim, na segunda etapa deste trabalho foi avaliado o perfil de fermentagdes de café com uso
de culturas mistas entre Pichia fermentans YC5.2 e Pediococcus acidilactici LPBC16. As
fermentagdes foram conduzidas com culturas individuais (Pichia fermentans YCS5.2 ou
Pediococcus acidilactici LPBC16) e mistas (Pichia fermentans YC5.2 e Pediococcus
acidilactici LPBC16) utilizando frutos cerejas (maduros) e verdes (imaturos). A introducao de
culturas mistas foi mais eficiente no consumo de agticares (glicose e frutose) e producdo de
acido latico (>1.45 e >0.63 g/L para frutos maduros e imaturos, respectivamente). Além disso,
inoculagdes com culturas mistas proporcionaram aumentos significativos (p<0,05) na
producao de voléateis, tais como etanol e acetato de etila. A inoculagdo com P. fermentas e P.
acidilactici, tanto nos tratamentos individuais como no tratamento misto, resultou na
modulagdo do perfil de volateis dos graos de café. Foram identificados 30 compostos no grao
de café maduro. Dentre estes, alguns compostos, como 3-octanol, 2-heptenal, benzaldeido,
decanal e D-limoneno, foram identificados somente nas fermentagdes inoculadas. Como
esperado, o grdo imaturo apresentou uma menor quantidade de compostos, sendo
identificados apenas 19 volateis. Essa menor produ¢do de volateis pode estar relacionada com
uma menor atividade microbiana devido o estdgio de maturacdo do grao. Portanto, a
inoculagdo da cultura iniciadora mista resultou em um aumento na produgdao de compostos
associados aos metabolismos de BAL e leveduras, evidenciando uma interagdo metabolica
dos microrganismos. Além disso, a utilizacdo de cultura mista resultou em um grao com
maior complexidade de compostos aromaticos no final da fermentagao.

Palavras chaves: Cultura iniciadora, Pichia fermentans, Pediococcus acidilactici, volateis.



ABSTRACT

Starter cultures are defined as selected microbial preparations used to increase efficiency of
fermentation processes. In the food industry, numerous microbial cultures are used to ensure
the production of safe and high-quality commodities. Coffee fermentation is one of the few
processes performed naturally without the addition of microbial cultures. In the first chapter
of this work, a critical review on the effects of lactic acid bacteria (LAB) on coffee quality
was constructed. The activity of LAB during coffee processing allows in the process of
demuciling of the fruits through the acidification of the pulp, in addition to forming
metabolites from citrate and amino acids metabolism which add quality to the fermented
beans. Undoubtedly, the full potential of coffee related LAB has not been fully determined
and many challenges are awaiting research, dissemination and industrial exploitation. Future
research should be focused on the investigation of new LAB strains and the possibility of
creating multi-purpose mixed cultures with yeast strains. To date, the use of mixed cultures
containing LAB and yeast for coffee fermentation has not been reported. Thus, the second
stage of this work evaluated coffee fermentation profile using mixed cultures between Pichia
fermentans YC5.2 and Pediococcus acidilactici LPBC16. The fermentations were conducted
with individual cultures (Pichia fermentans YCS5.2 or Pediococcus acidilactici LPBC16) and
mixed (Pichia fermentans YC5.2 and Pediococcus acidilactici LPBC16) using cherry
(mature) and green (immature) fruits. The introduction of mixed cultures was more efficient
in the consumption of sugars (glucose and fructose) and lactic acid production (>1.45 and
>0.63 g/ L for mature and immature fruits, respectively). In addition, inoculation with mixed
cultures provided a significant increase (p <0.05) in the production of volatiles, such as
ethanol and ethyl acetate. This intense microbial activity resulted in the modulation of the
volatiles profile of the coffee beans. Twenty-nine compounds were identified in the mature
coffee bean. Among these, some compounds, such as 3-octanol, 2-heptenal, benzaldehyde,
decanal and D-limonene, were identified only in the inoculated fermentations. As expected,
the immature grain presented a smaller amount of compound, with only 19 volatiles
identified. This lower production of volatiles may be related to a lower microbial activity due
to the maturation stage of immature grain. Therefore, the inoculation of mixed starter culture
resulted in an increase in the production of compounds associated with LAB and yeast
metabolisms, evidencing a metabolic interaction of the microorganisms. In addition, the use
of mixed culture generated beans with higher complexity of aroma compounds at the end of
the fermentation.

Keywords: Starter culture, Pichia fermentans, Pediococcus acidilactici, volatiles.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo ¢ em termos financeiro ¢
classificado como a segunda maior commodity do planeta (Lee et al., 2015). Além disso, o
consumo de café¢ aumentou a uma taxa média anual de 1,9% nos ltimos 50 anos (Sepulveda
et al., 2016). A International Coffee Organization (ICO, 2019) estimou uma producao
aproximada de 164,99 milhdes de sacas de 60 kg para os anos de 2018/19. Dentre os
principais consumidores de café se destacam os paises da Unido Europeia, Asia e Oceania,
América do Norte, América do Sul, Africa, América Central e México respectivamente. Na
Europa foi observado um aumento no consumo de cerca de 1,5% comparado com o ano
2016/17. Contudo, o maior aumento no consumo de café foi observado nos paises da Asia e
Oceania, cerca de 4,4% (ICO, 2019).

Impulsionado pelo crescente consumo de café, principalmente pelos Estados Unidos,
Unido Europeia e Asia, tem se notado um aumento na procura por cafés especiais ou
“specialty coffee” (Wilson & Wilson 2014). Segundo a Specialty Coffee Association of
America (SCAA, 2016), para um café¢ ser considerado especial ele deve ser cultivado em
regides e climas ideais, além de apresentar aromas e sabores caracteristicos sem a presenca de
defeitos. Contudo, a produ¢do dos cafés especiais necessita de um trabalho conjunto e
harmonioso de toda a cadeia de producao, uma vez que a qualidade do café é moldada desde o
plantio até os processamentos pos-colheita (Donnet et al., 2008; Tolessa et al., 2017; Pereira
etal., 2019).

O processamento pos-colheita ¢ uma etapa crucial na remocao da pele, polpa e
mucilagem do grao de café, além de atribuir sabor e aromas caracteristicos na bebida. O
processamento pode ser realizado por trés métodos diferentes, conhecidos como seco, semi-
seco ou umido. Dentre os trés métodos de processamento, a via imida tem se destacado
devido a producdo de um café de alta qualidade. Os cafés processados por via timida
apresentam maior acidez e mais aromas do que os cafés processados pelo método seco e semi-
seco (Mazzafera & Purcino, 2004). Durante o processamento por via imida, ocorre diversas
atividades metabolicas dos agucares e aminoacidos livres no interior do grao de café e estas
atividades metabdlicas sdo importantes para formagao de diversos compostos volateis, como
furanos, dicetonas, pirazinas, lactonas e acidos fenolicos (Bytof et al., 2005). Uma limitagao
na fermentacao umida € que no campo o processo ocorre em tanques abertos de cimento, o
que facilita a contamina¢do por uma microbiota natural ndo desejada (Pereira, Soccol, Brar,

Neto, & Soccol, 2017).



Portanto, ainda hoje, a fermentagao do café ocorre de forma espontanea, mas diversos
estudos tém demonstrado que a fermentacdo do café precisa ser controlada e padronizada a
fim de se garantir a prevaléncia de microrganismos que possam atribuir sabores e aromas
especiais (Silva et al., 2014). Uma alternativa para padronizacao das fermentacdes de café ¢ a
utilizacdo de culturas iniciadoras. Diversas leveduras dos géneros Pichia, Saccharomyces,
Candida e Yarrowia foram previamente selecionadas e caracterizadas como potencias
culturas iniciadoras devido a producdo de aromas e sua atividade pectinolitica (Avallone et
al., 2002; Silva et al., 2013; Pereira et al., 2014; Pereira et al., 2016; Ribeiro et al., 2017; Lee
etal., 2017).

Além de leveduras, as bactérias acido laticas (BAL) tém sido utilizadas como culturas
iniciadoras. Recentemente, foi relatado que a acidificagdo do meio pela produ¢do do 4cido
latico pode auxiliar na remo¢do da mucilagem do grao de café (Carvalho Neto et al., 2018,
Pereira et al., 2019). Além disso, a fermentagdo controlada evita a producdao de alguns
compostos indesejaveis, como o acido acético, succinico, butirico e propidnico (Pereira et al.,
2016).

Recentemente, tem tido um interesse crescente em usar fermentagdes mistas em vez de
cultura tnica. Fermentagdes de cultura mista s3o aquelas em que o inoculo consiste sempre de
dois ou mais organismos. Este tipo de fermentacdo oferece uma série de vantagens sobre
fermentagoes convencionais de cultura unica, incluindo maior taxa de crescimento microbiano
e rendimento de metabolitos, melhor utilizacdo do substrato e maior prote¢ao contra
contaminacdo (Gaden Jr., Bokanga, Harlander, Hesseltine, & Steinkraus, 1992). Além disso,
o uso combinado de diferentes espécies frequentemente resulta em compostos imprevisiveis,
0 que pode afetar de forma positiva a composicdo quimica e aromadtica dos alimentos

fermentados (Ciani, Comitini, Mannazzu, & Domizio, 2010).



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de interacdo entre a inoculagdo mista

de Pichia fermentans YCS5.2 e Pediococcus acidilactici LPBC161 e a modulacao quimica de

graos de café maduros e imaturos.

1.1.2 Objetivos especificos

Construir uma revisao de literatura abordando a importancia de bactérias do acido
latico para a fermentacdo e a qualidade do café.

Avaliar o consumo de agucares provenientes da polpa do cafe.

Avaliar a producado de 4cidos organicos.

Avaliar a produgao de compostos volateis durante a fermentagao.

Avaliar a modulag@o quimica dos graos de café.

Avaliar a interagdo metabdlica entre a Pichia Fermentans e Pediococcus acidilactici.



2 CAPITULO 1: BACTERIAS DO ACIDO LATICO: O QUE A INDUSTRIA DE CAFE
PRECISA SABER.

Esse capitulo foi publicado como um artigo cientifico em 2019 e foi intitulado de “Lactic acid

bacteria: What coffee industry should know?” na revista Current Opinion in Food Science

Available. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2019.07.004.

2.1 INTRODUCAO

Bactérias do acido latico (BAL) ¢ um grupo microbiano de importancia econdmica
substancial, amplamente utilizado na producdo de alimentos fermentados. A defini¢ao
baseada em metabolitos classifica BAL pela formagao de mais de 50% de acido lactico como
produto final da utilizacdo de carboidratos, além de serem bactérias gram-positivas, nao
moveis e ndo formadoras de esporos com morfologia de cocobacilos ou bastonetes (Holzapfel
e Wood 2014). As BALs pertencem a ordem Lactobacillales, subdivididos em seis familias
(Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e
Streptococcaceae) e 11 géneros (Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella), de acordo com as suas sequéncias do gene 16S rRNA (Salvetti et al. 2012).

Embora as BALs estejam associadas principalmente a matrizes lacteas, acredita-se que
a origem de cepas industriais seja de material vegetal (Cavanagh et al. 2015). A onipresenca
da BAL na natureza resulta frequentemente em inoculacdo oportunista de matérias primas
alimentares (Narvhus e Axelsson, 2003). No processamento de café, as BALs de multiplos
ecossistemas encontram na polpa do café um ambiente rico para o seu desenvolvimento.
Populagdes acima de 10® células/mL metabolizam agticares e outros constituintes menores
presente na polpa do café para formar principalmente acido lactico, resultando na diminuicao
do pH. O éacido lactico, por sua vez, auxilia na quebra da pectina, um carboidrato complexo
presente em altas concentragdes na polpa de café (Avallone et al. 2002). Essas atividades
metabolicas auxiliam no processo subsequente de secagem dos graos de café, causando
redugdo do tempo necessario para o processamento pos-colheita de 21 para 7 dias (Carvalho
Neto et al., 2018; Huch e Franz, 2015).

Além da remocdo da mucilagem, as BALs tém sido associadas a geragdao de
compostos bioativos relacionados a qualidade do café. A capacidade de formacgao de sabor de
culturas de BALs do tipo selvagem na fermentagdo de café tem ganho um interesse acrescido
devido aos diversos aromas que tais estirpes sdo capazes de produzir. Alguns metabolitos

derivados de BAL, como ésteres, cetonas, alcoois superiores e aldeidos, podem atribuir notas



sensoriais com diferentes percep¢des florais, frutadas e amanteigadas. Este artigo discute
novas direcOes para explorar a BAL na fermentacdo de café. Abrange a diversidade, a

ecologia, o metabolismo e as principais influéncias na qualidade do café

2.2 PROCESSAMENTO DO CAFE

No mercado internacional, o café¢ ¢ classificado de acordo com a tecnologia de
processamento pds-colheita usada para remover as camadas externas aderidas aos frutos: 'café
natural', produzido a partir de graos de café processados na fazenda pelo método simples de
secagem ao sol, conhecido como processamento por via seca; ¢ "café lavado", produzido a
partir de graos de café que passam por uma série relativamente complexa de etapas, incluindo
despolpamento, fermentagdo e secagem ao sol, conhecido como processamento por via
umida. E um método alternativo, conhecido como processamento semi-seco, as cerejas
despolpadas sdo secas ao sol e moidas para liberar os graos verdes. O café originado do
processamento semi-seco ¢ denominado "natural descascado" (Pereira et al. 2017).

No processamento umido, apos a colheita e o despolpamento, os graos de café sdo
depositados em tanques de alvenaria contendo grandes volumes de agua. O ambiente
microaerodfilo e a seletividade nutricional da polpa de café ocasionam o desenvolvimento de
microrganismos com metabolismo fermentativo, principalmente levedura e BAL. As
atividades microbianas degradam os componentes da mucilagem (actcares simples,
carboidratos complexos e proteinas) e induzem as transformagdes bioquimicas necessarias
para a fermentacdo natural (Silva et al. 2008). Muitas espécies microbianas foram relatadas na
fermentagdo de graos de café, compreendendo mais de 80 géneros, conforme relatado por
estudos recentes de microbiomas (Carvalho Neto et al., 2018; De Bruyn et al., 2017; Zhang et
al., 2019). Esses grupos microbianos abrigam um notavel perfil de fermentacdo que inclui a
producdao de compostos aromaticos, enzimas e acidos organicos (Leroy e De Vuyst, 2004;

Pereira et al., 2016).

2.3 ECOLOGIA E DIVERSIDADE DE BAL NO PROCESSAMENTO DO CAFE

Os primeiros relatos abrangendo a associagdo de BAL com processamento de café
foram fornecidos ha 73 anos por (Pederson; Breed 1946). Desde entdo, as BALs foram
reconhecidas como um componente integral do processamento de café na maioria dos paises
produtores. A relagdo filogenética das espécies relacionadas ao café ¢ mostrada na (Figura 1).
Elas sao divididas em quatro familias (Leuconostoaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae e

Enterococcaceae) que ocorrem nos géneros taxondmicos Leuconostoc, Fructobacillus,



Weissela, Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus e Enterococcus. E plausivel que a BAL
que colonize a fermentagao do café seja da superficie dos frutos de café. No entanto, o solo, a
agua, insetos e os equipamento usados no processamento sdo fontes potenciais de BAL
(Carvalho Neto et al., 2018; Chen et al., 2005; Endo e Salminen, 2013). Apos avaliar o
processo de fermentacdo, as BALs rapidamente proliferam e atingem populacdes de 10°
células/mL em 20 horas (Avallone et al. 2002). Esse crescimento acentuado esta relacionado a
adaptabilidade de BAL ao meio ambiente e aos fatores de estresse do processamento do café,
como variagdo do pH, disponibilidade de agucares e competicdo com outros microrganismos
(Mayo et al. 2010).

Leuconostoc € o género microbiano onipresente relatado na fermentacdo de café dos
biomas Brasil, Camardes, Colombia, China, Equador, Etiopia, Havai, México, Tailandia e
Tanzania (Figura 1). Abordagens microbioldgicas dependentes de cultivo também mostram
que Leuconostoc € o grupo microbiano mais abundante através do processo de fermentac¢ao do
café (Avallone et al. 2002). Materiais vegetais (por exemplo, folhas em decomposicao, raizes
e frutos superprecoces) sao habitats ecoldgicos naturais das espécies de Leuconostoc (Hemme
e Foucaud-Scheunemann, 2004; Huys et al., 2012). Eles sdo comumente encontrados em
associacdo com levedura em aplicacdes domésticas (por exemplo, vinho, cacau e kefir)
(Jouhten et al. 2016). A natureza complexa dessa interagdo ¢ destacada pelas observacdes de
que (i) a autdlise de leveduras libera nutrientes, como aminoacidos, polissacarideos e
riboflavina, favoraveis ao crescimento bacteriano (Alexandre e Guilloux-Benatier, 2006;
Fleet, 2003), e que (ii) a acidificacdo do meio de fermentagdo cria um ambiente propicio para
o desenvolvimento de leveduras (Pereira et al. 2017). Essas intera¢des positivas mostraram
promover os atributos sensoriais desejados ao vinho, sourdough e iogurte. Entretanto,
informagdes sobre esses mecanismos na fermentagao do café sao escassas

Outros membros das BALs s3o comumente encontrados em regides especificas
produtoras de café, como Lactobacillus hordei, L. vaccinostercus, Lactococcus hircilactis,
Leuconostoc  fallax e Pediococcus pentosaceus no Equador; Enterococcus hirae,
Fructobacillus sp., Pediococcus sp., P. acidolactici e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
no Brasil; Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum no México; Lactobacillus fermentum

em Camardes; ¢ Weissella thailandensis em Taiwan (Figura 1).
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2.4 METABOLISMO DE BAL NA FERMENTACAO DO CAFE

O abundante teor de aglcar presente na polpa de café, incluindo pentoses (xilose,
ribose e arabinose), hexoses (glicose, frutose, galactose e manose) e polissacarideos (pectina e
celulose), sdo fontes primarias de carbono para o crescimento de BAL (Figura 2). Espécies
homofermentativas de BAL, como Lactococcus lactis, Pediococcus pentosacesus,
Enterococcus faecalis e Lactobacillus hordei, fermentam acucares pela via Embden-
Meyerhoff-Parnas (EMP) para piruvato, que ¢ convertido em acido lactico pela lactato
desidrogenase (De Bruyn et al. 2017; Endo; Dicks 2014; Leong et al. 2014; Zhang et al.
2019). No entanto, ¢ possivel supor que sob condi¢cdes de stress relacionadas com o
processamento do café (por exemplo, limitacdo de carbono e ambiente acido), estas espécies
homofermentativas possam mudar para um metabolismo de 4acido misto (Mayo et al. 2010).

As BALs heterofermentativo, como Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum
e Lactobacillus brevis, também sdo comumente encontrados em fermentagdes de café
(Avallone et al. 2001; De Bruyn et al. 2017; Leong et al. 2014). Estas espécies de BAL sao
capazes de catabolizar pentoses € hexoses presentes na polpa de café em uma vasta gama de
metabolitos finais, incluindo lactato, acetato, CO» e etanol, através da via da pentose fosfato
(Figura 2). Por fim, BAL s3o capazes de promover a quebra de carboidratos complexos
através da producdo de diferentes enzimas hidroliticas (por exemplo, pectina liase, pectina
metilesterase e exo-poligalacturonase) e através do processo de acidificacdo (Avallone et al.
2002; Silva et al. 2013). A hidrdlise da pectina libera agucares simples (glicose, ramnose,
xilose, galactose, arabinose e D-galacturonato) como uma fonte adicional de carbono para o
crescimento de LAB (Avallone et al. 2000; Pereira et al. 2019).

Além dos agucares, as espécies BAL tém a capacidade de metabolizar citrato presente
em alta concentracao na polpa de café (Figura 2). O metabolismo do citrato pela BAL ocorre
através de trés processos: (i) transporte de citrato, (if) conversdo de citrato em oxaloacetato e
(iii) conversdo de oxaloacetato em piruvato e CO2 (Garcia-Quintans et al. 2008; Hugenholtz
1993). Este processo conduz a producdo de compostos aromatizantes com 4 atomos de
carbono, incluindo diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol. Além disso, o acimulo de piruvato em
um ambiente acido, como a polpa de café, favorece a produgdo de a-acetolactato, um
precursor dos compostos de 4 carbonos (Snoep et al. 1992). As espécies de Leuconostoc e
Lactococcus encontradas na fermentagao de café sao relatadas como acentuado metabolismo
de citrato (Drider et al. 2004; Sanchez et al. 2007).

O catabolismo de aminoacidos tem um papel importante na fisiologia das BALs na

obtencdo de energia em condi¢des limitantes de nutrientes e na participagao da homeostase do



pH (Mayo et al. 2010). Além disso, BALs sdo auxotrdficas para um numero variavel de
aminoacidos, dependendo de um ambiente rico em nutrientes para seu crescimento. A polpa
de café fornece tais condi¢des devido a uma constitui¢do rica em leucina, valina, fenilalanina,
treonina e isoleucina (Pereira et al. 2019). O catabolismo de aminoacidos tem implica¢des na
formacdo de compostos de baixo peso molecular, tais como aldeidos, ésteres, acidos
carboxilicos e alcoois superiores (Figura 2). Por exemplo, cepas de Lactobacillus plantarum
sdo capazes de produzir fenilacetaldeido, fenilacetato e feniletanol durante o catabolismo da
fenilalanina, enquanto as cepas de Lactococcus lactis sdo capazes de metabolizar a leucina em
3-metilbutanal, 3-metilbutanol e 4cido 3-metilbutirico acid (Smit et al. 2005; Vermeulen et al.

2006).

Figura 2: Representagdo esquematica das principais vias metabolicas e metabodlitos gerados por BAL durante a
fermentagdo do café.
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2.5 IMPACTO NA EFICIENCIA DO PROCESSO E QUALIDADE DA BEBIDA

O metabolismo da BAL auxilia principalmente no processo de remog¢ao da camada de
mucilagem pelo uso eficiente de agucares da polpa e formagdo de 4cido latico. O processo de
acidificacdo da polpa também altera as propriedades de intumescimento da camada de
mucilagem interna, soltando a rede de polissacarideos com uma clara mudanga estrutural
(Pereira et al. 2017). Nao ¢ surpreendente que, empiricamente, os produtores de café usem a
redu¢do do pH para niveis abaixo de 4,5 como um método para determinar o fim do processo
de fermentacdo (Jackels; Jackels 2005). Finalmente, as BALs sd3o capazes de prevenir o
crescimento de fungos associados a baixa qualidade da bebida (modificacdes negativas de
sabor) e a producao de micotoxinas potencialmente prejudiciais aos consumidores (Pereira et
al., 2016).

O complexo metabolismo da BAL produz metabolitos aromas que impactam na
qualidade final do café. A intensa difusdo de acido lactico durante o processo de fermentagao
promove a modificagdo da percep¢do sensorial da acidez e do corpo de bebidas de café
(Carvalho Neto et al., 2018; Pereira et al., 2016). Do metabolismo do citrato, a produgao de
2,3-butanodiona e acetoina confere aroma amanteigado a bebidas (Pereira et al. 2019; Wang
et al. 2019). Além disso, uma vasta gama de metabdlitos derivados de BAL associados ao
catabolismo de aminoacidos, especificamente propionato de etila, acetato de etila,
acetaldeido, fenil etanol e fenilacetaldeido, sdo conhecidos por aumentar a percepcao floral e
de frutas na bebida final (Pereira et al. 2019).

Virias estirpes BAL foram desenvolvidas com aplicacdes na industria alimentar. No
entanto, as culturas iniciais de BAL comercialmente disponiveis atualmente ndo sdo
projetadas diretamente para a fermentacdo de grdos de café, principalmente devido as
peculiaridades fisicas e quimicas deste processo (Pereira et al. 2015). Uma estratégia primaria
para pesquisa em aplicagdes de alimentos € a triagem do ecossistema natural. Recentemente, a
remocao da mucilagem de café utilizando fermentacdo lactica foi proposta pela introducao de
uma bactéria do 4cido latica, Lactobacillus plantarum LPBROI1, isolada da fermentacgao
natural de café (Pereira et al., 2016). Esta bactéria foi capaz de promover um processo
acelerado de acidificagdo da polpa de café, reduzindo o tempo necessario para a remogao da
mucilagem em campo. Outra cultura, Lactobacillus rhamnosus HNOOI, selecionada por
Wang et al., (2019), também foi capaz de promover um consumo eficiente da polpa do café.

Sem duvida, o aroma ¢ uma das caracteristicas mais importantes que contribuem para
a qualidade do café. Como em muitos alimentos, o aroma do café¢ ¢ composto por mais de

1000 compostos organicos volateis diferentes com concentragdes que podem variar entre 845



11

e 1239 ppm (Cheong et al. 2013). O equilibrio e interacao de todos eles determinam a
qualidade aromatica do café. O uso de culturas BAL mostrou-se favoravel para a produgao de
café com perfis sensoriais distintos. Bebidas de café¢ com alta acidez e percep¢do de fruta e
floral foram produzidas pelo uso do L. plantarum LPBRO1 (Pereira et al., 2016), enquanto as
caracteristicas carameladas foram os atributos sensoriais para o tratamento inoculado com L.
rhamnosus HNOO1. Essas bebidas de café¢ podem ser usadas estrategicamente para suprir
especificos consumidores de café ou serem usadas em misturas para alcangar a acidez

desejavel e o sabor caracteristico.
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2.6 GENOMICA FUNCIONAL

O recente desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento de alto rendimento
expandiu nosso conhecimento sobre o potencial metabolico e os recursos de
bioprocessamento das BALs. O genoma das BALs estd entre os mais bem caracterizados até
hoje. No entanto, apenas recentemente o sequenciamento completo do genoma de uma BAL
(Pediococcus acidilactici LPBC101) originado da fermentacdo do café foi publicado
(Muynarsk et al. 2019). Esse arranjo gendomico forneceu dados sobre os mecanismos de
adaptacao e metabolismo de BAL no ambiente de processamento de café. P. acidilactici
LPBCI10 abriga um elevado niimero de genes tunicos envolvidos na utilizacdo de actcares da
polpa de café e codificando proteinas relacionadas com o stress (por exemplo, peroxidase de
tiol, redutases de glutationa, NADH-oxidases e proteinas de choque alcalino). Além disso,
esta linhagem de BAL possui uma notavel diversidade fenotipica, possuindo todas as enzimas
necessarias para as vias da glicélise e da pentose-fosfato (Muynarsk et al. 2019). A presenga
destes genes pode ser usada como evidéncia cientifica solida na pesquisa de BAL com
aplicagdes potenciais para processamento de café. No entanto, a informagdo do genoma
fornece apenas um modelo preditivo, porque a expressdo génica ¢ dependente das condi¢des
ambientais. Assim, os dados gendmicos devem ser confirmados pelo transcriptoma, proteoma
e perfilamento do metaboloma e aplicacdes em condi¢des de campo. Essas plataformas devem
ser incluidas nos estudos de selecao de BAL para obter uma compreensao profunda da fungao

e dos efeitos da variedade selecionada no processamento do café

2.7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Até a presente data, a industria do café gastou seus esforgos aos compostos aromaticos
formados durante o processo de torrefagdo e ignorou a possibilidade de controlar a
fermentacdo do café durante o processamento na fazenda. Culturas de BALs tém grande
potencial para alcancar controle, reprodutibilidade e consisténcia de qualidade durante o
processamento de café. Em particular, o metabolismo de carboidratos, citrato e aminoacidos,
e os principais componentes produzidos durante o seu crescimento, sdo as principais
atividades associadas ao processamento do café. As BALs atuam desmucilando os frutos do
café por meio da acidificagdao da polpa, além de formar metabolitos aromaticos que agregam
qualidade aos produtos finais do café. No entanto, o uso de BAL no processamento de café
tem sido largamente ignorado. Até o momento, apenas duas espécies, Lactobacillus

plantarum LPBRO1 e L. rhamnosus HNOO1, foram avaliadas em condi¢des de campo. Esta ¢
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uma pequena fragdo dentro da rica diversidade de espécies envolvidas em fermentacdes
naturais. Por exemplo, o Leuconostoc, um grupo microbiano versatil com propriedades uteis,
nunca foi selecionado como uma cultura iniciadora. Sem duvida, todo o potencial das BALs
relacionado ao café ndo foi totalmente determinado e muitos desafios aguardam pesquisa,
disseminagdo e exploragdo industrial. Pesquisas futuras devem ser focadas na investigacao de
novas BALs e na possibilidade de criar culturas mistas multiuso com cepas de levedura.
Conforme relatado acima, varias caracteristicas influenciam as atividades da BAL na
fermentacdo do café. Para obter uma imagem mais completa sobre a interagio BAL na
fermentagdo inoculada (pura e misturada com levedura), uma abordagem multifatorial usando

A

metodologias “6micas” deve ser planejada.
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3 CAPITULO 2: EFEITO DA CO-INOCULACAO COM Pichia fermentans E Pedioccus
acidilactici NOS METABOLITOS PRODUZIDOS DURANTE A FERMENTACAO E
COMPOSICAO VOLATIL DO GRAO DE CAFE

Esse capitulo foi publicado como um artigo cientifico em 2019 e foi intitulado de “Effect of
Co-Inoculation with Pichia fermentans and Pediococcus acidilactici on Metabolite Produced
During Fermentation and Volatile Composition of Coffee Beans” na revista Fermentation.

do1:10.3390/fermentation5030067

3.1 INTRODUCAO

A crescente demanda por café de alta qualidade tem sido ditada pelo aumento das
taxas de consumo dos mercados cafeeiros tradicionais, como os Estados Unidos, Unido
Europeia e a Asia (Wilson e Wilson, 2014). Um contribuinte critico para a bebida de café ¢
uma série de praticas pos-colheita para obter gridos adequados para a torrefacdo (Huch e
Franz, 2015). A colheita dos frutos ¢ o primeiro passo no processamento pos-colheita. O
desenvolvimento heterogéneo de frutos de café¢ leva a presenca simultinea de diferentes
estadios de maturagdo no mesmo cafeeiro, (7) verde (imaturo), apresentando desenvolvimento
incompleto do endosperma e reduzindo contetido de aguicares na camada mucilaginosa; (if)
cereja (maduro), apresentando mucilagem rica em aglcares redutores, desenvolvimento
completo do endosperma e cor do exocarpo vermelho ou amarelo; e (iii) passa (overripe), que
mostra as caracteristicas iniciais do ciclo de nutrientes acumulado nos graos (Da Matta et al.,
2007). No Brasil, o maior produtor de café¢ do mundo, estima-se que 31% dos frutos de café
sejam colhidos em estagios imaturos (Mesquita et al., 2016). A presenca desses graos
compromete a qualidade dos produtos de café por apresentar uma alta concentragdao de
cafeina, trigonelinas e menor teor de agucar devido ao ciclo incompleto de maturagdo (Franca
et al., 2005; Oliveira et al., 2006).

Ap0s a colheita, o processamento do café deve comecar o mais rapido possivel para
evitar a deterioracao da fruta por fermentacdo desfavoravel ou formag¢ao de mofo. As camadas
exteriores do fruto de café (isto €, a pele e a polpa) sdo facilmente removidas, enquanto a
mucilagem, o pergaminho e a pele prateada estdo firmemente ligadas aos graos. A maneira
como os produtores de café usam para remover a camada de mucilagem ligada aos frutos
classifica o café no mercado internacional: “café natural”, produzido a partir de graos de café
processados na fazenda pelo método simples de secagem ao sol, conhecido como

rocessamento a seco; e ‘café lavado’, produzido a partir de graos de café que passam por
2
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uma série relativamente complexa de etapas, incluindo despolpamento, fermentagdo e
secagem ao sol, conhecido como processamento via umido (Pereira et al., 2017).

No processamento via imido, os grios de café sdo submetidos a fermentacdo em
tanques submersos para decomposi¢cdo e remocdo de mucilagem. Os aglcares presentes na
mucilagem permitirdo o crescimento de microrganismos, especialmente leveduras e bactérias
do acido lactico (por exemplo, Pichia guilliermondii, P. anomala, Saccharomyces cerevisiae,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum e Lactococcus lactis) (Pereira et al.,
2019). Estudos recentes tém sido dedicados ao uso de leveduras e bactérias do acido latico
(BAL) como culturas iniciadoras puras no processamento pos-colheita a fim de reduzir o
tempo necessario para a fermentacao pelo aumento da produgdo de 4cido lactico e modular o
perfil sensorial dos graos de café (Silva et al., 2013; Pereira et al., 2016; Wang et al., 2019).
Entre os microrganismos selecionados, destaca-se a levedura Pichia fermentans YC5.2 e a
BAL Pediococcus acidilactici LPBC161, que sdo culturas com caracteristicas de consumo
eficiente de acucares da polpa do café e adaptabilidade aos fatores de estresse da fermentagao
de café¢ (Muynarsk et al., 2019). Apesar do uso de culturas puras oferecer vantagens, estudos
recentes em fermentagdes de vinho, carne e laticinios demonstram que as culturas mistas sao
capazes de melhorar as propriedades sensoriais e de seguranca do produto final (Englezos et
al., 2016; Xia et al., 2018).

Portanto o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de interacdo entre a
inoculagdo mista de Pichia fermentans YC5.2 e Pediococcus acidilactici LPBC161 e a

modulagdo quimica de graos de café maduros e imaturos

4 MATERIAL E METODOS
4.1 EXPERIMENTOS EM CAMPO

Os experimentos em campo foram realizados na Fazenda Baoba (21°42'42.8 " S,
46°49'42.2 " W; 1.400 m acima do nivel do mar) situados em Sao Sebastido da Grama, estado
de Sao Paulo, Brasil. Frutos de café maduros e imaturos (10 kg) foram depositados em baldes
pléasticos de 20 L com 5 L de agua. Quatro conjuntos de protocolos de inoculagdo foram
realizados em triplicata: (i) controle espontineo (ndo-inoculado), (i7) fermentagdo de cultura
pura com Pichia fermentans YCS5.2, (iii) fermentagdo de cultura pura com Pediococcus
acidilactici LPBC161, e (iv) inoculacdo simultanea de Pichia fermentans YC5.2 e
Pediococcus acidilactici LPBC161. Antes da inoculagao, as células de levedura e BAL foram
contadas por uma camara de hemocitometro de Thoma utilizando corante azul de metileno

como marcador de viabilidade celular. Em seguida, foram utilizadas quantidades apropriadas
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de in6culo para atingir uma populacao celular inicial de cerca de 7 log CFU/mL. No final da
fermentagdo, os graos de café foram secos ao sol até que o valor de 12% de umidade fosse

atingido.

4.2 AMOSTRAGEM E MEDICAO DE PH

Amostras (50 mL) da fracdo liquida da polpa de café fermentada foram coletadas em
triplicata em intervalos de 12 h para monitorar o consumo de acucares e a produgao de acidos
organicos, etanol e compostos volateis. Em cada ponto de amostragem, o pH foi medido por

meio de um medidor digital de pH (Requipal, Curitiba, Brasil).

4.3 ANALISE POR HPLC DA FERMENTACAO DA POLPA DE CAFE

A concentragdo de aglicares redutores (glicose e frutose), acidos organicos (acidos
citrico, succinico, lactico, acético e propionico) e etanol em polpa de café (fragdo liquida) foi
determinada em intervalos de 12 h. Aliquotas de 2 mL foram centrifugadas a 6000 g durante
15 min e filtradas através de um filtro de 0,22 um (Millipore Corp., Billerica, MA, EUA).
Parametros de analise foram realizados segundo Carvalho Neto et al. (2017). As amostras
filtradas foram injetadas no sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
equipado com uma coluna Aminex HPX 87 H (300 x 7,8 mm; Bio-Rad, Richmond, CA,
EUA) e um detector de indice de refragdo (RI) (HPG1362A; Hewlett-Packard Company, Palo
Alto, CA, EUA). A coluna foi eluida em modo isocratico com uma fase mével de 5 mM de

H>SO4a 60 °C e vazao de 0,6 mL/min.

4.4 ANALISE POR GC DA POLPA DE CAFE EM FERMENTACAO

A formacgdo dos principais compostos volateis foi determinada em intervalos de 12 h
por cromatografia gasosa. Para a preparacao da amostra, aliquotas (4 mL) da fragdo liquida da
polpa de café fermentada foram colocadas em 20 mL de frascos hermeticamente fechados
contendo NaCl a 5% (p/v), seguido de aquecimento durante 10 min a 60°C. O headspace foi
entdo coletado usando uma seringa de vidro (Hamilton, Bonaduz, Suica) e injetado em um
cromatografo a gas (modelo 17A; Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com um detector de
ionizagcdo de chama a 230°C. As condi¢des operacionais foram as seguintes: coluna capilar
HP-5 de 30 mx 0,32 mm, temperatura da coluna de 40 a 150°C a uma taxa de 20°C /min
(Pereira et al., 2016). Uma curva padrdo foi construida usando padrdes analiticos auténticos

adquiridos da Sigma e a concentragdao dos compostos foi expressa em umol/L de headspace
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4.5 ANALISE GC/MS DE GRAOS DE CAFE FERMENTADOS

A composicao volatil dos graos de café¢ foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotometria de massa (CG-MS) segundo Carvalho Neto, Pereira, Tanobe, et
al. (2017). A extragdo de compostos volateis das amostras dos graos (2 g) foi realizada
utilizando um frasco de headspace acoplado a uma fibra de microextragdo em fase solida
(SPME) de fibra DVB / CAR / PDMS (Supelco Co., Bellefonte, PA). Os frascos foram
aquecidos a 70°C por 10 min sem agitacdo, seguidos de 15 min de exposi¢cdo da fibra em
sistema COMBI-PAL. Os compostos foram adsorvidos para a fase gasosa do sistema de
injecdo do cromatdgrafo a gas (CGMS-gun TQ Series 8040 ¢ 2010 Plus GC-MS; Shimadzu,
Téquio, Japao) a 260°C. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 60 °C durante 10
min, seguida por duas rampas de aquecimento de 4 e 10 °C /min até atingir as temperaturas de
100 e 200°C, respectivamente. Os compostos foram separados numa coluna a 95% de PDMS /
5% de fenil (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm de espessura de filme). O GC foi equipado com um
detector seletivo de massa HP 5972 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EUA). O hélio foi
usado como gas carreador a uma taxa de 1,0 mL/min. Os espectros de massa foram obtidos
por impacto de electrdes a 70 eV e uma razao de massa para carga de inicio e fim (m/z) de 30
e 200, respectivamente. Os compostos foram identificados por comparagdo com os espectros

de massa das bases de dados das bibliotecas (Nist’98 ¢ Wiley7N).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos da analise dos metabolitos foram analisados por comparagao post-hoc
de médias pelo teste de Duncan e uma andlise de componentes principais (PCA). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS (Statistical Analysis System Cary,

NC, USA). O nivel de significancia foi estabelecido em um valor p de dois lados <0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS EM CAPO

O uso de fermentacdo mista em vez de cultura inica € uma pratica amplamente aplicada na
produgdo de vinho, a fim de melhorar a complexidade aromatica e a qualidade sensorial
(Gobbi et al., 2013; Cinai et al., 2010). A fermentacdo mista oferece uma série de vantagens
sobre fermentagdes convencionais de cultura unica, incluindo maior taxa de crescimento
microbiano, rendimento de metabolitos, melhor utilizagdo do substrato e formagdo complexa
de compostos aromaticos (Gaden et al., 1992). Este trabalho representa o primeiro estudo

sobre uma cultura mista no processo de fermentagdo de graos de café. Testamos
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experimentalmente o impacto da combinagdo de duas culturas selecionadas (P. fermentans
YC5.2 e P. acidilactici LPBC161) em termos de eficiéncia de fermentagdo e composicao
volatil do graos de café. Os experimentos foram realizados com inoculagdes individuais e
combinadas em graos de café maduros e imaturos, comparados a um processo espontaneo. As
alteragdes nos principais metabolitos ndo volateis (agucares, acidos organicos e etanol) e
volateis foram quantificadas no decorrer do tempo de fermentagdo. A concentragao inicial de
acicar na polpa dos frutos maduros de café¢ (0,57 e 1,13 g/L de glicose e frutose,
respectivamente) foi significativamente maior que a polpa imatura (0,13 e 0,26 g / L de
glicose e frutose, respectivamente; Figura 1 ). Os baixos teores de acticares no caso do café
imaturo sao consequéncia do ciclo de maturagao incompletos (Eira et al., 2006). Em todos os
processos de fermentacdo, a concentragdo de agucar apresentou um aumento durante as 12 h
iniciais. Este fendmeno pode ser associada com a hidrolise de pectina, celulose, sacarose, e
outros carboidratos complexos de polpa de café, em monomeros de glicose e frutose
(Marques et al., 2016; Murthy et al., 2011).

Apos esse aumento, tanto a glicose quanto a frutose foram parcialmente consumidas,
resultando em uma concentragao residual de cerca de 0,37 ¢ 1,51 g/L (polpa de café¢ maduro)
e 0,19 e 0,74 g/L (polpa de café¢ imaturo) de glicose e frutose, respectivamente. Agucares
residuais da polpa de café¢ sdo geralmente observados apds o processo de fermentagdo,
principalmente associado ao curto ciclo de fermentacdo (Pereira et al., 2015; Evangelista et
al., 2014). No entanto, o consumo de frutose foi mais eficiente nos tratamentos que a levedura
foi utilizada ( P. fermentans - cultura pura e tratamento combinado com P. fermentans e P.
acidilactici’) do que a cultura pura de P. acidilactici e processo espontaneo (Figura 1). A
capacidade da levedura em suportar fatores de tolerancia ao estresse e a producao de enzimas
pectinoliticas conferem vantagens em comparagdo com as bactérias do acido latico (Avallone
et al., 2002; Pereira et al., 2014). Além disso, a baixa disponibilidade de nutrientes
inicialmente disponiveis em polpa de café imaturo (Eira et al., 2006) pode ter restringido o
desenvolvimento da P. acidilactici, mostrando baixo consumo de agucar (Figura 1 B). As
bactérias do acido lactico sdo ainda distinguidas pelas suas capacidades biossintéticas
limitadas, sendo incapazes de sintetizar multiplos cofatores, vitaminas, purinas, pirimidinas e

outros nutrientes (Mufoz et al., 2011).
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Figura 1. Consumo da polpa, produgdo de acidos organicos e monitoramento do pH (cultura pura com Pichia

fermentans, cultura pura com Pediococcus acidilactici e fermentacdo combinada com P. fermentans e P.

acidilactici e fermentacdo espontanea) de frutos maduros (A) e imaturo (B). A significancia dos resultados foi

avaliada usando uma ANOVA com teste post-hoc de Duncan a p <0,05. Diferentes letras mintsculas (a, b, c, d,

e, f) indicam diferencas significativas dentro do mesmo processo (graos de café maduros e imaturos) ao longo do

tempo de fermentagao.
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O 4cido lactico mostrou um aumento significativo através dos processos fermentativos,
atingindo concentragdes maximas de >1,45 e >0,53 g/L nas fermentagdes do café maduros e
imaturos, respectivamente (Figura 1). Concentracdes basais de acido acético (< 0,01 g/ L)
foram detectadas em todos os processos, o que pode estar associado ao metabolismo das
leveduras ou a natureza heterofermentativa da P. acidilactici (Rantsiou et al., 1994; Endo et
al., 2014). Acidos de originados de fermentagdo excessiva, como os 4cidos propidnico e
butirico, nao foram detectados em tratamentos com graos de café maduros e imaturos. Nesse
sentido, a acidificacdo da polpa de café fermentada pode ser atribuida principalmente ao teor
de acido latico. Como esperado, a medida que a concentragdo de 4cido lactico aumentou, o
pH ddiminuiu progressivamente durante todos os processos de fermentagdo (Figura 1). O
acido lactico ¢ um importante metabolito associado a fermentacdo do café, que auxilia no
processo de acidificacdo da polpa sem interferéncia no produto final (Figura 1). O
monitoramento do pH ¢ um parametro crucial, pois valores de pH abaixo de 4,5 sdo utilizados

para indicar o fim do processo de fermentacdo do café (Carvalho Neto et al., 2018;
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Velmourougane et al., 2013; Jackels et al., 2005). Nos tratamentos imaturos de café, foi
relatado um pH superior a 4,5, o que pode ser atribuido ao desenvolvimento insuficiente da P.
acidilactici.

Etanol e acetato de etila foram os principais compostos volateis detectados durante os
processos de fermentacdo (Figura 2). Curiosamente, inoculagdes combinadas com P.
acidilactici e P. fermentans resultaram em um aumento significativo na producdo desses
metabolitos quando comparado a culturas puras e ao processo espontaneo. Os maiores valores
de etanol (27,04 e 14,8 umol/L) e acetato de etila (1,63 e 1,21 umol/L) foram alcancados apos
24 h de fermentacdes mista com grao de café¢ maduros e imaturos, respectivamente. Isso
corrobora com os dados de Sun et al., 2013 e Cafias et al., 2015 que demonstraram um
aumento de ésteres ¢ acetato de etila como resultado da co-inoculagdo de BAL e leveduras na
fermentagdo de vinho. O consumo significativo de actcar e acido latico, acetato de etila e
produgdo de etanol em tratamentos com inoculagdes combinadas indicaram uma interagao
ecoldgica entre esses dois grupos microbianos. A natureza complexa dessa interagdo ¢
destacada pelas observacoes de que (i) a autdlise de leveduras libera nutrientes, como
aminoacidos, polissacarideos e riboflavina favoraveis ao crescimento bacteriano, e que (ii) a
acidificagdo dos meios de fermentagdo pela BAL cria um ambiente propicio para o
desenvolvimento de leveduras (Pereira et a., 2017; Alexandre & Guilloux-Benatier, 2006;
Fleet, 2003). Essas interagdes positivas mostraram promover os atributos sensoriais desejados
no vinho, no sourdough e no iogurte. No entanto, informacdes sobre esses mecanismos na
fermentacdo do café sdo escassas (Junqueira et al., 2019).

Outros compostos voldteis menores que aumentaram durante os processos de
fermentagdo foram 1-decanol, etilacetaldeido e acetato de hexila (Figura 2). As BAL e
levedura produzem acetaldeido de etila por uma reagcdo de condensacdo entre acidos graxos e
uma molécula de alcool (Saerens et al., 2010), enquanto o 1-decanol pode ser derivado do
catabolismo de aminoacidos pela via de Ehrlich (Pereira et al., 2014; Elias, 1979). A presenca
e concentragdes mais elevadas de linalool nos frutos imaturos pode estar associada ao estagio
de maturacao inferior dos graos de café, uma vez que esse composto tem sido considerado um

marcador volatil de bebidas de café produzidas a partir de frutos imaturos (Toci et al., 2014).
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Figura 2. Concentra¢ao de compostos volateis (cultura pura com P. fermentans, cultura pura com P. acidilactici
e fermentagdo combinada com P. fermentans e P. acidilactici) e fermentacdo espontanea de grao de café
maduros (A) e imaturos (B). A significancia dos resultados foi avaliada usando uma ANOVA com teste post-hoc
de Duncan a p <0,05. Diferentes letras minusculas (a, b, ¢, d, e, f) indicam diferencas significativas dentro do
mesmo processo (graos de café maduros e imaturos) ao longo do tempo de fermentagao.
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5.2 COMPOSICAO QUIMICA DE GRAOS DE CAFE

Mais de 900 compostos volateis ja foram identificados em graos de café verde e
torrado (Evangelista, Miguel, et al., 2014; Oestreich-Janzen, 2013). Entre os principais
volateis encontrados, pirazinas, furanos, cetonas, aldeidos, alcoois superiores, ésteres e
compostos de enxofre podem ser destacados (Akiyama et al., 2008; Gonzalez-Rios et al.,
2007; Toledo et al., 2008). Embora alguns destes compostos aromatizantes se originem do
proprio grao, estudos recentes revelaram que os metabolitos derivados de microrganismos
também podem se difundir para os griaos de café (Carvalho Neto et al., 2018; Evangelista,
Miguel, et al., 2014; Lee et al., 2016; Pereira et al.,, 2015; Wang et al., 2019). Apds a
caracterizagdo da composi¢cdo volatil dos graos de café fermentados, observou-se que a
inoculacdo de P. fermentans e P. acidilactici, tanto em tratamentos puros quanto combinados,
resultou na modulagdo da constituicao volatil dos graos de café. Um total de 30 compostos
foram identificados em graos de café maduros, incluindo alcoois superiores (sete compostos),
aldeidos (seis compostos) e terpenos (trés compostos) (Tabela 1). Entre estes, 1-hexanol, 2-

heptanol, alcool feniletilico e benzeneacetaldeido foram os principais volateis encontrados. A
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inoculagdo unica de P. fermentans e P. acidilactici resultou na formagao e difusao de alguns
compostos volateis, como 3 octanol, 2-heptenal, benzaldeido, dodecanal e D-limoneno, que
ndo foram detectados no processo espontaneo. Estes compostos estdo estritamente
relacionados ao metabolismo das leveduras e das BAL, tais como aldeidos e alcoois
superiores formados a partir do catabolismo dos aminoacidos da polpa de café e terpenos
através da via do acido mevaldnico ou liberados dos precursores glicosidicos durante a
fermentagdo (Mendes-Ferreira, Barbosa, Falco, Ledo, & Mendes-Faia, 2009; Pereira et al.,
2019; Yvon & Rijnen, 2001).

Graos de café¢ gerados a partir de tratamentos combinados mostraram um aumento
significativo (p<0,05) de compostos volateis especificos, como benzeneacetaldeido, 2-
heptanol e alcool benzilico. Esses achados estdo de acordo com Englezos et al., (2016) e
Plessas et al., (2008) que demonstraram que tratamentos mistos com leveduras e BAL
permitem maior producdo de ésteres, aldeidos e dlcoois superiores em fermentagdes de vinho
quando comparadas a inoculagdes unicas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
evidenciar as vias metabolicas associadas a interagdo positiva entre esses microrganismos em
produtos de café.

A andlise quimica dos graos de café imaturos revelou uma composi¢do com menor
diversidade e concentragdo de compostos volateis (Tabela 2). Um total de 19 compostos
foram detectados, incluindo alcoois superiores (quatro compostos), acidos organicos (trés
compostos) e aldeidos (trés compostos). A inoculacao unica de P. fermentans resultou em
graos de café com concentracdes significativamente maiores (p <0,05) de 2-hexanol, nonanal
e D-limoneno quando comparado ao processo espontaneo. Estes compostos sdo comumente
atribuidos ao metabolismo da Pichia (Leclercq Perlat, Corrieu, & Spinnler, 2010; Patrignani
et al., 2016; Pereira et al., 2019). Isso corrobora com os resultados do monitoramento do
processo de fermentagdo, que demonstrou uma intensa atividade microbiana de P. fermentans
em polpa imatura de café. Por outro lado, grdos de café derivados da cultura pura de P.
acidilactici e do tratamento combinado ndo apresentaram aumento significativo (p> 0,05) nos
constituintes volateis quando comparados ao controle (processo espontaneo). Este fato pode
ser correlacionado ao crescimento insuficiente da cultura BAL no ambiente escasso de
nutrientes da polpa dos graos de café imaturos. O auxotrofismo de varios aminoacidos torna a
BAL diretamente dependente de um meio de crescimento rico para o seu pleno
desenvolvimento (Endo e Dicks, 2014)

Para explicar as caracteristicas quimicas e o agrupamento das amostras, os parametros da

Tabela 1 e da Tabela 2 foram analisados por um PCA (Figura 3). Os primeiro e segundo



25

componentes principais explicaram, juntos, 73,66% da variabilidade total dos dados. As
amostras foram categorizadas em dois grupos, isto €, graos de café¢ maduros e imaturos. Essa
distingdo foi principalmente relacionada a constitui¢do mais rica de volateis de graos de café
maduros em relagdo aos tratamentos imaturos. Além disso, a presenca de compostos
especificos (alcool benzilico, alcool feniletilico, benzeneacetaldeido, decanal e D-limoneno
em graos de café maduros e furan-2-pentil, acido 2-metil-butandico e pirazina, 2-metoxi-3 -
(2-metilpropil) em graos de café imaturos) também contribuiu para a separagdo de graos de
café maduros e imaturos na andlise de PCA. Curiosamente, apenas o tratamento com P.
fermentans agrupou graos de café imaturos no eixo positivo, o que corrobora com a melhor

adaptagdo e geragao de volateis em polpa de café imatura.

Figura 3. Analise de componentes principais (PCA) de compostos volateis (losangos) identificados nos
diferentes tratamentos de graos de café maduros (circulos abertos) e imaturos (circulos fechados). Abreviaturas:
SR - controle espontaneo e maduro; Inoculagdo PiR-Pichia em graos de café maduros; PeR - inoculacdo de
Pediococcus em graos de café maduros; MR - inoculagdo mista (Pichia mais Pediococcus) em graos de café
maduros; SI - controle espontaneo e imaturo; Inoculacdo Pil - Pichia em graos de café imaturos; Pel - inoculagdo
de Pediococcus em graos de café imaturos; MI - inoculagdo mista (Pichia mais Pediococcus) em graos de café
imaturos. l—butanoic acid, 3-methyl; 2—butanoic acid, 2-methyl; 3—hexanoic acid; 4—1-hexanol; 5—2-
heptanol; 6—5-methyl-2-hexanol; 7—2-hexanol; 8—I-octen-3-0l; 9—3-octanol; 10—benzylalcohol; 11—
phenylethyl alcohol; 12—butanoic acid, 2-methyl, ethyl ester; 13 - butanoic acid, 2-methyl, ethyl ester; 14—
methyl salicylate; 15—2-heptenal; 16—benzaldehyde; 17—dodecanal; 18—nonanal; 19—benzeneacetaldehyde;
20—decanal; 21—2-heptanone; 22—pyridine, 2,3-dimethyl; 23—pyridine, 2,6-lutidine; 24—butyrolactone;
25—Tlinalool; 26—D-limonene; 27—anethole; 28—furan-2-pentyl; 29—styrene; 30—tetradecane; 31—2(3)-
furanone, dihydro-5-methyl; 32—pyrazine, 2-methoxy-3-(2-methylpropyl); 33—hexadecane.
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6 CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro estudo a investigar o impacto da co-inoculacdo com levedura e BAL na
fermentagdo de frutos maduros e imaturos de café. Entre os diferentes tratamentos,
inoculagdes combinadas com Pichia fermentans YCS5.2 e Pediococcus acidilactici LPBC161
em frutos maduros de café mostraram caracteristicas interessantes. Foi possivel alcancar o
aumento do consumo de agucar na polpa de café e a produgdo de metabdlitos (acido lactico,
etanol e acetato de etila), evidenciando uma interagdo sinérgica positiva entre esses dois
grupos microbianos. Por outro lado, quando se utiliza frutos imaturos de café, apenas a Pichia
fermentans foi capaz de melhorar a formacao de metabdlitos durante a fermentagdo e afetar a
composicao volatil dos graos de café. Isso pode ser devido a alta exigéncia nutricional das
espécies BAL e a baixa adaptabilidade em polpas de café imaturas. De qualquer forma, uma
vez que os graos de café imaturos geralmente t€ém uma qualidade baixa porque a formagao de
precursores com sabor ¢ incompleta, o metabolismo da levedura tem um grande potencial
para adicionar qualidade e sabor a esses graos.

A andlise quimica revelou uma composicao volatil mais complexa dos graos de café
fermentados a partir do tratamento combinado em relagdo as inoculagdes puras e ao processo
espontaneo. Os principais compostos afetados foram o benzeneacetaldeido, o 1-hexanol, o
alcool benzilico, o 2-heptanol e o alcool feniletilico, que sdo relatados como importantes
compostos com impacto no aroma. Assim, este estudo mostra o grande potencial da
inoculagdo combinada para a formacao de compostos aromaticos desejaveis e producao de
cafés especiais. Novos estudos ainda sdo necessarios para investigar os mecanismos de

sinergismo entre leveduras e BAL e sua influencia nas propriedades sensoriais do café.
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