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Resumo

O café é uma bebida muito popular e consumida em todo o mundo e a qualidade esta
diretamente relacionada ao sabor e aroma. O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito da
inoculacdo de diferentes leveduras Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0543), Candida
parapsilosis (CCMA 0544) e Torulaspora delbrueckii (CCMA 0684) separadas e em co-cultivo
durante a fermentacdo de café (variedade Catuai vermelho- IAC 44) a 600 m por via seca na
regido do Caparad. Foi realizada analise de q-PCR para acompanhar a populac¢ao dos indculos
e analise de acidos organicos por HPLC. Além de analisar compostos fendlicos pelo método de
Folin-Ciocalteau, analises de DPPH, FRAP e ABTS foram realizadas para avaliar a atividade
antioxidante do café. Os tratamentos que foram inoculados com Saccharomyces cerevisiae
apresentaram as maiores populacbes de leveduras no final da secagem. As maiores
concentragOes de &cido acético foram encontradas no Controle e no tratamento inoculado com
as trés leveduras (7,59 mg/g e 7,21 mg/g, respectivamente). Os &cidos citrico, malico e
succinico foram detectados em todos os tratamentos durante todo processo fermentativo e
permaneceram até a secagem do fruto. Os grdos torrados apresentaram maior atividade
antioxidante em todos os tratamentos se comparados ao café verde, sendo que as maiores
concentracdes foram observadas nos tratamentos inoculados. As leveduras utilizadas como
culturas iniciadoras influenciaram positivamente na composicdo quimica dos graos, podendo
melhorar a qualidade da bebida.

PALAVRAS CHAVES: fermentacdo de café, culturas iniciadoras, co-cultivo, atividade
antioxidante, gPCR
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1.INTRODUCAO

Em 2018 o Brasil alcancou recorde de producdo, com 61,7 milhdes de sacas,
confirmando ser o maior produtor e exportador mundial de cafe, sendo Minas Gerais, Espirito
Santo e S&o Paulo, os principais estados produtores (CONAB, 2018).

Espirito Santo e Minas Gerais tém em comum o territério do Caparad (SIMAO et al.,
2017). A regido ao redor do Parque Nacional do Caparad possui elevada altitude e clima tropical
(verd@o chuvoso e inverno seco), no qual hd uma significativa potencialidade para producdo de
café especial (FOLHA VITORIA, 2013; AQUIES, 2014). O café da espécie Coffea arabica é
adaptado as condices de clima tropical de altitude, com umidade e temperaturas amenas,
caracteristicas da regido do Caparad. Ja o café da espécie Coffea canephora, adapta-se bem as
regibes baixas, quentes e imidas, com temperaturas bem elevadas (MATIELLO, 2002).

Muitos fatores influenciam as caracteristicas do produto final, como o clima, variedade,
métodos de colheita, tipo de processamento, torrefacdo, condicdes de armazenamento e de
preparo (BRESSANELLO et al., 2017). Por este motivo, a busca por qualidade é uma das
maiores preocupacdes da cafeicultura, uma vez que a valorizacao de cafés especiais € crescente
(DE BRUYN et al., 2017). Esse tipo de café é caracterizado por um conjunto de aromas e
sabores diferenciados, acidez equilibrada e auséncia de defeitos (DA SILVA TAVEIRA et al.,
2014).

O sabor e aroma do café sdo complexos, resultantes da presenca combinada de varios
constituintes quimicos volateis e ndo volateis, dentre eles os acidos, aldeidos, cetonas (CHIN;
EYRES; MARRIOTT, 2015), acucares, proteinas e compostos fendlicos (LEE et al., 2015).

Devido a sua composi¢do quimica, os frutos do café sdo um bom substrato para o
crescimento de microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos (SILVA,
2015; SILVA et al., 2000), que podem variar de acordo com a origem geografica, variedade,
método de processamento e fermentacao (de BRUYN et al., 2017).

A fermentacdo do café ocorre naturalmente, independentemente do processo, para
degradacdo da mucilagem pelos microrganismos, diminui¢do do tempo de secagem além de
produzir metabdlitos que se difundem no interior do café e reagem com substancias
responsaveis pelos sabores e aromas desejaveis da bebida. SILVA et al., 2013).

Culturas iniciadoras sdo definidas como uma preparacdo ou material contendo grande
namero de microrganismos diferentes, que podem ser adicionados para acelerar e melhorar um

processo de fermentacao.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib31
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643818301580#bib8

A selecdo de microrganismos para fermentacdo de café deve se basear na capacidade de
crescimento e permanéncia do mesmo, bem como sua eficiéncia na producao de pectinase (para
degradar a pectina na mucilagem e polpa), acidos e outros compostos metabolicos, que
interferem positivamente na qualidade da bebida além de ndo produzir compostos toxicos
(SILVA et al., 2013; SILVA, 2014). Portanto, culturas iniciadoras podem ser utilizadas na
fermentacgdo do café, podendo melhorar o controle desta etapa e a qualidade sensorial da bebida,
através da producdo de acidos organicos e compostos volateis (EVANGELISTA et al., 2014b).

Em um estudo anterior, EVANGELISTA et al (2014b) observaram que o uso de
culturas iniciadoras em cafés processados pela via seca, produziam bebidas de café com sabor
diferenciado, sendo que cafés inoculados com Candida. parapsilosis apresentaram sabores de
caramelo e herbaceo, enquanto Saccharomyces cerevisiae mostrou um forte sabor de fruta.
BRESSANI et al (2018) observaram que os tratamentos inoculados com C. parapsilosis e T.
delbrueckii, ndo apresentaram diferencas significativas na analise sensorial quando comparada
ao controle, porém foi possivel observar diferencas entre os compostos volateis detectados,
podendo proporcionar sabor diferenciado. J& o café inoculado com S. cerevisiae apresentou
uma diferenca significativa na analise sensorial, indicando melhor resultado quando inoculado
pelo método do balde, apresentando sabores caracteristicos de banana e caju.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia da inoculacéo
de diferentes leveduras, Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0543), Candida parapsilosis
(CCMA 0544) e Torulaspora delbrueckii (CCMA 0684) na composicado quimica de cafés da
variedade Catuai vermelho- IAC 44 provenientes da regido do Capara0, além de acompanhar a
populacdo de leveduras e a atividade antioxidante durante a fermentacdo em biorreator e
secagem dos gréos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas do café no Brasil

O café é um produto nobre do agronegécio mundial (KWON et al., 2015). O Brasil
continua sendo o maior produtor e exportador mundial de café, sendo que em 2018, alcangou
recorde de producéo atingindo 61,7 milhdes de sacas, sendo Minas Gerais, Espirito Santo e Séo

Paulo, os principais estados produtores (CONAB, 2018).


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002014001191?via%3Dihub#bib7

O café é pertencente a familia Rubiaceae, género Coffea, sendo trés espécies utilizadas
para a producédo da bebida, C. arabica, C. canephora, e C. liberica (DAVIS et al., 2006).
Entretanto C. arabica e C. canephora sdo as principais espécies cultivadas e responsaveis pela
maior parte das bebidas consumidas em todo mundo (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012;
SAKIYAMA; FERRAO, 2014). Coffea arabica L. é a espécie mais cultivada no Brasil, pois
fornece um produto de boa qualidade e é amplamente procurado pelo mercado consumidor
(SILVA et al., 2016)

Na busca de um sistema de cultivo ambientalmente e economicamente sustentavel, a
producdo de café brasileira tem passado por diversas modificacdes. A agregagdo de valor
através da melhoria qualitativa tem sido foco nas ultimas décadas. Neste contexto, a adi¢do da
indicacdo geografica ao produto agricola pode facilitar sua aceitacdo no mercado (RAMOS;
FERNANDES; SOUZA, 2012). Além disso, diversificando os sistemas de producéo do café,
permite-se desenvolver produtos com atributos diferenciados para diversos mercados
consumidores (SILVA et al., 2016).

Segundo a SindiCafé-MG (2018) as cultivares mais produzidas e importantes do Brasil
sdo Catuai (Vermelho e Amarelo) e Mundo Novo. A cultivar Mundo Novo foi gerada através
de uma hibridizacdo natural entre Sumatra e Bourbon Vermelho em 1943, ja a hibridizacao
entre Mundo Novo e Caturra Amarelo, gerou Catuai Amarelo e Catuai Vermelho em 1949,

2.2 Caracteristicas de cafés na Regido do Caparad

No Espirito Santo, a cafeicultura é a principal atividade agricola do estado (SIMAO
et al., 2017). A producdo de café arabica no estado representa 40% da atividade cafeeira,
estando presente principalmente na regido Centro Serrana e Sul do Estado, que séo as de
maior altitude e atendem a exigéncia agroclimética da cultura (CETCAF, 2014). A maioria
das propriedades sdo pequena e de base familiar (CCCV, 2014).

A regido ao redor do Parque Nacional do Caparad ¢é de elevada altitude e possui
clima tropical de altitude, com verdo chuvoso e inverno seco, no qual ha uma significativa
potencialidade para producdo de café especial, haja vista o grande nimero de cafeicultores
desta localidade que foram campedes em concursos de café (FOLHA VITORIA, 2013;
AQUIES, 2014).

Durante a maturagdo dos frutos de café, o clima e a altitude irdo desempenhar um
importante papel em decorréncia da temperatura, luz e agua disponivel (BERTRAND et al.,
2006). A diferenca de altitude pode estar relacionada a alteragdes fisioldgicas e



morfolégicas, plantas em altitudes mais elevadas possuem maior exposi¢do a irradiacao,
variagOes térmicas, limitacdo de nutrientes, entre outros (ZHU et al., 2010).

Em uma pesquisa realizada por DA PASCHOA et al. (2017), ficou evidenciado que
propriedades em maior altitude e mais proximas ao parque nacional produzem cafés mais
bem pontuados, mesmo com mais dias de fermentacgdo, enquanto que em propriedades em
menor altitude, um maior tempo de fermentagcdo pode acarretar uma piora na avaliagcdo
sensorial do café. Com intuito de agregar valor ao café, os produtores comecaram a trabalhar
com a agroindustrializacdo e/ou a valorizacao de atributos regionais, culturais e ecologicos
do processo produtivo, bem como aspectos trabalhistas (SIQUEIRA; SOUZA; PONCIANO,
2011).

A producao cafeeira em pequenas propriedades rurais situadas em areas montanhosas
tem custos altos que dificultam a permanéncia das familias no campo, dessa maneira tém
buscado alternativas para agregar valor a producdo e na melhoria na gestdo da propriedade
(SANTOS; SIMAOQ, 2015). Cada vez mais a regido do Caparad vem se destacando por
produzir cafés arabica de maior qualidade, possuindo grande variedade de acidez, corpo e
sabor, além de intensa docura e aroma (APOSTOLICO et al 201, CLUB CAFE, 2016).

2.3 Composi¢ao quimica do café

A compreensao da fisiologia e composicao bioquimica dos frutos é fundamental para
o0 entendimento dos processos fisioldgicos que ocorrem durante a formacéo e maturacéo dos
frutos de café (BOREM, 2008).

O fruto de café é constituido de cinco partes: pericarpo (casca), mesocarpo (polpa e
mucilagem), endocarpo (pergaminho), pelicula prateada e endosperma (semente) como
descrito na Figura 1 (SCHWAN; FLEET, 2015). O pericarpo é o tecido mais externo do
fruto, liso e resistente, possui coloracdo verde em frutos verdes, e, geralmente torna-se
vermelho quando maduro, podendo apresentar coloracdo laranja ou amarela devido a

gendtipos particulares.
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Figura 1. Estrutura do fruto do café. Os numeros entre parénteses no diagrama do café estéo

relacionados as setas nas fotos da estrutura do café.
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O mesocarpo apresenta caracteristicas de ser amarelado, fibroso e doce
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012) representando, em base seca, em torno de 29% do peso
integral, constituindo 76% de agua, 10% de proteina, 2% de fibra, 8% de sais minerais e 4%

Fonte: SCHWAN; FLEET, 2015.

de diferentes materiais sollveis e insolGveis (pectina, taninos, aclcares, cafeina, acidos,
entre outros) (VILELA, 2010 apud ELIAS, 1978), constituindo um excelente meio de cultura
para o crescimento de microrganismos que irdo interferir na qualidade do café (BONILLA-
HERMOSA et al., 2014).

Existe ainda um endocarpo fino de cor amarelada, chamado de pergaminho. Café em
pergaminho é composto por a-celulose (40-49%), hemicelulose (25-32%), lignina (33-35%)
e cinzas (0,5-1%) (BEKALO; REINHARDT, 2010). E, por fim, o gréo de café (endosperma)
que é recoberto por uma camada prateada (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012), utilizada na
preparacdo da bebida, contendo todos os precursores para o sabor caracteristico do café que
séo desenvolvidos durante a torrefacdo (SCHWAN; FLEET, 2015).



O gréo de café também € constituido por celulose, minerais (potassio, magnésio,
calcio, sodio, ferro, manganés, rubidio, zinco, cobre, estréncio, cromio, vanadio, bério,
molibdénio, e cadmio), aclcares (sacarose, glicose, frutose, arabinose, galactose e manose),
lipidios, tanino, polifendis, acido clorogénico e aminoacidos (alanina, arginina, asparagina,
cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina e valina) (BELITZ et al., 2009).

O conhecimento da composicdo dos grdos é uma ferramenta util para ampliar o
mercado de exportacdo e manter a qualidade e competitividade. O perfil quimico dos
precursores de aroma e sabor do café modifica devido a vérios fatores, como genéticos,
ambientais, colheita e pos-colheita que podem afetar diretamente a qualidade da bebida
(KITZBERGER et al., 2013). Dentre os componentes do gréo, a cafeina é a mais conhecida.
A gquantidade deste constituinte pode variar de acordo com a variedade, sendo encontrados
valores entre 0,8 a 1,4% (p/p) para café arabica e 1,7 a 4,0% (p/p) para robusta (BELITZ et
al., 2009), que influencia no corpo e amargor da bebida (SUNARHARUM; WILLIAMS;
SMYTH, 2014). A cafeina € a Unica substancia do café que possui efeito termoestavel,
enguanto as outras substancias como proteinas, acido clorogénico e trigonelina podem ser
transformados ou até mesmo destruidos pelo processo de torrefacdo (MUSSATO et al.,
2011). Segundo FARAH et al. (2006), a atividade antioxidante e a qualidade da bebida do
café é muito influenciada pela presenca de cafeina, trigonelina, acido cafeico e compostos

fenolicos, cujos principais representantes sdo 0s acidos clorogénico.

2.4 Processamento pds colheita do café

A etapa de p6s-colheita desempenha um papel importante na preservacao e melhoria
da qualidade do café. O processamento deve ser realizado logo apds a colheita, evitando
fermentagdes indesejaveis (HAMDOUCHE et al., 2016). Quando a fermentacdo ocorre de
forma controlada, esta pode contribuir para formacao de compostos quimicos favorecendo o
aroma e sabor do café (SCHWAN; FLEET, 2015).

A colheita deve ser feita quando a maior parte dos frutos estiver maduros (BORGES
et al., 2002), a fim de evitar a presenca de grdos imaturos (verdes), pretos e ardidos. De
acordo com BRANDO; BRANDO (2015), ha trés formas distintas de realizar o

processamento do café: por via seca, via Umida e via semi-seca (descascado natural).
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O processamento por via seca, também chamado de café natural é muito utilizado (em torno de
95%) no Brasil (SCHWAN; WHEALS, 2003; BRANDO; BRANDO, 2015), principalmente
em regides tropicais onde o clima é seco no periodo da colheita. Os frutos de café sdo secos
com todas as partes que os constituem (DE BRUYN et al., 2017).

Os frutos colhidos em vérios estadios de maturacgéo (verde, cereja, uva passa e seco),
podem ou n&o ser lavados e devem preferencialmente ser separados, a fim de melhorar a
qualidade do café (BOREM, 2008), e espalhados em camadas finas (5-8 cm) em terreiros de
cimento ou suspensos, sendo amontoados a noite e revolvidos periodicamente durante o dia.
Durante o periodo de secagem, a fermentacdo microbiana natural que ocorre pode influenciar
na qualidade final do produto. Cafés processados por via seca apresentam atributos
sensoriais que os diferem dos cafés produzidos por via Umida, como sabor doce, suave e
complexo (SCHWAN; WHEALS, 2003).

Na Colémbia, América Central e no Havai, 0 processamento via Umida é muito
utilizado para o café arabica (SILVA et al., 2008). Neste tipo de processamento, 0 exocarpo
e uma parte do mesocarpo sdo removidos mecanicamente. O processo de fermentacédo é
realizado em tanques com um grande volume de agua para a retirada do restante do
mesocarpo que ficou aderido ao pergaminho (BRANDO; BRANDO, 2015). O tempo de
fermentacdo pode variar, podendo ocorrer de 6 a 72 horas, dependendo da temperatura
ambiente. Temperaturas mais altas e camadas mais espessas de mucilagem aceleram a
fermentacdo (BRANDO; BRANDO, 2015). Entdo, os grdos sdo lavados com agua limpa e
secos em terreiros e/ou secadores rotativos (LEE et al., 2015, BRANDO; BRANDO, 2015).

O café ainda pode ser processado pelo método semi-seco. Os frutos de café sdo
despolpados e a fermentacdo ocorre diretamente sob o sol em terreiro e/ou secadores
rotativos (VILELA et al., 2010, BRANDO; BRANDO, 2015).

A secagem visa diminuir a umidade dos gréos para 12 a 11%. Entdo o café deve ser
armazenado em locais com umidade e ventilagcdo adequados, a fim de ndo ocorrer alteragéo
da qualidade (BOREM, 2008). Desta forma, os gréos ja processados (cafés crus) podem ser

armazenados durante meses, sem alteracéo significativa do sabor (BELITZ et al., 2009).

2.5 Fatores interferentes na qualidade do café

O cafeé de boa qualidade pode ser considerado como a bebida que apresenta um sabor

e aroma agradaveis e balanceados, bom corpo, acidez natural, suavidade ao paladar e



auséncia de defeitos (BOREM, 2004; RIBEIRO et al., 2017), além disso esta relacionado a
diferentes fatores, como tipo de solo, altitude, variedade, processamento e torrefagdo, que
proporcionardo uma identidade Unica ao produto (MEHARI et al., 2016; SILVA et al.,
2016).

A acdo dos microrganismos durante a fermentacdo do café pode resultar em
diferentes tipos de bebidas que se diferem por diversas caracteristicas em termos de corpo,
aroma, acidez e adstringéncia (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). Portanto, culturas iniciadoras
podem ser utilizadas na fermentacdo do café podendo melhorar o controle desta etapa e a
qualidade sensorial da bebida, através da producgéo de &cidos organicos e compostos volateis
(EVANGELISTA et al., 2014a).

O aroma € um atributo que esta intimamente relacionado com a qualidade do cafe,
assim como o nivel de aceitacdo do consumidor a bebida (EVANGELISTA et al., 2014a;
TOLEDO et al., 2016). Principalmente os constituintes quimicos do grdo verde sdo
responsaveis pela aparéncia dos gréos torrados, aroma e sabor caracteristicos da bebida,
destacando os compostos volateis, fenolicos (principalmente o acido clorogénico), proteinas,
acidos organicos e aclcares (PIMENTA, 2003).

Os precursores de aroma do café sdo primordiais na formacdo de compostos volateis
durante a torrefagdo, sendo que alteracOes das concentracdes desses precursores
correspondem as diferencas nos perfis volateis do café torrado, tornando-o responsavel pelas
diferentes qualidades da bebida (LEE et al., 2015), além do desenvolvimento de
caracteristicas de sabor e cor (devido a pirélise de compostos organicos) (BELITZ et al.,
2009). De acordo com um estudo realizado por FARAH et al. (2006), a qualidade da bebida
do café esta correlacionada positivamente com os niveis de precursores de aroma como a
trigonelina e acido 3,4-dicafeoilquinico e relaciona-se de forma negativa com mono-ésteres
dos componentes fenodlicos como o &cido 3- cafeoilquinico presente em graos de café verde
antes da torrefacéo.

Durante a torrefacdo dos grdos, a reacdo de Maillard ¢ iniciada pela interacdo do
grupo carbénico de um acgucar redutor e o grupo amino livre de um aminoécido, um peptideo
ou mesmo uma proteina (HO et al., 1993) que participam como potenciais precursores de
sabor em outras reacfes (HWANG; CHEN; HO, 2012), como pirolise, interacdo com agucar
redutor e degradacdo térmica (RIBEIRO et al., 2009) gerando importantes compostos
volateis como piridinas, acidos, aldeidos, furanos, fendis e compostos sulfurados (TOCI;
BOLDRIN, 2017).

14
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2.6 Fermentacao do café

A fermentacdo do café ocorre logo apds a colheita. O tempo necessario para que ocorra
esta etapa, ira depender do tipo de fermentacdo realizada. Entretanto, independentemente do
processamento realizado, as alteracdes fisico-quimicas ocorrem nos graos, tais como reducao
no teor de &gua e acUcares e a formacao de precursores de aroma e de sabor (VAAST et al.,
2006).

A presenca de diferentes microrganismos durante a fermentacéo do café interfere nas
caracteristicas finais da bebida (RIBEIRO et al., 2017). Assim, pesquisas foram desenvolvidas
para controlar essa fermentacdo e melhorar a qualidade usando culturas iniciadoras
(EVANGELISTA et al, 2014a, EVANGELISTA et al., 2014b, PEREIRA et al,
2015, QUINTERO; MOLINA, 2015, SILVA et al., 2013).

Culturas iniciadoras sdo definidas como uma preparacao ou material contendo grande
numero de microrganismos diferentes, que podem ser adicionados para acelerar e melhorar um
processo de fermentacdo (HOLZAPFEL, 2002). Espera-se que 0s microrganismos
selecionados para serem utilizados como culturas iniciadoras tenham algumas caracteristicas,
como adaptacdo facil a matéria-prima e processo, desenvolvimento de qualidade sensorial,
extensdo da vida util, reducdo do tempo de processamento e energia durante a producao e
inibicdo de microrganismos patogénicos relacionados a alimentos (CORSETTI et al., 2012).

A selecdo de microrganismos para fermentacao de café deve se basear na capacidade de
crescimento e permanéncia do mesmo, bem como sua eficiéncia na producao de pectinase (para
degradar a pectina na mucilagem e polpa), acidos e outros compostos metabdlicos, que
interferem positivamente na qualidade da bebida além de ndo produzir compostos toxicos
(SILVA et al., 2013; SILVA, 2014). Portanto, culturas iniciadoras podem ser utilizadas na
fermentacdo do café, podendo melhorar o controle da etapa de fermentacdo e a qualidade
sensorial da bebida, através da producdo de &cidos orgédnicos e compostos volateis
(EVANGELISTA et al., 2014b).

2.7 Atividade Antioxidante

Por definicdo, a atividade antioxidante (AA) € a capacidade de um composto de inibir

degradacdo oxidativa (VIGNOLLI et al., 2012). A cafeina estd fortemente relacionada com a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643817302281#bib30
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qualidade da bebida do café porque contribui para a seu amargor (FARAH et al., 2006). Além
disso, possui capacidade antioxidante ja descrita por varios autores, como NAIDU et al. (2008)
e JESZKA-SKOWRON; STANISZ; DE PENA (2016).

Os compostos fendlicos, além de serem relatados como contribuintes do sabor e aroma
caracteristicos das bebidas de café, sdo conhecidos em razdo das propriedades fisioldgicas e
farmacoldgicas que conferem a salde humana, como a atividade antioxidante. Entre os
principais componentes da fracao fenolica estdo os acidos clorogénicos, na forma de diversos
isdbmeros, considerados 0s mais importantes e 0s que se apresentam em maior quantidade nos
gréos de café verde (ABRAHAO et al., 2010). Os 4cidos clorogénicos reagem durante a torra,
produzindo compostos &cidos, lactonas e outros derivados fendlicos que contribuem para o
aroma e sabor do café, acidez final e adstringéncia da bebida (LOPEZ-GALILEA et al., 2007)

O café ainda possui outros compostos bioativos com capacidade antioxidante, como
tocoferdis e trigonelina (JESZKA-SKOWRON; STANISZ; DE PENA, 2016). Diversos
métodos podem ser utilizados para determinar a atividade antioxidante nos alimentos. As
metodologias desenvolvidas baseiam-se na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), no
poder de reducdo do metal (FRAP; CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de
desoxirribose), captura do radical organico (ABTS, DPPH), quantificagdo de produtos
formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidacdo do
caroteno) (FRANKEL; MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003).

Existem muitas evidéncias de que a dieta rica em antioxidantes alimentares,
especialmente de plantas, ervas, especiarias e bebidas, mostra efeito protetor na salde
humana e reduz o risco de vérias doencas (BENZIE; CHOI, 2014). Inimeros estudos
realizados com compostos fendlicos, demonstram a capacidade de captar radicais livres
(atividade antioxidante) e seus efeitos na prevencdo de enfermidades cardiovasculares e
circulatérias (NESS; POWLES, 1997; STOCLET et al., 2004), cancerigenas (WANG;
MAZZA, 2002; KATSUBE et al., 2003), no diabetes e no mal de Alzheimer (HERTOG et
al., 1997; ISHIGE et al., 2001; ABDILLE et al., 2005).

Ainda ndo foi estabelecido um método padronizado para determinar as propriedades
antioxidantes em alimentos. No entanto, recomenda-se que pelo menos dois métodos sejam
combinados para fornecer informacdes abrangentes sobre a capacidade total dos alimentos
(BATISTA et al., 2016; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005), A atividade antioxidante pode ser
atribuida a varios mecanismos, como preven¢do da iniciacdo da cadeia, ligacdo de
catalisadores de ions de metais de transi¢cdo, decomposicdo de perdxidos, capacidade

redutora e atividade de eliminacéo de radicais (GUNALAN et al., 2012). Entre os métodos


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643816303504?via%3Dihub#bib3
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mais comumente utilizados sdo ABTS, FRAP, DPPH e ORAC (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2006; TIVERON, 2010), devido a simplicidade de analise e aplicacdo
em rotinas de laboratério. Portanto, para um resultado mais completo deve-se escolher
métodos que sejam mais aceitos, validados e padronizados, com informacdes na literatura
(TIVERON, 2010).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de café - variedade, processamento e torra

Foi utilizado neste trabalho o fruto de café cereja da variedade Catuai Vermelho IAC-
44 da regido de Capara6 a 600 m de altitude (20 ° 47'15,58 "'S de latitude e 41 ° 39'32,62" O
de longitude) de Guagui-ES, Brasil.

O café cereja (20 kg para cada tratamento) foi processado pelo método natural e
fermentados com e sem inoculacdo de leveduras durante 72 horas em biorreatores de
polipropileno. Os tratamentos com leveduras Saccharomyces cerevisiae CCMA 0543,
Candida parapsilosis CCMA 0544 e Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 consistiram em
inocula-las separadamente, duas a duas e as trés juntas, em um total de 7 tratamentos (Tabela

1). O Controle foi realizado nas mesmas condi¢des sem inoculacao.

Tabela 1. Denominacgéo dos tratamentos com inoculagdo de culturas iniciadoras durante a

fermentacdo do café pelo processo natural.

Denominacdo do tratamento  Tratamento

Tratamento 1 S. cerevisiae

Tratamento 2 C. parapsilosis

Tratamento 3 T. delbrueckii

Tratamento 4 S. cerevisiae + C. parapsilosis

Tratamento 5 S. cerevisiae + T. delbrueckii

Tratamento 6 C. parapsilosis + T. delbrueckii

Tratamento 7 S. cerevisiae + C. parapsilosis + T. delbrueckii

* Controle = sem inoculag&o de microrganismos.

As cepas foram reativadas em 10 mL de caldo YEPG (20 g/L de glicose, 10 g/L de
extrato de levedura e 10 g/L de peptona de soja; pH 3,5) a 28 °C por 24 h até uma concentracao
de 107 células/mL (S. cerevisiae e C. parapsilosis) e 10° células/mL (T. delbrueckii) para

inoculacdo. As células foram entédo centrifugadas e ressuspensas em 500 mL de agua destilada
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(quantidade suficiente para inoculagdo sem aumentar o teor de umidade do café) (BRESSANI
etal., 2018; MARTINEZ et al., 2017).

Os frutos foram transferidos para terreiros suspensos até obter 11,5% de umidade.
Todos os tratamentos foram realizados em triplicata. As amostras foram torradas de acordo
com as diretrizes fornecidas pela Specialty Coffee Association (SCA, 2018) (Probat Leogap
modelo TP2 2, Curitiba, Brasil) e armazenadas sob temperatura controlada até a analise ser
realizada. Amostras (100 g) foram coletadas e colocadas em sacos plasticos estéreis e

armazenadas a -20 °C até a realizacdo das analises quimicas.

3.2 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os acidos organicos foram avaliados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) no inicio e final de fermentacdo em biorreatores e final de secagem. A extracdo das
amostras dos grdos crus foi realizada de acordo com a metodologia de EVANGELISTA et al.
(2014b) com algumas modificagdes. Os extratos foram centrifugados duas vezes a 12745 RCF,
a 4 °C durante 10 minutos. O segundo sobrenadante foi filtrado utilizando microfiltros de
acetato de celulose de 0,22 pum. 300uL do extrato foi diretamente injetado na coluna
cromatogréfica. Os acidos latico, acético, malico, oxalico, succinico, tartarico, citrico, butirico,
propidnico e isovalérico) foram quantificados utilizando um cromatégrafo Shimadzu modelo
LC-10Ai (Shimadzu Corp., Japdo) com um sistema de deteccdo UV a 210 nm (SILVA et al.,
2013). A coluna utilizada foi a Shimpack SCR-101H (7,9 mm x 30 cm) e uma solucgédo de 100
mM de acido perclérico, com taxa de fluxo de 0,6 mL/min foi utilizada como fase movel. A
temperatura foi mantida em 50 °C durante a analise. Valores dos tempos de retencéo dos acidos
identificados foram comparados com tempos de retencdo de compostos padrao e a quantificacdo
foi obtida a partir de curvas de calibracdo feitas com diferentes concentracdes de compostos
padrdo (EVANGELISTA et al., 2014b). As anélises foram realizadas em duplicata.

3.3 PCR em tempo real (g-PCR)

Para acompanhamento da populacdo das culturas iniciadoras, foi utilizado amostras do
inicio e final de fermentacdo em biorreatores, apds 6 e 35 dias de secagem. O DNA total das
amostras foi extraido usando Mini Kit QlAamp DNA (Qiagen, Hilden, Alemanha) e diluido em
série (1:10) de 10® a 10* células/mL. Cada ponto na curva de calibracdo foi realizado em

triplicata. O cultivo de todas as especies de leveduras utilizadas no presente trabalho foi
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realizado em &gar YEPG, incubadas a 30 °C durante 24 h, apds esta etapa, foi realizada a
contagem de células usando camara de Neubauer (BATISTA et al., 2015).

Na anéalise de PCR em tempo real foi utilizado um sistema de Q-Rotor Gene (Qiagen)
em que cada reacdo compreende em 12,5 mL Rotor Gene-SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen), 0,8 mM de cada primer e 1 mL de DNA extraido a partir de gréos de café, para um
volume total de 25 mL, como recomendado pelo fabricante. As condigdes de analise foram:
aquecimento a 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 10 segundos
e emparelhamento/extensao a 60 °C durante 15 segundos. A temperatura do ciclo foi aumentada
de 50 para 99 °C, em progresséo de 1 °C a cada 5 segundos para obter a curva de fusdo. Todas
as anélises foram executadas em triplicata (BRESSANI et al., 2018).

Para esta andlise foi necessario o uso de primers especificos como representado na
Tabela 2. A especificidade de cada par de iniciadores foi confirmada atraves de pesquisa no
GenBank utilizando BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As analises foram
realizadas em triplicata.

Tabela 2. Primers especificos utilizados para analise de qPCR.

Primers
Espécies :
Nome Sequéncia
S. cerevisiae! SCER-R 5’-CGCAGAGAAACCTCTCTTTGGA-3’
SCER-F 5’-ATCGAATCTTTGAACGCACATTG -3’
C. parapsilosis? SADH F 5 GCTGCGGCTTCAACTGATGC 3°
SADHR 5> CTTGGTCACGAGCCTCC 3’
T. delbruekiis Primer 1 Tods L2 5> CAAAGTCATCCAAGCCAGC 3

Primer 2 Tods R2 5’ TTCTCAAACAATCATGTTTGGTAG 3’
Primers descritos por tHierro et al. (2007); 2HAYS et al. (2011) and 3ZOTT et al. (2010).

3.4 Preparacao das amostras e extragdo do café

As amostras (4 g) foram extraidas trés vezes com 20 mL de n-hexano para eliminar
lipidios das amostras. O sélido desengordurado foi seco ao ar durante 24 h para evaporar 0s
residuos de solvente organico. Amostras (2,75 g) de cada amostra de café moido foi extraido
com 65 mL de &gua destilada a 90 °C em repouso a temperatura ambiente por 20 min, seguida

por filtragdo através de papel de filtro Whatman No. 2 (KIM et al., 2018).
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3.4.1 Determinacao do teor total de polifenois

O teor total de polifendis de cada extrato de café foi determinado por um ensaio
colorimétrico. 0,5 mL de extrato de café (inicio e final de fermentagcdo em biorreatores e gréo
torrado) ou 0,5 mL de &gua destilada, foi adicionado de 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
(10%) e apds 6 minutos, 2 mL de solucdo de Na2CO3 a 7% (p/v) foram adicionados e a mistura
foi incubada a temperatura ambiente por 120 minutos. A absorbancia foi medida a 750 nm. As
concentracdes do teor total de polifendis foram obtidas de uma curva padréo de acido galico
(variando de 10 a 100 ug/mL) e os resultados foram expressos em mg de 4cido galico/100 g de

café (BATISTA et al., 2016). As anélises foram realizadas em duplicata.

3.4.2 Determinacédo da atividade antioxidante total por DPPH

O ensaio de eliminacdo do radical DPPH foi realizado conforme descrito por KIM et al.
(2018) com pequenas modificagdes. 100 pL de amostra (inicio e final de fermentacdo em
biorreatores e grao torrado) em quatro dilui¢des diferentes (sem diluicdo, 1:2; 1:5, e 1:10 para
grédo verdes e 1:10, 1:15, 1:20 e 1:30 para grdo torrados) foram adicionados a 3,9 mL da solucéo
de radical DPPH (0,06 mM) e armazenados no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente.
A capacidade de eliminacdo de radicais livres foi avaliada medindo a absorbancia a 515 nm.
Uma curva de calibracéo (y = -0,0005x + 0,6082), na faixa de 0,1-1,0 mmol Trolox / mL foi
utilizado para a quantificacio de atividade antioxidante e apresentou boa linearidade (R? =
0,9964). Os resultados foram expressos em uM de trolox/g de café moido. As analises foram

realizadas em duplicata.

3.4.3 Capacidade antioxidante total determinado por ABTS

O ensaio ABTS foi realizado de acordo com KIM et al. (2018) com pequenas
modificagdes. A mistura foi aquecida em banho a 70 °C durante 30 min. A solucdo do radical
ABTS foi diluida com etanol para obter uma absorbancia de 0,70 (+ 0,05) a 734 nm. Aliquotas
de 30 uL das amostras (inicio e final de fermentacdo em biorreatores e grdo torrado) em quatro
diluicdes diferentes (sem diluicdo, 1:2; 1:5, e 1:10 para gréo verdes e 1:10, 1:15, 1:20 e 1:30
para gréo torrados) foram adicionadas a 3,0 mL da solucéo radical ABTS e apds 6 minutos as
leituras de absorbancia foram realizadas. Uma curva de calibragdo foi desenvolvida (y = -
0,0003x + 0,6802) usando um intervalo de 0,5-10,0 mL de solucdo padrao de trolox (6-Hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) e apresentou boa linearidade (R? = 0.9983). A
capacidade antioxidante do extrato de café foi descrita como uM de trolox/g de café moido. As

analises foram realizadas em duplicata.

3.4.4 Capacidade antioxidante total determinado por FRAP

O ensaio FRAP utiliza uma reagéo de oxidagéo/reducao para medir a capacidade de uma
amostra reduzir o ferro (111) ao ferro (I1). Foi utilizado o protocolo de HUNDHAUSEN et al.
(2005) com modificacdes. O reagente FRAP foi obtido a partir da combinacéo de 25 mL de
tampdo acetato 0,3 Mm com pH 3,6, 2,5 mL de solucdo de TPTZ 10 mM (2,4,6-tris-2-pyridyl-
1,2,5triazine) (Sigma-Aldrich) e 2,5 mL de solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM
(SigmaAldrich). Esta solucdo incubada por 30 minutos a 37 °C. 2,7 mL de reagente FRAP
recém-preparado foi misturado com 270 pL de dgua destilada e 90 puL de amostra (inicio e final
de fermentacdo em biorreatores e gréo torrado) em quatro dilui¢bes diferentes (sem diluicéo,
1:2; 1:5, e 1:10 para grdo verdes e 1:10, 1:15, 1:20 e 1:30 para grdo torrados) ou reagente
padrdo (sulfato ferroso 2 mM). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm. Uma
curva de calibracao foi desenvolvida (y = 0,0006x - 0,0062) usando um intervalo de 2,5- 10 mL
de sulfato ferroso com boa linearidade (R? = 0,9988) a capacidade antioxidante do extrato de
café foi descrita como uM solucdo padréo de sulfato ferroso/g de café moido. As analises foram
realizadas em duplicata.

3.5 Analise Estatistica

Para a analise de acidos organicos e gPCR, as médias foram comparadas usando o teste
de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de significancia através do programa R. A anélise de
Kruskal- Wallis (p > 0,1), através do programa Xlstat, foi realizado para dados ndo paramétricos
das analises de compostos fenélicos, DPPH, ABTS e FRAP.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PCR em tempo real (QPCR)

O comportamento dindmico das populagdes de S. cerevisiae, C. parapsilosis, T.

delbrueckii sem e com inoculagéo foi verificado por gPCR (Figura 2).
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Diferenca significativa foi observada para a populagéo de S. cerevisiae, tanto para o0s
tratamentos inoculados quanto para o Controle. No inicio da fermentacéo, a maior diferenca
significativa foi observada para o Controle, que apresentou aproximadamente 2 Log a menos
(5,54 Log de celula/g) do que os tratamentos inoculados. Do inicio até o final da secagem, todos
o0s tratamentos inoculados aumentaram sua populagéo a excecdo do tratamento 7 (S. cerevisiae
+ C. parapsilosis + T. delbrueckii), que a partir do nono dia apresentou uma diminui¢do na
populacéo (de 8,60 Log célula/g para 8,43 Log célula/g). Mesmo com esse pequeno decréscimo,
a populacéo de S. cerevisiae ao final da secagem apresentou 1 Log acima (8,43 Log de célula/g)
quando comparado com o Controle (7,52 Log de célula/g).

Altas populacgdes de S. cerevisiae pode ser explicada principalmente por sua excelente
aptidao bioldgica e sua tolerancia aos fatores de estresse que convergem durante o processo de
fermentacdo (RAMIREZ; VELAZQUEZ, 2018).

Monitorando a populagéo de C. parapsilosis, pode-se perceber que os tratamentos 4 (S.
cerevisiae + C. parapsilosis) e 6 (C. parapsilosis + T. delbrueckii) apresentaram dindmica
populacional semelhante até o final da secagem. Durante a fermentacéo, todos os tratamentos
apresentaram um decréscimo de populacdo. A menor populacao foi detectada no Controle (5,82
Log de célula/g), enquanto o tratamento 2 (C. parapsilosis) apresentou a maior populacéo (6,3
Log de célula/g). Durante a secagem, no 9° dia, foi detectado um aumento de popula¢do no
Controle, apresentando a maior populacdo (6,41 Log de célula/g). Entretanto, ao final da
secagem, a maior populacdo observada foi para o tratamento 2 (inoculado apenas com C.
parapsilosis, com 6,25 Log de célula/g) com diferenca significativa dos demais tratamentos. A
menor populacéo foi observada no tratamento 6 (C. parapsilosis + T. delbrueckii com 5,89 Log
de célula/g) e os tratamentos 4 (S. cerevisiae + C. parapsilosis) e 7 (S. cerevisiae + C.
parapsilosis + T. delbrueckii), (6,09 e 6,06 Log de célula/g, respectivamente) ndo apresentaram

diferenca significativa (Figura 2-B).
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Figura 2. Monitoramento da populacdo de culturas iniciadoras no café fermentado por qPCR.
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Fatores como a umidade e a temperatura dos graos de café podem afetar o grau de
colonizag&o e as espécies presentes (SILVA et al., 2013), além disso, 0 co-cultivo com outras
leveduras pode ter influenciado no crescimento de C. parapsilosis. MARTINEZ et al. (2017)
destacaram que a fermentacdo em biorreatores pode ter favorecido o crescimento dessa
levedura, uma vez que ela atingiu 7,5 Log de célula/g. Entretanto esse comportamento néo foi
verificado no presente trabalho.

Durante o processo fermentativo em biorreatores é possivel perceber que apenas 0s
tratamentos 6 (C. parapsilosis + T. delbrueckii) e 7 (S. cerevisiae + C. parapsilosis + T.
delbrueckii) apresentaram um pequeno decréscimo na populagéo de T. delbrueckii. RAMIREZ;
VELAZQUEZ (2018) afirmaram que o processo fermentativo dessa levedura é menor se
comparado a S. cerevisiae em ambiente anaerdébio. Além disso, os autores afirmaram que a taxa
de dominancia da T. delbrueckii é muito influenciada pela quantidade e tipos de
microrganismos presentes no inicio da fermentacdo. Nesse sentido, pode-se inferir que a C.
parapsilosis pode influenciar no crescimento da T. delbrueckii em biorreatores. Além disso,
apesar de apresentar diferenca significativa, o perfil desses dois tratamentos (6 e 7) foram muito
semelhantes até o final da secagem (6,59 e 6,48 Log de célula/g, respectivamente) (Figura 2-
C). Por ser um microrganismo aerébio (RAMIREZ; VELAZQUEZ, 2018), a Torulaspora

delbrueckii possui maior crescimento no inicio da secagem.

4.2 Acidos Organicos

De acordo com a Tabela 3, os &cidos citrico, malico e succinico foram detectados em
todos os tratamentos no inicio de fermentacéo. Isso se deve ao fato de que esses compostos ja
estdo presentes no café (EVANGELISTA et al., 2014b). Todos esses acidos permaneceram
durante a fermentacdo e secagem do fruto, ndo sendo encontrado diferenca significativa em
nenhum dos tratamentos para a producédo de acido citrico e succinico, porém o Controle foi o
que apresentou maior concentracdo de acido citrico (1,83 mg/g) e o tratamento 2 (C.
parapsilosis) apresentou maior concentragdo de &cido succinico (0,87 mg/g) ao final da
secagem. BRESSANI et al. (2018) também n&o encontraram diferenca na concentragdo de
acido citrico durante a fermentacéo de café por via seca. Além disso, maiores concentragdes de
acido citrico foram observadas no inicio da fermentacdo de café (MARTINEZ et al., 2017).

No final da fermentagdo foi verificado uma diminui¢do de acido malico em todos os
tratamentos, exceto para o Controle e tratamento inoculado com T. delbrueckii. O tratamento

inoculado com T. delbrueckii foi 0 que apresentou maior concentracgao de acido latico no final
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da fermentacéo (1,83 mg/g) apresentando diferenga significativa do restante dos tratamentos,
enquanto os tratamentos inoculados com S. cerevisiae apresentaram as menores concentrages
desse composto, inferindo que essa levedura pode estar inibindo a formacao desse acido. Dadas
essas diferencas, e como as fermentacfes dominadas por T. delbrueckii sdo mais lentas que as
dominadas por S. cerevisiae, 0 eventual desenvolvimento de bactérias do acido latico pode
promover a fermentacdo malolatica (que consiste na descarboxilagdo do acido L-mélico em
4cido L-latico) que ocorre simultaneamente com a fermentacdo alcodlica (RAMIREZ;
VELAZQUEZ, 2018, BELTRAMO et al, 2006).

O 4cido acético é um dos principais metabdlitos produzido por leveduras durante a
fermentacdo da mucilagem do café (DE MELO PEREIRA et al., 2019), sendo desejavel ja que
contribui para a acidez final da bebida (BRESSANI et al., 2018). As maiores concentracfes de
acido acético foram encontradas no Controle (7,59 mg/g) e no tratamento 7 (S. cerevisiae + C.
parapsilosis + T. delbrueckii, com 7,21 mg/g) (Tabela 3). De acordo com PENUELA-
MARTINEZ; ZAPATA-ZAPATA; DURANGO-RESTREPO (2018) altas concentracdes de
acido acético podem estar relacionadas a altas temperaturas de fermentacdo. Além disso, esse
acido pode se decompor durante o processo de torrefacdo e gerar metabolitos importantes de
sabor, como piridinas e pirr6is (DE MELO PEREIRA et al., 2019).
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Tabela 3. Acidos organicos encontrados durante a fermentac&o inoculada e espontanea (Controle) de café pelo processamento natural.

Tempo de Tratamentos (mg/g)

fermentacéo 1 2 3 4 5 6 7 Controle
Citrico*

IF 2,22+0,10 1,22+0,05 2,1040,12 1,88+0,02 2,07+0,15 1,65+0,25 1,74+0,27 1,98+0,33
FF 1,81+0,24 1,41+0,07 1,81+0,04 1,58+0,32 1,39+0,24 1,27+0,17 1,59+0,44 1,95+0,09
FS 1,40+0,27 1,1140,22 0,93+0,06 1,34+0,18 1,34+0,16 1,00+0,16 1,24+0,15 1,83+0,05
Malico

IF 3,21+0,38% 1,53+0,20°C 2,70+0,37%¢ 2,59+0,26%C 4,49+0,19% 3,39+0,04% 2,31+0,17%¢ 2,55+0,11°¢
FF 0,67+0,09b<B 1,23+0,30°8 2,87+0,13% 0,61+0,15° 1,280,248 1,18+0,16"8 1,49+0,13% 2,78+0,05°A
FS 1,78+0,07¢¢ 2,45+0,00a%¢  2,90+0,13%® 2,02+0,22"¢ 1,90+0,17¢¢ 2,03+0,06°C 2,02+0,19%¢ 3,40+0,03*
Succinico*

IF 0,74+0,22 0,42+0,18 0,69+0,02 0,7340,33 0,90+0,03 0,66+0,10 0,71+0,02 0,77+0,35
FF 0,87+0,17 0,56+0,19 0,60+0,04 0,60+0,12 0,49+0,15 0,43+0,01 0,58+0,23 1,05+0,12
FS 0,61+0,15 0,87+0,38 0,71+0,07 0,68+0,03 0,58+0,09 0,5040,01 0,56+0,11 0,86+0,01
Latico

IF 0,00+0,008 0,00+0,00°® 0,00+0,00°® 0,57+0,06°* 0,00+0,00°® 0,16+0,01°® 0,00+0,00°8 0,00+0,00°8
FF 1,16+0,28%® 1,27+0,15 1,83+0,28" 0,91+0,33% 0,77+0,00°8 1,09+0,13%8 0,750,078 1,27+0,12°8
FS 1,02+0,12% 2,77+0,31% 3,24+0,31% 1,43+0,14%° 1,700,240 3,34+0,07%A 2,02+0,04%¢ 3,43+0,09%
Acético

IF 11,62+0,18*4 0,00+0,00°¢ 9,39+1,61% 0,00+0,00<¢ 0,00+0,00°¢ 8,56+0,11% 0,00+0,00°¢ 0,00+0,00°¢
FF 8,07+0,11° 3,73+0,25%° 6,02+0,08°C  7,56+0,44%B 6,33+0,33% 4,46+0,52°° 7,36+0,13%8 6,97+0,13*8
FS 5,160,228 3,38+0,27% 5,05+0,02°8  596+0,09°8  6,24+0,05*%  4,46+0,18" 7,21+0,05% 7,59+0,10%

1=S. cerevisiae, 2= C. parapsilosis, 3= T. delbrueckii, 4= S. cerevisiae + C. parapsilosis, 5= S. cerevisiae + T. delbrueckii, 6= C. parapsilosis + T. delbrueckii,
7=S. cerevisiae + C. parapsilosis + T. delbrueckii e Controle. Os dados sdo mostrados como a média. + = desvio padréo. Letras maiusculas diferentes indicam
uma diferenga estatistica significativa (p <0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls, avaliando a interagdo de cada tratamento e cada acido nos diferentes
tempos avaliados. Letras minusculas diferentes indicam uma diferenga estatistica significativa (p <0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls, avaliando a
interacdo dos tratamentos ao longo de cada tempo. IF = Inicio de fermentacdo; FF = Final de fermentacdo; FS = Final de secagem. * ndo apresentou diferenca
significativa em nenhum dos tratamentos.
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4.3 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Comparando cada tratamento ao longo do tempo, todos os tratamentos no inicio
da fermentagcdo foram diferentes significativamente dos grdos torrados em todas as
analises (fendlicos totais, DPPH, ABTS e FRAP), sendo que ao final de fermentacéo,
nenhum tratamento apresentou diferenca significativa (Figura 3).

No inicio da fermentacdo, os tratamentos 3 (T. delbrueckii) e 5 (S. cerevisiae + T.
delbrueckii) foram significativamente iguais e diferentes entre os demais tratamentos,
apresentando as maiores concentracdes de fendlicos totais (328,37 e 333,23 mg de acido
galico/g, respectivamente) (Figura 3-A).

No final da fermentacéo, as menores concentracdes de fenolicos foram observadas
nos tratamentos 2 (C. parapsilosis, com 198,36 mg de acido galico/g) e 7 (S. cerevisiae
+ C. parapsilosis + T. delbrueckii, com 181,49 mg de acido galico/g), que ndo
apresentaram diferencas significativas, mas foram significativamente diferentes dos
outros tratamentos. A maior concentragdo foi apresentada pelo tratamento 3 (T.
delbrueckii, com 355,76 mg de &cido galico/g), que apresentou diferenca significativa se
comparado aos outros tratamentos.

A maior concentracdo de compostos fenolicos foi observada nos gréos torrados
para o tratamento 3 (. delbrueckii, com 3753,30 mg de &cido galico/g) que apresentou
diferenca significativa dentre o restante dos tratamentos, além disso, a menor
concentracdo foi observada no Controle (1228,39 mg de acido galico/g), que também
apresentou diferenca significativa dos restantes dos tratamentos (Figura 3-A).

Para a analise de DPPH, foi observado que no inicio de fermentacgdo, o tratamento
2 (C. parapsilosis) apresentou maior concentragdo de antioxidante (60,60 pM de
trolox/g), enquanto a menor concentracdo foi detectada no Controle (48,84 UM de
trolox/g). Ja no final de fermentacdo a maior concentracao foi para o tratamento 7 (102,88
MM de trolox/g) e a menor, no Controle (52,06 uM de trolox/g) (Figura 3-B).

Os unicos tratamentos que apresentaram diferencas significativas na concentracao
de DPPH nos gréos torrados foram os tratamentos 2 (C. parapsilosis) e 5 (S. cerevisiae +
T. delbrueckii), sendo que o tratamento 5 apresentou maior concentragéo (3215,13 pM
de trolox/g) enquanto o tratamento 2 a menor concentragdo (1759,45 uM de trolox/g)
(Figura 3-B).
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Figura 3. Compostos fendlicos totais (A) e a capacidade antioxidante total (B, C, D) de cafés fermentados com e sem a adi¢do de culturas
iniciadoras.
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1=S. cerevisiae, 2= C. parapsilosis, 3= T. delbrueckii, 4= S. cerevisiae + C. parapsilosis, 5= S. cerevisiae + T. delbrueckii ,6= C. parapsilosis + T. delbrueckii,
7=S. cerevisiae + C. parapsilosis + T. delbrueckii e Controle. Inicio da fermentacdo (), final da fermentagdo () e gréos torrados (—). As letras maitsculas
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos em cada tempo de fermentagéo e no grdo torrado. Comparando cada tratamento nos
tempos de fermentacdo e do gréo torrado, houve diferenga significativa entre o tempo inicial de fermentacdo e os graos torrados, pelo teste de Kruskal- Wallis
(p > 0,1). *Nao apresentou diferenca significativa entre os tempos de fermentacéo e gréos torrados.
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No inicio da fermentacdo, os tratamentos que apresentaram menor e maior
concentragdo de ABTS foram o Controle (32,42 uM de trolox/g) e 2 C. parapsilosis, com
99,65 uM de trolox/g), respectivamente. No final da fermentacdo a maior concentragdo
de ABTS foi para o tratamento 6 (S. cerevisiae + C. parapsilosis + T. delbrueckii , com
134,78 uM de trolox/g) e a menor concentragéo foi no Controle (66,61 uM de trolox/g),
enquanto os outros tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa. Nos gréos
torrados, nenhum dos tratamentos apresentou diferencas significativas, porém as maiores
concentracdes foram observadas nos tratamentos 6 (4828,58 UM de trolox/g) e 7 (4556,98
MM de trolox/g) (Figura 3-C).

No inicio da fermentacdo, os tratamentos que apresentaram diferencas
significativas na concentracdo de FRAP foram os tratamentos 3 (T. delbrueckii) e 7 (S.
cerevisiae + C. parapsilosis + T. delbrueckii), onde a menor concentracdo de FRAP foi
observada no tratamento 7 (91,39 uM de sulfato ferroso/g) e a maior concentracdo no
tratamento 3 (242,18 uM de sulfato ferroso/g). J& no final da fermentagdo, nenhum
tratamento apresentou diferenca significativa. Nos gréos torrados, a menor concentracao
de FRAP foi observada no tratamento 2 (C. parapsilosis, com 1835,52 uM de sulfato
ferroso/g) e a maior concentracdo no tratamento 5 (S. cerevisiae + T. delbrueckii, com
4828,58 UM de sulfato ferroso/g), sendo que esses tratamentos apresentaram diferencas
significativas entre eles, enquanto 0s outros tratamentos ndo apresentaram diferenca
significativa na concentracdo de FRAP (Figura 3-D).

De modo geral, em todas as andlises realizadas, foi observado maior atividade
antioxidante nos graos torrados em todos os tratamentos. Esse resultado pode ser devido
as mudancas na composic¢do quimica que ocorrem durante a torra (principalmente da
reacao de Maillard) e pela formacdo de uma ampla variedade de compostos que possuem
atividade antioxidante (NICOLI et al., 1999). Em um estudo realizado por KWAK et al
(2018), a fermentacéo de leveduras de café verde por 24 horas foi eficaz em fortalecer a
funcionalidade do café, induzindo um aumento significativo da atividade antioxidante,
além de promover que os compostos fenolicos sejam liberados apos a torrefagdo.

Em um estudo feito por PEREZ-BURILLO et al. (2019), indicou que em muitos
casos, a fermentacéo de café torrado apresentou valores de antioxidantes mais altos se
comparado aos cafés verdes. Além disso, nos ensaios FRAP e Folin-Ciocalteu, valores
mais altos foram obtidos para os cafés fermentados, apresentando resultados semelhantes
aos encontrados neste trabalho. DEL CASTILLO et al. (2002) encontraram um aumento

na atividade antioxidante do café ardbica na reacdo com o ABTS de acordo com o grau
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de torrefagdo quando comparado ao café verde. Esses diferentes resultados apresentados
entre DPPH, ABTS e FRAP na andlise da atividade antioxidante do café, podem ser
relacionados aos diferentes mecanismos de reacdo (PRIOR et al., 2005, CRUZ et al.,
2018).

Dessa forma é recomendavel que pelo menos dois ou mais métodos sejam
combinados para fornecer informagdes abrangentes sobre a capacidade antioxidante total
de um alimento, ja que um método padronizado para a determinacédo das propriedades
antioxidantes de certos alimentos e bebidas ainda ndo foi estabelecido (BATISTA et al.,
2016).

5. CONCLUSAO

De modo geral, as culturas iniciadoras utilizadas na fermentacdo do café por via seca
apresentaram manutencdo da populacdo até o final da secagem. Uma inibicdo de
crescimento pode ser observada em tratamentos com inoculagdo em co-cultivo,
principalmente para as leveduras C. parapsilosis CCMA 0544 e T. delbrueckii CCMA
0684, enquanto uma maior populacédo foi observada para tratamentos inoculados com S.
cerevisiae CCMA 0543. A utilizacdo de leveduras como culturas iniciadoras pode
influenciar nas diferentes concentracdes e formacao de alguns acidos organicos, como
acidos maélico, succinico, latico e acético. Ao final da fermentacdo pode ser observado
maior concentracdo de atividade antioxidante se comparado com o inicio da fermentacéo,
e, as maiores concentracbes foram observadas nos grdos torrados, independente da
metodologia utilizada. Apesar do comportamento de antioxidantes apresentarem o
mesmo perfil nos diferentes métodos utilizados, os tratamentos inoculados apresentaram
maior atividade antioxidante quando comparados aos Controles, sendo que dentre os
tratamentos inoculados, o com C. parapsilosis CCMA 0544 foi 0 que apresentou menores
concentragfes em todas as analises realizadas. O tratamento com melhor resultado, foi o
tratamento 5 (S. cerevisiae + T. delbrueckii), que exibiu a maior populacéo de leveduras
no final da secagem e apresentou as maiores concentragdes de atividade antioxidante em
duas das analises realizadas (DPPH e FRAP). Dessa maneira, a utilizacdo de leveduras
pode influenciar positivamente na composicdo quimica e atividade antioxidante do grdo

e, consequentemente, na melhora da bebida


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996913000185?via%3Dihub#bb0135
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